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1 INTRODUCAO

A leishmaniose teve sua origem nas Américas e se disseminou para outros paises a
partir da descoberta do novo mundo. Estudos arqueoldgicos indicam que a civilizagao Inca
ja sofria desta moléstia, a época denominada de uta ou espuindia (ALTAMIRANO-
ENCISO, 2003). No entanto, somente apds o inicio dos estudos bacteriolégicos, no final
do século XIX, fez-se possivel caracterizar clinicamente e identificar seu agente etioldgico
(VALE, 2005).

A cidade de Araripina foi escolhida por estar, de acordo com dados do Ministério
da Saude, inserida em area endémica desta enfermidade.

No Brasil, a espécie de protozoario comumente isolada em pacientes acometidos
pela forma visceral da doenca é a Leishmania (Leishmania) chagasi, que infectam
flebétomos do género Lutzomyia e psychodopygus, principalmente as espécies L.
longipalpis e L. cruzi, que possuem, por sua vez, hdbitos especialmente antropéfilos.

Podemos afirmar que no meio urbano, o cdo é o principal reservatério do agente
etiol6gico, com estudos indicando que o aparecimento da doenga na populacdo canina é
anterior ao aparecimento em humanos, o que evidencia a necessidade do controle desta
enfermidade nos caes, para que assim, possamos criar métodos eficazes que previnam o
contigio em humanos.

Sabe-se que a leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca cronica,
parasitdria, causada por protozodrios tripanossomatideos do género Leishmania, cujo
desenvolvimento se dd, obrigatoriamente, dentro das células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro mamifero, ou no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado.
No primeiro, o parasita apresenta a forma amastigota ou aflagelada, enquanto que no
segundo podemos observé-lo sob sua forma promastigota ou flagelada.

Um dos fatores que tornam a LVC um grave problema de satide publica € o fato de
nao haver nimeros precisos com relacao aos casos em areas endémicas, o que impossibilita
tanto a preven¢ao quanto um planejamento de controle eficiente.

O objetivo desse trabalho € dar um panorama dos dados epidemioldgicos
investigando a ocorréncia de anticorpos antileishmania em cdes domiciliados e
semidomiciliados no municipio de Araripina - PE, localizada na do sertdo pernambucano,

mais especificamente na mesorregido do Araripe, limitando-se ao sul com a cidade de
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Ouricuri, ao norte com o estado do Ceard, a oeste com o estado do Piaui e a leste com os

municipios de Ipubi e Trindade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O municipio de Araripina

Araripina faz parte do maior pdlo produtor de gesso do Brasil, tem uma érea de
1.914,4 km?, uma populagdo de 70.592 habitantes e estd localizado no extremo oeste do
Estado de Pernambuco, distante 680 km de Recife. (ACCIOLY et al, 2006)

Sua sede tem altitude de aproximadamente 622 metros e coordenadas geograficas
de 07°34°34”S 40°29°54”0.

A ocupagdo das terras de Araripina por atividades humanas aumentou cerca de 82%
no periodo de 1973 a 2001 com sérios impactos sobre a vegetacdo nativa. Essa vegetacio,
que em 1973 ocupava cerca de 148.000 ha, sofreu reducdo de aproximadamente 30 %,

passando a ocupar uma drea de cerca de 106.000 ha em 2001 (ACCIOLY et al, 2006).

2.2 Caracteristicas epidemioldgicas

z

A leishmaniose visceral canina € uma importante zoonose pela sua
morbimortalidade e devido a sua rdpida expansio geografica, estabelecendo assim, novas
areas endémicas (OLIVEIRA et al. 2005). Nos ultimos anos, a leishmaniose visceral
canina vem passando por um processo de urbanizagdo, aspecto esse que deve ser
considerado na epidemiologia da doenca (MONTEIRO et al. 2005).

