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RESUMO 
 
A Leishmaniose Visceral Canina, doença grave e fatal, tem o cão como o principal 
reservatório do seu agente etiológico no meio urbano. Devido ao alto parasitismo 
cutâneo nestes animais, da quantidade de cães infectados, e do próximo convívio com 
o homem, as ações desenvolvidas pelo Programa Brasileiro de Controle da 
Leishmaniose Visceral são centradas no reservatório canino, através da identificação e 
eutanásia dos animais soropositivos. Sendo assim, a adoção de ações profiláticas, com 
a utilização de vacinas nos cães, constituiria uma importante ferramenta para a 
diminuição da doença nestes animais, e consequentemente, da infecção do vetor e da 
transmissão do agente. Além disso, a adoção de medidas profiláticas, como o uso de 
coleiras impregnadas com deltametrina, repelentes de uso tópico e vacinas, são as 
únicas alternativas disponíveis atualmente para os cães, pois no Brasil, o tratamento de 
cães está proibido desde a publicação da Portaria Interministerial nº 1.426, de 11 de 
julho de 2008. Apesar de disponível desde 2004, a vacina Leishmune® ainda não é 
amplamente utilizada no Brasil, principalmente devido à possibilidade dos cães 
vacinados apresentarem sorologia positiva em inquéritos epidemiológicos, não sendo 
possível diferenciá-los dos infectados. Este trabalho foi realizado com o objetivo de 
avaliar o perfil sorológico de cães vacinados e saudáveis que residem em áreas 
endêmicas, e de cães naturalmente infectados por Leishmania infantum/ chagasi, e 
avaliar a possibilidade de diferenciação sorológica a partir dos métodos utilizados 
atualmente nos inquéritos epidemiológicos oficiais e nos laboratórios de diagnóstico 
particulares: ELISA e RIFI com antígenos L. major-like, produzidos pelo Laboratório Bio-
Manguinhos e ELISA S7, produzido pelo Laboratório Biogene. Todos os soros de cães 
foram testados nos três métodos, e os resultados demonstraram que nenhum cão 
vacinado apresentou resultado positivo em mais de um teste. Apenas um cão vacinado 
(1/39) apresentou resultado de 1:40 na RIFI, e quatro cães (4/39) apresentaram 
resultado positivo no ELISA L. major-like. Nenhum soro de cão vacinado apresentou 
resultado positivo no ELISA S7. O único resultado positivo na RIFI foi negativo nos 
outros dois métodos, e os quatro soros positivos no ELISA L. major-like foram negativos 
tanto na RIFI quanto no ELISA S7. Estes resultados sugerem reações falso-positivas, e 
demonstram que, de acordo com o Manual de Vigilância Epidemiológica, se os soros de 
cães vacinados forem testados em dois métodos (ELISA e RIFI), a possibilidade de um 
cão vacinado apresentar resultado positivo será remota. Desta maneira, a vacinação da 
população canina não dificultaria as ações atualmente empregadas para o controle da 
Leishmaniose Visceral, mas poderia, no futuro, ser somada as medidas já adotadas, 
evitando assim a eutanásia de cães. 
 
 
Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, ELISA, RIFI, vacina FML, sorologia. 
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ABSTRACT 
 
