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RESUMO

A Leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria emergente em algumas regides do
Brasil causada por protozoario do género Leishmania. No ano de 2002 foi notificado
o primeiro caso humano autoctone de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
no municipio de Porto Alegre/RS, Bairro Lomba do Pinheiro. No meio urbano, o cdo
tem papel importante, servindo como fonte de infec¢do e reservatorio do protozodrio.
Este estudo teve como objetivo avaliar o emprego de ELISA e PCR no diagnostico da
LTA em céaes domiciliados na Estrada do Rincdo, Bairro Lomba do Pinheiro, Porto
Alegre. JESUS (2006) coletou e submeteu 200 amostras de soro de cdes oriundos
desta area de risco a Imunofluorescéncia Indireta (IFI) encontrando uma
soroprevaléncia de 3,5% (7/200). Em nosso estudo, empregaram-se o ensaio
imunoenzimatico para diagndstico da Leishmaniose Visceral Canina, kit
Biomanguinhos/FIOCRUZ, com 61 (30,5%) dos 200 soros caninos sororeagentes e
nestes foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) na qual apenas a amostra
12C de uma fémea, sem raca definida, com quatro anos de idade, replicou o DNA de
Leishmania spp. Utilizando o Teste Exato de Fisher para a andlise estatistica quanto a
idade, sexo e raga, observou-se que houve associagao significativa com a positividade
em ELISA e a idade dos cdes (p=0,0037), enquanto que quanto ao sexo (p=0,0687) e
raca (p=0,1261) ndo encontramos associagao significativa na positividade em ELISA.
O Teste de McNemar's foi aplicado aos resultados obtidos pelas técnicas de ELISA e
IFI evidenciando uma diferenca muito significativa entre as duas técnicas (p<0,0001).
A identificagdo de cades soropositivos, sem sintomatologia, em area de baixa
endemicidade no municipio de Porto Alegre, com casos humanos autoctones, serve
como alerta e ponto de partida para mais investigacdes sobre a epidemiologia da LTA

no RS e também sobre o emprego de outras técnicas de diagnostico mais sensiveis.

Palavras-chave: Leishmania, diagnostico, ELISA, PCR.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an emerging parasitic disease in some areas of Brazil caused
by a protozoa of the genus Leishmania. In the year of 2002 it was notify the first
autochthon human case of American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) in the city of
Porto Alegre /RS, Bairro Lomba do Pinheiro. In the urban way, the dog has important
paper, serving as source of infection and reservoir of the protozoa. This study it had
as objective to evaluate the job of ELISA and PCR in the diagnosis of the ATL in
dogs domiciliated in the Road of the Rincdo, Bairro Lomba do Pinheiro, Porto
Alegre. JESUS (2006) collected and submitted 200 samples of serum of deriving
dogs of this area of risk to Indirect immunofluorescent reaction (IFI) finding a
soroprevalence of 3,5% (7/200). In our study, they had used for diagnosis Canine
Visceral Leishmaniasis, kit Biomanguinhos/FIOCRUZ, with 61 (30.5%) positives
samples of the 200 canine serum and in these the reaction in chain of polimerase in
which only the sample 12C of a female, without defined race, with four years of age,
presented the response of the DNA of the Leishmania genus in the PCR. Using the
Accurate Test of Fisher for the analysis statistics how much to the age, sex and race,
it was observed that it had significant association it enters the positividade in ELISA
and the age of the dogs (p=0,0037), whereas how much to the sex (p=0,0687) and
race (p=0,1261) we do not find significant association with the positividade in
ELISA. The Test of McNemar s was applied to the results gotten for the techniques
of ELISA and IFI having evidenced a significant difference very between the two
techniques (p< 0,0001). The identification of soropositives dogs, without symptons,
in area of low endemicity in the city of Porto Alegre, with autochthon human case,
also serves as alert and starting point for more inquiries on the epidemiology of the

ATL in the RS and on the job of others techniques of more sensible diagnosis.

Key-words: Leishmania, diagnosis, ELISA, PCR.



LISTA DE ILUSTRACOES
Figura 1 Leishmania na forma amastigota dentro do macrofago (células coradas
por May-Grunwald GIiemsa).........c.ceecveeevienierieenieeieenieenneen
Figura2  Leishmania na forma promastigota...........cccccueeevveeeciveenirieencieeenveeennnns
Figura3 = Ciclo BIOIOZICO. ....coviriiiiiiiiriieiececeee s
Figura 4 Distribuigdo das principais espécies de flebotomineos vetores da
Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil, 2005.....................
Figura5  Georreferenciamento dos casos confirmados de Leishmaniose em Porto
YN (S o3 (TSRS
Figura 6  Distribuigdo mundial da LTA........cccoveiiiiiieieeeeeee e

Figura7  Mapeamento dos municipios com casos de LTA no Rio Grande do Sul de

2001 @ 2005.... . e
Figura 8  Ulceras no focinho de CA0...........co.vviveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Figura9  Ulceras no saco eScrotal de CAO............ovveeveeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeenen.

Figura 10  Gel de agarose 2% com amostra de soro canino 12C apresentando banda
E T20PD.cciieee e e

10

22
22

23

25

28

32

37

45

45

63



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Quadrol

Quadro2

Quadro3

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

11
LISTA DE TABELAS

Espécies do Género Leishmania, Parasitos de Homens e Animais, de maior
interesse em Parasitologia (Adaptagdo da proposta por Lainson e Shaw,

Prevaléncia de casos humanos autoctones de LTA por municipio de
residéncia,RS,Brasil,2001-2008..........ccoouuriiiiiiiiiiiieiieeieee e

Prevaléncia de casos humanos autdctones de LTA por municipio de
residéncia,com a presenca de caes,RS,Brasil, 2001-2005 .........ccceevvvevieeieennennnnn.

Casos autdctones de Leishmaniose Tegumentar Americana no Rio Grande do
Sul, 2001-2005. (Boletim Epidemiologico-v.7,n.2,Junho-2005 CEVS/SES)........

Progressao da les@o — aspectos histopatolOgICos........ccvveerveeriierieeiiieiieeiieeieeee.

Progressao da lesao — aspectos ClNICOS. ....c.ueevieriieeiieriieeie et

Classificacdo clinica e respectivos agentes etiologicos da LTA, segundo
MARZOCHI (1994)....ccuiiiiiiiiieieteteteeeeee sttt

Distribui¢do das amostras de soro canino de acordo com os resultados das
técnicas de IFI e ELISA, Porto Alegre, novembro de 2008..............ccceeueenneee.
Demonstrativo de ELISA para Leishmania spp, segundo a idade em meses, em
200 amostras de soro canino, Porto Alegre, novembro de 2008............................
Comparativo de ELISA para Leishmania spp, segundo sexo, em 200 amostras

de soro canino, Porto Alegre, novembro de 2008............cccoevveeeieeenieeeiieeniieenns
Resultado de ELISA para Leishmania spp, segundo a raca de 200 caninos, Porto
Alegre, novembro de 2008

20

34

35

35

40

40

43

60

61

61

62



AM:
BR:
CCZ:
CEVS:
cm:
DNA:
DVAS:
EIE:
ELISA:
FAVET:
FEPPS:
FIOCRUZ:
ha:

HE:
IDRM:
IFT:
IFN:
IgG:
IgGl:
IgG 2:
IL:

10C:
IPEC:
LACEN:
LC:
LCD:
LCV:
LIT:
LMC:
LT:
LTA:
LTC:
mm:
MS:
MT:
NCRV:
NNN:
OMS:
PCR:
PCR-
RFLP:
PD:
SES:
SINAN:
TNF-alfa:
UFRGS:

LISTA DE SIMBOLOS

Amazonas

Brasil

Centro de Controle de Zoonoses

Centro Estadual de Vigilancia em Satude
centimetro

Acido desoxirribonucléico

Divisao de Vigilancia Ambiental em Saude
Ensaio Imunoenzimatico

Ensaio Imunoenzimatico

Faculdade de Veterinaria

Fundag¢ao Estadual de Produgao e Pesquisa em Saude
Fundacao Instituto Oswaldo Cruz

Hectare

Hematoxilina Eosina

Intradermorreagdo de Montenegro
Imunofluorescéncia indireta

Interferon

Imunoglobulina G

Imunoglobulina G 1

Imunoglobulina G 2

Interleucina

Instituto Oswaldo Cruz

Instituto de Pesquisa Evandro Chagas
Laboratorio Central

Leishmaniose Cutanea

Leishmaniose Cutaneo-difusa

Leishmaniose Canina Visceral

Liver Infusion Triptose

Leishmaniose Muco-cutianea

Leishmaniose Tegumentar

Leishmaniose Tegumentar Americana
Leishmaniose Tegumentar Cutanea

Milimetro

Ministério da Saude

Mato Grosso

Nucleo de Controle de Reservatorios e Vetores
Novy-Mc Neal-Nicole

Organiza¢dao Mundial de Satde

Polimerase chain reaction Fator de necrose tumoral alfa
Polimerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorfism

Pesquisa Direta

Secretaria de Estado de Saude

Sistema de Informac¢ao de Agravos de Notificagdo
Fator de necrose tumoral alfa

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

12



pm:

micrémetro
Gama

13



1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ uma enfermidade que
acompanha o homem desde a Antigiiidade. E uma doenga infecto-parasitaria, ndo
contagiosa, causada por varias espécies de protozodrios pertencentes a Ordem
Kinetoplastida, incluidos na Familia Trypanosomatidac ¢ no Género Leishmania
(LAINSON; SHAW, 1970). Apresentam ciclo de vida digenético (heteroxénico),
envolvendo uma grande variedade de mamiferos silvestres, reservatdrios do parasito,
transmitida por diferentes insetos vetores da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotaminae, género Lutzomyia — no Novo Mundo e Phlebotomus — no Velho
Mundo. Estes insetos vetores sdo responsaveis pela transmissdo do parasito de um

mamifero a outro (M.S., 2007).

As leishmanioses constituem zoonoses de animais silvestres, € mais raramente
domésticos, incluindo marsupiais (gambdas), mamiferos (ratos, caes, raposas),
edentatos (tamandud, bicho-preguiga), carnivoros € mesmo primatas. O homem
representa hospedeiro acidental e, no Brasil, parece ndo ter um papel importante na

manutenc¢ao dos parasitos na natureza (M.S., 2005).

Segundo Falqueto et al (1986) a participagdo de animais domésticos no ciclo
epidemiologico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é conhecido desde o
inicio do século. Mazza, em 1926, encontrou cdes infectados em area de
desmatamento recente ao norte da Argentina, onde havia alta incidéncia de
Leishmaniose Cutaneo-Mucosa em humanos. Diversos trabalhos conduzidos em
areas endémicas de LTA demonstraram que tanto o cdo quanto o jumento (Equus
asinus) sdo freqlientemente encontrados infectados. No Brasil, estudos indicam ser
relativamente comum a presenca de cdes infectados em areas endémicas,
principalmente na regido Sudeste do Pais (M.S., 2007). O papel dos cades na
transmissdo da LTA nao esté totalmente esclarecido. Logo, a identificacdo da espécie
de Leishmania causadora de Leishmaniase canina faz-se essencial para seu
diagndstico, compreensao da epidemiologia e determinacdo das medidas de controle a

serem implementadas.
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O primeiro caso de LTA humana no Rio Grande do Sul foi notificado em
janeiro de 2000, em paciente do sexo masculino, 74 anos de idade, na Santa Casa de
Porto Alegre, portador de lesdo na mucosa nasal com infiltracdo importante em nariz
e labio superior direito e destruicdo da cartilagem nasal, com o diagnéstico de
Leishmaniose Cutaneo-Mucosa por identificagdo de formas amastigotas em cortes
histologicos em bidpsias das lesdes (Boletim Epidemiolégico, 2005, CEVS/SES/RS).
Em 2001 identificou-se o segundo caso de LTA em paciente residente na Lomba do
Pinheiro, municipio de Viamao, integrante da regido da Grande Porto Alegre. Em
2002, ocorreu a notificagdo do primeiro caso autéctone de LTA em Porto Alegre.
Entre os anos de 2001 a 2005, Porto Alegre teve 12 casos notificados, confirmados
autoctones de LTA, em 5 mulheres e 7 homens. A faixa etéria atingida variou de 15 a
59 anos. Todos os casos humanos autdctones confirmados até o momento sio
originarios das imediacdes da mata nativa dos bairros da Lomba do Pinheiro, Belém

Velho, Restinga e Aberta Morros (THIESEN & BRITO, 2003).

1.1 Importancia e Justificativa

A LTA ¢ uma enfermidade emergente no Rio Grande do Sul e constitui-se
num problema de Satude Publica. Os animais domésticos, especialmente os caninos,
estdo envolvidos diretamente na manuten¢do do agente causador da LTA nos meios

urbano, periurbano e rural.

A busca do método diagnostico para LTA mais sensivel e especifico na
populagdo canina ¢ de fundamental importancia para a implantagdo de politicas em
satide humana nas areas de baixa endemicidade. Existem casos humanos autdctones
no RS, em Porto Alegre, e a presenca de cdes sem sintomatologia, mas com

soropositividade, pode servir de alerta para a presenca destes.

1.2 Problema

1) A soropositividade dos caes serve como alerta para a presenca do
protozoario e de seus vetores podendo ocasionar casos humanos autdctones de LTA

em area de baixa endemicidade?

15



2) Os métodos de diagndstico empregados em biologia molecular seriam mais

precisos na identificacdo do género Leishmania do que os métodos soroldgicos?

1.3 Hipétese

1) Os caninos sao reservatorios da LTA no RS mesmo nao apresentando

sintomatologia da doenga, constituindo fonte de contaminagao para os vetores.

2) A resposta aos testes soroldgicos e/ou moleculares em caes auxilia o
planejamento de agdes em saude que avaliem o risco de fonte de infec¢do para os

humanos.

1.4 Objetivos
1.4.1 Gerais:

1. Conhecer a situagdo de uma amostra populacional canina em Porto Alegre

frente ao agente etiologico da LTA (Leishmania spp).

2. Avaliar o potencial risco de contaminagdo que o0s caninos sem

sintomatologia de LTA podem representar para seres humanos.

1.4.2 Especificos:

1. Conhecer a frequéncia da infec¢do por leishmania através de métodos
imunologicos e moleculares em cdes que habitam area de baixa endemicidade, mas

com casos autoctones humanos, em Porto Alegre (RS).

2. Avaliar comparativamente o desempenho das técnicas de ELISA, IFI e

PCR no diagnostico de LTA em caes assintomaticos de area de baixa endemicidade.

16
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1.5 Equipe Técnica

O presente trabalho foi realizado pela equipe técnica do Laboratorio de
Protozoologia da Faculdade de Veterinaria (FAVET) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul - UFRGS, em parceria com o Servigo de Parasitologia IPEC-FIOCRUZ/RJ
formada por:

- M.V. Margarete Maria Paes lesbich (Mestranda do Programa de
Pos-graduacao em Ciéncias Veterinarias - UFRGS);

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

- Bidloga Dra. Aline Fagundes da Silva Servigo de Parasitologia
IPEC-FIOCRUZ/RJ, atual Laboratério de Vigilancia em

Leishmanioses; co-orientadora do projeto.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Definigao e histérico

As leishmanioses sd@o antropozoonoses consideradas um grande problema de
saude publica e representam um complexo de doencas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco registrando-se em torno
de dois milhdes de novos casos ao ano. A leishamaniose tegumentar distribui-se no
mundo e no Continente Americano com registros de casos desde o extremo sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, com exce¢do do Chile e Uruguai (M.S.,

2006).