Na ultima década, a média anual de casos de leishmaniose no Brasil foi de 3.156, e
a incidéncia de 2/100.000 casos por habitantes (BRASIL, 2006). A incidéncia da
leishmaniose visceral em humanos é maior em criangas menores de dez anos (54,4%),
sendo que, 41% dos casos foram registrados em menores de cinco anos, em razao do
estado de relativa imaturidade imunoldgica celular, agravado pela desnutricdo, comum nas
areas endémicas. Sendo o sexo masculino mais afetado (60%) (BRASIL, 2006).

Desde a década de 70, verificou-se o fendmeno da urbanizacdo da LV (VIEIRA,
1998). As transformagdes ambientais, tais como secas prolongadas e periddicas, seguidas
de migracgdo, urbanizacdo crescente e €xodo rural, vém acarretando a expansdo das areas
endémicas e o aparecimento de novos focos da doenca. Estes fatores levam a uma redugao
do espaco ecoldgico da doenga, facilitando a ocorréncia de epidemias (World Health

Organization, 2006).
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Além disso, préticas agrarias e condicdes precdrias de habitacdo, aliados a estreita
convivéncia do homem com os animais domésticos, sdo alguns fatores que devem ter

contribuido para o aumento da ocorréncia da doenga (MONTEIRO et al. 2005).
2.3 O Agente etiolégico

Sdao protozodrios morfologicamente similares do género Leishmania
(Kinetoplastida; Trypanosomatidae) (MONTEIRO et al. 2005). O Leishmania chagasi é
um parasito intracelular obrigatdrio, heter6xeno, e apresenta duas formas basicas em seu
ciclo evolutivo: a forma amastigota ou aflagelada, presente nas células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados e a forma promastigota ou flagelada,
presente no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado (vetor).

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

Fonte: (PEREIRA, 2009)

Na epidemiologia da LVC, o ca@o (Canis familiaris), atua como principal
reservatorio em areas urbanas (SAVANI et al. 2000). No ambiente silvestre, os principais
reservatorios sdo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous), € 0s marsupiais

(Didelphis albiventris) (BRASIL, 2000).
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2.4 Vetores

Os vetores da leishmaniose sdo insetos denominados flebotomineos, e conhecidos
popularmente como mosquito-palha. Apenas as fémeas realizam a hematofagia e sdo os
principais vetores.

A espécie L. longipalpis adapta-se facilmente ao Peridomicilio, alimentando-se de
grande variedade de vertebrados, como as aves, homem e animais silvestres ou domésticos

(MONTEIRO et al. 2005).
2.5 Modo de transmissao e ciclo biolégico

O modo de transmissdo da leishmaniose visceral é através do repasto de fémeas de
insetos, que podem pertencer a vdrias espécies de flebotomineos, dependendo da
localizagao geografica (MONTEIRO et al. 2005).

Ao realizar a hematofagia, o inseto vetor pode ingerir parasitos que estejam na pele
ou no sangue do animal no qual estd se alimentando. Estes parasitos que se encontram na
forma amastigota, transformam-se em promastigotas no intestino do inseto, migrando para
sua proboscide, quando entdo, podem ser inoculadas no préximo animal que for picado
(ALMEIDA, 2006).

Figura 2 - Ciclo biolégico das leishmanioses.

Estagio no vetor Estagio no mamifero
M -
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Fonte: (U. S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES)
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2.6 Etiopatogenia

As respostas do organismo contra a infeccdo por Leishmania podem ser muito
varidveis, indo desde simples inflamacdo até mecanismos de imunidade por células e
anticorpos. Essa variedade na reacdo ao antigeno se deve a espécie de Leishmania
envolvida, a cronicidade da enfermidade, a forma clinica apresentada e o estado
imunolégico do hospedeiro (DINIZ, 2005).

As espécies viscerotropicas, migram por todo o sistema fagocitico mononuclear,
originando a leishmaniose visceral. As espécies dermotrdpicas, como L. brasiliensis
geralmente permanecem no local de inoculacdo, principalmente em macréfagos repletos de
amastigotas. Com o desenvolvimento das lesdes aparecem mais linfécitos e um hematoma

superficial na pele (PEREIRA, 2005).

