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RESUMO

Apesar da Regido Metropolitana de Vitoria (RMV) ser considerada indene para
leishmaniose visceral (LV), um recente inquérito soroepidemiolégico com céaes
errantes da RMV, detectou sorologia positiva (Kalazar Detect Canine) em sete de
158 (4,4%) animais, sugerindo a hipétese da existéncia da LV nesta regido. Com o
intuito de ratificar estes dados, 201 cdes do municipio da Serra foram investigados
para LV, utilizando testes soroldgicos, parasitologicos e moleculares. Deste total,
13% (26/201) e 5,97% (12/201) apresentaram respectivamente resultados positivos
no teste ELISA “in house” e Kalazar Detect. Nenhum animal foi soropositivo para os
testes RIFI e ELISA (Biomanguinhos). Dois caes soropositivos apresentaram cultura
positiva para Leishmania (Leishmania) chagasi e quatro animais apresentaram PCR
positivo para o género Leishmania. Além disso, um Obito humano por LV foi
registrado em associacdo a dois casos caninos da doenca (ambos com Kalazar
Detect positivo e um com cultura positiva). A investigacdo epidemiologica mostrou
que ambos os cdes foram nascidos e criados na Serra e ndo possuiam historia de
viagem para &reas endémicas para LV. O outro cdo com cultura positiva foi
capturado pelo Centro de Controle de Zoonoses da Serra a 550 metros da
residéncia da paciente. Apesar da espécie Lutzomyia longipalpis ndo ter sido
encontrada, outras espécies de flebotomineos foram capturadas: L. edwardsi, L.
tupynambai, L. cortelezzii, L. sordellii e L. intermedia. Nossos resultados sugerem
fortemente a existéncia da LV canina autéctone no municipio da Serra e o primeiro
caso autoctone humano neste municipio, embora ndo confirmado devido a paciente

ser natural de uma &area endémica para a doenca.

Palavras-chave: leishmaniose visceral canina autéctone - Regido Metropolitana de

Vitéria — Estado do Espirito Santo — Municipio da Serra.



ABSTRACT

Although the Metropolitan Region of Vitoria, Espirito Santo state, is considered a tree
visceral leishmaniasis (VL) area, a recent canine soroepidemiological inquiry
revealed that 7 out of 158 (4,4%) stray dogs were seropositive (Kalazar Detect) for
VL, suggesting the existence of autochthonous VL in this region. In order to clarify
these findings, 201 dogs from Serra municipality were screened for VL, using
serological, parasitological and molecular tests. Of this total, 13% (26/201) and
5,97% (12/201) were positive for ELISA “in house” and Kalazar Detect tests,
respectively. None of the dogs was positive for RIFI and ELISA assays
(Biomanguinhos). Two seropositive dogs presented positive culture for Leishmania
(Leishmania) chagasi, and four were PCR positive for the Leishmania genus.
Additionally, one human VL case was reported in association with 2 canine cases
(both of them positive for Kalazar Detect and one had a positive culture). The
epidemiological investigation showed that both dogs were born in Serra and never
travelled to VL endemic areas. The other dog with a positive culture was captured by
the Zoonosis Control Center 550 meters far from the patient’s dwellings. Although
the Lutzomyia longipalpis species was not detected, others phlebotomine sand fly
species were found such as L. edwardsi, L. tupynambai, L. cortelezzii, L. sordellii,
and L. intermedia. Our results strongly suggest the existence of autochthonous
canine VL and the first autochthonous human case of the disease in Serra, though
this cannot be confirmed because the patient was native from an endemic area for
VL.

Keywords: autochthonous canine visceral leishmaniasis - Metropolitan Region of
Vitoria — Espirito Santo state - Serra municipality.
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1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses compreendem um complexo de doencas infecciosas causadas por
protozoarios flagelados da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania (ROSS, 1903). Sdo endémicas em diversas areas tropicais e
subtropicais do mundo, abrangendo 88 paises, onde constituem um significante
problema de saude publica, sobretudo para as populacfes pobres destas regides
(WHO, 2006). Até o momento, ja foram descritas 20 espécies de Leishmania
patogénicas para o homem e 30 espécies de flebotomineos vetores. Estes
protozoarios sdo responsaveis por uma diversidade de manifestacdes clinicas,
influenciadas principalmente, pela viruléncia da cepa infectante e pelo “status”
imunitario e nutricional do hospedeiro (DESJEUX, 2004). Este espectro clinico varia
desde infec¢des assintomaticas, doenca cutdnea e/ou mucosa e doenca visceral,
tendo como caracteristica o comprometimento de 6rgdos do sistema fagocitico
mononuclear. Desta forma, as leishmanioses sdo separadas do ponto de vista
didatico em leishmaniose tegumentar (cutdnea e mucosa) e leishmaniose visceral
(LV) ou calazar (GRIMALDI & TESH, 1993; PEARSON & SOUZA, 1996).

A transmissdo do parasita, com poucas excecoes, € feita através da picada de
fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conhecidos
genericamente como flebotomineos. Estes insetos estdo agrupados em seis
géneros, dos quais apenas dois apresentam importancia epidemioldgica:
Phlebotomus (RONDANI & BERTE, 1840) no Velho Mundo e Lutzomyia (LUTZ &
NEIVA, 1912) no Novo Mundo (DESJEUX, 1996).

Dentre as leishmanioses, a visceral é a forma mais grave da doenca por evoluir para
0 Obito na quase totalidade dos casos (>95%) se nao tratada (CHAPPUIS et al.
2007). Os agentes etiologicos da LV sdo membros do complexo Leishmania
(Leishmania) donovani (LAINSON & SHAW, 1987), que engloba trés espécies:
Leishmania (Leishmania) donovani (LAVERAN & MESNIL, 1903), que é agente
causador de uma antroponose no sul do continente asiatico (india, Bangladesh e
Nepal) e no leste africano, Leishmania (Leishmania) infantum (NICOLLE, 1908),
encontrada na regido do Mediterraneo, Oriente Médio e parte do continente asiatico,
sendo uma zoonose de canideos silvestres, tendo o cdo como reservatorio

domeéstico do protozoario, e Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA & CHAGAS,
19
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1937), que é agente etioldgico de uma zoonose nas Américas, de forma semelhante
a L.(L.) infantum (BERN, MAGUIRE & ALVAR, 2008).

No Brasil, a leishmaniose visceral & considerada uma zoonose de notavel
importancia médica e veterinaria, tendo os canideos como principais reservatorios.
Historicamente a LV é identificada como uma endemia predominantemente de areas
rurais ou silvestres. Entretanto, a partir da década de 1980, houve uma expansao
progressiva da endemia para areas urbanas em quase todo o pais, aumentando

ainda mais sua importancia no contexto da nossa saude publica.

Por ser objeto do presente estudo, a leishmaniose visceral sera abordada em mais

detalhes a seguir.

2 LEISHMANIOSE VISCERAL
2.1 HISTORICO

Os primeiros relatos sobre a LV remontam a Grécia em 1835, onde a doencga era
conhecida como “ponos” ou “haplopinakon”. Entretanto, foi na india em 1869, que
os termos sanscritos “kalaazar’ (pele negra) ou “Kala-jwar” (febre negra) foram
primeiramente utilizados (MARZOCHI et al. 1981; WHO, 2010). Dois médicos,
militares britanicos, o major William Boog Leishman, e o major Charles Donovan que
também era professor de fisiologia da Universidade de Madras na India,
descreveram pela primeira vez, e de forma independente, o agente etiolégico da LV.
Leishman, em 1901, identificou o protozoario em material esplénico obtido de
necropsia de um soldado que havia falecido na cidade de Dum Dum na india em
decorréncia de uma febre conhecida localmente como “febre Dum-Dum” ou
“kalazar”. Na ocasido sugeriu que o parasita que acabara de ver era uma “forma
involutiva” de um Trypanosoma (LEISHMAN, 1903). Trés meses depois, em um
Hospital em Madras, distante 1.728 km de Dum Dum, Donovan observou
microorganismos similares em esfregacos de material esplénico de pacientes
falecidos com hipétese diagndstica de malaria (DONOVAN, 1903). Laveran &
Mesnil (1903), sugeriram que estes parasitas poderiam ser piroplasmas e 0s
nomearam Piroplasma donovani. Ronald Ross, em 1903, reconhecendo o

pioneirismo de Leishman e Donovan na descoberta dos parasitas reformulou a
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nomenclatura do protozoario para Leishmania donovani, criando posteriormente o
género Leishmania (ROSS, 1903).

Em 1908, Nicolle e Comte foram os primeiros a descrever a leishmaniose visceral
canina (LVC), ao examinarem animais naturalmente e experimentalmente infectados
na cidade de Tunis na Tunisia. Essas observac¢des iniciais tinham como objetivo
principal investigar o papel do cdo como reservatorio natural da doenca (NICOLLE &
COMTE, 1908). A partir da correlacdo entre o agente etioldgico e as manifestacdes
clinicas da doenca uma imensa area de transmissdo da doenca comecou a ser
delineada em todo o mundo. A LV ja foi descrita em 65 paises de quatro
continentes: Americano, Europeu, Africano e Asiatico. Ainda ndo existem relatos da

doenca na Oceania e Antartida.

Nas Américas, o provavel primeiro caso autéctone humano de LV foi descrito no
Paraguai por Migone em 1913, em um paciente italiano nascido em Padova, cidade
localizada na bacia do mediterraneo. Este paciente havia morado também no Brasil
durante 14 anos, onde trabalhou na construcdo da estrada de Ferro S&o Paulo —
Corumba. Os primeiros sintomas do paciente (febre, calafrios e diarréia) surgiram
ainda em Porto Esperanca, municipio de Corumba. O paciente foi atendido na
ocasido em um hospital de campanha em Corumba. Em fevereiro de 1911 os
sintomas retornaram e o paciente foi tratado com quinino sem sucesso. Em maio do
mesmo ano o paciente foi atendido em Assuncdo com piora dos sintomas da doenca
(emagrecimento, anemia, manchas na pele, edema, aumento do volume abdominal,
dispnéia, enterorragia e epistaxes). Ao exame fisico apresentava
hepatoesplenomegalia e linfoadenomegalia generalizada. Um novo tratamento com
quinino foi tentado sem sucesso. Durante a investigacao clinica detectou-se formas
amastigotas de Leishmania no sangue periférico do paciente, confirmadas
posteriormente em material de pungdo hepatica e esplénica. O paciente foi entdo
tratado com Salvarsan (606 Ehrlich), 600mg intramuscular. Apesar da melhora
clinica do paciente com regressdo da hepatomegalia e retorno do apetite o parasita
continuava presente no sangue periférico. O paciente faleceu subitamente 30 dias
apos o tratamento (MIGONE, 1913).
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No Brasil, os primeiros relatos de calazar datam de 1911 quando Carlos Chagas ao
percorrer o Vale do Amazonas suspeitou da ocorréncia da doenca naquela regido
(PESSOA, 1978). Entretanto, a importancia da leishmaniose visceral americana
como um problema de saude publica so ficou evidente apds 1932, quando o Dr.
Henrique Penna do Servico de Viscerotomia da Fundacdo Rockfeller ao examinar
47.000 amostras de figado de pacientes suspeitos de terem morrido por febre
amarela em diversas areas rurais do Brasil, detectou parasitas morfologicamente
idénticos a Leishmania donovani em 41 deles (0,08%). Penna observou ainda que a
maioria das mortes ocorria em criancas e que o principal foco da doenca se situava
nos estados do Nordeste, particularmente o Ceard (PENNA, 1934; CHAGAS, 1936).

Em 1936, diante dos achados de Penna, Carlos Chagas, entdo Diretor do Instituto
Oswaldo Cruz, designou seu filho Evandro Chagas, para liderar uma comissao
encarregada de estudar a epidemiologia da leishmaniose visceral no Brasil. Em seu
primeiro estudo, realizado no estado do Sergipe, Evandro Chagas descreveu
clinicamente o primeiro caso vivo de leishmaniose visceral no Brasil: um garoto de
16 anos cuja irma havia falecido com LV diagnosticada post mortem através de
viscerotomia realizada por Penna. Além desta descricdo, o grupo de Evandro
Chagas contribuiu significativamente para o estudo da LV através de dois achados
importantes: o encontro de animais domésticos (7 cdes e 1 gato) infectados por
L.(L.) chagasi e a observacdo de que o inseto hematéfago encontrado
freqientemente dentro e nos arredores dos domicilios dos pacientes com LV era o
flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis (CHAGAS, 1936). Chagas e Cunha,
embora ndo tenham notado diferencas morfoldgicas entre a Leishmania isolada de
casos americanos e as espécies provenientes do Velho Mundo (Leishmania
infantum e Leishmania donovani), observaram a época, caracteristicas bioldgicas
distintas desta espécie como p.ex. menor susceptibilidade dos animais de
laboratério e diferencas encontradas nas provas de aglutinagdo utilizando soros
hiperimunes de coelhos, capazes de distinguir a espécie americana das do Velho
Mundo. Segundo os autores, estas observacdes justificariam a criacdo de uma
nova espécie — Leishmania chagasi — assim designada em homenagem a Carlos
Chagas (DEANE, 1938).

22



Introducéo

Com a morte prematura de Evandro Chagas em 1940 o interesse no estudo da
leishmaniose visceral no Brasil sofreu um impacto negativo, sendo retomado
somente em 1953, quando aproximadamente 100 habitantes da pequena cidade de
Sobral, no interior do estado do Ceara, morreram em um grave surto de calazar.
Este fato chamou a atencdo das autoridades de saude, que organizaram um
inquérito para estudar a epidemiologia da doenca. Trés figuras proeminentes da
medicina tropical brasileira foram convocadas: Joaquim Eduardo Alencar, Tomas
Aragdo, e o casal Lebnidas e Maria Deane. No Ceara, eles deram duas
contribuicdes vitais para o estudo da doenca: encontro de infeccbes macicas de
flagelados, considerados por eles promastigotas de L. (L.) chagasi, em espécimes
de L. longipalpis capturados em ambiente silvestre, e o encontro de raposas
Lycalopex vetulus naturalmente infectadas por este protozoario (DEANE & DEANE,
1954 a,b; LAINSON & RANGEL, 2005).

A partir de 1955, Alencar e o casal Deane registraram no Ceara e em outros estados
da regido nordeste aproximadamente 1000 novos casos da doenca em humanos.
Eles chamaram a atenc&o para a ocorréncia eminentemente rural ou silvestre da LV,
com padrao tipico de transmissdo em paisagens conhecidas como pés-de-serra,
boqueirdes e grotdes (DEANE & DEANE, 1962). Apesar da predominancia deste
padrdo epidemiolégico de transmisséo, ja existiam relatos ocasionais da ocorréncia
de transmissdo urbana da doenca que veio aumentando progressivamente para se
disseminar a partir da década de 1980 (PESSOA, 1969; DEANE & DEANE, 1962).

