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RESUMO

A Leishmaniose € uma doenca causada pelo protozoario Leishmania sp,
podendo acometer homem e animais dependendo da espécie do parasita, Sao
transmitidos pelos flebotomineos fémeas, insetos do género Lutzomyia, que ao
exercer o hematofagismo inoculam as formas promastigota infectantes, mas
recentemente, tem sido levantado hipéteses sobre a transmissdo por carrapatos.
Segundo a vigilancia epidemioldgica de Imperatriz-MA a cidade € endémica tanto
para Leishmaniose Tegumentar (LT) quanto para a Leishmaniose Visceral (LV). Este
trabalho teve como objetivo principal investigar a presenga de DNA de Leishmania
Sp em carrapatos coletados de cées atendidos em petshop e Centro de Controle de
Zoonoses do municipio de Imperatriz utilizando a técnica de PCR. O DNA foi
extraido a partir de 640 carrapatos fémeas e testadas utilizando o primer que
amplifica o gene de mini-exon de Leishmania sp. Os carrapatos foram coletados de
41 caes de diferentes bairros da cidade de Imperatriz. A maioria dos carrapatos
foram identificados como Rhipicephalus sanguineus. Os seguintes sinais clinicos
sugestivos de leishmaniose foram observados nos céaes: onicogrifose em 53,65%
(22/41); ulceras em 63,41% (26/41), a perda de cabelo e inapeténcia em 39,02%
(16/41). Cento e setenta carrapatos (26,56%) coletados de 16 cdes apresentaram
DNA de Leishmania do subgénero Viannia, responsavel pela forma cutanea da
doenca. Nao foi detectado nenhum DNA de Leishmania infantum chagasi.
Carrapatos infectados foram coletados de ambos o0s cées sintomaticos e
assintomaticos. Embora ainda ndo tenha sido demonstrado que os carrapatos
possam transmitir Leishmania aos cdes sob condi¢cées naturais, o resultado deste
estudo tem varios aspectos importantes, pois € um método nédo-invasivo de
deteccao, capaz de diferenciar os grupos de parasitas em circulacdo, em especial se
0s animais nao tém lesdes, pode ser um indicador biolégico em locais onde nédo é
feito uma investigacdo sorolégica e nem entomoldgica, podendo dar suporte aos

programas de vigilancia de saude local.

Palavras-chave: Leishmania; leishmaniose; Carrapato; Reagdo em Cadeia da
Polimerase



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by the protozoan Leishmania, can affect
humans and animals depending on the species of the parasite, transmitted by
sandflies are female insects of the genus Lutzomyia, that in exercising
hematophagism inoculated infective promastigote forms, but recently has been
raised hypotheses about the transmission by ticks. According to the epidemiological
surveillance of Imperatriz-MA is a city endemic for both Cutaneous Leishmaniasis
(LT) and for Visceral Leishmaniasis (VL). This study aimed to investigate the
presence of Leishmania spp in ticks collected from dogs presented to petshop and
Zoonoses Control Centre of the Municipality of Imperatriz using the PCR technique.
DNA was extracted from 640 female ticks and tested using the primer which amplifies
the mini-exon gene of Leishmania sp. Ticks were collected from 41 dogs of different
neighborhoods of Imperatriz. Most ticks were identified as Rhipicephalus sanguineus.
The following clinical signs of leishmaniasis in dogs were observed: onychogryphosis
in 53.65% (22/41); ulcers 63.41% (26/41), hair loss and loss of appetite in 39.02%
(16 / 41). One hundred and seventy ticks (26.56%) of 16 dogs had collected DNA
from Leishmania subgenus Viannia, responsible for the cutaneous form of the
disease. DNA was not detected none of Leishmania infantum chagasi. Infected ticks
were collected from both symptomatic and asymptomatic dogs. Although it has not
been shown that ticks can transmit Leishmania to dogs under natural conditions, the
outcome of this study has several important because it is a non-invasive method of
detection, able to differentiate groups of parasites in circulation, particularly if animals
do not have lesions, may be a biological indicator in places where there is an
investigation done serological and entomological not and can support the programs

of the local health surveillance.

Keywords: Leishmania, leishmaniasis, tick; Polymerase Chain Reaction



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIDS = Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
CE = Ceara

DNA = Acido desoxirribonucléico

Fg = fentogramas

HIV = Virus da Imunodeficiéncia Humana

IBGE = Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IL = Interleucina

INF-y = Interferon Gama

LC = Leishmaniose Cutanea

LCAD = Leishmaniose Cutanea Anérgica Difusa
LCD = Leishmaniose Cutanea Difusa

LCL = Leishmaniose Cutanea Localizada

LCM = Leishmaniose Cutaneo-Mucosa

LT = Leishmaniose Tegumentar

LTA = Leishmaniose Tegumentar Americana

LV = Leishmaniose Visceral

NMT-UFPA = Ndcleo de Medicina Tropical — Universidade Federal do Para
Pb = Pares de Base

PCR = Reacdo em Cadeia de Polimerase

RIFI = Reacao de Imunofluorescéncia Indireta
Rh. sanguineus = Rhipicephalus sanguineus
Rpm = Rotag¢des Por Minuto

SFM = Sistema Fagocitico Monocitario

TNF-a = Fator de Necrose Tumoral-alfa

Ml = Microlitros

OMS = Organizacao Mundial de Saude
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1 INTRODUCAO

7

A leishmaniose € uma doenca causada por protozoarios do género
Leishmania, podendo acometer o ser humano com variagfes clinicas bem
distintas,de acordo com a espécie em questao e o 6rgdo acometido. Sendo assim,
as diferentes formas clinicas podem ser popularmente conhecidas como calazar
indiano, botdo do oriente, ferida brava, Ulcera de Bauru, uta e Ulcera de chiclero. A
doenca afeta mais de 80 paises e segundo a organizacdo Mundial da Saude (OMS)
0 numero de pessoas infectadas esta em torno de 12 milhdes em todo mundo. Sua
crescente ocorréncia pode ser justificada pelo desmatamento de florestas, falta de
saneamento basico e higiene, desnutricdo e imunossupressio. E causa importante
de morbi-mortalidade reduzindo drasticamente a qualidade de vida dos infectados e
assim intensificando ainda mais sua associacdo com a desigualdade social (GIL et
al, 2007).

Infeccbes por Leishmania sp tem grande ocorréncia em diversos paises
tropicais, contribuindo para o retardo no desenvolvimento econémico dos paises
endémicos para a doenga (MULLER, 2008).

A leishmaniose pode atingir diversos mamiferos, como caes, equideos, gatos
e homens. Diversas espécies estao associadas ao desenvolvimento da doenca que
pode se apresentar como leishmaniose visceral, leishmaniose tegumentar ou
leishmaniose mucocutanea (NEVES, 2005).

A leishmaniose canina € causada principalmente por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, porém, outras espécies também podem afetar os
cées como Leishmania amazonensis (DANTAS-TORRES et al, 2010).

A transmissdo para hospedeiros vertebrados ocorre através da picada da
fémea do flebotomineo Lutzomyia longipalpis, que durante o hematofagismo inocula
no hospedeiro as formas promastigotas metaciclicas. O hospedeiro invertebrado, por
sua vez, se infecta ao realizar repasto sanguineo em hospedeiro infectado, havendo
ingestao da forma amastigota de Leishmania (REY, 2010).

Apesar de Lutzomyia longipalpis ser considerado o principal vetor de
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, existem outras formas suspeitas de

transmissdo. Carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus estdo sendo
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apontados como vetores, principalmente em regides onde o flebotomineo
responsavel pela transmisséo estd ausente (DANTAS-TORRES et al, 2010).

Estudos estdo sendo realizados com intuito de investigar a possibilidade da
atuacdo de artropodes hematdfagos na transmissdo da leishmaniose. Caes,
equideos e gatos podem albergar importantes vetores de doencas, como pulgas e
carrapatos, e por isso € necessario que se facam investigacdes precisas que
determinem o real papel destes animais na disseminacdo de doencas como
leishmanioses, tendo em vista a possibilidade de serem importantes fontes de
infecgao para humanos. (OTRANTO et al, 2010).