(N

Durante a picada do inseto infectado, a forma promastigota do protozoario
liberada, sendo fagocitada ao chegar a epiderme do hospedeiro, ocorrendo entdo a
diferenciac@o para a forma amastigota dentro do macréfago. Apds essa fase, ocorre intensa
multiplicagcdo da Leishmania dentro do macréfago, até que este se rompe, liberando vérios
protozodrios que serdo fagocitados novamente, formando um processo continuo, com
posterior disseminacdo pelos tecidos, principalmente os ricos em células do sistema
fagocitario mononuclear como bago, linfonodos, figado e medula 6ssea (BRASIL, 2006).

Por serem as principais fontes de células do sistema reticulo endotelial e
imunolégico, a maioria das alteracdes teciduais ocorrem no bago e linfonodos, resultando
em aumento de volume que ocorre em conseqii€éncia da proliferacao de células normais ou
infiltracdo de células anormais. A esplenite resultante pode se apresentar como um
aumento de volume difuso ou localizado e geralmente é de natureza granulomatosa ou
infecciosa (ETTINGER, 1997).

A morte dos animais se da principalmente devido a deposicdo de imunocomplexos
nos rins, causando glomerulonefrite e nefrite intersticial (FEITOSA 2006).

As alteracdes pulmonares e cardiacas na leishmaniose sdo as de pneumonia
intersticial cronica, com infiltrado linfoplasmocitario e, ocasionalmente macréfagos nos
septos alveolares. No exame microscépico podem ser observadas formacao granulomatosa,
fibrose intersticial e raramente macréfagos parasitados. A andlise histopatolégica do
miocdrdio pode revelar miocardite severa associada a vasculite e ao infarto (LUVIZOTTO,

2006).
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2.7 Imunopatologia

A imunopatologia da leishmaniose estd intimamente relacionada ao papel
modulador da resposta imunoldgica do hospedeiro, merecendo atengdo os mecanismos que
estdo agindo diretamente como fatores determinantes da cura ou progressao da doenga
(PINHO et al. 2008).

As células T desempenham papel fundamental na modulacdo da leishmaniose
visceral. Resisténcia a infec¢do estd associada a ativacdo de células TCD4+Thl com a
producdo de IL-2, TNF-a e IFN-y especificas para Leishmania spp., ativando macréfagos
(PINELLI et al., 1994), enquanto que a ativacdo das células TCD4+Th2 pelo protozoario
resulta no aumento da sobrevivéncia do parasita e na exacerbagdo das lesdes, em razao das
acoes supressivas de suas citosinas nos macréfagos (ABBAS et al., 2000; BARBIERI,2006
apud PINHO et al. 2008). As células TCD8+ também parecem estar envolvidas com a
resisténcia a infec¢ao, embora seu papel ainda ndo esteja totalmente esclarecido.

Embora as leishmanias sejam suscetiveis a acao dos neutrdfilos, células com grande
potencial de producdo de peréxido de hidrogénio e Oxido nitrico, ao penetrar no
hospedeiro, infectam os macréfagos livrando-se do ataque dos neutréfilos (MACHADO et

al. 2004).

2.8 Diagnostico

z

O teste diagndstico mais confidvel para a leishmaniose € a identificagcdo do
microrganismo, livre ou no interior dos macréfagos (ETTINGER, 1997) e se baseia na
demonstracdo do parasito obtido de material bioldgico de bidpsias aspirativas hepaticas,
ganglionares, esplénica, de medula dssea e bidpsia ou escarificagdo de pele (BRASIL,
2006). Outra forma de demonstrar a presenca do parasito € através da identificacdo do seu
DNA em algum tecido do hospedeiro pela reacdo da cadeia de polimerase (PCR),
entretanto, este ultimo ndo € muito usado na rotina de diagnéstico, ficando restrito
praticamente a experimentos e trabalhos de pesquisa.

