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RESUMO
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A Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil é uma doença infecciosa causada pelo
protozoário parasita Leishmania (Leíshmania) chagasi. O cão doméstico é
considerado o reservatório mais importante do parasita. A principal estratégia de
controle utilizada consiste na identificação dos cães soropositivos através de
inquéritos sorológicos e posterior eliminação destes animais. Entretanto esta atual
política adotada como medida de prevenção e controle da LV vem sendo
questionada por não mostrar comprovação satisfatória na redução da prevalência
da doença na população humana. Este estudo teve o objetivo de avaliar o
potencial do cão como reservatório, bem como identificar os possíveis sinais
clínicos mais frequentes associados à infectividade e soropositividade. Cães com
sorologia positiva (n=38) e negativa (n=11) para o teste de ELISA foram
submetidos a experimentos de xenodiagnóstico a fim de se determinar a
infectividade para o inseto vetar Lutzomyia longipalpis. Foi observado
infectividade para o Lu. longípalpis em 36,84% (14) dos cães do grupo de
soropositivos. Nenhum dos cães soronegativos apresentou infectividade aos
flebótomos. Esta diferença foi estatisticamente significativa. Os sinais clínicos de
emagrecimento e unhas grandes mostraram estar associadas com
soropositividade e infectividade. Além disso, cães que exibiram estas condições
infectaram um número significativamente maior de flebótomos. Por outro lado,
não foi observada qualquer associação com sinais clínicos de alopecia,
exulceração e adinamia. Cães mais jovens (< Sanos) infectaram flebótomos com
uma frequência mais elevada. Com relação à raça dos animais, os cães de raça
mestiça foram os mais frequentes entre os soropositivos. Estes resultados
confirmam a importância do cão na epidemiologia da LV como fonte de infecção
para o flebótomo e indicam que os sinais clínicos de emagrecimento, unhas
grandes e idade são um forte indicativo do potencial de infectividade dos cães.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral; Cão; Infectividade; Reservatório; Sinais
Clínicos; Controle da doença; Xenodiagnóstico.
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ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) in Brazil is an infection caused by the protozoan
parasite Leishmanía (Leíshmania) chagasí. The domestic dog is considered the
most important reservoir of the parasite. The main strategy for the control seeks to
identify the positive dogs through serological screenings, and subsequent
elimination of these. However this current politics adopted as prevention measure
and control of VL comes being questioned by not showing satisfactory
confirmation in the reduction of the prevalence of VL in the human population. This
study had the objective of evaluating the reservoir potential of the dog besides to
identify the possible more frequent clinical signs associated to the infectiousness
and seropositiveness. Dogs with positive (n=38) and negative (n=11) for the
serological ELISA test were studied through xenodiagnosis experiments to
determine the infectiousness to phlebotomine vector Lutzomyia longipalpis.
Infectiousness for Lu. longipalpis was observed in 36,84% (14) of the dogs from
seropositive group. None of the seronegative dogs presented infectiousness to the
sand flies. This difference was statisticaly significant. The clinical signs loss of
weight and big fingernails showed to be associated with seropositiveness and
infectiousness. Besides, dogs that exhibited these conditions infected a
significantly larger number of sand flies. On the other hand, was not observed
association among the clinical signs of alopecia, utceration and apathy. Younger
dogs (<3 anos) infected sand flies with a higher frequency. With relationship to the
breed of the animals, the cross-bred dogs race was the most frequent among the
seropositives. These results confirm the importance of the dog in the epidemiology
of VL as infection source for the sand fly and they indicate that the clinical signs
loss of weight, big fingernails and age are a strong indicative of the dogs
infectiousness potential.

Key words: Visceral Leishmaniasis; Dog; Infectiousness; Reservoir; Clinical signs;
Control of the disease; Xenodiagnosis.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Considerações gerais

As leishmanioses são doenças parasitárias que afetam cerca de 12

milhões de pessoas e mais de 350 milhões correm o risco de adquiri-la em 88

países, 72 dos quais são países em desenvolvimento e 13 estão entre os menos

desenvolvidos do mundo. (World Health Organization, [online] 2001). A sua

distribuição compreende todos os continentes, com exceção da Antártica e

Oceania. E endémica nas regiões tropicais e subtropicais da Africa, Asia,

Mediterrâneo, sul da Europa (Velho Mundo) e América do Sul e Central (Novo

Mundo). São causadas por diferentes espécies de um protozoário

tripanossomatídeo pertencentes ao género Leishmania Ross, 1903, e é

transmitido por insetos flebotomíneos dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus

(Diptera: Psychodidae). A via de entrada do protozoário no organismo de

humanos e outros hospedeiros vertebrados se dá através da regurgitação de

formas promastigotas flageladas do parasita em virtude do repasto sanguíneo do

flebótomo fêmea visando à maturação dos ovos. Quando penetram na pele, as

leishmanias são fagocitadas por macrófagos e transformam-se em amastigotas

aflageladas, onde se dividem até o rompimento destes, podendo agora infectar

novas células, espalhando-se por todo o organismo do hospedeiro.

Podemos observar nas leishmanioses um largo espectro de

manifestações clínicas, dependendo da espécie de leishmania infectante e da

resposta imune do hospedeiro vertebrado. As espécies de leishmania produzem

quatro tipos diferentes de lesões em humanos: cutânea, mucocutânea, difusa e

visceral. A forma cutânea normalmente produz úlceras na pele. Estas lesões

causam séria incapacidade física e cicatrizes permanentes. Na leishmaniose

mucocutânea as lesões podem destruir parcial ou totalmente as membranas

mucosas do nariz, boca e garganta, causando mutilações e levando o indivíduo a

um estigma com grande prejuízo social. A forma cutânea difusa é rara e inicia-se

como nódulo cutâneo único que se dissemina até que o corpo do indivíduo esteja

recoberto por lesões papulosas e nodulares bizarras (Cotran et al., 1996). A
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maioria dos casos de leishmaniose difusa tem se mostrado rebeldes ao

tratamento (Pessoa & Martins, 1982). A leishmaniose visceral (LV), também

conhecida como calazar (na índia, como Kala-azar ou febre Dum-Dum), é uma

doença sistémica e grave, cujos sintomas típicos normalmente aparecem em

média de 2 a 4 meses após a infecção e pode ser caracterizada por

hepatoesplenomegalia, lifadenopatia, pancitopenia, anemia, febre, perda de peso

e estado de debilidade progressivo. Se não tratada pode levar o paciente ao óbito

(Badaróetal. 1986a).

Por muitos anos as leishmanioses tem sido subestimada

principalmente pela falta de conhecimento dos sérios problemas que podem

provocar à saúde. Nos últimos 10 anos houve uma considerável expansão das

áreas endémicas e um aumento de casos da doença. Atualmente a notificação

dos casos é obrigatória em apenas 33 países, e, portanto, um número substancial

de casos ainda fica sem o devido registro. De fato, dados sobre a incidência anual

das leishmanioses no mundo revelam uma estimativa de 1,5 a 2 milhões de casos

para leishmaniose cutânea (LC) e cerca de 500.000 casos para LV, entretanto

somente cerca de 600.000 mil são oficialmente computados (WhlO, [online] 2001).

No Brasil, as leishmanioses vêm modificando seus padrões

epidemiológicos, com nítida expansão geográfica, com tendência de crescimento

do número de casos. Essa tendência é em grande parte atribuída ao processo de

urbanização acelerada sem adequada infra-estrutura, alterações do meio

ambiente (desmatamento), ampliação das fronteiras agrícolas, processos

migratórios e grandes obras de infra-estrutura (rodovias e hidroelétricas) (Funasa/

Ministério da Saúde, [online] 1999).

A Região Nordeste do Brasil apresenta a maior incidência de casos de

LV. Em 2000, esse número ficou em 8,14 (por 100 mil habitantes) contra 2,63

registrados na região Norte, a segunda maior (Funasa/ MS, [online] 2002).

Atualmente, a LV é altamente endémica no nordeste semi-árido dos Estados do

Ceará, Bahia, Maranhão, Piauí, Pernambuco e Rio Grande do Norte, ocorrendo

também esporadicamente nos Estados de Alagoas, Sergipe, Goiás, Mato Grosso,

^i v H ^,i:. irjnu&i 'miyíf
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Espírito Santo e Pará. Em todos estes Estados observa-se uma associação entre

cães infectados e a abundância de Lutzomyia longipalpis, considerado o vetar da

LV no Brasil (Killick-Kendrick, 1990).

O Brasil é o único país endémico para LV que conduz regularmente

programas de controle epidemiológico e profiláticos que envolvem o tratamento

de casos humanos, o controle de insetos vetares e a eliminação de cães

infectados (Furtado Vieira & Coelho, 1998). O cão tem sido considerado o

reservatório animal mais relevante na LV, agindo como mantenedor do ciclo da

doença, podendo os infectados manifestar ou não sinais clínicos. Entretanto, seu

real potencial reservatório vem sendo questionado baseado em estudos

epidemiológicos que demostraram uma parcial eficácia nas estratégias

atualmente empregadas (Killick-Kendrick et al., 1994; Dietze et at., 1997; Ashford

et al., 1998).

1.2. Leishmaniose Visceral

1.2.1. Aspectos Gerais

A LV, foi descrita primeiramente em 1903 por William Leishman e

Charles Donovan. Ambos demostraram quase simultaneamente a presença de

parasitas em esfregaços corados oriundos do baço de pacientes com diagnóstico

equivocado de malária crónica. Neste mesmo ano, Ross criou o género

Leishmania, denominando o referido parasita de Leishmania donovani (Badaró &

Duarte, 1997). Entretanto, a primeira observação dos parasitas que causavam o

calazar foi feita na índia por Cunninghan em 1885, em indivíduos acometidos pela

doença. Em 1908, Nicolle e Comte relataram que alguns mamíferos, incluindo o

cão, poderiam atuar como resen/atório da doença. E somente em 1931

conseguiu-se incriminar os flebotomíneos como vetares da doença através de

experimentos com hamsters (Genaro, 1995).

Trata-se de uma doença crónica, na qual as formas amastigotas do

parasita são encontrados multiplicando-se no interior de fagócitos mononucleares

no baço, fígado, linfonodos, medula óssea e intestino. O Sistema Fagocítico
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Mononuclear (SFM) responde à invasão dos parasitas com intensa proliferação

celular e diferenciação plasmocitária, resultando no aumento do volume dos

órgãos ricos em células do SFM (hepatoesplenomegalia) e elevação da fração

globulina no plasma. As imunoglobulinas não são todas específicas contra o

parasita, podendo ser o resultado de uma ativação policlonal. A medula óssea

sofre atrofia dos elementos hemoformadores, já que as células são desviadas

para combater o parasitismo através de sua função macrofágica. Em

consequência surge um quadro hematológico representado por pancitopenia,

mais especificamente leucopenia, anemia e tendência hemorrágica devida à baixa

das plaquetas. A destruição celular acarretada pêlos parasitas provoca febre com

comprometimento do estado geral do indivíduo infectado. O bloqueio progressivo

do SFM diminui as defesas do indivíduo, tornando-o mais suscetível às infecções

oportunistas, principalmente do trato respiratório e digestivo (Genaro, 1995,

Cotranetal., 1996).

