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RESUMO

O municipio de Raposa (Maranhdo, Brasil) € uma &ea endémica de
leishmaniose visceral humana e canina. Neste municipio, cdes $0 considerados 0
principal reservatorio de Leishmania chagasi. O objetivo deste estudo foi investigar a
concentracd® do DNA parasitéario em diferentes tecidos de cées infectados e sua
asciacd com sinais clinicos de leishmaniose. Iniciamos este estudo com a leta de
sangue de 233 cées para diagnostico sorolégico da infec¢d. Dentre todos os cdes
examinados, 69 apresentaram anticorpos anti-Leishmania no teste ELISA. Destes,
apenas 27 pudkram ser recgpturados e estudados. Os animais foram classficados de
aoordo com avaliacé clinica em assntomaticos (n=10); oligosgntomaticos (n=8) e
polissntomaticos (n=9). A técnica de PCR quantitativa foi desenvolvida e
padronizada para avaliar a oncentracd de DNA parasitario em sangue, medula,
linfonodo, bag e pele. O parasito foi detectado em todas as amostras de linfonodo
analisadas (100%). O tecido com os maiores nivels de DNA parasitario foi o
linfonodo, seguido pelo bag, sangue, medula e pele. Comparando-se os tecidos
analisados, o linfonodo foi 0 tecido com as maiores cargas parasitarias, sem excegéo,
entre animais assntomaticos, oligossntomaticos e polissntométicos. Contrariamente
aoutros estudos, detectamos baixos niveis de DNA parasitéario em amostras de pele. A
PCR quantitativa padronizada neste estudo foi um méodo sensivel, rgpido e
econdmico para detectar e determinar os niveis de DNA parasitario de Leishmania
chagasi. Em cées, o linfonodo é o tecido mais acometido pelo parasito e com maiores
niveis de DNA, podendo ser considerado o sitio ideal para o monitoramento da

|lel shmaniose canina.

Palavras-chave: Leishmania chagasi, lelshmaniose visceral canina, carga parasitéria.



ABSTRACT

The municipal district of Raposa locaed in the State of Maranhdo, Brazil is an
endemic area of human and canine visceral leishmaniasis. Dogs are considered to be
the principal Leishmania chagasi reservoir in this locaion. The objective of this dudy
was to examine the relative levels of parasitic DNA in dfferent tisaues of infected
dogs and their association with clinicd signs of Leishmaniasis. We initiated this gudy
by collecting blood samples from 233 dstinct dogs that were analyzed by means of
serologicd diagnosis. Of all examined dogs, 69 were positive in the anti-Leishmania
ELISA. According to technicd reasons only 27 of the Leishmania infected dogs could
be receptured and studied. The animals were classfied acording to their clinicd
signs in asymptomatics (10 animals), oligosymptomatics (8 animals) and
polysymptomatics (9 animals) groups. A quantitative PCR method was devel oped and
established in order to examine the parasitic load in blood, bone marrow, lymph rode,
spleen and skin. The parasite could be detected in lymph rodes of al animals
analyzed (100%). The tissue with the highest parasiti ¢ load was lymph rodes foll owed
by spleen, blood, bone marrow and skin. Comparing all analyzed tisaues, the lymph
nodes presented the highest levels of parasitic DNA, without exception, regardliess
their symptoms' clasgficaion. Contrary to various other studies, we have detected the
lowest parasitic DNA concentration in skin tisaies. The quantitative PCR assay
established in this gudy was snsitive, fast and inexpensive for qualitative and
guantitative analyses of the Leishmania chagasi DNA. The canine lymph rode is the
most frequently infected tisaue, with greater levels of parasitic DNA, and may be
considered atarget tissue for leishmaniasis monitoring in dogs.

Key-words: Leishmania chagasi, canine visceral leishmaniasis, parasiti ¢ load.
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1INTRODUCAO

A leishmaniose Vvisceral, também conhecida @mo cdazar,
esplenomegalia tropicd, febre dundun € um crescente problema de salide pubicano
Brasil e an outras &reas do continente americano, sendo uma endemia em franca

expansio geografica(MINISTERIO DA SAUDE, 2003.

No Brasil, é causada por um protozoario da familia Trypanosomatidae,
género Leishmania, espécie Leishmania (L.) chagasi Cunha & Chagas, 1937. Seu
ciclo evolutivo € caraderizado por apresentar duas formas, uma anastigata que é
obrigatoriamente parasita intracelular em vertebrados, e outra promastigota, que se
desenvolve no tubo digestivo dos vetores invertebrados e en meios de culturas

artificiais (LEAO, 1997).

Leishmania chagasi é encontrada nas Américas, desde os Estados Unidos
até o norte da Argentina, ocorrendo casos humanos da doenca desde o México até a
Argentina. No Brasil, € uma doenca endémica, mas ocorrem surtos com alguma
freqléncia. Sua transmissio, inicialmente silvestre ou concentrada em pequenas
locdidades rurais, tem sido relatada também em centros urbanos de médio porte, em

areadomiciliar ou peri-domiciliar (MINISTERIO DA SAUDE, 2003.

A leishmaniose visceral pode ser considerada uma zoonose de canideos,
tendo como vetor o flebotomineo Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912
Dependendo das caraderisticas ecologicas da &ea e do tipo de hospedeiro canideo -
silvestre (raposa) ou doméstico (cép) - a doenca pode ser classficada,
epidemiologicamente, como leishmaniose viscera silvestre ou leishmaniose visceral

doméstica ou peridoméstica, respectivamente. Este tipo epidemioldgico ocorre na
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regido Nordeste do Brasil, sendo o céo infectado a principal fonte de infeccéo para o

flebotomineo vetor da doenca (DEANE & DEANE, 1954).

Os cées infectados podem ou néo desenvolver quadro clinico da doenca
(sintométicos e assntomaticos, respectivamente) apés um periodo de tempo
extremamente variavel, de uns poucos meses a varios anos depois da inoculagéd do
parasito (LANOTTE et al., 1979. Snais clinicos (emagrecimento; ericamento e
gueda de pélos; nédulos ou uceragdes - mais freqlientes nos bordos das orelhas;
hemorragias intestinais, paralisia de membros posteriores,; ceratite com cegueira e
caguexia) aparecem progressvamente eapresentam-se como sinais de doencavisceral

e cutanea (LACHAUD et al., 2002D.

O fato de o céo ser considerado 0 maisimportante reservatério urbano de
L. chagas faz da leishmaniose visceral ndo somente um tema dentifico de grande
interese investigativo, mas também um problema de salde pubica anda néo
resolvido (BARROUIN-MELO et al., 2004, pois, no homem, a leishmaniose viscera
também se apresenta ©moO uma doenca oportunista em padentes
imunocomprometidos e HIV-positi vos, especialmente en &reas onde a leishmaniose é

endémica(REALE et al., 1999.

O principal substrato patologico da leishmaniose viscera € a
multiplicac® de amastigatas em células fagocitarias mononucleares de érgaos
internos, tais como, baqo, figado e medula éssa. Em cées, parasitas também séo
encontrados em linfonodos periféricos e pele (OLIVEIRA et al., 1993. O parasito
pode ser isolado de qualquer 6rgdo infectado ou de lesdes. Diferentes testes, tais
como, IFAT (“Indirect Immunofluorescence Antibody Test”), ELISA (“Enzyme-

Linked Immunosorbant Assay”), microscopia direta de tecidos e culturain vitro sdo cs
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mais utilizados para o diagnéstico. Contudo, ensaios de reacé imune dependem das
condicdes gerais de salde do animal. Dese modo, técnicas microbioldgicas,
microscopia direta e culturas permanecem como padrédo de diagnéstico definitivo.
Entretanto, estas técnicas tomam muito tempo e podem falhar quando a caga

parasitéria na anostra é baixa (REALE et al., 1999.

Recentemente, significante progreso no desenvolvimento de novas
técnicas para o diagndstico da leishmaniose visceral tem sido realizado. A PCR
(“Polymerase Chain Readion”), por exemplo, tem sido aplicada cmo um método
para investigar a presencado parasito, assm como para quantificar a caga parasitaria
em padentes infectados. Diversos estudos demonstraram a eficada da técnica de
amplificac® de DNA de Leishmania e sua sensibilidade na detec¢éd deste parasito.
SOLANO-GALLEGO et al. (2001) ao utilizarem dois métodos (PCR e ELISA) para
determinar a prevaléncia da infeccé em caes, obtiveram 63 caes positi vos através do

método molecular, enquanto apenas 26 foram diagnosticados por sorologia.