Desta maneira, o presente estudo realizou uma investigagdo em carrapatos
de cédes da cidade de Imperatriz — MA, com ou sem diagnostico de leishmaniose,
com a finalidade de detectar a infeccdo por Leishmania sp por meio do uso da

reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
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2 JUSTIFICATIVA

Leishmania sp é um protozoario causador de diversas formas clinicas de
doencas, com alta incidéncia nos paises tropicais. A doenca € uma importante causa
de morbidade e mortalidade nessas areas endémicas trazendo prejuizo a saude do
individuo infectado, bem como causando atraso no desenvolvimento dos paises
acometidos. Este fato traz a necessidade de um amplo conhecimento acerca do
parasita, da doenca por ele causada e do seu ciclo de vida, pois s6 assim poderao
ser tomadas as medidas necessarias para a prevencao da infeccao.

Até o presente momento acredita-se que flebotomineos (Lutzomyia sp) sejam
0s Unicos vetores do parasita, transmitindo a doenca do animal para 0 homem ou do
homem para o animal.

Alguns estudos estdo sendo realizados com intuito de elucidar a possibilidade
da transmissdo de Leishmania sp acontecer, também, através de carrapatos da
espécie Rhipicephalus sanguineus. Entretanto, até o momento, essa € uma questao
ainda sem comprovacao, 0 que mostra a necessidade da realizacdo de diferentes
estudos que possam comprovar ou descartar esta possibilidade.

Imperatriz € uma cidade localizada a oeste do estado do maranhéao,
possuindo clima quente e Umido e condicbes precarias de saneamento basico,
fatores estes, que contribuem para uma alta taxa de incidéncia das doencas
causadas por Leishmania sp. No ano de 2010 a cidade registrou uma incidéncia de
29 casos de Leishmaniose Tegumentar (LT) e 33 casos de Leishmaniose Visceral
(LV) em humanos, sendo considerada, pela secretaria de saude, como intensa
incidéncia.

Devido a essa alta taxa de ocorréncia, estudos devem ser realizados na
tentativa de elucidar hipéteses que levantam a possibilidade de outros vetores
estarem atuando na disseminacdo da doenca, como por exemplo, pulgas e
carrapatos que por realizarem hematofagia poderiam ser também vetores de
Leishmania sp contribuindo assim para que se complete o ciclo de vida deste
protozoario.

A comprovacdo desta forma de transmissdo explicaria a ocorréncia de
leishmaniose em locais onde n&o h& evidéncias da existéncia do fleb6tomo

transmissor e ainda. O conhecimento de todos os meios de disseminacdo da doenca
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é imprescindivel para um combate eficaz da sua transmisséo e como consequéncia
trarda consigo melhoria na qualidade de vida da populacdo e desenvolvimento das

regides endémicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de carrapatos infectados por Leishmania sp em caes do

municipio de Imperatriz-MA.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a prevaléncia de carrapatos, colhidos de cées de diferentes bairros da
cidade, infectados por Leishmania sp;

2. Verificar a prevaléncia de Leishmania sp em carrapatos colhidos de cées, através da

reagdo em cadeia da polimerase (PCR);

3. Caracterizar demograficamente cdes com ou sem suspeita de leishmaniose.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 SOBRE O PARASITA LEISHMANIA SP

O género Leishmania (Ross, 1903) é composto por espécies de protozoarios,
unicelulares, heteroxénicos, possuidores das formas evolutivas promastigota (fig.1) e
paramastigota (flagelados livres ou aderidos ao trato digestivo de hospedeiros
invertebrados) e amastigota (fig. 2) (forma intracelular, sem flagelo livre). Pertence a
ordem Kinetoplastida, e a familia Trypanosomatidae (NEVES, 2007).

No Brasil, Os parasitos do género Leishmania podem causar doencas
denominadas leishmanioses ou leishmaniases que podem se apresentar de
diferentes formas clinicas: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose
mucocutanea ou leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM), leishmaniose cutanea-
anérgica-difusa (LCAD) e leishmaniose visceral (LV). As leishmanioses cutaneas e
mucocutaneas sdo, muitas vezes, denominadas Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) (REY, 2001).

Até algum tempo atras, as espécies causadoras de leishmaniose eram
diferenciadas apenas pela forma clinica de doenca que causavam, assim sendo,
eram reconhecidas apenas trés espécies de Leishmania, que correspondiam as
entidades clinicas de leishmaniose cutdnea, mucocutanea e visceral. Nos ultimos
anos outros critérios comecaram a ser utilizados para diferenciacdo das espécies
desses parasitas: andlise de restricdo do DNA do cinetoplasto, hibridizacdo do DNA
nuclear, padrées de isoenzimas e testes sorol6gicos com anticorpos monoclonais
(MARKELL et al, 2003).

Figura 1: Forma promastigota
Fonte:http://www.parasitoliga.com/
protozooses.htm

Figura 2: Forma amastigota. Fonte:
http://www.parasitoliga.com/protozooses.
htm
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4.1.2 Ciclo de vida de Leishmania sp

Ao picar a pele do hospedeiro infectado, o fleb6tomo ou flebotomineo ingere
histiocitos da pele contendo a forma amastigota de Leishmania em seu citoplasma.
Essas formas chegam ao intestino médio do inseto e se transformam em
promastigotas, contendo flagelo livre, que se aderem ao epitélio do tubo digestivo e
se multiplicam por divisdo binaria. Essas promastigotas, entdo, migram para a parte
anterior do tubo digestivo do inseto e em torno de 3 a 4 dias diferenciam-se para
formas promastigotas infectantes, invadindo a faringe do inseto. Durante novo
repasto sanguineo, o flebétomo inocula juntamente com sua saliva as formas
infectantes no interior da derme de outro hospedeiro com consequente invasdo de
macréfagos. As formas amastigotas dai resultantes se multiplicam nos vacuolos
parasitoforos até o rompimento dos macréfagos parasitados e invasdo de novos
macrofagos, ocorrendo disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em
células do Sistema Fagocitico Monocitario (SFM) como linfonodos, baco, figado,
medula 6ssea etc (CIMERMAN, 2005).

A figura 3 ilustra de forma resumida o ciclo de vida do parasita Leishmaia sp no

homem e no inseto vetor
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Figura 3. Ciclo bioldgico de Leishmania sp
Fonte: adaptado de http//www.sociedadedeparasitologia.com.br

4.1.3 Animais Atuantes No Ciclo De Vida De Leishmania sp

Alguns animais silvestres podem ser hospedeiros de Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi, atuando como reservatorios do parasita. Entre esses animais
temos a raposa e 0s marsupiais. No ambiente doméstico o cdo € considerado um
importante hospedeiro e fonte de infeccdo para os vetores (GONTIJO E MELO,
2004).

Estudos realizados a partir da década de 80 demonstram a participacdo de
cées no ciclo de transmissao das leishmanioses. Estes estudos consideraram que
os achados clinicos, histopatolégicos e soroldgicos em cées experimentalmente
infectados foram similares aos verificados na infecgdo canina natural, bem como na
doenca humana. Trabalhos mais recentes tém mostrado ser relativamente comum a
presenca de caes infectados por Leishmania (V) braziliensis em diferentes focos de

LT, contudo demonstrou-se haver uma estreita relacéo entre casos de leishmaniose
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tegumentar em humanos e a positividade para Leishmania braziliensis em céaes
domésticos (JUNIOR, 2010).

Estima-se que milhdes de cées, nas Ameéricas, tenham a infeccéo,
principalmente no Brasil. Esse hospedeiro apresenta variacbes no quadro clinico da
doenca, passando de animais aparentemente sadios a oligossintométicos podendo
chegar a estagios graves da doenca com intenso parasitismo cutaneo. Assim, o cao
representa uma fonte de infeccdo para o vetor, precedendo a maioria dos casos no
homem e promovendo a dispersdo da doenca para areas nao-endémicas
(ALMEIDA, 2009).

Os equideos sdo animais que também vém sendo investigados como
hospedeiros de Leishmania sp. Na Venezuela foi encontrada Leishmania braziliensis
em lesbGes cutaneas de Equuscaballuse Equusasinus. No Brasil, foram registradas
lesbes leishmanidticas, também causadas pela Leishmania braziliensis, em
Equusasinuse Equuscaballus. Estes animais sdo muito utilizados na zona rural como
meio de transporte, tendo assim, contato direto com o homem. Sao fontes
importantes de alimentacdo para os flebétomos e ectoparasitas, podendo assim, por
serem hospedeiros de Leishmania sp, estarem atuando como fonte de infeccao.
Porém, € necesséario que se realizem estudos para investigar se € possivel que
estes hematéfagos se infectem ao se alimentar do sangue dos equideos podendo
assim transmitir a Leishmania para outros animais (CERQUEIRA, 2003).