Clinicamente, a LV manifesta-se de acordo com o equilíbrio entre a

multiplicação dos parasitos nas células do SFM, a resposta imunitária do indivíduo

e as alterações degenerativas resultantes desse processo. Desse modo,

podemos observar o calazar classificado da seguinte forma: Inaparente: sorologia

positiva mas sem sintomas clínicos. Clássica: cursa com febre, astenia, adinamia,

anorexia, perda de peso e caquexia. Observa-se também hepatoesplenomegalia,

micropoliadenopatia e fenómenos hemorrágicos. Oligossintomática: febre baixa

ou ausente, hepatomegalia presente, esplenomegalia quando detectada é

discreta, ausência de hemorragias e caquexia, adinamia observada. Aguda: o

início pode ser abrupto ou insidioso. Na maioria dos casos, a febre é o primeiro

sintoma, podendo ser alta e contínua ou intermitente, com remissões de uma ou

duas semanas. Observa-se hepatoesplenomegalia, adinamia, perda de peso e

hemorragias. Ocorre anemia com hiperglobulinemia. Geralmente não se observa

leucopenia ou plaquetopenia. Refratária: trata-se de uma forma evolutiva do

calazar clássico que não respondeu ou respondeu parcialmente ao tratamento

com antimoniais. E clinicamente mais grave, devido ao prolongamento da doença

sem resposta terapêutica. O óbito tem como causa, quase sempre, as
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hemorragias e as infecções associadas em virtude da debilidade física e

imunológica (Brasil, 2002).

Os agentes etiológicos da LV pertencem ao complexo donovani. No

Velho Mundo, as espécies envolvidas são Leishmania (Leishmania) donovani, L.

(L.) infantum e L. (L.) archibaldi enquanto no Novo Mundo temos L. (L.) chagas\.

Enquanto que nas Américas a transmissão da LV ocorre principalmente

através de uma espécie vetara, Lu. longipalpís, no Velho Mundo temos várias

espécies pertencentes ao género Phlebotomus. Estes insetos tem a capacidade

de se deslocar dentro do ambiente peri-doméstico; com condições climáticas

apropriadas e a disponibilidade de hospedeiros mamíferos ou aves, a população

de flebotomíneos em torno de habitações humanas pode ser elevado,

particularmente em áreas rurais (Deane & Deane, 1962; Lainson et al., 1983,

1985).

São considerados mantenedores do ciclo da LV o cão {Canis

famíliarís), como reservatório doméstico (Deane & Deane, 1962; Lainson et al.,

1983, 1985; Corredor, 1989a), e a raposa {Dusycion vetulus e Cerdocyon thous),

como reservatório silvestre (Deane & Deane, 1954, 1954b; Alencar, 1959; Lainson

& Shaw, 1969; Brasil, 2002). Outros animais silvestres também já foram

encontrados infectados com o parasita, como roedores (Rattus rattus) (Gradoni et

al., 1983) e marsupiais {Didelphis marsupialís e D. albíventrís) (Sherlock et al.,

1984; Corredor et al., 1989a, 1989b; Travi et al., 1994), podendo representar um

papel importante no ciclo da doença. O homem também pode ser fonte de

infecção, principalmente quando a LV incide sob a forma de epidemia, como

ocorre com o calazar indiano (OMS, 1984). Apesar dos inúmeros trabalhos

publicados implicarem o cão e outros animais silvestres como reservatórios da

LV, um experimento de preferência alimentar ("host-preference") realizado por

Morrison et al. (1993) na área endémica de El Callejon na Colômbia, concluiu que

o homem e o cão são hospedeiros pouco atrativos para o Lu. longípalpis,

indicando vacas e porcos como preferenciais. Seus resultados sugerem que o Lu.

longipalpis possui um hábito alimentar oportunista.
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Cães infectados podem ou não desenvolver quadro clínico da doença,

podendo evoluir para morte nos casos mais graves. O reconhecimento das

manifestações clínicas destes reservatórios é importante para adoção de medidas

de controle da doença. Os canídeos apresentam intenso parasitismo cutâneo, o

que permite uma fácil infecção do flebótomo, e, por este fato, são os mais

importantes elos na manutenção da cadeia epidemiológica (Brasil, 2002).

1.2.2. Aspectos epidemiológicos

A distribuição geográfica da LV ocorre principalmente nos países de

clima tropical e subtropical. Mais de 90% dos casos ocorrem no Brasil,

Bangladesh, India e Sudão. Na China, podem ser observadas também áreas

hiperendêmicas. Na Europa aparece muito disseminada no sul da Rússia e em

todo o litoral do Mediterrâneo, com focos endémicos importantes na Grécia, sul da

Itália, França, Portugal e Espanha. Na Africa a moléstia ocorre ao norte, na região

do Mediterrâneo (Marrocos, Argélia, etc.) e também no sul em países como

Sudão e Quénia. Nas Américas, a L. (L.) chagasi é encontrada desde os Estados

Unidos da América do Norte até o norte da Argentina. Casos humanos ocorrem

desde o México até a Argentina. O Brasil concentra 90% dos casos verificados no

continente americano (WHO, 1990, 1999)

O comportamento epidemiológico da LV é cíclico, com elevação dos

casos em períodos médios de cada cinco anos, além de uma tendência

crescente, se considerarmos o período de 1980 até o presente ano (Funasa/ MS,

[online] 2002b). Recentemente, evidenciou-se que esta sazonalidade está

associada às variações climáticas caracterizadas peto fenómeno El Nino (Franke

et. al, 2002). Por outro lado, o aumento do número de casos registrados, nos anos

recentes, acompanha-se de uma tendência de modificação do padrão de

ocorrência geográfica, com o registro de casos em grandes centros urbanos,

caracterizando uma expansão da área tradicional de ocorrência (FunasaY MS,

[online] 2002b).

No Brasil, é uma doença endémica, mas ocorrem surtos com alguma

frequência (Brasil, 2002). A LV atinge 19 dos 27 estados da federação,
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especialmente da região Nordeste. O total de casos acumulados de 1980 a 2000

no Brasil chega a 44.677. Na região Nordeste, onde a doença já se apresentava,

há muitos anos, sob a forma endémica, concentra-se 90% das notificações

(40.028 casos). As incidências anuais são muito irregulares, observando-se, nos

anos de 1994 (7,2 por 100 mil habitantes) e 1995 (7,8 por 100 mil habitantes), o

registro das suas maiores taxas. O risco de adoecer nas diversas unidades

federadas da região Nordeste, também mostra grandes variações. Tomando,

como exemplo, o estado do Piauí, que, em geral, apresenta as maiores taxas de

incidência do país, nota-se que, no período compreendido entre 1981 e 1985, elas

atingem valores próximos a 18 por 100 mil habitantes, reduzindo-se nos anos

subsequentes e voltando a se elevar em 1993 e 1994, quando alcança 26,2 e

28,9 por 100 mil habitantes, respectivamente. Os estados de Sergipe e Bahia

também apresentaram incidências elevadas no período de 1994 a 1996 (Funasa/

MS, [online] 1999). Na região Norte, até 1988, só havia registro da doença no

estado do Pará. Em 1989, foram diagnosticados os primeiros casos em Roraima,

que foram seguidos por expressivo surto na capital do estado, com a incidência

alcançando níveis próximos a 27,9 por 100 mil habitantes. A partir de então, essa

região também passa a influenciar a tendência nacional do período (Funasa/ MS,

[online] 1999). Na região Centro-Oeste, as taxas de incidência situam-se abaixo

de 1 por 100 mil habitantes, com casos provenientes apenas dos estados de

Goiás e Mato Grosso do Sul, esse último registrando sempre as maiores taxas. O

Mato Grosso notificou somente um caso importado em 1988 e cinco autóctones

no ano de 1998, enquanto o Distrito Federal registrou os primeiros casos da

doença em 2000. A região Sul do país, que era considerada área indene,

registrou em 2000 o seu primeiro caso (Funasa/ MS, [online] 2002). Observa-se

também uma ampliação da área limite de ocorrência no Sudeste do país,

destacando-se a^ ocorrência da doença no Estado de São Paulo desde 1999

(Funasa/ MS, [online] 2002b).

Pode-se observar uma grande variabilidade nas notificações da LV

refletidas tanto nas estimativas de letalidade (Tabela 1, Figura 1) como na

distribuição de casos confirmados (Tabela 2, Figura 2). A partir de 1982, o

incremento do número de casos notificados corresponde ao período de
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implantação do Programa Especial de Controle da doença. Observa-se que, de

modo geral, quanto maior é o número de casos notificados, menor é a taxa de

letalidade, evidenciando que muitos casos não foram conhecidos pelo sistema de

notificação (Funasa/ MS, [online] 1999 e 2002).

TABELA 1- Número de casos e taxa de letalidade de
Leishmaniose Visceral, segundo ano de ocorrência.
Brasil, 1980-1997.
Ano Casos Letal idade

1980
1981
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997

164
359
1120
1124
2115
2585
1794
1035
816
1869
1944
1510
1870
2281
3426
3885
3255
2572

28,4
15
6,9
9,5
7
4
6

7,5
8

6,2
6,3
6,5
5,4
6,1
3,9
4,1
3,9
3,6

Fonte: MS/FUNASA/DEOPE, 1999
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FIGURA 1- Número de casos e taxa de letalidade de Leishmaniose Visceral Humana segundo ano
de ocorrência. Brasil, 1980-1997.

Fonte: MS/FUNASA/DEOPE

As epidemias ocorridas em importantes centros urbanos da região

Norte (Boa Vista e Santarém), Nordeste (Teresina, São Luís, Natal, Aracaju),

Sudeste (Montes Claros e Belo hlorizonte) e Centro-Oeste (Cuiabá) são

evidências de como o processo migratório do campo para a periferia das grandes

cidades influenciou na mudança do perfil epidemiológico da doença. No processo

de urbanização, onde os migrantes foram marginalizados na periferia das

cidades, em áreas sem condições de moradia adequada, a presença dos

flebótomos e a circulação de cães infectados, oriundos das áreas endémicas,

propiciaram a adaptação das leishmanias ao novo nicho ecológico (Funasa/ MS,

[online] 1999). A LV afeta comumente as crianças pobres e malnutridas abaixo de

15 anos (Árias et al, 1996).
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TABELA 2- Distribuição
Brasil, 1980-2000

de casos confirmados de Leishmaniose Visceral, por região.

