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APRESENTACAO

A leishmaniose € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por
protozoarios do género Leishmania, endémica ao redor do mundo, que afeta mais de 12
milhdes de pessoas mundialmente, apresentando ata endemicidade, morbidade e
mortalidade em populaces da Africa, Asia e América Latina (WHO, 2002).

No Brasil ocorre em todo o territorio, tanto a leishmaniose visceral (LV) como a
leishmaniose tegumentar americana (LTA), as quais sdo endémicas nas regides Norte e
Nordeste, devido principalmente as caracteristicas econdmicas e culturais dessas
populagdes, predominando principalmente nos estados da Bahia, Ceara, Piaui e
Maranhdo (Ministério da Salde, 2003).

Ambas as leishmanioses, visceral canina e visceral humana, compartilham
muitas caracteristicas e sinais clinicos. Dessa forma, o estudo da evolucdo da doenca
nos caes tem trazido muitas informagdes a respeito do desenvolvimento da infeccéo e
dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na resisténcia ou susceptibilidade ao
protozoario parasita (Moreno et al., 2002).

A leishmaniose viscera canina € uma doenca debilitante onde se observa uma
resposta dicotbmica por parte dos cées, sendo que muitos dos animais infectados sdo
susceptiveis e desenvolvem uma doenca ativa, que € caracterizada por altos titulos de
anticorpos anti-Leishmania e habilidade linfoproliferativa deprimida, enquanto outros
animais chegam a cura espontanea sem demonstrar sinais patentes da doenca (Pinelli et
a., 1994). A doenca canina € caracterizada por lesbes na pele, dermatite,
linfoadenopatia generalizada, ceratoconjuntivite, diarréia e onicogrifose (Lima et al.,
2003).

O céo é considerado o principal reservatério do parasita responsavel pela

leishmaniose visceral uma vez que se verifica haver sobreposicdo do habitat do homem



e do cdo e fregliente contato com flebotomineos zoo-antropofilicos. Além disso, aforma
de parasitismo viscerocutanea, associada a elevadas taxas de infeccdo, favorece a
transmissdo pela picada do inseto, e como a leishmaniose visceral canina é uma doenca
de evolucdo crbnica, nas &reas endémicas em que a transmissdo ndo é continua a
infeccdo do cdo pode persistir de uma época de transmissdo até a época seguinte
(Abranches et al., 1998).

Estudos epidemioldgicos e a investigacdo de parametros imunogenéticos que
possam determinar 0 estabelecimento da resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo sdo
cruciais para o futuro controle da doenca, pois fornecem ferramentas para o
estabelecimento de metas para o controle da leishmaniose nas areas endémicas. O
municipio de Raposa — MA, escolhido para o estudo atual, € uma area de urbanizacéo
recente, que agrega varios fatores que poderiam favorecer a manutencéo da doenca, o
gue de fato tem acontecido, como mostram os dados de infeccdo humana (Caldas et al.,
2001) e canina (Garcia, 2004) registrados nesta area.

Dessaforma, os objetivos deste trabalho foram:

- Atudizar os dados referentes a LVC na localidade de Vila Nova, situada no
municipio da Raposa-MA (Artigo 1)

- Correlacionar os niveis sorologicos de IgG e de suas subclasses 1gG1 e 1gG2
com os sinais clinicos apresentada por cées naturalmente infectados com Leishmania

chagas (Artigo 2).
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Resumo

A locdidade Vila Nova situada no municipio de Raposa, Maranhdo, tem sido relatada
como area endémica para a leishmaniose visceral. Sabendo da importancia dos caes
como reservatorio domeéstico, este trabalho teve como objetivo identificar os caes
infectados para leishmaniose por meio de teste imunoenzimético (ELISA). Coletas de
sangue de todos os cdes domiciliados na localidade foram realizadas no periodo de
fevereiro a abril de 2005, perfazendo uma amostra de 233 cées. Os resultados do ELISA
demonstraram que 69 caes apresentaram resultados positivos, correspondendo a uma

soroprevaléncia de aproximadamente 29,6% dos caes da localidade.

Palavras-chave: Soroprevaléncia, ELISA, leishmaniose visceral canina.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios membros do género
Leishmania, parasitas que infectam numerosas espécies de mamiferos incluindo
humanos (Gramiccia et al., 2005). Neste género encontram-se aproximadamente 30
espécies das quais cerca de 20 causam doencas em humanos (Ashford, 2000).

A leishmaniose visceral americana (LVA) é causada nos paises da América
Central e do Sul, incluindo o Brasil, pela Leishmania chagasi. Trata-se de uma doenca
crénica caracterizada pela presenca obrigatoria de formas amastigotas do parasita nos
fagocitos mononucleares. Seu ciclo inclui um vetor, o flebotomineo Lutzomyia
longipalpis, que transmite o parasita através de uma picada a um hospedeiro, geralmente
mamifero (Herwaldt, 1999 ; Tafuri et al., 2001).

