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- RESUMO

ESTUDO PRELIMINAR SOBRE O PAPEL DO SUINO DOMESTICO (Sus
scrofa domesticus) COMO POSSIVEL RESERVATORIO PARA LEISHMANIA.
Evandro Moraes Silva. A leishmaniose visceral é endémica no Estado da
Bahia, ocorrendo com uma das maiores incidéncias no Pais. Embora o suino
esteja constantemente presente nas areas endémicas, € desconhecido seu
papel na epidemiologia da leishmaniose visceral. Com o fim de esclarecer algo
neste aspecto, foi realizado um inquérito sorolégico numa amostragem da
populacdo suina de Jequié, usando-se testes de ELISA (o ELISA | utiliza um
lisado de promastigotas (Leishmania chagasi) como antigeno, e o ELISA Il
utiliza a proteina recombinante rK39 como antigeno), ambos expostos a um
conjugado anti IgG de suino ligada a peroxidase. Foram também feitas
pesquisas do parasito em esfregacos de tecido, tentativas para o isolamento
em meio de cultura para identificagdo de leishmanias em amostras de figado e
pele do animal. Em alguns animais soropositivos foram feitos xenodiagnoésticos
com triatomineos e flebotomineos. Foi realizado também um estudo
experimental objetivando verificar a susceptibilidade do porco doméstico a
infecgdo por L. chagasi e acompanhar a evolugdo da resposta imune humoral
dos animais. O ELISA | resultou em 41,3% de positivos (38/92) e ELISA Il em
51,1% positivos (47/92); contudo nao foi isolado nem identificado Leishmania
sp. dos animais. O Sus scrofa domesticus tem baixa susceptibilidade a
infecgdo por L. chagasi e tem a capacidade de responder a exposi¢do ao
parasito produzindo anticorpos circulantes.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose visceral, suinos, epidemiologia, Estado da
Bahia.
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- SUMMARY

PRELIMINARY STUDY ON THE ROLE OF DOMESTIC PIGS (Sus scrofa
domesticus) AS POSSIBLE RESEIVOIR TO LEISHMANIA. Evandro Moraes
Silva. Visceral leishmaniasis is endemic in the Northeast, with one the highest
incidences in the State of Bahia. Although suines are frequently seen in the
endemic area, their role in the epidemiology of visceral leishmaniasis is
unknown.To clarify anything in this aspect, a serological survey using sera
samples of pigs from Jequié, Bahia was carried out. The detection of
Leishmania chagasi- specific antibodies in suines was accomplished by either
using ELISA with promastigote lisate (ELISA 1) or with rK39 recombinant protein
as antigen (ELISA 1l), both displayed to an anti pig IgG conjugate with
peroxidase. Attempts for isolation of the parasite were carried out by aspiration
of liver and skin biopsies in culture media, besides direct smear from these
tissues stained by Giemsa. Xenodiagnostics using triatomines and
phlebotomines were performed in seropositive animals. Besides that, an
experimental study was carried out to verify the susceptibility of domestic pigs to
L. chagasi infection and follow the imune response. The ELISA | showed 41,3%
(38/92) and ELISA 1l in 51,1% (47/92) of positive animals, but no Leishmania
parasite was isolated neither identified. The Sus scrofa domesticus are less
susceptible to infection with L. chagasi and are able to produce antibodie due
the parasite exposition.

KEY-WORDS: Visceral leishmaniasis, pigs, epidemiology, Bahia State.




1. INTRODUGAO
1.1 ASPECTOS GERAIS

A leishmaniose visceral (LV) representa um problema de grande
importancia para a saude publica no Brasil, e esta geralmente associada a areas
de clima seco, pouco arborizadas, onde a pobreza se faz constante, ocorrendo
principalmente no nordeste do pais (DEANE 1956; ALENCAR 1959; PESSOA
1963; WHO 1992; SHERLOCK 1996).

No Continente Americano, pensa-se que o homem e 0s animais
domésticos sejam apenas hospedeiros secundarios da Leishmania chagasi,
Cunha e Chagas, 1936, agente etiolégico da LV, pois certos aspectos
epidemiolégicos da doenga levam a suposi¢cdo da existéncia de um animal
silvestre que agiria como reservatério primario; 0 cao e o homem seriam apenas
vitimas da infec¢ao haurida desse reservatério até entdo desconhecido (CHAGAS
et al. 1937/1938; LAINSON e SHAW 1979).

Os parasitos sao encontrados em muitas espécies de mamiferos, dentre
elas a dos canideos principalmente. A Leishmania adaptou-se ao organismo dos
mamiferos, e esses hospedeiros agora representam nao somente uma fonte de
alimentacao para o Lutzomyia longipalpis, vetor da doenga, como também fonte
de infeccdo por amastigotas localizadas na pele e sangue dos vertebrados
(LAINSON 1985).

A baixa prevaléncia de casos humanos e a presenga de animais silvestres
infectados na regido Amazoénica sugeriram que a leishmaniose visceral (LV) fosse

principalmente uma doenca de animais silvestres (CHAGAS et al. 1937/1938;



DEANE e DEANE 1954a; ALENCAR 1959; LAINSON e SHAW 1979; SILVEIRA et
al. 1982; LAINSON et al. 1983a).

Provavelmente, devido ao desflorestamento indiscriminado de extensas
areas, a populacao de L. longipalpis (LUTZ e NEIVA, 1912) vem aumentando no
peridomicilio, onde esse vetor facilmente se adapta, tornando-se um grande fator
de risco para a formagao de novos focos de LV (LAINSON 1983b).

Na Bahia, alguns fatores que interagem entre si na ecologia da LV,
como a pobreza, a desnutricdo e a consequente deficiéncia imunitaria,
principalmente na faixa etaria de 0-10 anos, combinados com a elevada
densidade de fleb6tomos, sdo similares aos observados em outras areas
endémicas do Brasil. Mas ainda nao esta clara a existéncia ou ndo de um outro
fator determinante da manutenc¢ao e/ou transmissao da LV em areas endémicas,
que poderia ser um reservatério primario ainda desconhecido. Este reservatério
poderia ser importante tanto na hipétese de ser a Leishmania importada ou nativa
(SHERLOCK 1996). MOREIRA Jr. e colaboradores (2000a), realizando estudo
soroepidemiologico da infecgdo por Leishmania chagasi em area e populagao
humana da cidade de Jequi€, Bahia, observaram alta prevaléncia da infecgao
humana, indicando transmissao continuada da LV, apesar das medidas de
prevengdo e controle executadas na area. Este fato sugere a existéncia de um
elo, ainda desconhecido, na cadeia epidemioldgica da LV que estaria contribuindo

para manutenc¢ao da doenga nessas areas, perpetuando o endemismo.



1.2 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV sempre foi considerada uma doenga endémica da zona rural,
priﬁcipalmente no nordeste brasileiro (figura 1), agravada pelas precarias
condi¢cdes de v?da e pela falta de vigilancia sanitaria, e de aplicagao de medidas
efetivas contra as doencgas endémicas que assolam essas areas (ALENCAR
1959; SHERLOCK 1969; DEANE 1962; ALENCAR et al. 1974/75;, SHERLOCK
1996). Entretanto, este quadro vem gradativamente mudando, pois a LV esta se
expandindo por vasta extensdo do Brasil, ocorrendo como surtos epidémicos ou
instalando-se endemicamente na zona urbana, inclusive em grandes centros
urbanos ou proximos a estes (COSTA et al. 1990; JERONIMO et al. 1994,
MONTEIRO et al. 1994; CUNHA et al. 1995; NASCIMENTO et al. 1996;
SHERLOCK 1997; BRASIL 1999, MOREIRA Jr. et al. 2000b; FRANKE et al.
2002a). Esta ocorréncia de surtos urbanos e peri-urbanos estende-se desde o

México até o norte da Argentina (OPAS 1994).



Figura 1 — Taxa de incidéncia de leishmaniose visceral, segundo o ano de

ocorréncia no Brasil, entre 1980 e 1998, segundo BRASIL/MS (1999).

A leishmaniose nas ultimas décadas tem ocorrido na regiao nordeste de
modo endémico, apresentando, no entanto, surtos epidémicos com duragao de
trés a quatro anos. O conhecimento das razbes pelas quais ocorrem esses surtos
podera contribuir para melhoria das medidas de controle e prevengdo da doenga
(SHERLOCK 1997). Recentemente, FRANKE e colaboradores (2002b)
observaram, com o auxilio de modelos estatisticos, que o E/ Nifio influencia na
incidéncia anual de LV no estado da Bahia, sendo este resultado potencialmente
importante para definir estratégias de controle da doenga, pois os anos em que
existe um alto risco para o aumento da ocorréncia da doenga poderiam ser
definidos previamente.

TESH (1995) atribui o importante aumento de casos de LV no Continente

Americano aos seguintes fatores: mudangas demograficas e ecologicas, fato



muito claro na América Latina, onde a LV ocorre agora em muitas regides que
antes ela nao era notificada; interrupcdes de campanhas de borrifagdo de
inseticida; epidemia global de AIDS; e relativa ineficiéncia dos atuais métodos de
vigilancia e controle.

COSTA e colaboradores (1990), no Piaui, observaram, durante um surto de
LV, que o fato do processo ter se reduzido espontaneamente, em area onde no
se tentou o seu controle, indica que nao se pode atribuir apenas as medidas de
controle o fim da epidemia, e que outros fatores além da interferéncia na
populagao vetorial, participam do desenvolvimento da doenca.

O controle efetivo da doenga parece depender essencialmente da
combinagao de trés medidas: controle de reservatérios, controle do vetor e
detecgdo e tratamento de casos humanos (DEANE 1956; ALENCAR 1959;
LACERDA 1994; MONTEIRO et al. 1994).