2.2 EPIDEMIOLOGIA: EXPANSAO GEOGRAFICA E URBANIZACAO DA LV NO
BRASIL

A leishmaniose visceral é endémica em 65 paises, que notificam cerca de 500.000
novos casos humanos da doenca anualmente. A maioria destes casos (90%) ocorre
em areas rurais pobres e periferias urbanas de 5 paises em desenvolvimento:
Bangladesh, india, Nepal, Sud&o e Brasil (WHO, 2006). Nas Américas, a LV ocorre
desde o sul do México até o norte da Argentina, sendo que o Brasil responde por
90% dos casos neste continente e € o terceiro mais importante foco de leishmaniose

visceral do globo (MS, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2006).
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No Brasil, a leishmaniose visceral € considerada um grave problema de saude
publica, tendo em vista sua magnitude, expansao geogréafica e controle complexo,
caro e laborioso (MS, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009). Entre 1980 e 2004,
57.766 casos de LV foram registrados no Brasil com 2.911 mortes. Nos ultimos dez
anos, a média anual de casos notificados no Pais foi de 3.156 e a incidéncia de dois
caso0s/100.000 habitantes (MAIA-ELKYHOURY et al. 2007; MS, Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2006). Na década de 1990, 90% dos casos notificados de LV
ocorriam na regido Nordeste. Entretanto, com a progressiva expansao das areas de
transmissdo e urbanizacdo da doenca outras regides brasileiras se tornaram
importantes focos da doenca, tais como as regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste.
Estas, que em 1998 concentravam 15% do total de casos de LV, passaram a
responder por 44% do total de casos em 2005. Atualmente, 21 dos 27 estados da
federacdo registram transmissdo autéctone da doenca, abrangendo
aproximadamente 1.904 municipios (MAIA-ELKYHOURY et al. 2008). Dentre os 21
estados com casos autdctones, o mais recente € o Rio Grande do Sul (RS). Casos
humanos da doenca, associados ao primeiro relato da presenca de Lutzomyia
longipalpis neste estado, foram registrados em 2009 no municipio de Séo Borja,
limitrofe & provincia de Corrientes, Argentina, onde foram notificados casos caninos
de LV (CENTRO ESTADUAL DE VIGILANCIA EM SAUDE, RS, 2009; SOUZA,
SANTOS & ANDRADE-FILHO, 2009). Tendo em vista a ineficacia das atuais
medidas de controle da doenca, a Organizacdo Pan Americana de
Saude/Organizacdo Mundial de Saude (OPAS/OMS), considera a LV como uma
doenca negligenciada de categoria 3. O cenario brasileiro descrito acima esta
provavelmente subdimensionado. Acredita-se que um namero ainda ndo conhecido
de municipios ja possua casos caninos autoctones da doenca, mas ainda sem
transmissdo humana. E praticamente consenso entre os pesquisadores que a
infeccdo canina precede a infeccdo humana. Como exemplo podemos citar o
recente estudo epidemioldgico realizado no RS onde casos caninos seguidos de
casos humanos foram registrados no municipio de Sdo Borja, e 0 encontro de
somente casos caninos nos municipios de Uruguaiana, Porto Xavier e Santa Maria
(CENTRO ESTADUAL DE VIGILANCIA EM SAUDE, RS, 2009; SOUZA, SANTOS &
ANDRADE-FILHO, 2009). Portanto a expectativa € que a doenga avance,

aumentando ainda mais 0 numero de municipios endémicos. Outro aspecto
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preocupante da expansdo da doenca, por seu potencial de produzir grandes
epidemias, € o seu avanco na dire¢cdo de grandes centros urbanos e cidades com
populacdo acima de 100.000 habitantes. Casos autéctones ja foram registrados em
10 capitais (Sao Luis, Natal, Teresina, Fortaleza, Aracaju, Palmas, Campo Grande,
Brasilia, Belo Horizonte e Rio de Janeiro) e em diversas cidades de médio porte
como Montes Claros, Sabara, Caxias, Imperatriz, Jequié, Aracatuba, Bauru,
Piracicaba e Varzea Grande (COSTA, 2008; MAIA-ELKHOURY et al. 2008).

Acredita-se que esta urbanizacdo decorra de modificacbes ambientais causadas por
acOes antropicas, bem como pela rapida e intensa migracao de popula¢des rurais de
areas endémicas para periferias urbanas desprovidas de moradias e infra-estrutura
sanitaria adequada. Estas periferias mantiveram algumas caracteristicas de areas
rurais de origem dos migrantes, como a presenca de mosaico de vegetacdo em
areas ainda ndo completamente ocupadas, criagdo de animais domésticos como
cées, galinhas e porcos no peridomicilio e condi¢des precarias de habitacdo. Estas
caracteristicas criaram condi¢Bes favoraveis para a reproducdo da L. longipalpis e
consequente transmissdo da LV nestes espacos urbanos (COSTA, 2008; MAIA-
ELKHOURY et al. 2008; SABROZA, 2005). Entretanto as hipbteses e explicacdes
baseadas no processo migratério sdo insuficientes para esclarecer totalmente os
fatores que conduziram ao processo de urbanizacdo da LV no Brasil. A favor deste
argumento podemos citar a presenca da doenca em cidades como Aracatuba e
Campo Grande, que ndo passaram por fluxo migratério intenso e ndo apresentaram
crescimento urbano desordenado. Por outro lado, a doenca ndo se instalou em
cidades como Recife e Salvador, que no passado sofreram intenso processo
migratério a partir de populacdes de areas rurais endémicas para a doenca. Ha que
se considerar também a existéncia de um complexo de espécies L. longipalpis,
também denominadas “espécies gémeas”, distintas tanto do ponto de vista
genotipico quanto fenotipico (morfologia, ferorménios e comportamento sexual). A
existéncia deste complexo poderia explicar variacdes epidemiologicas da doenca
observadas em diferentes areas geograficas do Brasil e a maior ou menor
capacidade de adaptacédo e expansao das espécies em areas com microambientes
distintos (BAUZER et al. 2007; HODGKINSON et al. 2003; WARD et al. 1985).
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2.3 TRANSMISSAO

A transmissdo do agente etioldégico da LV para os hospedeiros vertebrados ocorre
através da picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo.
Nas Américas, aceita-se que a Lutzomyia longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912) seja o
anico vetor da doenca, embora a L. evansi e L. cruzi tenham sido implicadas como
vetores da LV na Colombia e Brasil respectivamente (TRAVI et al. 1996; SANTOS et
al. 1998; GALATI et al. 1997). Entretanto, a L. longipalpis é a Unica a cumprir todos
0S critérios essenciais estabelecidos para a competéncia vetorial que incluem:
antropofilia, distribuicdo espacial coincidente com casos humanos da doenga e
infeccdo natural por L. (L.) chagasi (KILLICK-KENDRICK, 1990; DEANE, 1956;
LAINSON & SHAW, 1998; LAINSON & RANGEL, 2005). Outras caracteristicas que
atestam a importancia vetorial da L. longipalpis nas Américas incluem sua ampla
distribuicdo geogréfica, habitos alimentares ecléticos e sua facil adaptacdo domiciliar
e peridomiciliar (RANGEL & VILELA, 2008).

A L. (L.) chagasi apresenta duas formas evolutivas distintas durante seu ciclo de
vida: uma forma flagelada mével conhecida como promastigota, presente no tubo
digestivo do flebotomineo, e uma forma amastigota, imével, com flagelo rudimentar
contido no saco flagelar, que se desenvolve em células do sistema fagocitico
mononuclear dos hospedeiros mamiferos. A infec¢cdo do vetor ocorre por ingestao
de macrofagos contendo formas amastigotas do parasita durante o repasto
sanguineo de fémeas em mamiferos infectados. No trato digestivo anterior do inseto
ocorre o rompimento dos macrofagos e liberacdo destas formas, que se diferenciam
em promastigotas em aproximadamente 13 a 15 horas. As formas promastigotas
multiplicam-se rapidamente por divisdo binaria e transformam-se em paramastigotas
as quais colonizam o eso6fago e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao
epitélio pelo flagelo até se diferenciarem em formas infectantes - promastigotas
metaciclicas. Apos este ciclo, as fémeas infectadas, ao realizarem um novo repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado regurgitam as formas promastigotas
metaciclicas, que penetram na derme do hospedeiro, onde sdo internalizadas por
células dendriticas e macréfagos residentes. No vacuolo parasitéforo destas células,

as formas promastigotas diferenciam-se novamente em amastigotas, que se
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multiplicam intensamente até ocorrer o rompimento da célula infectada e
subsequente liberacdo destas formas que seréo fagocitadas por novos macréfagos.
As células fagociticas da pele, provavelmente células de Langerhans, sé&o
responsaveis pela disseminacdo dos parasitas pelos vasos sanguineos e linfaticos
para os linfonodos, baco, figado e medula 6ssea (Figura 1) (CHAPPUIS et al. 2007;
KILLICK-KENDRICK, 2002; BESTEIRO et al. 2007).

1]
Fémeas da espécie Lu. longipalpis regurgitam formas 9
promastigotas metaciclicas durante repasto sanguineo Formas promastigotas s&o
em hospedeiro vertebrado (| , cdo, etc.) internalizadas por células
0 | fagociticas da derme
( 0

oy

Promastigotas se dividem no
intestino médio e migram para
a probéscida do inseto

Promastigotas se diferenciam
em amastigotas no interior das

células fagociticas
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A i transfor se %
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disseminagao parasitaria para outras células
fagociticas

Flebotomineos ingerem macréfagos
infectados por formas amastigotas
de Leishmania

(5]

Figura 1 - Ciclo evolutivo da Leishmania (Leishmania) chagasi. Adaptado do CDC (Centers for
Disease Control and Prevention).

Insetos hematéfagos, como os flebotomineos, expressam compostos vasoativos em
suas glandulas salivares, cuja a¢ao principal € atuar contrabalanceando o processo
hemostéatico do hospedeiro durante o repasto sanguineo do inseto. A picada da
espécie Lutzomyia longipalpis resulta em rapido desenvolvimento de eritema - que
dura em torno de 48 horas - circunscrito em uma pequena area. O eritema esta
tipicamente associado a vasodilatacdo (LERNER, LUGA & REDDY, 2007). Nesse
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sentido, Lerner et al. (1991) apos estudar a glandula salivar desta espécie vetora,
isolaram um peptideo de 61 aminoacidos com grande atividade vasodilatadora,
dando-lhe o nome de Maxadilan. Posteriormente, Quereshi et al. (1996) em estudos
com o Maxadilan recombinante mostraram que ele apresenta propriedades
imunomoduladoras, como por exemplo inibicdo da concanavalina A e de anticorpos -
anti receptor de células T. Além disso, foi demonstrado em modelos murinos que
este peptideo pode exacerbar infeccbes por L. major, e que a vacinagdo com 0O
mesmo protege camundongos contra a infeccdo por este parasita (MORRIS et al.
2001). Estes estudos abriram perspectivas com relacdo a utilizacdo deste peptideo
no desenvolvimento de vacinas para leishmanioses. Além desta aplicacdo, o
Maxadilan pode potencialmente ser utilizado como antigeno em testes soroldgicos
com a finalidade de se verificar indiretamente a exposicdo de humanos e animais de
areas endémicas para LV a picadas do vetor Lutzomyia longipalpis. Esta
aplicabilidade ja foi testada em alguns estudos (GOMES et al. 2007; SOUZA et al.
2010), porém utilizando extrato bruto de glandula salivar da L. longipalpis e outras

proteinas recombinantes deste vetor.

2.4 RESERVATORIOS DA Leishmania (L.) chagasi

Ao contrario do que ocorre na india, onde a LV comporta-se como uma antroponose,
nas Américas a LV é primariamente uma zoonose, tendo os canideos domeésticos e
silvestres (Cerdocyon thous e Lycalopex vetulus) como principais reservatorios. Os
marsupiais (Didelphis marsuapialis e Didelphis albiventris) e roedores (Proechimys
canicollis) também ja foram encontrados naturalmente infectados, mas sua
importancia epidemioldgica ainda ndo é totalmente conhecida (LAINSON et al. 1990;
TRAVI et al. 1998). Entretanto, com a construcdo de habitacdes humanas em areas
onde o ciclo zoondtico da LV existe, animais sinantropicos podem ser o elo entre os
ciclos silvestres e domeésticos da doenca (DANTAS-TORRES, 2007).

O cado domeéstico (Canis familiaris) € considerado o principal reservatério da L. (L.)
chagasi em areas urbanas, contribuindo para a manutencéo e disseminacao do ciclo
de transmissdo da LV no ambiente doméstico. A eficiéncia deste animal como

reservatério da doenca decorre da sua grande susceptibilidade a infeccdo, do
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intenso parasitismo cutaneo do protozodrio, e da existéncia de infec¢Bes oligo ou
assintomaticas (DANTAS-TORRES, 2007).

Do ponto de vista epidemiologico, a doenca canina € considerada mais importante
que a doencga humana, pois além de sua elevada prevaléncia — no Brasil a taxa de
soroprevaléncia canina pode chegar a 67% em determinadas areas endémicas - ha
ainda um grande contingente de animais assintomaticos (40% a 60%) que albergam
parasitas na derme (MARZOCHI et al. 1985a; SHERLOCK & ALMEIDA, 1970;
MAGALHAES et al. 1980; IVERSON et al. 1983; COUTINHO et al. 1985; FRANCA-
SILVA et al. 2003; PARANHOS-SILVA et al. 1996).