Os canideos representam reservatorios para as leishmanioses na China, na base
do Mediterraneo e nas Américas. O ciclo doméstico é mantido pelos cées errantes (de
rua) e por caes selvagens, que tém progressiva associacdo com humanos (Moreno et al.,
2002).

O céo é consderado o principal reservatorio do parasita responsavel pela
leishmaniose visceral uma vez que se verifica haver sobreposicdo do habitat do homem
e do cdo e fregliente contato com flebotomineos zoo-antropofilicos. Além disso, aforma
de parasitismo viscerocutanea, associada a elevadas taxas de infeccdo, favorece a
transmissdo pela picada do inseto, e como a leishmaniose visceral canina (LVC) € uma
doenca de evolucdo crbnica, nas areas endémicas em que a transmissao ndo € continua a
infeccdo do cdo pode persistir de uma época de transmissdo até a época seguinte

(Abrancheset al., 1998).
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Estudos epidemiolégicos sido de fundamenta importéncia para o
estabelecimento de metas para o controle da leishmaniose nas areas endémicas. O
municipio de Raposa-MA, uma area de urbanizac8o recente, agrega varios fatores que
poderiam favorecer a manutencdo da doenca, o que de fato tem acontecido como
mostram os dados de infeccdo humana (Caldas et al., 2001) e canina (Garcia, 2004). O
objetivo deste trabalho foi atualizar os dados referentes a LVC na localidade de Vila

Nova, situada no municipio de Raposa-MA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

O estudo foi realizado na localidade Vila Nova do municipio de Raposa — MA,
que apresenta uma area de 64km? com uma populagdo de 20.698 habitantes distribuidos
em 42 localidades e fica localizado a 28 km de S&o L uis, capital do Estado do Maranhdo

(IBGE, 2005).

2.2. Censo dos animais e coleta de sangue

Nos meses de fevereiro a abril de 2005 foi realizado o censo dos cées
domiciliados na localidade, bem como a coleta de 5ml de sangue desses animais, apos o
devido consentimento do propriet&rio do animal. Apés coagulacdo, a temperatura
ambiente, o soro foi separado por centrifugacdo a 1500rpm por 10 minutos, identificado

e estocado a -20°C até o momento dos ensaios.
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2.3. ELISA para detectar anticorpos IgG anti-Leishmania

As placas de microtitulacdo (Limbro/Titertek) foram senshilizadas com
antigeno de Leishmania na concentragdo de 10pg/ml (100ul/pogo), diluido em tampé&o
carbonato-bicarbonato (pH 9,6), e incubadas a 37°C por 1h. Apos a incubacdo foram
lavadas 3 vezes com PBS Tween a 0,05% e bloqueadas (250ul/poco) com PBS Tween
0,1%, e novamente incubadas a 4°C overnight. Apds nova lavagem, os soros dos
animais da area juntamente com o soro dos cées controles positivos e negativos que
haviam sido previamente diluidos (1/400) em PBS Tween 0,05% foram adicionados
(100ul/poco) nas placas e incubados por 1h a 37°C. Apos lavagem foi adicionado o
conjugado anti-lgG-fosfatase (SIGMA Chemical Company, St Louis, MO, USA)
especifico para céo diluido em PBS Tween 0,05% (1/2000 — 100pl/ poco). As placas
foram novamente incubadas a 37°C por 1lh, e apés mais um ciclo de lavagem, foi
adicionado o substrato (p-nitrofenil fosfato — 1mg/ml — SIGMA) diluido em tamp&o
carbonato-bicarbonato (pH 9,6) pararevelar. Apos 15 minutos a reacdo foi interrompida
pela adicdo de NaOH 3M (50ul/poco). A leitura foi feita em espectrofotbmetro
automatico, utilizando-se a luz visivel no comprimento de onda de 405nm. O cut-off foi
obtido calculando-se a média dos controles negativos mais dois desvios-padréo (Garcia,

2004).
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3. RESULTADOS

Foram localizados 233 cées domiciliados na localidade, sendo 123 machos
(52,8%) e 110 fémeas (47,2%).

Os titulos dos anticorpos IgG expressos em densidade 6tica (D.O.) mostram que
a média dos valores das amostras (0,041 + 0,065) ficou mais préxima da média do
controle negativo (CN) (0,035 + 0,007), que da média do controle positivo (CP) (0,393
+ 0,032). Entretanto, houve uma grande dispersdo dos valores, alguns inclusive maiores
gue a média do controle positivo (Figura 1).

Baseados no cut-off estabelecido, o qual foi de 0,0533, foram encontrados 69
cdes com sorologia postiva, congtituindo uma soroprevaléncia para LVC de
aproximadamente 29,6%. Dos cées positivos, 40 eram machos (58%) e 29 eram fémeas

(42%) (Figura 2).

4. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral ja foi considerada uma doenca tipicamente silvestre,
caracteristica de ambientes rurais, que sofreu nas Ultimas décadas uma mudanca do seu
perfil epidemiolégico, fundamentalmente causada por modificagbes sdcio-ambientais,
como 0 desmatamento e 0 processo migratorio de populagdes humana e canina
originarias de &reas rurais, onde a doenca é endémica. Além disso, 0 crescimento
desordenado das cidades levando a destruicdo do meio ambiente, associado ao aumento
da crise social, tém sido apontados como os principais fatores promotores das condicoes

adeguadas para ocorrénciada LV na érea urbana (Fundacdo Nacional de Salde, 2002).
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Em localidades onde a LV é endémica, o cdo (Canis familiaris), como
hospedeiro doméstico, tem sido considerado o principal reservatorio de L. chagas no
ciclo de transmisséo para 0 homem nos centros urbanos (Franca-Silva et al., 2003).

Neste estudo, o indice de cades machos infectados foi 1,4 vezes maior que o de
fémeas, indicando uma pequena prevaléncia de cdes do sexo masculino (Figura 2). Este
resultado ndo deve estar relacionado a uma maior susceptibilidade dos machos, mas
provavelmente deve-se ao fato de que os machos, mesmo sendo domiciliados, sGo mais
errantes que as fémeas, ficando ndo raras vezes, mais expostos aos flebotomineos.

Um estudo realizado em 2004 nas localidades Vila Nova e Vila Bom Viver do
municipio de Raposa-MA, encontrou para as duas vilas a soroprevaléncia de 39,71%
inicialmente e sete meses apos 32,6% (Garcia, 2004), mas com uma perda consideravel
da amostra inicial. Em nosso trabalho encontramos uma soroprevaléncia de 29%, este
dado mostra que a infeccdo canina, apesar de indicar um pequeno decréscimo, ainda
persiste naquela regido.

Estudos realizados em Séo José de Ribamar, um outro municipio da ilha de Séo
Luis, encontraram soroprevaléncias diferentes de acordo com a vila estudada, variando
de 64% (Melo et a., 2002) a 21% (Guimardes et al., 2005). As soroprevaléncias
encontradas por Guimaraes et al. (2005) nas vilas Quinta 21% e Sérgio Tamer 25%,
estdo proximas a encontrada em nosso trabalho na localidade Vila Nova no municipio
de Raposa.

Outros estudos sobre a soroprevaéncia da leishmaniose canina no Brasil
mostram valores muito varidvels como 0s encontrados por Monteiro et al. (2005) com
4,9% em Montes Claros, MG; Nunes et a. (2001) em Bonito MS, 23,7%; Paranhos-
Silva et a. (1996) com uma taxa de 23,5% em Jequi€, BA; Galimbertti et a. (1999) com

26,3% em Aracatuba, SP; Santos et al. (1998) encontrou 24% em Corumba e Ladéario,
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MS; Guerra et al. (2004) com 10,3% em uma aldeia indigena no estado de Roraima e
Cabreraet al. (2003) encontrando 25% em Barra de Guaratiba, RJ.

A percentagem de cées infectados morando em érea onde a leishmaniose canina
€ endémica tem grandes implicacdes na sallde publica, pois autores como Molina et al.
(1994) demonstraram que caes infectados, mas assintométicos, eram fontes de parasitas
para flebotomineos e como consequiéncia desempenham um papel ativo na transmissao
da doenca para humanos e na manutencdo da mesma nos hospedeiros caninos.

Na localidade Vila Nova, podemos detectar alguns fatores de risco que podem
Ser 0s responsavels por promover as condi¢Bes adequadas a instalacdo e a manutencéo
dainfeccdo, tais como: no censo realizado o numero de cées detectados mostrou que na
localidade haviam 233 cées domiciliados, entretanto o nimero de cées ndo-domiciliados
€ desconhecido; este dado associado ao fato da localidade possuir pouca infra-estrutura
urbana, e a intensa ocupacdo humana na &rea, dém do desmatamento da vegetacdo
natural para a criacdo de novas vilas poderiam contribuir para o estabelecimento de
habitos peridomeésticos do flebotomineo vetor e de mamiferos e roedores silvestres que
estdo sempre envolvidos no ciclo da leishmaniose. Além disso, a taxa de soros caninos
reagentes, detectados na localidade (29,6%), associada a infeccdo humana previamente
relatada (Caldas et a., 2001), podem explicar a manutencdo da localidade Vila Nova
COmo uma area endémica para leishmaniose.