4.1.3.1 Ectoparasitas — Carrapatos

Até o momento, a transmissdo das diferentes espécies de Leishmania tem
sido associada exclusivamente aos fleb6tomos vetores. Entretanto, outras formas de
transmissdo vém sendo discutidas nos ultimos anos. Em particular, a hipétese da
atuacao de carrapatos como vetores de Leishmania infantum vem sendo estudada
através de técnicas de biologia molecular. Recentes estudos tém aberto novas
linhas de discussao, mas tem levado a confusas conclusdes a cerca da possibilidade
de carrapatos como possiveis vetores de Leishmania sp (DANTAS-TORRES, 2011).

Carrapatos sao artropodes, da classe Arachnida, subclasse Acari e todos sao

ectoparasitas de vertebrados. Rhipicephalus sanguineus é uma das 680 espécies
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conhecidas da familia Ixodidae. Essa espécie de carrapato parasita comumente
cdes, mas pode também parasitar humanos principalmente trabalhadores rurais
(FREIRE, 2009).

O carrapato Rhipicephalus sanguineus é conhecido como “carrapato
vermelho” do cdo, pois este é seu principal hospedeiro. E muito comum nas areas
urbanas do Brasil podendo transmitir diversas doencas como, por exemplo, as
causadas por Babesia canis e Ehrlichia canis. O R.sanguineus € parasita natural de
cdes mas ja foi encontrado parasitando humanos, e devido a esse parasitismo
humano pode provocar o aumento da incidéncia de erliquiose. Macerados de
R.sanguineus, retirados de cées naturalmente infectados por Leishmania (L.) i.
chagasi, transmitiram o protozoario para hamster experimentalmente inoculados, o
gue mostra a possibilidade desse carrapato ser transmissor mecanico do calazar
entre caes, pois esse animal ingere carrapatos (NEVES, 2005).

Paz et al (2010), ap6s estudar a associacdo entre presenca de anticorpos
anti-Leishmania em cées da cidade de Belo Horizonte-MG e a prevaléncia de
infestagdo por R. sanguineus, demonstrou uma maior positividade da presencga
destes anticorpos nos caes infestados pelos carrapatos R. sanguineus e por pulgas.
De acordo com o autor, esses dados evidenciam a capacidade vetorial desses
ectoparasitas na transmissdo da Leishmania sp. Porém, novos estudos devem ser
realizados para a confirmacéo dessa hipétese.

Um estudo realizado ap6s injecdo de promastigotas de L. infantum em
fémeas de R. sanguineus demonstrou a presenca de KDNA de L. infantum, através
de técnicas de PCR, ndo s6 em todas as fémeas inoculadas mas também nos ovos
e larvas por elas gerados (DANTAS, 2010).

4.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

A leishmaniose tegumentar (LT), também conhecida como leishmaniose
cutanea (LC), é uma doenca endémica em varios paises tropicais da América, Africa
e Asia. Estimativas calculam que 400.000 novos casos acontecam por ano no
mundo (ALMEIDA, 2005).
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No Brasil, a leishmaniose tegumentar € causada por sete espécies, listadas

no quadro 1, sendo as mais importantes, sob ponto de vista nosolégico humano,

Leishmania (Viannia) braziliensis,

Leishmania (Leishmania) amazonensis e

Leishmania (Viannia) guyanensis (HEUSSER JUNIOR, 2010).

Subgénero Viannia
Lainson& Shaw, 1972

Acometimento Clinico no
Homem

Distribuicdo Geografica

Leishmania (V.)
braziliensis
(Vianna, 1911)

Lesdes cutaneas e mucosas

Da América Central ao

norte da Argentina

Leishmania (V.)
guyanensis
(Floch, 1954)

Predominantemente lesdes

Cutaneas

Calha norte da Bacia
Amazobnica, Guianas e
paises do noroeste

sulamericano

Leishmania (V.)
lainsoni
(Silveira et al, 1987)

Rara ocorréncia, provocando

lesdes cutaneas

Norte do Estado do Para

Leishmania (V.) naiffi
(Lainsonet al., 1990)

Rara ocorréncia, provocando

lesdes cutaneas

Regidao Amazonica

Leishmania (V.) shawi
(Shaw et al., 1991)

Rara ocorréncia, provocando

lesOes cutaneas

Regido Amazobnica

Leishmania (V) Lesdes Cutaneas Para

lindenberg

Subgénero Acometimento clinico Distribuicdo geografica
Leishmania no homem

(Saf’lanova, 1982)

Leishmania (L.)
amazonensis
(Lainson& Shaw, 1972)

Lesdes cutaneas e,
eventualmente, cutaneo-

difusas

América Central e regides
Norte, Nordeste, Centro-

Oeste e Sudeste do Brasil

Quadro 1. Espécies de Leishmaniadermotropicas, encontradas no Brasil.
Fonte: Atlas de Leishmaniose Tegumentar Americana. Ministério da Saude, 2006.
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GONTIGO e CARVALHO (2003) descrevem as mais importantes espécies
causadoras de leishmaniose tegumentar da seguinte forma:

Leishmania (Viannia) braziliensis:

Espécie mais prevalente no homem, podendo causar lesdes cutaneas e mucosas. E
encontrada em todas as zonas endémicas do pais e esta geralmente, associada a
presenca de animais domésticos. Diferentes espécies de flebotomineos podem atuar
como transmissores, tais como, Lutzomyia whitmani, Lu. Wellcomei e Lu. intermedia.

Leishmania (Leishmania) amazonensis:

Agente etiolégico de LTA, incluindo a forma anérgica ou leishmaniose cutanea
difusa. Seus reservatorios sdo roedores e marsupiais e a Lu. flaviscutellata e Lu.
olmeca os principais vetores.

Leishmania (Viannia) guyanensis:

Espécie causadora, principalmente, de lesGes cutaneas. Ocorre na margem norte do
Rio Amazonas em &areas de colonizacdo recente, estando associada com
desdentados e marsupiais. As principais espécies de flebotomineos envolvidas na
transmissdo séo a Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. whitmani.

A transmissdo da LT ocorre através da picada de insetos hemat6fagos do
género Lutzomyia, conhecidos popularmente por birigui, mosquito-palha e tatuquira.
Apenas as fémeas sdo capazes de transmitir a doenca, pois sO elas exercem
hematofagismo, devido a necessidades de aminoacidos e proteinas, presentes no
sangue dos hospedeiros vertebrados, para o desenvolvimento dos ovos. Durante
este repasto sanguineo, a fémea corta com suas mandibulas o tecido subcutaneo
logo abaixo da epiderme, formando sob esta um afluxo de sangue, onde sé&o
inoculadas as formas promastigotas provenientes das regifées anteriores do trato
digestivo (NEVES, 2005).

A doenca esta incluida entre as seis infec¢des parasitarias mais frequentes no
mundo, é um importante problema de salde publica ndo sé por sua frequéncia, mas
também pelas lesdes e mutilagbes que causa no paciente. A doenga manifesta-se
inicialmente  pelo aparecimento de uma Unica ulceragdo encontrada,
predominantemente, nos membros inferiores por serem locais frequentemente
expostos e de facil acesso ao flebétomo transmissor (TEIXEIRA, 1999).

Apoés a picada do fleb6tomo, as formas promastigotas inoculadas na pele do

mamifero invadem os macroéfagos ali presentes, se transformam em amastigotas e
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se multiplicam até o rompimento celular, invadindo novas células. Apos a inoculagéo
da Leishmania ocorre formacao de lesdo cutanea na porta de entrada, de aspecto
papulo-vesiculoso ou impetigdide, que ndo raro evolui para regressao espontanea. A
infeccdo pode continuar sua marcha, surgindo lesdes cutaneas disseminadas e
invasdo da mucosa nasofaringea (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

O periodo de incubacgéo da forma cutanea pode variar de uma semana a um
més, enquanto lesées mucosas geralmente surgem um a dois anos apos o inicio da
infeccdo (MURBACK et al, 2010).