No Brasil, a infeccdo canina foi documentada pela primeira vez por Evandro Chagas
e colaboradores em 1938, durante um inquérito canino realizado nas localidades de
Moju e Abaetetuba no Estado do Para, onde 4,1% dos animais examinados estavam
infectados (CHAGAS et al. 1938). Entretanto, foram Deane & Deane que chamaram
a atencdo para a importancia desses animais como reservatérios da LV, devido a
abundéncia e frequéncia do parasitismo cutaneo e concomitancia da infeccao
humana e canina em uma mesma area geografica (DEANE, 1956). No Brasil, até o
presente momento, todos os surtos humanos descritos estdo associados ou foram
precedidos pela infeccdo canina (CAMARGO-NEVES et al. 2001; OLIVEIRA et al.
2001). A importancia do homem como reservatorio da LV nas Américas, apesar de
n&o totalmente esclarecida ndo deve ser desprezada. E provavel que em situacées
especificas, os seres-humanos tenham algum papel na cadeia de transmissao,
como por exemplo durante periodos epidémicos. Na década de 1950, trabalhos
classicos realizados por Leonidas Deane levantaram a hip6tese de que doentes
poderiam atuar como reservatorios do parasita. Este autor conduziu um
experimento em que fémeas de L. longipalpis, obtidas de colonias mantidas em
laboratorio, foram alimentadas em 14 individuos com LV. Quatro dos 14 pacientes
(28,5%) infectaram 12 dos 81 fleb6tomos (14,8%) utilizados no estudo (DEANE,
1956). Naguela ocasido desconhecia-se a existéncia de infecgbes assintomaticas,
gue estudos posteriores demonstraram ocorrer na grande maioria (80%) das
infeccbes (BADARO et al. 1986; EVANS et al. 1992; DIETZE et al. 1997). Ainda é

desconhecido o papel dos individuos assintomaticos como reservatorios da LV.
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2.5 APRESENTACAO CLINICA DA LV

2.5.1 Humanos

A infeccdo causada por L.(L.) chagasi apresenta um espectro clinico amplo, que
varia desde formas completamente assintomaticas, passando por formas clinicas
com sintomatologia discreta ou moderada, até aquelas de apresentacdo mais grave.
No Brasil, um em cada 18 a 20 individuos infectados desenvolve clinicamente a
leishmaniose visceral (BADARO et al. 1986; EVANS et al. 1992; DIETZE et al.
1997). O periodo de incubacédo da LV é amplo podendo variar de dois a seis meses.
No homem a doenca caracteriza-se clinica e laboratorialmente por febre irregular,
emagrecimento, astenia, perda do apetite, diarréia, tosse seca,
hepatoesplenomegalia, micropoliadenopatias, pancitopenia, hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia. Com a progressdo da doenca ocorre agravamento do
quadro clinico, com aumento das visceromegalias, emagrecimento acentuado,
edemas, aparecimento de petéquias e sangramentos espontaneos. A doenca é
geralmente fatal quando néo tratada e a morte advém de sangramentos e infec¢des
bacterianas secundarias (MURRAY et al. 2005; CHAPPUIS et al. 2007; AMATO-
NETO et al. 2008). A LV pode manifestar-se também como parte da co-infec¢ao
associada ao Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). No Brasil o numero de
casos desta associacdo vem aumentando nos ultimos anos, principalmente devido a
urbanizacdo da LV e a ruralizagdo do HIV. Este nimero deve aumentar ainda mais
se levarmos em consideracdo a propor¢cao de 1:18-20 de infeccBes assintomaticas
mencionadas acima. Em analogia ao que ocorre em outras doencas bacterianas
(tuberculose, sifilis, etc) e parasitarias (toxoplasmose, Doenca de Chagas), acredita-
se que um percentual de pacientes infectados e doentes tratados n&do eliminem a
Leishmania do organismo. Isto foi demonstrado de forma indireta em pacientes
infectados pelo HIV na Espanha, que moravam em areas nao endémicas para a
doenca, diagnosticados com LV. Estes pacientes haviam nascido ou morado em
areas endémicas para a doencga ou haviam sido tratados no passado (DESJEUX &
ALVAR, 2003).
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2.5.2 Caes

Os caes infectados pela Leishmania (L.) chagasi apresentam um espectro clinico
muito semelhante a doen¢a humana i.e. infec¢ges inaparentes, moderadas e graves.
De forma similar ao calazar humano, a LV canina apresenta periodo de incubacao
de meses (3 a 6) ou até anos, dado este demonstrado de forma clara em infeccdes
experimentais. As infeccfes por sua vez podem evoluir de forma aguda, subaguda
ou cronica. A classificacdo clinica mais usada atualmente € a estabelecida por
Mancianti et al. (1988), assim definida: a) assintomaticos — animais com aparéncia
saudavel sem sinais clinicos visiveis da doenca; b) oligossintomaticos — animais
com sinais clinicos discretos da doenca tais como ulceracbes cutaneas
freqientemente observadas na ponta das orelhas e em &reas periorbitais, perda de
peso moderada e alopecia localizada; ¢) sintomaticos — animais apresentam um ou
mais sinais clinicos tipicos da LV, como ulceracfes cutaneas disseminadas,
cegueira, perda de peso excessiva, anorexia, adinamia, apatia, onicogrifose,
dermatite furfuracea, alopecia generalizada, ceratoconjuntivite, linfoadenomegalia,
diarréia, enterorragia e edema de patas (MARZOCHI et al. 1985a e b; COSENZA,
1995; NEVES, 2005; MORENO & ALVAR, 2002).

2.6 DIAGNOSTICO DA LV
2.6.1 Parasitologico

O diagnéstico parasitolégico da LV humana e canina pode ser feito por meio da
visualizacdo do parasita em cultura (formas promastigotas) ou em esfregaco de
puncao aspirativa de baco, figado, medula 0ssea, linfonodos ou em biopsias de
orgaos (formas amastigotas) (DIETZE, 2005; GOMES et al. 2008). No diagnéstico da
infeccdo canina, pode-se ainda utilizar amostras clinicas de pele - intacta ou de
regides com lesdo - para a demonstracdo de formas amastigotas do parasita
(MADEIRA et al. 2009).

O aspirado esplénico € o método de maior sensibilidade na infeccdo humana,
seguido do aspirado de medula 0ssea, bidpsia hepatica e aspirado de linfonodos

(ZIJLSTRAE et al. 1992; HAILU et al. 2006). As colora¢cbes mais utilizadas sdo o
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Giemsa, Wright, Leishman ou Panoético Réapido, todas elas essencialmente
coloragcbes de Romanovsky. O encontro das formas amastigotas do parasita é
diretamente proporcional a qualidade do material aspirado, a experiéncia do
microscopista e ao numero de campos observados. Portanto, € necessario que a
lamina seja exaustivamente examinada, antes de ser considerada negativa. Em
situacbes ideais, a sensibilidade do aspirado de medula Ossea €& de

aproximadamente 95% (DA SILVA, STEWART & COSTA, 2005).

Além do exame direto, 0 material das pun¢des aspirativas pode ser inoculado em
meios especiais de cultura. O classico meio de NNN (Novy, MacNeal e Nicolle),
contendo agar e sangue desfibrinado de coelho, € o0 mais comumente empregado. A
utilizacdo de uma interface liquida sobre o NNN, como o meio LIT (Liver Infusion
Tryptose) ou Schneider, aumenta e acelera a positividade da cultura. As culturas
devem ser mantidas entre 24-26°C e observadas em microscépio invertido

semanalmente, por até quatro semanas (DIETZE, 2005).

Barrouin-Melo et al. (2004) realizaram um estudo comparativo da sensibilidade da
cultura de aspirado esplénico e linfonodos popliteos utilizando uma amostra de 64
cdes com sorologia positiva para LV (ELISA ou RIFI), procedentes de uma area
endémica para a doenca no Brasil. A sensibilidade obtida para a cultura de aspirado
esplénico e de linfonodo popliteo foi respectivamente 73,4% (47/64) e 18% (12/64),
utilizando a sorologia como referéncia. Considerando somente 0s animais com
infeccdo confirmada pela cultura, a cultura esplénica atingiu sensibilidade de 97,9%

e a cultura de aspirado de linfonodo popliteo 25%.

2.6.2 Imunoldgico

Na LV, os testes sorologicos em geral apresentam boa sensibilidade em virtude da
grande quantidade de anticorpos (principalmente 1gG) induzidos durante a doenca,
secundarios a ativacao policlonal de células B. Os testes sorologicos, entretanto,
sdo métodos indiretos de deteccdo do parasita e, devido a sua praticidade, devem

preceder sempre que possivel, os métodos parasitolégicos, podendo até, em
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algumas situacdes, substitui-los. Na presenca de dados clinicos e laboratoriais, a
sorologia reativa praticamente confirma o diagnéstico de calazar (DIETZE, 2005).

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnostico da LV humana e canina séo a
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o0s ensaios imunoenzimaticos (ELISA,
imunocromatografia). Os resultados da imunofluorescéncia sao expressos em
diluicdes, sendo reagentes os titulos iguais ou superiores a 1:40. A RIFI, apesar de
menos sensivel que o ELISA, é o método mais utilizado no Brasil por estar
disponivel gratuitamente na maioria das regides endémicas por meio do Ministério
da Saude (MS). Os Kits da RIFI distribuidos pelo MS séo produzidos pela Fiocruz —
Biomanquinhos (Rio de Janeiro) e utilizam como antigeno formas promastigotas de
Leishmania major like (OLIVEIRA, 2005). Este teste ndo é produzido sob Boas
Praticas de Fabricacdo (BPC) e uma de suas principais limitacbes € a baixa
sensibilidade e especificidade (68% e 87,5%) (LIRA et al. 2006). Em céaes, reagdes
cruzadas foram relatadas com Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis,
Toxoplasma gondii, Ehrlichia canis e Demodex canis (FERREIRA et al. 2007; LIRA
et al. 2006; DA COSTA et al. 1991).

Os testes imunoenzimaticos (ELISA) sdo mais caros e usados pela rede privada de
atendimento e em centros de pesquisa. O seu resultado é expresso em unidades de
absorbéancia (espectrofotometria), em uma reacdo com diluicbes fixas ou mais
comumente, apenas como reagente. Apesar de ser um método sensivel ele
apresenta como desvantagem o fato de ndo existirem Kits comerciais para venda, o

gue dificulta sua padronizacao.

Mais recentemente, antigenos recombinantes (K39, K26) tem sido empregados em
testes rapidos imunocromatograficos tanto para o diagnostico da LV humana quanto
canina. Estes testes tem demonstrado alta sensibilidade e especificidade para o
diagnéstico da infeccdo humana (CARVALHO et al. 2003; BURNS et al. 1993; BERN
et al. 2000) e bom desempenho para o diagnéstico da LV canina (LEMOS et al.
2008; REITHINGER et al. 2002; DA COSTA et al. 2003; OTRANTO et al. 2004).

Da Costa et al. (2003) realizaram um estudo com a finalidade de avaliar o

desempenho dos antigenos recombinantes K39 e K26, dispostos em um teste rapido
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imunocromatogréafico para o diagndstico da LVC. Foram testadas ainda duas
proteinas complexadas ao ouro coloidal, proteina A de Staphylococcus aureus e
proteina G de Streptococcus pyogenes. Cinglenta soros de caes com teste RIFI
positivo (titulo da RIFI = 1/160) e sinais clinicos da doenca, 14 soros de cées
experimentalmente infectados com Trypanosoma cruzi e 50 soros de caes
clinicamente saudaveis e com RIFI negativo para Leishmania e Trypanosoma foram
testados. O teste imunocromatografico baseado no antigeno recombinante K39
apresentou sensibilidade de 96% (48/50) e especificidade de 100% (0/14), utilizando
proteina A de Staphylococcus aureus complexada ao ouro coloidal. Nenhuma
diferenca significativa no desempenho dos testes foi observada ao se utilizar
proteina A ou proteina G. O teste imunocromatogréafico frabricado com antigeno
recombinante K26 foi igualmente especifico (100%), porém menos sensivel (94% de

sensiblidade utilizando proteina A) que o teste produzido com a proteina rK39.

Em outro estudo, Lemos et al. (2008) avaliaram o desempenho do teste Kalazar
Detect Canine utilizando soros de caes com (oligossintomaticos e sintomaticos) e
sem sinais clinicos da doenca (assintomaticos), comparando os resultados com um
teste ELISA “in house” realizado com antigeno de L.(L.) chagasi em extrato bruto.
Foram testados 76 soros de cdes com mielograma positivo para Leishmania,
procedentes de duas areas endémicas para a doenca, Aracatuba (SP) e Belo
Horizonte (MG). Como controle-negativo, foram avaliados 33 soros de caes
saudaveis de éarea ndo endémica para LV, com sorologia (ELISA) e exame
parasitolégico negativo para Leishmania. Para avaliar a reatividade cruzada do teste,
foram testados 25 soros de cdes com doencas parasitarias e bacteriana, tais como:
leishmaniose cutédnea (5), ehrlichiose (3), toxoplasmose (5) e Doenca de Chagas
(12). A sensibilidade do Kalazar Detect Canine e ELISA foi respectivamente 83% e
95%, independente da forma clinica da doenca. A especificidade para ambos 0s
testes foi de 100%. No grupo assintomatico o Kalazar Detect Canine foi capaz de
detectar 12/16 (75%) caes, enquanto que o ELISA detectou 15/16 (94%). Para o
grupo de céaes oligossintomaticos, 15 e 16 de 17 animais foram positivos para o
Kalazar Detect (88%) e ELISA (94%), respectivamente. Para o grupo sintomético, o
teste rapido detectou 36/43 cdes (84%), enquanto que o ELISA detectou 41/43

animais (95%). O teste r4pido apresentou reacdo cruzada com erhlichiose (1/3
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soros) e doenga de Chagas (3/12 soros), alterando a especificidade de 100% para
93%.

2.6.3 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os métodos moleculares, principalmente os baseados na PCR, estdo se tornando
uma ferramenta cada vez mais importante no diagnostico de doencas infecciosas
(BASTIEN, PROCOP & REISCHL, 2008). O sequenciamento do genoma de
parasitas dentre eles a L. major, L. infantum e L. braziliensis tem facilitado a
descoberta de iniciadores (“primers”) usados nas reagdes de PCR (PEACOCK et al.
2007). Desta forma, diferentes métodos de extracdo de DNA, diferentes pares de
iniciadores, alvos distintos do DNA e amostras clinicas diversas (sangue total,
medula 6ssea, creme leucocitario, pele, figado, bago e outros) tem sido avaliados no
diagnéstico da LV (LACHAUD et al. 2001; MANNA et al. 2004; QUARESMA et al.
2009). No geral esta técnica tem se mostrado mais especifica e sensivel que os

métodos tradicionais utilizados no diagndstico da doenca.

Iniciadores desenhados para amplificar sequéncias alvos com copias multiplas,
como a regido conservada dos minicirculos de DNA do cinetoplasto (mkDNA), tém
produzido um incremento na sensibilidade da detec¢édo da infeccdo por Leishmania
tanto em cées quanto em humanos (REALE et al. 1999; SING et al. 1999; SMYTH et
al. 1992). Além disso, outras sequéncias alvos tem sido utilizadas na PCR, como o
DNA ribossomal e a regido espacadora entre os transcritos internos ou “internal
transcribed spacer” (ITS-1), embora apresentem menor sensibilidade quando
comparada a PCR dirigida a amplificacdo de minicirculos de DNA do cinetoplasto
(NASEREDDIN et al. 2006).