Com isso, verifica-se que caso medidas para o controle da leishmaniose canina
ndo sgjam tomadas urgentemente na area, a infecgdo canina persistira e poderd levar, em
um breve periodo de tempo, a uma situacéo epidémica da doenca também em humanos,
causando um grave problema de salide publica nesta regido jatéo carente de servicos de

salde.
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Resumo

As subclasses de 1gG (IgGl e 1gG2) tém sido relatadas por varios autores como
provaveis marcadores da evolucdo da leishmaniose visceral canina. Neste trabaho, além
de verificarmos esta hipOtese tentamos correlacionar 0s niveis sorolégicos das
subclasses com o nimero de sinais clinicos apresentados pelos cées nas respectivas
fases clinicas da doenca. Os dados encontrados na literatura sGo muito conflitantes
apresentando por vezes resultados contrarios aos encontrados neste trabalho com
relacdo ao comportamento das subclasses entre caes sintomaticos e assintométicos. Foi
encontrada correlacéo positiva aproximando-se de nula para 1gG, negativa para IgG1l e

positiva (0,48) apesar de considerada regular para 1gG2.

Palavras chave: leishmaniose visceral canina, 1gG, sinais clinicos.
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1. INTRODUCAO

Leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania, parasitas os quais infectam células do sistema mononuclear fagocitico de
numerosas espéecies de mamiferos, incluindo humanos. As leishmanioses séo
transmitidas a0 homem principalmente pela picada de flebotomineos do género
Lutzomyia nas Américas e pelo género Phlebotomus na Europa, Asia e Africa
(Gramicciaet al., 2005).

Nas Américas Central e do Sul, incluindo o Brasl, a leishmaniose visceral
americana € causada pela Leishmania chagas (Herwaldt, 1999). Observa-se,
atualmente, um incremento anual da ordem de mil novos casos de leishmaniose viscera
humana em éareas endémicas do nordeste do Brasil, onde também ocorre uma alta
prevaléncia de leishmaniose visceral canina, tornando os cées domésticos os principais
reservatorios no ciclo de vida urbano do parasita Leishmania chagas (Franke et al.,
2002).

A leishmaniose visceral canina é uma doenca debilitante em que se observa uma
resposta canina diferenciada, onde muitos dos animais infectados sdo susceptiveis e
desenvolvem uma doenca ativa, que é caracterizada por altos titulos de anticorpos anti-
Leishmania e habilidade linfoproliferativa deprimida; enquanto outros animais chegam
a cura espontanea sem demonstrar sinais patentes da doenca (Pinelli et a., 1994). A
doenca canina é caracterizada por lesdes na pele, dermatite, linfoadenopatia
generalizada, ceratoconjuntivite, diarréia e onicogrifose (Limaet al., 2003).

Ambas as leishmanioses, visceral canina e visceral humana, compartilham
muitas caracteristicas e sinais clinicos. Dessa forma, o estudo da evolucdo da doenca

nos caes tem trazido muitas informagdes a respeito do desenvolvimento da infeccéo e
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dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na resisténcia ou susceptibilidade a esse
protozoario parasita (Moreno et al., 2002).

Na tentativa de encontrar marcadores imunolégicos que indiquem o estagio da
doenca e ainda Srvam como prognostico para possivels tratamentos, muitos
pesguisadores tém estudado a resposta imune humoral dos cdes com LV C. Deplazes et
a (1995) lancaram a hipétese de que as subclasses de 1gG teriam um papel importante
como marcadores da infeccdo sintomatica e assintomatica em cdes. Desde entéo,
diversas pesguisas tém sido redlizadas com a finalidade de entender o aparente papel
dicotdmico dos isotipos de 1gG na progressdo da infeccdo (Bourdoiseau et al., 1997,
Nieto et al., 1999; Leandro et a., 2001; Solano-Gallego et al., 2001; Quinnell et al.,
2003; Almeida et al., 2005; Reis et al., 2006). Entretanto, os resultados obtidos tém sido
bastante controversos. Seguindo esta linha de estudos, o objetivo deste trabalho foi
correlacionar os niveis sorologicos de 1gG e de suas subclasses 1gG1 e 1gG2 com os

sinais clinicos apresentados por cées naturalmente infectados com Leishmania chagas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Areade estudo

A localidade Vila Nova, situada no municipio de Raposa, estado do Maranhéo —
Brasil, € o local de origem dos cées que participaram deste estudo. O municipio teve sua
fundacéo na década de 1990 e consistia basicamente em uma vila de pescadores, mas
nos ultimos anos tem se tornado uma area de intenso povoamento e atuamente novas
vilas sdo criadas naguele municipio sem qualquer infra-estrutura, desmatando e
avancando em areas de mata antes ndo exploradas. O municipio de Raposa apresenta

uma drea de 64km? com uma populacdo de aproximadamente 20.698 habitantes
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distribuidos em 42 localidades. E um dos quatro municipios que compdem a ilha de S&o
Luis, e localiza-se a aproximadamente 28km da capital do Estado do Maranh&o (IBGE,

2005).

2.2. Cées e desenho do estudo

Inicialmente foi realizado um censo na localidade de Vila Nova, onde detectou-
se a presenca de 233 cades domiciliados. Destes, 69 apresentaram titulo de 1gG anti-
Leishmania positivos, constituindo uma soroprevaéncia de 29% (Almeida et al.,
manuscrito em preparacao).