Canine Visceral Leishmaniasis, serious and fatal disease, has the dog as main reservoir 
of the agent Leishmania infantum in urban environment. The control actions developed 
by the Brazilian Program of Visceral Leishmaniasis Control are focused on the canine 
reservoir through identification and euthanasia of seropositive animals, due to high 
cutaneous parasitism in these animals, the amount of infected dogs and the closeness 
to the human being. Therefore, the adoption of prophylactic measures like dog 
vaccination would be an important tool to reduce the number of infected dogs and 
consequently the vector infection and the disease transmission. Besides that, the 
adoption of prophylactic measures in these animals, like the usage of deltametrin 
embedded collars, topic usage repellent and vaccines are the only available alternatives 
for these animals, since dogs treatment has been forbidden by law in Brazil since 2008. 
Although it has been available since 2004, the Leishmune® vaccine is not widely used 
in Brazil yet, especially due to the possibility of vaccinated dogs showing positive 
serology, being impossible to differentiate them from infected dogs. The objective of this 
work was to evaluate the serologic profile of healthy and vaccinated dogs who live in 
endemic areas and of naturally infected dogs with Leishmania Infantum/ chagasi, and 
also evaluate the possibility of serologic differentiation using the same methods 
nowadays adopted by official epidemiological surveys and in private diagnosis 
laboratories: ELISA and IFA with L. major-like antigens, produced by Bio-Manguinhos 
Laboratory and ELISA S7, produced by Biogene Laboratory. All the dogs sera were 
tested in the three methods, and the results showed that no vaccinated dog presented a 
positive result in more than one test. Only a vaccinated dog (1/39), presented 1:40 in 
IFA, and 4 dogs (4/39) presented a ELISA L. major-like positive result. No vaccinated 
dog sera presented positive result in ELISA S7. The only IFA positive result was 
negative in the other two methods and the four positive sera in ELISA L. major-like were 
negative either in IFA, as in ELISA S7. These results suggest false positive reactions 
and demonstrate that according to the Epidemiological Surveillance Manual, if the 
vaccinated dogs sera are tested in two methods (ELISA and IFA), the possibility of a 
vaccinated dog to present a positive result is remote. Thus, the vaccination of a big 
quantity of dogs would not disturb the presently adopted actions for Visceral 
Leishmaniasis control, but could in the future be added to the already adopted 
measures, therefore avoiding the dogs euthanasia. 
 
 

Key-words: Visceral Canine Leishmaniasis, ELISA, IFA, FML vaccine, serology. 
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1. Introdução  

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose severa e crônica causada, no Novo 

Mundo, pelo protozoário Leishmania infantum/ Leishmania chagasi (Maurício et al. 

1999; Dantas-Torres, 2006a). É transmitida pela picada do flebotomíneo Lutzomyia 

longipalpis, Lutzomyia cruzi e Lutzomyia evansi e pode acometer humanos e outros 

animais, especialmente cães (ROBERTS, 2003; FRANÇA-SILVA et al., 2005; DANTAS-

TORRES 2006b; CARRILLO & MORENO, 2009). 

Na epidemiologia da LV neotropical, o cão é a espécie mais importante, porém a 

participação de humanos e outros animais silvestres não pode ser negligenciada 

(CARRILLO & MORENO, 2009). Por esta razão a leishmaniose visceral canina (LVC) é 

considerada uma enfermidade de importância não só na saúde pública, mas também 

veterinária (FRANÇA-SILVA et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2006b). 

No Brasil, a eliminação de cães infectados está baseada principalmente em 

métodos sorológicos, sendo parte do Programa Nacional de Controle da Leishmaniose 

Visceral Canina. A eutanásia é um procedimento controverso, não só devido à falta de 

consenso entre os pesquisadores sobre sua real eficácia no controle da LV, mas 

também pela oposição dos proprietários dos cães, médicos veterinários e organizações 

protetoras dos animais (DYE, 1996; DIETZE et al., 1997; COURTNAY et al., 2002; 

LAINSON & RANGEL, 2005; DANTAS-TORRES, 2006b; NUNES et al., 2008). O 

estabelecimento de ferramentas imunoprofiláticas representa uma importante 

contribuição para a estratégia de controle da LV (ARAÚJO et al., 2009), tendo a 

vacinação canina sido apontada, através de um modelo matemático (DYE, 1996), como 

o mais potente fator para redução da LV humana e canina. 
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Em junho de 2003 foi licenciada no Brasil, pelo Ministério da Agricultura Pecuária 

e Abastecimento (MAPA), a Leishmune®, uma vacina de segunda geração composta 

pela glicoproteína Fucose Manose Ligante (FML), uma fração purificada isolada da 

Leishmania donovani e adicionada ao adjuvante de imunidade saponina. A vacina 

demonstrou proteção de 92% a 99% em estudos de campo realizados com desafio 

natural (DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002; BORJA-CABRERA et 

al., 2008).  