O kDNA contém aproximadamente 10.000 minicirculos de DNA, que tem um
tamanho entre 600 e 800 pb em todas as espécies do género Leishmania. Cada
minicirculo é dividido em uma regido conservada de aproximadamente 150 pb e uma
regido variavel de 600 pb (MORALES et al. 2001). Iniciadores dirigidos para
amplificar a regido conservada podem ser utilizados para detectar todas as espécies
de Leishmania (DEGRAVE et al. 1994). Recentemente, um estudo conduzido por

Volpini et al. (2004) demonstrou que a PCR combinada a técnica RFLP (Restriction
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Fragment Length Polymorphism), utilizando como alvo a regido conservada do
minicirculo de kKDNA de Leishmania, é capaz de identificar e diferenciar as espécies
L.(L.) amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis em amostras de bidpsia de pele de

pacientes com suspeita clinica de leishmaniose tegumentar americana (LTA).

Andrade et al. (2006) estudando uma area simpatrica para L. (V.) braziliensis e L.
(L.) chagasi utilizou a mesma técnica do estudo anterior (PCR-RFLP) para identificar
e distinguir estas espécies em caes naturalmente infectados (diagndstico com base
na RIFI), comparando ainda a sensibilidade e especificidade desta técnica em
relagcado a RIFI e ao exame direto. Neste estudo, “imprints” de baco, pele, linfonodo e
medula 0ssea de 39 cdes com RIFI positivo (titulo = 1/40) foram utilizados para
investigar a presenca de amastigotas de Leishmania, bem como para extragdo de
DNA e amplificacdo por PCR. O grupo controle (n =16) foi composto por animais
com exame direto e RIFI negativos e sem sinais clinicos de LV. Considerando a RIFI
como padrdo-ouro, a PCR apresentou 92% de sensibilidade e 40% de
especificidade. O exame direto por sua vez apresentou respectivamente 85% e
100% de sensibilidade e especificidade. Dez (62,5%) de 16 caes negativos para RIFI
e exame direto foram PCR positivos. Quando o desempenho da PCR foi comparado
considerando o exame direto como padréo-ouro, a concordancia foi boa para todos
os 6rgaos avaliados (0,4 = k < 0,7). A sensibilidade da PCR variou de 75,9 a 96,4%
de acordo com o oOrgao estudado, sendo baco e linfonodos os com maior
sensibilidade (96,4%) e medula O0ssea a que apresentou menor sensibilidade
(75,9%). A PCR detectou mais DNA de Leishmania do que o exame direto revelou
amastigotas em todos os 6rgaos. A PCR foi mais eficiente que a RIFI e 0 exame

direto para diagnosticar a LVC, independente do érgdo examinado.

Quaresma et al. (2009) avaliou a eficacia da PCR (baseada na amplificacdo do
fragmento de 120 pb do kDNA de Leishmania) no diagnostico da LVC utilizando
diferentes amostras clinicas (pele, sangue periférico e medula 6ssea) de 217
animais, sintomaticos (144) e assintomaticos (73) para LV, procedentes do municipio
de Belo Horizonte, Minas Gerais, area endémica para a doenca. Os resultados da
PCR foram comparados com o0s obtidos para os métodos convencionais de

diagnostico (mielograma, “imprint” de pele, mielocultura, teste de aglutinagéo direta
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(DAT) e RIFI / ELISA — Biomanguinhos). As amostras de medula 6ssea e pele se
mostraram mais apropriadas para a deteccdo de Leishmania pela PCR, com 84,9%
(163/192) e 80,2% (162/202) de positividade respectivamente, em comparacdo as
de sangue periférico, que apresentaram 75,3% (149/198) de resultados positivos
para a PCR. A comparagdao da eficiéncia da PCR em relagcdo aos testes
convencionais de diagnostico (sorologicos e parasitolégicos) da LVC revelou que a
PCR foi o teste de maior acuracia para o diagnéstico da doenca. Os testes
parasitologicos e sorologicos foram positivos para 67,7% (147/217) e 47,0%
(102/217) dos caes, respectivamente. A proporcdo de testes soroldgicos e
parasitolégicos positivos foi significativamente maior (p < 0,05) entre o grupo de cées
sintomaticos, 74,3% (107/144) e 57,6% (83/144) respectivamente, em comparacao

aos caes assintomaticos, 54,8% (40/73) e 26% (19/73) respectivamente.

2.7 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DA LV NO BRASIL

No Brasil, as estratégias de controle da LV estdo voltadas para os trés elos da
cadeia de transmissdo: 1) controle da populacdo de flebotomineos por meio de
aplicacdo residual de inseticida e manejo ambiental 2) controle do reservatério
doméstico através da eliminacdo dos caes sororreativos e 3) diagndstico precoce e
tratamento dos casos humanos. Apesar destas medidas de controle serem
conduzidas no Brasil de forma sistemética desde 1980, observa-se um aumento
significante da incidéncia de LV humana nos ultimos anos, com surgimento de novas
areas de transmisséo a cada ano. De acordo com Costa, Tapety & Werneck (2007),
uma razao para a ineficiéncia destas estratégias é a necessidade de um sistema de
vigilancia permanente, com utilizacdo extensiva de recursos humanos e financeiros,
0 que limita sua sustentabilidade e cobertura. Segundo Quinnell & Courtenay (2009),
para se chegar a conclusdes robustas sobre a real eficacia das medidas de controle
empregadas no Brasil sdo necessarios estudos de intervengdo bem desenhados
(OLIVEIRA, MORAIS & COELHO-MACHADO, 2008; PALATNIK-DE-SOUZA et al.
2001).

Dentre as medidas recomendadas para o controle da LV, a eutanasia dos caes

soropositivos € a mais controversa, ndo somente pela falta de consenso entre 0s
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pesquisadores com relacdo a sua eficacia na reducdo da incidéncia da doenca
humana, mas também devido a oposi¢cao a esta medida por parte dos proprietarios
dos animais, dos clinicos veterinarios e das organizacdes de protecdo animal (DYE,
1996; DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006). Diversos estudos avaliaram o
impacto da eliminacdo do reservatdrio canino na epidemiologia da LV, porém os
resultados obtidos até entdo ndo séo consistentes e divergem quanto a eficacia
desta pratica na reducdo da incidéncia da LV humana. Em um destes estudos,
Dietze et al. (1997), com o objetivo de avaliar o efeito da eliminacdo canina na
transmissao do calazar, conduziram um estudo de intervencéo controlado em trés
vales de Pancas, Espirito Santo, area endémica para calazar humano e canino. Em
dois vales experimentais (intervencao) todos os caes infectados foram eliminados
enguanto que no vale controle os caes soropositivos foram mantidos intactos até o
fim do estudo. Durante o periodo de 12 meses do estudo, as taxas de
soropositividade humana, medidas por dot-ELISA, aumentaram de 15% para 54%
nos vales intervencao e de 14% para 54% no vale controle. Os autores concluiram
que a eliminacdo dos cdes soropositivos nos vales intervencdo nao resultou em
nenhuma diferenca estatisticamente significante na incidéncia de soroconversao
humana ou desenvolvimento de doenca. Como explicacdo para estes resultados os
autores sugeriram a participacdo dos humanos como reservatorios da Leishmania

(L.) chagasi.

Utilizando o mesmo desenho do estudo anterior, Ashford et al. (1998) avaliaram o
impacto da remocdo de cédes infectados na incidéncia da leishmaniose visceral
humana e canina na regido de Jacobina, Bahia. Os autores observaram uma
reducao significativa da incidéncia anual de soroconverséo entre os caes, caindo de
36% para 6% ao fim dos primeiros dois anos do estudo. Além disso, na area de
intervencdo houve uma reducdo significativa da incidéncia de LV entre as criangas
menores que cinco anos de idade. Ao contrario do estudo anterior, 0os autores
sugeriram que embora ndo ocorra interrupcdo completa da transmisséo, a
eliminacdo dos caes soropositivos esteve associada a diminuicdo da incidéncia de
LV canina e a um decréscimo significativo da incidéncia de casos pediatricos de LV

na area de intervencgao.
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Mais recentemente um estudo de intervencdo randomizado fatorial, realizado em
Teresina, estado do Piaui, avaliou a efetividade de quatro tipos de intervencdo na
reducdo da infeccdo humana por Leishmania (L.) chagasi: A) borrifagao
intradomiciliar e de anexos residenciais; B) borrifacédo intradomiciliar e eliminacéo de
cées infectados; C) combinacdo de borrifagcdo intradomiciliar e de anexos
residenciais e eliminagdo canina e D) apenas borrifagdo intradomiciliar (COSTA,
TAPETY & WERNECK, 2007). Os resultados obtidos foram variaveis, mostrando
gque em comparacdo com as residéncias que receberam apenas borrifacdo
intradomiciliar, a eliminagédo de caes infectados somada a borrifagdo intradomiciliar
diminuiu em 80% a incidéncia da infeccdo humana. Em contrapartida, a borrifagao
de anexos residenciais adicionalmente a borrifacdo intradomiciliar sem ou com
eliminacao de caes infectados néo esteve significativamente associada a reducéo da

soroconversao.

De acordo com Quinnell & Courtenay (2009), as evidéncias disponiveis até o
momento ndo permitem estimar a eficacia da eliminacdo canina no controle do
calazar. Segundo estes autores, uma conclusao sélida que se pode tirar dos estudos
€ que a eliminacdo canina durante os ensaios de intervencdo ndo reduzem
totalmente a transmissdo e que a eutanasia de cdes soropositivos como medida
integrante do programa de controle brasileiro de LV nédo tem sido suficiente para
conter a expansao das areas de transmissdo da doenca e o aumento do numero de

casos humanos e caninos nos ultimos anos.

A ineficacia da eliminacdo canina no controle da LV pode ser explicada por alguns
fatores, tais como: falta de continuidade das acdes de remocdo dos caes
soropositivos, rapida reposicdo da populacdo canina infectada por cées jovens
susceptiveis, outros reservatorios da Leishmania (L.) chagasi, permanéncia de caes
falso-negativos devido a baixa sensibilidade dos testes sorolégicos disponiveis na
rede publica, baixa cobertura dos programas de eliminacdo canina e a demora na
eliminacdo dos cées soropositivos (DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006;
QUINNELL & COURTENAY, 2009).

O novo enfoque do Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) do

Ministério da Saude propde incorporar areas sem ocorréncia de casos humanos ou
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caninos da doenca nas acdes de vigilancia e controle, visando assim evitar ou
minimizar o impacto deste agravo em novas areas (MS, Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2006). No estado do Espirito Santo (ES), atualmente 10 municipios -
Pancas, Aguia Branca, S&o Gabriel da Palha, Nova Venécia, Agua Doce do Norte,
Governador Lindenberg, Baixo Guandu, Itaguacu, Itarana e Sdo Roque do Canaa -
sdo endémicos para LV, sendo que todos estdo localizados na regidao noroeste do
estado (SESA — ES, 2004). A Regido Metropolitana da Grande Vitéria (RMGV),
entretanto, se insere como area silenciosa, visto que ndo ha, até o presente
momento, registros na literatura cientifica de casos autoctones caninos ou humanos
de LV nem da presenca do vetor da Leishmania (L.) chagasi (L. longipalpis) nos
municipios que compdem esta regido. Embora seja uma area silenciosa, critérios
estabelecidos pelo PCLV definem a RMGV como uma area vulneravel para LV, uma
vez que 0s municipios que a compde possuem fluxo migratério intenso e fazem
parte do mesmo eixo viario de municipios com casos de LV. Vale lembrar também

gue a doenca € endémica nos trés estados limitrofes ao ES.

Apesar da Regido Metropolitana da Grande Vitéria (RMV) ser considerada indene
para LV, um inquérito soroepidemioldgico prévio realizado por nosso grupo em 2005,
com caes errantes da RMGV, detectou sorologia positiva (Kalazar Detect Canine)
em 7 de 158 (4,4%) animais, levantando a hipétese da existéncia da LV na regido,
embora ndo tenha sido possivel realizar a confirmacdo parasitolégica da doenca
nestes animais. Diante deste fato, a proposta deste estudo foi investigar a existéncia
de infeccdo autéctone por Leishmania (L.) chagasi em caes procedentes do

municipio da Serra, Regido Metropolitana da Grande Vitéria, Espirito Santo.

40



OBJETIVOS



Objetivos

1 OBJETIVOS GERAIS

a) Investigar a existéncia de infeccdo autdctone por Leishmania (L.) chagasi em

cées do municipio da Serra, Regido Metropolitana de Vitoria, Espirito Santo.

b) Investigar a presenca do vetor da Leishmania (L.) chagasi, Lutzomyia
longipalpis, nos locais onde ocorrerem os casos caninos da doenga.
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Material e Métodos

1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo de corte transversal.

2 JUSTIFICATIVA PARA REALIZACAO DO ESTUDO

A idéia para a realizacdo deste estudo teve duas motivacdes: 1) A positividade do
teste Kalazar Detect Canine™ em 7 de 158 (4,4%) caes triados no Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Vitéria em 2005 durante coleta de
sangue de animais procedentes de diferentes municipios da Regido Metropolitana
da Grande Vitoria. Estas amostras seriam usadas como soros controles negativo
para LV em uma tese realizada na Universidade Federal do Piaui. Na ocasido néo
houve possibilidade de confirmacdo parasitoléogica da doenca nos animais. 2) A
ocorréncia de um o6bito por LV de uma paciente residente no Bairro André Carlone
no Municipio da Serra. Esta paciente de 44 anos, com sintomas sugestivos da
doenca (febre, hepatoesplenomegalia, emagrecimento, anemia, leucopenia e
plaguetopenia) foi atendida em varios Pronto Atendimentos dos municipios da Serra
e Vitéria durante 3 meses sem diagndstico. Por fim a paciente foi internada no
Hospital Santa Casa de Misericordia de Vitéria onde evoluiu para 6bito devido a
sangramento, trés dias apds o diagndstico de LV. Apesar de residir ha mais de 20
anos no municipio da Serra a paciente era natural do municipio de Barra de Sao
Francisco, endémico para LV, que entretanto ndo notifica casos da doenca ha 10
anos. Durante a investigacdo do caso descobriu-se também que a paciente era
soropositiva para o HIV, o que abriu novas consideracdes a respeito da autoctonia

do caso e que serdo contempladas na discussao deste trabalho.