DYE (1996) sugere que o uso de inseticida para o controle dos vetores e a
redugdo da susceptibilidade por vacinagdo de pessoas ou de cades, ou a
eliminagao da ma nutricao infantil, sdo as melhores estratégias de controle da LV,

sendo mais eficiente que a eliminacao e/ou tratamento de caes.

1.3 RESERVATORIOS JA CONHECIDOS DE Leishmania chagasi
1.3.1 O homem

BADARO (1998) cita que os estudos dos reservatérios de Leishmania
chagasi nao trouxeram novas observagdes que explicassem o nimero crescente
de casos de LV, sugerindo a importancia do homem como reservatério de

Leishmania. COSTA e colaboradores (2000) reforcam a hipétese de que o



homem pode atuar como reservatério da L. chagasi no Brasil, servindo de fonte
de infecg¢ao para o inseto vetor, reforcando o citado por EVANS e colaboradores
(1992), que alertam para a possivel importancia da transmissdao humano-

flebé6tomo- humano.

1.3.2 O cao (Canis familiaris)

O papel de reservatorio da L. chagasi € atribuido, por muitos autores,
quase que exclusivamente ao cao, desde quando NICOLLE (1908) encontrou em
Tunis formas amastigotas de Leishmania em um cédo emagrecido, descrevendo
assim o primeiro foco de leishmaniose visceral canina (LVC) do mundo. Apés
esse achado, diversos pesquisadores notificaram a infec¢ao do cao em focos
endémicos de LV em varias partes do mundo. SERGENT e SERGENT (1910)
demonstraram a existéncia do calazar canino na Argélia; PRINGAULT (1917),
citado por LAINSON e SHAW (1979), demonstrou o aparecimento do primeiro
foco da doenga canina em Marselha; PEREIRA (1932) identificou a leishmaniose
canina em Lisboa; ANDREWS (1933) e LEE (1937) observaram os primeiros
casos de leishmaniose canina na China.

No Brasil, CHAGAS e colaboradores (1937), no Ceara, fizeram os
primeiros achados de caes parasitados com Leishmania. A partir desses achados,
diversos autores notificaram o encontro de caes infectados em diversos Estados
do Brasil: PONDE e colaboradores (1942), DEANE e DEANE (1954), ALENCAR e
colaboradores (1956) e ALENCAR (1959) no Estado do Ceara; NUSSENZWEIG e
colaboradores (1957) e OLIVEIRA e colaboradores (1959) em Minas Gerais;

LOPES e SARNO (1956), SHERLOCK e SANTOS (1964) e SHERLOCK e



ALMEIDA (1970) na Bahia, COELHO e colaboradores (1965) em Goias;
MARTINS e colaboradores (1968) e DIETZE e colaboradores (1997) no Espirito
Santo; GUEDES e colaboradores (1974) na Paraiba; COSTA e colaboradores
(1990) no Piaui; JERONIMO e colaboradores (1994) no Rio Grande do Norte;
COSTA e colaboradores (1995) no Maranhao.

Diversos autores relataram nos ultimos anos a falta de correlacdo entre a
eliminagcao de caes soropositivos e a ocorréncia de casos humanos de LV, dando
a entender que o cado nao representa o principal fator de risco associado a
infeccao humana (LIMA et al. 1996; NASCIMENTO et al. 1996; DIETZE et al.
1997; CALDAS 1998; SOARES 1998).

EVANS e colaboradores (1992) observaram que, mesmo apés a
eliminagdo de caes soropositivos, nao houve uma redugdao na taxa de
soroprevaléncia em humanos. E relataram que, apesar de uma alta porcentagem
de caes positivos na regiao em que trabalharam, ndo existiu aumento do risco de
infeccdo para criangas vivendo na mesma casa e/ou vizinhanga. Ainda, os
referidos autores salientam que criangas em casas com casos prévios de
leishmaniose visceral humana (LVH) tinham o risco de infecgao aumentado em
trés vezes. No entanto, alguns fatores dificultam a interpretacdo desses
resultados tais como: o grande intervalo entre a coleta das amostras, a realizacao
dos exames e a eliminagdo dos caes (no momento da eliminagdo, o cao ja teria
disseminado a infecgado para flebotomineos e para outros caes); a utilizagdo de
imunofluorescéncia indireta como método de triagem de cées soropositivos, que
apresenta baixa sensibilidade produzindo muitos resultados falso-negativos,

permitindo, portanto a permanéncia de muitos caes infectados na area endémica.



Um levantamento sorolégico na populagdo canina urbana de Jequié,
realizada por PARANHOS-SILVA e colaboradores (1996), demonstrou uma
sordprevaléncia global de 23,5% (n = 1.681) de caes positivos para Leishmania, e
uma variagdo de 0% a 64% na soroprevaléncia em diferentes locais da cidade.
Esta pesquisa reafirma a importancia dos caes como reservatérios da Leishmania
chagasi. No entanto, foram observados alguns aspectos epidemiologicos da
doencga que nao puderam ser esclarecidos. O primeiro aspecto foi a auséncia total
de registros de LVH em algumas areas da cidade onde os autores detectaram
taxas elevadas de soroprevaléncia em caes; o segundo aspecto foi a disparidade
nas taxas de soroprevaléncia observadas entre subgrupos de caes que habitavam
areas contiguas, indicando que a transmissao do parasita pelos vetores, por
alguma razao, nao vem proporcionando um padrao uniforme de distribuicdo da
infeccao na populagao canina. PARANHOS-SILVA e colaboradores (1998), em
um estudo de coorte no municipio de Jequié, Bahia, encontraram uma taxa anual
de incidéncia de LVC de 6,55 casos / 100 caes por ano, havendo areas de alto e
baixo risco. Os resultados encontrados demonstraram claramente a distribuigao
irregular da infécgéo canina no municipio de Jequié, inclusive a presenca dessa
infeccdo onde casos humanos nao foram notificados, o que sugere a presenga de
outros fatores envolvidos no desenvolvimento da doenga humana ou na
transmissao da Leishmania do cao para o homem.

VIEIRA e COELHO (1998) observaram que ha, em certas areas
endémicas, uma tendéncia decrescente dos indices médios globais de caes
positivos. Contudo, uma observagado conjunta da curva de casos humanos e dos

indices médios da sorologia em caes, revela fendbmenos paradoxais, pois, nos



ultimos anos, foi constatado aumento de casos humanos, apesar da redugao das
taxas de soropositividade dos caes. Isto sugeriu, aos autores, a possivel
existéncia de outros fatores que pudessem estar envolvidos na cadeia
epidemiologica da LV.

COSTA e colaboradores (1999) citam que € mais provavel que o cao seja
apenas outra vitima, a qual pode ocasionalmente proporcionar o aumento da taxa
de infeccao da populagdo domeéstica do inseto vetor. Por outro lado, em areas
endémicas de leishmaniose visceral, € comum os caes nao terem residéncia fixa,
vivendo soltos, ficando frequentemente dias ou varias horas por dia circulando em
areas circunvizinhas a casa de seu “dono”. Além disso, € também grande o
numero de caes vadios. Dessa forma, a informagdo de que em uma casa nao
existe um cdo nao implica necessariamente na inexisténcia de flebétomos
alimentados nos caes dos vizinhos ou em caes de rua. Essa caracteristica de
pequena sedentariedade dos caes em area endémica de LV seguramente dificulta
a interpretacdo de trabalhos associando a presenga do cdo no domicilio a
existéncia de seres humanos com LV.

COSTA e VIEIRA (2001) citam que a eliminagao dos caes domeésticos para
o controle da LV tem o menor suporte cientifico entre as estratégias do programa
de controle estabelecidas pelo Ministério da Saude do Brasil, e indicam alguns
pontos falhos na estratégia de controle, como: 1) a falta de correlagéo espacial
entre a incidéncia cumulativa de LV humana com a soroprevaléncia canina; 2) a
provavel auséncia de risco significativo da coabitagdo humana com caes
soropositivos para aquisicdo de LV; 3) a demonstragcdo de que outros

reservatorios podem ser fonte de infecgdo do vetor pela L. chagasi, tais como as
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pessoas (particularmente as criangas desnutridas que podem infectar o vetor que
transmite o parasito para outras criangas), canideos silvestres e marsupiais; 4) a
grahde velocidade com que a populagéo canina € reposta, faz com que a retirada
de todos caes soropositivos torne-se impraticavel; 5) a baixa eficiéncia dos testes
sorologicos em detectar a infecgao canina; 6) a utilizacdo de um UGnico método
para fungdes de teste de triagem e teste confirmatério da infecgao por L. chagasi,
0 que conduz a elevado custo/beneficio devido a alta propor¢cédo de resultados
falso-positivos, particularmente quando a prevaléncia real € baixa; 7) falta de
indicadores clinicos ou laboratoriais do grau de infectividade dos caes para o
vetor, de acordo com a fase da doenga; 8) a auséncia de experiéncias anteriores
que tenham demonstrado vantagens da eliminagao exclusiva de caes, pois todos
os relatos de sucesso de controle de programas de LV onde .foram eliminados

caes, foram feitos concomitantemente ao controle de vetores com inseticidas.

1.3.3 O gato (Felix domesticus)

Além do cao, em varios focos do mundo, diversas observagoes foram feitas
sobre o gato, o qual foi encontrado, pela primeira vez, naturalmente infectado, na
mesma casa em que viviam uma crianga € um cao, ambos apresentando LV
(SERGENT et al. 1912). O gato doméstico foi também encontrado parasitado uma
vez na Argélia, Indochina (BERGEON 1927) e Espanha (ONDOVILLA 1933,
citado por BRUMPT 1949).