Nas Américas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas datadas de 400
a 900 anos d.C. feitas pelos indios do Peru, que apresentam mutilagdes de labios e
narizes, caracteristicas da espundia, hoje conhecida como leishmaniose cutineo-
mucosa. Posteriormente, através de estudos de paleo-medicina, foram descobertas
mumias com lesdes de pele e mucosas caracteristicas da leishmaniose. A primeira
referéncia de LTA no Brasil encontra-se no documento da Pastoral Religiosa
Politico-Geografica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la
Syfilis em el Peru”, onde ele relata a viagem de Frei Dom Hipolito Sanches de Fayas

y Quiros de Tabatinga (AM) até o Peru, percorrendo as regides do vale amazdnico.

O primeiro a observar o parasito do género Leishmania foi Cunningham
(1885), na India, em casos de leishmaniose visceral. No Brasil, Cerqueira, em 1885,
observara a existéncia da moléstia da pele, identificando-a clinicamente como Botao
de Biskra. Em 1895, na Italia, Breda, descreveu a enfermidade em italianos

provenientes de Sao Paulo.

Entretanto, no Brasil, a natureza leishmaniotica das lesdes cutaneas e
nasofaringeas s6 foi confirmada, pela primeira vez, em 1909, por Lindenberg, que

encontrou formas de Leishmania, idénticas a Leishmania tropica (Wright, 1903) da
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leishmaniose do Velho Mundo, em lesdes cutaneas de individuos que trabalhavam

nas matas do interior de Sao Paulo.

Gaspar Vianna, por considerar o parasito diferente da L. tropica, o batizou de
L. braziliensis, ficando assim denominado o agente etiologico da “ulcera de Bauru”,

“ferida brava” ou “nariz de tapir”.

No Brasil, até a década de setenta, todos os casos de LTA eram atribuidos a L.
braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de andlise e a intensificagdo dos
estudos ecologicos e epidemiologicos, outras espécies foram descritas sendo

registradas até o momento seis espécies causadoras da LTA.

2.2 Sistematica do Género Leishmania
GONTIJO & CARVALHO (2003) descreveram a sistematica do género
Leishmania (ap6s LEVINE et al, 1980):

Reino: PROTISTA Haeckel, 1866

Sub-reino: PROTOZOA Goldfuss, 1817

Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg & Balamuth, 1963

Subfilo: MASTIGOPHORA Desing, 1866

Classe: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

Ordem: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976
Subordem: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905
Género: Leishmania Ross, 1903

A Tabela 1 mostra a classificagdo do género Leishmania.



Tabela 1 - Espécies do Género Leishmania, Parasitos de Homens e Animais, de maior
interesse em Parasitologia (Adaptacdo da classificagdo proposta por

Lainson ¢ Shaw, 1987).

Subgénero

Leishmania

Viannia

Complexo Leishmania donovani
L. (L) donovani
L. (L) infantum
L. (L) chagassi
Provavel pertencente:
L. (L) archibaldi

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

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

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

Complexo Leishmania brasiliensis
L. (V) brasiliensis
L. (V) guyanensis
L. (V) panamensis
L. (V) peruviana
L. (V) lainsoni
L. (V) naiffi
L. (V) shawi
L. (V) colombiensis

Fonte: Michalick, 2002

2.3 Ciclo biologico
Segundo GONTIJO (2003):
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1. Durante o repasto sangiiineo, a fémea do flebotomineo introduz formas

promastigotas metaciclicas no local da picada;
2. Promastigotas so interiorizadas por macrofagos teciduais;
3. Promastigotas se transformam em amastigotas;
4. Inicia-se o processo de reproducgdo no interior do vactolo parasitéforo;
5. Rompimento do macréfago e liberagdo dos parasitos no intersticio;
6. Parasitos sdo fagocitados por novo macrofago;

7. Macréfagos parasitados podem ser ingeridos pela fémea de flebotomineo

durante o repasto sangiiineo;

8. No estdmago do inseto, macréfago se rompe liberando amastigotas.
Transformagdo dos amastigotas em promastigotas, que se dividem por divisdo
binaria;

9. Promastigotas migram para o intestino e colonizam as regides do piloro e

ileo, transformando-se em paramastigota (subgénero Viannia);

10. Paramastigotas se aderem ao epitélio e se reproduzem. Transformagdo em
promastigota e migracao para o estdmago, € em seguida para a faringe do inseto
(promastigotas metaciclicas);

B Obs. Para o subgénero Leishmania, ap6s a reprodugdo e colonizagdo das
formas promastigotas no intestino do inseto, ocorre a migracdo dessas formas

estdbmago, onde se transformam em paramastigota, que colonizam o estomago e

faringe do flebotomineo, diferenciando-se, ap6s, em promastigota metaciclica.



Figura 1 — Leishmania na forma amastigota dentro do macréfago
(células coradas por May Grunwald Giemsa)

Fonte: Dunaiski, 2006.

Figura 2 — Leishmania na forma promastigota

Fonte: Dunaiski, 2006.
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Figura 3 — Ciclo biologico da Leishmania.

(LV — Leishmaniose visceral, LC — Leishmaniose cutanea)

Fonte: (OMS, 2004)

2.3.1 Hospedeiro invertebrado

Segundo a Organizacdo Mundial em Satde, sdo conhecidas 500 espécies de
flebotomineos, mas somente 30 delas foram identificadas positivamente como vetores
da enfermidade. O inseto vetor da leishmaniase é encontrado mundialmente nas

regides tropicais e temperadas.

Todas as espécies do género Leishmania sdo transmitidas pela picada de
fémeas de flebotomineos infectadas (Ordem Diptera; Familia Psychodidae;
Subfamilia Phlebotominae) pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo Mundo e
Phlebotomus — no Velho Mundo, sendo conhecidos como palha, cangalhinha,
tatuquira, mulambinho, catuqui, etc. O ciclo de vida do protozoario ¢ digenético
(heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores.
Estes ultimos s3o responsaveis pela transmissdo dos parasitos de um mamifero a

outro.
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Seu tamanho geralmente nao ¢ superior a 0,5 cm de comprimento,
apresentando pernas longas e delgadas e corpo densamente piloso. Seu voo ¢
saltitante, mantém as asas eretas até quando em repouso, o que o diferencia de outros

dipteros (Basano & Camargo, 2004).

Trata-se de um mosquito pequeno, de 2 a 3 mm (parecido com a mosca da
banana), que pode ser encontrado em lugares Uimidos, escuros, onde tem muitas
plantas, as vezes perto das casas. Florestas umidas, com bastante vegetagdo, locais
com muita umidade e lixo sdo lugares ideais para a criagdo do mosquito. A fémea do
flebotomineo pode depositar seus ovos nas tocas de roedores, na casca de arvores, em
frestas nas paredes, nos abrigos para animais. O mosquito pode voar a distancia de até
200 metros de onde se cria aparecendo a noitinha. Em algumas regides, aparece
também pela manha e a tarde. Como esse mosquito se alimenta de sangue, ele pica
varias espécies de animais silvestres, assim como cavalos, cdes e também o homem

(NEVES et al, 1995).

Segundo o Manual de LTAl, as principais espécies envolvidas na transmissao
da LTA, no Brasil sdo: Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L.
intermedia, L. wellcome e, L. migonei. A Figura 4 mostra a distribuicao das principais
espécies de flebotomineos vetores da Leishmaniose Tegumentar Americana no

Brasil, no ano de 2005.
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e Lmiermedia

+ L whitmani

@ L flaviscuteliata
@ L wallcomei

B L umbranlis

® L migonsi

Figura 4 - Distribuicao das principais espécies de flebotomineos vetores da

Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil, 2005.

Fonte: Manual de LTA (2006).

Varios autores realizaram buscas de flebotomineos no Estado do Rio Grande

do Sul visando estudar sua taxonomia e distribui¢do geografica.

DIAS et al (1997) relataram duas buscas realizadas por R di Primio (1932,
1937), descrevendo o achado de trés diferentes espécies de flebotomineos: Lutzomyia
fischeri, nos municipios de Osoério e Sdo José do Norte; L. intermedia, em Torres e

Sao José do Norte e L. migonei, em Sao José do Norte.

DIAS et al (1997) encontraram 13 diferentes espécies de flebotomineos em
dois municipios localizados ao norte do Rio Grande do Sul (Cambara do Sul e
Tenente Portela), no periodo de 23 de janeiro a 04 de fevereiro de 1986, em dois
Parques de preservacdo ambiental, o Parque Nacional dos Aparados da Serra,

localizado em Cambara do Sul, possuindo 13.000 ha de area total e o Parque Estadual



do Turvo, localizado no extremo norte do Estado, ao lado direito do Rio Uruguai,

com 17.691 ha, no municipio de Tenente Portela.

As trés espécies de flebotomineos mais encontradas, em ordem decrescente
foram: Lutzomyia intermedia (36,5%), principalmente nas tocas de animais silvestres;
L. fischeri (25,1%), em troncos e ocos de arvores e dentro da floresta; L. migonei

(8,9%) capturadas com iscas luminosas na floresta.

MARCONDES et al (1998) realizaram um estudo sobre a distribui¢ao
geografica do complexo Lutzomyia intermedia na América do Sul. Como resultados,
demonstraram a presenca destes flebotomineos no Estado do Rio Grande do Sul, nos
municipios de Campo Novo (Parque Estadual do Turvo), Mostardas, Porto Alegre,
Santa Maria, Tenente Portela e Torres. L. intermedia é encontrada em areas mais

quentes e umidas enquanto que L. neivai em climas mais frios e secos.

SILVA e GRUNEWALD (1999) coletaram 2.228 flebotomineos no Parque
Estadual do Turvo durante novembro de 1996 até fevereiro de1997. O estudo foi
realizado na Guarita do Salto Yucuma localizado a margem da floresta. Neste local
encontram-se animais domésticos como bovinos, galindceos, felinos e caninos
domésticos. Trés dareas ecologicamente diferentes foram avaliadas: domicilio,
peridomicilio e floresta. Fémeas de flebotomineos infectadas foram identificadas nos
domicilios e na floresta. As espécies predominantes foram: Lutzomyia migonei
(47,8% nos domicilios e 62,2% nos peridomicilios), L. pessoai, L. fischeri, L. lanei,
L. neivai. L. shannoni e L. monticola. Todas estas espécies sdo conhecidas por
sugarem sangue de humanos. Destas, a L. migonei, L. pessoai, L. fisheri, L. neivai e
L. shannoni sdo suspeitas de serem vetores da Leishmania (Viannia) braziliensis em

outros locais do Brasil.

Em um outro estudo desenvolvido por SILVA et al (2004) coletaram-se 1.721
flebotomineos em um galinheiro no municipio de Derrubadas, Estado do Rio Grande
do Sul, nos meses de janeiro a marco de 2001. A cidade de Derrubadas ¢ basicamente
rural e localiza-se proximo ao Parque Estadual do Turvo. As familias constroem suas

habitacdes proximas a floresta atraindo muitos flebotomineos.

A 17° Coordenadoria Regional em Saude informou casos humanos de LTA

diagnosticados em residentes proximos ao Parque Estadual do Turvo. Do total de
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flebotomineos capturados foram identificados no galinheiro, com maior freqiiéncia:
Lutzomyia migonei (57,6%) e a L. pessoai (14,7%). Provavelmente estas espécies
demonstraram adaptacdo ao peridomicilio pela facilidade de alimento (galinhas e

animais silvestres) encontrados nesta area.

No municipio de Porto Alegre, local alvo deste estudo, o Nucleo de Controle
de Roedores e Vetores da Secretaria Municipal de Saude, (NCRV/SMS) tem
realizado expedigdes para captura dos insetos vetores da Leishmaniose Tegumentar
Americana nos locais onde foram identificados e georreferenciados casos autdctones,

conforme a figura 5.

A partir do primeiro caso autdctone humano, coletas mensais noturnas foram
iniciadas em dezembro de 2002, no domicilio de pacientes confirmados com LTA,

peridomicilio e mata.

Estas coletas ocorreram no periodo de atividade do inseto que € noturno, nas
imediacdes da divisa entre os bairros Restinga e Lomba do Pinheiro, onde se
localizam as moradias. As espécies capturadas foram Lutzomyia neivai, L. migonei,
L. pessoai, L. lanei, L. fisheri e respectivamente, em ordem decrescente de
ocorréncia. Pela acentuada antropofilia, quantidade de exemplares e distribuigdo
coincidente com a da doenca, Lutzomyia neivai ¢ considerada a principal suspeita de

ser o vetor.
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Legenda
* Caso diagnosticado em 2000
. M Casos Autdctones, 2002 e 2003(alé a semana epidemiologica 50)

Figura 5 - Georreferenciamento dos casos confirmados de Leishmaniose em Porto Alegre
Fonte: Boletim Epidemiolédgico, Secretaria Municipal de Saude de Porto Ale-
gre,
n°. 21.



Assim como os reservatorios, os vetores também mudam de acordo com a
espécie de Leishmania: Leishmania (Leishmania) amazonensis — seus principais
vetores sdo Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia reducta e Lutzomyia olmeca nociva

(Amazonas e Rondonia), tém héabitos noturnos, voo baixo e sdo pouco antropofilicos.

Leishmania (Viannia) guyanensis — os vetores sdo Lutzomyia anduzei,
Lutzomyia whitmani e Lutzomyia umbratilis, que é o principal vetor, tendo o habito
de pousar durante o dia em troncos de arvores e atacar o homem em grande

quantidade, quando perturbado.

Leishmania (Viannia) braziliensis — em area silvestre, o Unico vetor
demonstrado transmissor foi o Psychodopigus wellcomei, encontrado na Serra dos
Carajas, altamente antropofilico, picando o homem mesmo durante o dia e com
grande atividade na estacdo das chuvas. Em ambientes modificados, rural e
peridomiciliar, sdo mais freqlientemente implicadas a Lutzomyia whitmani,

Lutzomyia intermedia e Lutzomyia migonei (M.S.,2005).

2.3.2 Hospedeiros vertebrados e reservatorios

A interagdo reservatorio-parasito € considerada um sistema complexo, ja que €
multifatorial e dindmico, formando uma unidade bioldgica que pode estar em
constante mudanga em funcdo das alteragdes do meio ambiente (Petersen & Shaw,

2003; M.S., 2006a).

Nos hospedeiros vertebrados o parasito apresenta a forma amastigota, ovoide,
com 2,5-5um de didmetro, intracelular obrigatério dos macréfagos (vactiolo

parasitoforo) (Bassano & Camargo, 2004).

Infecgdes por leishmanias que causam a LTA foram descritas em varias
espécies de animais silvestres, sinantropicos e domésticos (canideos, felideos e

eqiiideos) (MS, 2006a).

Marzochi, Schubach e Mazorchi (1999) relatam que também sdo
encontrados como reservatorios silvestres de Leishmania spp. Choloepus didactylus
(preguica-real), Tamandua tetradactyla (tamandud) e Didelphis marsupialis (gamba),

exemplares das espécies Dasyprocta azarae (cotia), Kannabateomys amblyonyx
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(rato-da-taquara) e Cuniculus paca (paca), além de alguns pequenos roedores dos
géneros Orzyzomys (rato-de-arroz), Proechimys (rato-de-espinho), Akodon (rato-do-

mato) e Rattus rattus (rato doméstico).

Os reservatorios primarios do parasito s3o os animais silvestres. Porém, os
animais que convivem diretamente com o homem, como o cdo e o cavalo, servem,
secundariamente, como reservatorios. Atualmente no Brasil existem dois padrdes
epidemioldgicos distintos: surtos epidémicos em dareas de colonizagdo recente,
associados a derrubada de matas e aberturas de estradas. Nesse caso, trata-se de uma
zoonose de animais silvestres, atingindo pessoas que entram em contato com esses
focos. E o segundo padrao identificavel ¢ a leishmaniose de regides de colonizagdo
antiga, j4 sem desmatamentos, relacionada ao processo migratério, ocupacio de
encostas e aglomerados semi-urbanizados na periferia de centros urbanos. Neste caso,
caes, eqliinos e roedores parecem representar papel importante como reservatorios do
parasito. A infeccdo animal ¢, habitualmente, inaparente, sendo encontrados parasitos

na pele e nas visceras (RAZERA et at, 2005).