3 AREA DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Municipio da Serra (20°07°43” latitude sul e 40°18'28”
longitude oeste), localizado na Regido Metropolitana da Grande Vitéria, a 27 km da
capital do Estado do Espirito Santo, Vitéria. O municipio da Serra limita-se ao norte
com o municipio de Fundao, a oeste com o municipio de Santa Leopoldina e ao sul

com o0s municipios de Cariacica e Vitéria. A Serra concentra um terco da industria
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da Regidao Metropolitana da Grande Vitoria, representando o seu maior parque
industrial. Os maiores segmentos industriais do municipio sdo metalurgia, material
plastico, material elétrico, comunica¢des e construcdo civil. O municipio da Serra
possui uma extensdo territorial de 554,278 km? onde vive uma populacdo de
404.688 habitantes, representando 23,2% da populagdo da Regido Metropolitana da
Grande Vitoria e 10,7% da populacdo do Estado. A quase totalidade desta
populacao (99%) reside em area urbana (IBGE, 2009). O clima é tropical quente e
umido. A temperatura média anual € de 24°C e a média pluviométrica varia de 900 a
1.200 mm?®. Por razées administrativas o Municipio da Serra é dividido em 5
Distritos: Calogi, Sede, Nova Almeida, Queimados e Carapina (Figura 2) (SERRA,
2009). Uma das etapas do estudo foi realizada no Distrito de Carapina, no bairro
André Carlone, onde ocorreu o0 Obito acima mencionado. Vale mencionar que
durante o estudo, o Municipio da Serra era o Unico da regido metropolitana de
Vitéria cujo CCZ realizava captura e eutanasia de animais sem dono, capturados em
vias publicas. Os demais municipios cumpriam uma liminar movida pelo Ministério

Publico Estadual que proibia a captura e eutanasia destes animais.

{! .Sjanta‘" 1 A.
_Leopaldina .
o M 9 _’v 4

Vitéria

Figura 2 — Mapa do Municipio da Serra, segundo Distritos.
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4 POPULACAO CANINA DO ESTUDO

Durante o periodo de Novembro de 2008 a Maio de 2009, 201 cées procedentes da
area urbana do Municipio da Serra foram arrolados no estudo. Estes animais haviam
sido capturados em vias publicas (cades errantes) ou entregues por seus
proprietarios (caes domiciliados) ao CCZ do Municipio da Serra. Aléem dos caes
mantidos no canil do CCZ da Serra, também foram incluidos no estudo cées
domiciliados procedentes do bairro André Carlone, Serra, onde, durante o periodo
do estudo, foi constatado um ébito humano por LV. Neste bairro, tomando como
ponto de partida a residéncia onde ocorreu o0 6bito humano, delimitou-se uma area
de investigacdo com um perimetro arbitrario de 500 metros, que abrangesse no
minimo 100 cdes. Aos proprietarios destes animais, foi aplicado um questionério
com o intuito de se obter informacdes sobre a origem e histérico de viagens do céo,
condi¢cBes sanitarias da moradia, presenca de outros animais de criacdo, acesso do
animal as vias publicas, idade, raca e sexo (Anexo 1). Para os caes abrigados no
CCZ da Serra as informagdes incluiam: raca, sexo, porte fisico, pelagem e
procedéncia, considerada como o local da captura. Os dados obtidos dos animais
foram armazenados em um banco de dados criado no programa Windows Excel
2007 para andlise posterior. Todos os animais incluidos no estudo foram
submetidos a coleta de sangue periférico para realizacdo de triagem sorolégica com
o teste Kalazar Detect Canine™ (Inbios Inc, Seattle, EUA) que utiliza a proteina
recombinante K39 como antigeno. No momento da coleta do sangue os cées eram
submetidos a exame fisico geral por um Médico Veterinario do CCZ para
identificacdo de sinais clinicos de LV: ulceracbes cutaneas, edema, alopecia,
dermatite furfurdcea, ceratoconjuntivite, pélo opaco, onicogrifose, opacidade da
cOrnea e paresia das patas. Todos os animais com sorologia positiva (Kalazar
Detect Canine), também foram submetidos a puncéo aspirativa de medula 6ssea
para confirmacéo parasitologica da doenca. Os caes domiciliados com confirmacao
parasitologica de LV (cultura ou exame direto) foram também necropsiados. Todos
os cdes do CCZ com sorologia positiva (Kalazar Detect Canine) foram necropsiados

independente da confirmacao parasitoldgica de LV.
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5 AMOSTRAS CLINICAS
5.1 SANGUE PERIFERICO

As amostras de sangue periférico foram obtidas por puncdo endovenosa da veia
radial com auxilio de agulha e seringa estéreis (BD Plastipak, Becton Dickson Ltda,
Brasil). A regido da coleta foi previamente submetida a anti-sepsia com &lcool
iodado ou etanol a 70%. De cada animal coletou-se aproximadamente 4,0 ml de
sangue em tubos de vidro de tampa roxa para coleta a vacuo (Labor Import),
contendo solucdo anticoagulante de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).
Apos centrifugacdo a 2200 g por 10 minutos, o plasma e a camada leucocitaria
foram aliquotados em microtubos eppendorf estéreis de 1,5 ml (Axygen™) para
utilizacdo em testes soroldgicos e ensaios moleculares, respectivamente. O plasma
era utilizado no mesmo dia da coleta para a realizagcdo do teste Kalazar Detect
Canine™ (Inbios Inc, Seattle, EUA), e 0 creme leucocitario era estocado em freezer

a -20°C até o momento da extragdo de DNA.

5.2 MEDULA OSSEA

Todos os cdes com sorologia positiva para o teste Kalazar Detect Canine foram
submetidos a puncdo aspirativa de medula Ossea. Para a realizacdo deste
procedimento, o0os animais eram submetidos a sedacdo com Acepromazina
(Acepran™ , Univet) (1 mg/kg) por via intramuscular, e apés 10 a 15 minutos era
administrado anestésico geral, Hidrocloridrato de Cetamina (Ketamina™, Agener
Unido) (25 mg/kg) por via intravenosa. O cao era entdo posicionado em decubito
lateral e apoés tricotomia e anti-sepsia local (Polivinil Pirrolidona lodo 10% - PVPI
Topico), uma agulha estéril (calibre 40 x 12 mm) acoplada a uma seringa
descartavel (BD Plastipak, Becton Dickinson Ltda, Brasil) de 20 ml era posicionada
na regidao do tubérculo maior do Umero proximal. A agulha era inserida a um angulo
aproximado de 45° tendo como referencia uma linha imaginaria paralela ao eixo
maior do Uumero. Por meio de movimentos rotatorios, era exercida uma pressao até
atingir a cavidade medular e, posteriormente, procedia-se a aspiragdao do material
medular. Um volume maximo de 0,5 ml era aspirado por coleta. Imediatamente apés

a coleta, a seringa contendo o material aspirado era levada a uma bancada que
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dispunha de Bico de Bunsen, para entdo proceder a manipulagcdo do material em
torno da chama. Assim, duas gotas do material medular eram rapidamente
adicionadas a frascos de cultura contendo 2 ml meio liquido Liver Infusion Tryptose
(LIT). Uma pequena gota do material era também colocada sobre uma lamina de
vidro previamente desengordurada com etanol & 70% para realizacédo de esfregaco,
tendo sido realizado quatro esfregacos por animal. O restante do material medular
era adicionado a microtubos estéreis de 1,5 ml para posterior utilizacdo em testes

moleculares.

As laminas contendo os esfregacos eram identificadas com o numero de
identificacdo do céo e data da coleta, e levadas ao Laboratério de Leishmanioses do
Nucleo de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do Espirito Santo
(NDI/UFES) para serem coradas e analisadas quanto a presenca de formas
amastigotas de Leishmania, conforme serd descrito na secdo 7.1 dos Materiais e

Métodos.

5.3 BACO E FIGADO

Fragmentos de baco e de figado foram obtidos de todos os cdes submetidos a
necropsia. Para o procedimento de eutanasia, os cdes foram pré-medicados com
Acepromazina (0,1 mg/kg), administrada pela via intramuscular, seguido de
administracdo intravenosa de Hidrocloridrato de Ketamina (25 mg/kg) e sobredose
de Tiopental Sddico (1 ml/kg). A eutanasia foi realizada pelos Médicos Veterinarios

responsaveis pelo CCZ da Serra.

6 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

A triagem soroldgica para LV foi realizada utilizando os seguintes testes: teste rapido
imunocromatografico rK39 (Kalazar Detect Canine), ELISA e RIFI (Kit Leishmaniose
Visceral Canina — Biomanguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro) e um ELISA “in house”.
Caes soropositivos em pelo menos um dos testes soroldégicos acima foram
submetidos a exames parasitologicos e/ou ensaios moleculares para confirmacgéao do

diagnéstico de LV.
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6.1 KALAZAR DETECT CANINE

Os soros ou plasmas dos caes foram submetidos ao teste rapido
imunocromatografico Kalazar Detect Canine™ (InBios International, Seattle, WA,
USA) para a pesquisa de anticorpos IgG contra o antigeno recombinante K39 de
Leishmania do complexo donovani. Para isso, 20 pl de soro ou plasma foram
adicionados a fita reagente e esta colocada em um microtubo de 1,5 ml contendo
trés gotas de tampéo. De acordo com as recomendacdes do fabricante, o teste era
considerado positivo quando duas bandas, uma controle e outra teste eram
reveladas dentro de 10 minutos. O teste era considerado negativo quando somente
a banda controle era revelada. Bandas fracas na regido teste também foram
consideradas positivas. O resultado do teste era considerado invalido quando a

banda controle ndo era revelada.

6.2 RIFI (BIOMANGUINHOS - FIOCRUZ)

A RIFI foi realizada utilizando o kit produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ/RJ, o
qual utiliza formas promastigotas de Leishmania major ‘“like” (MHOM/BR/76/JOF)
como antigeno. O teste foi realizado pelo Laboratério Central de Saude Publica do
ES (LACEN-ES), seguindo as recomendagfes do fabricante. Resumidamente,
amostras de soro dos cées nas diluicbes de 1:40 e 1:80 foram transferidas para
laminas recobertas com formas promastigotas de Leishmania fixadas. Anticorpos
policlonais anti-lgG de cdo conjugado com isotiocianato de fluoresceina foram
adicionados as laminas para revelacao da reatividade dos anticorpos IgG presentes
no soro dos caes. A leitura das laminas foi realizada em microscépio de
fluorescéncia, empregando luz azul e ultravioleta. Amostras que apresentassem
fluorescéncia a uma diluicdo = 1:80 eram consideradas positivas. Soros controles
positivos e negativos foram utilizados no ensaio com o propdésito de monitorar a

reacao.

49



Material e Métodos

6.3 ELISA (BIOMANGUINHOS - FIOCRUZ)

O ensaio imunoenzimatico foi realizado utilizando o kit produzido por Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ/RJ, o qual utiliza formas promastigotas de Leishmania major
‘like” (MHOM/BR/76/JOF) como antigeno. O teste foi realizado pelo LACEN-ES,
seguindo as normas do fabricante. Resumidamente, microplacas (MaxiSorp™ —
Nalge Nunc, Rochester, NY, USA) de 96 pocos de fundo chato sensibilizadas com
antigenos sollveis de Leishmania major like foram incubadas com os soros dos
cdes na diluicdo 1:100. Em seguida, foram adicionados a placa anticorpos
policlonais anti-lgG de céo conjugado com peroxidase, seguido da adicdo do
substrato TMB (tetrametilbenzidina). A reacdo enzimatica foi interrompida pela
adicdo de acido sulfurico e a absorbancia das amostras e dos controles foi lida em
leitor de ELISA utilizando um filtro de 450 nm. Controles positivos e negativos foram

incluidos na reacédo para determinacao do ponto de corte.

6.4 ELISA “in house”

Formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi (MHOM/BR/1070/BH46) foram
cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) e mantidas em estufa B.O.D a
temperatura de 24 a 26°C até atingir a fase estacionaria de crescimento (7 dias de
cultivo). Durante este periodo, observou-se caracteristicas como motilidade,
morfologia e densidade parasitaria da cultura. Certificada a homogeneidade da
cultura quanto aos parametros acima, a suspensao de parasitas foi transferida para
tubos de polipropileno de 50 mL (Falcon™ Becton Dickinson, San Diego, EUA) e
submetida a trés lavagens por centrifugacédo (1000 x g, 10 min, a 4°C) em solucéo
salina tamponada com fosfatos (PBS), pH 7,2. Em seguida, os parasitas foram
mantidos em banho de gelo e submetidos a trés tratamentos de um minuto com
ultra-som, utilizando o equipamento Sonifier Cell Disruptor™ (Branson Sonic Power,
Danbury, CO, EUA). O material sonicado foi entdo centrifugado a 18500 rpm por 90
minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido para tubos de dialise. A dialise foi
realizada contra solugdo de PBS por 36 horas, substituindo o PBS a cada 6 horas.
Finalmente, o material restante foi filtrado em filtros estéreis (membrana de 0,22um)
e uma aliquota do filtrado foi utilizada para o calculo da concentracédo de proteinas,

determinada através do método descrito por Lowry et al. (1951). O restante do
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filtrado estéril foi diluido em PBS a uma concentragdo de 1 mg/ml, e estocado em
freezer (-70°C) até o momento do uso.

O ensaio imunoenzimético foi realizado conforme o protocolo estabelecido por
Rosario et al. (2005), no qual é realizada a pesquisa de anticorpos IgG no soro de
cédes utilizando antigenos sollveis de promastigotas oriundos da cepa de referéncia
Leishmania (L.) chagasi (MHOM/BR/1070/BH46). Resumidamente, microplacas de
96 pocos de fundo chato (MaxiSorp™ — Nalge Nunc, Rochester, NY, USA) foram
sensibilizadas com antigenos sollveis de promastigotas na concentracdo de 2,0
pg/poco e mantidas em refrigeracdo a 4°C durante a noite. No dia seguinte, as
placas foram submetidas a quatro lavagens com solucao de lavagem (PBS + Tween)
e incubadas a 37°C por 45 minutos com as amostras de soro na diluicdo de 1:80. As
placas foram lavadas novamente e, aos pocos, foram adicionados anticorpos de
ovelha anti-IgG de cao conjugado com peroxidase (Bethy Laboratories, Montgomery,
TX, USA) na diluicdo de 1:16000. As microplacas foram incubadas a 37°C por 45
minutos e, em seguida, submetidas a quatro lavagens. Em seguida, as placas foram
incubadas com substrato (10 ml de acido citrico + 1 pug de ortofenildiamina + 2 pl de
perdxido de hidrogénio 30 vol.) por 45 minutos a 37°C. Por fim, a reacdo enzimatica
foi interrompida através de adicdo de acido sulfurico 2,5M e a absorbancia lida em
leitor de ELISA (Biotek™) a 490 nm. Soros de cées nascidos e criados no canil da
Universidade Federal de Ouro Preto foram utilizados como controles negativo,
enquanto que soros de caes sabidamente positivos para LV, provenientes de Belo
Horizonte, area endémica para a doenca, foram usados como controles positivo.
Estes soros controles foram incluidos na reacdo para determinacdo do ponto de
corte, que foi determinado através da curva ROC; amostras que apresentassem
densidade otica maior do que 0,223 foram consideradas positivas.