Apds 4 meses da primeira visita a localidade de Vila Nova foi realizada uma
nova coleta de sangue. Dos 69 cées anteriormente positivos para Leishmania, foram
localizados apenas 27 animais, tendo-se uma perda de 61%. Os animais ndo localizados
morreram, fugiram ou se mudaram junto com seus donos para outras localidades.

Dessa forma, a amostra deste estudo foi congtituida de 27 cées domiciliados em
Vila Nova e soropositivos para Leishmania chagas pelo teste de ELISA. Qito caes nédo-
infectados, obtidos em clinicas veterinarias de areas ndo endémicas e sorologicamente

negativos, foram incluidos como grupo controle.

2.3. Avaliacéo Clinica

Os 27 animais localizados foram capturados e encaminhados para o Centro de
Controle de Zoonoses. Neste local foi realizada a avaliagdo clinica dos animais por um
médico veterinario, o qual adotou uma classificacdo da LV C de acordo com os critérios
propostos por Mancianti et al. (1988), Molina et a. (1994) e também aqueles adotados
no manua de vigilancia e controle da leishmaniose viscera do Ministério da Salde

(2003). Dessa forma, os animais foram classificados em:
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Assintomaticos. cdes sem sinais clinicos sugestivos da infecgdo por Leishmania
(cBes que apresentavam apenas onicogrifose ndo foram classificados como
sintomaticos).

Oligossintomaticos. caes com sinais moderados incluindo dois sinais da doenca,
tais como, aumento dos linfonodos e onicogrifose, perda de peso e pélos opacos.

Polissntométicos. todos ou alguns sinais mais comuns incluindo 3 ou mais
sinais da doenca como as ateracOes cutaneas (alopecia, eczema furfuraceo, Ulceras,
hiperqueratose), onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite e paralisa dos
membros caudais.

Apos a avaiacdo clinica e o devido consentimento do proprietério do animal,
foram coletados 5ml de sangue periférico de cada animal e apds aretracéo do coagulo, o
soro foi separado por centrifugacdo a 1500rpm por 10 minutos e estocado a-20°C

até o momento dos ensaios.

2.4. Quantificacdo de anticorpos 1gG, 1gG1 e 1gG2 anti-Leishmania.

Anticorpos 1gG, 1gG1 e IgG2 anti-Leishmania foram detectados no soro dos
animais pelo método de ELISA. As placas de microtitulacdo (Limbro/Titertek) foram
sensibilizadas com antigeno de Leishmania na concentracdo de 10ug/ml (100pl/poco),
diluido em tamp&o carbonato-bicarbonato (pH 9,6), e incubadas a 37°C por 1h. Apés a
incubacdo foram lavadas 3 vezes com PBS Tween a 0,05% e bloqueadas (250ul/pogo)
com PBS Tween 0,1%, e novamente incubadas a 4°C overnight. Apos trés lavagens com
PBS Tween 0,05% o0s soros dos animais da area juntamente com o0 soro dos caes
controles positivos e negativos que haviam sido previamente diluidos (1/400) em PBS

Tween 0,05% foram adicionados (100ul/poc¢o) nas placas e incubados por 1h a 37°C.
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Apbs um ciclo de lavagens, foram adicionados a cada placa os conjugados
especificos para cao anti-lgG-fosfatase alcalina (SIGMA Chemical Company, St Louis,
MO, USA), anti-lgG2-fosfatase (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA) e
anti-lgG1-peroxidase (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA) diluido em
PBS Tween 0,05% (1/2000, 100ul/poco). As placas foram incubadas a 37°C por 1h.

Apbs outro ciclo de lavagem foi adicionado 1mg/ml do substrato p-nitrofenil
fosfato (SIGMA Chemical Company, St Louis, MO, USA) diluido em tamp&o
carbonato-bicarbonato (pH 9,6) para revelar as placas com anti-lgG/fosfatase e anti-
|gG2/fosfatase. A reacdo foi interrompida 15 minutos depois pela adicdo de NaOH 3M
(50ul/poco) e aleiturareaizada a 405nm.

No caso do conjugado anti-lgGl/peroxidase foi adicionado o substrato
tetrametilbenzidina (SIGMA) diluido em 9 ml de tampdo citrato fosfato (pH 5,0)
acrescido de ImL de DMSO (Sigma) e 2ul de H,O,. Apds 5 minutos a reacéo foi
interrompida com 50ul de H,SO, 8N e a leitura foi readlizada a 450nm. O cut-off foi
obtido calculando-se a média dos controles negativos mais dois desvios-padréo.

Os resultados foram expressos em densidade Optica ou em indice de aumento. O
indice de aumento foi calculado levando-se em consderacdo as D.O. individuais

divididas pela média do grupo controle negativo para cada uma das analises.