Quanto ao controle dos reservatdrios ¢ necessaria a realizagdo de estudos para
a melhor evidenciagdo dos papéis dos reservatorios no ambiente peri e
intradomiciliar. A identificacdo dos provaveis reservatorios, quando domésticos (caes
e eqliinos), ¢ necessaria para a sua eliminagdo ou manutengao dos mesmos em lugares

limpos e afastados das habitagdes humanas (M.S.,2005).

2.4. Morfologia
O ciclo de Leishmania spp. envolve o hospedeiro vertebrado e o vetor
flebotomineo. Nos hospedeiros mamiferos, o parasito ¢ obrigatoriamente intracelular,

com forma amastigota no interior das células do sistema mononuclear-fagocitario.

As formas amastigotas sdo ovoides, 2,5-5um de diametro, possuem nucleo,
cinetoplasto e rudimento de flagelo. Sua multiplicagdo se da por divisdo binaria, ocorrendo
repetidamente até a destruicdo das células hospedeiras. No trato alimentar dos

flebotomineos, as formas amastigotas se transformam em paramastigotas e promastigotas,
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formas flageladas e moveis, alongadas, que apresentam nucleo central e cinetoplasto

terminal. (MARZOCHI; SCHUBACH; MAZORCHI, 1999; GENARO et al., 2002).

3. EPIDEMIOLOGIA

A Leishmaniose Tegumentar Americana apresenta trés padroes epidemiologicos

caracteristicos, segundo M.S. (2007):

a) Silvestre: Transmissdo em area de vegetacdo primaria, sendo
fundamentalmente uma zoonose de animais silvestres, podendo acometer seres
humanos quando estes entram em contato com o ambiente silvestre, onde haja

ocorréncia da enzootia.

b) Ocupacional e Lazer: Estdo associadas a ocupagao desordenada da floresta
e derrubada de matas para a constru¢ao de estradas, usinas hidroelétricas, instalagao
de povoados, extragdo de madeira, desenvolvimento de atividades agropecudrias, de

treinamentos militares e ecoturismo.

c) Rural e periurbano em 4reas de colonizagdo: Relacionado ao processo
migratorio, ocupacdo de encostas e aglomerados em centros urbanos associados a

matas secundarias ou residuais.

Segundo estimativa da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a
leishmaniose ocorre em 88 paises e sua notificagdo ¢ compulsoria em apenas 30
deles. Do total de casos ja registrado de leishmaniose tegumentar (LT), 90%
ocorreram em apenas seis paises: Ird, Ardbia Saudita, Siria, Afeganistdo, Brasil e

Peru.

A LTA ocorre nas Américas desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina. O foco mais importante € o sul-americano, que compreende todos os

paises, com exce¢do do Uruguai e do Chile, conforme ilustra a figura 6.



Cistribution of Old Weorld and Mew World Cutaneous Leishmaniasis

Figura 6 - Distribuicdo mundial da LTA

Fonte: OMS (2008)

Varios autores t€m investigado a prevaléncia da infeccdo na populagdo canina
em diferentes regides do Brasil. No municipio de Marica (RJ), Madeira et al (2003)
estudaram 8 cdes com lesdes suspeitas de LTA por métodos parasitologicos e
sorologicos. Das lesdes sugestivas realizaram bidpsias visando isolamento in vitro.
Destes, 6 foram confirmados parasitologicamente. Para imunofluorescéncia indireta
(IFT), 2 apresentaram resultado superior a titulacao 1:40. No ensaio imunoenzimatico

6 mostraram-se com leitura superior ao cut-off.

No Estado do Rio de Janeiro, municipio de Paracambi, no periodo entre 1992 e
1993, Santos et al (2005b) realizaram inquérito epidemiologico sobre LTA na
populagdo canina residente em areas endémicas rurais e semiurbana. Cadastraram 179
animais neste estudo. A prevaléncia da infec¢do canina observada através de teste
cutaneo, imunofluorescéncia indireta e ensaio imunoenzimatico foi, respectivamente,
10,1%, 16,7% e 27,8%. A presenca de formas subclinica /clinica na populacao canina
associada a infeccdo humana sugere que o cdo pode atuar como possivel fonte de

infec¢do, assim como na dissemina¢do da doenca.
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Zanzarini et al (2005) investigaram 67 caes em area endémica rural no norte
do Parana onde foram verificados 22 casos humanos da doenca. O periodo estudado
foi entre setembro de 1999 a julho de 2002 coletando-se sangue canino e
empregando-se  imunofluorescéncia indireta (IFI) e intradermorreacdo de
Montenegro. Trinta e oito cdes apresentaram titulagdo superior a 1:40 em IFI dos 69
analisados. Observou-se que de 53 cdes que ndo apresentavam lesdo, 25 (47.2%)
tiveram IFI positiva para LTA. Os resultados mostram a ocorréncia simultdnea de
LTA humana e canina e indicaram a necessidade de estudos adicionais para

esclarecer o papel do cdo no ciclo de transmissao do parasito nessas areas.

Andrade et al (2006) investigaram a presenca de Leishmania (V.) braziliensis
empregando imprint de tecido e PCR em 55 caes da cidade de Belo Horizonte, Estado
de Minas Gerais. A Reacdo em Cadeia de Polimerase apresentou 92% de

sensibilidade e 40% de especificidade em amostras de pele.

Velasquez et al (2006) apliaram a PCR no estudo da LTA em 143 cdes no
noroeste do Estado do Parana, cidade de Mariluz. O material colhido dos animais
para emprego da PCR foi sangue. A PCR foi positiva em 26,3% (10/38) dos cdes com
lesdo e em 15,4% (16/104) dos caes sem lesdo caracteristica de LTA. A deteccdo de
DNA do parasito no sangue pode indicar a ocorréncia de disseminagdo hematogénica

do parasito.

Dunaiski (2006) fez um levantamento na regido do Vale do Ribeira, Parana,
area endémica para LTA em humanos, analisando os soros de 299 caes oriundos de
areas com casos autdctones humanos. Para evidenciar o papel dos caninos na
manutengdo do ciclo da LTA no Vale da Ribeira, empregou método de diagnostico
sorologico. Ao ensaio imunoenzimatico 45 cdes apresentaram sorologia positiva.
Houve apenas um c3o com lesdes compativeis com a doenga na forma cutaneo-
mucosa. Neste estudo, Dunaiski ndo evidenciou fatores que associam o cdo a uma
possivel manutengdo do parasito e conseqiiente contaminacao do vetor e transmissao

para humanos.

A incidéncia de LTA no Brasil tem aumentado, nos ultimos 20 anos, em

praticamente todos os Estados. Surtos epidémicos tém ocorrido nas regides Sudeste,
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Centro-Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regido Amazonica, relacionados ao
processo predatorio de colonizagdo. Nos ultimos anos, o Ministério da Saude

registrou média anual de 35 mil novos casos de LTA no pais.

O Ministério da Saude possui o Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN), onde ¢ possivel acessar informagdes sobre a ocorréncia dos
mais variados agravos no Pais. Dentre as enfermidades cadastradas no SINAN estao
as leishmaniases, tanto visceral quanto tegumentar. O coeficiente de incidéncia da
LTA por 100.000 habitantes, nas tabulagdes realizadas entre os anos de 2001-2005,
tendo como alvo a regido metropolitana de Porto Alegre, Estado do Rio Grande do
Sul, nos anos de 2002, 2003 e 2004, respectivamente, sdo: 14, 12 e 7, totalizando 33

casos.

O mesmo banco de dados do Ministério da Satde tabulou a prevaléncia da
LTA no periodo de 2000 a 2008, por 100.000 habitantes, nos municipios de

residéncia no Estado do Rio Grande do Sul gerando a tabela 2, mostrada a seguir.

Tabela 2: Prevaléncia de casos humanos autdctones de LTA por municipio de

residéncia, RS, Brasil, 2001-2008:

MUNICIPIO DE
RESIDENCIA 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 TOTAL
Porto Alegre 0 14 42 28 0 0 4 1 89
Rolador 0 7 0 0 0 0 0 0 7
Santo Antonio das Missdes 14 0 0 0 0 0 0 0 14
Sao Miguel das Missdes 0 0 7 0 0 0 0 0 7
Tenente Portela 0 0 0 0 7 0 0 0 7
Total 14 21 49 28 7 0 4 1 124

Fonte: SINAN-MS, 2008

Através das informagdes do SINAN-MS, analisando as fichas de notificacao de
2000 até o ano de 2008, identificou-se em quais residéncias com a ocorréncia de casos

humanos autoctones de LTA, existiam caninos, conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 3: Numero de casos humanos autdctones de LTA por municipio de

residéncia, com a presenga de caes nas residéncias, RS, Brasil, 2001-2005.

TOTAL

MUNICIPIO DE RESIDENCIA 2001 2002 2003 2004 2005 DE CAES
Porto Alegre 0 7 21 14 0 42
Rolador 0 7 0 0 0 7
Santo Antonio das Missoes 14 0 0 0 0 14
Sao Miguel das Missbes 0 0 7 0 0 7
Tenente Portela 0 0 0 0 7 7
Total 14 14 28 14 7 77

Fonte: SINAN-MS, 2008

A Secretaria de Satide do Estado do Rio Grande do Sul publicou no seu
informativo trimestral, em 2005, a distribuicdo de casos de LTA, em trés grupos
etarios, de 15 a 30 anos, de 31 a 45 anos e de 46 a 69 anos, com prevaléncias de
17,6%, 17,6% e 64,8%, respectivamente. O mapeamento dos municipios do Estado
com casos humanos confirmados, no periodo de 2001-2005 ¢ mostrado na tabela 4 e
figura 7 (SANTOS, 2005a).

Tabela 4 - Casos Autoctones de Leishmaniose Tegumentar Americana no Rio Grande do
Sul, 2001 a 2005.

N° do caso Data da Local Provavel de Sexo Idade
Notificagao Infeccao
1 15.06.01 Viamao M 69
2 08.08.01 Sto. Antdnio das F 51
Missoes
3 09.08.01 Sto. Antdnio das M 65
MissOes
4 28.08.02 Rolador M 55
5 17.10.02 Porto Alegre F 34

6 30.05.03 Sao Miguel das Missoes M 45
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Mapa 1 — Municipios com casos de LTA
no Rio Grande do Sul 2001 a 2005
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Figura 7 — Mapeamento dos municipios com casos de LTA no Rio Grande do Sul
de 2001 a 2005
Fonte: SES/CEVS/DVAS



A Equipe de Vigilancia das Doencas Transmissiveis da Secretaria Municipal
de Saude de Porto Alegre publicou, em 2008, a investiga¢do de 5 casos de LTA em
2007, sendo 5 confirmados. Destes casos, 4 residentes em Porto Alegre (Boletim
Epidemiologico, 2008). No ano de 2008, investigou-se 1 caso humano, residente no

municipio de Porto Alegre, que foi confirmado.

4. PATOGENIA DA LTA

O periodo de incubagdo ¢ de 2 a 4 meses, mas pode variar de 10 dias a 24

meses.

A patogenia da LTA centraliza-se no mecanismo da relagdo parasito-
hospedeiro o qual estimula uma resposta imune especifica. Como citado
anteriormente por GONTIJO (2003), no intestino do inseto vetor, as formas
promastigotas sofrem o processo de metaciclogénese, tornando-se infectantes
(promastigotas metaciclicas) e migram para a faringe e cavidade bucal, onde, através
do repasto sangiiineo, serdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado (M.S., 2006b).
Haverd um processo de interagdo entre a forma infectante do parasito com as células
do sistema fagocitico mononuclear, com a perda do flagelo e, sob a forma amastigota,

multiplicam-se no interior das células (fagolisossoma).

Embora os macrofagos sejam células fagocitarias especializadas no combate a
agentes infecciosos, as leishmanias desenvolveram mecanismos de defesa capazes de
subverter sua capacidade microbicida, conseguindo sobreviver neste ambiente toxico
e multiplicar-se até a ruptura da célula, quando sdo liberadas para infectar outros
macrofagos, propagando a infecgdo. Como conseqiiéncia deste processo, haverd a
liberacao de particulas antigénicas que provocarao uma resposta especifica do sistema
imune, influenciando a evolucdo da doenca para a cura espontanea, ou formas

autolimitadas ou formas progressivas (M. S., 2006a).

As alteragdes no organismo decorrentes da presenca do parasito, dependem do
bindmio infectividade e antigenicidade de Leishmania spp. € da imunidade e
resisténcia ja existentes ou desenvolvidas pelo hospedeiro apdés a infecgao
(SILVEIRA, 2004). O quadro histopatologico geral da LTA ¢ representado por um

infiltrado celular histiolinfoplasmocitario (padrao exsudativo celular), junto a uma
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reacdo granulomatosa que pode surgir associada ou ndo a necrose (MAGALHAES,

1986), e em até 2 meses de evolugao da doenga.

4.1 Imunopatogénese na LTA:

Segundo M.S.(2006a), para o controle da infec¢do, ¢ necessaria a
predominancia da resposta imune celular com caracteristicas de tipo 1, envolvendo
linfocitos CD4 e CD8, citocinas como IL-12, IFN-y, fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), linfotoxina e algumas citocinas produzidas por macréfagos. Esta resposta
resulta da ativagdo dos macrofagos, capacitando-os na eliminagdo dos parasitos,
controlando a infec¢do. A diminui¢do do nimero de parasitos leva a reducdo do
estimulo da resposta imune devido ao menor aporte de antigenos. Desta forma, a
cicatrizagdo ocorre através do controle do processo inflamatorio (morte de células
efetoras ndo estimuladas), aumento da funcdo de fibroblastos, fibrose e tecido

cicatricial.

ROBERTS et al (2000) em seu estudo demonstraram que a principal defesa
contra os protozodrios que sobrevivem aos macrofagos, incluindo a Leishmania spp.,
¢ a imunidade celular. A resisténcia a infecgdo esta associada a ativacao de linfocitos
T CD4 Thl. Muitos estudos relatam que a imunidade contra a Leishmania spp. €
dependente da interleucina-12 produzida pelos macréfagos ou por células dendriticas,
levando a produ¢do do interferon gama, tanto por células do sistema imune nato
(células Natural Killer) quanto adquirido (células T CD4). O Interferon-gama media
esta prote¢do por regular positivamente a expressao macrofagica mediante a indugdo

da produgdo de 6xido nitrico, que ¢ letal para o parasito.

As células T CD8 colaboram para uma resposta imune protetora na infec¢ao

causada por Leishmania spp. (REIS et al, 2006).

E importante ressaltar que o parasito apresenta caracteristicas que lhe
permitem “fugir” dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Na fase de crescimento
do parasito no tubo digestivo do flebotomineo, ocorre a expressao de moléculas de
superficie modificadas, que, no momento da interagdo com a célula do hospedeiro,

impedem a deposicdo de complexos do sistema complemento promotores da lise
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celular, além de interferirem na ativacao de componentes terminais de complemento,

protegendo o parasito (M.S., 2006b).

\

As alteragdes no organismo conseqiientes a presenga do parasito sao
dependentes do binomio infectividade e antigenicidade de Leishmania e/ou da

imunidade e resisténcia nata do hospedeiro, descritas a seguir nos quadros 1 e 2:

Quadro 1: Progressao da lesdo- aspectos histopatologicos

Estagio Inicial: Hipertrofia do Extrato Cérneo

!