Além da dta especificidade e sensibilidade, o diagnostico por PCR é
rapido e seguro. A andlise molecular tem permitido mais esclarecimentos bre
aspectos epidemioldgicos da doenca, principalmente an reas endémicas; e vem se
configurando em uma nova perspectiva nas investigagdes bre o0s aspectos evolutivos

dainfeccé em cées.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 LEISHMANIOSE

As Leishmanioses s0 um complexo de doencas causadas por
protozoarios pertencentes ao reino Protista, especificamente ao filo Masthigophora,
gue inclui todos os protozoarios que possiem um ou mais flagelos. As formas da
doenca estéo reladonadas a espécie do parasito e diferem em distribuicdo geogréfica,
hospedeiros, vetores envolvidos, taxas de incidéncia e de mortalidade (LAINSON &

SHAW, 1987, ASHFORD et al., 1992.

A Leishmaniose visceral foi descrita na Grécia em 1835 quando entdo
era denominada “ponos’ ou “hapoplinakon”. Foi na india, en 1869 que recebeu as
denominagdes “kala-jwar” que significafebre negra e “kala-azar” (kala = negra; azar
= pele) em virtude do discreto aumento da pigmentacé da pele durante a evolugéo da
doenca (MARZOCHI et al., 1981). Embora o termo cdazar sga utilizado
indiscriminadamente econsiderado como sindénimo de leishmaniose visceral, somente

o tipo indiano provoca o escurecimento da pele.

O primeiro caso no Brasil foi descrito por MIGONE, em 1913 O
padente @a um imigrante italiano que vivera muitos anos em Santos - Séo Paulo, e
apos vigjar para Mato Gros adoeceu, tendo sido diagnosticada adoencano Paraguai
(ALENCAR, 1977. Foi PENNA, em 1934 um patologista do Instituto Oswaldo
Cruz, quem iniciou os estudos bre a distribuicdo geografica da Leishmaniose
Visceral nas Américas, quando comprovou, parasitologicamente, 41 casos dentre as
40.000 viscerotomias examinadas para febre amarela provenientes de varios estados

do Brasil.
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Apesar de Evandro Chagas, em 1936 ter diagnosticado o primeiro caso
de leishmaniose visceral em vida no Brasil, aaedita-se que en 1934 o Estado do
Maranhdo dbservara 0 seu primeiro caso da doenca, sendo o diagndstico feito por
Madureira-Par&. A migrac@® de outros nordestinos para 0 Maranhdo acdaria
contribuindo paratornélo um novo foco da doengca Em 1967, foram diagnosticados e
notificados cinglenta e trés casos por viscerotomias e dois casos autoctones no
municipio de S&o José de Ribamar, locdizado na llha de S&o Luis. Em 1974 Brandéo
descreveu um novo caso autéctone da doenca Deste periodo até 1981, ndo houve
relato de ocorréncia de leishmaniose visceral no Estado, até que en 1982 Silva e
colaboradores diagnosticaram a doenca em quatro criangas de uma mesma familia
residentes na periferia da caital do Estado, sendo também descritos, no mesmo ano,
trinta e nove casos autoctones, caraderizando o surto epidémico com expansdo da

doencapara outras areas da ilha de S&o Luis (COSTA et al., 1995.

A Leishmaniose Viscera (LV) é uma doenca adénica e debilitante. A
doenca gresenta um cardter consuntivo que leva aum quadro de emagrecimento
progressvo, edema, ateragdes na queda dos cabelos, aém de episddios febris
asociados a hepatoesplenomegalia grave, anemia, podendo ocorrer manifestagdes
intestinais e fendmenos hemorragicos (MARZOCHI et al., 1981). A relac® entre o
estabelecimento da doenca e o estado de desnutricéo dos infectados € conhecida
(HARISSON et al., 1986 PEARSON et al., 1992, bem como com o estado de
imunosaupressio decorrente da Sindrome da Imunodeficiéncia Adqgurida (AIDS) ede
outras patologias (BADARO et al., 1986 ALTES et al., 1991 GRADONI et al.,

1993.
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2.2 AGENTE ETIOLOGICO

O agente dioldgico da leishmaniose visceral € um protozoario da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Este parasita apresenta
ciclo de vida heteroxénico, com dois estagios distintos. um flagelar movel,
promastigota, que vive extracelularmente no aparelho digestivo de flebotomineos; e
um estdgio amastigota imével, que reside dentro de maadfagos de vertebrados

(GRIMALDI & TESH, 1993.

A ordem Kinetoplastida é caaderizada pela presenca de uma
mitocdndria incomum, denominada dnetoplasto, rica em DNA que se encontra na
forma de milhares de circulos entrelacalos, formando o DNA cinetoplasto (KDNA).
No ¢énero Leishmania estes circulos compreendem dois componentes. 0s
minicirculos e os maxicirculos. Estes Ultimos € excontram em pouca quantidade, sdo
pouco heterogéneos, variam de tamanho (20 a 40kb), sGo em nimero de 30 a 50
copias e neles estéo presentes genes que codifican RNA ribossomal. Por outro lado,
0s minicirculos s80 encontrados em grande quantidade, cerca de 10.000 cOpias por
célula, sGo mais heterogéneos, tém aproximadamente de 1 a 2kb de tamanho e sua
funcdo genética parece estar reladonada a odificacd® de RNASs guias, que controlam
a especificidade de alicdo do RNA. (BARKER et al., 1986 BOZZA et al., 1995

BREWSTER et al., 1998.

Os minicirculos contém uma regido conservada de no minimo 120ph
gue pode ser evidenciada em diferentes espécies de Leishmania, enquanto as regides
restantes variam entre as espécies. Sabe-se atualmente que, no kDNA de Leishmania
(L.) chagasi (sinonimiaL. infantum), as sqiéncias dos minicirculos apresentam uma

regido variavel de cercade 600pbe uma regido constante de aproximadamente 200pb
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conservada entre as espécies do Velho e Novo Mundo (BARKER et al., 1986

BOZZA et al., 1995 BREWSTER et al., 1998

No género Leishmania encontram-se aproximadamente 30 especies, das
quais cerca de 20 causam doencas em humanos (ASHFORD, 2000. Segundo
LAINSON & SHAW (1987, as espécies de Leishmania nas Américas pertencem a
dois subgéneros, de acmrdo com seu desenvolvimento no vetor: Viannia (aderem-se
pelo flagelo as paredes do piloro e ileo) e Leishmania (apresentam desenvolvimento
limitado ao estbmago do vetor), os quais £ subdvidem em varias espécies, sendo
Leishmania (Leishmania) chagass Cunha & Chagas, 1937 a espécie reladonada a

lei shmaniose visceral no Brasil.

De maneira gera, 0 protozo&io Leishmania poswui um Unico
cinetoplasto, o qual é utilizado para diferenciar morfologicamente as espécies entre s
através das variagdes no seu tamanho, didmetro e posicép. As espécies podem ainda
ser distinguidas por caraderisticas rologicas, bioquimicas e moleculares.
(GRIMALDI & TESH, 1993 FERNANDES et al., 1994). Taxonomicamente, a
posicéo sisteméticada espécie Leishmania chagas propostapor LEVINE et al. (1980
€ Reino Protista (Haekel, 1886); Subreino Protozoa (Goldfuss 1817); Filo
Sarcomastigophora (Honiberg & Balamuth, 1963; Subfilo Mastigophora (Diesing,
1866); Classe Zoomastigophora (Calkins, 1909; Ordem Kinetoplastida (VickKerman,
1976; Subordem Trypanosomatina (Kent, 1880; Familia Trypanosomatidae
(Grobben, 1905; Género Leishmania (Ross 1903; Subgénero Leishmania
(Saf’ Janova, 1982); Espécie Leishmania (Leishmania) chagasi (Cunha & Chagas,

1937
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2.3CICLOBIOLOGICO

No ciclo bioldgico da leishmaniose, o parasito circula entre hospedeiros
animais na natureza, sendo transmitido através da picada do flebotomineo infectado.
Somente fémeas adultas agem como vetores por serem hematéfagas e antropofilicas

(MINISTERIO DA SAUDE, 2003.

Apbs um periodo de quatro a sete dias apOs o repasto infectante de
formas amastigotas de Leishmania pelo vetor, estas s transformam em promastigotas
e migram para & partes anteriores do tubo digestivo do inseto, atingindo a probdscide
(aparelho picador-sugador). Ao pica um vertebrado, ha inoculacd® das formas
promastigotas juntamente com a saliva do vetor, as quais s fagocitadas por
maao6fagaos. Posteriormente, promastigotas internalizam o flagelo e sdo transformadas
em amastigotas nos vaalolos intradtoplasmaticos onde se replicam por diviséo
bindria. Os maadfagos, repletos de formas amastigotas, ficam desvitalizados e
rompem-se liberando essas formas, que seréo, num proces continuo, fagocitadas por

novas maaéfagos (ASHFORD, 2000.