A forma cutédnea da leishmaniose tegumentar apresenta como principais
sinais e sintomas: leséao ulcerada, indolor, com bordas elevadas em moldura, sendo
fundo granuloso com ou sem exsudacao. Pode ser Unica, multipla, disseminada ou
difusa. E na forma mucosa da doenca pode ser encontrado: obstrucdo nasal,
eliminacdo de crostas, epistaxe, disfagia, odinofagia, rouquiddo, dispneia e tosse,
podendo apresentar lesdes destrutivas, principalmente nas cavidades nasal e oral,
faringe e laringe (HORIMOTO, 2009).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) € uma variante da LT, considerada rara
e caracterizada por macico comprometimento dérmico, de natureza crénica, com
recidivas frequentes e anergia ao teste intradérmico de Montenegro. As primeiras
descricbes foram feitas no Brasil, Venezuela e Bolivia. As pesquisas chamaram
atencdo para as manifestacBes clinicas do tipo maculopapulonodulares, a
disseminacdo da doenca, sua cronicidade, riqueza parasitaria, refratariedade aos
tratamentos e sua semelhanga com a hanseniase virchowiana (COSTA et al, 2009).

No Brasil, essa forma da doenca é causada pela Leishmania (Leishmania)
amazonensis, e caracteriza-se por lesdes nodulares, precedidas por Ulcera Unica
gue evolui com disseminacao linfatica do parasito e estd associada a uma resposta
imune celular deprimida que leva o paciente a um estado de anergia imunoldgica
(MURBACK et al, 2010).

Em algumas regides é possivel a realizacdo do diagndstico clinico-
epidemioldgico, contudo o diagndstico laboratorial € de suma importancia para a
diferenciacdo entre LTA e outras dermatoses granulomatosas. O diagnostico
laboratorial pode ser realizado através da pesquisa direta por aposi¢cao de tecido em
lamina, cultura em meio especifico e inoculagdo em hamster, além de exame

histopatolégico e reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Exames imunoldgicos,
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como intradermorreacdo de Montenegro e imunofluorescéncia indireta, s&o métodos
indiretos que também auxiliam na definicdo diagnéstica (MURBACK et al, 2010).

Quanto a epidemiologia, a LT estd amplamente distribuida, afetando quase
todos os continentes, onde apenas a Oceania ndo apresenta casos. Afeta vinte e
dois paises no novo mundo e sessenta e seis no velho mundo. Em geral a América
do Sul é endémica tendo Brasil e Peru com maior prevaléncia.

No Brasil as regides mais afetadas sdo norte e nordeste, com um total de
50% de todos os casos registrados no pais, porem, sua distribuicdo é ampla nao
sendo encontrada apenas no estado do Rio Grande do Sul. Os estados da regiédo
nordeste mais afetados sdo Bahia, Maranhao e Ceara (TEIXEIRA, 1999).

Foram registrados no Brasil, no periodo de 1998 a 2008, aproximadamente
282.000 casos de LTA. Ao longo dos anos, a LTA comportou-se como doencga
classicamente profissional, acometendo de forma tipica homens adultos expostos a
regibes de mata. Contudo, tem apresentado, nas Ultimas décadas, mudancas em
relacdo ao seu comportamento epidemioldgico, diante do extenso processo de
urbanizacdo, com crescente acometimento de mulheres e criancas (MURBACK et al,
2010).

4.3 LEISHMANIOSE VISCERAL

7

A leishmaniose visceral, no Brasil, é causada pelo protozoario Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi (ALVARENGA et al, 2010).

O primeiro caso de leishmaniose visceral (LV) no Brasil foi relatado em 1934
quando foram encontradas amastigotas de Leishmania em cortes histologicos de
figados de pacientes com suspeita de febre amarela. Vinte anos apos este achado,
foi confirmado o surto de leishmaniose em Sobral-CE. Na década de 80 houve uma
grande mudanca na distribuicdo da doenca, que antes se restringia a areas rurais da
regido nordeste, agora sendo encontrada na maioria dos estados brasileiros
incluindo as grandes cidades. Nos ultimos anos foram registrados casos autoctones
em 19 dos 27 estados brasileiros. Atualmente os estados do Para, Tocantins, Mato

Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo, além dos estados do nordeste, passaram
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a influir consideravelmente na alta incidéncia da doenca no Brasil (GONTIJO E
MELO, 2004).

A transmisséo ocorre por meio da picada das fémeas de dipteros da familia
Psychodidae subfamilia Phlebotominae. A principal espécie transmissora é a
Lutzomyia longipalpis. O inseto mede entre 3 e 4 mm e esta bem adaptado ao
ambiente peri-domiciliar podendo ser encontrado em toda América Latina. No Brasil,
L. (L) i. chagasi também pode ser transmitida pela espécie Lutzomyia cruzi
(ROMERO, BOELAERT, 2010).

Os flebotomineos transmissores de Leishmania sp sédo insetos noturnos ou
crepusculares, tipicamente de matas; porém, devido a acdo antropica, os habitats
desses insetos estdo sendo modificados, havendo uma reducdo dos ambientes por
eles utilizados. Portanto, as espécies estdo se aproximando cada vez mais do
peridomicilio por terem se tornado de alguma forma, resistentes as condi¢cdes
adversas e conseguirem explorar novos ambientes (ALMEIDA, 2010).

Lutzomyia longipalpis foi identificado pela primeira vez como possivel inseto
transmissor de leishmaniose visceral quando Chagas observou que estes insetos
hematofagos eram comumente encontrados em domicilios e &reas peridomiciliares
de pacientes diagnosticados com a doenca (NASCIMENTO, 2007).

Apesar de Lutzomyia longipalpis, (figura 4), ser o principal agente transmissor
de leishmaniose visceral, a ocorréncia da doenca em areas onde este fleb6tomo néo
€ encontrado evidenciou a possibilidade de a transmissao ocorrer através de outra
espécie. Um estudo entomoldgico realizado na cidade de Jaciara- Mato Grosso
mostrou que apesar da presenca de casos de leishmaniose visceral no municipio,
nao foram identificadas espécies de L. longipalpis. O inseto predominante no estudo
foi 0 da espécie Lutzomyia cruzi, ap6s analise de DNA através de técnicas de PCR
foi possivel demonstrar a infeccdo dos insetos por Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi caracterizando-os como potenciais transmissores da doenca
(MISSAWA, 2011).

Figura 4: Lutzomyia longipalpis
Fonte: http//www.sociedadedeparasitologia.com.br
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4.3.1 PATOGENIA

Individuos infectados evoluem para um estado sintomatico que é
caracterizado por febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e pancitopenia. Em
alguns casos, pode também ocorrer diarréia e linfadenopatia. O protozoario provoca
uma doenca cronica e sistémica (MURRAY, 2003).

Um achado importante em pacientes com leishmaniose visceral é a anemia
severa, que embora seja um achado frequente, sua patogénese envolve
mecanismos complexos. Os estudos mostram, frequentemente, uma diminuicdo da
sobrevida das hemacias na fase aguda da doenca, bem como positividade para o
teste de coombs (VILELA, 1995).

Outros sintomas que podem aparecer incluem fadiga, hemorragia e infeccées
bacterianas causadas pela diminuicdo de neutréfilos. Acometimento do sistema
nervoso em paciente com leishmaniose visceral é raro, mas em 2010 um relato de
caso comprovou danos neurolégicos em uma crianca com leishmaniose visceral no
Brasil. Os mecanismos pelos quais ocorre o dano neurolégico ainda ndo estédo
esclarecidos (DINIZ, 2010).

Leishmania sp € um parasita intracelular, e na fase sintomatica da doenca séo
demonstradas amastigotas presentes nos macréfagos localizados na medula 6ssea,
figado e baco sendo estes os locais mais afetados no organismo. Estes pacientes
sintomaticos devem receber tratamento especifico para a doenca, no entanto
estudos mostram que grande parcela dos individuos infectados séo assintoméaticos e
cursam com evolucdo benigna (MURRAY, 2003).

Cerca de 90% dos casos sintométicos sdo fatais sendo houver tratamento
adequado, sendo que hemorragias e infeccédo generalizada séo as causas da morte
pela doenca. Com o surgimento da AIDS, a leishmaniose ganhou importancia devido
a suscetibilidade dos portadores do HIV (BOTELHO, 2009).

A associacdo de co-morbidades como a desnutricdo, o diagnéstico tardio da
doenca e a presenca de complicagbes, como as infeccOes bacterianas
principalmente por Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e as
hemorragias concorrem para o aumento da letalidade por este agravo (OLIVEIRA et
al, 2010).
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4.4 DIAGNOSTICO

A leishmaniose visceral é uma doenca com alta ocorréncia no Brasil podendo
levar a 95 % de letalidade quando néo tratada adequadamente. O diagnostico
precoce tanto do homem quanto do hospedeiro reservatério se faz necessario para a
realizacdo do tratamento adequado e para a realizacdo de medidas de controle da
doenca, incluindo o sacrificio do animal infectado (ALVES, 2004).