Regiões
Ano Norte Nordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

1980
1981
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000

o
o
o
o
99
49
12
8
23
29
35
53
99
84
118
117
133
152
139
383
284

152
337
1095
1095
2090
2381
1729
959
716
1699
1650
1380
1657
2118
3183
3519
2932
2257
1840
3225
4014

9
16
12
5
24
27
36
40
67
125
243
76
96
59
90
171
166
140
107
202
319

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
1

3
6
13
24
11
32
17
28
10
16
16
1
18
20
35
78
15
21
68
107
227

Fonte: MS/FNS-CENEPI, SÉS e SINAN (a partir de 1998), 2002

Dois grandes exemplos recentes do ressurgimento da LV no Brasil

ocorreu na cidades de Teresina e São Luiz. Em Teresina, uma epidemia de LV

ocorreu de 1981 a 1985. Esta foi inicialmente limitada a zona rural mas depois se

espalhou para áreas periféricas da cidade (Costa et al., 1990). Em São Luís,

capital do estado do Maranhão, a doença reapareceu em 1993-1994 (Silva et al.,

1997), 10 anos após uma epidemia anterior (1982 a 1986). A cidade tem recebido

um grande contingente de imigrantes em busca de trabalho, principalmente dos

estados nordestinos (Mendes et al., 2000, 2002). Tanto em Teresina como em

São Luís, as epidemias surgiram precedidas por uma prolongada e severa

estiagem. A doença foi encontrada predominantemente entre indivíduos jovens

que saíram das áreas rurais para viver em habitações precárias com animais

(cães, gatos, galinhas, etc.). Os dois estados foram responsáveis por

aproximadamente 40 a 50% do número de casos reportados no país durante

1993 a 1994 (Árias et al. 1996).
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FIGURA 2- Distribuição de casos confirmados de Leishmaniose Visceral, por região, Brasil, 1980-
2000

Fonte: MS/FNS-CENEPI, SÉS e SINAN (a partir de 1998), 2002

Na cidade de Natal, capital do Rio Grande do Norte, um surto com 316

casos de LV foi observado entre os anos de 1989 e 1992, ilustrando também um

padrão relacionado com o rápido crescimento populacional, migração e a

expansão das cidades (Jeronimo et al-, 1994).

O Ceará tem grande destaque como um dos Estados da região

Nordeste com um dos maiores números de casos da doença. Durante os anos de

1980 a 2000 foram notificados 5557 casos de LV (Tabela 3), ficando atrás apenas

do estado da Bahia e Maranhão (Funasa/ MS, [online] 2002).
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TABELA 3- Distribuição de casos confirmados, por
estados da região Nordeste. Brasil, 1980-2000
Estados   de Casos
Bahia 13.839
Maranhão 5.627
Ceará 5.557
Piauí 5.308
Pernambuco 2.478
Sergipe 2.194
Rio Grande do Norte 2.021
Alagoas 1.506
Paraíba 1.498

TOTAL 40028

Fonte: MS/FNS-CENEPI, SÉS e SINAN a partir de 1998 (2002).

As principais estratégias para o controle da LV no Brasil e América

Latina permanecem ainda essencialmente as mesmas desde os estudos

pioneiros de Deane, Alencar e colaboradores (Deane, 1956; Alencar, 1961;

Deane & Deane, 1962). As medidas são: l) inquérito sorológico visando identificar

e eliminar cães positivos. Esta é a principal medida adotada atualmente pelo

Ministério da Saúde. Anualmente são examinados milhares de cães nas áreas

endémicas de LV. Este tipo de controle tem demonstrado muitas vezes ocasionar

problemas junto às populações que não aceitam a eliminação dos cães positivos.

Apesar do grande esforço, este método não tem se mostrado completamente

efetivo, haja visto o crescente número de casos de LV. II) tratamento dos casos

humanos através da administração de antimoniato pentavalente. Ill) borrifação

com inseticidas. O único programa conhecido a ter sucesso no controle da LV,

que foi desenvolvido na China logo após a revolução comunista, foi em grande

parte dependente da borrifação de inseticidas (Chung, 1953). No Brasil, áreas

borrifadas objetivando crcontrole da matána, doença cte Chagas e dengue tem as

menores incidências de LV devido a um declínio dramático da incidência de Lu.

logipalpis (Costa, 1990).

Outro fato que vem chamado a atenção das autoridades de saúde é

que até bem recentemente a LV era considerada como uma endemia focal de

áreas rurais e pobres, comuns no Nordeste brasileiro. Entretanto sua distribuição
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geográfica vem se modificando consideravelmente desde meados dos anos 80,

quando se observou claramente sua expansão para outras regiões rurais indenes

e para a periferia de alguns centros urbanos (Funasa/ MS, [online] 1999). A

doença parece estar se espalhando no país e aparecendo onde era anteriormente

desconhecida. E particularmente alarmante o reaparecimento de epidemias de LV

em grandes cidades do nordeste, como Teresina, São Luís e Fortaleza (Momem,

1995). Estes surtos urbanos e, predominantemente peri-urbanos entre residências

da classe pobre, parece estar aumentando (Miles et al., 1999).

1.3. Leishmaniose Visceral Canina

{

Maruashvili (1967), estabeleceu 4 tipos epidemiológicos para a LV:

enzóotico-silvestre-rural, rural-endêmico, urbano endémico e endemo-epidêmico.

No primeiro os canídeos silvestres são reservatórios únicos; no segundo o

canídeo doméstico entra na cadeia epidemiológica e transmite ao homem; no

terceiro o cão funciona como reservatório e transmite ao homem; no quarto o

homem é o único reservatório. O calazar no Brasil é considerado uma zoonose de

canídeos silvestres que se transmitiu ao canídeo doméstico e deste afeta o

homem em menor escala que o cão (Alencar et al., 1974/75).

No processo de urbanização da LV, as populações migram para o

meio-urbano e continuam a manter vínculo com o seu passado rural mantendo,

principalmente, seus cães e pequenos animais de produção (Desjeux, 2002). Do

ponto de vista epidemiológico, a doença canina é considerada mais importante

que a doença humana, pois, além de ser mais prevalente, apresenta grande

contigente de animais assintomáticos albergando parasitas no derma. Estes,

assim como os cães doentes, representam melhor fonte de infecção para o inseto

vetar, que o homem doente (Deane & Deane, 1955). No entanto, esse mesmo

fato possibilitaria a infecção intercanina, sem a participação do flebótomo, através

de mordedura, durante brigas, do coito e, provavelmente também, pela ingestão

de carrapatos que sugaram cães doentes (Alencar, 1959).

As campanhas públicas no Brasil destinadas a reduzir a incidência de

LV tem como alvo principal os cães (Alencar, 1961; Lacerda, 1994; Momen,
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1995). Exceto possivelmente na Europa (Gradoni et al., 1988), o tratamento em

cães é considerada uma intervenção não realista na maioria dos países

endémicos devido aos elevados custos e pela fraca efetividade contra a doença.

Desse modo, a principal diretriz no controle da LV é sacrificar os cães infectados

(Tesh, 1995). Milhares deles são eliminados anualmente no país com o propósito

de controlar a LV (Lacerda, 1994; Momen, 1995; Dye, 1996; Vieira & Coelho,

1998; Palatinik-de-Sousa et al., 2001). A seleção destes é determinada por meio

de testes de diagnóstico visando detectar anticorpos específicos ant\-Leishmania

no sangue. A prática desta medida de controle ao longo de várias décadas

tornou-a impopular pela maioria dos proprietários de cães, e existe pouca

evidência de sua real efetividade (Dye, 1996; Alencar, 1961; Ashford et al., 1998;

Dietze et al., 1997). Particularmente a este respeito, devemos considerar que uma

proporção significativa de cães infectados não serão identificados devido a falta

de um teste de diagnóstico com 100% de sensibilidade ou mesmo pela não

colaboração de seus donos. Outro fator que colabora para tomar pouco eficaz o

controle é que os cães positivos são geralmente detectados depois de um longo

período do momenta da infecção. E os cães que finalmente são eliminados, são

substituídos por outros, igualmente susceptíveis, pêlos seus donos (Reithinger &

Davies, 1999). Estratégias de controle alternativas, tais como a vacinação canina

(Mayrink et al., 1996), ou o uso de inseticidas em coleiras (Killick Kendrick et al.,

1997; David et al., 2001), vem demonstrando resultados promissores.

Os aspectos clínicos para a Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

variam muito. Isto é devido aos numerosos mecanismos patogênicos da doença e

da diversidade de resposta imune pelo hospedeiro (Ferrer, 1999). Os cães

infectados podem apresentar um bem conhecido espectro de características

clínicas que podem variar de aparente estado sadio ao severo estágio final. De

modo geral, o quadro clínico se assemelha muito ao humano, com febre irregular

de longo curso, palidez de mucosas e um emagrecimento progressivo, até o

estado de caquexia intensa, na fase terminal. A hipertrofia do SFM, levando a

esptenomegalia e adenopatia generalizada é bastante frequente, porém pouco

referida (Marzochi et al., 1985). O período de incubação na LVC varia entre 3 a

vários meses, possivelmente até 2 anos. Ocorre a formação de leishmanioma no

k. ^11
.r



27

local do inoculo, que desaparece posteriormente. Em seguida ocorre a

visceralização das formas amastigotas que passam a ser detectadas no fígado e

órgãos linfóides, resultando em intenso parasitismo destes (Genaro, 1995).

Invariavelmente, observamos o desenvolvimento da doença para os estados

latente ou patente que, por sua vez, em períodos variáveis de semanas, meses

ou anos, pode evoluir para a forma aguda, subaguda, crónica ou regressiva

(Cunha, 1938; Alencar, 1959; Lanotte et al., 1979).

1.3.1. Diagnóstico

Tendo em vista o cão ser considerado o principal reservatório da LV

humana, é extremamente necessário o diagnóstico carreto da LVC (Gradoni,

2002). Os métodos para o diagnóstico da LVC podem ser classificados em quatro

categorias: clínico (observação dos sintomas da doença), parasitológicos

(detectam o parasita), sorológicos (detectam anticorpos anti-leishmania) e

moleculares (detectam o DNA do parasita). A existência de sinais clínicos nos

cães examinados, que caracterizam o indício do calazar, tem contribuído bastante

para a identificação da doença. Em uma pesquisa realizada no período de 1956 a

1961, no Estado dp Ceará, Alencar e Cunha (1963) identificaram 670 cães

infectados de um total de 35.272 cães examinados com sinais clínicos, ou seja,

1,9%. Enquanto que de um total de 285.592 cães examinados sem sinais clínicos,

essa porcentagem foi de apenas 1,5%. A proporção de cães encontrada com

infecções inaparentes neste estudo foi de 89%. Outros autores relatam uma

proporção bem menor em seus inquéritos caninos com relação aos animais

assintomáticos: 60% por Adler & Theodor (1935), 50% por Malamos (1947)e por

Pozio et al. (1981), 63.2% por Marzochi et al. (1985) e 68% por Silva et al. (2001).

Geralmente, os casos avançados de LVC permitem um diagnóstico

fácil da moléstia mas é falho nos casos latentes e nos casos iniciais (Giraud &

Cabassu, 1933). Lanotte et al. (1979), em um estudo realizado em cães com

infecção natural, no sudeste da França, sugeriram a existência de dois grupos de

formas clínicas, patentes e latentes, estando esta última subdividida em formas

pré-clínicas (cerca de 90%) e resolutivas (cerca de 10%). Diversos autores
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relatam a dificuldade do estabelecimento do diagnóstico clínico, tendo em vista

não somente a ausência de sintomas, quaisquer que eles sejam, mas também

com relação à presença de sintomas comuns a outras moléstias (Alencar, 1959).