Acumulo de histidcito

!

Infiltrado celular (estaciona; regressao espontanea).

!

Progressao da Reacao Inflamatoria

!

Necrose

!

Lesao ulcero-crostosa

Quadro 2: Progressao da lesao-aspectos clinicos

1° Pequena papula no local da inoculagdo podendo disseminar-se de
forma linfohematogénica

2° Nodulo

3° Ulcera: necrose para destrui¢io dos parasitos (parasito na borda
das lesdes)

Acumulo de polimorfonucleares e eosindfilos; infiltrado de
macréfagos infectados e vacuolizados; infiltrado inflamatorio.

Pode formar GRANULOMA.

2-3 meses de evolugdo: muitos parasitos nas lesdes mais recentes.
—L. (V.) braziliensis: resposta celular mais intensa e rapida; maior
destruicdo tecidual; menos parasito na lesdo.

—L. (L.) amazonensis: resposta celular menos intensa e lenta; menor
destruicao tecidual; mais parasitos na lesao.




4.2 Sinais clinicos
4.2.1 Sinais clinicos em humanos:

As leishmanioses sdo importantes em termos de morbidade e algumas sdo

severas em termos de mortalidade (MAYRINK & MAGALHAES, 1999).

Leishmania (V.) braziliensis causadora de lesdes cutaneas e mucosas, ¢
encontrada do norte ao sul do Brasil, em 4reas de coloniza¢do antiga e recente, e esta
associada com a presenca de animais domésticos tais como 0s caninos e eqilinos

(MARZOCHI, 1994).

Segundo a OMS (2002), as diferentes apresentagdes das leishmaniases
constituem severo problema de saude publica: a Leishmaniose Visceral (LV) ¢ fatal
se nao tratada, a Leishmaniose Muco-cutanea (LMC) ¢é desfigurante e mutilante, a
Leishmaniose Cutaneo-difusa (LCD) ¢ incapacitante e a Leishmaniose Cutanea (LC)

¢ incapacitante quando suas lesdes sao multiplas.
A) FORMA VISCERAL (LV):

E a mais grave ocasionando febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia,

hipergamaglobulinemia, sendo fatal se ndo tratada (MODABBER, 2006).
B) FORMA CUTANEA (LC):

Comeca com uma papula ou noédulo no sitio de inoculagao pelo mosquito
infectado. A papula cresce lentamente e ulcera para formar uma ulcera cronica.
Apresentam, geralmente, lesdes Unicas, ovaladas, ulceradas, com bordas infiltradas e

elevadas, fundo granulomatoso e elevado. Pode estar presente exsudato.

A forma cutdnea pode também apresentar lesdes multiplas ou
disseminadas. A tlcera tipica, em geral, ¢ indolor, variando de tamanho menor que
1,0 cm a mais de 10,0 cm. Observam-se outros tipos de lesdo: ulcero-crostosa,
impetigdide, ectimatoide, ulcero-vegetante, verrucosa, tuberosa, liquendide e outras.
Nestas formas, na fase inicial, encontra-se adenopatia satélite, que pode preceder a
lesdo de pele. As vezes no corddo linfitico podem se desenvolver nédulos que se

ulceram. As lesdes cutaneas, ao evoluirem para a cura, costumam deixar cicatrizes.
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C) FORMA DIFUSA (LCD):

Considerada uma forma rara da LTA, apresentando teste intradérmico de
Montenegro (IDRM) negativo, caracterizando-se por macigo comprometimento

dérmico de natureza crdnica (auséncia de tlceras). A resposta celular esta ausente.
D) FORMA MUCOSA (LCM):

A apresenta¢do mucosa da LTA ¢, na maioria das vezes, secundaria as lesdes
cutaneas, surgindo meses ou anos ap6s as lesdes cutaneas. Sdo mais freqiientemente

acometidas as cavidades nasais, seguidas da faringe, faringe, laringe e cavidade oral.

Ao exame clinico, pode-se observar nas mucosas atingidas infiltragao,
ulceracgdo, perfuracdo do septo nasal ulcero destrutiva. Outras mucosas, como lingua

e Orgdos genitais, sdo raramente atingidas.

A apresentagdo mucocutanea da LTA em que se verifica a presenca de lesdes
associadas na pele e na mucosa pode ser concomitante (0 acometimento mucoso a
distancia da lesdo ativa em pele), ou contigua (0 comprometimento mucoso ocorre

por extensdo da lesdo de pele situada proxima de mucosas).

O comprometimento ganglionar pode ser primario (enfartamento de ganglios
precedendo a lesdo de pele) ou secundario (enfartamento de cadeia ganglionar na
regido da lesdo de pele, apos a identificacdao desta). (LAISON, 2006; MARZOCH]I,
1994; FUNASA, 2000; M. S., 2005).

Com base em estudos anteriores, considerando as formas de resposta do
hospedeiro, a partir do local da picada do vetor, ¢ a localizagdo das lesdes e a
evolugdo clinica da LTA, MARZOCHI (1994) propde, no quadro 3, uma
classificagdo clinica da LTA, envolvendo as diferentes formas e apresentagdes da

doenca e seus respectivos agentes etioldgicos:
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Quadro 3: Classificagdo clinica e respectivos agentes etiologicos da LTA,

segundo MARZOCHI (1994)

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA):

v

Leishmaniose cutianea

v

v

Leishmaniose mucosa

v

Forma cutanea localizada tinica
Forma cutanea localizada multipla
Forma cutanea disseminada
Forma recidiva cutis

Forma cutanea difusa

M

Leishmania (V.) braziliensis (1, 2, 3,4)
Leishmania (L.) amazonensis (1, 2, 3, 4,5)
Leishmania (V.) guyanensis (1, 2,3).
Leishmania (V.) naiffii (1,2)

Leishmania (V.) shawi (1,2)

Leishmania (V.) lainsoni (1,2)

6. Forma mucosa tardia

7. Forma mucosa concomitante
8. Forma mucosa contigua

9. Forma mucosa primaria

10. Forma mucosa indeterminada

Leishmania (V.) braziliensis (6, 7, 8, 9,10)
Leishmania (L.) amazonensis (8)
Leishmania (V.) guyanensis (8)

4.2.2 Sinais clinicos em caes

A Leishmaniose Canina Visceral (LCV) é uma zoonose presente em varias

regides do mundo, e apresenta algumas variagdes no ciclo epidemioldgico, conforme

a espécie do agente etiologico, a regido geografica e as espécies de mamiferos

susceptiveis que sdo expostas ao risco da infeccdo (ANAIS, 2007).

No Brasil, a LCV, também denominada Calazar, tem sido registrada como

resultado da infec¢do pela Leishmania (L.) chagasi estando envolvido o vetor

Lutzomyia longipalpis. Dentre os reservatorios sdo referidas espécies animais

silvestres e domésticas, sendo os caninos considerados como o principal reservatorio

para seres humanos, especialmente em areas urbanizadas (M.S., 2007).

Até o momento, ndo foi evidenciada predisposicao sexual, racial ou etdria

relacionada com a infeccdo. A infec¢do causa uma doenca sist€émica cronica

dependente de propriedades do parasito e da imunocompeténcia do hospedeiro. A

evolucdo pode ser aguda e grave, levando o animal a 6bito em poucas semanas. Em




alguns animais, o desenvolvimento da doenga pode ser latente, podendo até mesmo
haver cura espontdnea. As manifestagdes clinicas da doenca no cdo ¢ no homem sao
semelhantes e apresentam sinais inespecificos, como febre irregular por longos
periodos, anemia, perda progressiva de peso e caquexia em seu estagio final. A

hipertermia varia entre 40,5°C e 41°C (ANALIS, 2007).

A emaciacdo ¢ geralmente um sinal de envolvimento visceral. Nos 6rgaos
linfoides, a proliferacao de linfécitos B, plasmocitos, histiocitos e macréfagos podem
resultar em linfoadenomegalia generalizada e hepatoesplenomegalia. As alteragdes
dermatologicas sdo bastante freqiientes em animais com LCV e podem ocorrer na
auséncia de outros sintomas. Sdo elas: excessiva descamacdo da epiderme (regido
periocular, borda dos pavilhdes auriculares ou difusas por todo o corpo), alopecia,
despigmentacdo cutanea, hiperqueratose, lignificacdo, ulceras (face, nariz, pavilhdao
auricular, regido interdigital) e, nodulos intradérmicos (multiplicacdo das formas
amastigotas na epiderme). H4 também onicogrifose, associada a presenga do parasito

estimulando a matriz ungueal (GONTIJO & MELO, 2004).

Encontra-se mioatrofia, glomerulonefrite proliferativa, nefrite intersticial

ocasionando insuficiéncia renal e morte (ALMEIDA et al, 2005).

As leishmanias se multiplicam em macrofagos do figado produzindo hepatite
ativa cronica, hepatomegalia, vomitos, poliuria, polidipsia, anorexia e perda de peso.
Quadros de LCV podem vir acompanhados de ulceragdes na cavidade nasal e lesdes

oculares (blefarite, dermatite facial, uveite bilateral) (BARBIERI, 2006).

No sistema nervoso, destacam-se tetraparesia, convulsdes, mioclonias, andar
em circulos, nistagno, alteracdo em nervos cranianos (ptose labial, estrabismo e
paralisia de mandibula). A incidéncia de problemas locomotores em LCV decorre de
neuralgia, poliartrite, sinovite, polimiosite, osteomielite, fissuras nos coxins ou

ulceras interdigitais (MARCONDES et al, 2003).
Infec¢des combinadas com Erliquiose, Babesiose e Dirofilariose sdo comuns.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) causada pela Leishmania (V.)
braziliensis tem sido descrita por diversos autores em ambientes domésticos, apesar

de ser uma zoonose originalmente silvestre. Tem-se levantado a hipdtese de que
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animais domésticos, em especial o cdo, estariam atuando como importante fonte de

infeccdo nestes locais (SANGIONI, 2007).

As alteragdes dermatologicas sugestivas de LTA em cdes localizam-se nas
orelhas, na bolsa escrotal e no focinho (figuras 8 e 9), sendo na maior parte, lesdes
unicas, ulceradas ou ulcero-crostosas e de evolucao cronica (MADEIRA et al, 2003;

M.S., 2006a).

Figura 8: tlceras no focinho de cao

Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana, 2007

Figura 9: ulceras no saco escrotal de cao

Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana, 2007
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TARANTO et al (2000) descreveram dois casos de caninos com lesdes
mucocutaneas causadas pela Leishmania spp. Ambos os cdes apresentavam
destruicdo do septo nasal, hiperemia com edema do palato mole e alteragdo ao latir

devido ao comprometimento da laringe.

5. DIAGNOSTICO

O diagnodstico da LTA pode ser realizado com base nos aspectos clinicos
apresentados pelos pacientes, na evidenciagdo do parasito em exames diretos ou
indiretos (pele, mucosas ou ganglios acometidos), através de provas imunoldgicas ou

métodos de biologia molecular.

Para o diagnostico da LTA devem-se levar em consideragdo a presenca de
Leishmania, as provas imunologicas e moleculares, dados epidemioldgicos, tais
como: existéncia de casos de LTA na regido, procedéncia de area endémica;
referéncia de cdes ou eqiiideos com lesdes; insercdo em dareas de floresta ou

desmatadas (M.S.,2006a).

5.1 Diagnostico no ser humano

O diagnostico da LTA nas formas cutinea e mucosa € basicamente clinico,
associado a pesquisa direta em material de raspado ou puncdo aspirativa da lesdo,
corado pelo método de Giemsa, Leishman ou outros derivados de Romanowsky,
exame histopatolégico (HE) de bidpsia de lesdo, isolamento em cultura,
intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) e reacao de imunofluorescéncia indireta

(IFT) (GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, a PCR (Reacdo em Cadeia
de Polimerase) tem sido empregada com sucesso no diagnostico da LTA, mostrando

alta sensibilidade e especificidade (GARCIA et al, 2005).



A PCR, desenvolvida por SAIKI et al (1985), baseia-se na replicagdo in vitro
da molécula em dupla fita do DNA. E usada para amplificar um segmento de DNA
posicionado entre duas regides de seqiiéncia conhecida (CANTARINO, 1998). Este
método diagnostico também € util na identificacdo da persisténcia parasitaria apos
terapéutica (OSMAN et al, 1998) e, no estudo da infec¢do subclinica, pois o
tripanossomatideo  mostrou-se  presente em  individuos saudaveis com

intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) positiva (FAGUNDES et al, 2007).

Na Leishmaniose Visceral, ¢ empregada na avaliacdo do prognoéstico e cura

clinica (CASCIO et al, 2002).

5.1.1 Diagnostico epidemioldgico

Devem-se levar em conta a procedéncia do paciente, residéncias anteriores,
atividades relacionadas com desmatamento ou atividades de lazer em florestas. O
diagnéstico clinico-epiedmioldgico pode ser complementado pela IDRM positiva e

pela resposta terapéutica (MS, 2006a).

5.1.2 Diagnostico laboratorial
- EXAMES PARASITOLOGICOS:

A demonstracdo da presenga do parasito é realizada por meio de exames
direto ou indireto. Nas leishmanioses tegumentarias demonstra-se a presenca das
formas amastigotas nos tecidos infectados (lesdes cutdneas ou lesdes mucosas) e, das
formas promastigotas, tentara se isolar diretamente das lesdes suspeitas empregando-
se o cultivo in vitro (isolamento primario das lesdes cutineas pela técnica de

aspiracao) (CUBA, 2000).
A) Demonstragao direta:
E o procedimento de primeira escolha, de baixo custo e facil execugao.

Os diferentes métodos diagnésticos utilizados para cada forma de

leishmaniose (cutanea, mucocutdnea ou visceral) variam muito, mas o achado
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principal em todos os casos € o isolamento ou a identificagdo do parasito em tecidos

apropriados.

A probabilidade de encontra-se o parasito ¢ inversamente proporcional ao

tempo de evolucdo da lesdo cutanea, sendo rara apds um ano.

Os métodos empregados na demonstragdo direta sdo: escarificagdo do bordo
da lesdo, bidpsia com impressdo por aposi¢do e punc¢do aspirativa da lesdo. O exame
microscopico direto ¢ a forma mais simples e rapida, embora ndo detecte o parasito
em todos os casos. Os fragmentos de bidpsia devem ser fixados em ldmina com o uso

de metanol e coloracao pelo Giemsa (M.S., 2006b).
B) Isolamento em cultivo in vitro

A cultura para Leishmania spp ¢ empregada para isolar o parasito de aspirados
de lesdes cutaneas ou de bidpsias. Os dois meios de cultura mais usados sao o NNN
(Novy-Mac Neal-Nicole) e LIT (Liver Infusion Triptose) empregando-se a

temperatura entre 24-26 °C.

Opcionalmente, pode-se utilizar material obtido das Ulceras por pun¢do com

vacuntainer contendo meio de cultura.

No caso da doenca mucosa, a cultura costuma ser mais sensivel para o
diagnostico do que a microscopia direta. (MARZOCHI et al, 1994; LOUREIRO et al,
1998; ; CUBA, 2000; FAGUNDES et al, 2003; CRLeish-IPECFIOCRUZ, 2003;
BASSANO & CAMARGO, 2004; GARCIA et al, 2005; MS, 2006b).

C) Isolamento in vivo (inoculagao em animais):

Inocula-se material obtido por bidpsia ou lesdo via intradérmica, no focinho e/
ou patas de hamster (Mesocricetus auratus); as lesdes desenvolvem-se a partir de um
més apos a inoculagdo. E um método complexo, caro e pouco utilizado (MARZOCHI
et al, 1994, LOUREIRO et al, 1998; CUBA, 2000; FAGUNDES et al, 2003;
CRLeish-IPECFIOCRUZ, 2003; BASSANO & CAMARGO, 2004; GARCIA et al,
2005; MS, 2006b).