Nos estudos realizados com a Leishmune®, a avaliação de parâmetros 

sanguíneos como contagem de linfócitos CD4+, CD8+ e CD21+, além da 

intradermorreação (IDR), foram utilizados para comprovar a resposta imune celular 

(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1994; PARAGUAI DE SOUSA et al., 2001; DA SILVA et 

al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002; SANTOS et al., 2002; ARAÚJO et al., 2008).  

Já o método ELISA-FML, cujo antígeno é a mesma glicoproteína da vacina, foi 

utilizado para a mensuração da resposta imune humoral (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 

1994; PARAGUAI DE SOUSA et al., 2001; DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et 

al., 2002; SANTOS et al., 2002; MENDES et al., 2003). 

A detecção de anticorpos específicos anti-FML em cães imunizados com a 

Leishmune®, quando utilizado o ELISA FML, abriu caminho para a hipótese de que 

estes anticorpos também pudessem ser identificados pelos métodos sorológicos 

licenciados no Brasil (ELISA L. major-like e RIFI L. major-like, utilizados nos inquéritos 

sorológicos oficiais e no ELISA S7 utilizado nos laboratórios particulares), apresentando 

reações falso-positivas.  

Atualmente, no Brasil, somente os kits ELISA produzidos pelo Instituto de 

Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos (ELISA L. major-like) e pelo laboratório 
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Biogene (ELISA S7), e o método RIFI (RIFI L. major-like), produzido pelo Instituto Bio-

Manguinhos, estão devidamente registrados no Ministério da Saúde (Bio-Manguinhos) 

e Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento, (Biogene), sendo, portanto, os 

únicos testes sorológicos oficialmente aceitos para o diagnóstico da LVC.  

Os kits ELISA e RIFI produzidos pelo Instituto Bio-Manguinhos, possuem 

antígenos complexos de Leishmania major-like, e o kit ELISA S7, produzido pelo 

laboratório Biogene, utiliza a proteína recombinante HSP70, o fragmento S7 da HSP 70 

- Heat Shock Protein - de L. chagasi como antígeno (Andrade & Andrade, 1995). O 

ELISA L. major-like apresenta especificidade 91,7% e sensibilidade de 94,7% e a RIFI 

L. major-like apresenta especificidade de 80% e sensibilidade de 90%, de acordo com o 

fabricante. O kit ELISA S7 apresenta especificidade de 94,3% e sensibilidade de 89%, 

de acordo com o fabricante. De acordo com Palatnik et al. (1995), o método ELISA FML 

apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 96% no diagnóstico de pacientes 

humanos infectados com L. chagasi, além de ter apresentado  maior sensibilidade 

quando comparada à RIFI  na detecção de cães assintomáticos infectados pela L. 

chagas (Borja-Cabrera et al., 1999). 

Desde que a vacina Leishmune® foi licenciada, como uma ferramenta a mais 

para o controle da LVC, o maior entrave ao seu uso em larga escala foi a dúvida sobre 

a possibilidade de diferenciação sorológica entre cães vacinados saudáveis e cães 

doentes, através dos métodos sorológicos utilizados nos inquéritos caninos oficiais 

(ELISA L. major-like e RIFI L. major-like), já que no Brasil, os cães soropositivos são 

eutanasiados.  Sendo assim, a vacinação de cães poderia dificultar as ações de 

controle da LV e resultar em eutanásia de animais vacinados e sadios em um eventual 

inquérito epidemiológico realizado. 
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Caso os testes sorológicos atualmente disponíveis e utilizados nos inquéritos 

sorológicos caninos não identifiquem os anticorpos gerados após a vacinação dos cães, 

um grande obstáculo ao uso da vacina terá sido superado, podendo, no futuro, a 

vacinação canina ser somada às medidas já adotas pelo Programa Brasileiro de 

Controle da leishmaniose visceral. 