4.4.1 Diagnostico Clinico

O diagnoéstico clinico da leishmaniose visceral é complexo devido a
semelhanca dos sintomas com o0s apresentados em outras doencas tais como
doenca de chagas, maléria, esquistossomose, febre tiféide e tuberculose. Os
principais sinais e sintomas apresentados pelo paciente com LV sao: febre
prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, leucopenia, anemia, tosse
hipergamaglobulinemia, dor abdominal, diarréia, perda de peso e caquexia.

O diagnéstico clinico da LV canina é muitas vezes um problema para o
veterinario. H4 um amplo espectro de sinais clinicos, desde animais aparentemente
saudaveis, passando por oligossintomaticos, até estagios severos da doenca. Uma
caracteristica importante € a permanéncia da doenca clinicamente inaparente por
longos periodos. Nos cédes, a doenca € sistémica cronica e pode levar o animal a
morte. Dependendo da fase da doenca e das condi¢cdes imunolégicas, muitos caes
infectados se apresentam assintomaticos.

Entretanto, ja foi demonstrado que cées infectados, mesmo assintomaticos, séo
fonte de infeccdo para os flebotomineos e, consequentemente, tém papel ativo na
transmissao de Leishmania (GONTIJO, 2004).
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4.4.2 Diagnostico laboratorial

4.4.2.1 Diagnostico parasitologico

O método diagndstico da leishmaniose considerado “padrédo ouro” é a
visualizacdo de amastigotas através de aspirados ou bidpsia de medula 0Ossea,
baco, figado ou linfonodo (DINIZ, 2010).

O material obtido é utilizado para a confeccao de esfregaco ou impressao em
laminas, histologia, isolamento em meios de cultura ou inoculagdo em animais de
laboratério. As puncBes de baco e medula Ossea sdo consideradas técnicas
invasivas, ndo sendo adequadas para estudos epidemiolégicos em larga escala e
muitas vezes sdo também inadequadas para diagnostico individual (GONTIJO,
2004).

Apesar de o exame direto através da demonstracdo do parasita em tecidos
como figado, baco e pele serem muito confidveis quanto a positividade de casos,
essa técnica ndo € eficaz para realizar uma cobertura total de casos positivos
(ALVES, 2004).

4.4.2.2 Diagnostico Imunolégico

A leishmaniose visceral é caracterizada por estimulacdo de linfécitos B que
resulta em hipergamaglobulinemia e grande producdo de anticorpos, facilitando a
realizacdo de testes imunoldgicos e evitando a realizacdo dos invasivos testes
parasitolégicos (GONTIJO, 2004).

A partir de 1938 a técnica de Reacdo de Fixacdo do Complemento (RFC)
comecou a ser utilizada e foi considerada melhor que o exame direto em
sensibilidade e especificidade. Contudo, rea¢cdes cruzadas podem ser observadas
em titulos baixos com a doencga de chagas e a LTA.

A reacdo de imunufluorescéncia indireta (RIFI) comecou a ser utilizada a
partir da década de 60, com sensibilidade variando entre 90 e 100 % e

especificidade aproximada de 80 % para amostras de soro, podendo também haver
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reacao cruzada com outros tripanossomatideos como o da doenga de chagas e 0s
da LTA. Em meados da década de 70, com objetivo de tornar o diagndstico mais
sensivel e especifico, varios estudos foram realizados para avaliar e aprimorar o
teste de ELISA padrdo. A utilizacdo de antigenos recombinantes ou purificados
como as glicoproteinas de membranas gp63, gp72, gp70 e rK39 especificas do
género Leishmania, melhoram a sensibilidade e a especificidade da técnica.
Entretanto, reacdes cruzadas com enfermidades causadas por outros

tripanossomatideos podem ainda ocorrer (ALVES, 2004).

4.4.2.3 Métodos Moleculares

4.4.2.3.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Apesar dos diversos testes disponiveis para o diagnoéstico da leishmaniose, a
necessidade de um teste que possibilite deteccdo precoce, e que possua alta
especificidade para um determinado patégeno fez com que a utilizacdo da andlise
de acidos nucléicos na deteccdo de parasitos ganhasse espaco no ramo das
pesquisas (GERALDO, 2008)

O desenvolvimento da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) por Mullis e
colaboradores foi um marco na biotecnologia e o prendncio do diagnéstico
molecular. A PCR ¢é a estratégia de amplificacdo mais amplamente utilizada, € uma
reacdo quimica in vitro que permite a sintese de quantidades essencialmente
ilimitadas de sequéncias do acido nucléico alvo. Isso pode ser obtido pela acédo de
uma DNA polimerase que, sob as condi¢des apropriadas, é capaz de copiar uma fita
de DNA (HENRY, 2008).

Diferentes sequéncias de DNA tém sido utilizadas com propoésito de
diagnosticar leishmaniose, apresentando boa sensibilidade. Entre essas sequéncias
podem-se citar os minicirculos de kDNA. A sensibilidade de deteccdo do DNA de
Leishmania sp tem girado em torno de fentogramas (fg) de DNA. Recentemente,
variacbes da técnica de PCR ou associacdo da PCR com outras técnicas tém
permitido, além da deteccdo do parasita, sua identificacdo especifica. A PCR

especifica, utilizando diferentes pares de iniciadores, pode revelar a espécie do
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parasito envolvido. Entretanto, deve-se proceder a uma reacao diferente para cada
espécie do parasito a ser considerada. Recentemente, através da utilizacdo da
técnica PCR-RFLP, demonstrou-se que a clivagem do fragmento amplificado de 120
pb com as enzimas de restricdo Aval e Haelll permite a diferenciagdo entre L
braziliensis e L. amazonensis. Esta metodologia abre uma perspectiva importante no
sentido de identificar as principais espécies de Leishmania, constituindo uma
importante ferramenta, com alta sensibilidade e especificidade no diagnostico das
doencas parasitarias, tendo um grande potencial para o diagnoéstico das diferentes
formas de leishmaniose e permitindo identificar o agente etiologico diretamente da
amostra clinica (DE CARLI, 2007).

4.5 TRATAMENTO

Existem no mercado mundial, diversos farmacos disponiveis para o
tratamento da leishmaniose. Entretanto tais farmacos podem apresentar uma seérie
de problemas como, por exemplo, resisténcia do parasita e inducdo de efeitos
colaterais que limitam a utilizacao e, principalmente, a eficacia destes farmacos. Os
farmacos existentes no mercado sdo de administracdo parenteral, fato que dificulta
arealizacdo completa e eficaz do tratamento, pois ha necessidade da colaboracéo
do paciente que muitas vezes desiste do tratamento (BEZERRA, 2004).

A primeira linha de tratamento envolve o uso de uma combinac¢do antimonial
pentavalente, onde as drogas frequentemente utilizadas sdo o estibogliconato sodico
(Pentostam®) e o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®). Comumente, o
tratamento com estas drogas pode trazer efeitos colateiras, tais como, dor
abdominal, anorexia, nduseas, voémitos, mialgia, artralgia, dor de cabeca. Elevacéo
nos niveis de amilase e lipase pode ocorrer em alguns pacientes, mas apenas a
minoria pode apresentar sinais clinicos de pancreatite. Os antimoniais pentavalentes
devem ser usados com cautela em idosos, pacientes com doenca renal e cardiaca,
assim como em mulheres gravidas.

O ministério da saude recomenda uma dose de 20mg/Kg/dia de
Glucantime®durante aproximadamente 28 dias, atingindo um méaximo de 40 dias
(VELEZ, 2009).



32

No Brasil, estudos realizados in vitro, mostraram que nao existem cepas de L.
(L) i. chagasi resistentes aos antimoniais. Em caso de recidiva da doenca é
recomendado um segundo tratamento, de maior duracdo, sem extrapolar 40 dias
(NEVES, 2005).

Alguns paises, no entanto, j& demonstraram resisténcia ao tratamento com
antimoniais. Na Africa foi observado 1% de resisténcia ao tratamento, enquanto na
india até 60% dos tratamentos realizados com antimoniais ndo obtém sucesso. Na
india o tratamento indicado para leishmaniose causada por L. donovani é realizado
com o Miltefosine®, porem este tratamento ndo se mostrou eficaz contra L. infantum.
Outros compostos vém sendo usados, com sucesso, para o tratamento de pacientes
com LV. O desoxicolato de sédio de anfotericina B (Fungisone®) é efetivo, mas
requer administracdo parenteral por longos periodos e estd associado a
nefrotoxicidade, entre outros efeitos colaterais. Contudo, em casos de leishmaniose
causada por cepa resistente aos antimoniais, estudos apontam a anfotericina B
como droga de escolha (VELEZ, 2009).