No Brasil ha o relato do encontro de amastigotas nas visceras de um gato
por CHAGAS g colaboradores (1938), porém nao houve uma investigagao mais

aprofundada, tornando o achado muito duvidoso. MELLO (1940), no Para, relata o
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encontro de amastigotas em lesbées cutdneas apresentadas por um gato (Felix
domesticus) nao chegando a caracterizar a espécie de Leishmania envolvida.
DEANE (1956) examinou 142 gatos, contudo, ndo encontrou qualquer resultado
positivo. ALENCAR e colaboradores (1974/75), em area endémica no Estado do
Ceara, examinaram 214 gatos obtendo apenas resultados negativos. SHERLOCK
(1996) no Estado da Bahia, examinou 53 gatos por meio de Imunofluorescéncia e
esfregagos de pele; tendo encontrado em um dos esfregacos um Unico
amastigota tipico , porém, permaneceram duvidas sobre a espécie do achado,
desde que os testes de imunofluorescéncia de todos os gatos foram negativos

para L. chagasi e o felino suspeito nao pdde ser reexaminado.

1.3.4 Raposas

Evandro Chagas e colaboradores foram os pioneiros no estudo de
reservatorios (silvestres e comensais) de LV no Brasil, quando em 1936
realizaram uma intensa investigagdao a procura de um reservatério silvestre no
Estado do Para, embora sem éxito (CHAGAS et al. 1937/1938). PONDE e
colaboradores (1942) realizaram uma investigagao epidemiolégica na qual
examinaram possiveis reservatérios silvestres da LV em areas endémicas do
Nordeste. E foi por este pensamento que DEANE e DEANE comeg¢aram a
investigar, em 1954, possiveis reservatérios em area endémica de LV no Estado
do Ceara. Entao, pela primeira vez no mundo, foi notificada a infecgéo natural de
uma raposa por Leishmania chagasi (DEANE e DEANE 1954a); no mesmo ano
os referidos autores, notificaram o encontro de mais trés exemplares naturalmente

infectados (DEANE e DEANE 1954b; DEANE e DEANE 1954c). ALENCAR e
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colaboradores (1974/1975), atualizando os conhecimentos sobre os reservatorios
de leishmaniose, assinalaram o encontro de mais sete exemplares de raposas

naturalmente infectadas, entre os 173 gue examinaram no Estado do Ceara.

LAINSON e colaboradores (1969), observando um aumento do niumero de
raposas nos arredores de Belém, iniciaram um estudo para investigar o
envolvimento dessa espécie na epidemiologia da LV e registram o encontro dos
primeiros espécimes desse canideo naturalmente infectado nessa regido.
Continuando aos seus estudos sobre reservatérios de LV no norte do Brasil,
LAINSON e colaboradores encontraram um total de trés raposas infectadas entre
23 examinadas de Belém e 11 infectadas entre 26 examinadas da llha de Maraj6,
portanto um total de 49 raposas examinadas, das quais, em 14 exemplares, foi
isolada L. chagasi. Todos os animais que foram examinados na Regiao
Amazonica estavam aparentemente saudaveis (LAINSON et al. 1969; LAINSON e
SHAW 1971; SILVEIRA et al. 1982; LAINSON et al. 1983a; LAINSON et al.

1983b; LAINSON 1985; LAINSON et al. 1987; LAINSON et al. 1990).

Ainda na Regido Amazoénica, COURTENAY e colaboradores (1994),
comparando a importancia do cdo e da raposa como reservatorios, examinaram
28 exemplares de raposas, entre os quais seis (21,43%) apresentaram
imunofluorescéncia indireta positiva para leishmaniose.

MELLO e colaboradores (1988) em Corumba, Mato Grosso do Sul,
trabalharam com 11 exemplares desse canideo, dentre os quais um (9,9%)

estava naturalmente infectado.
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Na Bahia, 27 exemplares foram examinados, sendo 14 da cidade de
Jacobina e 13 em Jequié, mas nenhum desses encontrava-se parasitado por
Leishmania (SHERLOCK e SANTOS 1964; SHERLOCK et al. 1988; SHERLOCK

e MIRANDA 1993).

SILVA e colaboradores (2000), registraram o primeiro encontro de um
exemplar do canideo naturalmente infectado com L. chagasi no Estado de Minas

Gerais.

Com referéncia aos outros Continentes, na Franga, RIOUX e colaboradores
(1968) registraram o encontro de dois exemplares, de raposas, naturalmente
infectadas entre 99 examinadas. Uma estava aparentemente sadia e a outra

apresentava sinais clinicos da doenga.

Em Portugal, ABRANCHES e colaboradores (1983), encontraram o
primeiro exemplar naturalmente infectado por Leishmania em Portugal. Dando
sequiéncia aos seus estudos, ABRANCHES e colaboradores (1984), encontraram
mais trés raposas infectadas e concluiram que, apesar da baixa taxa de
prevaléncia, era provavel a manutengéo da endemicidade em ciclo silvestre semi-

autbnomo nessa area.

Em estudos no Ira, NADIM e colaboradores (1978) propoem também que
os provaveis reservatorios seriam carnivoros selvagens, sendo a infecgao do
homem e do cdo doméstico acidental e secundaria. Foram estudados dez

exemplares de raposas, encontrando-se um infectado.
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Na Italia, BETTINI e colaboradores (1980) examinaram 16 raposas,
encontrando um dos exemplares parasitado. Também na Italia, MANCIANTI e
colaboradores (1994) examinaram 50 animais onde nove estavam soropositivos

nos testes de imunofiuorescéncia indireta e ELISA.

1.3.5 Marsupiais

LAINSON e SHAW (1979) isolaram promastigotas em cultura de baco e
figado de um marsupial, contudo nao mantiveram o parasita in vitro, inviabilizando
a identificagao da espécie do parasito.

SHERLOCK e colaboradores (1984) registraram, na Bahia, o marsupial
Didelphis albiventris Lund 1841, pela primeira vez no mundo um mamifero
silvestre ndo canideo naturalmente infectado pela L. chagasi.

Em areas endémicas de LV na Coldmbia, diversos exemplares da espécie
Didelphis marsupialis Weid 1926 foram, em seguida, encontrados infectados bor
Leishmania (CORREDOR et al. 1989, TRAVI 1994). Como esse marsupial
americano nao sofria a agdo patogénica da L. chagasi, especulou-se sobre a
existéncia de uma evoluida associagao parasito/hospedeiro ja em equilibrio, o que
conferiria ao marsupial, um papel de reservatério primario da leishmaniose
visceral americana (SHERLOCK et al. 1984; SHERLOCK et al. 1988). Contudo,
nao foi possivel, com os dados disponiveis, eliminar a hipdtese de que o
marsupial, que comumente torna-se um comensal, em suas incursdes ao
ambiente doméstico, tenha se infectado com a mesma Leishmania que ali

infectava o homem e o cdo.
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1.3.6 Roedores

SHERLOCK e colaboradores (1988), examinaram 42 exemplares de Mus
musculus (Waterhouse, 1837) e todos estavam negativos para Leishmania. Também
neste mesmo trabalho foram examinados 20 espécimes de Raftus rattus (Linneus,
1758), capturados em Jacobina, Bahia, e nenhum desses estava infectado por
Leishmania. Contudo, formas amastigotas foram vistas em esfregacos de sangue de
dois espécimes desse roedor e promastigotas desenvolveram-se na cultura do
sangue de um desses ratos. Porem, a espécie do flagelado nao pdde ser
identificada, além de nao ter sido encontradas amastigotas nos esfregagos de bacgo e
figado desses roedores.

Estruturas suspeitas de serem amastigotas foram vistas em esfregacos
corados de figado e bago de quatro espécimes de Dasyprocta aguti (Linneus, 1766)
e em esfregacos de bago de um Cercomys cunicularius (Fr.Cuvier, 1828) e um
Oryzomys eliurius (Wagner, 1845). Infelizmente, esses possiveis parasitos nao
puderam ser isolados e identificados (SHERLOCK 1997).

O Rattus rattus e o Raftus norvegicus (Berkenhout, 1769) tém sido
encontrados infectados no Mediterraneo e Oriente Proximo, em areas endémicas de
leishmaniose visceral (EI-ADHAMI 1976; POZZIO et al. 1981). ALENCAR e
colaboradores (1974/75) encontraram amastigotas em um R. rattus no Estado do

Ceara, nao conseguindo esclarecer se porventura tratava-se de L. chagasi.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL:

‘Estimar na populagdo suina de Jequié-BA, a soroprevaléncia de animais
apresentando anticorpos com atividade anti-Leishmania sp. e investigar a possivel
infecgao de suinos por L. chagasi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Determinar a freqiéncia de suinos com anticorpos contra Leishmania,
detectaveis em dois testes ELISA, nas amostras de soro coletadas no municipio
de Jequié-BA.

b) Estimar a prevaléncia de animais soropositivos para Leishmania na
populagdo suina da area estudada.

c) Investigar a possivel presenga de suinos naturalmente .infectados por
Leishmania sp., no municipio de Jequié-BA.

d) Investigar a susceptibilidade dos suinos a infec¢do por L. chagasi em

desafio experimental.
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3. JUSTIFICATIVAS

O programa de controle da LV, adotado pelaAFundagéo Nacional de Saude
nao tem conseguido reduzir, a niveis aceitaveis, a incidéncia de casos humanos
(BRAGA et al. 1998). No Estado da Bahia, a Fundagédo Nacional de Salide vem
realizando intenso levantamento soroldégico da populagao canina, seguido da
eliminagdo dos animais soropositivos. No entanto, os resultados obtidos sao
pouco significativos, ainda mais quando somados a crescente incidéncia da
doenga em regides onde os procedimentos vém sendo realizados regularmente, e
a rapida dispersao que a LV vem tendo no pais (BRASIL / MS, 1998; ASHFORD
et al. 1998).