7 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
7.1 EXAME PARASITOLOGICO DIRETO

Os esfregacos em laminas confeccionados a partir dos aspirados de medula 0ssea,
de baco e de figado dos cées soropositivos (Kalazar Detect Canine) foram corados

com corante Pandtico Rapido (“Diff-Quick”) e submetidos a analise microscépica em
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objetiva de imersao (100X) para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania
spp. Cada esfregaco foi cuidadosamente examinado por ao menos 2 horas, antes de

ser considerado negativo.

7.2 CULTURA

Fragmentos de baco e de figado colhidos dos cédes com sorologia positiva para LV
(Kalazar Detect Canine) foram mantidos refrigerados (4°C) durante 24 horas em
solucéo salina com antibioticos (estreptomicina 100ug/ml e penicilina 5000U/ml). Os
fragmentos eram entéo triturados em homogeneizador de tecidos e cultivados em
tubos contendo o meio NNN (Novy, Nicolle e McNeal) suplementado com 1 ml de
meio LIT. Conforme descrito na secdo 5.2, as aliquotas de medula 6ssea eram
inoculadas diretamente em frasco contendo 2 ml de meio liquido LIT. ApGs 24 horas
de incubacdo, o contetdo do frasco de cultura era transferido para tubos contendo
NNN. Todas as culturas foram mantidas em estufa B.O.D entre 24-26°C e
observadas diariamente em microscopio 6ptico invertido (objetiva de 20X), para
visualizacdo de formas promastigotas de Leishmania. Apds quatro semanas as

culturas negativas eram descartadas.

8 DIAGNOSTICO MOLECULAR
8.1 EXTRACAO DO DNA

O DNA foi extraido a partir das culturas positivas para Leishmania sp. isoladas dos
cées soropositivos. Ndo sendo possivel o isolamento de Leishmania sp. em cultura
ou quando esta ndo era realizada, foram utilizadas amostras clinicas de medula
0ssea e/ou creme leucocitario dos caes soropositivos para a extracdo do DNA. Para

ambos os casos, foi utilizado o kit comercial descrito a seguir.
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8.1.1 Extracédo de DNA de Leishmania spp. a partir de cultura de promastigotas

d™ Genomic DNA Purification (Promega™) para a extracdo

Foi utilizado o Kit Wizar
do DNA de Leishmania spp. a partir das culturas de promastigotas. Inicialmente,
transferiu-se um volume da cultura que continha 1,0 x 10® parasitas para um tubo de
polipropileno de 15 ml. Os parasitas foram lavados duas vezes por centrifugagéo a
2200 g por 10 minutos a 4°C, utilizando PBS (pH 7,2). A partir de entdo as seguintes

etapas foram executadas:

1. Adicdo de 300 ul de solucéo de lise celular ao sedimento de parasitas, que
era entdo transferido para um microtubo de 1,5 ml;

2. Homogeneizacdo por inversdo durante 10 minutos e centrifugacdo a
15.000g durante um minuto a temperatura ambiente, seguido de descarte do
sobrenadante;

3. Adicdo de 100 pl de solugcdo de lise nuclear ao sedimento e
homogeneizagéo da mistura por 20 a 30 segundos;

4. Adicdo de 100 pl de solucdo de precipitacdo protéica e homogeneizacao
vigorosa em agitador do tipo “vortex” por 20-30 segundos;

5. Centrifugacdo da mistura a 15.000 g por trés minutos a temperatura
ambiente e transferéncia do sobrenadante para um novo microtubo contendo 300 pl
de isopropanol (CH3;CHOHCHCH?3), seguido de homogeneizacéo por 10-15 min., até
0 aparecimento de uma massa em suspensao, corresponde ao DNA extraido;

6. Centrifugacdo da mistura a 15.000 g em temperatura ambiente por 1 min.,
e observacgao, ao final deste processo, de um sedimento claro no fundo ou nas
paredes do microtubo;

7. Descarte do sobrenadante e adicdo de 300 ul de etanol 70%, seguido de
homogeneizagao da mistura por inversao do microtubo;

8. Aspiracdo cuidadosa do etanol e inversdo do microtudo sobre folhas de
papel de filtro por 15 a 20 minutos;

9. Finalmente, adicdo de 50 ul de solucéo de hidratacdo de DNA, mantendo o
microtubo a temperatura ambiente durante a noite. No dia seguinte, o microtubo

contendo o DNA extraido foi estocado sob refrigeracdo a temperatura de 4 a 8°C.
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8.1.2 Extracdo de DNA a partir de medula 6ssea e creme leucocitario

Para a extracdo do DNA das amostras de medula 6ssea e de creme leucocitario foi

dTM

utilizado o Kit Wizar Genomic DNA Purification (Promega®). As seguintes etapas

foram executadas:

1. Adicdo de 300 pl de medula 6ssea ou creme leucocitario a um microtubo
estéril de 1,5 ml contendo 900 pl de solucéo de lise celular;

2. Homogeneizacdo da mistura 5 a 6 vezes por inversdo, seguido de
incubacao por 10 minutos a temperatura ambiente para a lise das hemécias;

3. Centrifugagdo a 15.000g durante um minuto a temperatura ambiente,
seguido de descarte do sobrenadante;

4. Adicdo de 300 ul de solucdo de lise nuclear ao sedimento e
homogeneiza¢édo da mistura por 20 a 30 segundos;

5. Adicdo de 100 pl de solucdo de precipitacdo protéica e homogeneizagao
vigorosa em agitador do tipo “vortex” por 20-30 segundos;

6. Centrifugacdo da mistura a 15.000 g por trés minutos a temperatura
ambiente e transferéncia do sobrenadante para um novo microtubo contendo 300 pl
de isopropanol (CH3;CHOHCHCHg;), seguido de homogeneizacao por 10-15 min., até
0 aparecimento de uma massa em suspensao, correspondente ao DNA extraido;

7. Centrifugacao da mistura a 15.000 g em temperatura ambiente por 1 min.,
e observacdo, ao final deste processo, de um sedimento claro no fundo ou nas
paredes do microtubo;

8. Descarte do sobrenadante e adicdo de 300 ul de etanol 70% para lavagem
do sedimento de DNA, seguido de homogeneizacdo da mistura por inversao do
microtubo;

9. Aspiragédo cuidadosa do etanol e inversao do microtudo sobre folhas de
papel de filtro por 15 a 20 minutos;

10. Finalmente, adicdo de 50 pl de solugcao de hidratacdo de DNA, mantendo
0 microtubo a temperatura ambiente durante a noite. No dia seguinte, o microtubo

contendo o DNA extraido foi estocado sob refrigeracdo a temperatura de 4 a 8°C.
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8.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA O GENERO Leishmania

A técnica de PCR utilizada na identificacdo do género Leishmania seguiu o protocolo
descrito por Andrade et al. (2006). Esta PCR amplifica uma sequéncia de
nucleotideos de 120 pares de base (pb) da regido conservada do minicirculo do
KDNA da Leishmania. Os iniciadores da regido conservada do minicirculo do KDNA
foram: 150 (5° GGG (G/T)AG GGG CGT TCT SCG AA 3’) e 152 (5 (G/C)3 (AIT)C
TAT (A/T)TT ACA CCA ACC CC 3’). Para cada microtubo da reagao utilizou-se 2,5
ul de DNA molde nao diluido, 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen™, Carlsbad,
California, EUA), 200 uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Promega™, Madison, Wisconsin, EUA), 10 pmol dos iniciadores 150 e 152,
1,5 mM de MgCl, , 1 ul de solucdo tampéao 10X (20 mM Tris-HCI - pH 8,4; 50 mM
KCI) para um volume final de 20 ul. As condi¢cdes da reacdo foram desnaturacéo
inicial a 94 °C por 5 min seguidos de 35 ciclos da seguinte sequéncia: 94 °C por 1
min, 65 °C por 1 min, 72 °C por 1 min; extensdo final a 72 °C por 5 min. A
amplificacdo foi realizada em termociclador Lcx Probe System (Abbott™, Versdo
2.3).

Os produtos amplificados foram separados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6% no sistema mini-gel (BIORAD™, Hercules, California, EUA). O
gel foi corado com brometo de etidio a uma concentragcdo de 0,5 pg/ml por 5
minutos, e, em seguida, lavado com a&gua corrente por mais 5 minutos.
Posteriormente o gel foi visualizado e fotografado em sistema DNR MiniBis Pro
(Bioamerica™, Miami, Florida, EUA). Como controles-positivo foram utilizados
amostras de DNA extraidas de culturas de promastigotas de cepas de referéncia das
espécies L. (L.) chagasi (MHOM/BR/74/PP75), L.(V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) e L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269). Um controle-
negativo sem DNA foi incluido em todas as reagdes de PCR.

8.3 PCR-RFLP PARA IDENTIFICACAO DA ESPECIE DE Leishmania

O protocolo de identificacdo da espécie de Leishmania foi realizado segundo a

metodologia proposta por Volpini et al. (2004), que possibilita a distincdo das
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mesmas pelo tamanho dos fragmentos gerados apos digestdo do fragmento de 120
pb (género Leishmania) pela enzima de restricdo Hae lll. Resumidamente, 5 ul do
produto de PCR obtido pelos iniciadores 150 e 152 foram digeridos através da
adicéo de 1U da enzima de restricdo Hae IIl (Invitrogen™) ao microtubo contendo 1
ul de tampdo e 3 pul de agua deionizada  (Milli Q™, Millipore, Billerica,
Massachusetts, EUA), compondo um volume final de 10 ul. A mistura foi incubada
por 3 horas em banho-maria a 37 °C. ApGs a digestao, 5 ul do produto digerido foi
submetido a migracao eletroforética em gel de poliacrilamida a 6% no sistema mini-
gel (BIORAD™). O gel foi corado com brometo de etidio a uma concentracdo de 0,5
ug/ml por 5 minutos, e, em seguida, lavado com 4gua por mais 5 minutos. O gel foi
visualizado e fotografado em sistema DNR MiniBis Pro (Bioamerica™). Os
fragmentos de restricAo obtidos pela digestdo do DNA das amostras foram
comparados com o perfil gerado apds a digestdo de DNA das cepas padrées de
Leishmania: L. amazonensis (MHOM/BR/73/M2269), L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) e L. chagasi (MHOM/BR/74/PP75).

9 INVESTIGACAO ENTOMOLOGICA

No inicio da investigacdo entomoldgica contamos com a supervisdo do pesquisador
Edelberto Santos Dias, Coordenador do Centro de Referéncia em Capacitacdo de
Flebotomineos e Competéncia Vetorial do Centro de Pesquisas Rene Rachou
(CPQRR, Fiocruz — Minas Gerais), que auxiliou na definicAho dos pontos de
instalacdo das armadilhas. As capturas foram realizadas em residéncias localizadas
nos bairros vizinhos André Carlone e Carapina Grande, onde no primeiro foram
registrados casos caninos e humano de LV e no segundo somente casos caninos. A
selecéo das residéncias para a instalacdo das armadilhas foi realizada com base na
ocorréncia do caso humano e dos casos caninos de LV nestes locais, bem como
pela presenca de fatores ecoldgicos e ambientais favoraveis ao desenvolvimento e
reproducdo de flebotomineos, isto é, abundancia de matéria organica, presenca de
plantas (arvores, arbustos), presenca de animais domésticos (cdes e/ou gatos) ou
de criacdo como porcos, galinhas, coelho, entre outros. Na auséncia de condi¢cbes

ecolégicas e ambientais para a criacdo de flebotomineos nas residéncias com
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registro de caso humano e/ou presenca de cées soropositivos (Kalazar Detect
Canine), procurou-se residéncias vizinhas a estas que apresentassem tais
caracteristicas. Duas armadilhas luminosas do tipo CDC (SUDIA & CHAMBERLAIN,
1962) foram utilizadas para cada residéncia, sendo que ambas foram instaladas no
peridomicilio. As coletas foram realizadas entre Setembro de 2009 a Fevereiro de
2010. Durante este periodo, as armadilhas foram instaladas semanalmente, no
minimo uma vez por semana. Todos 0s pontos de coleta foram georeferenciados por
GPS (Global Positioning System) e posteriormente plotados nos mapas dos bairros
André Carlone e Carapina Grande, obtidos através do software Google Earth, verséo
5.0.1. As armadilhas foram instaladas ao entardecer, entre 17:00 e 18:00 pm, e
retiradas no dia seguinte até as 8:30 am. Os insetos coletados durante a noite eram
levados ao Laboratorio de Leishmanioses do NDI/UFES, onde eram mortos por
congelamento em freezer a - 20°C, e entdo submetidos a um processo de triagem
para selecdo dos flebotomineos. Os exemplares de flebotomineos eram entdo
preservados em tubos de hemodlise contendo etanol 70% até o momento da
identificacdo. A identificacdo das espécies de flebotomineos foi realizada pelo
Laboratério de Leishmanioses do CPgRR. Todos os exemplares coletados foram
identificados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, seguindo a chave de
identificagdo proposta por Young & Duncan (1994). Espécimes com caracteres
ausentes ou incompletos que prejudicassem a identificacdo foram considerados

como Lutzomyia spp.

10 ELISA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-MAXADILAN

Com o intuito de verificar indiretamente a exposi¢do dos cdes aos flebotomineos da
espécie Lutzomyia longipalpis foi executado um ensaio imunoenzimatico para a
detecgéo de anticorpos IgG contra a proteina salivar “Maxadilan”, especifica dessa
espécie. O experimento foi realizado no Laboratorio de Entomologia Médica do
CPgRR. Inicialmente, placas de 96 pocos de fundo chato (MaxiSorp™ — Nalge
Nunc, Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com uma mistura de trés variantes
da proteina recombinante “Maxadilan” (variantes 1, 3 e 4) na concentragdo de 2,0

pHg/ml e mantidas em refrigeracdo a 4°C durante a noite. No dia seguinte, as placas
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foram lavadas quatro vezes com solu¢do de PBS-Tween 0,05% e incubadas durante
a noite com solucdo de blogueio (PBS-Tween 0,1% + Bovine Serum Albumine
5,0%). Apés quatro lavagens, as placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 60 minutos com as amostras de soro na diluicdo de 1:400. As placas foram
entdo lavadas novamente e, aos pocos, foram adicionados anticorpos de ovelha
anti-lgG de cao conjugado com peroxidase (Bethy Laboratories, Montgomery, TX,
USA) na diluicdo de 1:16000. As microplacas foram incubadas a temperatura
ambiente por 60 minutos e, em seguida, submetidas a quatro lavagens. Em seguida,
as placas foram incubadas com substrato (10 ml de acido citrico + 1 pg de
ortofenildiamina + 2 pl de peréxido de hidrogénio 30 vol.) por 45 minutos a
temperatura ambiente. Por fim, a reacdo enzimatica foi interrompida com &cido
sulfarico 2,5M e a absorbancia lida em leitor de ELISA (Biotek™) a 490 nm. Soros de
cdes nascidos e criados em canil telado da Universidade Federal de Ouro Preto
foram utilizados como controles negativo, enquanto que soros de caes sabidamente
positivos para LV, provenientes de Belo Horizonte, area endémica para a doenca,
foram usados como controles positivo. Estes soros controles foram incluidos na
reacao para a determinacéo do ponto de corte, que foi determinado pela curva ROC,;
amostras que apresentassem densidade oOtica maior do que 0,246 foram

consideradas positivas.