A anfotericina B é um antibiético polieno que interage com o ergosterol da
membrana celular, formando poros que alteram a permeabilidade celular e o balanco
ibnico, causando morte celular. O mecanismo de ac¢do dos antimoniais ndo é ainda
totalmente conhecido, sendo provavel a inibicdo de adenosina (ATP) e guanosina
trifosfatos (AGP) através da inibicdo do ciclo do &cido citrico e da glicolise, e a
ativacao e conversdo do antimonial para a forma trivalente (Sblll). A atividade anti-
Leishmania dos antimoniais também pode ser devida ao estimulo do macréfago do
hospedeiro (LIMA et al, 2007).

4.6 EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose visceral ficou historicamente conhecida como uma endemia
rural, mas a partir da década de 1980 registrou-se um notavel processo de
urbanizacdo da doenca. A primeira epidemia urbana registrada no pais ocorreu em
Teresina. Posteriormente, foram descritas epidemias em Natal e Sdo Luis, e a partir

dai registrou-se sua disseminacao para outras regifes do pais. Recentemente foram
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descritos casos autdctones no Rio Grande do Sul, estado que a até pouco tempo era
considerado livre de leishmaniose.

O panorama epidemiologico mostra a gravidade da situacdo e a franca
expansao geografica da LV. De 1980 a 2008, foram notificados mais de 70 mil casos
de LV no pais, levando mais de 3.800 pessoas a morte. O numero médio de casos
registrados anualmente cresceu de 1.601 (1985-1989), para 3.630 (2000-2004),
estabilizando-se a partir de entdo. Na década de 1990, apenas 10% dos casos
ocorriam fora da Regido Nordeste, mas em 2007, esta cifra chegou a 50% dos
casos. Entre os anos de 2006 e 2008, a transmisséo autoctone da LV foi registrada
em mais de 1.200 municipios em 21 Unidades Federadas (WERNEK, 2010).

De acordo com GOTO 2009, a doenca pode ser encontrada em 66 paises de
regibes tropicais e subtropicais, e 90 % dos casos ocorrem na India, Sudan,
Bangladesh, Nepal e Brasil. E estimada uma ocorréncia de 500.000 novos casos por
ano no mundo, e no Brasil estima-se que ocorram 3.000 novos casos por ano.

Leishmaniose visceral é uma doenca descrita em praticamente todos os
estados brasileiros, com excec¢do do Acre. No periodo compreendido entre 2001 e
2006, os estados que apresentaram o maior niumero de casos foram Maranhdo
(3.562 casos), Minas Gerais (2.512 casos), Ceara (2.431 casos), Para (1.970 casos)
e Mato Grosso do Sul (1.189 casos) (BOTELHO, 2004)

Entre 1980 e 2005, o Brasil registrou 59.129 casos de leishmaniose visceral,
sendo 82,5% na Regido Nordeste. Gradativamente, a leishmaniose visceral
expandiu-se para as regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste, passando de 15% dos
casos em 1998 para 44% em 2005. Entre 1998 e 2005 foram registrados casos
autoctones em 1.904 (34,2%) diferentes municipios brasileiros (MAIA-ELKHOURY,
2008).

No Maranhdo, desde o ano de 1982, a LV representa uma endemia, com
surtos epidémicos nos anos de 1984-1985, 1993-1994 e 1998-2001, sendo que nos
anos de 1999 e 2000 o estado foi 0 maior notificador de casos a Fundacao Nacional
de Saude (NASCIMENTO et al, 2006).

Imperatriz, de acordo com dados da vigilancia epidemiolégica, registrou 29 casos
de LT e 33 de LV em 2010. Até maio de 2011, foram registrados 22 casos de LT e
12 de LV.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo do tipo descritivo, compreendendo o periodo de abril a

julho de 2012, no municipio de Imperatriz — MA.

5.2 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Imperatriz, estado do Maranhéo,
nordeste brasileiro. De acordo com o senso realizado pelo IBGE-2010 a cidade
possui uma populacao de 247.553 pessoas, onde deste total 119.230 habitantes sé&o
do sexo masculino e 128.323 sdo do sexo feminino. Imperatriz € o segundo
municipio mais populoso do estado, possuindo uma area de 1367,91 Km? e
densidade demogréfica de 180,97 hab/Km?* Com uma latitude de 5°31'33 sul e
longitude de 47°28'33 oeste, localiza-se proximo a divisa com o Tocantins, num
territorio razoavelmente plano e fértil, ao Sudoeste do estado, em uma altitude de 95

metros, em média.

Imperatriz esta situada no oeste maranhense onde o clima predominante € o
tropical sub-Umido com médias pluviométricas e térmicas altas. As chuvas séo
distribuidas nos primeiros meses do ano, mas o estado ndo sofre com longos
periodos de seca. Apenas duas estacfes bem definidas podem ser identificadas na
cidade: inverno ou estacdo das chuvas (novembro a marco) e verdo ou estacdo da
seca (abril a outubro). A temperatura média no municipio oscila entre 20° e 38°, com
picos de mais de 40° graus em dias mais quentes. Com sensac¢fes térmicas que
chegam a 44° mesmo no inverno e chega a bater os 50° no veréo.

O municipio de Imperatriz é o segundo maior do estado em populacdo e em
area territorial, tendo havido um grande crescimento populacional nas ultimas
décadas com a formacgéo de favelas e bairros com precaria infraestrutura. Soma-se
a este aspecto o clima tropical, favorecendo o desenvolvimento de diversas doencas

como, por exemplo, a leishmaniose.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Altitude
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5.3 DADOS DO HOSPEDEIRO

Para compreensao da epidemiologia dos cédes envolvidos na pesquisa, algumas
informacdes foram obtidas através do preenchimento de formuléario, realizado no ato
da coleta. Estes formulérios continham dados do animal como: local de captura,

sinais clinicos apresentados, realizacdo de exame laboratorial, etc (ANEXO ).

5.4 POPULACAO DE ESTUDO

Foram coletados carrapatos de caninos com ou sem diagndstico clinico ou
laboratorial de leishmaniose. Os animais incluidos na pesquisa foram capturados
pelo centro de controle de zoonoses ou levados a uma clinica veterinaria localizada

no bairro Nova Imperatriz.

5.5 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Durante o periodo de abril a julho de 2012 foi realizada coleta de carrapatos
de 48 animais, havendo variacdo quanto ao numero de ectoparasitas coletados de
cada animal. Coletou-se o maior niumero possivel de amostra, porem alguns cées
tinham infestacéo discreta. Com isso 0 niumero de carrapatos coletados variou entre
3 e 89 totalizando 1049 carrapatos, onde destes, 409 eram machos e 640 eram
fémeas. O presente estudo priorizou a realizacdo da pesquisa de Leishmania sp
apenas nas fémeas e com isso 7 cdes foram excluidos da investigacéo, pois nestes
apenas foram encontrados carrapatos machos. Portanto, com a exclusdo dos
carrapatos machos, foi realizada PCR de 640 ectoparasitas de 41 diferentes

animais.

5.6 COLETA E CONSERVACAO DA AMOSTRA

Os ectoparasitas coletados, foram conservados em isopropanol e mantidos em

tubos tipo falcon que foram identificados separadamente por animal e
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acondicionados em temperatura de 2 °C a 8 °C. Posteriormente 0s tubos foram
enviados ao Laboratorio de Biologia Molecular e Celular do NMT-UFPA em Belém-

PA, para processamento.

5.7 EXTRACAO DE DNA

As amostras (fémeas dos carrapatos) foram trituradas individualmente com
auxilio de ponteira descartavel em 100 pl de solucéo para trituracdo (10X Grinding
Tampdo, 20X Espermina/Espermidina, 10% Sucrose). Ap6s, foi adicionado
imediatamente 10 ul de solugdo SDS (2X SDS Tampéao, 10% SDS, 10% Sucrose,
Dietilpirocarbonato), incubando-se por aproximadamente 30 minutos a 65°C em
banho-maria.

As amostras foram colocadas em gelo por aproximadamente 5 minutos,
centrifugadas rapidamente e entdo adicionou-se 30 ul de solugédo de acetato de
potassio (8M KOAC) e levado a agitacdo. Colocou-se em gelo por mais 45 minutos.
Centrifugou-se os tubos por 2 minutos a 14000 rpm e transferiu-se o sobrenadante
para um novo tubo. Adicionou-se duas vezes o volume de etanol a 96% mantido em
repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram
mantidas a -20 °C por uma noite.