A coleta de sangue medular pode ser realizada na crista iliaca, tibia e ossos do
corpo do esterno. (BRASIL, 2006)

A bidpsia de tecido pode ser realizada na extremidade da orelha, bordos de lesdes
ulcerosas, de lesdes nddulo-tumorais tegumentares ou em linfonodo reativo, geralmente

popliteo e pré-escapular. (BRASIL, 2006)
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O exame sorologico pode ser realizado pelas técnicas de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ou por ensaios imunoenziméticos (ELISA). (BRASIL,
2006)

Alguns estudiosos afirmam que a reduzida eficiéncia da eliminacdo de caes
soropositivos na reducdo da incidéncia de leishmaniose em humanos, se da pela baixa
sensibilidade do teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI) utilizado oficialmente nos
inquéritos soroldgicos caninos para controle da leishmaniose visceral no territério
brasileiro (OLIVEIRA et al., 2005), no entanto, h4 controvérsias entre os pesquisadores no

tocante a eficiéncia deste teste.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 566 caes com idade entre trés meses ¢ 10 anos domiciliados ou
semidomiciliados em residéncias localizadas em 23 comunidades rurais e 13 bairros, com

182 animais habitando a zona rural e 384 a zona urbana.
3.2 Atividades de campo

As atividades de campo foram realizadas em comunidades escolhidas ao acaso na
zona rural e em bairros do municipio. Para determinar o nome das comunidades a serem
sorteadas, utilizou-se a divisdo de setores pré-existentes na cidade segundo a drea de
trabalho da Fundacdo Nacional de Satide - FUNASA.

O material coletado consistiu-se de sangue de cies domiciliados e semidomiciliados
nos setores sorteados, sendo esse material coletado nas casas de seus respectivos
proprietarios com posterior envio para o laboratorio de dengue e leishmaniose localizado
na IX GERES (Geréncia Regional de Saide), que € parte integrante do sistema de saide
implantado no estado pela secretaria de saide de Pernambuco.

Nas comunidades ou bairros escolhidos para pesquisa, visitou-se no minimo 50
casas, verificando se havia pelo menos um animal em meio a essas residéncias. Constatada
a presenca de animais, era desenvolvido o procedimento padrao de coleta de material.

Foram colhidos pelo menos 3ml de sangue de cada animal pela veia cefélica,
jugular ou femoral com seringa descartdavel de Sml. Imediatamente apds a coleta o sangue
era envasado em tubos de ensaio de vidro (sem anticoagulante). A escolha da via de coleta
se deu dependendo do temperamento do animal e facilidade no momento da coleta.

O transporte das amostras do campo para o laboratdrio foi feito em caixas de isopor
com gelo e baterias de resfriamento. As caixas eram devidamente identificadas do lado
externo. Apds a chegada dos tubos, realizava-se o dessoramento do sangue com o auxilio
de uma centrifuga macro, com posterior transferéncia do soro para tubos do tipo

EPPENDOREF e congelamento subseqiiente.
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3.3 Teste sorologico

Para detectar a presenca de imunoglobulinas antileishmania nas amostras, foi
utilizada a reac@o de imunofluorescéncia indireta (RIFI), que € a técnica recomendada pela
Organizag¢do Mundial de Satide (OMS) e utilizada pelo Ministério da Saude. Na realiza¢ao
do exame foi utilizado o kit de IFI para o diagndstico da leishmaniose visceral canina (Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ), também utilizado pelo Ministério da Saide (BRASIL, 2006).

O teste de imunofluorescéncia indireta consiste na reagdo de soros com parasitas
(Leishmania), fixados em laminas de microscopia. Numa etapa seguinte, utiliza-se um
conjugado fluorescente, para evidenciacdo da reagdo. A leitura € realizada com auxilio de
microscépio que utiliza incidéncia de luz azul e ultravioleta, sendo considerado reagente os
soros que apresentarem fluorescéncia e ndo reagentes os soros que apresentarem auséncia
de fluorescéncia, tomando-se como referéncia os soros controle positivo e negativo que
devem ser incluidos em cada lamina. (FIOCRUZ, 2008).