De acordo com levantamento realizado por Palatnik-de-Sousa et al. (2009), a 

vacinação dos cães com a Leishmune® não interferiu na campanha de controle da LV 

do Município de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, uma vez que neste Município, 

nos bairros onde havia a maior porcentagem de cães vacinados, foi identificado o 

menor número de soropositividade nos exames sorológicos oficiais (ELISA L. major-like 

e RIFI L. major-like), de acordo com levantamentos do Centro de Controle de Zoonoses 

da cidade. O mesmo foi observado no Município de Campo Grande, Estado do Mato 

Grosso do Sul, em um levantamento epidemiológico envolvendo 110 mil cães (Palatnik-

de-Sousa et al., 2009). 

O objetivo deste estudo foi investigar o perfil sorológico dos cães vacinados com 

a Leishmune® e dos cães infectados que vivem em áreas endêmicas para a LVC, nos 

três testes atualmente licenciados no Brasil – ELISA L. major-like, RIFI L. major-like e 

ELISA S7 e avaliar a interferência dos cães vacinados no Programa Brasileiro de 

Controle da LV. Além desses testes, o ELISA FML foi realizado para comprovar a 

presença de anticorpos específicos anti-FML nos cães vacinados, confirmando a 

suspeita de que os anticorpos induzidos pela vacina Leishmune® podem ser 

detectados somente quando se utiliza o ELISA FML . 
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2. Revisão de literatura 

2.1 Leishmanioses 

As leishmanioses são um complexo de doenças parasitárias causadas por 

protozoários pertencentes à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero 

Leishmania. O gênero Leishmania compreende parasitos heteroxênicos de hospedeiros 

mamíferos, entre eles o homem, canídeos e roedores. Os insetos vetores são 

flebotomíneos da família Psychodidae, subfamília Phlebotominae, sendo os gêneros 

Phlebotomus e Lutzomyia os mais importantes na transmissão das leishmanias no 

Velho e no Novo Mundo, respectivamente (LAINSON & SHAW, 1987). 

Este grupo de doenças está entre as três mais importantes transmitidas por 

vetores, depois somente da malária e da filaríase linfática. O complexo é endêmico em 

muitas regiões tropicais e subtropicais do Velho e do Novo Mundo, estando presente 

em 88 países, estimando-se mais de 350 milhões de pessoas em área de risco. A 

incidência é estimada em dois milhões de novos casos por ano, sendo 500 mil de LV e 

um e meio milhões de leishmaniose tegumentar americana (LTA) (DESJEUX, 2004). A 

média anual gira em torno de 59 mil mortes em humanos, no mundo, em decorrência da 

LV, média superada apenas pela malária entre as doenças parasitárias. A LV é hoje 

considerada a principal doença infecciosa entre as populações pobres, que vivem 

principalmente em áreas rurais e suburbanas (ALVAR et al., 2006). 

As leishmanioses podem apresentar amplo espectro de formas clínicas, desde 

uma lesão cutânea localizada, com cura espontânea a uma doença sistêmica 

generalizada. As diferentes manifestações clínicas das leishmanioses dependem de 

vários fatores tais como: espécie de Leishmania envolvida e sua virulência e aspectos 
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relacionados à condição nutricional e imunológica do hospedeiro. As leishmanioses são 

classificadas em quatro principais formas clínicas denominadas: leishmaniose cutânea 

localizada, leishmaniose cutâneo-mucosa, leishmaniose cutânea difusa e leishmaniose 

visceral (LV), sendo que no Novo Mundo as três primeiras formas são agrupadas em 

uma única denominação conhecida por leishmaniose tegumentar americana (LTA).  

 

2.2 Leishmaniose visceral 

A LV é uma antropozoonose causada pelo protozoário flagelado pertencente à 

ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae e Gênero Leishmania (DEANE & 

GRIMALDI, 1985).  As Leishmanias envolvidas na LV pertencem ao complexo 

Leishmania donovani, que é representado pelas espécies L. (Leishmania) donovani, L. 

(L.) infantum e L. (L.) chagasi (LAINSON & SHAW, 1987). 