O papel dos caes como reservatério doméstico de L. chagasi atualmente
esta sendo reavaliado, pois outros fatores, até entdo nao identificados, parecem
estar envolvidos na cadeia epidemiolégica (COSTA et al. 1990; EVANS et al.
1992; LIMA et al. 1996; NASCIMENTO et al. 1996; DYE 1996; DIETZE et al. 1997,
ASHFORD et al. 1998; BRAGA et al. 1998; BRASIL/MS 1998; CALDAS 1998;
SOARES 1998; PARANHOS-SILVA et al. 1996/1998; VIEIRA e COELHO 1998;
COSTA et al. 1999; MOREIRA Jr et al. 2000a; COSTA e VIEIRA 2001). Contudo,
o cao claramente ndo é um reservatoério primario natural de L. chagasi, representa
apenas uma vitima de infecgdo haurida de um outro reservatorio. Embora possa
ser uma fonte alternativa de infeccdo para o homem, outros reservatérios
poderiam estar servindo como fonte de infecgdo de LV para o homem e para o
proprio cao (CHAGAS et al. 1937/1938; ALENCAR 1959; DEANE 1961; LAINSON

e SHAW 1979).
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Com relagdo a participagdo de outros animais domésticos como
reservatorio da LV, o numero de trabalhos é éscasso. Quanto aos suinos,
praticamente nada havia sido descrito quanto a sua participagao ou nao na
epidemiologia da LV.

Os suinos estao freqiientemente presentes no peridomicilio das areas onde
a incidéncia da LV é alta. A criagdo de porcos em condigdes de higiene precarias
(no fundo de quintais ou soltos em ruas de bairros pobres) é uma pratica corrente
no interior do Nordeste. Isto, além de servir para a ingestao de proteina, também
proporciona algum acréscimo ao or¢amento doméstico dos habitantes. Por isso, &

bem provavel que o numero destes animais supere o numero de caes existentes

nesses bairros.

Os suinos atraem muito e sao largamente sugados pelos flebotomineos, o
que viabilizaria a infecgao destes animais por Leishmania sp (FORATINNI 1954,
DEANE e DEANE 1957; SHERLOCK e GUITTON 1969; ZELEDON et al. 1984).
Alias, esta hipotese foi reforgada por BRAZIL e colaboradores (1988), ao
registrarem o primeiro caso de suino infectado naturalmente por Leishmania sp,
em area endémica de leishmaniose tegumentar no Estado do Maranh&o. Esses
autores salientam a possibilidade deste animal atuar como fonte de infecgao para
os flebotomineos devido ao grande nimero de amastigotas encontradas na lesao
cutanea do animal.

MOREIRA Jr. e colaboradores (2001), investigando fatores de risco
modificaveis para infec¢do por Leishmania sp. em cées de area endémica para
LVC, relatam que a presenga dos suinos aumenta em 4,1 vezes (IC 95% 1,2 —

13,8 ; p=0,02) o risco de infecgdo dos caes.
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A pocilga € uma fonte multiplicadora do vetor da LV, pois além dos suinos
servirem para o repasto sanguineo das fémeas, os compostos orgéanicos
liberados no solo servem de alimento para as larvas, fator que completa o ciclo
biolégico do vetor (FORATINNI 1954; DEANE e DEANE 1‘957). Em foco endémico
de LV na Colémbia, FERRO e colaboradores (1997) encontraram onze larvas de
L. longipalpis proximas a pocilgas. Comparando diferentes iscas e locais de
capturas SHER"LOCK e GUITTON (1969) e ZELEDON e colaboradores (1984)
demonstraram que os suinos atraem mais fleb6tomos que outros animais, mais
que o proprio homem, o que aumentaria a possibilidade de infec¢cdo por

Leishmania nesses animais (figura 2).
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Figura 2 — Proposta de cadeia epidemiolégica da leishmaniose visceral
sugerindo a participagdo dos suinos (adaptado de SHERLOCK, 1964). Linhas
cheias - transmissao habitual; linhas pontilhadas - transmissao ocasional. A seta
ligando o desenho de um porco diretamente a de um homem, sem a interrupgéao
pelo desenho de um fleb6étomo representa a possibilidade da contaminagao pelo

manuseio das visceras durante o abate do animal.
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Com base no exposto, fica clara a necessidade da obtengédo de maiores
esclarecimentos e de uma melhor compreensao sobre o envolvimento dos suinos
na epidemiologia da LV, como possiveis reservatérios de Leishmania chagasi,
que apesar da presencga constante nas areas endémicas, ndo foram ainda

sistematicamente investigados.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Jequi€, que apresenta uma das
maiores taxas de incidéncia de leishmaniose visceral no Estado Bahia.

A populagao do municipio aproxima-se de 200.000 habitantes. Ele possui
uma area de 3.113 km? e esta situado a 360 km de Salvador, entre a zona da
mata e da caatinga, no sudoeste da Bahia, nas seguintes coordenadas
geograficas: 13° 52’ S e 40° 4’ W (figura 3). O municipio esta localizado na bacia
do Rio de Contas, no planalto dos Geraisinho, e apresenta relevo acidentado,
principalmente por causa das serras marginais e dos tabuleiros pré-litoraneos,
além do pediplano sertanejo, que compde a paisagem geoldgica da regido.

A vegetagao predominante € a caatinga arbérea aberta, com palmeiras. O
clima é semi-arido, sendo a temperatura média anual de 24° C e a precipitagdo
pluviométrica média de 500 mm por ano.

A pecuaria e a agricultura formavam a base de todo o desenvolvimento
econdmico do municipio. Contudo, este vem se destacando, com o
desenvolvimento industrial, pela implantagdo de industria nacional de grande
porte.

Na Unidade de Salde do Centro Social e Urbano, pertencente a 13°
Diretoria Regional de Saude (DIRES), sediada em Jequié, foram registrados 146
casos de leishmaniose visceral humana em 1996, dos quais, 80% foram
diagnosticados em criangas na faixa etaria de 0 a 9 anos. A densidade do vetor
Lutzomyia longipalpis é bastante elevada, tanto no peri como no intradomicilio,

tendo a espécie grande avidez para sugar freqientemente o homem, o c&o, as
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galinhas, o porco e os equideos (SHERLOCK e SANTOS, 1964). A criagcéo de
porcos em condi¢cdes de higiene precarias, no fundo de quintais ou soltos nas

ruas de bairros pobres, € uma pratica comum neste municipio (figura 4).
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Figura 3 - Mapa do Estado da Bahia, destacando o municipio de Jequié

(verde escuro) e a regido sudoeste do Estado (verde claro).
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Figura 4 — Uma das localidades, do municipio de Jequié-BA, onde foi realizada a
coleta de amostras, destacando-se as condi¢ées de pobreza e a presenca dos

suinos no peridomicilio.
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4.2. COLETA DAS AMOSTRAS

Em duas excursées ao municipio de Jequié, foram coletadas amostras de
sangue em 92 suinos, para realizacdo de exames sorologicos. Em 36 desses
suinos retirou-se fragmento de pele e em 28 realizou-se a pungao hepatica (para
tentativa de identificagcao e/ou isolamento de Leishmania sp. por meio de exames
parasitologicos). A bidpsia de pele e a pungdo do figado foram realizadas
simultaneamente a coleta de sangue nos animais amostrados. As aspiragbes de
medula 6ssea e a retirada de fragmentos do bago foram efetuadas em apenas em
dois animais, comprovadamente soropositivos pelo teste de ELISA, durante

necropsia.

4.2.1 Obtengao de soro

As amostras de sangue dos suinos, criados soltos, forém coletadas de
animais de difgrentes faixas etarias, objetivando alcangar o maior numero
possivel. Marcahos os animais com brincos numerados, de facil visualizagdo e
registramos os dados do animal e do proprietario em fichas de controle.

Os animais foram contidos com um instrumento apropriado, denominado

= n

de “camb&o” (figura 5), e a coleta de 10ml de sangue foi realizada através da
puncdo da veia cava cranial, em tubos a vacuo (figura 6). Para os animais
maiores utilizou-se seringa de 20 ml com agulha de 70 x 12 mm.

O sangue coletado era mantido, nos tubos, em caixas térmicas com gelo.
No laboratério, centrifugava-se o sangue a 2500 x g, durante 10 minutos, para

separacao do soro, que era estocado em tubos de Ependorfs e armazenado a

-20°C.
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Soros de 28 suinos, criados nas mesmas condigbes que os da nossa
amostragem, da regidao de Santo Amaro, Bahia, onde os casos de LV séo
esporadicos (FRANKE et al. 2002), foram utilizados como controle negativo nos
testes sorologicos.

Soros de 30 suinos criados confinados, de Santa Catarina, foram utilizados
para comparar os resultados obtidos com as amostras de Santo Amaro (utilizadas

como controle negativo nos ensaios imunologicos).

)
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Figura 5 - Método de contencdo dos suinos (com o

coleta de sangue dos animais.

cambao), realizado para
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Figura 6 - Coleta de sangue de suinos, do municipio de Jequié-BA, através da

puncgéo da veia cava cranial, utilizando tubos a vacuo.
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4.2.2 Biépsia e preparo de esfregago de pele

Foram coletados fragmentos de pele sadia em 36 dos 92 animais
amostrados, para o isolamento e/ou constatagdo da presenca dos parasitos.

Os fragmentos foram coletados no apice da orelha dos animais, que era
pingada para hemostasia, apos a assepsia do local com alcool iodado, colocados
em tubo estéril com salina (NaCl a 0.15M) e antibiético e mantidos por um periodo
de 12 horas a 4°C antes de serem transferidos para meio de cultura e incubados.

Com a orelha ainda pingada foram feitos esfregagos em laminas.

4.2.3 Pungiao e esfregago do figado

Foram coletados aspirados hepaticos em 28 dos 92 animais estudados,
para o isolamento e/ou constatagao da presenca de Leishmania.