Apo6s a fagocitose, os maaodfagos o drenados via linfatica para
linfonodos regionais com conseqiente disseminagcé para outros 6rgaos. O sistema
hemolinfético € o inicialmente acometido, porém como dois tipos de resposta imune
estdo envolvidos, as lesdes mais exuberantes estardo presentes em animais suscetiveis,
enguanto naquel es chamados resi stentes, as alteragdes patol 0gicas podem ser discretas

maaoscopi camente ou até mesmo imperceptivels. (CARDOSO & CABRAL, 1998.

Foi proposto que a resisténcia adoenca estaria asciada aativacé® da
resposta Thl mediada por células CD4+ e producéo de interferon gama, fator de
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necrose tumoral e interleucinas (IL) IL-2 e IL-12. A suscetibilidade, por sua vez
estaria reladonada adoenca progressva e enwvolveria aativaca da resposta Th2 com
aexpansdo e proliferacd de clulas B e producéo de IL-4, IL-5 e lL-10. Essaresposta
humoral é responsavel pelo aumento dos niveis sricos de imunoglobulinas,
contribuindo para aformac& de imunocomplexos, os quais ndo conferem efeito
protetor (KEMP et al., 1996 KHARAZMI et al., 1996 NABORS & FARRELL,

1996.

Embora nas infecgdes causadas por agentes intracelulares uma resposta
imune desviada para o pélo Th2 sgja maléfica, porque aumenta asuscetibilidade as
infecgbes e permite a multiplicac@® e disse&minacd do parasito, o conceito de que
uma resposta Thl sga protetora deve ser visto com reserva, pois uma duacd®
equilibrada do sistema imunologico € muito importante para a ©ntencé do parasita
sem destruicéo tecidual, fazendo com que, embora possa wntinuar presente, o agente
infectante ndo cause doenca (MACHADO et al., 2004). Fatores imunogenéticos que
determinam a suscetibilidade ou resisténcia dos animais a infec¢é ainda ndo estdo
totalmente ducidados, de modo que a progressio da doenca gresenta uma

heterogenel dade de respostas.

Trabalhos recentes bre resposta imune (celular e humoral) e
manifestacd clinica da doenca em cdes naturalmente infectados em uma &ea
endémicano Estado do Maranhdo indicam que a progressio da doencaesta associada
a dtos niveis de 6xido nitrico e de interferon gama, e a baixos niveis de fator de
necrose tumoral afa, os quais podem estar reladonados ao mecanismo que awolve a
imunosaupressio nos animais e diminui¢éo da respostainflamatéria essociada a fator

de necrose tumoral, contribuindo para a proliferac® do parasito (SILVA, 2006 e
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ALMEIDA (2006 sugere que os niveis sxicos de anticorpos 1gG2 podem ser

relad onados a progressio clinicada doencaem cées.

No homem, a manifestac@® clinica da leishmaniose resulta de um
desequilibrio na relac@® parasita-hospedeiro, estando intimamente reladonada abs
mecanismos de resposta imune deste Ultimo. Por outro lado, nos reservatérios
silvestres, parece haver uma reativa “adaptac@® imunologica”, traduzindo-se
geralmente an doenca aitolimitada ou inaparente. Muitas formas de lei shmaniose séo
consideradas zoondticas, nas quais animais slvestres e domésticos s8o reconhecidos
como reservatérios, sendo o homem considerado um hospedeiro secundério e

addental (DESJEUX, 1996,

A ocorréncia das espécies de Leishmania é normamente limitada a
distribuicéo do vetor que, por sua vez, é limitada geograficamente. Nas Américas, 0
protozoario pode ser transmitido pela picada de fémeas de vérias espécies de
flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominag) do @énero Lutzomyia
(ASHFORD, 2000. No Brasil, o vetor responsavel pelatransmissio de L. chagas é o

flebotomineo Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912

Entre os flebétomos encontrados na ilha de Sdo Luis (Maranhdo)
destacan-se Lu. longipalpis, Lu. whitmani, Lu. wellcomei, Lu. flaviscutellata e Lu.
umbratilis. Lutzomyia longipalpis € a mais freqlente das espécies encontradas no
ambiente domiciliar e talveza melhor adaptada a convivio com o homem e animais
domésticos. Esta espécie se encontra distribuida em quase toda allha, inclusive nas
zonas periféricas dos aglomerados urbanos e fazendo com que a leishmaniose visceral

asuma um caréter urbano (REBELO et al., 1999.
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2.4 RESERVATORIOS

Algumas espécies de mamiferos slvestres (marsupiais, canideos
silvestres) e domésticos (canideos domésticos) podem ser fontes de infeccéo e de

manutencéo da doencaem areas endémicas.

Marsupiais $0 encontrados infectados por vérias espécies de
protozoarios flagelados, sendo que os géneros Trypanosoma e Leishmania séo os mais
relevantes em Salde Publica (SHERLOCK et al., 1984 TRAVI et al., 1994. A
espécie Didelphis marsupialis (Marsupialia, Didelphidae) costuma ser encontrada em
florestas alteradas pela ac@ antropica sendo vista cm freqiéncia nos quintais das
residéncias stuadas nas bordas das matas, visitando galinheiros e am latas de lixo em
busca de alimento. Apresenta habitos crepusculares e noturnos. Esconde-se en ocos
de &rvores onde passa 0 dia dormindo. Seu comportamento sinantrépico e o reduzido
poder de deslocamento (em torno de 2,5 Km) torna posdgvel o compartilhamento dos

vetores e parasitas com 0 homem eo céo (TRAVI et al., 1994.

Leishmania (L.) chagas tem a cgaddade de infectar e produzir doenca
em canideos sam eles domésticos ou silvestres. DEANE & DEANE (19549
demonstraram essa cgpaddade ao encontrarem parasitas em cées (Canis familiaris) e
em raposas da espécie Lycalopex vetulus (Carnivora, Canidae), tanto sadios como

doentes.

De acmrdo com MARZOCHI et al. (1985, LAVERAN, em 1917 ja
distinguia duas formas na evolucdo do caazar canino: uma forma ajuda, levando o
animal ao bito em poucos meses e outra forma latente, com durac@® aproximada de

dois anos, podendo evoluir para a wra. LANOTTE et al. (1979 realizando estudos
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imunoclinicos em cdes de uma &ea endémica para L. infantum, também observaram
gue a doenca se manifestava de duas formas: a primeira (patente) que se caaderizava
por animais com sintomatologia viscero-cutanea e ata taxa de anticorpos. A segunda
forma (latente), quando os animais Ndo apresentavam sintomas e a taxa de anticorpos
era baixa. Este ultimo tipo de manifestacé ainda poderia gresentar dois desfechos
distintos. a conversdo do perfil assntomatico em doenca ou a evolucéo para a wra

espontanea.

A forma patente manifesta-se através de uma dinicabastante semelhante
a humana, com febre irregular, anemia e emagrecimento progressvo chegando, na
fase terminal, a uma cajuexia intensa. Os s$nais mais evidentes estdo relad onados ao
emagrecimento e as dteragdes cutaneas. perda de pélos (alopecia) focd ou
generalizada, pequenas lesdes crostosas, descamacd ou dermatite que acompanham a
alopecia e alongamento das unhas (onigrifose) (MARZOCHI et al., 1985. Segundo
HOMMEL (1978 apud MARZOCHI et al., 1985, a dopecia é eplicada pela ac@®
do parasito no foliculo piloso ou devido a um distrbio do metabolismo do &ddo
pantoténico, decorrente da lesdo hepatica, ou ainda, pela deposicio dos
imunocomplexos existentes na membrana basal da pele, induzindo um proces auto-

imune desencadeador da perda de péos.

O aongamento das unhas costuma ser explicado pelo estimulo da matriz
ungueal pelo parasito. Além dis, o0 estado de apatia em que 0 animal permanece

durante a doencadificulta o desgaste natural das unhes.

A hepatoesplenomegalia e a alenopatia generalizada sdo conseqlientes
do acometimento do sistema fagocitario mononuclear (SFM). De acordo com ADLER

(1964 apud MARZOCHI et al., 1985, o emagrecimento é atribuido ao desequilibrio
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protéico, que levaria auma intensa dbumindria. CATARSINI (1981, no entanto,

explicaeste fendbmeno pelo comprometimento da mucosa digestiva do animal.