11 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo e todos os
procedimentos realizados com os cdes do estudo cumpriram com as normas

adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
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1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO CANINA

Dos 201 cées arrolados no estudo, 40,79% (82/201) eram animais abrigados no
canil do CCZ do Municipio da Serra, e 59,21% (119/201) eram caes domiciliados do
bairro André Carlone, Serra. A classificacdo dos animais segundo procedéncia pode
ser vista na Tabela 1. Trinta e um cdes do CCZ nao possuiam cadastro no arquivo

do Setor de Controle Animal e, portanto ndo puderam ser classificados.

Tabela 1 - Populacéo canina incluida no estudo no periodo de Novembro de 2008 a Maio de 2009.

CAES —n (%)

Errantes* Domiciliados* Sem identificacdo Total

CcCz 20 (24,39%) 31 (37,80%) 31 (37,80%) 82
André Carlone 0 (0%) 119 (100%) 0 (0%) 119
Total 20 (9,95%) 150 (74,62%) 31 (15,42%) 201

*Classificacdo segundo o Guidelines for Dog Population Management — WHO, 1990.

Dos 201 cées incluidos no estudo, 116 (57,71%) eram fémeas e 81 (40,29%) eram
machos. Em quatro (1,99%) animais a informagao quanto ao sexo néo foi anotada
na ficha de coleta de sangue. Dentre os 119 cdes domiciliados procedentes do
bairro André Carlone, somente 33/119 (27,73%) nao possuiam raca definida. As
racas por ordem de frequéncia foram: Poodle (22,68%), Pinsher (21,84%), Lhasa
Apso (4,20%), Beagle e Yorkshire (3,36% cada) e Basset (2,52%). As outras racas
menos frequentes encontradas foram: Chow Chow, Pequinés, Pitbull, American
Sttafordshire, Rotweiller, Dash Hound, Pastor Belga, Labrador, Pastor Alemao,
Beagle, Cocker Spaniel e Fila, estas representando 13,44% do total. Apenas um

animal foi classificado como mestico.

Em relagédo aos caes mantidos no canil do CCZ, a grande maioria (81,70%) nao
possuia raca definida (SRD); o restante pertencia as ragas Poodle (6), Basset (1),
Dash Hound (1) e Fila (1). Dois cdes eram mesticos e quatro ndo possuiam
identificagdo quanto a raga nos arquivos do CCZ.
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2 TRIAGEM SOROLOGICA, EXAMES PARASITOLOGICOS E MOLECULARES
PARA LVC

Dos 201 cdées avaliados, 13,0% (26/201) e 5,97% (12/201) apresentaram
respectivamente resultados positivos no teste ELISA “in house” e Kalazar Detect
Canine. Apenas trés cdes apresentaram sorologia concordante positiva no ELISA
‘in house” e no Kalazar Detect Canine. Os ensaios RIFI e ELISA (Biomanguinhos)

foram negativos em todos os 201 animais (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da triagem soroldgica (IgG) nos 201 animais do estudo, utilizando ELISA e
RIFI (Biomanguinhos), ELISA “in house” e Kalazar Detect Canine, Serra, ES.

Teste Resultado - (n/total)
Soroloégico Positivo Negativo
ELISA e RIFI (Biomanguinhos) (0?20?))1) (2%2?2031)
e hiliied
Kalazar Detect Canine (152?278/ z) (1939(/)38/01)

Ao analisarmos os resultados do teste ELISA “in house” separadamente para cada
grupo de cées (André Carlone e CCZ), observa-se uma maior frequéncia de
positividade entre os caes procedentes de André Carlone, 16% (19/119), em relacéo
aos caes mantidos no canil do CCZ da Serra, 8,53% (7/82) (tabela 3). As médias de
densidade optica obtidas no teste ELISA “in house” foram semelhantes nos dois

grupos de animais testados (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resultados do teste ELISA “in house” para caes procedentes do bairro André Carlone e
Centro de Controle de Zoonoses da Serra.

Resultado
ELISA Positivo Negativo
André Carlone CCz André Carlone ccz
porcenagen [0 o s
Média D.O. £ DP 0,288 + 0,048 0,274 + 0,041 0,117 + 0,052 0,144 + 0,033
Amplitude 0,224 - 0,372 0,225 - 0,341 0,026 — 0,223 0,061 - 0,217

ELISA foi considerado positivo para valores de D.O. maiores que 0,223
DO - Densidade 6ptica, DP — Desvio padréo

Os resultados do teste Kalazar Detect Canine dos caes de André Carlone e CCZ

estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados do teste Kalazar Detect Canine para cdes procedentes do bairro André
Carlone e Centro de Controle de Zoonoses da Serra.

Kalazar Detect Canine - % (n/total)

Caes Positivo Negativo
CCZ - Serra 7,31% (6/82) 92,68% (76/82)
André Carlone 5,04% (6/119) 94,95% (113/119)

Do total de 12 cdes com sorologia positiva pelo teste Kalazar Detect Canine, dois
(16,66%) (N 84 e 2304) apresentaram mielocultura positiva para Leishmania. O cdo
de N’ 84 também apresentou exame parasitolégico direto positivo para formas
amastigotas de Leishmania em esfregaco de baco. Estes animais nao
apresentavam sinais clinicos da doencga (infec¢do assintomatica — Figuras 7 A e B).
Uma fotografia da cultura positiva de um destes cdes é mostrada na Figura 3, onde
nota-se formas promastigotas do parasita ainda em fase de crescimento. Os
isolados destes caes foram identificados, pela técnica PCR-RFLP, como
pertencentes a espeécie Leishmania (L.) chagasi (Figura 4). Além disso, quatro caes,
cuja cultura foi negativa, apresentaram PCR positivo para o género Leishmania sp.,

(Figura 5). Nestas amostras, entretanto, o fragmento de 120 pb amplificado n&o foi
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digerido pela enzima de restricio Hae Ill, provavelmente devido a baixa
concentracdo do DNA amplificado. Trés destes caes eram domiciliados nascidos e
criados no bairro André Carlone e ndo possuiam histérico de deslocamento para
areas endémicas para LV, segundo seus proprietarios. O outro animal PCR positivo
havia sido capturado pelo CCZ em Barcelona, bairro localizado a aproximadamente
10 km do bairro André Carlone.

Em relacédo a apresentacéo clinica dos demais cdes que apresentaram pelo menos
um teste positivo para LV (Kalazar Detect Canine, ELISA “in house” ou PCR),
apenas um cao (N° 44A), cujo PCR e Kalazar Detect Canine foram positivos,
apresentou sinais clinicos sugestivos de LV. Estes sinais incluiam caquexia, diarréia,
apatia, emagrecimento e onicogrifose (Figura 6). O animal evoluiu para o ébito em
um final de semana e foi mantido em freezer -20 °C. A necropsia realizada
posteriormente revelou esplenomegalia. N&o foi possivel a realizacdo da puncéo
aspirativa do baco e subsequiente exame parasitologico direto (esfregaco em lamina

e cultura).

Figura 3 - Formas promastigotas de Leishmania isoladas em cultura a partir de medula 6ssea de cao
procedente do Municipio da Serra, ES.
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MM B Lc Lb La Cc84 C2304
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Figura 4 - Gel de poliacrilamida 6% mostrando produtos de PCR da regi@o conservada do minicirculo
de kDNA de Leishmania gerados ap0s digestdo com a enzima de restricao Hae Ill. MM, marcador
molecular de 100bp; B, branco; Lc, Leishmania (L.) chagasi (PP75); Lb, L. (V.) braziliensis (M2903);
La, L. (L.) amazonensis (M2269); C84 e C2304, Céaes procedentes do Municipio da Serra, ES.

MM 1 Lc Lb La 44 170 2577 2304 56 56R 85 09A
—
200 pb
- 120 pb
100 pb

Figura 5 - Gel de poliacrilamida 6% mostrando produtos de PCR obtidos ap6s amplificacdo de uma
sequéncia de nucleotideos de 120 pb da regido conservada do minicirculo do kDNA de Leishmania.
MM, marcador molecular de 100 pb; 1, Controle negativo; Lc, Lb e La — Cepas de referéncia de
Leishmania: L. (L.) chagasi (PP75), L. (V.) braziliensis (M2903), L.(L.) amazonensis (M2269),
respectivamente; 44, 170, 56 e 09A, fragmento de 120 pb do kDNA de Leishmania amplificado a
partir de DNA extraido de creme leucocitario de quatro caes com resultado positivo para o teste
Kalazar Detect Canine; 2577, 2304, 56R e 85, Caes com resultado negativo para PCR.
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Figura 6 - Cdo com sorologia positiva (Kalazar Detect Canine) e PCR positivo para o género
Leishmania apresentando sinais clinicos sugestivos de LV. Nota-se profundo emagrecimento, apatia
e onicogrifose.

Caso de Obito: conforme mencionado anteriormente houve um 6bito humano por LV
no bairro André Carlone antes do inicio do estudo. A paciente, de 44 anos foi
atendida em varios Pronto Atendimentos dos municipios da Serra e Vitéria durante
trés meses com sinais e sintomas sugestivos da doenca (febre, emagrecimento,
tosse seca, hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e plaquetopenia) sem
diagnoéstico. Por fim a paciente foi internada na Santa Casa de Misericérdia de
Vitéria onde evoluiu para 6bito por hematémese, trés dias apés o diagndstico de LV,
realizado através da visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania em aspirado
de medula 6ssea. Apesar de residir ha mais de 20 anos no municipio da Serra, a
paciente era natural do municipio de Barra de Sdo Francisco, endémico para LV,
que entretanto ndo notifica casos da doenca ha 10 anos. Durante a investigacéo do
caso descobriu-se também que a paciente era soropositiva para o HIV (EIA/MEIA,
IFl e Rapid Check HIV 1 & 2). A paciente possuia dois cdes (Cédes de N°84 e N°85)
em sua residéncia no bairro André Carlone, os quais apresentaram resultados
positivos para o teste Kalazar Detect Canine, tendo sido isolado Leishmania da
medula 6ssea em um deles (N°84). Segundo os familiares da paciente, ambos os
cdes nasceram e foram criados no municipio da Serra e nunca haviam viajado para
areas endémicas para LV. Soros de cinco familiares da paciente foram submetidos a
RIFI para Leishmania. Destes, quatro apresentaram resultados positivos, sendo
duas amostras reagentes em titulos de 1/80 e duas para titulos de 1/40. Entretanto,

nenhum deles apresentava sinais clinicos da doenca.

Um dos dois cdes com cultura positiva pertencia a paciente. Este animal também

apresentou esfregaco positivo de material esplénico para formas amastigotas do
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parasita. O outro animal era um cdo errante que fora capturado pelo CCZ em um
bairro (Carapina Grande) adjacente ao bairro onde morava a paciente, ha

aproximadamente 550 metros de sua residéncia (Figura 7A e B).

Figura 7 A - Céo errante, capturado no bairro Carapina Grande, Municipio da Serra, ES. B — Céo
domiciliado procedente do bairro André Carlone, Municipio da Serra, ES. Os dois animais
apresentaram sorologia (Kalazar Detect Canine) reagente e mielocultura positiva para Leishmania,
identificada como L.(L.) chagasi. Notar o aspecto saudavel dos animais.

A tabela 5 mostra os resultados das reagbes soroldgicas, ensaio molecular e
parasitolégico dos 35 animais com resultado positivo em alguma delas. O teste

Kalazar Detect Canine foi 0 que apresentou a maior concordancia com a PCR.

66



Resultados

Tabela 5 - Resultados de cultura, RIFI e ELISA (Fiocruz-Biomanguinhos), ELISA "in house", Kalazar
Detect Canine e PCR para género Leishmania de cdes do Municipio da Serra, ES.

N° Cio i Resultadg
Cultura RIFI e ELISA ELISA Kalazar Detect PCR
09A - - - +
44A - - - +
56 - - - +
57 - - - + -
84* + - - + +
85 - - - + -
170 - - - + +
2304* + - - + +
2577 - - - + -
106 NR - + + NR
27 NR - + + NR
03 NR - + - -
11 NR - + - -
16 NR - + - NR
18B NR - + - -
18D NR - + - -
21 NR - + - -
23A NR - + - NR
23B NR - + - -
37 NR - + - -
58 NR - + + NR
59 NR - + - -
63 NR - + - NR
67 NR - + - -
68A NR - + - -
81 NR - + - NR
82 NR - + - -
86 NR - + - NR
94 NR - + - -
88 NR - + - NR
98 NR - + - NR
111 NR - + - NR
116 NR - + - NR
121 NR - + - NR
152 NR - + - NR

*C&es com mielocultura positiva para Leishmania, identificada como Leishmania (L.) chagasi.

NR — Nao realizado.

1- ELISA e RIFI (Fiocruz — Biomanguinhos).

2— ELISA “in house”.
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3 INVESTIGACAO ENTOMOLOGICA

Um total de 19 flebotomineos foram capturados no periodo de Setembro de 2009 a
Fevereiro de 2010. Embora a espécie Lutzomyia longipalpis ndo tenha sido
encontrada, outras cinco espécies de flebotomineos distintas foram capturadas na
area do estudo: Lutzomyia edwardsi, Lutzomyia tupynambai, Lutzomyia cortelezzii,
Lutzomyia sordellii e Lutzomyia intermedia (Tabela 6). Do total de exemplares
capturados, 11 (57,89%) eram fémeas e 8 (42,10%) eram machos. Os pontos de
coleta dos flebotomineos e o local de ocorréncia do caso humano foram
georeferenciados por GPS e plotados nos mapas dos bairros estudados, conforme
pode-se observar na Figura 8, assim como os pontos de ocorréncia dos cées

positivos para o testes de PCR e Kalazar Detect Canine (Figura 9).

Tabela 6 — Espécies de flebotomineos capturados nos bairros André Carlone e Carapina Grande,
Municipio da Serra.

Espécie Machos Fémeas Total
L. edwardsi 1 1 2
L. tupynambai 1 6 7
L. cortelezzii 5 3 8
L. sordellii 1 - 1
L. intermedia - 1 1
Total 8 11 19
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Somente em duas das dez residéncias investigadas foram capturados
flebotomineos: uma no bairro André Carlone e outra no bairro Carapina Grande
(Figura 8). Os flebotomineos foram encontrados em um raio de aproximadamente
700 metros do domicilio onde residia a paciente que foi a ébito por LV. Os casos
caninos e humanos de LV, por sua vez, concentraram-se em um raio aproximado de

550 metros da casa da paciente.