Estudos atuais utilizando técnicas bioquímicas e moleculares (MAURÍCIO et al., 

1999) demonstraram que as espécies L. infantum e L. chagasi apresentam diferenças 

mínimas entre si. Entretanto, atualmente existe uma grande diversidade de 

denominação para o agente etiológico da Leishmaniose Visceral nas Américas 

(DANTAS-TORRES, 2006a). Segundo Shaw (2006), a denominação Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi é correta, de acordo com o Código Internacional de 

Nomenclatura Zoológica (Comissão Internacional de Nomenclatura Zoológica 1999), e, 

portanto, neste trabalho, adotaremos a nomenclatura L. (L.) infantum chagasi para o 

agente etiológico da LV e LVC. 
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2.2.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral 

A LV ocorre em áreas tropicais e subtropicais do mundo, estando distribuída em 

todos os continentes, à exceção da Oceania e Antártida. Na Índia, Paquistão, China 

Oriental, Bangladesh, Nepal, Sudão e Kênia, o agente etiológico da LV é L. donovani, 

onde a doença possui perfil antroponótico (TAVARES et al., 2003). Na Ásia central e 

sudoeste, no nordeste da China, norte da África e Europa mediterrânea é causada por 

L. infantum, e nos 12 países em que ocorre nas Américas, o agente etiológico é 

considerado L. chagasi. O Brasil é responsável pela quase totalidade dos casos de LV 

na Américas, sendo que no período compreendido entre os anos de 1984 a 2004, a 

média anual de casos de LV foi de 3.352 registros com incidência de dois casos para 

cada 100.000 habitantes, apresentando tendência ao crescimento. A letalidade média 

neste mesmo período foi de 6,3%, entretanto observou-se aumento de 100%, passando 

de 3,6% em 1994 para 7,4% em 2004 (ELKHOURY, 2006).  

É também conhecida como calazar (Kala-azar), febre dum-dum, febre de Assam, 

esplenomegalia tropical ou doença negra (DEANE & GRIMALDI, 1985), sendo a forma 

mais grave da doença e considerada antropozoonose. Em áreas urbanas, os cães 

domésticos são considerados os principais reservatórios da L. (L.) infantum chagasi, 

para a infecção humana (ASHFORD, 1996), devido à alta susceptibilidade à infecção e 

ao alto parasitismo de pele, frequentemente observado nestes hospedeiros, além da 

próxima relação com o homem, tanto em áreas rurais quanto em urbanas (CUNHA et 

al., 1995). Em áreas rurais, animais silvestres como raposas e gambás também são 

importantes na epidemiologia da doença (CORREDOR et al., 1989).  

No Brasil, a Lutzomyia longipalpis é o principal vetor implicado na disseminação 

e transmissão do agente, sendo a Lutzomyia cruzi incriminada como vetor no Estado do 
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Mato Grosso do Sul (GALATI et al., 1997; DOS SANTOS et al., 1998, DE PITA 

PEREIRA et al., 2008). A espécie Lutzomyia evansi é incriminada na transmissão da LV 

em outros países da América Latina (ADLER et al., 2003, MONTOYA-LERMA et al., 

2003, DE LIMA et al., 2009). 

A LV é uma doença emergente em diferentes áreas urbanas brasileiras. 

Transformações ambientais associadas a movimentos migratórios e ao processo de 

urbanização podem explicar, em parte, porque a LV, doença originalmente restrita às 

áreas rurais, passou a ocorrer de forma endêmica e epidêmica em grandes cidades 

brasileiras (COSTA et al., 1990; MENDES et al., 2002). O processo desordenado de 

ocupação urbana resultou em condições precárias de vida e destruição ambiental, 

fatores que também podem ter influenciado a emergência da doença no meio urbano. 