Os aspirados foram coletados, com o auxilio de uma seringa de 20 ml com
agulha 40 x 12mm, no penultimo ou antepenuitimo espacgo intercostal direito.
Apbs assepsia do local com alcool iodado, a agulha foi introduzida
transversalmente no espaco intercostal, aspirando-se o material hepatico. Com
parte do material puncionado, foram feitos esfregagos em laminas. A outra parte
foi transferida imediatamente para meio de cultura e colocada em caixas térmicas
com gelo, para transporte, antes de ser cultivada a temperatura de 24°C, cerca de

4 horas depois.
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4.2.4 Bidpsia esplénica

O fragmento obtido, por meio de pungao, era coletado, com o auxilio de
uma seringa de 20 ml com agulha 40 x 12mm, no penditimo ou antepenultimo
espaco intercostal esquerdo. Apos assepsia do local com alcool iodado, uma
agulha acoplada a seringa foi introduzida transversalmente no espaco intercostal,
e aspirou-se o fragmento esplénico. Com parte do material puncionado, foram
feitos esfregacos em laminas e a outra parte acondicionada, na propria seringa,
em caixas térmicas com gelo, para ser semeada em meio de cultura (no

laboratério) e incubado em estufa a temperatura de 24°C.

4.2.5 Pungio de medula

Os aspirados de medula eram coletados por meio de pungédo da
tuberosidade iliaca com o auxilio de uma seringa de 20ml com agulha 40 x 12mm.
Apds assepsia do local com alcool iodado, uma agulha acoplada a seringa foi
introduzida transversalmente na tuberosidade iliaca, aspirando-se o fragmento de
medula, tomando-se o cuidado de ndo diluir a amostra. Com parte do material
puncionado, foram feitos esfregagos em laminas, outra parte acondicionada, na
propria seringa, em caixas térmicas com gelo, e semeada em meio de cultura (no
laboratério) sendo colocada em estufa a temperatura de 24°C, cerca de 4 horas

depois.
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4.3. ELISA

Foram realizados ELISAS (enzyme-linked immunosorbent assay) para
identificar a presenca de anticorpos especificos contra L. chagasi, utilizando-se
como antigeno, em um dos testes, um lisado de prorﬁastigotas de L. chagasi
(ELISA 1) (REED et al. 1990) e, no outro, a proteina recombinante rK39, (ELISA 11)
(BURNS et al. 1993). Os antigenos utilizados nos testes foram gentiimente
cedidos pelo Prof. Dr. R. Badar6 (Laboratério de Doengas Tropicais do Hospital
Universitario Prof. Edgard Santos — UFBA).

Os pocgos das placas, para realizacao do teste, foram sensibilizados com as

seguintes quantidades de antigeno, em um volume de 100 pul: lisado de

promastigotas — (1ug por pogo) e (rk39) — 25 ng por pogo. Os antigenos foram
diluidos em tampéao carbonato a 0,01M, pH 9,6. As placas foram mantidas a 4°C
durante a noite. Apos este periodo, os pogos foram bloqueados, utilizando-se
salina a 0,15 M tamponada com fosfato, pH 7,2 (PBS) com 1% de leite em p6
desnatado e incubagao a temperatura ambiente por duas horas.

O soro foi diluido a 1:100. O periodo de incubagéao entre cada etapa do
teste foi de 15 minutos e a solugdo de lavagem utilizada foi o PBS com 0,05% de
Tween 20, o qual foi também utilizado para lavar os pog¢os por cinco vezes apds
cada etapa do teste. As concentragdes de antigeno e diluigao dos soros utilizados
em nossos testes foram estabelecidas através de ensaios prévios (ELISA’s).

Como conjugado, em ambos os testes foram utilizados anticorpos anti-IgG
de porco marcado com peroxidase, desenvolvidos em coelhos, produzido pela

Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA). O conjugado foi diluido a 1:10000,
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em PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS — T 20) e 0,1% de albumina sérica
bovina.

O substrato utilizado foi o TMB Microwell Peroxidase Substrate
(Kirkegaard & Perry Laboratories). A solugao utilizada para parar a reagédo do
substrato foi acido sulfurico a 1N. A leitura dos pogos foi realizada em leitor de
densidade o6tica, a luz de comprimento de onda de 450nm.

O valor de “ CUT-OFF” foi igual a média dos valores de densidade otica de
-amostras de soro de 28 suinos criados nas mesmas condi¢des que os da
amostragem, mais trés desvios padroes da média (adaptado de FREY e
colaboradores 1998). A média do cut - off foi de 0,476 para o ELISA |, e de 0,595
para o ELISAII.

Para se estimar a soroprevaléncia de anticorpos anti-Leishmania,
determinou-se o intervalo de confianga considerando-se, para efeitos
matematicos, a populagao infinita de suinos e usou-se a equacgao (LEVIN 1978;

CANON e ROE 1982):

pt v‘/M onde,
n

p = proporgao de animais positivos.
v = constante matematica = 2,58 (IC 95%).
n = tamanho da amostra testada = 92.
O uso simulgéneo de ambos os testes de ELISA deve-se ao fato de que,
em seres humanos, o teste com o lisado é geralmente positivo tanto os casos de

infecgdo recente (assintomaticos) como aqueles que apresentaram cura
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espontanea, enquanto que o teste com a proteina rk39 tem maior especificidade
para dos casos‘”}de LV ativa (BADARO et al. 1996).

4.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENGA DE
DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE) E "WESTERN BLOT".

Duzentos e cinquenta microgramas de proteina de um lisado total de
L.chagasi, suspensos em 200 ml de tampao de amostra (Tris a 0,125 M, SDS a
2,3%, glicerol a 10% e 2-B-mercaptoetanol a 0,01% em agua destilada), pH 6,8,
foi fervido por 3 min e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Os géis de migragao foram
preparados na concentragao final de 12% de acrilamida, montados em aparelho
Mini-protein 1l (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) e colocados em tanque
de eletroforese contendo tampéao de corrida (3,02 g de Tris, 14,43 g de glicina, 1g
de SDS e agua destilada q.s.p. 1 |, pH 8,3). Ap6s aplicagdo de 100 pul da solugédo
do antigeno por gel, a corrida foi realizada em voltagem constante de 100 a 120 V.
Foi utilizado para o célculo do peso molecular aparente das bandas protéicas o
padréo de peso molecular BENCHMARK TM Protein Ladder (Gibco Laboratories,
Hercules, CA, EUA), que correu ao mesmo tempo e contém 15 proteinas situadas
em uma faixa de peso molecular de 10 a 220 kDa. Os polipeptidios do gel foram
eletro-transferidos para membrana de nitrocelulose de 0,45 mm (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) em tampéao de transferéncia (Tris a 0,025 M,
glicina a 0,93 M e metanol a 20% em agua destilada) a 30 V por 16 horas,
seguindo instrugdes do fabricante. Apds a transferéncia, a membrana foi corada

com vermelho de Ponceau S, para verificagdo do sucesso desse Ultimo
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procedimento. Em seguida, ap6s descoramento da membrana com agua destilada
para retirada do Ponceau S, a membrana foi lavada trés vezes com PBS-T20 e
uma vez apenas com PBS, apés ter sido bloqueada para reagdes inespecificas
por incubagao de 2 h com uma solugao de leite desnatado em pé a 10% em PBS.
Para a imunodetecgao, tiras de 3 mm de largura foram cortadas da membrana,
previamente bloqueada, e incubadas com os soros (controles negativo e amostras
testes), diluidos a 1:100, por uma hora. Depois da incubagdo com os anticorpos
primarios, as tiras foram lavadas como descrito e incubadas com um conjugado,
anti-lgG de porco marcado com peroxidase, produzido pela Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA), diluido a 1:5.000, como no item anterior, por 1 h a
temperatura ambiente. Depois da lavagem, as ligagdes dos anticorpos as tiras
foram reveladas, através de incubagao por 20 min, com uma solugdo de
cromoégeno (solugdo em agua destilada de diaminobenzidina a 0,6 mg/ml com
0,1% de peréxido de hidrogénio a 20 volumes). A reagao foi interrompida por
remogéao do substrato com agua destilada. As tiras foram secas e armazenadas ao
abrigo da luz. Para o calculo do peso molecular foram medidas as distancias em
centimetros percorridas pelas proteinas do padrao de peso molecular e construido
um grafico de curva-padrdao de migragao protéica formado pelo logaritmo dos
pesos moleculares e a distancia linear percorrida pelas proteinas. Através deste
grafico foram determinados os pesos moleculares das proteinas de promastigotas
de L. chagasi reconhecidas pelos soros.

Foram testados 20 soros de suinos, de area endémica para leishmaniose,

com sorologia positiva para anticorpos anti-Leishamnia no ELISA, e cinco soros de
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area endémica e cinco soros de area nao endémica para leishmaniose, negativos

para esses anticorpos.

4.5 PESQUISA DE FORMAS AMASTIGOTAS EM ESFREGAGCOS DE TECIDOS
EM LAMINA.

Para visualizagao do parasito foram realizados exames microscépicos dos
esfregacos de bidpsias de pele (da orelha) e esfregacos de figado, bago e medula

éssea, fixados em laminas e corados com kit comercial, Panético Rapido LB®,

produzido pela Laborclin (Pinhais - PR, Brasil). Este método utiliza trés reagentes:
um fixador (solugao de triatiluetano a 0,1%) e dois corantes (xantenos a 0,1% e
tiazinas a 0,1%) (COELHO et al. 1998; ANDRADE 1998). As laminas foram
submersas por cerca de trinta segundos em cada reagente, lavadas com agua
corrente e secas a temperatura ambiente. |

Foram examinados um total de 198 esfregagcos corados em laminas de
pele, figado, bago e medula (uma média de dois esfregagos examinados de cada

6rgao), ao mesmo tempo em que o cultivo deste material era observado.
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4.6 CULTIVO PARA A TENTATIVA DO ISOLAMENTO DE Leishmania Sp.

As amostras de pele, figado e medula oOssea foram semeadas
ass"epticamente em meio de cultura bifasica NNN mais infusdo de figado —
triptose (LAINSON e SHAW 1979; BRASIL/ M.S. 1996).

As culturas foram incubadas em estufa a 24° C, e examinadas
semanalmente durante cinco semanas.