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram fluorescéncia em
diluicdes iguais ou maiores que 1:40. Houve amostras que apresentaram fluorescéncia na
membrana dos parasitas, no entanto a reacdo provocada pelo teste foi considerada
inconclusiva, para estas amostras foi determinado que se realizasse uma nova coleta com
intervalo de no minimo 30 dias apds a realizacdo da primeira. As amostras que nao

apresentaram fluorescéncia na dilui¢io de 1:40 foram consideradas negativas.
3.4 Delineamento amostral

A amostragem foi delineada com o intuito de determinar a prevaléncia de animais
soropositivos. A estimativa da populacio canina foi baseada em recomendacdes feitas pela
Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) e pelo Instituto Pasteur do Brasil, que indicam que
a propor¢ao média de cdes em paises emergentes varia entre 10 e 16,7% da populacdo
humana. A populacdo do municipio em questdo é de 79.877 habitantes, o que nos leva a
concluir que a estimativa da populacdo canina na cidade varia entre 8000 e 13360 animais.

O numero de animais da amostra foi calculado com o programa Epilnfo, versao
3.5.1, com o emprego dos seguintes parametros: prevaléncia esperada de 50% (valor
adotado para maximizar a amostra), nivel de confianga de 95% e erro absoluto de 10%
(THRUSFIELD, 1995).

_ Z2xP(1-P)
="
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Onde:
n = ndmero de amostras
Z = valor da distribuicdo normal para o nivel de confianca de 95%
P = prevaléncia esperada

d = erro absoluto

Tomando-se como base a estimativa da populacdo canina, a amostragem minima

foi de 384 caes, no entanto, para assegurar a veracidade dos dados obtidos, foram coletadas

566 amostras de sangue canino.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 36 localidades rurais e urbanas onde foram realizadas as coletas, vinte e cinco
(69,45%) foram encontrados pelo menos um animal reagente ao teste, sendo dezoito (50%)
na zona rural e oito (22,86%) na zona urbana. Dos 566 soros sanguineos obtidos, oitenta e
quatro reagiram positivamente, correspondendo a uma prevaléncia de anticorpos
antileishmania spp. de aproximadamente 10,25%.

Analisando os dados obtidos, podemos perceber que das 182 amostras coletadas na
zona rural, 58 foram consideradas positivas, resultando em uma prevaléncia de 31,86%,
como mostra a tabela 1.

Tabela 1 - Nimero de soros de cao coletados e freqii€ncia de amostras reagentes a técnica
de imunofluorescéncia indireta aplicada a leishmaniose na zona rural da cidade de
Araripina — PE.

Zona Rural
Machos Fémeas Total
Positivos 39 A 19 A 58
Negativos 91 A 33A 124
total 130 52 182

x2 = 0,731; p = 0,392) Médias seguida de mesma letra na linha ndo diferem

estatisticamente, de acordo com o teste do Qui-Quadrado.

A taxa de prevaléncia foi maior nas fémeas (36,54%) do que nos machos (30%), no
entanto a variacdo nao foi estatisticamente significativa, demonstrando que a leishmaniose
afeta cdes de ambos os sexos de forma indistinta, diferentemente dos humanos, em que
60% dos casos clinicos registrados de leishmaniose ocorrem em pessoas do sexo masculino
(BRASIL, 2000).

Os resultados obtidos sdo superiores aos encontrados por Gomes (2005), que em
um estudo realizado na zona rural da cidade de Varzelandia — MG chegou a conclusdo que
de 571 animais analisados utilizando a técnica de RIFI e ELISA, 66 foram considerados
positivos, obtendo assim uma prevaléncia de 10,86%.

Aguiar (2010) em um estudo de prevaléncia de anticorpos antileishmania na cidade
de Monte Negro, Rondobnia, avaliou 161 cdes domiciliados e semidomiciliados
provenientes da zona rural, destes, 45 (27,95%) reagiram positivamente ao teste de ensaio

de imunoadsorc¢ao ligado a enzima (ELISA), enquanto que apenas cinco (3,1%) reagiram a
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reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
Como podemos observar na tabela 2, entre os 384 cdes, provenientes da zona

urbana analisados, 26 foram considerados positivos, obtendo uma prevaléncia de 6,78%.

Tabela 2 - Numero de soros de cdo coletados e freqii€ncia de amostras reagentes a técnica
de imunofluorescéncia indireta aplicada a leishmaniose na zona urbana da cidade de
Araripina — PE.