Cães com LVC apresentam usualmente pelo menos um dos principais

sintomas: linfadenopatia geral ou localizada, lesões de pele, alopecia,

emagrecimento, anemia, esplenomegalia, e crescimento anormal das unhas

(Adler& Theodor, 1935; Matamos, 1947; Deane, 1956; Alencar, 1959; Alencar &

Cunha, 1963; Millin et al., 1975; Abranches et al., 1991; Marzochi et at., 1985,

1994; Silva et al., 2001). Em alguns trabalhos publicados com ênfase na

sintomatologia do cão com LVC (Tabela 4) , podemos observar a frequência de

ocorrência desses sinais e uma análise mais detalhada destas características

(Alencar, 1959; Lanotte, 1979; Marzochi, 1985; Abranches, 1991; Ciaramella,

1997).

TABELA 4- Retrospectiva comparativa de
relativa (%) dos principais sinais clínicos da
parasitológico e/ou sorológico positivos.

alguns estudos publicados da incidência
LVC em cães sintomáticos e com exame

Sinais Clínicos e Alencar, Lanotte, Marzochi,
outras Condições 1959 1979 1985

Abranches, Ciaramella,
1991 1997

Linfadenopatia no* 45% 85,7% 65% 88,7%
Emagrecimento 35,9% no 100% no 32%
Unhas longas 30,8% 33% 42,9% 60,7% 24%
Alopecia 30,8% 38% 85,7% 80% 32%
Ulcerações 51,2% 22% 42,9% 34,4% 40%
*no= não observado.

Outro achado relativamente comum na LVC é a glomerulonefrite

causada por imuno complexos. A progressiva insuficiência renal frequentemente

provoca a morte dos animais (Ferrer, 1999).

Outros sinais como lesão ocular, epistaxe, apatia e diarreia podem

também ser observados mas com menor frequência (Ciaramella et al., 1997;

Koutinas et al., 1999). Os sinais mostram invariavelmente uma lenta e progressiva

com pouca ou nenhuma resposta a antibióticos ou glicocorticóides (Ferrer, 1999).

Entretanto, com a difusão de métodos de diagnóstico mais específicos, formas
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atípicas de LVC tem sido relatados, como dermatites localizadas, colites crónicas

e desordens dos sistemas cardiovascular, respiratórios e músculo-esqueléticos

(Blavier et al., 2001; Lamothe, 2002), tornando o diagnóstico clínico um grande

desafio (Gradoni, 2002). Uma atrofia dos músculos facias pode também ocorrer

em alguns casos (Ferrer, 1999).

Em cães com LVC, é comum a observação de anormalidades

cutâneas. Diversos tipos de lesões tem sido descritas (Ferrer et al., 1988). O sinal

mais frequente é a alopecia com intensa descamação, usualmente tendo início na

cabeça e se estendendo pelo resto do corpo. Essa perda de pêlos tem sido

explicada pela ação direta do parasito sobre o fotículo piloso ou por um distúrbio

do metabolismo do ácido pantotênico, decorrente de lesões hepáticas, ou ainda

por deposição de imunocomplexos na pele, induzindo a um processo auto-imune

que desencadearia a alopecia (hlommel, 1978).

Outros animais desenvolvem ulceração crónica localizada na cabeça e

extremidades. Essas lesões podem estacionar por longo tempo (Leitão, 1953) e

depois generalizar-se com rapidez (Alencar, 1959). As lesões, segundo Donatien

& Letosquard (1936), se apresentam sob a forma de botões crostosos que

proeminam e se estendem lateralmente. Muito menos frequente, os animais

apresentam dermatoses ou múltiplos nódulos cutâneos. Em um estudo de

Koutinas et al. (1999), dos 158 cães estudados, 128 (81%) deles apresentavam

envolvimento generalizado de pele (dermatite exfoliativa e ulcerações).

Outro sintoma clínico observado na maioria dos casos é a perda de

peso e a falta de apetite (Laveran, 1917; Donatien & Lestoquard, 1935; Alencar,

1959; Marzoqui et al., 1985; Ferrer, 1999). Ocorre anemia do tipo normocrômico,

que varia em grau de acordo com o estado geral do animal (Genaro, 1995). O

emagrecimento é atribuído à infiltração parasitária que comprometeria toda a

mucosa do aparelho digestivo (Catarsini, 1981), mas segundo Adler (1964),

poderia ser explicado por um desequilíbrio proteico que levaria a importante

albuminúria, podendo ser revertido pela ingestão de carne fresca. A perda de

peso pode ser observada mesmo quando o apetite se conserva e, em certos
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casos, esse apetite pode até aumentar podendo, inclusive, ser notado a bulimia
(Alencar, 1959).

O alongamento anormal das unhas, é uma característica das mais
marcantes nos cães infectados. Esse crescimento se faz muitas vezes de maneira

tão exagerada que se tornam recurvas. Em alguns casos as unhas podem

assumir forma de espiral, conhecida como "unha de faquir" (Leitão, 1953). A

explicação para este crescimento anormal tem sido atribuído ao estímulo da
matriz ungueal pelo próprio parasita (Donatien & Lestoquard, 1938; Genaro,
1995), embora já tenha sido observado leishmanias na matriz das unhas de cães

em que não se notava hipertrofia destas (Donatien & Lestoquard, 1936). Existe

também a possibilidade que a diminuição de movimentos resultante da apatia do

animal doente, seja a principal responsável pelo não desgaste natural das unhas

(Marzochi et al, 1985; Genaro, 1995). Em um estudo de Alencar (1959) com 39

cães, 12 deles (30,8%) apresentavam unhas longas. Segundo o autor, os cães
sempre apresentam um certo crescimento desses fâneros, mas não tão
exagerado como no calazar. Destaca ainda que a avaliação deste sinal, assim
como dos outros relacionados à LVC, tem um componente pessoal do

pesquisador muito grande.

Os exames parasitológicos através de microscopia, cultura ou

inoculação em hamster de material biopsiado, proporcionam uma maneira
inequívoca de detectar infecção, representando o tradicional teste padrão ouro
("gold standard") para o diagnóstico da LV (Schnur& Jacobson, 1987; Reithinger
& Davies, 1999; Gradoni, 2002). Entretanto, de acordo com vários estudos, a
sensibilidade do exame microscópico é usualmente baixa (cerca de 60%), devido
à baixa densidade de parasitas nas amostras (Ciaramella et al., 1997). Por outro
lado, a sensibilidade da cultura é extremamente dependente de vários fatores: l)

Tipo de meio de cultura; II) Proporção da quantidade de material semeado em
relação ao número de recipientes de cultura utilizados; III) Número de amostras
coletadas por cão (Gradoni, 2002).

I

(

L.
I



31

(

o

c..1

L:

Outro método de diagnóstico parasitológico com resultados

satisfatórios em estudos epidemiológicos é o xenodiagnóstico. Consiste em um

procedimento, desenvolvido por Brumpt (1914), que utiliza o vetar atuando como

um meio de cultura biológico para a detecção de infecções parasitárias no homem

ou em outros mamíferos (Schenone, 1999). Este método tem a grande vantagem

de simular uma relação entre as espécies envolvidas em uma cadeia

epidemiológica na natureza e verificar a real possibilidade de infecção parasitária.

Na LVC, o xenodiagnóstico poderia ser utilizado para verificar o potencial

reservatório no homem ou no cão. Embora o xenodiagnóstico não possa ser

proposto como uma técnica de rotina no diagnóstico da LVC, ela tem sido

utilizada para resolver importantes questões epidemiológicas sobre a clínica e

tratamento (Gradoni et al., 1987; Mollina et al., 1994; Alvar et al., 1994). O

xenodiagnóstico direto requer que flebótomos alimentem-se de cães sedados.

Recentemente, em uma tentativa de tornar este diagnóstico mais factível, uma

técnica indireta usando flebótomos alimentando-se artificialmente em amostras de

sangue periférico foi desenvolvida mas os resultados não foram animadores

(Guarga et al., 2000). Ainda que o número de cães testados seja pequena, um

aspecto comum relatado nestes estudos é a forte correlação positiva entre

infectividade aos flebótomos e a resposta sorológica. Recentemente, este achado

foi confirmado em um estudo longitudinal onde 40 cães expostos a transmissão

natural na Amazónia e submetidos a xenodiagnóstico usando Lu. longípalpis

(Courtenay et al., 2001). Nenhum cão foi infectivo antes da soroconversão, e os

títulos de anticorpos provaram ser o melhor prognóstico de infectividade. Em outro

estudo usando o xenodiagnóstico, uma avaliação foi feita da concordância entre a

prevalência clínica, parasitológica e sorológica, versus a prevalência de

infectividade em grupos de cães (Molina et al., 1994; Alvar et al-, 1994). Foi

observado uma concordância muito elevada quando comparado com- os

resultados da sorologia e da cultura, contudo, foi considerado baixa quando

comparado com a prevalência clínica. A habilidade de infectar flebótomos foi

similar nos cães assintomáticos e naqueles com diferentes graus da doença,

embora tenha sido constatado que o número de flebótomos infectados aumenta

com o aparecimento e severidade dos sintomas (Molina, 1997).
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Devido à frequente ausência de sinais clínicos em cães, e da

dificuldade de detecção direta do parasita, tem se tornado essencial um

diagnóstico rápido e preciso da infecção canina como parte do programa de

controle (Mancianti et al., 1986). A detecção de anticorpos anti-Leishmania é o

mais simples e mais utilizado método para determinar a prevalência da doença na

população canina. Animais doentes desenvolvem principalmente uma resposta

imune humoral produzindo altos níveis de anticorpos anti-Leishmania (Ferrer,

1999). Muitos testes sorológicos tem sido desenvolvidos ao longo do tempo.

Dentre os métodos mais utilizados atualmente no diagnóstico do calazar canino

estão a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e o "enzyme-linked

immunosorbent assay" (ELISA), empregados em larga escala em estudos

epidemiológicos (Mancianti et al., 1995; Evans et al., 1990). Outros testes, como o

teste de aglutinação direta (TAD), reação de fixação do complemento (RFC),

Western Blot e as variações do ELISA (dot-ELISA, FAST-ELISA e rK39-ELISA),

são também utilizados, porém, com menor frequência (Gradoni, 1999).

Ao avaliar os resultados de testes sorológicos devemos ter em mente:

l) A presença de anticorpos não significa ter a doença; II) Testes sorológicos não

são 100% sensíveis. Alguns cães, especialmente em estágios iniciais, são

soronegativos; III) Títulos anti-leishmania permanecem positivos por um longo

período de tempo (meses), mesmo depois da cura clínica; IV) Métodos

sorológicos (com exceção do Western Blot) não são adequados para medir a cura

e para acompanhar cães tratados (Ferrer et al., 1995).