Os exames das culturas eram feitos a fresco, com uma gota da mesma em
uma lamina sobreposta por laminula ao microscépio 6ptico, para percepgdo do

movimento de flagelados.

4.7 XENODIAGNOSTICO COM Lutzomyia longipalpis

Foram utilizados exemplares de L. longipalpis, com cinco dias de fase
adulta, criados nos Laboratérios de Parasitologia e Entomologia do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ, os quais foram colocados para sugar dois
suinos que apresentaram resuitados positivos ao ELISA, sendo posteriormente
necropsiados (figura 7). Neste procedimento visava-se também, além de
evidenciar a possivel infeccao dos animais, verificar a capacidade desses animais
para atrair o flebdtomo e o potencial dos suinos como fonte de alimentagéo de L.
longipalpis.

O procedimento foi realizado em areas glabras do animal,
preferencialmente na orelha e na parte interna da coxa. Cerca de 30 fémeas de L.
longipalpis, acondicionadas em recipiente apropriado para a realizagdo do
procedimento, foram colocadas durante trinta minutos para se alimentarem nos

animais.
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As caixas com os insetos foram fixadas com gaze. A movimentagdo de
pessoal em volta foi evitada para nao inibir a atividade hematofagica dos
flebotomineos. Além disso, o animal foi contido e sedado para que ficasse imével
e os insetos pudessem suga-lo com maior avidez.

Apdés o repasto sanguineo dos fleb6tomos, esses foram isolados
individualmente em tubos e a partir do quarto dia da alimentagéo infectante foram

dissecados e examinados.

4.8 XENODIAGNOSTICO COM Triatoma infestans

O xenodiagnéstico com triatomineos foi realizado com o objetivo de
verificar a presenga de algum tripanossomatideo que pudesse estar parasitando
naturalmente o suino. Para realizagdo deste procedimento foram utilizados
triatomineos criados nos Laboratérios de Parasitologia e Entomologia do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, os quais foram colocados para sugar dois suinos
que apresentaram resultados positivos no ELISA, e sendo posteriormente
necropsiados (figura 7).

Foram utilizadas 10 ninfas de 5° estagio de T. infestans, acondicionadas
em recipiente apropriado para a realizagdo do procedimento, as quais foram
colocadas para se alimentarem nos animais durante trinta minutos.

Os recipientes com os triatomineos foram fixados no corpo dos animais por
meio de gaze. O animal foi contido e sedado para que ficasse imovel e os

triatomineos pudessem suga-lo com maior intensidade.
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Figura 7 - Suino imobilizado e sedado, sendo submetido aos xenodiagnésticos

com triatomineos (seta verde) e flebotomineos (seta amarela).
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4.9 INOCULAGAO EXPERIMENTAL DE L. chagasi EM Sus scrofa domesticus

Foi construida uma pocilga de alvenaria com 2 m2, telada e livre de frestas
para evitar a entrada de insetos (principalmente hemato6fagos), em local onde nao
foi constatada a presenga do vetor da leishmaniose visceral através do uso de
armadilhas luminosas. Trés suinos, fémeas, em fase de desmame, criados
confinados, com peso médio de 10 kg, negativos para anticorpos contra L.
chagasi nos ensaios descritos acima, serviram para inoculagao da Leishmania.
Os animais apresentavam-se saudaveis, pois desde o nascimento foram isolados
e cuidados para esta finalidade. Foram realizados exames parasitologicos de

fezes dos animais antes da inoculagdo e durante a realizacdo do experimento.

Foram inoculados 108 promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L.
chagasi, cepa I0C Lc 2455, por quilograma de peso, em cada animal, por via
intravenosa (adaptado do protocolo de GENARO 1993 para caes). Os animais
foram identificados com brincos numerados, alimentados com ragao balanceada,
e observados diariamente, tendo sido realizada a tomada diaria da temperatura
retal durante os quatro primeiros meses ap6s a inoculagdo. Dois hamsters foram
inoculados com a mesma cepa de Leishmania que foi inoculada nos suinos, para
servirem de controle de infectividade da mesma.Apds 60 dias da inoculagéo, os
animais passaram a ser examinados mensalmente até completar um ano do
desafio, quando os mesmos foram necropsiados. Além de um exame clinico
criterioso, eram realizados os seguintes procedimentos, da forma descrita nas
secdes 4.2 a 4.6: coleta de sangue, biépsia de pele, pungao hepatica, pungéo
esplénica, pungdo de medula, e xenodiagnéstico com flebotomineos. A biopsia

esplénica in vivo s foi conseguida até quatro meses do experimento, pois 0s
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animais cresceram muito e a camada de gordura espessa impossibilitava o acesso
ao 6rgao. Parte do aspirado de medula dos animais foi utilizado para execucao da
técnica de PCR (ap6s sete meses do inicio do experimento). As amostras
destinadas para o PCR eram colocados em tubos de microcentrifuga estéreis e
acondicionados em gelo. Chegando ao laboratério, imediatamente procedia a
extracdo de DNA.

Para realizarmos estes procedimentos os animais eram sedados

previamente.

4.10 NECROPSIA DOS ANIMAIS E COLETA DE MATERIAL PARA PCR.

Apbs um ano da inoculagéo dos parasitos, os animais foram necropsiados,
objetivando-se principalmente um posterior estudo histopatolégico e ultraestrutural
dos tecidos destes animais. Homogenatos de tecidos do figado, bago e medula
Ossea foram inoculados em hamsters e semeados em meio de cultura, na
tentativa de isolar a Leishmania destes animais. A grande vantagem da
inoculagdo em hamster esta no fato de que podemos utiliza-la nas condigbes de
campo que nao permitem técnicas de cultura estéreis. Contudo o periodo de
incubacao é longo (LAINSON e SHAW 1979). Também foram feitos esfregagos
na tentativa de identificar formas amastigotas do parasito. Parte deste material
(figado, bago e medula dssea) foi acondicionado em tubos de microcentrifuga
estéreis e colocados em caixas térmicas com gelo por no maximo duas horas,

para posterior execugao da técnica de PCR.
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4.11 REAGAO DE POLIMERASE EM CADEIA.

4.11.1 Extragao do DNA.

O DNA foi extraido com amostras de aspirado de medula éssea, utilizando-

se o Kit GFX™ Genomic Blood DNA Purification KIT (Amersham Pharmacia
Biotech Inc., Piscataway, USA). Quinhentos nul da solugdo de extracdo foram
adicionados em tubos Eppendorf contendo 100 ul de aspirado de medula, seguido
de agitacdo em vortex e incubagdo por 5 minutos a temperatura ambiente. A
mistura foi transferida para a coluna GFX e microcentrifugada a 8.000 rpm
(rotagbes por minuto) (=5000 x g) por um minuto a temperatura ambiente,
desprezando-se o contetdo no tubo coletor. Adicionaram-se 500 pl. da solugao de
extragdo a coluna GFX e microcentrifugou-se a coluna novamente 8.000 rpm por
um minuto. Apoés a’centrifugagéo, a mistura contida no tubo coletor foi novamente
desprezada. Quinhentos ul da solugdo de lavagem foram adicionados a coluna
GFX e microcentrifugados a 13.000 rpm por trés minutos. Apds esta etapa,
desprezou-se o tubo coletor e a coluna GFX foi transferida para um tubo
Eppendorf de 1,5 ml. Foram adicionados a coluna GFX, 100 pl de agua Mili-Q
estéril a temperatura de 70° C e incubou-se a mistura por um minuto a temperatura

ambiente. Posteriormente o tubo foi centrifugado a 5000 x g para obtencdo do

DNA.
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4.11.2 Amplificagao do DNA por PCR

A reagao de PCR foi realizada em ciclador de temperatura (GeneAmp PCR
System 2400 - Perkin Elmer) e o produto da amplificacdo foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio a 0,002%, em
tampéo‘TAE; Tris-acetato a 0,4M , EDTA a 0,01M, pH 8,3. O corante azul-de-
bromofenol/xilenocianol/sacarose (0,25%/0,25%/40%), na propor¢do de 1:6, foi
utilizado para o acompanhamento visual das amostras durante a eletroforese.
Cada reacgao possuiu controles negativo (medula 6ssea de caes sadios) e positivo
(medula éssea de caes infectados por L. chagasi), para testar a presencga de
contaminantes e confirmar a fidelidade da reagao (MATHIS e DELPLAZES 1995).

Para amplificar a regido conservada do minicirculo do kDNA (DNA
mitocondrial do cinetoplasto), foram utilizados oligonucleotideos sintéticos que
flanquearam a regiao da seqiiéncia de DNA de interesse (primer A: 5’ — (G/C)
(GIC) (C/IG) CC (A/C) CTAT (A/T) TTA CAC CAA CCCC; e primer B: 5- CCG
CCC CTATTT TAC ACC AAC CCC). Areacao da PCR foi realizada utilizando-se
um tampao Tris-HCI a 200 mM, pH 8.4, contendo 500 mM de KCI, 2,5 mM de
cloreto de magnésio, e 200 UM de uma mistura de desoxinucleosideos trifosfato
(dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1 pmol do oligonucleotideo direto e 1 pmol do
oligonucleotideo reverso; e 1,5 U da enzima Taqg DNA polimerase (GibcoBRL Life
Thecnologies do Brasil), em um volume final de 50 ul. A reagéo foi incubada em
ciclador de temperatura, consistindo de um ciclo inicial a 95°C por 5 minutos e 35

ciclos de: 94° C por 45 segundos, 62° C por 45 segundos e 72° C por um minuto,

mais um ciclo final de 70°C por 7 minutos (Adaptado de SCHUBACH et al. 1998).
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

O teste “Two Way Anova” foi utilizado para analise dos resultados obtidos

nos testes de ELISA.
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5. RESULTADOS
5.1 ANTICORPOS CONTRA LISADO TOTAL DE Leishmania E CONTRA O
ANTIGENO RECOMBINANTE rK 39

Apds a analise sorolégica dos 92 animais, foram obtidos os seguintes
resultados: o ELISA em que se utilizou um lisado de promastigotas como antigeno
(ELISA 1) teve como resultado 41,3% de positivos (38/92) e o ELISA em que se
utilizou a proteina recombinante rK39 como antigeno (ELISA I1l) teve como
resultado 51,1% positivos (47/92). Apenas um soro com positividade no ELISA |
nao foi positivo no ELISA Il. A diferenga entre os resultados obtidos no ELISAle o
ELISA i, em termos de densidade 6ptica e freqiiéncia de animais soropositivos, €
estatisticamente significante (p<0,05). E nao ha diferenga estatistica significante
(p>0,05), em termos de densidade optica, entre os nossos controle negativos e os

soros de suinos de Santa Catarina criados confinados (tabela 1 e figuras 8 e 9).
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Tabela |: Resultados do inquérito sorolégico para detecgao de anticorpos

anti-Leishmania na populacao suina de diferentes bairros da cidade de Jequié,

Bahia, no periodo de 1996 a 1998.