2.5 EPIDEMIOLOGIA

Casos de leishmaniose visceral tém sido notificados em 19 dos 26
Estados da Federac®, e no Distrito Federal, atingindo quatro das cinco regides
brasileiras. De acordo com dados preliminares dos casos confirmados no ano de 2005
a maioria deles tem sido registrada no Nordeste (55,5%), seguido pela regido Sudeste
(21,5%), regido Norte (16%), e, finalmente, a regido Centro-Oeste (7%). Todos 0s
estados que compdem a regido Nordeste tém casos confirmados desde 1982 sendo
gue o Maranhdo apresenta-se como o Estado com maior nimero de casos desde 0 ano
de 2002 Outros Estados do nordeste com elevado numero de casos $i0 Bahia, Ceard e

Piaui (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Leishmania chagasi é encontrada nas Américas desde os Estados Unidos
da América dé o norte da Argentina, ocorrendo casos humanos da doenca desde o
Meéxico até a Argentina. No Brasil, é uma doenga endémica, mas ocorrem surtos com
aguma freqiéncia. Sua transmissio, inicialmente silvestre ou concentrada em
pequenas locdidades rurais, ja ocorre em centros urbanos de médio porte, em area
domiciliar ou peridomiciliar (MINISTERIO DA SAUDE, 2003. Os surtos da doenca
sdo decorrentes de resposta imune precaria por parte dos hospedeiros (GRIMALDI &
TESH, 1993 ou de situagdes eco-epidemioldgicas que favorecam o aumento da

quantidade de vetores infectados (TESH, 1995.
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Segundo a Organizacd® Munda de Salde (OMSWHO, 2002, a
leishmaniose é edémicaem 88 paises nos cinco continentes e estima-se que 500 mil
pesas estejam infectadas. Sua distribuicdo geograficaé limitada pela distribuicdo do
vetor e sua suscetibilidade a dimas frios, com melhor adaptacé@® a dima tropicd e

subtropicd (DESJEUX, 1996).

A prevaéncia da leishmaniose no mundo € baseada em notificac® e
puldicac® de casos. No Brasil, apesar de ser considerada doenca de notificac®
compulsdria, por vezes é negligenciada e dados oficiais 0 gossiramente

subestimados.

A transmissio da Leishmania, durante as décadas de 30 e 40 ro Brasil,
estava mais asciada a entrada do hospedeiro humano em areas slvestres, em
decorréncia do desmatamento para novas frentes de agricultura e construcéo de
estradas. Entretanto, tem havido mudangas no comportamento epidemioldgico da
leishmaniose visceral. A doencatem sido registrada em periferias de grandes centros,
apresentando ciclo de transmissio envolvendo flebotomineos de hébitos domiciliares
e peridomiciliares, assm como reservatorios domésticos, principamente cées

(MINISTERIO DA SAUDE, 2003.

2.6 DIAGNOSTICO

O diagnostico da leishmaniose viscera éfeito através de uma ssociac®
entre dados clinicos e epidemiologicos combinados com pelo menos um teste
diagnéstico laboratorial. Para o diagnostico podem ser utilizados testes parasitol 6gicos

(microscopia direta); sorologico (ELISA “Enzyme-Linked Immunosorbant Assay” ou
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IFAT “Indirect Immunofluorescence Antibody Test”) e testes por biologia molecular

(PCR “Polymerase Chain Readion”) (REALE et al., 1999.

O teste parasitolégico por microscopia @nsiste na observacd® do
material coletado em |aminas e identificac@® de amastigotas dentro de maaofages. A
sensibilidade e apecificidade dos testes soroldgicos dependem do tipo, fonte epureza
do antigeno empregado, reprodutibilidade e complexidade das técnicas. Além disso,
0s antigenos de Leishmania apresentam epitopos que podem apresentar reacdd
cruzada @m outros microorganismos, como Trypanosoma, Mycobacterium,
Plasmodium e Schistosoma (KAR, 1995. Para o diagnéstico molecular, técnicas
baseadas em andlise de DNA estdo sendo cada vez mais utilizadas. A PCR é
considerada um método sensivel na deteccdo de Leishmania, independente da

escas®zde parasitas no material amostrado (STRAUSSAYALI et al., 2004).

Os minicirculos de kDNA, por estarem presentes em multiplas copias no
cinetoplasto e por suas regides conservadas e variadas, tém sido utilizados em técnicas
moleculares para diagnéstico de infecgbes causadas por Leishmania. Primers
desenhados para anplificar tais sqiéncias fornecem alta sensibilidade ediagndstico

rapido parainfec¢é por este parasita(SMYTH et al., 1992).

Atualmente, tem sido redlizada andlise quantitativa dos produtos de
amplificac® de seqiiéncias do DNA do parasito em amostras de padentes afim de se
determinar 0 nivel de parasitemia (MARY et al., 2004). Esta andlise permite
determinar o quanto de DNA foi amplificado em comparac@® a uma anostra padréo.
Este padréo pode ser um simples controle de amplificaca® (PCR semiquantitativa), ou
uma seqiéncia de DNA exdgeno introduzido na reaca® em quantidades conhecidas e
cuja seqiéncia também é amplificada pelos primers da seqiéncia-alvo, com a
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diferenca de produzir um tamanho de bandas diferente — PCR quantitativo

competitivo (VIEIRA, 2006.

As técnicas quantitativas partem do principio de que a seqiiéncia usada
como controle da amplificac® deve ser amplificada nas mesmas condicdes da
seqiéncia-alvo, podendo ser utilizada como parametro de quantificac@® dos produtos
da PCR. Apoés a detroforese, o gel é registrado eletronicamente (por scanner ou
fotografia digital), e as bandas s80 analisadas por programas de densitometria Gtica

(VIEIRA, 2006

3A QUESTAO

Estudos de prevaléncia usando PCR demonstraram que a proporcéao de
cédes transmisores assntomaticos (ou sga, cdes infectados e assntométicos capazes
de infectar mosquitos) em uma populacd® canina € subestimada se métodos de
deteccd ndo-moleculares 0 utilizados (LACHAUD et al., 2002h. O
desenvolvimento da técnica de PCR tem fornecido relevante aces tanto para o
diagnostico de leishmanioses quanto para adeterminacd® de espécies envolvidas na
infeccd (MATHIS & DEPLAZES, 1995 REALE et al., 1999 REITHINGER et al.,

200Q 2002 2003 SOLANO-GALLEGO et al., 2001, SUNDAR & RAI, 2002.

O diagndstico molecular independe do estado imune, sendo um teste
direto que investiga apresenca do DNA do parasito na amostra. Tem sido proposto
gue este método € seguro e que pode ser empregado para diagndstico precoce e
prevenir a disseminacd® da infeccd. Além dis, pode ser posdve usé-lo em estudos
epidemioldgicos com finalidade de determinar a real prevaléncia em areas em que a

doencanéo tem sido controlada (REALE et al., 1999.
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O municipio de Raposa (Maranh&o, Brasil) dista 28 Km do municipio de
SH0 Luis, capital do Estado do Maranh&o, e apresenta uma &ea territorial de 64 Km?,
com uma populag® humana estimada em 20.698 labitantes (IBGE, 20095
distribuidos em 42 locdidades. Uma delas, Vila Nova, é uma das mais antigas do
municipio e agrega varios fatores que favorecem a manutencéo da doenca, o que de
fato tem acontecido como mostram os dados de infecgéo humana (CALDAS et al.,
200)) e canina (GARCIA, 2004). No periodo de 1997 a 2005 foram registrados no

municipio 159 casos, sendo 49 destes correspondentes a Vila Nova (SOARES, 2006.

Neste municipio, cdes s80 considerados o principa reservatério da
leishmaniose, onde também se observa um mosaico no perfil ambiental, com areas de
vegetac® de transicép e area urbana, além da presenca do vetor, favorecendo a
manutencéd da doenca Diante da necessdade de mais esclarecimentos bre a
dinémica da doenca em cées naturalmente infectados e seu papel na manutencéo da
doenca, investigou-se a caga parasitaria por andlise de DNA em diferentes tecidos de

cées Dropositi vos para leishmaniose esua asociagé® com a fase clinicada doenga

4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avdliar a ssciacd entre a caga parasitariade L. chagasi em diferentes

tecidos de cées naturalmente infectados e a manifestacé clinicada doenca
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4.2 ESPECIFICO

Detectar 0 protozoario Leishmania (L.) chagasi e determinar a caga
parasitaria aravés da técnica de PCR quantitativa em cinco tecidos de cées

naturalmente infectados;

Comparar a caga parasitaria de Leishmania (L.) chagasi nas diferentes

amostras de tecidos de caes infectados;

Comparar a caga parasitaria das amostras de tecidos dos cées de acordo

com afase clinicadainfecgéo.