2.5. Analise edtatistica

As andlises edtatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 3.0
(GraphPad Software Inc.). O teste de andlise de variancia ANOVA One-way, foi
utilizado para os estudos comparativos das médias dos valores de absorbancia entre os
grupos de cées infectados e 0 grupo controle. A correlacéo r de Pearson foi utilizada

para avaliar a correlacdo entre os sinais clinicos e os valores de absorbancia de 1gG,
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IgG1 e 1gG2. Em todos os casos os resultados foram considerados significantes quando,
p < 0.05. Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padréo ou
mediana das densidades dpticas ou dos indices de aumento dos grupos infectados em

relacéo ao controle negativo, conforme o0 caso.

3. RESULTADOS

3.1. Analise clinica dos caes

A andlise clinica dos 27 cées revelou que 37,1% eram assintomaticos (n=10),
29,6% eram oligossintoméaticos (n=8) e 33,3% eram polissintomaticos (n=9).

O sna clinico mais freqlente nos caes oligossintométicos foi linfoadenopatia,
presente em 75% destes (n=6). Os outros sinais, também presentes, foram: onicogrifose
em 4 cées (50%), Ulceras em 2 caes (25%), uveite em 1 céo (12,5%) e alopeciaem 1 céo
(12,5%).

Por outro lado, nos cdes polissintométicos, o sinal clinico mais frequente foi
onicogrifose, presente em 100% dos animais (n=9). A perda de peso e as ateracoes
cutaneas diversas (alopecia, Ulceras, hiperqueratose, uveite, eczema furfuraceo) também
foram muito comuns, presentes em 77,8% dos cées (n=7), sendo que cada cdo possuia
pelo menos duas ateracfes cutaneas. A linfoadenopatia foi 0 quarto sinal clinico mais
fregliente, presente em 66,7% dos animais (n=6). Finamente, ceratoconjuntivite foi

observada em 22,2 % dos animais (n=2) (Tabela 1).
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3.2. Anticorpo IgG e suas subclasses (IgG1 e 1gG2) anti-Leishmania

Como era de se esperar, a producdo de anticorpos da classe 1gG especificos para
Leishmania foi maior nos grupos de cées infectados em relacdo ap controle ndo-
infectado. Entretanto, ndo houve diferenca na producéo deste anticorpo entre 0s grupos
infectados (Figura 1A).

A producdo da subclasse 1gG1 anti-Leishmania foi maior nos animais infectados
guando comparado com o controle negativo. Entretanto, ndo houve diferenca entre os
grupos infectados (Controle Negativo — CN: 0,011 + 0,008; Assintomatico — Ass.: 0,148
+ 0,085; Oligossintomético - Olig.: 0,158 + 0,046; Polissintomético - Poli.: 0,149 +
0,081)(Figura 1 B).

Em relacdo a subclasse 1gG2, a producdo também foi maior nos animais
infectados em relacdo ao controle negativo, porém apenas o grupo polissintomatico
apresentou aumento na producdo desse anticorpo quando comparado a0 grupo
assintomatico (CN: 0,004 + 0,004; Ass.. 0,042 + 0,027; Olig.: 0,059 £ 0,055; Poli:
0,110 + 0,068) (Figura 1C).

A correlacdo entre o nUmero de sinais clinicos e os valores de densidade 6tica de
IgG, 1gGLl e IgG2 avaliada pela correlacéo r de Pearson mostrou-se positiva mas quase
nulaparalgG (r = 0,04592, p = 0,8201), negativa para IgG1 (r = -0,01128, p = 0,9555)
e positiva, mas regular, para |lgG2 (r = 0,4830, p = 0,0107). O diagrama de dispersdo
para os valores de D.O. para os anticorpos é mostrado na figura 2.

Quando se avaliou o indice de aumento da producdo dos anticorpos I1gG, 1gG1l e
|gG2 anti-Leishmania em relagdo ao controle negativo, foi observado que houve uma
tendéncia de aumento na média de 1gG a medida que a infeccdo progrediu, enquanto a

média da 1gG1 apresentou tendéncia inversa. Entretanto, as diferencas entre 0os grupos
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ndo foram sdggnificativas. Por outro lado, a producdo média de 1gG2 foi
ggnificativamente maior nos animais polissintomaticos em relagdo aos caes
assintomaticos e oligossintomaticos (Figura 3).

A andlise individua do indice de aumento da producdo de anticorpos
demonstrou que a producdo de IgG, 1gG1 e 1gG2 anti-Leishmania apresentou uma curva
de Gauss com distribuicdo normal em todos os grupos. Nao houve diferenca entre os
grupos em relacdo a 1gG e 1gG1, porém, houve diferenca significativa em relacéo a
IgG2, que foi produzida em maior quantidade pelos caes polissintomaticos,

confirmando os resultados obtidos na correlacéo (Figura 4).

4. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral canina é uma doenca debilitante que pode se apresentar
completamente assintomética ou com multiplos snais aparentes. Na forma
assintomatica. Pode muitas vezes passar despercebida, uma vez que os caes infectados
podem apresentar aspecto saudavel. Alguns autores tém questionado o papel dos caes
assintomaticos como reservatorios domesticos de Leishmania chagasi. Entretanto, caes
assintomaticos podem apresentar parasitas na sua pele sadia (Abranches et al., 1991,
Fisaet a., 1999), o que refor¢a o conceito vigente de que cées assintomaticos podem ter
um papel importante na manutencdo da doenca e na sua ressurgéncia em areas onde a
mesma era reconhecida como controlada (Abranches et al., 1998).

Em comunidades endémicas para leishmaniose é de se esperar que a maioria dos
animais infectados sgja assintomética, o que de fato foi demonstrado por Marzochi et al.
(1985), Guimaraes et a. (2005) e Garcia (2004), sendo gue este também fez seu estudo

no municipio de Raposa (localidades Vila Nova e Bom Viver). Estes trabalhos
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encontraram em torno de 60% de cées assintométicos. Entretanto, outros estudos tém
demonstrado que este padrdo ndo € real para todas as comunidades situadas em areas
endémicas. Em nosso estudo, por exemplo, apenas 37% dos cdes avaliados eram
assintomaticos, um percentual préximo ao encontrado por Mancianti et a. (1988) e Fisa
et a. (1999), que encontraram 45% e 35% de assintomaticos, respectivamente. Estes
dados podem sugerir um comportamento epidemiologico diferenciado para a infeccéo
canina, dependendo do momento em que se redliza o estudo, tempo de infeccdo, do
estado gera do cdo (nutricional, imunolégico, co-infeccdes) e da eficiéncia das medidas
de controle da leishmaniose.

Ainda ndo é muito claro na literatura como ocorre a progressao dessa infeccéo e
guais os fatores imunogenéticos que determinam a susceptibilidade ou resisténcia desses
animais a infeccdo. A auséncia de clareza nesse aspecto deve-se em grande parte ao fato
de que os animais soropositivos devem ser eliminados para que ndo haja a manutencéo
dainfeccdo no local, o que impede o acompanhamento, em longo prazo, destes animais.
Se iss0 fosse possivel, poderia ser investigado se o grande nimero de assintomaticos
encontrado em alguns estudos estaria relacionado com infecgdes recentes, ou com uma
condicdo de equilibrio alcancada entre o parasita e 0 hospedeiro, ou ainda, com um
longo periodo de incubacéo latente da infeccdo (Fisa et al., 1999).

Neste trabalho, o sinal clinico mais fregliente nos cées oligossintoméaticos foi
linfoadenopatia, seguida de onicogrifose e Ulceras, enquanto nos caes polissintomaticos,
a onicogrifose foi a mais freglente, seguida de alteracbes na pele, caguexia e
linfoadenopatia. Garcia (2004), trabalhando na mesma érea (localidades Vila Nova e
Bom Viver) do municipio de Raposa-MA, encontrou para caes infectados sintomaticos
onicogrifose como o sinal clinico mais freqlente seguido de lesbes de pele e

linfoadenopatia. Estes dados referentes a mesma area, mas em momentos diferentes,
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estdo de acordo com os trabalhos de Abranches et a. (1991), Nieto et a. (1999),
Solano-Gallego et a. (2001) e Almeida et a. (2005), porém contrasta com o observado
por Guimardes et a. (2005) os quais encontraram lesdes de pele como o sinal mais
fregliente. Os Ultimos autores sugerem que L. chagas poderia, primariamente, induzir
lesBes cutaneas e sO depois disseminar para 0s 6rgdos internos, hipotese que poderia ser
sustentada por Reis et a. (2006) que demonstraram haver maior densidade parasitéria
na pele, mesmo na fase assintomatica. Entretanto, em nosso estudo a linfoadenopatia
precedeu as ateracOes na pele, uma vez que cées oligossintomaticos apresentaram, na
sua maioria, linfonodos enfartados.

As evidéncias de gque na leishmaniose visceral existe um comprometimento
imunocelular acentuado, enquanto a resposta imune humoral permanece ativa com
producdo ata de anticorpos especificos levaram os pesguisadores a investigar se a
susceptibilidade dos cées estaria relacionada a sua capacidade de produzir ou ndo
determinado tipo de imunoglobulinas. H& uma década, grande enfoque tem sido dado
para as subclasses de 1gG, especificamente 1gG1l e 1gG2. Entretanto, os resultados
obtidos tém sido atamente controversos.