A sensibilidade e/ou especificidade de um teste sorológico com

respeito à infecção pode variar consideravelmente, subestimando a prevalência e

a incidência da infecção (Dye, 1996). Além disso, os testes sorológicos podem ser

menos específicos devido à reações cruzadas com outras infecções, e com

relação à escolha de um limite de detecção adequado (Dye et al., 1992). Diversos

métodos sorológicos frequentemente usados nos programas de controle tem sido

descritos com sensibilidade variando de 78-100% e a especificidade variando de

80 a 98% (Harith et al., 1986; Reed et al., 1990; Neogy et al, 1992).
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Ao utilizar um exame sorológico supõe-se que a maioria dos animais

infectados desenvolvem uma resposta imunológica específica que pode ser

detectada e que a soropositividade está correlacionada com a infectividade.

Entretanto, a proporção de soroconversão entre animais com infecções clínicas e

subclínicas é incerto (Ashford et al., 1995).

A RIFI é reconhecida como uma técnica de grande preferência no

diagnóstico da LVC por ser de fácil execução e apresentar bons índices de

sensibilidade e especificidade. A quantidade de trabalhos publicados no período

de 1988-1999 revelam esta característica, que fizeram a RIFI ser classificada

como "gold standard" em relação a outras técnicas sorológicas (Gradoni, 1999).

Segundo o "Office International dês Epizooties" (01 E, 2000) seus índices de

sensibilidade e especificidade chegam a 96% e 98% respectivamente, superando

o teste de ELISA. Contudo, resultados insatisfatórios também já foram

observados. Em uma investigação de Slappendel (1988), 20% dos cães com

parasitas confirmados foram soronegativos para a RIFI. Em um estudo com cães

de guarda, Dye et al. (1993) sugerem que a sensibilidade máxima para a RIFI é

de 80% e dura por um período curto de 2-3 meses após um longo período de

incubação. Abranches et al. (1991) confirmaram infecção em somente 48,2% com

títulos significativos e somente 16,7% em cães com títulos moderados. Lanotte et

al. (1979) e Abranches et al. (1991) não encontraram correlação entre os títulos

de anticorpos e a gravidade da doença. Juntos, esses achados sugerem que a

sorologia pode não ser um bom indicador de infectividade (Ashford et al., 1995).

A RIFI pode ser considerada inexequível se o estudo exigir o exame de

um grande número de soros. Além disso, não existe consenso na diluição em que

o soro pode ser considerado positivo, podendo acarretar sérios problemas no

diagnóstico (Gradoni, 1999). Em títulos baixos, a reatividade cruzada é bastante

elevada com outros tripanossomatídeos, o que dificulta sua utilização na rotina, já

que no Brasil são comuns as áreas de superposição de endemias causadas por

diferentes tripanossomatídeos (Genaro, 1995). A eficiência e praticidade da RIFI

são outros pontos que vem sendo questionados ao longo dos anos, devido à sua

impossibilidade de realização no campo e pelo grande espaço de tempo que há

(
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da coleta até a obtenção dos resultados e eliminação dos cães infectados. Em

um estudo realizado por Braga et al. (1998), duas áreas foram submetidas a dois

tipos de controles. O diagnóstico em uma delas foi pela RIFI e na outra localidade,

pelo ELISA. Constatou-se, após 10 meses, um decréscimo significativamente

maior na prevalência da LV na área submetida ao controle pelo ELISA, justificado

pela rapidez da execução do método até a eliminação do cão infectado.

A técnica de ELISA é considerada a mais adequada em inquéritos

sorológicos de massa. Trata-se de uma técnica simples, rápida e tem sido

adaptada para o diagnóstico de inúmeras doenças infecciosas, incluindo a LV

(Jahn & Diesfeld, 1983). O ELISA pode ser usado no diagnóstico da LVC em

substituição a RIFI corn a mesma qualidade e com a vantagem do processamento

simultâneo de várias amostras ao mesmo tempo (Rachamim et al., 1991). Em

estudos de Harith et al. (1987) e Manciatini et al. (1995, 1996) tanto o ELISA

como o dot-ELISA demostraram uma sensibilidade e especificidade similar à RIFI.

Manciatini et al. (1995) observou uma sensibilidade aumentada de 99,5% para o

ELISA e uma especificidade semelhante ao RIFI, de 97%.

Ashford et al. (1993) compararam a sensibilidade e especificidade para

a RIFI, ELISA e FAST-ELISA. Obteve, respectivamente, sensibilidade de 75%,

90% e 88% e especificidade de 93%, 85% e 90%./0.

0 TAD para a detecção de anticorpo anti-Leishmania em cães é

considerado ser altamente conveniente para utilização em larga escala e para o

trabalho de campo. Harith et al. (1989) observaram uma sensibilidade de 100% e

especificidade de 98,9%.

Técnicas mais sensíveis e sofisticadas, porém muito mais onerosas

como a PCR ("polimerase chain reaction"), podem ser utilizadas para detectar

positividade em cães infectados com excelentes resultados (Berrahal et al., 1996,

Ashford et al., 1995).
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1.4. O potencial reservatório do cão na leishmaniose visceral.

No Brasil, desde os estudos de Ferreira e Chagas (Ferreira et al., 1938;

Chagas, 1940) ficou demonstrado o papel do cão como reservatório da LV. No

Ceará, os primeiros achados de cães infectados foram feitos por Deane(Deane &

Deane, 1954) na Região Norte do estado. Em seguida estes achados foram

confirmados em outras áreas do Brasil, tais como: Pará (Senra et al., 1980) e Rio

de Janeiro (Coutinho et al-, 1985). O cão preenche todos os pré-requisitos de um

perfeito reservatório (Bray, 1982): I) O cão e o homem vivem no mesmo ambiente

e o vetor tem fácil acesso a ambos durante o ano inteiro. (Deane & Deane, 1954;

Sherlock, 1969); II) As fêmeas de Lu. longipalpis tem no cão uma de suas fontes

preferenciais de alimentação (Deane, 1956); III) Uma proporção grande de uma

população de cães infectados nunca curam a infecção progredindo para morte até

quatro anos depois (Alencar, 1959; Lannote et al., 1979); IV) Os cães que

cronificam a infecção apresentam parasitas praticamente em todo tegumento e

estes parasitas são facilmente captados pelo vetar durante o repasto sanguíneo

(Deane & Deane, 1954; Vexenat el al., 1994).

Diversos trabalhos tem sido publicados com o objetivo de testar a

importância do cão como reservatório através da principal medida de controle

utilizada: a eliminação dos espécimes infectados. Segundo Lacerda (1994), o

aumento do número de casos humanos de LV em um estudo realizado nos

Estados do Ceará, Bahia, Maranhão e Piauí no ano de 1992, está relacionado

com a diminuição da eliminação de cães pelo programa de controle. Seus

resultados ressaltam a importância do controle canino na epidemiologia da

doença humana. Braga et al. (1998) observaram um decréscimo significativo na

soroprevalência canina quando os cães soropositivos são rapidamente

diagnosticados (pelo ELISA) e eliminados da área de controle. Considera que a

falha do programa de rotina da Fundação Nacional de Saúde (FNS) pode estar

relacionada a longa permanência do cão infectado na área e a baixa sensibilidade

do teste de rotina utilizado (RIFI). Magalhães et al. (1980) relataram o controle e

erradicação da LV em área endémica de Minas Gerais. Além da eliminação dos

cães infectados foram adotados também como medida profilática o tratamento
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dos casos humanos e a utilização de inseticida DDT ao redor das residências.

Em um trabalho que revisou 60 estudos com dados sobre a eficácia dos métodos

de controle aplicados no Brasil, Palatnik de Sousa et al. (2001) concluíram que,

apesar da dificuldade e do alto custo, o monitoramento da saúde da população

canina e a remoção dos infectados, reduziram a incidência da LV no Brasil e

poderia ser mantido uma vez que o tratamento dos cães infectados é uma

intervenção não realista, devido ao altíssimo custo e relativa ineficácia. Segundo

Miles (1999), estudos com cães naturalmente ou experimentalmente infectados,

demonstraram a eficiência do cão como potencial reservatório da infecção.

Observamos também na literatura, a existência de trabalhos que

questionam, através de estudos experimentais, a real eficácia de eliminar cães

infectados no controle da LV. Em um estudo realizado por Ashford et al. (1998),

foi analisado o impacto do controle canino em duas localidades com

características sócio-econômicas similares. Seus achados sugerem que a

tentativa de remover cães soropositivos é insuficiente como medida de

erradicação em cães. Contudo, a força de transmissão entre cão pode ser

reduzida com programas deste tipo. Além disso, quando o número de casos

humanos antes e depois do início da intervenção foi calculado, uma redução

significante na incidência da doença foi observada entre crianças com menos de

15 anos. Os resultados desta intervenção sugerem que a eliminação da maioria

dos cães soropositivos pode afetar temporariamente a incidência cumulativa de

soroconversão em cães e pode também diminuir a incidência de casos humanos

de LV. Cunha et al. (1995) em um inquérito sorológico realizado em humanos e

em cães próximos a Salvador-BA, identificaram uma possível associação entre a

infecção humana e a presença de cães dentro ou próximo às residências. Deane

e Deane (1962) consideraram a abundância de Lu. longípalpis ser o fator mais

importante na aquisição da doença humana. Em 1961, Alencar estudou a

importância do controle do vetar com inseticidas em 2 comunidades. E

concordando com os estudos de Deane & Deane sobre o papel da abundância do

vetor, verificou que somente ocorria diminuição na incidência de casos de LV na

comunidade onde o inseticida tinha sido empregado. Utilizando modelos

matemáticos para comparar a efetividade dos vários métodos de controle da LV,
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Dye (1996), concluiu que os inseticidas são os métodos de controle mais efetivos

quando comparados com programas de eliminação de cães positivos e doentes.

Tesh (1995), fez uma revisão dos métodos de controle recomendados para a LV e

concluiu que eles são somente parcialmente efetivos. Segundo o autor, a

endemicidade contínua da LV, seu aparecimento recente em áreas urbanas da

América Latina e sua importância crescente como uma infecção oportunista entre

pessoas infectadas com o HIV indicam que os métodos de controle atuais para a

doença são ineficientes e novas estratégias de controle são necessárias. A

prevenção da doença em cães parece ser o melhor caminho para interromper o

ciclo doméstico da LV. O melhor caminho possível poderia ser uma vacina canina

que protegeria os cães de desenvolver a parasitemia e de tornarem-se

reservatórios peridoméstico do parasita.

Uma outra linha de investigação propõe qualificar o homem como

hospedeiro significativo para a LV e está baseado no fato de que, apesar da

eliminação dos cães infectados em áreas endémicas, a incidência da doença

humana continua a aumentar. Em uma investigação realizada por Dietze et al.