- EXAMES IMUNOLOGICOS:
Sao métodos indiretos de diagnostico:
A) Teste intradérmico (Intradermorreacdo de Montenegro — IDRM):

Em 1926, Montenegro realizou pela primeira vez a reagdo intradérmica com
antigeno preparado a partir de formas de cultura de Leishmania spp para o

diagnostico da moléstia.

Trata-se de um método diagnostico indireto no qual se faz a mensuragdo da
resposta imune celular com a inje¢do intradérmica de antigenos do parasito, que deve
ser medida em 48 a 72 horas, sendo consideradas positivas as reagdes com area de

endurag¢do maior que 5 mm.

O teste & positivo a partir do 4° més apds o inicio da lesdo cutinea. E
habitualmente negativo nas formas cutaneas difusas e nos pacientes
imunodeprimidos. Estima-se positividade de 84% a 100% nas formas cutineas e
mucocutianea. Apos a cura clinica, a IDRM pode permanecer positiva durante varios

anos.
O teste de Montenegro na Leishmaniose Visceral aguda ¢ sempre negativo.

Na pratica, a IDRM positiva em um paciente com suspeita clinica de LTA,
pode ser interpretada como resposta imune especifica a antigenos do parasito. No
entanto, o sucesso do diagnostico de certeza depende de diferentes fatores como a
espécie de Leishmania causadora da doenga, a forma clinica, o tempo da evolugdo da
lesdao e outras variaveis (MARZOCHI et al, 1994; LOUREIRO et al, 1998; CUBA,
2000; FAGUNDES et al, 2003; CRLeish-IPECFIOCRUZ, 2003; BASSANO &
CAMARGO, 2004; GARCIA et al, 2005; MS, 2006b).

B) Sorologia:

Os testes soroldgicos sdo de utilidade clinica limitada para o diagndstico da
Leishmaniose Cutaneo-mucosa, forma onde a sensibilidade e especificidade sao
baixas. Ao contrario, esses mesmos testes sao altamente sensiveis para o diagndstico

da Leishmaniose Visceral.
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Esses testes detectam anticorpos anti-leishmania circulantes no soro dos
pacientes com titulos geralmente baixos. A técnica de Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) nao esta disponivel comercialmente, tendo seu uso restrito em pesquisa

(MS, 2006a).

Dentre os métodos sorologicos, a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)
¢ o mais utilizado. E uma técnica sensivel, porém com possibilidade de reacgdes
cruzadas, especialmente com a Doenca de Chagas e Calazar. A IFI apresenta
resultados variaveis na LTA, quer pela reduzida antigenicidade do parasito quer pelos
baixos niveis de anticorpos circulantes. Geralmente negativa na forma cutanea difusa,
com sensibilidade em torno de 71% nas formas cutaneas e 100% na forma mucosa.
Em pacientes com lesdes recentes (1-6 meses de evolugdo), ¢ freqiiente a
negatividade sorologica. Portanto, A IFI ndo deve ser empregada como critério
isolado para o diagndstico de LTA (MARZOCHI et al, 1994; LOUREIRO et al,
1998; CUBA, 2000; FAGUNDES et al, 2003; CRLeish-IPECFIOCRUZ, 2003;
BASSANO & CAMARGO, 2004; GARCIA et al, 2005; MS, 2006b).

- EXAMES MOLECULARES — Reagao em Cadeia de Polimerase (PCR)
A PCR ¢ um método indireto de diagnostico da LTA.

Com o avango das técnicas de biologia molecular, a PCR tem sido utilizada

com sucesso no diagnostico da LTA, mostrando alta sensibilidade e especificidade.

Pelo método PCR-RFLP (PCR- restriction fragment lenght polymorfism),
empregando-se enzimas de restricdo nas amostras cujos exames da PCR foram
positivos, € possivel identificar as espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis,
de forma rapida e econdomica, sem a necessidade de realizar o seqiienciamento , mas

com igual seguranga e eficécia.

A PCR pode ser realizada a partir de varios materiais clinicos e amostras
biologicas, tais como: sangue periférico (creme leucocitario), bidpsias de lesdes
cutaneas, cicatrizes, biopsias de pele sadia, de lesdes mucosas, de visceras e de
flebotomineos (MARZOCHI et al, 1994; LOUREIRO et al, 1998; CUBA, 2000;
FAGUNDES et al, 2003; CRLeish-IPECFIOCRUZ, 2003; BASSANO &
CAMARGO, 2004; GARCIA et al, 2005; MS, 2006b).
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5.2 Diagnéstico diferencial

Nas lesoes cutidneas devem ser excluidas as lesdes traumaticas, as de estase, as
tropicais, as por diabetes, as por anemia falciforme, as piodermites,
paracoccidiodomicose, esporotricose, cromoblastomicose, neoplasias cutaneas, sifilis
e tuberculose, devendo-se a hanseniase virchowiana ser incluida quando se tratar de

leishamaniose cutinea difusa.

Nas lesdes mucosas, devem ser excluidas a paracoccidiodomicose, a
hanseniase virchowiana, rinoscleroma, sarcoidose, bouba, sifilis tercidria, granuloma
médio facial e neoplasias (BASANO & CAMARGO, 2004; M.S., 2005, RAZERA et
al, 2005).

5.3 Diagnéstico em caes

Em caes o diagndstico pode ser realizado pela apresentacdo clinica ou por

métodos laboratoriais.

O diagnoéstico laboratorial da doenga canina é semelhante ao realizado na
doenca humana podendo ser baseado no diagnostico parasitoldgico (exames de
observagdo de lamina, histopatolégico ou cultura) ou sorologico (reagdo de

imunofluorescéncia indireta-IFI e ensaio imunoenzimatico-ELISA) (M.S., 2006a).

SANTOS et al (1998) realizaram um inquérito soroldégico em populagdo
canina o teste cutaneo immunoleish em areas endémicas de LTA, no Estado do Rio
de Janeiro, em sete localidades: Jacarepagud, Sacarrao, Mesquita, Chatuba, Paraty,
ITha do Aratijo, Sdo José do Vale do Rio Preto, Santa Isabel, Rio Bonito e Bragana do
Norte, entre os anos de 1986 a 1993. Duzentos e setenta cdes foram examinados,
segundo os parametros: clinicos, desenvolvimento de hipersensibilidade tardia e
dosagem de anticorpos por IFI, 28,2% dos animais possuiam lesdes e 3,3% eram
portadores de cicatrizes compativeis com infec¢do prévia de Leishmania spp. De um
total de 98 lesdes ulceradas detectadas, 39,5% eram cutineas unicas, 25,0% lesoes
cutaneas multiplas, 31,6% lesdoes de mucosa e 4,0% lesdes de mucosa associadas as

lesdes cutdneas.  Doze amostras (15,8%) colhidas de fragmentos de lesdes cutineas



foram identificadas como Leishmania (V.) braziliensis. A prevaléncia da infecgao
canina avaliada pelo teste cutdneo e pela IFI foram respectivamente de 40,5% e
25,5%. A comparagdo entre as reagdes mostrou que o teste cutdneo foi superior na
deteccdo da infec¢do e da doenga canina, embora, sem diferenca estatistica
significante (p> 0,05). A sensibilidade e a especificidade proporcional foram,
respectivamente, de 84,0% e 74,0%. A utilizagdo de ambas as reacdes, cutanea e
soroldgica mostraram-se Uteis como instrumento de diagnostico epidemioldgico em

areas de LTC.

SANTOS et al (2005b), realizaram um inquérito epidemioldgico sobre LTA
na populag@o canina, em area endémica, no municipio de Paracambi, RJ, no periodo
entre 1992 e 1993. Participaram do inquérito 179 caes, com e sem sintomatologia.
Dentre os animais cadastrados, 138 foram avaliados segundo seus aspectos clinicos.
Nove animais (6,5%) apresentavam lesdes ou cicatrizes suspeitas de LTA.
Realizaram-se biopsias das lesdes cutidneas e/ou mucosas e cicatrizes suspeitas. Os
fragmentos foram separados para impressdo em laminas de vidro e para isolamento
parasitario in vitro e in vivo. A presenca de lesdo/cicatriz cutanea nos animais esteve
sempre associada aos resultados positivos em IFI e ELISA. A prevaléncia da infecgao

canina foi: 10,1% (IDRM), 16,7% (IFI) e 27,8% (ELISA).

No local do estudo, junto aos cdes com LTA sob forma sintomadtica e
subclinica, encontraram-se 6 casos humanos, sendo 4 recentes e 2 antigos, podendo
sugerir que o cdo pode apresentar algum papel na cadeia de transmissdo da LTA em

Paracambi.

SERRA et al (2003) descreveram a LTA canina no Condominio Morada das
Aguias (Serra da Tiririca), no municipio de Marica, RJ. Em Maric4, a ocorréncia de
casos humanos e caninos de LTA tem sido associada com a ocupa¢ao humana

proxima as encostas.

Efetuou-se um censo na populagdo canina do Condominio Morada das
Aguias. Os 83 caes cadastrados foram avaliados clinicamente quanto a presenga de
lesdes sugestivas de LTA. Procedeu-se a bidpsia das lesdes encontradas e também a

cultura para o género Leishmania. Amostras de sangue foram coletadas para o
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diagnéstico sorologico (IFI e ELISA). Para IFI consideraram-se positivas as amostras
com titulagdo igual ou superior a 1:40, totalizando 11 (13,2%) positivos dos 83 caes
avaliados. No ensaio imunoenzimatico (ELISA) pesquisou-se Ig total de cao,

especifico para antigenos de Leishmania, com 30 (36,1%) reagentes.

A maioria dos casos caninos confirmados pelo isolamento parasitario ocorreu

na rua da encosta da Serra da Tiririca, bem como os trés casos humanos notificados.

FOLLADOR et al (1999) estudaram um surto de LTA humana no municipio
de Santo Amaro, junto ao povoado rural de Canoa, Bahia. A leishmania envolvida foi

caracterizada como L. (V.) braziliensis nos pacientes estudados, caes e eqiiideos.

A mata ao redor do povoado ¢ residuo secundario de Mata Atlantica,

evidenciando extensas areas de desmatamentos antigos e recentes.

Realizaram-se dois inquéritos sorologicos caninos, um em maio de 1993 e
outro em maio de 1994. Em 1993 foi empregado IFI com sangue colhido em papel
filtro e em 1994 a técnica de ELISA. Também os eqiiideos foram avaliados em

outubro de 1994 através de ELISA.

Foram registrados 129 cdes e 135 eqiiideos nas residéncias em Canoa. Dos

135 eqiiideos 17 foram reagentes positivos para ELISA.

No inquérito canino de 1993, 104 cdes foram avaliados. Destes 5 (4,8%)
tiveram sorologia (IFI) positiva para LTA. Em 1994, dos 100 caes estudados, 8 (8%)
foram reagentes para ELISA.

A positividade encontrada nos inquéritos soroldgicos em caninos e eqiiinos
sugere uma participacdo destes animais domésticos no ciclo da LTA no povoado de

Canoa, embora o real papel desta participagdo necessite de estudos mais acurados.

VELASQUEZ et al (2006) aplicaram a reagao em cadeia de polimerase (PCR)
em 143 caes da area rural do municipio de Mariluz, Parand, para investigar a LTA.
Os caes que apresentaram lesdes sugestivas de LTA e/ou aumento ganglionar foram

incluidos neste estudo.

Utilizaram-se como ferramentas de diagnéstico a pesquisa direta do parasito, a

imunofluorescéncia indireta (IFT) e a reagao em cadeia de polimerase (PCR). Trinta e
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nove caes (27,3%) apresentavam lesdes sugestivas da doenca, 5 (12,8%) deles foram
positivos na pesquisa direta do parasito (bidpsia, aspirado ganglionar) e PCR em
tecido de lesdo, e 4 também foram positivos na IFI (1:40). Dos 34 cdes com pesquisa
direta negativa, 12 (35,3%) tiveram a PCR (lesdo) positiva, e 5 desses tiveram IFI
positiva. Cento e quatro cdes ndo apresentavam lesdo, mas 17/101 (16,8%)
apresentaram IFI positiva. A PCR no sangue foi positiva em 10/38 (26,3%) caes com
lesdo e em 16/104 (15,4%) sem lesdo. A associacdo entre PCR (lesdo ou sangue), a
pesquisa direta do parasito e IFI detectou 24/39 (61,5%) positivos entre os caes
sintomaticos e 31/104 (29,8%) positivos entre os assintomaticos. A PCR foi util para
o diagnodstico de LTA, ndo havendo relagdo entre presenca de lesdo, sorologia e PCR
no sangue, ¢ a deteccdo de DNA do parasito no sangue pode indicar a ocorréncia de

disseminacdo hematogénica do parasito em caninos.

Os resultados obtidos neste estudo reforgam as pesquisas de outros autores na
hipotese de que a disseminacdo hematdgena do parasito em caes facultaria a este

animal atuar como reservatdrio secundario na transmissao da L. (V.) braziliensis.

MADEIRA et al (2003) estudaram 8 cdes no municipio de Marica, RJ,
selecionados pela presenca de lesoes sugestivas de LTA. Todos os caes nasceram na
area, tinham mais de um ano de idade, com lesdes dermatoldgicas nas orelhas, bolsa
escrotal e focinho, na maioria Unicas, ulceradas ou ulcero-crostosas ¢ com evolugao
cronica. Realizou-se diagndstico parasitologico (biopsia para isolamento in vitro) e
diagnéstico soroldgico (IFI para pesquisa de IgG e ELISA). Dos 8 animais, em 6 foi
possivel a confirmagdo parasitologica e 2 foram reagentes a IFI, um com titulagdo de
1:160 e outro 1:40. A L. (V.) brazileiensis foi identificada nas amostras de lesdes

caninas analisadas neste estudo.

No Estado do Rio de Janeiro, a ocorréncia da LTA estd associada a L. (V.)
braziliensis onde caes domésticos desenvolvem a infec¢do clinica semelhante ao

homem.

6. TRATAMENTO
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6.1 Tratamento em humanos

O SUS oferece tratamento especifico e gratuito para a doenga. O tratamento ¢
feito com medicamentos especificos a base de antimonio (Glucantime® - antimoniato
de N-metil glucamina ou Pentosam® — estibogluconato sodico), repouso € uma boa
alimentacao (M.S., 2006a). A Organizagao Mundial de Satide padronizou a dose do
antimonial pentavalente. S3o drogas de uso parenteral, leishmanicidas (formas
amastigotas), média toxicidade, podendo apresentar alguns efeitos colaterais, como
dores musculares e articulares, nauseas, vomitos, dores abdominais, febre e cefaléia.
O mecanismo de acdo se faz no sistema de bioenergia do parasito, ou seja, inibindo
enzimas glicoliticas e do catabolismo dos 4cidos graxos existentes em organelas
denominadas glicossomas. Acredita-se que os antimoniais tenham a¢do moduladora
sobre o sistema imune. O tempo de aplicagdo varia de 20 a 30 dias seguidos, variando
com o tipo de lesdo, cutdnea ou mucosa, respectivamente. Os compostos de
antiménio pentavalente, como o estibogluconato de sddio ndo apresentam muito

efeito sobre as formas promastigotas (ALERTA, 2002; M.S., 2006a).

As drogas de segunda escolha sdo a anfotericina B e as pentamidinas (sulfato
de pentamidina e mesilato de pentamidina). A anfotericina B (Fungizon) ¢ um
antibidtico poliénico de reconhecida agdo leishmanicida, utilizada quando o
tratamento com antimonial ndo logra sucesso ou na impossibilidade de seu uso. Esta
droga ¢ considerada mais eficaz que os antimoniais no tratamento das lesdes
mucosas. A pentamidina ¢ alternativa nos casos de leishmaniose cutinea (GONTIJO

& CARVALHO, 2003; CAMARGO-NEVES, 2004).