Os dados de IgG1 e 1gG2 encontrados em nosso estudo mostram que 0s niveis
de 1gG1 foram maiores que o encontrado no controle negativo, porém semelhantes para
assintomaticos e sintoméaticos (oligossintométicos e polissntométicos). Por outro lado,
0s niveis de 1gG2 nos polissintométicos foram significativamente maiores que 0s niveis
dos cées do grupo controle e também dos assintomaticos. Resultados semelhantes foram
encontrados por Leandro et a. (2001) e Reis et a. (2006) em diferentes modelos de
infeccdo. Leandro et al. (2001), utilizando cdes experimentalmente infectados com L.
infantum demonstraram que a producdo de IgGl anti-Leishmania € similar nos caes

assintométicos e sintométicos. A mesma conclusio chegaram Reis et a. (2006) em um
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trabalho bastante elegante utilizando cées naturalmente infectados com L. chagas.
Entretanto, Deplazes et a. (1995) e Nieto et al. (1999), utilizando modelo de infeccéo
experimental de caes com L. infantum, encontraram em seus estudos correlagdo positiva
entre IgG1 e sintométicos.

Em nosso estudo, a tentativa de correlacionar os valores de densidade Optica das
subclasses de 1gG e 0 nimero de sinais apresentados pelos cdes nas véarias fases da
doenca demonstrou correlacdo positiva somente para 1gG2. Este dado reforca os
achados de Reis et a. (2006) os quais sugeriram que 1gG2 esta associada com a
morbidade pela LVC, sendo positivamente correlacionada com os mais severos sinais
clinicos da doenca e a ata densdade parasitéria. Entretanto, difere dos achados de
Deplazes et a. (1995) e Nieto et a. (1999) que encontraram correlacdo positiva entre
snais e lgG1.

As diferencas encontradas nos diversos trabalhos em relacdo a IgGl e 1gG2
podem estar relacionadas a variaveis diversas como: o numero de cées utilizados, o
tempo de infeccdo e de acompanhamento desses caes, o fato de ser uma infeccéo natural
ou experimental, a cepa utilizada para a infecgdo, o tratamento dos cées para outras
parasitoses, entre outras variaveis.

Quando os caes foram analisados de forma individual, considerando o indice de
aumento de IgG, IgGl e 1gG2 em relagdo aos seus respectivos controles negativos,
verificou-se que em todos os grupos sintomatolégicos avaiados havia cées que
apresentavam uma resposta humoral muito baixa e outros que apresentavam resposta
humoral muito elevada indicando que ndo ha um padrdo Unico de resposta entre os
animais, nem mesmo quando eles se encontram na mesma fase clinica da infeccdo. N&o
houve correlacdo individual entre as duas subclasses e nem entre o tipo de sina clinico

apresentado e os niveis de anticorpos (dados ndo mostrados), 0 que sugere que a
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producéo de subclasses depende de um contexto imunolégico onde o sinal clinico em si
€ apenas uma das vertentes.

Os resultados apresentados em nosso estudo sugerem gue a producdo aumentada
de 1gG2 parece estar relacionada com o quadro mais grave da infecgdo. Entretanto, as
variagbes individuais indicam que a utilizacdo deste parametro como prognéstico da
evolucdo da doenca canina ndo deve ser feita de forma isolada, sem que haa o
acompanhamento concomitante de snais evidentes e de outros marcadores

imunol égicos menos variaves.
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CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

A soroprevaléncia encontrada para leishmaniose canina na localidade Vila Nova
e 0 numero de animais sintomaticos detectados sendo maior que o de assintomaticos
mostra que na regido a infeccdo por leishmaniose pode ser antiga. As subclasses de 1gG
ndo tem se saido muito bem como marcadores da infeccdo por leishmaniose pois 0s
relatos de muitos autores mostram resultados contrastantes inclusive com os resultados
encontrados neste trabalho.

A relacdo homem-meio ambiente em areas de ocupacdo no Brasil € um fator
preocupante, uma vez que geralmente sdo areas onde a ocupacdo do meio foi feita com
0 desmatamento indiscriminado, possuem pouca ou nenhuma infra-estrutura, animais
geralmente vivem soltos e sdo criados perto do domicilio, e o0 aporte de novos
moradores vindos das mais diversas regides é constante, com isso Cria-Se 0 cenario para
0 desenvolvimento tanto da leishmaniose como das mais diversas doencas.

Com isso podemos tirar as seguintes conclusdes.

* A locdidade Vila Nova do Municipio de Raposa— MA, possui uma soroprevaléncia
canina relativamente alta para leishmaniose 0 que a torna uma area de risco e caso
medidas de controle da infeccdo canina ndo sgam tomadas a infeccdo podera se
disseminar também para humanos.

e O numero de sintométicos é maior que o de assintomaticos o que pode caracterizar
uma infeccdo antiga e persistente na area.

* Assubclasses de 1gG (1gG1 e 1gG2) neste estudo ndo se caracterizaram como bons
marcadores da evolucdo da infeccdo por leishmaniose.

* A subclasse 1gG2 apresentou correlacdo positiva com 0 maior nimero de sinais

clinicos apresentados pelos caes, mas este resultado deve ser visto com cautela.
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