(1997) objetivando avaliar o papel de cães infectados na aquisição de LV por

humanos, três áreas isoladas foram estudadas. Em duas delas, os cães

infectados foram eliminados enquanto na terceira (controle) os cães soropositivos

foram mantidos vivos. Durante um período de 12 meses de estudo, as taxas de

soropositividade aumentaram de 15 para 54% nas áreas onde houve a

intervenção e de 14 para 54% na área controlada. Esses resultados mostraram

não haver significância entre as taxas de soropositividade e a incidência de

conversão sorológica em humanos e cães nas áreas estudadas.

1.4.1 O Xenodiagnóstico como ferramenta na determinação de infectividade

humana e canina.
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O xenodiagnóstico é uma técnica para a detecção e isolamento de um

patógeno usando o seu vetar natural. Apesar de que os cães assintomáticos

foram considerados de pouca importância epidemiológica (Dye, 1992) e

possuírem pouca ou nenhuma capacidade de infectar vetares (Lanotte et al.,
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1979; Travi et al., 2001), Mofina et al. (1994) e Guarga et al. (2000) demonstraram

que as taxas de infecção dos flebótomos não estão correlacionadas com as

condições clínicas dos animais, ou seja, cães assintomáticos teriam a mesma

capacidade infectiva que os cães oligossintomáticos e polissintomáticos. Estes

dados reforçam a importância epidemiológica do período subclínico, durante o

qual os animais infectados não exibem qualquer sintoma. Contudo, estes cães

são capazes de infectar os vetares e estima-se que mais de 50% dos

soropositivos identificados em inquéritos de campo são assintomáticos (Gradoni

et al., 1980;Abranchesetal., 1991; Campino et al., 1995; Sideris et al., 1999). Em

cães infectados experimentalmente com leishmania, Oliveira et al. (1993)

detectaram a ocorrência de anticorpos e parasitas em animais assintomáticos.

Pinelli et al. (1994) e Campino et al. (2000) obsen/aram que cães infectados

experimentalmente podem não só serem assintomáticos mas também não

possuir anticorpos contra o parasita. Isto reforça o fato da existência de cães sem

anticorpos mensuráveis e, portanto, indetectáveis nos inquéritos

soroepidemiológicos (Cabral et al., 1998).

Em um trabalho de infecção experimental utilizando fêmeas de Lu.

longipalpis em xenodiagnóstico em cães, Deane & Deane (1955) observaram que

16 cães com exame parasitológico positivo para LV, 12 (75%) infectaram

flebótomos e de um total de 238 flebótomos que se alimentaram nesses animais,

59 (24,8%) apresentaram leishmania. De um modo geral, o percentual de

infecção de flebótomos foram mais elevados naqueles cães cuja pele estava mais

intensamente parasitada; mas por outro lado, de 3 cães em cuja pele não foi

encontrado leishmania, 2 infectaram flebótomos.

Tendo em vista que o programa de controle da LV no Brasil depende

da eliminação de cães infectados, Costa el al. (2000) sugerem que a falha está

relacionada à participação de outros hospedeiros reservatórios no ciclo de

transmissão. Visando determinar se o homem infectado com L. (L.) chagas!

poderiam infectar o inseto vetar, selecionou Lu. longipalpis obtidos em laboratório

para alimentar-se em indivíduos com LV ativa, curados, assintomáticos (teste

dérmico positivo) e em comunicantes de residências de indivíduos com LV ativa.
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flebotomíneos. Esta informação poderia nos dar o melhor valor da carga infectiva

de uma população canina em uma área endémica (Gradoni, 1999).
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1.5.0bjetivos

Geral:

* Investigar a capacidade de cães sorologicamente positivos para L.

(L.) chagasi infectar flebotomíneos Lu. Longipalpis.

Específicos:

* Medir a frequência com que a Lu. longípalpis se infecta em cães com

sorologia ELISA positiva para L. (L.) chagasi.

* Identificar os sinais e sintomas que estão associados à infectividade.
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2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Seleção dos cães:

Os cães incluídos neste estudo foram oriundos das localidades Telha

(povoado), Telha (sítio), Santa Maria e Caramá, pertencentes ao município de

Aquiraz (25km de distância da cidade de Fortaleza) e da localidade Gereraú,

município de Itaitinga (45km de Fortaleza). Essas regiões são caracterizadas por

apresentarem a ocorrência de focos de LVC em inquéritos epidemiológicos

preliminares realizados pelo trabalho de rotina do Programa de Controle da

Leishmaniose da Funasa (dados não publicados). Um total de 49 animais foram

utilizados.

2.2 Os flebótomos

2.2.1. Captura das matrizes

As matrizes foram coletadas no sítio Raposa, localidade situada no pé

da serra de Baturité-CE. No deslocamento da equipe de campo e transporte de

material foi utilizada viatura pertencente à Funasa. O objetivo era a captura de

espécimes de Lutzomyia longipalpís, vetar da L. (L.) chagasí.

Os flebótomos foram capturados através de iscas animais (burro,

cavalo e jumento), sendo utilizado capturadores de Castro para a coleta manual

destes insetos. Estas capturas foram realizadas no período noturno.

Após a captura, os flebótomos foram separados dos outros insetos em

gaiolas de armação metálica (30x30x30cm) com tela em tecido. Em seguida for

oferecido um hamster anestesiado para repasto sanguíneo. As fêmeas

ingurgitadas de sangue foram então separadas 24 horas depois para outra gaiola.

Durante a permanência no campo, as gaiolas com flebótomos eram mantidas em

caixas de isopor (80x60x40cm), sendo adicionado dentro da caixa bolsas com gel

congelado, para se manter a temperatura mais baixa que a do ambiente, já que

estes insetos não resistem à temperaturas mais altas (Forattini,1973).
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2.2.2. Colonização

Os flebótomos foram colonizados segundo o método Killick-Kendrick et

al., 1977 e Killick-Kendrick e Killick-Kendrick, 1991. Após as capturas e retorno

para Fortaleza as fêmeas eram mantidas em gaiolas da forma já descrita em

estufa incubadora tipo B.O.D (Fanem ) em temperatura de 23°C.

A temperatura de criação das larvas era de 25° C, para estimular o
crescimento das mesmas, e os adultos à 23°C, para retardar o metabolismo e

aumentar a sobrevida destes insetos. As larvas eram alimentadas com uma ração

maturada, à base de ração de coelho e de fezes de coelho.

Somente a geração de flebotomíneos seguinte das capturadas no

campo, com idade registrada, foram utilizada nos testes. Estas fêmeas de Lu.

longipalpís deveriam ainda se encontrar no quarto dia após a emergência e não

ter feito repasto sanguíneo em qualquer animal.

2.3. ELISA para detecção de anticorpos anti-Leishmania

Objetivando determinar os cães que poderiam fazer parte do estudo,

vários deles eram submetidos semanalmente a uma triagem pelo teste de ELISA

para o imunodiagnóstico de calazar (Mohammed et al., 1985, Badaró et al.,

1986b). Os testes foram realizados no laboratório de Parasitologia do Núcleo de

Medicina Tropical Prof. Joaquim Alencar da Universidade Federal do Ceará,

seguindo a técnica proposta por Evans et al. (1990). Os soros para utilização no

teste foram obtidos através de centrifugação de 5 ml de sangue endovenoso

retirado da pata anterior de cada cão.

As placas foram sensibilizadas com promastigotas de L. (L.) chagasi,

50 p.l/poço, na concentração de 106/ml, diluídas em tampão carbonato 0,05M, pH
9,6 por 12 horas a 4°C. Em seguida, as placas foram bloqueadas por 2 horas com

solução salina tamponada com fosfato/soro bovino fetal a 1,5% (PBS/SBF),

lavadas três vezes com PBS/SBF e incubadas com 50 pi dos soros testes,

ü
(
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diluídos a 1:400 em PBS/SBF. Após uma hora de incubação a 37°C, as placas

foram novamente lavadas três vezes com PBS/0,05% de Tween 20.

O anticorpo IgG anti-cão conjugado à peroxidase (Sigma Chemical

Company) foi adicionado e as placas incubadas a 37°C por uma hora e lavadas

posteriormente três vezes com PBS/0,05% de Tween 20.
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Foi usado como substrato o 2,2 azino-di-3-etil sulfonato de bentiazoline

(ABTS) em tampão citrato-bicarbonato-peróxido de hidrogénio. A leitura foi

realizada em leitor automático de ELISA a 405 nm (Emax, Molecular Devices).

Controles positivos e negativos foram usados em cada ensaio. Os valores

positivos foram aqueles maiores a 3 desvios padrões acima da média dos

controles negativos.

2.4. Diagnóstico clínico

O exame clínico dos cães, realizado momentos antes do início do

experimento de xenodiagnóstico, consideraram os seguintes aspectos: idade,

sexo, raça, lesões externas, alopecia, adinamia, perda de peso e unhas de

tamanho anormal.

2.5. Xenodiagnóstico

Foram constituídos dois grupos de estudo: um grupo constituído de 38

cães com ELISA positivo e um grupo com 11 cães, ELISA negativo. Ao longo do

experimento, o grupo ELISA positivo sofreu algumas variações com relação a

área do corpo exposta e ao número de flebótomos. Essas variações foram

caracterizadas em 3 subgrupos ELISA positivo: 18 cães, onde foram utilizados 5&—

flebótomos fêmeas por cão e com exposição restrita somente à região da cabeça;

10 cães, utilização de 50 flebótomos fêmea e exposição de todo o corpo do

animal; 10 cães, utilização de 100 flebótomos fêmea e exposição de todo o corpo

do animal. Nos 11 cães ELISA negativo, utilizou-se 50 flebótomos fêmea e

exposição restrita somente à região da cabeça. Flebótomos machos foram

também utilizados para estimular o repasto (Peters & KiIlick-Kendrick, 1987). Os
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cães do grupo ELISA negativo tinham a característica de pertencer à mesma casa

ou no máximo à mesma quadra dos cães positivos.

As gaiolas para a exposição da cabeça do cão eram de armação

metálica (40x40x40cm) com tela em tecido e para a exposição do corpo todo,

foram utilizadas tendas armadas (1,80m de altura e 1,20m de largura e

comprimento) com tela em tecido. A captura dos flebótomos no interior da tenda

era feita utilizando capturador de Castro.

Os cães foram anestesiados via intramuscular através da utilização do

anestésico Ketalar® (10mg/kg) associado a Rompum® (2mg/kg), sendo

administrado 10 minutos antes, sulfato de atropina (0,05mg/kg). A dosagem dos

anestésicos era administrada novamente após 50 minutos da primeira dose, a fim

de prevenir que os cães despertassem durante o experimento. A duração de cada

experimento de xenodiagnóstico foi de 1 hora e meia e tinha início às 18:00h.

2.6. Dissecção dos flebótomos

Ao término do experimento de xenodiagnóstico, os flebótomos foram

acondicionados em gaiolas de armação metálica (30x30x30cm) com tela em

tecido e mantidos em estufa B.O.D., com umidade (90%) e temperatura (23°C)

controlados, sendo diariamente observado o número de flebótomos mortos.