LEGENDA

- Armadilhas com presenga de
flebotomineos

® Armadilhas sem flebotomineos

@ Caso humanode LV

Mata Atlantica residual

o

3 Ca‘rgpir‘\a_Gran.dé . !

L ¢

Figura 8 — Localizagdo geogréafica do caso humano de LV e armadilhas com e sem presenca de
flebotomineos, bairros André Carlone e Carapina Grande, Municipio da Serra, Espirito Santo. A
imagem foi obtida pelo software Google Earth, versédo 5.0.1.
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LEGENDA

@ Cées com mielograma positivo para
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Figura 9 — Localizagédo geografica do caso humano de LV, caes com mielograma positivo para L.(L.)
chagasi e cdes Kalazar Detect Canine e PCR positivo, bairros André Carlone e Carapina Grande,
Municipio da Serra, Espirito Santo. A imagem foi obtida pelo software Google Earth, versdo 5.0.1.

As residéncias onde foram encontrados flebotomineos estdo localizadas no limite
entre uma mata residual (Mata Atlantica remanescente) e a zona urbana do bairro,
conforme indicado na Figura 8. Além disso, o peridomicilio destas residéncias
possuia condicbes ecologicas e ambientais favoraveis ao desenvolvimento e
reproducao de flebotomineos, tais como presenca de plantas (arvores, arbustos e/ou

bananeiras), matéria organica e animais domésticos, como cées (Figura 10).
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Figura 10 — Quintal das residéncias localizadas nos bairros Carapina Grande (A) e André Carlone (B)
em cujos peridomicilios foram encontrados exemplares de flebotomineos.

Soros dos 12 animais positivos para o teste Kalazar Detect Canine (dentre eles
quatro cdes com PCR positivo e dois com cultura positiva para L. (L.) chagasi) foram
testados no ELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti-Maxadilan. Destes, 11

(91,66%) apresentaram sorologia positiva para este teste.
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Discussao

Trés critérios devem ser obedecidos para se definir uma area como sendo endémica
para leishmaniose visceral: presenca de reservatérios caninos infectados por L. (L.)
chagasi, existéncia do vetor Lutzomyia longipalpis e ocorréncia de transmisséo
humana da doenca. Nossos resultados sugerem fortemente que o municipio da

Serra pode ser classificado como uma nova area endémica de LV.

A possivel autoctonia do caso humano descrito neste estudo apresenta pros e
contras. A paciente do nosso estudo tinha 44 anos e era natural do Municipio de
Barra de S&o Francisco - area endémica para LV — localizado no noroeste do
estado, na divisa com Minas Gerais. Apesar de morar h4 mais de 20 anos no
municipio da Serra, a paciente possuia historico de viagens frequentes a sua cidade
natal, que entretanto ndo registra casos da doenca ha mais de 10 anos (MS -
SINAN, 2010). Um fato complicador no raciocinio epidemioldgico deste caso é o
fato da paciente ser soropositiva para o HIV (diangéstico realizado em 2000), o que
nos obriga também a considerar a hipotese de reativacdo de uma infeccdo adquirida
no passado em sua cidade natal. O diagnéstico de HIV foi feito em 2000 quando
seu parceiro também havia sido diagnosticado. Entretanto a paciente nunca
retornou para buscar o resultado da sorologia e evoluiu durante 8 anos (6bito em
novembro de 2008) sem tratamento. Apesar do nivel de linfécitos T CD4" da
paciente ser desconhecido no momento da manifestacdo clinica da LV, podemos
assumir que, devido ao tempo de evolugdo da infeccdo pelo HIV, a paciente
apresentava a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) quando a LV se
manifestou. Estudos epidemioldgicos realizados no inicio da epidemia de HIV
mostraram que a sobrevida média de um paciente HIV positivo ndo tratado € de 10
anos (RUTHERFORD et al. 1990). Por outro lado, a hipotese de reativacdo de uma
infeccdo passada, ndo exclui a possibilidade de a paciente ter adquirido a infeccao
no bairro André Carlone, onde morava na Serra. Como apresentado na sec¢do de
resultados, os dois cdes pertencentes a paciente apresentaram sorologia positiva
para LV (Kalazar Detect Canine) e de um deles foi isolado L. (L.) chagasi em cultura
de medula 6ssea. Estes animais, nascidos e criados no referido bairro, néo

possuiam historia de viagem para areas endémicas da doenca.

Além dos dois cdes da paciente, um outro animal capturado pelo CCZ, a 550 metros
da casa da paciente, também apresentou Kalazar Detect Canine e cultura positiva

73



Discussao

para L. (L.) chagasi. Excluindo-se estes trés animais, 0 nosso estudo detectou no
inquérito soroepidemioldgico realizado em cées domiciliados do bairro e em cées
capturados pelo CCZ outros 32 animais positivos para pelo menos um dos testes
utilizados. Destes animais, quatro apresentaram também reacdo de PCR positiva
(trés animais domiciliados e um animal errante capturado a 10 km do bairro André
Carlone). A confirmagéo parasitologica através de cultura em dois animais, a
positividade da reacdo de PCR em outros quatro indica a existéncia de casos
autoctones caninos de LV no municipio da Serra, situado na regido metropolitana de
Vitéria. Via de regra o aparecimento de casos humanos da doenca é precedido de
casos caninos. Como exemplo podemos citar a epidemia de LV humana em
Aracatuba — S&0 Paulo e Sdo Borja no Rio Grande do Sul onde a presenca de caes
infectados foi detectada um ano antes do inicio da epidemia humana (SESA - SP,
2009; GALIMBERTTI et al. 1999; CENTRO ESTADUAL DE VIGILANCIA EM
SAUDE, RS, 2009; SOUZA, SANTOS & ANDRADE-FILHO, 2009). Em Aracatuba,
com 182.000 habitantes, foram notificados nos primeiros seis anos (1999 a 2004) da
epidemia 189 casos humanos com 20 6bitos (10,5%). O municipio da Serra com
404.688 habitantes dista somente 27 km de Vitoria, capital do estado com 320.156
habitantes, que é contigua a Vila Velha com 413.600 habitantes e Cariacica com
365.859 habitantes. Juntos eles perfazem 1.504.303 habitantes o que da uma idéia
da magnitude de uma eventual epidemia (IBGE, 2009). Vale a pena mencionar que
um estudo soroepidemioldgico prévio realizado por n0osso grupo, com caes errantes
do municipio de Vit6ria — area considerada indene para LV — j& havia detectado caes
com sorologia positiva (Kalazar Detect Canine) em sete de 158 (4,4%) animais, 0
que reforca a possibilidade da existéncia da LV canina também em Vitéria.
Recentemente, durante a realizacdo de inquérito sobre toxoplasmose canina,
detectamos dois animais com Kalazar Detect Canine positivo em oito animais

investigados. Estes cées errantes haviam sido capturados pelo CCZ de Vitoria.

Os resultados dos testes sorolégicos utilizados no nosso estudo foram
desapontadores devido a baixa concordancia entre eles. Somente trés caes
apresentaram sorologia positiva concordante no ELISA “in house” e Kalazar Detect
Canine. Nenhum animal foi positivo para os testes (RIFI e ELISA) produzidos por
Biomanguinhos — FIOCRUZ. E importante mencionar que dos quatro testes usados

no inquérito soroldgico somente o Kalazar Detect Canine € produzido sob “Boas
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Praticas de Fabricagdo” e disponivel comercialmente para compra. De qualquer
forma é preocupante o fato do Programa de Controle de Leishmanioses do
Ministério da Saude utilizar a RIFI e ELISA ha anos em inquéritos
soroepidemioldégicos caninos, visando a deteccdo e a eliminacdo de animais
positivos como forma de controle da doenca humana. No nosso estudo, uma
possivel justificativa para o baixo desempenho dos testes RIFI e ELISA fabricado por
Biomanguinhos seria a baixa sensibilidade dos mesmos em animais assintomaticos,

como o eram a quase totalidade dos caes do nosso estudo.

A investigacdo entomoldgica conduzida nos bairros com registros de casos caninos
e humanos de LV né&o revelou a presenca de Lutzomyia longipalpis, apesar de
termos logrado capturar outras espécies de flebotomineos. A auséncia de L.
longipalpis em nossas capturas ndo descarta a existéncia deste vetor na area
estudada. Para tal seria necessario um estudo sistematico da fauna flebotominica
local por um periodo minimo de dois anos o que nao foi possivel no nosso trabalho.
Foram feitas somente coletas pontuais por curto periodo de tempo (69 capturas em
16 dias ao longo de seis meses). A auséncia de Lutzomyia longipalpis em areas de
ocorréncia de LV autdctone ja foi observada em diferentes ocasides e regides, onde
outras espécies de flebotomineos (L. evansi, L. cruzi, L. migonei e L. cortelezzii)
foram sugeridas como vetores do parasita (TRAVI et al. 1990; SANTOS et al. 1998;
DE SOUZA et al. 2003; CARVALHO et al. 2008; SALOMON et al. 2010). Como
haviamos encontrado 35 animais com sorologia positiva (ELISA “in house” e Kalazar
Detect Canine) julgavamos que nao teriamos dificuldade em encontrar o vetor da
LV. Embora esteja claro que a transmissdo natural da L. (L.) chagasi para o
reservatério canino ocorre através da picada de flebotomineos infectados, a
possibilidade da existéncia de outros mecanismos de transmissao nao pode ser
descartada. Neste contexto, Coutinho et al. (2005) avaliaram a participagdo do
carrapato Rhipicephalus sanguineus na epidemiologia da LVC. Neste estudo, os
autores relataram infeccdo natural por Leishmania - determinada através de PCR -
em 154% (6/39) dos carrapatos Rhipicephalus sanguineus coletados de cées
soropositivos para Leishmania. Além disso, foi possivel transmitir a infeccdo a
hamsters (Mesocricetus auratus), através da inoculacdo oral de macerados de
carrapatos coletados de cées infectados por Leishmania. Os autores sugerem que 0

habito dos cédes de lamber e cocar a si mesmos e outros animais - 0 que pode
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resultar muitas vezes em ingestdo de carrapatos e outros ectoparasitas - pode
representar uma via alternativa de infeccéo por L. (L.) chagasi. Além do mais, o
habito dos carrapatos machos de trocar freqiuentemente de hospedeiro poderia

favorecer, em cées saudaveis, a infeccao por este mecanismo.

Estudos recentes tém empregado uma proteina salivar especifica (Maxadilan) da
espécie L. longipalpis como antigeno vacinal experimental contra L. major (MORRIS
et al. 2001). Em nosso estudo utilizamos Maxadilan recombinante, em um ensaio
imunoenzimético, como forma indireta de confirmar a exposicdo dos animais ao
vetor da LV. Onze dos 12 animais soropositivos para o teste Kalazar Detect Canine
apresentaram sorologia positiva para o ELISA anti-maxadilan, sugerindo que estes
animais foram expostos a picadas de L. longipalpis. Curiosamente, um dos animais
com mielocultura positiva apresentou ELISA negativo para Maxadilan. Neste caso
caberiam 3 hipéteses: resultado falso negativo da sorologia, mecanismo alternativo
de infeccdo por carrapatos ou a participacdo de outra espécie de flebotomineo na

transmissao.

Dentre as espécies de flebotomineos capturadas somente a Lutzomyia intermedia
apresenta importancia epidemiolégica, sendo considerada espécie vetora de LTA. O
encontro desta espécie no peridomicilio demonstra a capacidade de domiciliacdo e
de adaptacdo ao ambiente modificado pelo homem, tipico desta espécie. Embora
ndo haja registros de casos de LTA na area do estudo, o encontro desta espécie

indica a possibilidade de transmissdo de LTA nestes bairros.
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Conclusdes

Nossos resultados sugerem fortemente ser o Municipio da Serra uma nova area de
transmissdo de LVC, apesar de ndo ter sido possivel encontrar todos os elos da

cadeia epidemiologica;

Os testes RIFI e ELISA produzidos por Biomanguinhos/FIOCRUZ n&o foram
capazes de detectar a infeccdo nos animais do nosso estudo, mesmo aqueles com
confirmacédo parasitolégica da doenca, mostrando o baixo desempenho destes

ensaios no diagnéstico da LVC, ja observado em outros estudos;

Apesar da espécie L. longipalpis ndo ter sido capturada na area do estudo, os
resultados positivos encontrados no ensaio ELISA anti-Maxadilan para os cdes com
teste Kalazar Detect Canine positivo sugerem que estes animais foram picados pelo
vetor da LV.
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Recomendacdes

Os médicos dos servicos de saude da regido metropolitana de Vitoria devem ser
alertados sobre a possibilidade de transmissao autéctone de LV para que néo ocorra

diagnéstico tardio da doenca como foi 0 caso da paciente deste estudo.

Para que se tenha uma idéia da dispersdo da LV na regido metropolitana de Vitéria
sugere-se a realizagdo de um inquérito soroldgico canino mais amplo, utilizando-se o
Kalazar Detect Canine e a PCR nos animais soropositivos. Recomenda-se também
a realizacdo de um estudo sistematico da fauna de flebotomineos dos locais onde

forem encontrados caes infectados.
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Anexos

ANEXO A: Ficha de Investigacao — Inquérito Sorolégio Canino para LV.

()

Niicleo de Doencas Infecciosas
Universidade Federal do Espirito Santo

Vigilancia Ambiental em Saude
CCZ/ Controle Animal

FICHA DE INVESTIGAC}AO Ne:
Inquérito Soroldgico Canino

Data: / /

Nome do Proprietério:

Endereco : no.: Bairro:
Telefone: Idade :

Naturalidade: Mora no municipio ha quanto tempo?
Outros Locais onde residiu:

Local: Tempo:

Local: Tempo:

Possui cdes : () sim Quantos ?
( )néo

Ja desfezde algumcdo?  ( )sim Porqué?
( )néo
Seu cdotemacessoarua? ( )sim ( )ndo

Origem do céo :
Historico de viagens do céo ( citar 0 ano e tempo de permanéncia ) :

Raga : ( )SRD
( )outros Qual ?
Sexo : (') macho Idade : () até 6 meses
() fémea ( )6ma1lano
Porte : () pequeno ( )1-5anos
() medio ( )>5anos
( )grande ( )>10anos

Caracteristicas da pelagem:

Possui gatos? () sim  Quantos?
( )néo

Criacéo de animais:

() Galinhas

() Porcos

() Outros Qual (is) ?
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Possui no imével :

(
(
(
(
(

) jardim

) horta

) canteiros

) acimulo de material organico
) quintal com terra

Anexos
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