O etanol foi descartado por inversao, lavou-se 3 vezes o sedimento com etanol
a 75% seguindo com centrifugagcdo a 14000 rpm por 5 minutos. As amostras foram
secadas em estufa a 37°C e o DNA redissolvido com 20 pl de solugdo TE (10mM
Tris HCI, 1mM EDTA, Ph 8,0). Deixou-se os tubos a temperatura ambiente por

aproximadamente 30 minutos e estocados a —20°C.

5.8 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE — PCR

A PCR foi realizada em um volume total de 10ul, contendo: 1X Tampao
de Taqg DNA polimerase, 1,5mM MgCl,, 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), 250uM de
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cada dNTP (Invitrogen), 20uM de cada iniciador (Operon), 2,5U/ul de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e 1,5yl de DNA extraido. Os marcadores utilizados
amplificam aproximadamente 400 pb do gene de Mini-exon das espécies de
Leishmania viscerotropicas e 250 pb para o subgénero Viannia e 350 pb para a

Leishmania (L.) amazonensis (Fernandes et al, 1994; Degrave et al, 1994).

A sequéncia dos iniciadores séo: S1629 (5'-
GGGAATTCAATAWAGTACAGAAACTG-3’) e S1630 (5-
GGGAAGCTTCTGTACTWTATTGGTA-3).

Foi utilizado como controle positivo o DNA de Leishmania (V.) braziliensis
e Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (L.) i. chagasi e a agua para o controle

negativo.

No termociclador programado, a reacédo foi submetida a uma temperatura
inicial de 95°C por 3 minutos para a desnaturacdo do DNA, seguido de 5 ciclos nas
seguintes temperaturas: 95°C por 1 minuto, 45°C por 30 segundos e 65°C por 1
minuto. Em seguida, a reacao foi levada a uma temperatura de 95°C por 1 minuto,
seguido de 35 ciclos nas condicfes: 95°C por 1 minuto, 50°C por 30 segundos e

72°C por 1 minuto. Ao final, a etapa de extenséo foi mantida por 10 minutos a 72°C.

5.9 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Dez microlitros dos produtos da PCR foram migrados em gel de agarose a 1%
em solugéo TAE (Tris-HCI, Acido acético e EDTA), com 2 ul de solugéo indicadora
de azul de bromofenol.

A eletroforese foi realizada a 100 V/50 mA por uma hora. O DNA foi
corado com 0,5 ug/ml de brometo de etidio e visualizado em translumindor de UV

para analise dos fragmentos obtidos (READY et al, 1997).

5.10 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no trabalho:
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e Carrapatos extraidos de caes capturados pelo centro de controle de zoonoses
e de animais que realizaram consulta em uma clinica veterinaria da cidade de
Imperatriz-MA.

Foram excluidos do trabalho:

e Todos os carrapatos machos.

5.11 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos na pesquisa foram inseridos em planilha no

programa Excel 2010, onde foram organizados através de graficos e tabelas para
melhor compreensao.
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6 RESULTADOS

6.1 Epidemiologia dos cées utilizados como fontes de amostras

A pesquisa foi realizada através da coleta de carrapatos de cdes da
cidade de Imperatriz-Ma. Foram incluidos no estudo carrapatos de 41 cé@es onde 18
cdes eram provenientes de uma clinica veterinaria e 23 foram capturados pelo
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), oriundos de diversos bairros da cidade. Dos
41 caes, 23 (56,1%) eram machos e 18 (43,9%) fémeas. Entre estes animais 26

apresentavam sinais clinicos de leishmaniose, descritos no quadro 01.

Quadro 01. Sinais Clinicos sugestivos de leishmaniose apresentados pelos cédes

N° do Sinais Clinicos PCR dos
animal Onicogrifose | Ulceras | Queda  de | Inapeténcia carrapatos
Pelo

03 X X NEG
04 X X POS
07 X X X POS
11 X X X NEG
15 X X NEG
22 X X X NEG
23 X X X POS
24 X X X X POS
25 X X X X NEG
26 X X X NEG
28 X X POS
31 X X X NEG
32 X X X X NEG
33 X X X NEG
34 X X X NEG
35 X X X X NEG
36 X X NEG
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37 X X X X NEG
38 X X X NEG
39 X X X X POS
40 X X X X NEG
41 X X X NEG
43 X X X POS
44 X X X POS
47 X X X NEG
48 X X X NEG
Total 22 26 16 16

Dos 26 caes com sinais clinicos, em apenas 8 (30,7%) foram detectados carrapatos

positivos com DNA de Leishmania, pela PCR.

6.2 Resultados da PCR

Foi realizada PCR para Leishmania sp de 640 carrapatos coletados dos 41

cédes incluidos na pesquisa (Quadro 02). Destes carrapatos, 170 obtiveram resultado

positivo, sendo de 16 diferentes cées (grafico 01).

Quadro 02. Numero de carrapatos com PCR positiva.

N° do Bairro Carrapatos (N) PCR Espécie de
animal (nd) (n?Q) positivo (n Leishmania
?)

01 Nova Imperatriz 1 30 13 L.(Viannia) sp
02 Jucara 4 12 6 L.(Viannia) sp
03 Nova Imperatriz 14 22 0 -

04 Santa Rita 17 24 12 L.(Viannia) sp
05 Jucara 45 13 5 L.(Viannia) sp
06 Nova Imperatriz 22 18 3 L.(Viannia) sp
07 Sao José 53 36 12 L.(Viannia) sp
08 Nova Imperatriz 0 50 45 L.(Viannia) sp
09 Nova Imperatriz 8 32 23 L.(Viannia) sp
10 Santa Inés 28 39 22 L.(Viannia) sp
11 Nova Imperatriz 0 50 0 -

12 Bom Sucesso 9 24 0 -

13 Nova Imperatriz 3 16 8 L.(Viannia) sp
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14 Centro 0 45 0 -
15 Nova Imperatriz 15 18 0 -
16 Nova Imperatriz 0 10 0 -
17 Centro 0 82 0 -
18 Centro 5 3 0 -
19 Vilinha 0 3 0 -
20* Santa Rita 8 0 - -
21* Nova Imperatriz 12 0 - -
22 Vila Lob&o 9 3 0 -
23 Conjunto Vitéria 9 2 1 L.(Viannia) sp
24 Bacuri 4 7 7 L.(Viannia) sp
25 Santa Rita 0 10 0 -
26 Nova Imperatriz 0 11 0 -
27* Conjunto Vitéria 11 0 - -
28 Bacuri 0 3 3 L.(Viannia) sp
29 Nova Imperatriz 5 5 0 -
30* Bacuri 5 0 - -
31 Imigrante 3 1 0 -
32 Conjunto Vitéria 4 6 0 -
33 Alto da Boa Vista 7 3 0 -
34 Desconhecido 10 4 0 -
35 Santa Rita 7 4 0 -
36 Santa Rita 0 11 0 -
37 Santa Rita 4 5 0 -
38 Santa Rita 5 5 0 -
39 Conjunto Vitéria 5 8 4 L.(Viannia) sp
40 Imigrante 4 3 0 -
41 Vila Lob&o 10 1 0 -
42* Vila Lob&o 10 0 - -
43 Ouro Verde 3 8 6 L.(Viannia) sp
44 PQ Alvorada | 6 6 2 L.(Viannia) sp
45* Vila Nova 23 0 - -
46* Novo Horizonte 12 0 - -
47 Senharol 6 1 0 -
48 Vila Vitoria 3 6 0 -

* Caes excluidos do estudo

A PCR para Leishmania sp foi realizada apenas em carrapatos fémeas
totalizando 640 carrapatos. Devido a essa selecdo, 7 cdes foram excluidos do
estudo pois destes, foram coletados apenas carrapatos machos. Todos o0s
carrapatos foram identificados como Rhipicephalus sanguineus. A taxa de infeccdo

dos carrapatos variou entre 16,6 e 100 %.
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Prevaléncia de caes infestados por carrapatos com
PCR positiva para Leishmania spp

B Negativo

M Positivo

Gréfico 01. Numero de cdes com carrapatos com PCR positiva para leishmaniose.