5MATERIAL E METODOS

5.1 Area

O municipio de Raposa esta situado na ilha de Sdo Luis, na zona do
Golféao Maranhense, norte do estado do Maranh&o. Limita-se ao norte ea oeste com o
Oceano Atlantico e ao sul e a leste com o municipio de Pago do Lumiar (Figura 1).
Segundo a dasdficac® de Kdppen, o clima é tropicad e chuvoso (tipo Aw’). A
temperatura média anual € de 28°C e o regime das chuvas é caraderizado pela divisao
do ano em dois grandes periodos bem distintos: o periodo chuvoso (janeiro ajunho) e
0 periodo seco (julho a dezembro) apresentando precipitacd pluviométrica média
anual de 1.600mm e umidade relativa do ar entre 60 a 80%. A altitude média é de 5m
nas partes mais baixas e 15m nas duras e nas proximidades dos corregos e vales,
embora grande parte encontre-se submersa em &gua salgada. A hidrografia do

municipio é constituida por praias, lagos e pequenos rios, como orio Pimenta. Dentre
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as praias destacan-se Aracai, Raposa, Carimd, Curupu e Belizario. A cobertura
vegetal encontra-se bastante modificada, predominantemente constituida por cgpoeiras
(floresta secundéria) e fisionomicamente ainda é marcada pela presenga de babagquais

e manguezis (AB’'SABER, 1986 IBAMA, 1991, DIASet al, 2003.

5.2 Desenho do estudo

Foi realizado, de fevereiro a airil de 2005 censo dos cées domiciliados
na locdidade de Vila Nova, através de entrevistas domiciliares, sendo identificados
233 animais. ApoOs esclarecimento e assnatura do termo de consentimento, o
proprietério respondeu a um breve questionario com dados bre sexo, idade, grau de
confinamento e tipo de alimentac@ do cdo, presenca de outros animais domésticos,
além da observaca de ectoparasitismo (anexo 1). Foi realizada, neste periodo, coleta
de sangue desses animais para sorodiagnéstico, que revelou 69(29,6%) caes positivos
para leishmaniose (ALMEIDA, 2006. O Centro de Controle de Zoonoses de Sdo Luis
realizou, entdo, busca diva para recolhimento dos animais infectados, sendo vinte e
sete cdes foram reencontrados, recolhidos e incluidos neste estudo apds consentimento

dos sus proprietarios.
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Figura 1. Areade estudo: A- Mapa da locdizac® geogréfica do municipio de Raposa; B-
Imagem aé&eado municipio de RaposaMA. Em destaque locdidade de Vila Nova erodovia
MA-203(linha anarela). Fonte adaptada: Software Goode Earth/20061n: SOARES, 2006
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5.2.1 Caracterizacao dos caes

Dentre os 233 cédes domiciliados em Vila Nova, 123 eram mados
(52,8%) e 110 fémeas (47,2%). A maioria desses cées (94,4%) era sem racadefinida
(SRD); raca como Poodle, Pequinés, Fila e Pastor Alem&o corresponderam juntos a
5,6% dos cées. Dos 69 animais positivos por sorologia, 40 eram mados (58%) e 29
fémeas (42%). Dentre os ropositivos, aqueles sem racadefinida arresponderam a
97,1% do total. Em relacé a idade, o maior percentual de animais nado-infectados
(n=164) correspondia a cé&s jovens com faixa etéria entre 0 a 2 anos. Entre os
soropositivos, 0 maior percentual estava entre cdes na faixa etaria entre 2 e 4 anos. A
maioria dos 233 cdes amostrados (78%) convivia mm outros animais, sendo cs mais
citados. gato, galinha e cd. Mais da metade dos 233 cées (55,4%) apresentava

ectoparasitos no corpo e @am criados confinados na &ea peridomiciliar (59,6%).

5.3 Avaliacdo Clinica

Os 27 cées recolhidos foram clinicamente classficados em trés fases
distintas, de acordo com os crité&rios propostos por MANCIANTI et al. (1988,
MOLINA et al. (1994 e também aqueles que sdo adotados no manual de vigilanciae
controle da leishmaniose visceral do MINISTERIO DA SAUDE (2003:
“asgntomatico”, sem sinal clinico da doenca “oligossntomatico”, com até dois snais

clinicos; “polissntomatico”, com trés ou mais snais clinicos sugestivos da doenca
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5.4 Amostras dos tedados

Apos avaliac@ clinica, os cées foram pré-anestesiados com Cloridrato de
xilasina (Kensol®), para mleta das amostras. O sangue (5ml) foi coletado da veia
tibial dorsal com auxilio de um escdpe e transferido para tubos vaautainer com
EDTA. Apds a mleta deste tecido, seguiu-se a eutanasia dos cées, de acordo com o
recomendado pela Resolucdo n° 7142002 @ Consedho Federa de Medicina
Veterinaria, para entdo prosseguir a oleta das amostras de pele, medula éssea, bago e
linfonodo popliteo. Previamente a wleta de todos os tecidos, foi realizada assepsia
(com &gua, sabdo e danol 70%) das éreas de coleta e incisdo, incluindo raspagem dos
pélos. Cada c@® foi amostrado com diferentes instrumentos a fim de evitar

contami naca entre suas amostras, bem como entre as amostras de outros caes.

Amostras de medula (0,5 — 1,0mL) foram obtidas através do aspirado do
esterno, usando-se seringas de 20mL, transferidas para tubos vaautainer com EDTA e
estocadas a -20°C. Amostras de pele saudavel da orelha foram obtidas com o auxilio
de “punch” para biopsia, com diametro de 5 mm e imediatamente acondicionadas e
estocadas, conforme LACHAUD et al. (2002). Bag e linfonodo foram removidos
completamente e acondicionados em frascos estéreis contendo solugép de soro

fisiolégico com penicilina e estreptomicina.

5.4.1 Extracdo de DNA das amostras

Sangue: as amostras (n=27) foram transferidas para tubos tipo Falcon
(15mL), resauspendidas em solucéo salina (NaCl 0,9%) e centrifugadas por 10min a

2500pm. O pellet foi lavado por trés vezes consecutivas com solucéo de lise de
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hemadas (Sacaose 5mM; TrissHCI 10mM [pH 7,5]; MgCl, 5mM; triton X-100 %)
com centrifugacd® por 10min a 2500pm e lavado uma vez com solugcéo de lise
nuclear (Tris 10mM; EDTA [pH 8,0]; NaCl 10mM) e posteriormente incubado
overnight a 37°C com proteinase K (10mg/mL). A seguir, procesou-se a extracéd

com o método de fenol-cloroformio, segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001).

Medula 6ssea, baq e linfonodo popliteo: a extrac@® do DNA desses

tecidos foi redlizada utilizando-se 0 Wizard® Genomic DNA Purificaion Kit
(Promega), seguindo-se o protocolo do fabricante. Amostras de bag e linfonodo
foram previamente trituradas parafadlitar o process de extrac@®. O total de amostras
desses tecidos disponivels para aextracd foi varidvel (medula, n=26; bag, n=23,

linfonodo, n=15).

Pele: as amostras (n=27) foram previamente picotadas com laminas
descatéveis e transferidas para tubos eppendorf (1,5mL). Foram adicionados 430uL
de TLN (NaCl 400mM; Tris-HCl 25mM [pH=8,0]; EDTA 50mM [pH=8,0]), 30uL de
proteinase K (10mg/mL) e 40ul de Sulfato duodecil de sddio (SDS) 10%. Os tubos
foram encubados em banho-maria a55°C overnight, quando foram resfriados em gelo.
Em seguida, foram adicionados 500ul de fenol, 250uL de Tris-HCI (pH=8,0) e 250uL
de cloroférmio. As amostras foram centrifugadas a 10000pm por 10min e, em
seguida, resfriadas em gelo. Foram transferidos 700uL do sobrenadante para outro
tubo, completando-se 0 vdume para 1,5mL com etanol absoluto. Os tubos foram
mantidos por 24ha -20°C para precipitacé@ do pellet e centrifugado a 15000pm por
10min. O pellet foi lavado com etanol 75% e centrifugado mais umaveza 1500Gpm
por 10min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi deixado secar a temperatura
ambiente eposteriormente ressuspenso em 50uL de &gua ultrapura. O DNA extraido
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de todas as amostras foi mensurado por densidade Optica a 260rmm utilizando

espectrofotébmetro (Ultrospec 1100p0, Amersham Bioscienses).