Após o período de sete dias, os flebótomos fêmeas de Lu. longipalpis

eram imobilizados e dissecados em uma gota de solução salina. Com o auxílio de

um microscópio estereoscópico, o trato digestivo foi isolado utilizando agulhas de

seringas de insulina. Em seguida uma lâmina foi montada e examinada em

microsõôpio ótico com aumentos de TÜX e 40X objefivàndo a observação de

promastigotas de L.(L.) chagasí.

2.7. Análise estatística dos dados

L.
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Proporções foram comparadas através do Teste Exato de Fisher, por

que praticamente todas as tabelas de contingências apresentavam células com
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valor esperado menor que 5. A distribuição do número de fêmeas de Lutzomyia

longipalpis infectadas segundo a presença/ausência de sinais ou sintomas, foram

comparadas através do Teste não Paramétrico de Mann-Whitney. As proporções

ou distribuições cujas comparações produziram probabilidades da hipótese nula

ser verdadeira (Valor-p) iguais ou inferiores a 0,05 foram consideradas

significativamente diferentes.
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3 RESULTADOS

3.1. Infectividade para o Lutzomyia longipalpís

Inicialmente, avaliamos a infectividade dos cães segundo o resultado

do exame sorológico (Tabela 5). De um total de 38 cães com sorologia positiva,

14 (36,84%) infectaram as fêmeas de Lu. longipalpís. Por outro lado,nenhum cão

com sorologia negativa infectou os flebótomos. Esta diferença foi estatisticamente

significativa.

TABELA 5- Infectividade para a Lu. longipalpis dos cães estudados, de acordo com o
exame sorológico ELISA.

Resultado do Exame Sorológico Total Cães Infectantes

N %

Valor- p

Soropositivo

Soronegativo

38

11

14

o

36,84%

0,00 0,021

Total 49 14 28,57

De um total de 713 cães examinados, 157 (22,02%) apresentaram

positividade para a ELISA. Destes, 38 foram utilizados aleatoriamente para o

exame de xenodiagnóstico e 14 foram infectivos a Lu. longipalpis (Tabela 6).

TABELA 6- Distribuição da amostra canina de acordo com a localidade

Localidade Cães Cães ELISA Cães ELISA positivo Cães positivos no
ExariïÍn^dos positivo utilizados no Xenodiagnóstico

Xenodiagnóstico
Gereraú 84

Telha Povoado 164

Telha Sítio 97

Camará 170

Sta. Maria 198

28

45

18

25

41

25

6

3

2

2

7

2

3

o

2

Total 713 157 38 14
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3.2. Dados clínicos e sua associação com infectividade em cães com

sorologia positiva

Com o objetivo de identificar marcadores clínicos de infectividade do

cão, medimos a associação entre sinais clínicos e a capacidade do cão com

sorologia positiva de infectar ou não fêmeas de Lu. longipalpis (Tabela 7). Os

cães que apresentavam emagrecimento, unhas grandes e idade inferior a 3 anos

de idade, infectaram os flebótomos com uma frequência significativamente mais

elevada do que aqueles que não apresentavam estas características. No entanto,

a presença de exulceração, alopecia, a ocorrência de adinamia e raça do cão,

não estavam significativamente associados à capacidade do cão de infectar o

vetor.

TABELA 7- Infectividade para a Lu. longipalpis, de cães portadores de anticorpos anti-
Leishmania, de acordo com os sintomas clínicos e outras condições.

(^
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u

u
u
u

u
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Sinais Clínicos e outras
Condições

Total Cães Infectantes Valor- p

Emagrecimento

Unhas Grandes

Exulceração

Adinamia

_ALopecia

Idade

Mestiço

Vira-lata

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

S 3 anos

< 3 anos

17

21

24

14

21

17

28

10

19

19

11

27

25

13

N

3

11

4

10

8

6

9

5

5

9

1

13

12

2

%

17,65

52,38

16,67

71,43

38,10

35,29

32,14

50,00

26,32

47,37

9,09

48,15

48,00

15,38

0,043

0,001

1,000

0,449

0,313

0,030

0,077

.y
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Novamente, com o objetivo de identificar marcadores clínicos de

infectividade do cão, medimos a intensidade de infecção de fêmeas de Lu.

longipalpís, segundo a ocorrência de sinais e sintomas de cães com sorologia

positiva (Tabela 8). Os cães que aprsentavam emagrecimento e unhas grandes

infectaram um número significativamente maior de flebótomos que aqueles que

não apresentavam os referidos sintomas. Da mesma forma, os cães mais velhos

(idade >. 3 anos) e mestiços, também infectaram um maior número de flebótomos,

embora estas diferenças não sejam significativas. Entretanto a ocorrência de

exulceração, alopecia e adinamia não estavam associados a um maior número de

flebótomos infectados.

TABELA 8- Distribuição do número de Lu. longipalpis infectadas em cães (N=38)
portadores de anticorpos antï-Leishmanía, de acordo com os sintomas clínicos e outras
condições.

Sinais Clínicos e Outras
Condições

(

!

Emagrecimento

Unhas Grandes

Exulceração

Adinamia

Alopecia

Idade

Mestiço

Vira-lata

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

S 3 anos

< 3 anos

Média D.P.

2,29

12,19

4,18

13,91

8,49

6,86

6,27

11,93

5,02

10,50

4,06

9,27

9,97

3,51

6,01

15,40

10,79

14,49

13,74

12,34

11,22

17,01

9,71
15,38

13,48

12,73

13,56

11,07

Mediana Valor- p

0,00

5,71
0,00

10,04

0,00

0,00

0,00

2,94

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,020

0,002

0,734

0,292

0,182

0,055

0,054
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Com o objetivo de identificar marcadores clínicos de positividade

sorológica, medimos a associação entre sinais clínicos e o resultado da sorologia

(Tabela 9). Observamos um percentual significativamente maior de cães

soropositivos entre aqueles que apresentavam emagrecimento, unhas grandes e

de raça mestiça. Por sua vez, a presença de exulceração e alopecia e a idade do

cão não estavam associados à uma maior frequência de soropositividade.

TABELA 9- Soropositividade de cães (N=38), de acordo com os sintomas clínicos e
outras condições.

Sinais Clínicos e outras
Condições

Total Cães Soropositivos Valor- p

N %

Emagrecimento

Unhas Grandes

Exulceração

Adinamia

Alopecia

Idade

Mestiço

Vira-lata

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

Não

Sim

S 3 anos

< 3 anos

27

22

35

14

30

19

38

11

28

21

15

34

28

21

17

21

24

14

21

17

28

10

19

19

11

27

25

13

62,96

95,45

68,57

100,00

70,00

89,47

73,68

90,91

67,86

90,48

73,33

79,41

89,29

61,90

0,013

0,021

0,165

0,415

0,087

0,716

0,037

lr;
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Com o objetivo de identificar possíveis confundidores da relação entre

sinais e sintomas clínicos e a capacidade infectiva do cão, calculamos a

associação bruta e ajustada entre sinais/sintomas e a ocorrência de infecção de

fêmeas de Lu. longipalpis (Tabela 10). Nesta análise, incluímos apenas os

sinais/sintomas que apresentaram um valor p> 0,25 (ao teste de Wald) na análise

univariada (não ajustada). Observamos que depois do ajustamento, todos os odds

ratio, em proporções diferentes, sofreram uma redução e as variáveis

emagrecimento, unhas grandes e idade continuam fortemente associados à

ocorrência de infecção de flebótomos, embora nenhuma tenha apresentado

significância estatística. E provável que o tamanho da amostra seja a causa de

termos obtido uma significância estatística com odds ratio tão elevados (variando

de 3,42 a 7,99). Estes resultados sugerem que emagrecimento, unhas grandes e

idade são importantes determinantes da capacidade infectante ao Lu. longipalpis.

TABELA 10- Associação bruta e ajustada entre sinais clínicos e outras condições e
infectividade para a Lu. longipalpís, de cães (N=38) portadores de anticorpos anti-
Leishmania.

Sinais Clínicos e Outras

Condições
Odds Ratio Bruto Odds Ratio Ajustado

Pontual I.C. 95% Pontual I.C. 95%

Emagrecimento

Unhas Grandes

Alopecia

Idade ^ 3 anos

Raça

5,13

12,5

2,52

9,28

0,19

1,13-23,29

2,57-60,69

0,64-9,83

1,03-82,95

0,03-1,07

3,42

7,99

0,92

6,90

0,47

0,46-25,43

0,97-65,37

0,11-7,60

0,57-82,84

0,04-4,85

Tecnicamente é mais fácil realizar um xenodiagnóstico expondo

somente a cabeça do cão em vez do corpo todo, mas precisamos ter certeza que

ambas as técnicas fornecem resultados semelhantes no que diz respeito à

ocorrência de infecção dos flebótomos (Tabela 11). Quando expomos apenas a

cabeça dos cães, obtivemos um percentual mais elevado de experimentos nos
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De um total de 3747 insetos que se alimentaram, somente 26 adquiriram infecção

de um total de 11 de 44 pessoas do grupo com LV ativa. Em um estudo mais

recente, Costa et al. (2002) investigaram a capacidade de pessoas

assintomáticas e com sorologia positiva infectarem o vetar. Neste estudo, a

utilização da reação de PCR foi positiva para L. (L.) chagasi em 8 de um total de

108 pessoas que viviam com pacientes recém diagnosticados para a LV. Essas 8

pessoas apresentaram níveis baixos ou indetectáveis de anticorpos IgG para

leishmania, o que, aparentemente, demonstra uma falta de sensibilidade da

sorologia para infecções subclínicas. A possibilidade destas pessoas

assintomáticas serem infectivas aos flebótomos representaria um reservatório

importante na epidemiologia do calazar em áreas endémicas.

Estudos anteriores indicam que cães com parasitismo cutâneo tornam-

se infectantes ao inseto vetor na fase tardia da doença. Recentemente, estudos

utilizando o xenodiagnóstico tem mostrado que essa transmissão pode ocorrer

mais cedo. O animal infectado reage com uma grande produção de anticorpos e

depressão de imunidade celular. Os anticorpos não são protetores e a resistência

está relacionada com imunidade celular ativa. A presença de resposta Th1 em

animals assintomáticos, às vezes sem resposta humoral, significa que a

prevalência do calazar canino, encontrado em pesquisas epidemiológicas em

busca de anticorpos, pode ser subestimado (Abranches et al., 1998)

Considerando que a condição para a manutenção do ciclo da doença o

hospedeiro demonstre habilidade de transmissão para o vetor, cães considerados

negatives em testes sorológicos, porém, com capacidade infectiva para

flebótomos, estariam contribuindo para a continuidade do ciclo da doença. Por

outro lado, cães sorologicamente positivos poderiam não apresentar essa

capacidade, não representando risco, sendo, portanto, eliminados

desnecessariamente.

A questão epidemiológica decisiva é saber se cães positivos para LVC

pelas técnicas de diagnóstico tradicionais são também infectivos para

u
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quais pelo menos uma fêmea de Lu. longipalpis havia se infectado, embora esta

diferença não seja significativa (valor = 0,104).

TABELA 11- Infectividade para a Lu. longipalpis, de acordo com a área do corpo exposta
aos flebótomos.