Zona Urbana

Machos Fémeas Total
Positivos 17 A 9A 26
Negativos 224 A 134 A 358
Total 241 143 384

x2 = 0,082; p = 0,7744) Médias seguida de mesma letra na linha ndo diferem

estatisticamente, de acordo com o teste do Qui-Quadrado.

Tal qual na zona rural, nao houve diferenca estatisticamente significativa na
contamina¢do de machos e fémeas na zona urbana. A taxa de prevaléncia observada na
zona urbana foi de 7,05% nos caes machos e 6,30% nas fémeas.

Os resultados obtidos foram inferiores ao encontrados por Santos (2010) na cidade
de Garanhuns, onde foi realizado inquérito soroldgico de 256 caes domiciliados na zona
urbana. Destes, 41 foram positivos pela reacdo de imunofluorescéncia indireta na diluicao
de 1:40 (a mesma utilizada neste trabalho), obtendo-se uma prevaléncia de 16%.

Matos (2006) em estudo realizado na cidade de Mossor6-RN com cédes que
apresentaram sintomas compativeis com leishmaniose e cdes que mantiveram contato com
animais soropositivos encontrou, por sua vez, uma prevaléncia de 28% utilizando a técnica
de ELISA.

Rondon (2007) em inquérito soroepidemiolédgico realizado na cidade de Fortaleza
em cdes domiciliados e errantes detectou 197 animais reagentes ao teste de ELISA dos 750
animais domiciliados testados, obtendo uma prevaléncia de 26,2%.

A disparidade entre os resultados pode ser justificada por fatores como as diferentes
técnicas utilizadas para obtencdo dos resultados, possiveis reacdes cruzadas dos métodos
de diagndstico utilizados com outras doencas, diferencas climdticas e geoambientais entre

as regides, que podem influenciar no ciclo de vida dos vetores alterando a forma de
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disseminac¢do da doenca.
Conforme a tabela 3 observou-se prevaléncia global de 10,25% no municipio, com

6,78% de prevaléncia na area urbana e 31,87% na zona rural.

Tabela 3 - Numero de soros coletados e freqiiéncia de amostras reagentes a técnica de

imunofluorescéncia indireta aplicada a leishmaniose no municipio de Araripina — PE.

Zona Urbana Zona Rural Total

Positivo 26 A 58B 84
Negativo 358 A 124 B 482
Total 384 182 566

(x2 = 61,538; p<0,0001) Médias seguida de mesma letra na linha ndo diferem

estatisticamente, de acordo com o teste do Qui-Quadrado.

Essa diferenca foi estatisticamente significativa e pode estar associada aos diversos
fatores de risco presentes no municipio, tais como desmatamento e degradacdo do meio
ambiente, secas prolongadas e periddicas (tipicas da regido semidrida do nosso pais),
urbanizagdo crescente (a area urbana do municipio triplicou em 30 anos), condi¢des de
habitacao precdrias em boa parte do municipio, deficiéncia na coleta de lixo e saneamento

basico e baixos indices sGcio-econdomicos.
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5 CONCLUSAO

A prevaléncia de leishmaniose visceral nos cdes domiciliados na cidade de
Araripina - PE foi de 10,25%, sendo 31,87% na zona rural e 6,78% habitavam em darea
urbana. Esses dados demonstram a necessidade de realizacdo de estudos que busquem
entender melhor a dindmica da doenca na localidade estudada e possivelmente em outros
municipios contidos na regido do semidrido brasileiro.

Podemos notar uma verdadeira urbanizacao desta moléstia, antes considerada uma
doenca tipica de matas, entretanto, animais que vivem na zona rural apresentaram maior
chances de ter contato com o agente etiologico, demonstrando que o ambiente é ainda um
fator de risco significativo.

Devido a alta positividade ao teste constatou-se também que o método utilizado
pelo ministério da saude para controlar a doenca aparenta ser pouco eficaz, sendo

necessdrio revisd-lo ou adaptéd-lo a fim de aumentar sua eficiéncia.
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