5.5 Extracdo de DNA de cga de L. chagas (controle positivo)

Foram coletados 5mL da ailtura da apa de L. chagas
(MHOM/BR2000MER?2), aos quais foram aaescentados 7mL de solucéo salina
(NaCl 0,9%). A suspensdo foi centrifugada a 3500pm por 5min, sendo o
sobrenadante descartado. O pellet extraido foi deixado secar atemperatura anbiente e

depois foi ressuspendido em 50uL de &gua ultrapura.

Para cdcular o numero de parasitas no controle postivo, foram

estimados 2,1x10’ parasitas em 1mL da ailtura de L. chagasi. Portanto, em 5mL da

cultura, havia groximadamente 1,05x108 parasitas. A extrac@® do DNA foi feita a
partir desee nimero de parasitas, sendo dbtido 620rg de DNA. A absorbancia foi
medida em espectrofotdbmetro GeneQuant Pro (Pharmada Biotech) a260rm e 280mm.
Este resultado serviu como base para o cdculo do nimero de parasitas nas aliquotas

das dilui¢des do controle.

5.6 Testes de sensibili dade ede inibicéao

A senshbilidade da PCR quantitativa foi avaliada realizando-se
amplificac® do DNA da aepadelL. chagas em diluicdes sriais decimais de 100000
al parasita. Foi realizado oteste de inibi¢éo dareacd pelo DNA gendmico do animal

parasitado, aaescentando-se 50ng de DNA de sangue de céo saudavel e negativo para
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leishmaniose visceral, a cala reac@ com diluicdes sriais do controle positivo (DNA

da apa).

5.7 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Oligonucleotideos especificos, primers RV1 e RV2 (LACHAUD et al.,
20023, b), foram utilizados para anplificac® da regido conservada do minicirculo do
cinetoplasto. A PCR foi condwida em uma mistura de reag@ com volume final de
20uL que continha: Tampéo (10x); 1,5mM de MgCl,. 200mM de cada nucleotideo;
1U Taq polimerase (Invitrogen); 5pmol (10uM) de cada primer; 1uL (50ng) de DNA
da amostra e agua. Os ciclos para anplificac@® foram de: desnaturacé inicial a 95°C
por 5min; 34 ciclos a 94°C por 30s, 59°C por 30s, 72°C por 30s; e extensdo final a
72°C por 10min. Controles positivos contendo DNA de L. chagasi e controles

negativos (agua) foram incluidos em cada reac.

Os produtos da anplificac@® foram analisados por eletroforese an gel de
agarose 1,5% contendo brometo de didio (10mg/mL) e visualizados b luz
ultravioleta. As amostras foram consideradas positivas para L. chagas ao se detectar a

amplificac® do produto de 145pb(Figura 2).

O gd foi registrado eletronicamente por sistema de fotodocumentacé e
as bandas foram analisadas através do programa de densitometria ética Imagel
Copyright© 2006 (Sun Microsystems, Inc.). Trata-se de um programa de cddigo

aberto (http://rsb.info.nih.goviij/) que analisa a densitometria das bandas obtidas,
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gerando uma airva, Cujos picos representam as regides de maior densidade 6tica, 0s
guais so transformados, através de ejuagdes integrais, em valores numericos.

Para & analises quantitativas, todas as amostras foram processadas em
dupicdaa e os valores obtidos foram registrados como média dagqueles obtidos em
cada ensaio. Utilizou-se para cala amostra processada, 10pmol de GAPDH (sense —

CTGCACCACCCACTGCTTAGC; antisense — CAGTGAGCTTCCCGTTCAGC) como

controle interno da reagé.

600 pb—

Figura 2. Gel de agarose a1,5% mostrando produto de KDNA de L. chagasi com 145 (b

(colunas 1 a 6) e marcador de peso moleaular (M) de 100 pb

5.8 Calculo da carga parasitaria em amostras de teddos

O cdculo (anexo 2) para determinacd da caga parasitériade L. chagas

foi realizado segundo 0 método proposto por MARIN et al (2002 com modificages,
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com base na mmparac¢é da densidade optica(D.0.) da banda do produto amplificado

da anostrano gel de agarose com as bandas das dilui¢bes da cgpa (controle positivo).

Foi cdculado primeiramente o intervalo entre as densidades das bandas
do controle (mais diluido e mais concentrado). Em seguida, foi cdculado ointervalo
entre a banda da anostra e a banda do controle mais diluido. Ent&o, por regra de trés
simples, foi determinada apropor¢éo correspondente a posicéo da banda da anostra
no intervalo entre a banda do controle mais concentrada e a mais diluida. Foi
cdculado ologaritmo do nimero de parasitas nas densidades épticas correspondentes
a cala diluicé. Ao logaritmo do nimero de parasitas na diquota mais diluida, foi
somado o valor que corresponde ao percentual da diferenca entre a anostra e a
aliquota mais diluida. Também, ao logaritmo do nimero de parasitas na diquota mais
concentrada, foi subtraido o valor que corresponde ao percentual da diferencaentre a
amostra e a diquota mais concentrada. O antilogaritmo dos resultados encontrados
corresponde, pois, a caga parasitéria da anostra, expressa mmo numero de parasitas

por microlitro de DNA da anostra.

5.9 Andlise estatistica

Para a adlise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 3.0
(GraphPad Software Inc.). Foi realizada a aalise de varidncia ANOVA one-way para
comparac® dos vaores de parastismo entre 0s grupos (assntomatico,
oligosgntomético e polissntomatico) para calatecido. Foi utilizada a orrelagdo r de
Pearson para avaliar a &sociacé entre sinais clinicos da doencae a caga parasitaria
em cada tecido. Em todas as analises, os resultados foram considerados sgnificativos

paravalores de p < 0,05.
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6 RESULT ADOS

6.1 Avaliacao clinica e diagnéstico moleaular

Do total dos cds <ropositivos (n=27) recolhidos pelo Centro de
Controle de Zoonoses, apenas um apresentava racadefinida (poodle). Em relacé ao
sexo, a anostraficou eqgitativamente dividida, sendo 13 macdhos e 14 fémeas. A idade
dos animais variou de 8 meses a 9 anos, estando a maioria (n=15) concentrada na

faixa etariaentre 2 e 4 anos.

De amrdo com a avaliaca clinica dez cédes foram classficados como
assntomdticos (AS); oito como digossntomaticos (OS) e nove como
polissntomaticos (PS. A presencade DNA do parasito foi detectada em todos os 27
cées, em pelo menos um tecido amostrado. Os resultados do diagnostico molecular
nos diferentes tecidos foram comparados na Figura 3, onde se observa que o linfonodo
(L) foi o tecido que apresentou a porcentagem maxima de positividade, seguido por

bag (B), sangue (S), medula (M) e pele (P).
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Figura 3. Percentual de positividade para DNA de Leishmania em cinco diferentes teados

anali sados em caes com diagndstico sorol 6gico de leishmaniose visceral .

Comparando-se os resultados de positividade nos diferentes tecidos de
aoordo com a dassficac® clinica observa-se na Tabelal que: (i) o maior percentual
de positividade no sangue ocorreu em caes polissntomaticos, o que também pode ser
observado para medula; (ii) bago apresentou a segunda maior taxa de positividade
tanto em cds assntomaticos quanto em cés oligossntomaéticos, acangando
positividade maxima entre cées polissntométicos; (iii) linfonodo foi o Unico tecido
com 100% de positividade em todas as fases clinicas; (iv) pele foi o tecido com as
menores taxas percentuais, apresentando positividade apenas para um céo

assntomético.
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Tabela 1. NUmero de amostras positi vas para DNA de Leishmania chagasi em cadateddo de céas

com diagndstico sorol dgico paraleishmaniose canina de aordo com afase dinicadadoenca

Fase Clinica

N°. de amostras positivas/total amostras (% positividade)

Linfonodo Baco Sangue Medula Pele

Assntomatico

Oligosgntomético

Polissntomético

414 (100%) 8/9 (889%) 6/10(60%) 3/9(333%) 1/10(10%)

6/6 (L00%) 5/7 (714%) 5/8(625%) 5/8(625%) 4/8 (50%)

5/5 (100%) 7/7 (100%) 7/9 (77,8%) 7/9 (77,8%) 3/9 (33,3%)

Total de amostras

15 23 27 26 27

Ainda com relac® a Tabela 1, comparando-se as taxas percentuais de

positi vidade nos tecidos entre as fases clinicas, percebe-se a seguinte relagdo: (i) entre

assntomaticos. L>B>S>M>P; (ii) entre oligosgntomaticos: L>B>S=M>P; (iii) entre

polisgntomaticos. L=B>S=M>P.