N° de Animais com Elisa Positivo (%)

N° de Casas N° de
Heirre Visitadas Animais | g ,op 1+ | ELISA II** | ELISA | e ELISA
Examinados i
Barro Preto 14 26 14 (53.8%) | 21 (80.7%) 14 (53.8%)
Curral Novo 05 09 05 (55.5%) | 05 (55.5%) 05 (55.5%)
Jequiezinho 13 20 04 (200%) | 05 (25.0%) 04 (20.0%)
Joaguim Romaéao 04 18 04 (22.2%) 05 (27.7%) 04 (22.2%)
Km 3 06 07 05 (71.4%) | 05 (71.4%) 05 (71.4%)
Fazenda Suica h O 10 04 (400%) | 04 (40.0%) 03 (30.0%)
Rodovia Barragem | . .
de Pedra 01 02 02 (100%) 02 (100%) 02 (100%)
TOTAL 44 92 38 (41.3%) 47 (51.1%) 37 (40,2%)

* utilizando um lisado de promastigotas como antigeno.

** utilizando a proteina recombinante rik39 como antigeno.
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Tota de animais examinados
B Positivos no ELISA | (lisado)

1007 @(10m

75

47 (51,1%) I Positivos no ELISA | e no ELISAI

38(41,3%) 37 (402%)

Numero de animais
¥ 8

Totd de aninsis Rositivos Rositivos Rositivos em
noASAL no BISA| anbos BHISAs

Figura 8 - Resultados obtidos nos testes de ELISA para deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania em suinos da cidade de Jequié BA, no periodo de
1996 a 1998. Os ELISAs foram realizados com lisado de promastigotas de L.
chagasi (ELISA 1) ou com a proteina recombinante rK39 (ELISA Il) como antigeno.
Os valores sobre cada coluna correspondem ao niumero de animais representado
por ela e a percentagem desse numero em relagdo ao total examinado. A
diferenca entre os resultados obtidos no ELISA | e o ELISA Il foi estatisticamente

significante (p<0,05).
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Figura 9 - Resultados obtidos nos ELISAs, para detec¢do de anticorpos

anti-Leishmania, em suinos da cidade de Jequié, Bahia, no periodo de 1996 a

1998. A. Resultados obtidos utilizando lisado de promastigotas de L. chagasi como

antigeno (ELISA 1). B, resultados obtidos utilizando antigeno recombinante rK39

como antigeno (ELISA Il). Cada simbolo corresponde ao resultado obtido de um

animal individualmente. As linhas pontilhadas indicam os valores do “cut off” dos

testes. A diferenga entre os resultados obtidos no ELISA | e o ELISA | foi

estatisticamente significante (p<0,05).
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5.2 ESTIMATIVA DA PREVALENCIA DE SUINOS COM ANTICORPOS ANTI-

Leishmania

Considerando o resultado obtido no ELISA Il, que é mais expressivo, a
freqiiéncia encontrada na amostra foi de 51,1%. Estimamos que a prevaléncia de
animais com anticorpos com atividade anti-Leishmania na populagdao de suinos
criados soltos em Jequié, no periodo em que foi realizada nossa amostragem,

variava entre 37,5% e 64,4% (IC 95% 37,5 — 64,4; p<0,05).
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5.3 RECONHECIMENTO DE POLIPEPTIDEOS DE L. chagasi POR SORO DE
SUINOS DE AREA ENDEMICA PARA LV

~ Os soros dos 20 suinos (com positividade para anticorpos anti-Leishmania
detectaveis em ELISA) testados em “Western blot” contra polipeptideos de L.
chagasi reconheceram pelo menos trés antigenos de peso molecular variando de
20 a 205 kDa. Os antigenos de 45,6; 54,1 e 63,7 kDa foram reconhecidos mais
frequentemente. Todos os soros, positivos no ELISA, testados reconheceram pelo
menos um desses trés antigenos e 80% reconheceram todos eles. Um exemplo
do resultado do Western blot encontra-se na figura 10 e o numero de diferentes
bandas antigénicas reconhecidas pelos soros na figura 11. Cinco soros de suinos
de area nao endémica testados nos mesmos ensaios nao reconheceram nenhuma
banda. E cinco soros de suinos de area endémica,k negativos no ELISA,

reconheceram de 0O a trés bandas.
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FIGURA 10 - “Western blot” de soros de suinos, de area endémica para
leishmaniose visceral humana e canina, contra lisado de promastigota de L.
chagasi. As colunas de A a F correspondem a tiras de nitrocelulose incubadas
com soros de porcos com anticorpos contra L. chagasi detectaveis por ELISA; as
colunas de G a | correspondem a tiras incubadas com soros de suinos sem
anticorpos contra L. chagasi detectaveis por ELISA. As posigdes de marcadores

de peso molecular estao indicadas por setas.
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Figura 11 — Numero de antigenos com diferentes pesos moleculares sendo
reconhecidos por 20 soros de suinos provenientes de éréa endémica de
leishmaniose visceral com positividade para anticorpos anti-Leishmania em ELISA
(a) e por 10 soros controle (b). Os soros controle foram negativos para anticorpos
anti-Leishmania no ELISA (cinco de suinos de area endémica e cinco de suinos
de area nao endémica para leishmaniose). Os soros de regido ndo endémica
estdo representados por area da coluna nao preenchida. Cada coluna representa

o numero de soros reconhecendo o nimero de antigenos indicado nas abscissas.
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5.4 PESQUISA DA PRESENGA DE Leishmania

Na analise microscopica dos 198 (72 de pele, 56 de figado, 45 de bacgo e
25 de medula Ossea), esfregagos corados, obtidos de um total de 36 animais
(Tabela Il) nao foram encontradas formas amastigotas de Leishmania.

No cultivo do material retirado de 6rgaos desses 36 suinos (Tabela Il), ndo

foi constatada a presenga de formas promastigotas.
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Tabela II: Numero de suinos submetidos aos diferentes exames parasitolégicos, todos com resultados negativos.

N° de animais submetidos a
cada combinagdo de exames

PESQUISA DE PARASITOS EFETUADA APENAS EM:

Esfregago de Esfregago Esfregago Esfregagode  Cultura de pele Cultura de Cultura de Cultura de Flebstomos
pele de figado de bago medula éssea figado bago medula éssea
06 X X
02 X X X X
26 X X X X
02 X X X X X X X X X
Total: 36

A marcagéo com a letra X indica os exames parasitolégicos que foram realizados.
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5.5 XENODIAGNOSTICO

Os xenodiagnosticos com flebotomineos e triatomineos em dois animais

soropositivos néo revelaram a presenca de flagelados.

5.6 INOCULAGAO EXPERIMENTAL DE L. Chagasi EM Sus scrofa
domesticus.
5.6.1 Quadro geral

Os animais apresentaram-se bastante sadios durante o experimento, tendo
apenas um leve aumento de temperatura nos trés primeiros meses apos a
inoculagao da L. chagasi. Todos os parasitolégicos de fezes foram negativos para

a presenca de parasitos gastrintestinais.

5.6.2 Pesquisa de formas amastigotas em esfregagos de tecidos em lamina e
cultivo para o isolamento do parasito.

Na analise microscépica dos esfregagos corados, ndo foram encontradas
formas amastigotas do parasito. No cultivo do material retirado de érgdos dos
suinos inoculados experimentalmente, nao foi evidenciado parasitos, isto €, nédo
foi identificada a presenga de formas promastigotas.

Os hamsters inoculados com fragmento de érgaos (figado, bago e medula
0ssea) dos animais desafiados foram necropsiados, seis meses apds receberem
0 in6culo, e apresentavam-se negativos para presencga de Leishmania.

Os hamsters inoculados com a mesma cepa de L. chagasi utilizada para
infecgdo dos suinos apresentaram-se com um alto grau de infecgao por

amastigotas quando necropsiados (cinco meses apds o inicio do experimento).
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5.6.3 Evolugao da resposta imune humoral.

A partir do terceiro més apoés a inoculagao houve um aumento significativo
da atividade de anticorpo anti-Leishmania (isto &, atividade de ligagéo a antigenos
de Leishmania em ELISA) nos soros dos animais, e esses niveis se mantiveram,
com alguma oscilagdo, durante o periodo de realizagdo do experimento. As
densidades Opticas obtidas nos ELISAs foram semelhantes, o que reforga a
possibilidade dos resultados expressarem uma resposta especifica a Leishmania

(figuras 12 e 13).
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Figura 12 - Evolugdo da resposta imune humoral dos suinos inoculados com L. chagasi,
medida através da semi-quantificagdo da atividade de anticorpos anti-rK39 por meio de

ELISA. A linha pontilhada indica o valor do cut off (0,595). Cada ponto relacionado aos

meses representa um dos animais do experimento.
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Figura 13 - Evolugao da resposta imune humoral dos suinos inoculados com L. chagasi,
medida através da semi-quantificagdo da atividade de anticorpos de anticorpos anti-
Leishmania por meio de ELISA. A linha pontilhada indica o valor do cut off (0,476). Cada
ponto relacionado aos meses apds a inoculagdo representa um dos animais do

experimento.
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5.6.4 Xenodiagnéstico com Lutzomyia longipalpis
Nao foi constatada a presenca de flagelados nos flebétomos que foram

submetidos ao repasto sanguineo nos animais inoculados experimentalmente.