Area do corpo exposta aos
flebótomos

Total Cães Infectantes

N %

Valor- p

Somente a Cabeça

Todo o Corpo

18

20

9

5

50

25 0,104¥

¥Teste exato de Fisher: Valor-p=0,104
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4 DISCUSSÃO
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A identificação dos elos da cadeia epidemiológica das doenças

transmitidas por vetares é essencial para desenhar estratégias efetivas de

controle. Mais do que isso, necessitamos conhecer a importância relativa de cada

elo e de seu grau de susceptibilidade à possíveis intervenções. A respeito da LV,

sabemos que existem dois padrões epidemiológicos básicos, uma antroponose e

uma zoonose, de acordo com a presença ou ausência de reservatório animal. Na

India o homem constitui o único reservatório, enquanto que na região do mar

Mediterrâneo, Europa, Africa, China e América Latina, esse papel é, em geral,

atribuído, principalmente ou unicamente, ao cão (Deane, 1956; Genaro, 1995).

No Brasil, o cão tem um papel importante como reservatório. Inúmeros

estudos relatam o envolvimento destes animais em importantes áreas endémicas

através de inquéritos sorológicos de massa com o intuito de medir a prevalência

da doença canina e posteriormente o impacto da eliminação daqueles

soropositivos (Alencar, 1961; Magalhães et al., 1980; Nunes et al., 1991; Ashford

et al., 1998). No entanto, alguns estudos não observaram uma relação entre cães

infectados e a ocorrência de calazar entre humanos. No Espirito Santo, num

estudo prospectivo a eliminação de cães infectados não preveniu a ocorrência da

doença entre humanos (Dietze et al., 1997). Por outro lado, em Teresina, não foi

observada uma proximidade geográfica entre a presença de cães infectados e a

ocorrência de casos humanos de calazar (Costa et al., 1999). Outra corrente de

opinião argumenta que o Programa de Controle do Calazar do Ministério da

Saúde vem há anos seguidos eliminando cães infectados sem que se tenha

conseguido um controle sustentável da antroponose (Costa et al., 1990).

A competência reservatória do cão na LV está diretamente relacionada

com a acessibilidade dos flebótomos vetares às leishmanias no organismo do

animal. Portanto, um resultado significativo de cães infectantes aos vetores revela

um elevado parasitismo cutâneo. E reconhecido o intenso parasitismo da pele na

LVC. Segundo Deane & Deane (1954), no início da infecção canina as

leishmanias são numerosas nas vísceras do animal e raros na pele e que, com o

;
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evoluir da doença estas vão invadindo a pele e podem ir escasseando nas

vísceras a ponto de não serem mais encontradas em exames de esfregaços

destas, ficando quase restritos à pele em alguns casos mais adiantados. Em um

exame de esfregaços de pele, Deane & Deane (1956) observaram positividade

em 38 de 49 cães examinados (77,6%), 5 de 27 doentes humanos (18,5%), e 3

de 4 raposas (75%). Este dado revela um parasitismo de pele da raposa

praticamente igual ao da pele do cão. A pele do homem é pouco ou nada

infectada. Mayrink et al. (1971) obtiveram resultado negativo em 23 pacientes.

Estes resultados evidenciam o papel secundário do homem na transmissão da

LV.

i ;

L-

u

u
u

Em nosso estudo inicialmente documentamos um número significativo

de cães com sorologia positiva com a capacidade de infectar flebótomos

(36,84%), o que reforça o papel importante deste animal como hospedeiro

reservatório da LV no Brasil. Esta proporção poderia ser ainda maior pois

devemos considerar que os cães deste estudo não se encontravam na mesma

fase da doença, caracterizando assim, uma amostra heterogénea com relação ao

parasitismo cutâneo no animal. Outro fator que devemos observar é que o

xenodiagnóstico, apesar de ser uma técnica de reconhecida especificidade,

possui baixa sensibilidade por depender de fatores que vão do transporte até a

dissecção dos insetos. E muito importante também ter em mente é que cão com

sorologia positiva não representa cão doente e que o teste utilizado em nosso

inquérito sorológico, assim como qualquer outro desta natureza, não possui

sensibilidade absoluta. Portanto não podemos descartar a possibilidade de que

possa existir eventualmente cães falso-positivo neste grupo teste.

Em um estudo para determinação da possível contribuição de cada

reservatório na LV, Deane & Deane (1955) submeteram pacientes, cães

infectados e uma raposa a um experimento de xenodiagnóstico com fêmeas de

Lu. longípalpis. Quatro (28,5%) de 14 pacientes, 12 (75%) de 16 cães e a raposa,

foram infectivos aos flebotomíneos. No que diz respeito a reservatórios, pode-se

caracterizar o cão como o principal reservatório da LV. Entretanto, como

demostrou Deane & Deane (1955), é a raposa a que infecta mais os flebótomos.

/
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Enquanto o cão infecta 24,8%, e o homem apenas 14,8%, a raposa infecta 100%.

Podemos observar que a proporção de indivíduos infectantes foi muito maior

entre os cães do que entre os pacientes humanos. Ao comparar estes dados de

infectividade canina com os nossos, verificamos um número maior de cães

infectantes. Esse número elevado pode ser explicado pelo fato de que todos os

indivíduos infectados apresentavam positividade através de confirmação

parasitológica pela observação do parasita em esfregaços de pele.

Nenhum cão com sorologia negativa para a ELISA conseguiu infectar

flebótomos. Todos os 11 animais moravam no mesmo ambiente que aqueles com

sorologia positiva. Este resultado pode estar relacionado à boa especificidade do

teste sorológico ELISA. Entretanto devemos ter em mente que uma grande

parcela de cães infectados também podem apresentar ausência de sinais clínicos

(Alencar & Cunha, 1963).

Atualmente, a política adotada como medida de prevenção da LV pêlos

órgãos de saúde do governo do Brasil é a eliminação dos cães errantes e

domésticos infectados. A população canina têm sido eliminada após o diagnóstico

em larga escala, nas áreas endémicas, através da técnica sorológica de

Imunofluorescência. Entretanto, a partir da segunda metade da década de 1990

começaram a surgir questionamentos sobre a efetividade das medidas

historicamente preconizadas pelo Ministério da Saúde, em particular a

recomendação de sacrificar os cães soropositivos (Funasa/MS, [online] 2002b).

Os estudos epidemiológicos que estão relacionados em medir o impacto do cão

no ciclo da LV concluem, em sua maioria, que este animal é um elemento

fundamental como reservatório da infecção por L. (L.) chagasi. Porém, deve-se ter

em mente que a manutenção da dinâmica de transmissão da LV é complexa e

possui outros elementos. A proporção de cães infectantes observadas em nosso

estudo nos permite afirmar que este animal é um elemento importante na

epidemiologia da LV.

O acesso do flebótomo ao cão e o posterior repasto sanguíneo,

parece-nos estar relacionado com a concentração destes insetos por m na gaiola
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(exposição cabeça) e na tenda (exposição corpo todo). O volume da tenda

(2,592m3) é 40,5 vezes maior que o volume da gaiola (0,064m3). Apesar de não
ter sido medido o número de flebótomos fêmeas ingurgitadas, a facilidade de

acesso à fonte de alimentação pode ter influenciado a eficiência do repasto.

Chama atenção também o fato de que foi na região da cabeça (orelhas), o local

onde encontramos um maior número de exulcerações. As primeiras experiências

de infecção com flebótomos em cães levaram a pensar que somente os animais

com lesões cutâneas aparentes poderiam infectar os insetos (Parrot et al., 1930).

Posteriormente, Adler & Theodor (1931) constataram que lesões ulcerosas,

contaminadas por bactérias, constituem péssima fonte de infecção para os

flebótomos e que estes se infectam em grande proporção, sugando a pele

aparentemente sã ou as lesões não ulceradas. O intenso parasitismo da pele,

mesmo em trechos aparentemente normais do cão é fato hoje comprovado na

literatura.

Estudos sobre os fatores que contribuem para uma maior infectividade

dos cães são poucos. Observamos em nosso estudo que cães com idade inferior

a 3 anos de idade infectaram flebótomos com uma frequência estatisticamente

significativa. Dos 14 cães infectantes para a Lu. longipalpis, 13 eram cães com

idade menor que 3 anos. Por outro lado, o cão infectante com idade superior a 3

anos conseguiu infectar um maior número de flebótomos, embora esta diferença

não seja considerada estatisticamente significativa. França-Silva et al. (2003)

verificaram em um estudo em Montes Claros, Minas Gerais, através de uma

inquérito sorológico, que a prevalência de cães infectados pela L. (L.) chagasi é

maior em cães mais velhos, apesar do maior número de animais jovens (< 3

anos) que fazia parte da população canina (75,4%). Uma possível interpretação

para esta aparente discordância é que um exame sorológico positivo num

hospedeiro mais idoso seja um marcador de uma infecção crónica e/ou de

reinfecções, e que a probabilidade de um hospedeiro ter uma infecção crónica

e/ou reinfecções é diretamente proporcional ao tempo de exposição na área

endêmica(idade). Neste caso, se um cão portador de uma infecção crónica

e/ou vítima de reinfecções é menos infectante para os flebótomos, somos
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levados a concluir que uma infecção crónica e/ou reinfecções conferem aos cães

uma menor competência como reservatório.

As características clínicas unhas grandes e emagrecimento mostraram

ser as mais marcantes entre os cães deste estudo. Todos os 14 cães que

apresentaram o sinal clínico unhas grandes eram soropositivos e de 22 que

apresentaram emagrecimento, 21 eram soropositivos. Além disso, observamos

que estes sinais também estão associados à infectividade e a um número maior

de flebótomos infectados. A observação de sinais clínicos em cães associados à

infecção sempre chamaram a atenção dos pesquisadores a fim de determinar um

marcador Por outro lado, outros sinais clássicos também descritos na literatura

como exulceração, adinamia e alopecia não mostraram ser significativos neste

estudo.

Raros foram os cães com sorologia negativa que apresentaram algum

dos sinais clínicos já descritos anteriormente. Este dado consolida a importância

dos sinais clínicos na determinação dos animais soropositivos

Na prática, cães com sorologia positiva associada aos sinais clínicos

unhas grandes e emagrecimento podem ser considerados as principais fontes de

infecção aos flebótomos e devem receber uma atenção especial do programa de

controle. Assim, podemos caracterizá-las como um excelente marcador,

colaborando para a importância dessas características no diagnóstico clínico da

LVC.

Os cães incluídos neste estudo representam uma amostra aleatória

que podem ser generalizados para populações similares. Esta amostra é oriunda

de uma população onde sistematicamente são realizados exames sorológicos

visando a eliminação de cães soropositivos. Nesta área de estudo, esta

sistemática de controle tinha sido realizada por 3 anos consecutivos.
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5 CONCLUSÃO

* Existem evidências que um cão com uma sorologia positiva

associada à emagrecimento, unhas grandes e idade igual ou inferior a 3 anos é o

que apresenta a maior probabilidade de ser infectante para os flebótomos

vetares.
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