Em animais assntométicos (n=10), nove foram positivos para pelo

menos um tecido, enquanto apenas um céo foi positivo para quatro tecidos. No grupo

dos cédes sntométicos (n=17), quatorze foram positivos para pelo menos trés tecidos,

sendo a asciacd mais comum entre os tecidos sangue, bago e linfonodo. Apenas um

céo polissntomatico apresentou positi vidade para os cinco tecidos analisados (Tabela

2).



Tabela 2. Numero absoluto de cés com resultado positivo para anplificac@® de DNA de

Leishmania chagasi nos cinco ted dos*) de aordo com afase dinicada doenca

Estado Clinico

Teados Assntomatico  Sintomatico (OS e PS) Total
S 1 0 1
B 2 0 2
L 1 0 1
SB 2 1 3
M/B 0 1 1
M/L 0 1 1
SM/B 1 2 3
S/B/L 1 4 5
M/B/L 1 2 3
SM/P 0 2 2
M/L/P 0 1 1
SM/B/L 1 1 2
SM/LIP 0 1 1
S/M/B/L/P 0 1 1
Total 10 17 27

&) Sangue (S), Bag (B), Linfonodo (L), Medula (M) e Pele (P).



6.2 Cargaparasitaria
Nos testes de sensibilidade ede inibicéo, obtivemos bandas em diluicbes
com até 10 parasitas (Figura 4). A curva-padrdo gerada a partir da leitura das

densidades Opticas correspondentes as diluicbes wriais da apa (controle positivo)

encontra-se na Figura 5.

600 pb -

100 pb—

Figura 4. Produtos de amplificac@® (145ph obtidos com diferentes dilui¢bes do parasita (L.
chagasi). Coluna 1. marcador de peso moleaular de 100ph coluna 2: 1x10™ parasitas; coluna

3 1x104 parasitas; coluna 4: 1x103 parasitas; coluna 5: 1x102 parasitas; coluna 6: 10
parasitas.



y = 3883,1x- 2297 F
R®=0,9897
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Figura 5. Curva-padrdo (regressio linea) obtida apartir da leitura das densidades épticas dos

produtos amplificados das dil uicdes riais de KDNA da cgade L. chagasi.
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Quando investigada arelacé entre carga parasitaria por tecido e as fases
clinicas da doenca, verificou-se diferenca(p<0,05) entre os grupos oligossntomético e
polissntomatico nas amostras de linfonodo. Para os demai s tecidos, néo foi observada
diferenca significativa entre os grupos analisados (Figura 6). Por outro lado, a
corrdlacd® entre o numero de sinais clinicos e 0 nimero de parasitas, avaliada pela
correlacé@ r de Pearson, foi significativa (p<0,05) para anostras de linfonodo, bag e

sangue (Figuras 7A, 7B, 7C).

Entre cdes assntométicos e oligossntométicos, as maiores cargas
parasitarias foram observadas em amostras de linfonodo e bag, enquanto entre
polissntomaticos, observou-se ata caga parasitaria em todos os tecidos, a excegéo de
pele. Contudo, em um cdo polissntomético, a caga parasitaria observada em amostra
de pele superou a observada para c&s oligossntométicos e assntométicos. Para
amostras de medula, as maiores cagas parasitarias foram observadas em cées
polissntomaticos, ao contr&rio do odbservado em cds assntométicos e

oligossntométicos (Figura 6).
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7 DISCUSSAO

Os dados apresentados neste trabalho foram obtidos a partir de um estudo
pioneiro de investigacé da relacé entre a caga parasitéria de L. chagasi, em cées
naturalmente infectados, e as fases clinicas da leishmaniose visceral canina, avaliada
através de um método de PCR quantitativa, e vem somar informagdes para a

construcao do entendimento sobre a dindmicada doencaem areas endémicas.

Uma das probleméticas no avanco do entendimento sobre o curso da
infeccéo canina deve-se a grande variabilidade entre os estudos condwzidos quanto a
técnica utilizada, ao estagio de desenvolvimento da doenca, ao material coletado, ao
tipo de infec¢éb (natural ou experimental) e quanto a espécie do parasito com aqual o

animal foi infectado.

A leitura das densidades das bandas eletroforéticas obtidas pela PCR das
amostras, bem como a banda da cepa mntrole, € o principal ponto critico da técnica
guantitativa proposta. A fim de evitar os vieses previstos, foram padronizados e
mantidos constantes os seguintes fatores: concentracd da ayarose, espesaura dos géis,
concentracd da solugéo-tampdo, quantidade do produto amplificado aplicado no gel,
solucéo de brometo de didio e fotodocumentacé. Para aanalise das bandas, utilizou-
Se sempre 0S MesMos equipamentos e 0s mesmos parametros foram observados, bem
como cdculos légicos para determinacd® dos valores de parasitismo. Em nosso
trabalho, todas as reagdes de PCR foram realizadas em dupicaa, assegurando-se a

reprodutibilidade dos resultados.
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Os dados relativos a presenca do parasito nos diferentes tecidos
estudados, em especial na pele, confrontam-se com os dados da literatura (SOLANO-
GALLEGO et al., 200L REIS et al., 2006. Em noss resultados a pele, sem lesdo e
livre de contaminantes de sangue, foi o tecido que apresentou a menor positividade ea
menor carga parasit&ria em comparacd® aos outros tecidos analisados. Em
contrapartida, o linfonodo apresentou-se como um dos maiores stios de parasitismo
dentre os tecidos analisados. Estes resultados podem ser justificados pela resposta
imunolégica do hospedeiro, pois apos a fagocitose dos parasitas pelos maadéfagaos,
estes s0 drenados por via linfética para os linfonodos, com posterior disseminacé®

para outros 6rgaos (CARDOSO & CABRAL, 1998.

SOLANO-GALLEGO et al. (200)), investigando por meio de PCR a
infecgd canina por L. infantum, sugeriram que a pele seria 0 melhor tecido de reserva
deste parasito em cées, principamente an assntomaticos, devido ser a pele o melhor
tecido de aces® para o vetor. REIS et al. (2006, utilizando ensaios imunoldgicos,
também sugeriram que a pele seria um dos melhores tecidos para investigacéd de
parasitismo por L. chagasi, pois encontraram neste tecido um dos maiores stios de

parasiti smo.

Estudos em focos endémicos de leishmaniose canina indicam que pelo
menos 50% dos cées naturamente infectados ndo apresentam sinais clinicos da
doenca, tendo sido sugerido que as populagdes caninas assntométicas nao
transmitiriam o parasito aos vetores (MANCIANTI et al., 1986 ABRANCHES et al.,
1991 CABRAL et al., 1992 ALVAR et al., 1994 DYE, 1992 apud CARDOSO &
CABRAL, 1998. No entanto, MOLINA et al. (1994), por meio de xenodiagndstico,

obtiveram trés resultados positivos em cinco cées em fase assntomatica, e afirmam
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gue estes podem ser fontes de infec¢é para os vetores tal como s cdes sintomaticos.
BERRAHAL et al. (1996 apud ABRANCHES et al., 1998, utilizando a técnica de
PCR, obtiveram nove testes positivos em amostras de pele de quatorze cées
assntomaticos. Em contrapartida, ABRANCHES et al. (1998 relatam que tanto nas
experiéncias de infeccéo natural quanto nas experimentais, a presenca de amastigotas
na pele éuma raridade. Fato também observado em nossos resultados, pois dentre os

dez cées assntométicos, apenas um apresentou positi vidade para anostra de pele.

Em noss trabalho doservamos também uma menor porcentagem de
positividade em tecido medular em comparac@ aos resultados de linfonodo e baqo,
principamente entre cées assntomaticos. Tem sido sugerido que a baixa positi vidade
em medula estd reladonada adisseminacd hematdgena e que esta SO ocorre an parte
dos animais infectados (SOLANO-GALLEGO et al., 2001). ASHFORD et al. (1995
sugeriram que para anostras de medula, a reac@® de amplificac® do DNA é uma
técnica mais apropriada do que sorologa. LACHAUD et al. (20028 descreveram a
PCR em amostras de medula como sendo ndo menos ensivel que PCR de amostras de
linfonodo. Por outro lado, SOLANO-GALLEGO et al. (2001 encontraram baixa
porcentagem de positividade en medula (17%). REIS et al. (2006 chamam atencéo
aos us resultados obtidos para medula dravés de ensaios imunolOgicos que
apresentou menor densidade parasitaria entre cées ass ntométicos em comparacé aos

grupos oligass ntométicos e polisgntomati cos.