5.6.5 Reagao de polimerase em cadeia
Os resultados obtidos pela reagdo de PCR nao demonstraram amplificagao
do segmento de DNA esperado de 120pb da regido conservada do minicirculo do

KDNA de L. chagasi (figura 14).

IR S TN R R R SR TR B O TR o R
Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose, corado com brometo de etidio, de um

dos nossos ensaios, demonstrando que ndo houve amplificagdo de segmento de
kDNA de nossas amostras. Os numeros abaixo da figura correspondem ao
seguinte: 1-marcador de pesos moleculares (variando de 100 a 100 pares de
bases); 2-agua; 3-controle negativo; 4-pogo vazio; 5 a 12-amostras teste; 13-pogo

vazio; 14-controle positivo.
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6. DISCUSSAO

O ndmero de trabalhos tratando da participagdo dos suinos como
reservatorio da LV é escasso. O presente estudo é pioneiro na investigagao do
envolvimento desses animais na epidemiologia da LV, ja que os porcos, apesar da
presenca constante nas areas endémicas, ainda ndo tinham sido
sistematicamente investigados como possiveis reservatérios de Leishmania
chagasi.

No periodo em que coletamos as amostras do presente estudo, estava
ocorrendo um surto de LV nos bairros de Jequié onde elas foram coletadas, com
incidéncia da doen¢ca humana e canina bastante elevada (NASCIMENTO et al.
1997, PARANHOS-SILVA et al. 1998). A intensa transmissao vetorial existente,
tanto para os homens quanto para os caes, reforga a hipétese da possibilidade de
mais um elo na cadeia epidemiolégica da doenga, que poderia ser representado
pelos suinos.

A alta soropositividade encontrada em nosso estudo indica um contato
prévio desses animais com o parasito ou com outro agente infeccioso com
antigenos similares. Entretanto, mesmo que os animais estivessem infectados por
Leishmania, a s;uséncia de formas amastigotas na pele dos suinos indica que tais
animais nao seriam boas fontes de infec¢ao para o inseto vetor. Em um estudo
similar ao nosso, MUKHTAR e colaboradores (2000) encontraram altos titulos de
anticorpos anti Leishmania donovani em animais domésticos (como boi, jumento e
cabras), contudo nao detectou a presen¢a do parasito nestes animais.

A alta taxa de suinos soropositivos encontrados em nosso trabalho poderia

ser explicada, em parte, pela possivel existéncia de reagdo cruzada com outro
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microorganismo com os quais 0s suinos estivessem em contato. Entretanto com a
utilizagdo de um antigeno recombinante em nosso ensaio, esta possibilidade fica
menos provavel, mas ndo impossivel.

TEIXEIRA e VEXENAT (1996) e VEXENAT e colaboradores (1996) citam
que na tentativa de resolver as dificuldades associadas com especificidade e
sensibilidade de testes sorologicos, tem-se procurado utilizar antigenos
recombinantes no diagnéstico de doengas endémicas. Assim, diversos antigenos
recombinantes tém sido isolados de genotecas de expressao de microorganismos,
através de seleg¢@o com soros de pacientes portadores da infec¢ado especifica. Sua
utilizagdo tem mostrado que muitos desses antigenos apresentam grande
especificidade.

Anticorpos anti-K39 s&o praticamentes indetectaveis em pacientes
humanos com tuberculose, toxoplasmose e malaria, que sdo doengas em que
ocorrem reagdes positivas em testes diagnodsticos para detec¢ao de anticorpos
anti-Leishmania com antigenos parasitarios nao fracionados (BURNS et al. 1993;
BADARO et al. 1996). Em relagdo a microorganismos filogeneticamente préximos
a Leishmania chagasi, o K39 é também bastante especifico: anticorpos de
pacientes infectados por Trypanossoma cruzi ou por espécies de Leishmania nao
visceralizante nao o reconhecem (BURNS et al. 1993; QU et al. 1994; SINGH et
al. 1995). No entanto, nao foi investigada a possibilidade de reagao cruzada do
K39 com outros patdgenos que infectam os suinos.

Por outro lado, através de “Western blot” foram observadas de 3 a 14
bandas reconhecidas por anticorpos dos suinos de area endémica, o que torna

bastante improvavel a possibilidade de serem resultantes de uma reagao cruzada
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da Leishmania com um microorganismo filogeneticamente dela afastado. Os
antigenos reconhecidos no nosso estudo sdo similares aos encontrados, em
termos de peso molecular, através da reatividade com soros humanos por
SILVANY (2001) e com soros caninos por QU e colaboradores (1998).

Com os resultados do estudo com infecgdo experimental, fica evidente que
o Sus scrofa doméstico responde ao contato com Leishmania produzindo
anticorpos circulantes. Pode-se observar que os titulos de anticorpos dos animais
se mantiveram elevados até o final do experimento, sugerindo a possibilidade do
Sus scrofa domesticus manter a infecgao por L. chagasi em niveis indetectaveis
pelos métodos de diagnésticos utilizados no nosso estudo, porém suficiente para
manter o sistema imune especificamente estimulado.

Em estudo experimentai com gatos domésticos, KIRKPATRIK e
colaboradores (1984) observaram um desenvolvimento de elevados titulos de
anticorpos, contudo nao detectaram o parasito (apés 24 semanas de infeccéao),
nem sintomas de doenga foram observados. CERQUEIRA (2001) inoculou L.
chagasi em qu;tro eqliideos e constatou um aumento dos niveis de anticorpos
circulantes, apesar de nao ter identificado o parasito nos exames parasitolégicos
realizados. Contudo em exame histopatolégico de fragmento de figado (obtidos
poés-necropsia) de dois animais, foi constatada a presencga do parasito.

A reagao de polimerase em cadeia realizada em nosso estudo para
analisar amostras dos animais inoculados foi negativa para amplificacdo de
kDNA. Contudo, ndo se pode descartar uma inibicdo do ensaio, pois ndo houve
condicbes de utilizar um gene constitutivo de Sus scrofa domesticus como

controle interno do experimento.
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Apesar da alta soropositividade para anticorpos anti-Leishmania e da
diversidade dos anticorpos produzidos (comprovada por Western blot), verificada
na "amostragem de suinos de area endémica estudada neste trabalho, os
resultados obtidos indicam a necessidade de investiga§ées mais aprofundadas
sobre a origem desses anticorpos, isto €, se eles sdo resultantes de contato
prévio com a Leishmania ou de uma resposta imune cruzada. As constatagdes
que; (1) porcos respondem a inoculagao de Leishmania viva com a produgao de
anticorpos, conforme demonstrado nesta tese, (2) porcos sao picados por
flebétomos na area endémica (FORATINNI 1954; DEANE e DEANE 1957;
FERRO et al. 1997; SHERLOCK e GUITTON 1969; ZELEDON et al. 1984) e (3)
flebétomos na area endémica transmitem a Leishmania para mamiferos (DEANE
1962; ALENCAR et al. 1974/75; LAINSON E SHAW 1979; SHERLOCK 1996),
consideradas em seu conjunto, sao altamente indicativas de que a primeira
constatagao deve estar correta. De qualquer forma, seja qual for o r\esultado de
futuras investigagdes, os suinos nao parecem ser um reservatério importante de
Leishmania, ja que no estudo aqui descrito ndo detectamos o parasito nos
animais examinados. Esta nossa afirmacgao é reforgada pelos nossos resultados
obtidos ap6s a inoculagdao experimental de L. chagasi nesta espécie animal,
quando podemos constatar que o suino tem pouca ou nenhuma susceptibilidade
a infeccdo com o parasito, apenas produzindo uma resposta imune humoral
bastante acentuada, semelhante a detectada na amostra coletada no municipio
de Jequié. A importancia deste animal na epidemiologia da leishmaniose visceral
ficaria restrita apenas a atragdo do inseto vetor da infecgdo para proximo do

peridomicilio.
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7. CONCLUSAO / SUMARIO DE RESULTADOS

Na cidade de Jequié, Estado da Bahia, area endémica para LV, foi
realizado um inquérito sorolégico utilizando-se testes de ELISA, para detecgao de
anticorpos anti-Leishmania, em 92 suinos de diferentes bairros dessa cidade,

seguido de um estudo experimental, tendo-se concluido que:

1. Hauvia alta prevaléncia de suinos (IC 95% 37,5 - 64,4, p<0,05) apresentando
anticorpos com atividade anti-Leishmania (determinado através dos ELISAs
lell).

2. Apesar de nao podermos afirmar categoricamente que os anticorpos
detectados em nossos ensaios sao resultantes de infeccdo ou contato com
Leishmé;)ia, o fato de varios peptideos de Leishmania serem reconhecidos
pelos soros dos suinos em “Western blot” sugere que a resposta foi
realmente induzida por esse parasito.

3. De acordo com os nossos resultados, o Sus scrofa domesticus tem pouca
ou nenhuma susceptibilidade a infeccao por Leishmania chagasi.

4. O Sus scrofa domesticus tem a capacidade de responder a exposicao a L.
chagasi, produzindo anticorpos circulantes.

5. O Sus scrofa domesticus nao € um bom candidato a reservatério de L.
chagasi, sua importancia na epidemiologia da leishmaniose visceral poderia

estar restrita a atragao e manutengao do inseto vetor no peridomicilio.
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