BASANO & CAMARGO (2004) relataram o emprego de algumas drogas de
uso topico como paramomycin e imiquimod, associados ou nao ao uso de
medicamento parenteral. Ainda ha como alternativa o uso do miltefosine via oral, por

quatro semanas.

Ainda existem esquemas de drogas associadas aquelas citadas anteriormente,
tais como: o alopurinol (formas cutaneas), cetoconazol e itraconazol (formas
cutdneas) e interferon g (uso experimental em casos refratdrios ou formas
disseminadas, associado ao antimonial pentavalente ou a anfotericina) (SILVA &

CAMARGO-NEVES, 2004).
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MARZOCHI et al (1998) testaram uma vacina comercial para uso em LTA
com cepa de L. amazonensis, forma promastigota morto do parasito, diluido em
solugdo de mertiolate salino 1:10.000. As doses foram aplicadas em 61 voluntarios
sadios, do sexo masculino, moradores na cidade do Rio de Janeiro, com intervalo de
7 e 21 dias, com aplicagao intramuscular. A IDRM foi o teste de escolha para avaliar
a resposta imune celular a vacina. Este experimento revelou que a vacina testada nao
apresentou efeitos colaterais que poderiam contra-indicar seu uso em pessoas

saudaveis.

O foco da pesquisa moderna de vacinas € o uso de proteinas recombinantes,
parasitos vivos atenuados e vacinas de DNA. O principio de uma boa vacina contra a
leishmaniose deve ser molecularmente definida e capaz de induzir memoria
imunoldgica na auséncia de organismos vivos persistentes € nao ¢ desejado que a
vacina nao induza respostas do tipo Th2 que no caso da leishmaniose ¢ maléfica,

podendo desenvolver uma patologia severa (PINHEIRO, 2004).

6.2 Tratamento em caninos

Em caes nao se preconiza o tratamento da LTA e nem da LCV. A Portaria n°
1.426 de 11 de julho de 2008 proibe o tratamento da leishmaniose visceral canina
com produtos de uso humano ou ndo registrados no Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento.

Quanto a LCV, o tratamento ndo diminui a importancia do cdo como
reservatorio do parasito. O uso das drogas em caninos induz a remissdo temporaria
dos sinais clinicos, ndo previne as recidivas, tem efeito limitado na infectividade de
flebotomineos e levam ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas utilizadas
no tratamento humano. Caes assintomaticos permanecem como fonte de infeccao
para o vetor colaborando para a expansao da doenca, ha extrema dificuldade de
realizagdo do tratamento e acompanhamento a longo prazo, ndo existem medidas de
eficacia comprovada que garantam a ndo infectividade do c@o em tratamento

(FORUM, 2007).

Em Nota Técnica —“Uso do antimoniato de meglumina em caes”, de 20 de
janeiro de 2004, o Ministério da Saude, proibe o uso deste medicamento para o

tratamento da leishmaniose canina, quando o mesmo for de distribuicdo por este
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Ministério. A dose de uso deste fairmaco ¢ dez vezes superior ao empregado em

humanos, selecionando parasitos resistentes.

No ano de 2003 registrou-se uma vacina canina para leishmaniose visceral, a
Leishmune® produzida pelo Laboratério Fort Dodge Saide Animal Ltda. Até o
momento ndo ha evidéncias cientificas claras ao efeito da vacina na prevencdo da
infeccdo, nem sobre a infectividade do cdo vacinado para o vetor (transmissdo do
parasito). Estes fatores sdo indispensdveis para a vacina ter potencial uso como
estratégia de controle da leishmaniose visceral humana. Quanto a modificacdo do
estado imunolégico dos caes vacinados, ¢ impossivel diferenciar a infecgao natural da
vacinagdo, por meio dos testes imunologicos disponiveis no mercado, bem como nos
Laboratérios de Satde Publica (LACEN) e Centro de Controle de Zoonoses (CCZ),
dificultando as acdes de vigilancia e controle da enfermidade visceral. Este fato gera
polémica quanto & indicagdo da eutanésia para animais vacinados (NOTA TECNICA,

2005).

7. CONTROLE E PREVENCAO

O controle da LTA ¢ dificil. O primeiro caso confirmado no Brasil foi em
1909, por Lindenberg, em trabalhadores rurais no Estado de Sao Paulo. Os processos
migratdrios, a ocupagdo das encostas de morros, desflorestamento, ocupagdo de areas
proximas a matas estao interligados com o aumento de caos de LTA caracterizando-a
com uma enfermidade emergente. Hoje, a LTA est4d presente em todos os Estados

brasileiros (CAMARGO & LANGONI, 2006).

Entre as ac¢des preconizadas pelo Ministério da Saude (M.S., 2006a), estdo o
manejo ambiental direcionado ao controle vetorial (limpeza em dareas urbanas,
recolhimento de residuos organicos e lixo, eliminacdo de 4reas umidas, evitar a
presenga de animais domésticos dentro das residéncias) sao medidas que contribuem
para prevenir ou reduzir a proliferagdo vetorial. O emprego de inseticidas de agdo

residual ¢ uma medida de protecao coletiva e € efetiva sobre a forma adulta do inseto



transmissor. Este produto deve ser aplicado em areas com casos autéctones humanos,

areas que apresentam transmissao moderada ou intensa e 4reas com surto da doenca.

Também ¢ preconizado como medida de controle da LTA, estudos ecologicos
para determinacdo dos reservatorios animais envolvidos no ambiente peri e
intradomiciliar (caes e eqiliinos); se ¢ necessario ou nao sua eliminagdo. Nao se

orienta o combate aos reservatorios silvestres conhecidos (M.S., 2005).

O desenvolvimento de drogas orais, como o miltefosine, sitamaquine e
aminosidine, para o tratamento das leishmaniases em humanos sdo estratégias de

controle positivas preconizada pela OMS (2002).

Segundo M.S. (2006a), sdo preconizadas como medidas preventivas para a
LTA o uso de mosquiteiros com malha fina, telagem de porta se janelas, uso de
repelentes, evitando-se expor nos horarios de atividade do vetor (creptsculo e noite)
nos locais aonde este pode ser encontrado. Quanto aos caes ¢ interessante o uso de
telas em canis individuais ou coletivos, clinicas e hospitais veterinarios para evitar ou
diminuir o contato de flebotomineos com os cdes. Também podemos utilizar coleiras
impregnadas com deltametrina 4%. No caso da LCV recomenda-se a eutanasia para

caninos sororreagentes e/ou parasitologico positivo.

No Estado do Rio Grande do Sul, a Secretaria de Estado de Satde, através da
Vigilancia Ambiental em Saude, tem como agdes no controle e prevengao da LTA:
fornecimento do medicamento para LTA em humanos, capacitacdo das
Coordenadorias Regionais em Saude em epidemiologia e situacdo do agravo no
Estado, capacitacdo dos entomologistas na captura e identificagdo dos vetores
(Lutzomyia spp.), levantamento da entomofauna em varias regides do RS com o
objetivo de estudar a biologia das espécies de Lutzomyia spp. , capacitacdo dos
médicos veterindrios da regido metropolitana de Porto Alegre na identificacdo de
LTA em animais domésticos (cdes e gatos), visando identificar as areas onde pode
estar ocorrendo a transmissdo, até mesmo humana, mas que ainda ndo foram

notificados casos (SANTOS et al, 2005a).
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8. MATERIAL E METODOS

8.1.Amostragem:

A amostragem deste trabalho foi a mesma coletada e analisada por JESUS et al
(2006)" e constitui-se em amostras de soro sanguineo de 200 cdes com ragas e idades
diversas, domiciliados em Porto Alegre, numa 4area onde ocorreram cinco casos
humanos de LTA entre os anos de 2000 e 2005. Destas amostras 3,5% eram

soropositivas para Leishmania (Viannia) brasiliensis.
8.2.Processamento das amostras:
8.2.1. Métodos imunologicos

As amostras foram processadas pelo ELISA, utilizando kit comercial®. Elas foram
testadas frente ao antigeno Leismania spp, com anti-imunoglobulina canina marcada
com peroxidase, com reagdo corada com TMB e bloqueada com acido sulfurico 2M. A
leitura foi feita em espectofotdmetro com filtro 450nm. A descricdo da técnica esta
relatada no anexo 1. Estes procedimentos foram realizados no servigo de Parasitologia

do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.
8.2.2. Método biomolecular:

Somente as amostras positivas pelo ELISA foram submetidas ao PCR. O DNA foi
extraido com DNAZOL®?, amplificado por duas horas e revelado em gel de agarose
a 2%. A descricao dos procedimentos estd relatada no anexo 2. Estes procedimentos
foram realizados no Laboratorio de Imunoparasitologia do Instituto de Pesquisa

Clinica Evandro Chagas, Funda¢do Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

'kit Bio-manguinhos, com antigeno constituido por formas promastigotas de L. (V)

brasiliensis

? kit EIE-Leishmaniose Visceral Canina Bio-manguinhos , com antigeno de
Leishmania spp.

3 Fabricante INVITROGEN
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8.2.3. Analise estatistica:

A correlagdo entre os resultados das técnicas imunologicas (ELISA X IFI) foi

analisada pelo Teste de McNemar's.

A associagdo dos aspectos raga, sexo e idade com a soropositividade pelo ELISA foi

analisada através do Teste Exato de Fisher.

9. RESULTADOS
9.1. Métodos imunologicos
9.1.1. Correlagao entre ensaio imunoenzimatico e imunofluorescéncia indireta

Das amostras testadas pelo ELISA, 30,5% (61/200) foram positivas, sendo que 4,91%
(3/61) também foram positivas pela IFI.

A Tabela 5 apresenta os resultados detectados pelo ensaio imunoenzimatico e pela
imunofluorescéncia indireta nos 200 soros caninos testados oriundos de regido de
baixa endemicidade para LTA em Porto Alegre-RS, Brasil, agrupados conforme a

concordancia dos resultados.

Tabela 5: Distribuicdo das amostras de soros caninos de acordo com os resultados das

técnicas de IFI e ELISA, Porto Alegre, novembro de 2008:

IF1* ELISA**
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 3 4 7
NEGATIVO 58 135 193
TOTAL 61 139 200

* Titulo > 40 de imunoglobulina G

** DO > 0,500 filtro 450nm

O Teste de McNemar's, aplicado aos dados da Tabela 5, evidenciou um p<0,0001 o
que indica uma diferenga muito significativa entre as duas técnicas. O indice de co-
positividade foi de 42,86% e o indice de co-negatividade foi 69,95%. A porcentagem de
concordancia global foi de 69%. O valor kappa determinado foi de 0,027 o qual indica um

grau de concordancia muito fraco entre as duas técnicas.
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O total de soros testados que foram positivos em ambos os testes, ou a0 menos em

um deles foi de 65.

9.1.2. Correlagao com idade, sexo ¢ raca
- IDADE:

O Teste Exato de Fisher foi utilizado para avaliar a correlagdo entre a idade
e a positividade em ELISA. Os 200 animais foram divididos em dois grupos distintos

pela idade em meses, para a aplicacao do teste, conforme segue na tabela 6.

Tabela 6 — Demonstrativo de ELISA para Leishmania spp, segundo a idade em meses, em

200 amostras de soro canino, Porto Alegre, novembro de 2008:

ELISA IDADE TOTAL
ATE 12
MESES ACIMA DE 12 MESES
POSITIVO 07 (4%) 54 (27%) 61 (32%)
NEGATIVO 45 (22%) 94 (47%) 139 (68%)
TOTAL 52 (26%) 148 (74%) 200(100%)

De acordo com o resultado do Teste Exato de Fisher (p = 0,0016), houve
associacdo significativa entre a positividade em ELISA e a idade dos caes,

estratificada em meses.

- SEXO:

A analise obtida com as 200 amostras de soro canino, em ELISA, em

relacdo ao sexo, ¢ demonstrada na tabela 7, a seguir:

Tabela 7 - Comparativo de ELISA para Leishmania spp, segundo sexo, em 200 amostras de

soro canino, Porto Alegre, novembro de 2008:

ELISA SEXO TOTAL
MACHO FEMEA
POSITIVO 27 (14%) 41(21%) 68 (36%)
NEGATIVO 71 (36%) 61(31%) 132 (64%)

TOTAL 98 102 200 (100%)
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A andlise feita pelo Teste Exato de Fisher detectou p = 0,0732 o que

demonstra ndo haver diferenca estatistica entre os resultados obtidos na comparagdo

entre os sexos feminino e masculino na positividade em ELISA.

RACA:

O ensaio imunoenzimatico realizado com as 200 amostras de soro canino,

quanto a raga, apresentou a seguinte distribuicdo, conforme a tabela 8:

Tabela 8 — Resultado de ELISA para Leishmania spp., segundo a raga de 200 caninos,
Porto Alegre, novembro de 2008:

ELISA RACA TOTAL
SEM RACA COM RACA
DEFINIDA DEFINIDA
POSITIVO 48 (26%) 13 (7%) 61 (32%)
NEGATIVO 86 (46%) 41 (22%) 127 (68%)
TOTAL 134 (71%) 54 (29%) 200 (100%)

De acordo com o resultado do Teste Exato de Fischer (p = 0,1261), nao foi
encontrado associacdo significativa entre a positividade em ELISA e a presenga ou

auséncia de raca definida (SRD).

9.2. Método biomolecular

Foi empregada a PCR para identificagdo do género Leishmania spp. nos 61 soros
reagentes em ELISA sendo que ¢ soro canino nimero 12¢ foi positivo na identificag¢do
do género Leishmania spp. em gel de agarose 2% (Figura 10). Esta amostra foi nao

reagente em [FI.
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Figura 10: Gel de agarose 2% evidenciando a presenca da banda 120pb na
amostra 12C
Coluna 1:marcador; coluna 2: controle negativo; colunas 3 até 10: amostras que
ndo apresentaram replicagdo do DNA do género Leishmania; coluna 11: amostra 12C;
coluna 12: 4gua; coluna 13: controle positivo.

10. DISCUSSAO

Varios sao os métodos laboratoriais empregados no diagndstico da LTA, tanto

em humanos quanto em animais domésticos (CUBA, 2000).

Muitos autores t€m comparado a eficicia dos métodos diagnosticos
sorologicos (IFI e ELISA) e de biologia molecular (PCR) em caes domésticos para a
LTA e LCV. Podemos citar Velasquez et al (2006) que empregaram a pesquisa direta
do parasito (PD), a PCR e IFI em 143 caes da 4rea rural do municipio de Mariluz, PR,
sendo que 39 (27,3%) caninos apresentaram lesdes sugestivas da doenga e 104

animais eram assintomaticos. A PCR foi empregada usando-se amostras de sangue de



38 dos 39 caes sintomaticos sendo positiva em 10 (26,3%) deles. Nos 104 caninos
assintomaticos, 104 amostras foram testadas com IFI obtendo-se positividade em 17
(16,8%) caes. Destes, 2 (11,8%) também se mostraram positivos & PCR no sangue.
Em Veldsquez (2006) afirma-se que a deteccdo do DNA do parasito no sangue nao
esta diretamente correlacionada a presenga de lesdes em caes. Em nosso trabalho, o
canino fémea, SRD, que apresentou a replicacdo do DNA do género Leishmania, foi
sororreagente em ELISA, ndo reagente para IFI e ndo apresentava lesdes
tegumentares. Desta forma, a PCR positiva e a IFI negativa mostra que a IFI também
pode apresentar resultados falsos negativos. A sorologia necessita de um correto
manuseio e conservacdo das amostras. A detec¢do de DNA parasitario em soro
sanguineo pode indicar a ocorréncia de dissemina¢do hematogénica do parasito em

caninos assintomaticos.