Nosss dados demonstram que linfonodo e bag séo os dois melhores
tecidos para diagnostico dainfeccéo, pois ambos apresentaram 0s maiores percentuais
de positividade, inclusive en todos os grupos de classficac® clinica (AS, OS, PS.
Outros autores também sugeriram que linfonodo e bago sGo os melhores tecidos para
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diagnéstico da infeccép através de técnicas rologicas e de cultura (REALE et al.,

1999 LACHAUD et al., 2002h BARROUIN-MELO et al., 2004 REIS et al., 2009).

Em relac® as amostras de sangue, apresentamos dados contrastantes
com os de REITHINGER et al. (2002, que obtiveram 100% de positividade en
amostras de sangue tanto por PCR quanto por ELISA. Noss resultados corroboram
com aqueles encontrados por REALE et al. (1999, nos quais a positi vidade nes= tipo
de tecido foi menor do que an linfonodo. Asdm, apesar da @leta de sangue ser
menos invasiva do que a mleta de aspirado de medula, bago au linfonodo, € notéria a
sua baixa positividade en cées infectados. LACHAUD et al. (2001 ressltam
também que e< tecido pode conter inibidores de PCR que podem afetar a

sensibilidade da técnica

Neste trabalho, observamos a seguinte relac&® de positividade de modo
decrescente, de amrdo com o tecido avaliado, entre os cdes classficados
clinicamente: (i) AS: L>B>S>M>P; (i) OS: L>B>S=M>P; (iii) PS L=B>S=M>P. A
maior positividade encontrada em linfonodo nas trés classes clinicas pode ser
justificada pela migracd® dos maadéfagos para ese tecido apds englobamento do
parasito, além da multiplicacd inicial da Leishmania neste locd antes de migrar para
outros tecidos. O fato de 0 bago apresentar positividade maior do que o sangue eta
reladonado a tendéncia de comportamento viscerotrépico doservado em L. chagas,
além do que, como ja discutido anteriormente, 0 sangue pode apresentar positi vidade

menor devido ainibidores de PCR.

A respeito da leishmaniose visceral, pouco se conhece sobre o curso da
infec¢éo canina e as caraderisticas do desenvolvimento da patologia anda ndo foram

completamente investigadas. De acrdo com FERNANDES (2006, alguns estudos
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indicam uma grande heterogeneidade de resposta ainfec¢éd experimental em cées,
dependendo do numero de parasitas inoculados e da via de inoculacd®. Em cdes
naturalmente infectados, a imunidade celular, quando presente, € cgpaz de controlar a
infeccé e 0 animal permanecer assntomatico. A alta taxa de infeccéd determinada
por analise molecular e a demonstracd® de imunidade celular confirmam que a
presenca do parasito ndo significa, necessariamente, infec¢é ativa, e que um amplo
espectro de manifestagdes podem estar asociadas, como acorre na infeccéo humana.
Entretanto, segundo CARDOSO & CABRAL (1998 as alteragdes dermatoldgicas S0
bastante freqlentes em animais com leishmaniose visceral e podem ocorrer na
auséncia de outros snais clinicos. Animais com estas alteragdes posaiem, também,
envolvimento sistémico, pois 0s parasitos geralmente disseminam por todo o corpo

antes do aparecimento das lesdes de pele.

A manutencdo do carater endémico da leishmaniose visceral em nossa
area de estudo pode estar reladonada apresencade cées assntométicos por um longo
periodo de tempo, mesmo ndo sendo estes cées, durante essa fase clinica da doenca,
fonte de infeccéo para o vetor, mas contribuindo para amanutencéo da presenca do
parasito na &ea. Cées assntomaticos, ao contrario dos polissntométicos, sO sao
retirados do convivio com humanos apos o diagndstico realizado em campanhas do
Centro de Controle de Zoonoses. Ademais, a dta taxa de migracd® dos moradores
entre as locdidades do municipio dificulta o recolhimento do animal infectado da
area, além da objecéo do proprietério ao saber que deve entregar um animal sem sinais
clinicos ao recolhimento, por vezes escondendo-0 ou doando-0 a outra pessa.

Dessa forma, estes cdes assntométicos apds um periodo variavel de
tempo, como ja descrito na literatura, podem passar a ter cgpaddade de infecgéo ao

vetor, garantindo a perpetuacd do ciclo biolégico do parasito, podendo este ser
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transmiti do ad dentalmente ao homem, umavez que esses cdes convivem no ambiente
peridomiciliar e até mesmo domiciliar, constituindo-se um dos chamarizes de fonte

alimentar para afémea de Lutzomyia longipalpis.

Mais esclarecimentos bre 0 espectro da doencae o desenvolvimento de
vadnas contra leishmaniose visceral canina mnstituem-se en um amplo campo de
investigacd cientifica Estudos adicionais $0 ainda necessarios para se conhecer
melhor a resposta imune durante o curso da leishmaniose an cées naturalmente
infectados. Tais estudos representam um paso essencial para se estabelecer critérios
para aselecé de formulagdes, sgjam elas vadnais ou medicamentosas, necessirias
para o desenvolvimento e manutencao de protecdo. Estes aspectos 80 pontos criticos

para areducéo das taxas de transmissio e controle da doenca

O uso de métodos moleculares, como desenvolvido neste trabalho, além
de propiciar maior sensibilidade esegurancano diagnéstico da leishmaniose visceral,
permite a realizac® de estudos de interese gidemioldgico, uma vez que pode ser
empregado no diagnéstico precoce da infeccép, auxiliando nas medidas de controle,
assm como pode ser uma ferramenta a mais utilizada na elucidacéd® do curso e
desdobramento da infecgéo, principalmente no esclarecimento acerca da importancia
epidemioldgica dos cées assntoméaticos em éreas endémicas, podendo-se utilizar a
técnica de determinacd® da caga parasitaria oncomitantemente ao teste de
xenodiagnostico, e assm caraderizar um padréo minimo de carga parasitéria que

confira cgaddade de infec¢éo ao vetor.
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8 CONCLUSOES

A sensibilidade da técnicaquantitativa (10 parasita/pul de DNA) mostrou-
se adequada a diagnostico precoce da infeccé por L.chagas e ainvestigacd sobre

cagaparasitaria aqual o hospedeiro esté submetido.

Os resultados apresentados em nos estudo sugerem que os melhores
tecidos para diagnostico dainfec¢éo canina por Leishmania (Leishmania) chagasi sdo
linfonodo e bag, sendo que linfonodo se mostrou o tecido mais indicado para
diagnéstico de LVC, inclusve en cées assntomaticos, fato importante a ser
considerado em estudos epidemiol6gicos para mntrole da doenca, principalmente en
areas endémicas, como é o caso do municipio de Raposa, no estado do Maranhéo,

Brasil.
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Anexo 1 Fichautilizada para calastro dos cées da &aea durante as entrevistas domiciliares.

Cadastro
Locdidade: VilaNova Registron®:
Endereqo:
Referéncia Fone:
Nome do proprietério:
Nome do céo:
Data ooleta:
Material coletado: volume:
Resultado ELISA: ( ) positivo () negativo os.:
Dados
1) Raca 2) Sexo:
(1) Mado (2) Fémea
3) ldade: 4) Presencade ectoparasitos:
(1) Sm (2) Néo
6) Alimentacéo:
5) Péo: (1) Racd®
(1) curto (2) longo (2) Casara

(3) Racd ecasaira

7) Convivéncia mm outros animais.
(1) Sm (2) Néo
()cdo ()gato ()gainha

outro:

8) Regime de criac:
(1) Solto
(2) Confinado

Observagdes:

Entrevistador:

Data: /

Responsavel Técnico: Ms. Arnaldo Muniz Garcia (Médico Veterinario)

69




Anexo 2. Descricéo do cdculo utilizado para determinar a caga parasitaria nas amostras de

tecidos.

D.O. adiquotamaisdiluida= A
D.O. aiquota mais concentrada = B

D.O. da anostra=C

1) B — A = X (intervalo entre a D.O. das bandas-controle);

2) C—A =Y (intervalo entre D.O. da anostra e da diquota mais diluida);
3) Y ¢ 100X = Z (proporcéo da posi¢éo da banda no intervalo X);

4) log n° parasitas (aliquota mais diluida) + Z/100=W;

5) antilogW = n° parasitas na anostra.
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