Apesar de 26 caes terem apresentado sinais clinicos sugestivos de
leishmaniose, apenas em 16 animais, dos 41, foram encontrados carrapatos
infectados com Leishmania sp. Em todos os carrapatos com PCR positiva 0 DNA

encontrado foi compativel com Leishmania (viannia) spp (figura 01).

«—L (L) chagasi (400pb)
« L.(L.) amazonensis (350 pb)
«—L.(V.) braziliensis (250 pb)

1 2 3456 7 8 91011121314151617181920

Figura 01. Gel de agarose em TAE. Coluna - 1 a 15 amostras de carrapato; coluna
16 — amostra de Leishmania (Viannia) braziliensis; coluna 17 — amostra de
Leishmania (Leishmania) amazonensis; coluna 18 — amostra de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi; coluna 19 - controle negativo e coluna 20 —
Marcador de peso molecular de 100 pb.
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6.3 Prevaléncia dos casos positivos em relag&o aos bairros de Imperatriz

A tabela 01 mostra a distribuicdo dos casos positivos em relacdo ao bairro de
origem dos animais, onde dos 16 casos positivos 5 (31,25%) eram do bairro Nova
Imperatriz. Os bairros Jucgara, Conjunto Nova Vitoria e Bacuri obtiveram, cada um, 2
(12,5%) casos positivos, enquanto os bairros Santa Rita, Sdo José, Santa Inés, Ouro

verde, e Parque Alvorada | obtiveram, cada um, 1 (6,25%) caso positivo.

Tabela 01. Numero de casos positivos por bairro.

Bairro n % Espécie de

Leishmania
Nova Imperatriz 5 31,25 L.(Viannia) spp
Jucara 2 12,5 L.(Viannia) spp
Conjunto Vitéria 2 12,5 L.(Viannia) spp
Bacuri 2 12,5 L.(Viannia) spp
Santa Rita 1 6,25 L.(Viannia) spp
S&o Joseé 1 6,25 L.(Viannia) spp
Santa Inés 1 6,25 L.(Viannia) spp
Ouro Verde 1 6,25 L.(Viannia) spp
Parque Alvorada | 1 6,25 L.(Viannia) spp

TOTAL 16 100

6.4 Epidemiologia dos caes cujo amostragem de carrapatos obteve PCR
positiva
Entre os 16 cdes em que a PCR dos carrapatos apresentou DNA de
Leishmania (Viannia) spp, 9 (56,25%) eram machos enquanto 7 (43,75%) eram
fémeas. Dos 16 caes apenas 8 (50%) apresentavam sintomas de leishmaniose. Dois
(12,5%) cées tinham idade inferior a seis meses, 6 tinham entre 6 (37,5%) meses e

um ano de idade e 8 (50%) tinham mais que 1 ano de idade.
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Tabela 02. Dados epidemiolégicos dos cées cujos carrapatos obtiveram PCR

positiva.

Variavel N %

SEXO

Macho 09 56,25

Fémea 07 43,75

SINTOMAS

Presente 08 50

Ausente 08 50

IDADE

< 6 meses 2 12,5

6 a 12 meses 6 37,5
8 50

> 12 meses
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7 DISCUSSOES

O estudo identificou a presenca de DNA de Leishmania (Viannia) sp em
carrapatos de 16 dos 41 cédes incluidos na pesquisa. Destes 16 cdes 08 ndao
apresentavam nenhum sinal clinico de leishmaniose. Este achado pode demonstrar
que a utilizacdo da PCR em ectoparasitas pode funcionar como um marcador ou
indicador precoce da infeccao.

A hipotese de que estes carrapatos tenham se infectado em outro animal
ndo pode ser descartada, porém, a taxa de carrapatos infectados variando entre
16,6 a 100%, indica que o cao era a fonte de infecgao.

Em todas as amostras positivas o DNA encontrado foi compativel com
Leishmania (Viannia) sp. Colombo et al, 2010, pesquisaram a presenca de
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi em ectoparasitas de 60 cdes com
sorologia positiva para Leishmaniose Visceral Canina (LVC) onde se encontrou DNA
do protozoario em 48 (80%) destes caes. O presente estudo ndo encontrou DNA de
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. A causa para este fato é desconhecida
pois de acordo com a vigilancia epidemiologica de Imperatriz a forma visceral de
leishmaniose é comum na cidade. Dantas-Torres2009, ao pesquisar DNA de
Leishmania (L) infantum chagasi em ectoparasitas de cdes da cidade de Bezerros-
PE encontrou uma positividade de 12%.

Quatro dos 41 animais incluidos neste estudo haviam sido diagnosticados
com leishmaniose através de sorologia, porém em nenhum deles se encontrou
carrapatos infectados. Dantas-Torres (2009) analisou 73 carrapatos de 25 cées
soropositivos de Bezerros — PE onde apenas 9 (12,3%) tiveram PCR positiva,
portanto, em 87,7% dos cées soropositivos 0s carrapatos ndo apresentaram DNA de
Leishmania sp.

O achado de DNA de Leishmania (Viannia) sp sugere que carrapatos que

realizam hematofagia em caes com leishmaniose podem se infectar. Porem estudos
devem ser realizados para demonstrar se estes carrapatos infectados podem
transmitir 0 protozoario para outros animais.
Imperatriz € uma cidade de clima quente e umido o que propicia o desenvolvimento
de Lutzomyia sp. Os cdes com sintomas de leishmaniose e com carrapatos
infectados por Leishmania (Viannia) sp eram oriundos de diferentes bairros da
cidade.
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Alguns bairros como 0 bacuri, possuem agravantes para a disseminacao da
doenca como falta de saneamento e presenca de vegetacao peridomiciliar. Porem
houve incidéncia de cées infestados por carrapatos infectados em bairros sem estes
agravantes, como o bairro jucara. A cidade possui um grande numero de caes
vadios que podem ser vistos vagando pelas ruas, com presenca de sinais de
leishmaniose. Estes animais podem atuar como fontes da doencga sendo alvos de

artropodes como Lutzomyia sp e carrapatos.
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8 CONCLUSAO

-O estudo mostrou a presenca do DNA de Leishmania (Viannia) sp em
carrapatos de caes com e sem sintomatologia de leishmaniose circulando em bairros
de Imperatriz.

-A espécie dos carrapatos era Rhipicephalus sanguineus, apresentando taxa
de infecgao variando de 16,6 a 100%, demonstrando ser elevada.

-O bairro Nova Imperatriz apresentou o maior nUmero de carrapatos positivos
com DNA de Leishmania (Viannia) sp, por PCR. No entanto nédo se tem
conhecimento sobre o local de infeccdo desses ectoparasitas.

-A deteccédo da infeccao por Leishmania sp em ectoparasitas ndo comprova a
atuacdo destes artrépodes como vetores na cadeia de transmissdo da doenca,
sendo necessario a continuidade da pesquisa com a utilizacdo de cobaias para
comprovar esta transmissao, porém pode ser um importante indicador podendo
detectar cées infectados assintométicos ou subclinicos circulando na comunidade,

podendo auxiliar nos programas de combate a disseminacdo da doenca.
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ANEXOS

Anexo 1: formulario

Animal N2

Formulario para preenchimento

INVESTIGACAO DE LEISHMANIA SP EM CARRAPATOS DE CAES DE BAIRROS
DE IMPERATRIZ-MA, ATRAVES DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
(PCR)

Espécie do animal:
Canina () Equina ()

( ) Animal capturado pelo centro de controle de zoonoses ( ) Entregue pelo proprietario

Local de captura do animal: ( ) Zona urbana ( ) Zonarural
Bairro:

Sexo do animal: ( ) fémea ( ) Macho

Idade do animal: ( ) <6 meses ( )6 mesesalano( )>1ano
Raca Pelagem

Ja foi vacinado contra leishmaniose ? Sim( ) Nao( ) Ignorado( )

Avaliagéo laboratorial para leishmaniose? ( )Positiva ( )Negativa ( )lgnorada
Qual método laboratorial utilizado?
Avaliagéo clinica positiva para leishmaniose? ( ) Sim ( ) Nao
Diagnostico clinico foi realizado através de:

Possue alteragdes fisico-clinicas? Sim ( ) Nao ( )

( ) Onicogrifose ( ) Inapeténcia

( ) Ulceras na orelha () Falta de apetite
() Ulceras nasais ( ) Queda de pélo

( ) Ulceras pelo corpo

( ) Outras

Ectoparasitas coletados: carrapatos = , pulgas =

Espécie dos carrapatos:

Espécie das Pulgas:

Coleta realizada por:

Data:_ / [