JESUS (2006) empregou a técnica de reagdo de imunofluorescéncia indireta
(IFT) em 200 caes assintomaticos no municipio de Porto Alegre, RS, obtendo a
soroprevaléncia de 7/200 (3,5%). Este ¢ um dado significativo, pois os caninos
testados sdo oriundos de area de baixa endemicidade, com casos humanos autoctones
no Estado do Rio Grande do Sul, onde, até o ano de 2002 nao havia notificagao de
casos de LTA. Nosso estudo testou estes mesmos animais frente 8 ELISA e PCR
obtendo como resultado 61/200 (30,50%) sororreagentes em ELISA e uma amostra
de soro canino com replicagdo de DNA parasitario. A correlagio ELISA X IFI
analisada estatisticamente evidenciou uma baixa correlagao entre as duas técnicas,
enquanto que o ELISA avaliado frente as varidveis raca, sexo e idade demonstraram
que: quanto ao quesito idade, em ELISA houve uma associagao significativa. O maior
numero de cdes soropositivos concentrou-se na faixa etaria acima de 12 meses, 54
(29%). Em IFI a positividade foi analisada pelo Teste do Qui-quadrado, distribuindo-
se quase de maneira uniforme, concentrando-se mais nas faixas de 0-24 meses (3) e
de 49-72 meses (2) ndo demonstrando associagao significativa. Talvez isto se deva ao
status imunologico de animais adultos que podem apresentar maior soroconversao.
Em relacao ao sexo dos animais analisados, tanto ELISA quanto IFI foram analisados
pelo Teste Exato de Fisher. Como resultado, a distribui¢do de positividade entre os
sexos nao apresentou diferenca estatistica, mas em IFI, dentre as amostras positivas, 6

eram provenientes de machos e apenas uma de fémea. Por ultimo, em relagcdo ao
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critério raga analisado pelo Teste Exato de Fisher, ndo foi encontrado associagao
significativa entre a positividade para IFI e ELISA e a presen¢a ou auséncia de raga

definida.

TAVORA et al (2007) verificaram a eficacia de ELISA e IFI para a detecgiio
de anticorpos contra Leishmania spp em 370 caes errantes no municipio de Campos
de Goitacazes, RJ. Demonstraram que a IFI ¢ um bom teste confirmatdrio, ou seja,
tem boa sensibilidade, podendo ser utilizado como contraprova de ELISA e que este é
um teste adequado para triagem, ja que no caso da LCV ¢ preconizado, pelo
Ministério da Satde, o sacrificio dos animais soropositivos. No caso de nossa regido
em que existe baixa endemicidade e caes assintomaticos para LTA, seria interessante
aplicar ambos os testes na triagem, ja que em nosso estudo encontramos boa co-

negatividade na correlacao ELISA X IFI, mas baixa co-positividade.

SANGIONI (2007), ZANZARINI (2005) e METTLER (2005) apontaram
para importancia da busca ativa de caninos em areas de ocorréncia de casos humanos
autdctones de LTA, ja que estes animais aparentemente sadios podem servir como
fonte de infec¢do para o inseto vetor e reservatério secundario. A detec¢dao de niveis
de anticorpos especificos (IgGl e IgG2) ¢ baixa em caes assintomaticos ou
recentemente infectados, como os que foram analisados em nosso estudo e, este, ¢ um
fator importante em areas de baixa endemicidade, corroborando para a importancia
do emprego de ELISA e IFI na detec¢do da infecgdo canina, ja que ambos os testes

tem boa especificidade.

O emprego de ferramentas alternativas para o diagndstico da Leishmaniose
em caninos foi discutido por Leontides et al (2002), Fissori et al (2004), Andrade et al
(2005) e Nunes et al (2007). Entre estes autores existe o consenso de que a PCR,
junto com os métodos sorologicos, auxilia na determinagdo da extensdo da infeccdo
subclinica da LTA e LCV em dareas endémicas. ANDRADE et al (2005) concluem
que a PCR comparada com a microscopia Otica, apresenta sensibilidade variando
entre 75,9-96,4% e especificidade de 50,0-70,4%, de acordo com o tecido animal
analisado. NUNES et al (2007) empregaram a PCR em amostras de sangue colhidas
de 166 caes em Poxoréo, MT, que ¢ uma area endémica de LCV, obtendo como

resultado 55% de sensibilidade e 66,3% de especificidade. Acreditam que a baixa
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sensibilidade demonstrada deve-se ao grau de parasitemia dos animais infectados.
FISSORI et al (2004) avaliaram a conveniéncia do uso de soro sangiiineo
empregando a PCR no diagnostico humano e canino da Leishmaniose Visceral na
regido do Mediterraneo. A PCR apresentou sensibilidade de 97% e especificidade de
95%. Devido a sua sensibilidade e simplicidade em soro sangiiineo, este método
diagnostico ¢ valioso quando o sangue total ndo ¢ mais disponivel e também serve
como auxiliar em estudos epidemiologicos em portadores assintomaticos. No estudo
realizado em Porto Alegre/RS, na qual a LTA apresenta baixa endemicidade, testou-
se o soro de 61 cdes frente ao DNA género especifico na PCR para avaliar a
replicagdo ou ndo do mesmo nas amostras analisadas. Como em FISSORI (2004)
obteve-se como resultado uma baixa sensibilidade, j& que apenas uma amostra
replicou o DNA de Leishmania, provavelmente devido a baixa parasitemia

encontrada nos cdes envolvidos neste estudo.

Na Grécia, Leontides et al (2002), compararam os resultados da PCR a partir
da coleta de material da medula 6ssea com IFI numa populagdo de 73 cdes de caca
clinicamente saudaveis e obtiveram, respectivamente, positividade em 46/73 (63%) e
9/73 (12,3%). Estes achados demonstraram que cdes oriundos de areas endémicas
para Leishmania spp. estdo infectados e apresentam-se, na maioria, soronegativos
revelando que a real prevaléncia nestes animais ¢ subestimada. O canino que
apresentou replicacdo do DNA género especifico para Leishmana spp., em nosso
estudo, foi reagente negativo para IFI e sororreagente para ELISA, mostrando a

importancia do emprego destas ferramentas imunoldgicas no diagnostico da LTA.

Todos estes estudos realizados em humanos e em caes residentes nas areas
endémicas de Leishmania spp. tentam buscar alternativas de diagnéstico rapido e
seguro com baixo custo. Mesmo que o diagnostico definitivo das Leishmaniases seja
através da demonstragdo da forma amastigota em bidpsias, cultura ou ainda pela
inocula¢do em animais de laboratério, faz-se necessario encontrar outras ferramentas
mais rapidas, simples e com alta sensibilidade e especificidade que possam ser
empregadas tanto em humanos quanto para os caninos. Seria a PCR a ferramenta
mais adequada em estudos epidemioldgicos em populagdes assintomaticas? A PCR

tem alta especificidade, mas na populagdo testada no nosso trabalho apresentou baixa
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sensibilidade frente a ELISA. Pelo seu alto custo, ela nao seria mais indicada para o

diagnostico clinico?

A questdo crucial que envolve o controle da leishmaniase humana e canina ¢ o
quanto caes asssintomaticos, mas infectados, sdo capazes de se manter como
reservatorios potenciais secundarios, retro-alimentando os mosquitos vetores e,
conseqiientemente, favorecendo a permanéncia da enfermidade em ambientes
silvestres e modificados aonde o homem vive ou exerce atividade econdmica. A
compreensao do real papel do cdo na transmissdo da LTA ndo estd completamente
esclarecida. A identificacdo da Leishmania spp. causadora da enfermidade em
caninos torna-se essencial para esclarecer a epidemiologia da doenga e definir as
medidas de controle a serem adotadas nas politicas de saude publica visando impedir

o avang¢o da LTA no Pais.

11 CONCLUSAO

- A identificagdo de caes soropositivos, sem sintomatologia, em area de baixa
endemicidade no municipio de Porto Alegre, com casos humanos autoctones, serve
como alerta e ponto de partida para mais investigacdes sobre a epidemiologia da LTA

no RS e também sobre o emprego de outras técnicas de diagnostico mais sensiveis;

- O ensaio imunoenzimatico demonstrou ser uma boa ferramenta de triagem e

a imunofluorescéncia deve ser utilizada como teste confirmatorio.

-O presente estudo demonstrou que a PCR ndo apresenta resultados falso-
negativos em relagdo ao ELISA nas condigdes deste experimento amplificando somente

o DNA correspondente ao de Leishmania spp..

- A PCR positiva em canino obtida neste trabalho confirma a necessidade de
maiores pesquisas para a elucidacdo do real papel do cdo na manutencdo da

enfermidade em regido de baixa endemicidade.
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ANEXO 1

METODOLOGIA DE REALIZACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO
(EIE) PARA DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
BIO-MANGUINHOS PARA PESQUISA DE ANTICORPOS PARA

Leishmania spp.

O kit contém 2 frascos de diluente de amostra/conjugado concentrado em 5x;
1 saco de 10 g de lecitina de leite; 2 frascos de tampao de lavagem concentrado em
20x; 1 frasco de diluente do substrato; 1 frasco de cromédgeno (TMB); 1 frasco de
substrato (H,O,); 1 frasco de acido sulfurico 2M; 1 frasco de controle positivo; 1
frasco de controle negativo; 1 frasco de conjugado; molduras com 6 strips; 4
molduras duplas sensibilizadas com antigenos soluveis e purificados de Leishmania;

& folhas adesivas.
Principio do teste:

Este ensaio consiste na reagdo de soros de cdes frente a antigenos soluveis
purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura ‘in vitro’, que sdo previamente
adsorvidos nas cavidades de microplacas/strips (fase sélida). A seguir adicionam-se,
devidamente diluidos, os soros controle do teste e as amostras a serem analisadas, que
possuindo anticorpos especificos, vao se fixar aos antigenos. Na etapa seguinte, ao se
adicionar uma anti imunoglobulina de cdo marcada com a enzima peroxidase, esta se

ligara aos anticorpos caso estejam presentes.

Para evidenciacio da reacdo, utiliza-se uma substancia cromoégena
(tetrametilbenzidina-TMB) que pela acdo da peroxidase com o peroxido de
hidrogénio forma um composto de coloragdo azul turquesa que ao se adicionar o
acido sulfurico que interrompe a reagdo, passa a apresentar uma colora¢ao amarela,
em caso de positivo (reagente). Nas cavidades que ndo houver anticorpos especificos,
ndo haverd desenvolvimento de cor o que caracteriza uma rea¢do negativa (ndo

reagente).



ESQUEMA DO TESTE:
Reacgao Positiva

fase ~7
solida + + + =
Antigeno + ameosafra + conjugade +  subsfrato = reacdo colarida
pazitiva

Ensaio Imunoenzimatico (EIE) para Leishmaniose Canina
MODELO DE PROTOCOLO

Lote: Validade:
EIE MNZ: Data:

Disposigao das amostras
12 3 4 5 6 7 B 8 10 11 12

A
B
c
D
E
F
G
H
Densidade otica das amostras
1 2 3 & 5 & 7T B 8 0 1 12
. . S
B
e
]
E
E
G
H

Céleulo do Cut-Off: (amostras colhidas em Papel Flltro)
Co= XCM x 3

co=

Tecnico Responsavel:
Observagdes:
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Reacao Negativa

0 >1-P -

Antigeno + amostra = conjugado +  zubstrato = auséncia de coloracdc
nagativa

fase
zolida

MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO NO KIT:
- Agua destilada;

-Vidraria basica em geral (tubos, pipetas, provetas, etc.);

- Micropipetadores multicanal e monocanal ajustaveis e ponteiras;
- Luvas descartaveis;

- Barquetes;

- Estufa a 37°C;

- Sistema de vacuo com pente de lavagem, pipeta Pasteur adaptada ou lavador

automatico de microplacas;
- Hipoclorito de sodio a 2,5% ou agua sanitaria;

- Espectofotometro para leitura de microplacas, equipado com filtro de

450nm;
- Balanga semi-analitica;

- Caso utilize amostras em papel de filtro: picotador de 6 mm e agitador

rotacional.
PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS DE SORO:
1- Preparo do diluente de amostras/conjugado;

2- Diluir em tubos 5ul dos controles e das amostras de soros de cdes a serem
analisadas, previamente homogeneizadas, em 500 pul do diluente de

amostra/conjugado (1:100);

3- Distribuir 100 pl dos controles ja diluidos da seguinte forma: na coluna 1
fileira “A” e “B” o controle positivo, na “C” e na “D” o controle negativo, na “E” e

na “F” somente o diluente de amostra/conjugado (sem soro) que servira de controle
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do conjugado. Nos outros orificios, distribuir 100 pl das amostras testes, ja diluidas

nos respectivos orificios correspondentes;
4- Selar os “strips” com a folha adesiva e incubar a 37°C por 30 minutos;
5- Preparo do tampao de lavagem.

VALIDACAO DO TESTE:

Considerar o teste valido quando os valores (densidade Otica) estiverem na

faixa descrita abaixo:
Controle Positivo > 0,500 densidade otica
Controle Negativo > 0,050 < 0,120 densidade 6tica
Repetir o ensaio se os valores citados estiverem fora do limite.

6- Descolar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o conteudo e lavar 6

vezes com tampao de lavagem (200 pl/orificio). Aguardar 30 a 60 segundos entre

cada lavagem;

7- Diluir o conjugado no diluente de amostra/conjugado, preparado

anteriormente;

8- Homogeneizar bem e distribuir 100 ul da diluicdo do conjugado em cada

orificio dos “strips”;

9- Selar e incubar os “strips” conforme descrito no item 4 e aspirar e lavar

conforme descrito no item 6;

10- Preparar o substrato alguns minutos antes do uso, preferencialmente em

frasco escuro;

11- Preparo do substrato:

n® strips duplas n° reacoes R-01 diluido R-10
1 até 16 5mL 5 ul
2 atg 32 5mL 5ul
3 aré 48 10 mL 10 ul
4 até &4 10 mL 10 ul
5 aré 80 15 mL 15 L
) até 96 13 mL 13 ul

12- Distribuir 100 pl do substrato rapidamente em todos os orificios;

78



79

13- Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos;

14- Bloquear a reagdo adicionando 50 pl de acido sulfurico 2M em todos os

orificios. Em seguida, proceder a leitura.
LEITURA:

Ligar o Espectofotometro para microplacas, equipado com filtro de 450 nm
para leitura e sem a utilizagdo de filtro de referéncia (620-630nm). Apos alguns
minutos para estabilizagdo do feixe de luz, zerar o aparelho no ar (sem a microplaca)

e em seguida, iniciar a leitura da microplaca de teste.

OBS: caso a leitura seja feita com filtro de 450nm tendo como referéncia
outro de 620-630 nm, todas as densidades oticas (DO) ficardo abaixo do esperado,
prejudicando o célculo do cut-off e causando a ocorréncia de resultados falso-

positivos no ensaio.
- Calculo do cut-off: CO=X CN x 2
CO=cut-off
X CN= Média da densidade otica dos orificios do Controle Negativo
15- Distribuir 100 pl do substrato rapidamente em todos os orificios;
16- Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos;

17- Bloquear a reac¢do adicionando 50 pl de acido sulfirico 2M em todos os

orificios. Em seguida, proceder a leitura.
LEITURA:

Ligar o Espectofotometro para microplacas, equipado com filtro de 450nm, e
apos alguns minutos para estabilizagdo do feixe de luz, zerar o aparelho no ar e iniciar

a leitura.
Calculo do cut-off: CO=X CNx 3
CO=cut-off

X CN= M¢édia da densidade otica dos orificios do Controle Negativo



OBS: o operador devera observar os controles do teste, considerando que a
DO obtida para o controle do conjugado (SS) ndo poderéd ser superior a 1,5 x DO

obtida para o soro controle negativo.
RESULTADOS:

Amostras reagentes: as que apresentarem densidade 6tica igual ou superior ao

cut-off.

Amostras nao-reagentes: as que apresentarem densidade Otica inferior ao cut-

off.

Obs. 1: recomendamos a repeticao das amostras que apresentarem densidade
Otica na “faixa cinza”, considerada neste teste, entre o valor obtido para o cut-off e o

valor obtido com a multiplicacdo deste por 1,2.

Obs. 2: mantendo-se as amostras na ‘“faixa cinza”, ap0s a repeticao,
recomendamos a utilizagdo de outras metodologias para confirmagao deste resultado,

que devera ser designado como indeterminado.
VALIDACAO DO TESTE:

Considerar o teste valido quando os valores da densidade oOtica estiverem na

faixa descrita a seguir:
- Controle positivo: >0,500 de DO

- Controle negativo: >0,050<0,120 de DO
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ANEXO 2

METODOLOGIA DE REALIZACAO DA PCR:

O DNA foi extraido com DNAzol®, de acordo com as instrugdes do
fabricante e ressuspenso em 25 microlitros de tampao TE (ver a formula). O DNA
extraido foi submetido A PCR hot start com primers especificos para o género
Leishmania de acordo com Schubach et al (1998) e Pirmez et al (1999). A mistura da
reacao contém 100ng dos primers (5'- (G/C)(G/C)
(C/G)CC(A/C)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC e 5'-
GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA), 200 mM de cada dNTP (Pharmacia), 2.5
unidades de Taq polimerase (Ampliaq Gold, Perkin-Elmer, Norwalk, Conn.),
oligonucleotideos, agua, tampao 10x e MgCl, Na solucdo tampdo.. O produto
amplificado foi aplicado em gel de agarose 2% para visualizagdo da banda de 120 pb
(produzida pela amplificagdo). Todas as amostras negativas foram submetidas a teste
para presenca de inibidores da PCR utilizando-se DNA de cultura axénica de L (V)
brazilensis como controle interno. Controles negativos, sem DNA foram utilizados

em todos os experimentos.

EXTRACAO DE DNA COM DNAZOL (SORO)

1) Tirar uma aliquota de 100l de soro total e colocar em um eppendorf devidamente
identificado.

2) Adicionar 1ml de DNAzol® em cada eppendorf com a aliquota de soro.
3) Centrifugar por 10 min. a 10.000 rpm.

4) Identificar outros eppendorfs.

5) Colocar 500l de etanol 96% no eppendorf vazio.

6) Retirar o sobrenadante e adicionar no eppendorf com etanol 96%.

7) Desprezar o pellet.

8) Misturar por inversao de tubos por 3 min.

9) Centrifugar por 10 min. a 10.000 r/min.
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10) Desprezar o sobrenadante.

11)Lavar 2 vezes o pellet com etanol 70% (500ul etanol 100% + 10ml H,O miliq),
invertendo os tubos de 3 a 6 vezes entre as lavagens. SPIN 1 min/13.000 rpm.

12) Deixar secar naturalmente por 15 min. e acrescentar 25Ul Solug¢dao de Hidratagcdo de
DNA.

13) Deixar overnight.

14) Armazenar em freezer.

Figura 3: Extragdo de DNA de soro canino com DNAZOL®

MIX PARA PCR

O mix ¢ uma mistura de varios reagentes como: primers, nucleotideos, enzimas,
solvente, sais, que fazem o PCR. E preparado no fluxo laminar.
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3ul DNA | 3ul DNA 4ul DNA Sul DNA

Reagentes 1 tubo 6 tubos 1 tubo 1 tubo

Agua 1425ul [ X6=855ul 13,25 ul 12,25 pl
Oligos (1+3) 0,5 pl X 6=3pl 0,5 ul 0,5 ul
Oligos (2) 0,5 ul X6=3ul 0,5 pl 0,5 pl
DNTPs 2,5 ul X6=15ul 2,5 ul 2,5 ul
Tampao 10x 2,5 ul X6=15ul 2,5 ul 2,5 pl
MgClI2 1,5 pl X6=9ul 1,5 pl 1,5 pl

Taq polimerase 025u | X6=15pl 0,25 ul 0,25 ul
Total/tubo 22 ul 132 pl 21 ul 20 pl
Distribuir/cada tubo | = -------- 22 pl 21 pl 20 pl
Volume DNA/tubo 3pul 3l 4 ul 5 ul
Volume final 25 ul 25 pl 25 pl 25 ul

Preparo:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Ex:

9)

Ligar a UV do fluxo por 30 minutos.

Desligar a UV.

Numerar e datar os eppendorfs para PCR de 0,2pl de acordo com as extragdes,
colocando um tubo para controle positivo e um para negativo. (Se for fazer mix para
guardar ndo ¢ necessdria a identificacdo nos eppendorfs).

Deixar os eppendorfs com a tampa aberta na UV por aproximadamente 30 min.

Deixar descongelar os reagentes, menos a Taq, que serd retirada da geladeira
somente na hora de utilizar.

Colocar todos os reagentes em um eppendorf de 1,5ul, sempre do maior volume
para o menor.

Por ultimo colocar a Tagq.
Dividir o mix do eppendorf de 1,5ul em 22l para cada eppendorf de PCR.
Se precisarmos de 20 mix, colocamos 21 eppendorfs de PCR.

Marcar o eppendorf que sobrou com um asterisco (*) na tampa, sempre deixando
um eppendorf a mais.

10) Tampar bem os tubos.
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11)Ligar a UV.
12)Levar o mix para capela de extracdo e colocar 3ul de DNA, colocar no
termociclador. (Corrida do PCR).

DNTP’s

Inicial 100 mM.
Solu¢do Estoque 2 mM

- Retirar 20pl da Solug¢do original.

dATP — 20 pl
dCTP - 20 pl
dGTP — 20 pl
dTTP — 20 pl
H,0 — 920ul

Diluicdo 1:50
2,5 ul por tubo de reagdo (Mix)

OLIGOS 2

- HM,—-200ng/tubo de reagdo (5’GGGGAGGGGCGTTCTGCCAA3’)

1) Frasco original — 1051,70 ug

2) Ressuspender em 1ml — 1000pg / 1ml

3) Diluir 1:5 — 100ul + 400ul H,O

4) Aliquotar em 100ul / tubo

5) Usar 0,5l / tubo de reacao (Mix)
OLIGOS1+3

- HMI —100 ng/tubo de reagdo (5’CCGCCCCTATTTTACACCAACCCCC3’)
- HM3 — 100 ng/tubo de reagdo (5’GGCCCACTATATTACACCAACCCC3’)

1) Frasco original — 1211,49 pg
1306,13 pg

2) Ressuspender em 1ml — 1000pg / 1ml

3) Diluir 1:10 — IOOHH oligos 1 + 800ul H,O
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100pl oligos 3

4) Aliquotar em 100ul / tubo
5) Usar 0,5ul / tubo de reacao (Mix)
6)
TERMOCICLADOR.

Modo de usar:

PTC - 100.

1) Ligar o “power” atras do aparelho.

2) Colocar os tubos, checando sempre se estdo bem fechados no bloco, procurando
sempre deixa-los centralizados.

3) Colocar um eppendorf para PCR vazio em cada ponta para equilibrar.

4) Fechar a tampa rodando a parte azul superior.

5) Selecionar “rum” e apertar “proceed”.

6) Selecionar “Aline” e apertar “proceed”.

7) Selecionar “yes” e apertar “proceed”.

8) Marcar o tempo (aprox. 2horas).

9) Ao terminar, apertar “canceled”.

10) Abrir a tampa girando a parte azul.

11) Retirar os tubos e aplicar com o marcador no gel (ver no protocolo do gel).

12) Desligar o termociclador.

PTC — 200.

1) Ligar o “power” atras do aparelho.

2) Colocar os tubos, checando sempre se estdo bem fechados no bloco, procurando
sempre deixa-los centralizados.

3) Colocar um eppendorf para PCR vazio em cada ponta para equilibrar.
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4) Fechar a tampa rodando a parte azul.
5) Selecionar “rum” e apertar “proceed”.
6) Selecionar “tubes” e apertar “proceed”
7) Indicar o volume, no caso “25” ul e apertar “proceed”.
8) Selecionar “Aline” e apertar “proceed”.
9) Selecionar “yes” e apertar “proceed”.
10) Marcar o tempo (aprox. 2horas).
11) Ao terminar, apertar “canceled”.
12) Abrir a tampa girando a parte azul.
13) Retirar os tubos e aplicar com o marcador no gel (ver no protocolo do gel).
14) Desligar o termociclador.
CICLOS

1° Ciclo — 94° por 15 min. (ativagdo da Taq)

2° Ciclo — 94°C por 30 seg. (desnaturagdo da fita)
31x 3° Ciclo — 50°C por 30 seg. (encontro do primer com a fita — anelamento)

4° Ciclo — 72°C por 30 seg. (extensao do DNA)
5° Ciclo — 72°C por 10 min. (finalizacdo e acabamento)

6° Ciclo — 04°C por 1 hora. (Este ciclo ¢ colocado apenas para armazenar no caso de
necessidade de um periodo acima de 2horas, pode ser

interrompido a qualquer momento).

GEL DE AGAROSE

- 100 ml Gel a 2%:

2g agarose
100ml de TBE

1) Tarar a balanga.
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2) Pesar a agarose.

3) Colocar o TBE no frasco que esta com agarose.

4) Pesar e anotar o resultado no frasco.

5) Colocar o frasco com uma tampa preparada com gaze no microondas por
aproximadamente. 1:30min. Tomar cuidado para que o liquido nao derrame na hora
da fervura. Esta etapa ¢ feita para misturar a agarose com o TBE.

6) Pesar novamente e completar com H,O destilada, até o peso anotado no frasco.

7) Esperar esfriar até uma temperatura suportavel ao contato.

8) Colocar o gel na cuba até a marcagao.

OBS.: Para fazer uma quantidade menor ou um percentual diferente de gel ¢ s6 fazer regra
de tres.

BROMETO DE ETIDIO

e 0,5ug/ml

25ul Brometo de Etidio
500ml H,O dest.

QUANTIFICACAO DE DNA NO GEL DE AGAROSE 1%

- Gel
1) Tarar a balanca.

2) Pesar 1g de agarose para 100ml de TBE (Se for usar 50ml de TBE pesar 0,5g de
agarose).

3) Tirar a tara da balanca.

4) Colocar a agarose no erlenhmeir.

5) Colocar o TBE no erlenhmeir que esta com agarose.
6) Pesar o erlenhmeir e anotar o peso.

7) Colocar o fraco no microondas por 1:30min.



8)

9

Pesar novamente e completar com Milliq até o peso anotado no frasco.

Esperar esfriar até uma temperatura suportavel ao contato.

10) Colocar 5ul de Brometo de Etideo para 100ml de gel.

11) Colocar o gel na cuba.

1)
2)
3)
4)
S)

6)

7)

Aplicagdo da amostra

Colocar 1pl da amostra total em eppendorf de 0,5ml.
Acrescentar 3l de corante (azul de bromofenol).
Acrescentar 6l de TBE.

Centrifugar por aprox. 1 min. a 13000rpm.

Aplicar as amostras no gel.

Para o marcador, usar:

- 2pl marcador

- 3l corante

- SulTBE
Aplicar no gel.

Figura 5: Gel de agarose
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ELETROFORESE (CORRIDA DO GEL) PARA PCR

1) Verificar a amperagem (aprox. 40) e a voltagem (aprox. 77) do aparelho de
eletroforese.

2) Verificar a quantidade de TBE dentro do suporte da cuba. Deve estar até a marca
indicada.

3) Vedar os lados da cuba com a borracha preta.
4) Colocar o pente no segundo espago.

5) Despejar o gel de agarose e deixar polimerizar.
6) Retirar o pente e a borracha preta.

7) Colocar a cuba dentro do suporte com de TBE.

8) Fazer um mapa com toda descricdo de onde serdo aplicadas as amostras.

Ex.:

Negativo Marcador A B C

9) Misturar 3pl de corante com 10l de DNA (Amostras de DNA e controle negativo).
Aplicar (pipeta de 11pl) no gel de acordo com o mapa desenhado.

10) Misturar 2l de corante com 2l do marcador e 8pl de TBE da cuba e aplicar no gel
de acordo com o mapa.

11) Esperar correr até aprox. 4 cm. Esta etapa dura aprox. 1hora.

Figura 6: Preparacao da eletroforese para PCR

REVELACAO DO GEL

1) Ap6s a corrida deixar o gel submerso a uma solu¢do de Brometo de etideo por 20
min.

2) Colocar na luz ultravioleta e observar o resultado, logo apos desligar a UV.
3) Colocar a camera fotografica por cima e liga-la.

4) Abrir o programa Kodak 1D no microcomputador.



5) Tirar a foto.

Figura 7: Revelacao do gl garose

TBE 10X
* Usar esse:
1) Pesar:
"l:ris (121,14g/mol) =121,14g/litro
Acido borico (61,83g/mol) = 61,83g/litro
EDTA (372,24g/mol) = 7,44¢/litro

2) Colocar 800ml de Milliq.
3) Acrescentar os reagentes.
4) Deixar agitar por um tempo.
5) Completar 1litro com agua Milliq.
Obs.: O pH ser 8,3.
Ou

1) Pesar:
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10,8¢g Tris base,
5,5g Acido Borico

2) Acrescentar em um béquer de 1000ml, 800ml dgua dest. milliq.
3) Colocar para agitar com magneto até ficar bem dissolvido.
4) Acrescentar 4ml EDTA 0,5 M, pH 8,0.

5) Completar 1000 ml de agua dest. milliq.

TBE 1X (utilizado para PCR)

* Dilui¢do TBE 10X
100ml TBE 10X —900ml H,O dest. milliq

Colocar no agitador

EDTA
(0.5M) (pH 8.0) (250ml)

0,5 Molar
186,12g de EDTA / 1000ml de H,O destilada Ultra-pura
46,53g de EDTA / 250ml de H,O destilada Ultra-pura.

OBS: Para que o EDTA dissolva, ¢ preciso acrescentar NAOH (4cido acético) (5/10g), até
obter pH 8.0. Apds estar dissolvido, acrescentar H,O ultra-pura, completando250ml.

AZUL DE BROMOFENOL
Xilenocianol
Azul de Bromofenol
Glicerol
EDTA
1) Pesar:
Xilenocianol =0,05g
Azul de Bromofenol = 0,05g
EDTA =3,7224¢g

Glicerol = 50ml
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2) Acrescentar 100ml de 4gua Milliq.

3) Colocar no agitador até dissolver tudo.
4) Verificar o pH.
5) Ajustar o pH até chegar a 7,0 com NaOH.

6) Acrescentar agua Milliq até completar 1 litro.

PCR - TESTE DE INIBICAO

1) Preparar mix para Spl de DNA.

2) Acrescentar ao tubo do mix 3pul de DNA (diluido em 1:10) e 2pl de Controle
positivo de Lb 1:10.

Acrescentar ao tubo do mix de controle positivo 2l de Lb 1:10.
3) Colocar no termociclador no programa “Aline”.

4) Ap6s a ciclagem aplicar em gel de agarose 2%.

Obs.:
1. No gel devem conter Marcador de pares de bases, controle
positivo e controle negativo.
2. Se aparecer banda no gel ¢ sinal que ndo houve inibicao,

entdo o resultado ¢ realmente negativo para Leishmaniose.
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