Por um lado, o vetor se adapta facilmente às condições peridomésticas de áreas 

depauperadas, explorando o acúmulo de matéria orgânica gerada por animais 

domésticos e más condições sanitárias. Por outro, cães abandonados vagando na 

periferia da cidade podem infectar-se quando entram em contato com vetores 

infectados do meio silvestre e, ao retornarem para o interior da cidade, servirem de 

amplificadores da infecção para outros cães e humanos. Evidências indicam que 

pessoas infectadas também podem atuar como reservatórios da infecção para os 

flebótomos (COSTA et al., 2002). 
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2.3 Leishmaniose visceral canina 

2.3.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral canina 

A LVC está entre as principais zoonoses globais, sendo responsável por doença 

severa e fatal nos cães. No caso da L. (L.) infantum chagasi, o cão é considerado o 

principal hospedeiro doméstico (MOLANO et al., 2003). Outros membros da família 

Canidae também são apontados como reservatórios: Licalopex vetulus (DEANE, 1956) 

e Cerdocyon thous (LAINSON & SHAW, 1987; CURI et al., 2006).  

Os cães desempenham papel importante na transmissão de L. (L.) infantum 

chagasi para o homem, já que preenchem as condições necessárias para serem 

considerados reservatórios de L. (L.) infantum chagasi, por serem altamente 

susceptíveis à infecção, por possuírem alto parasitismo cutâneo, e principalmente pelo 

seu convívio junto ao homem (OLIVEIRA et al., 2005; DANTAS-TORRES & BRANDÃO-

FILHO, 2006). Os demais canídeos proporcionam a manutenção do ciclo silvestre da 

LV (ALVAR et al., 2004). L. (L.) infantum chagasi já foi descrita também em outros 

animais como o gato doméstico (Felis catus), marsupiais (Didelphis albiventris, D. 

marsupialis), roedores (Rattus rattus; Nectomys squamipes; Proechimys canicollis) 

entre outros (SHERLOCK et al., 1984; SHERLOCK, 1996; DANTAS-TORRES & 

BRANDÃO-FILHO, 2006). Entretanto, o papel destes animais em relação à 

epidemiologia da LV carece de mais estudos, para determinar sua relevância no 

contexto da transmissão ao homem (ALVAR et al., 2004; DANTAS-TORRES & 

BRANDÃO-FILHO, 2006). 

Os cães podem ser infectados por outras espécies de Leishmania, responsáveis 

pelas formas cutânea e mucocutânea da doença em humanos (LEMRANI et al., 2002; 
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DANTAS-TORRES 2007), porém, para estas espécies, os cães parecem não atuar 

como reservatórios (DANTAS-TORRES 2007).  

 

2.4 Ciclo biológico 

A Leishmania é um parasito digenético, que completa seu ciclo de vida em dois 

hospedeiros: um flebotomíneo, que abriga as formas extracelulares flageladas, as 

promastigotas, e um mamífero, onde as formas amastigotas intracelulares se 

desenvolvem (KILLICK-KENDRICK, 1999). A infecção dos vetores ocorre pela ingestão 

de formas amastigotas do parasito, existentes no citoplasma de células do sistema 

fagocítico mononuclear (SFM) presentes na derme do hospedeiro infectado. No 

intestino médio do flebótomo as formas amastigotas transformam-se em promastigotas, 

formas móveis que se aderem ao epitélio do tubo digestivo, iniciando então o processo 

de multiplicação, com migração para o intestino anterior e diferenciação para as formas 

promastigotas metacíclicas, infectantes, que invadem a faringe do inseto. As fêmeas se 

tornam infectantes três a quatro dias após o repasto sanguíneo. Em nova alimentação, 

as formas promastigotas metacíclicas infectantes são depositadas na derme do próximo 

hospedeiro, junto à saliva do inseto (SCHLEIN, 1993, LAINSON & RANGEL, 2005). 

Lerner et al. (1991), Castro-Sousa et al. (2001) e Killick-Kendrick (2002) relatam 

que a saliva dos flebotomíneos exerce importante papel na transmissão de Leishmania, 

potencializando a infecção, quer seja pela sua capacidade anticoagulante, quer por 

conter peptídeos de grande poder vasodilatador.  
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2.5 Manifestações clínicas na leishmaniose visceral canina 

A LVC se caracteriza pela sua enorme variabilidade de manifestações clínicas e 

dos tipos de lesões apresentadas, devido basicamente a fatores individuais 

relacionados ao tipo de resposta imunológica desenvolvida, grau de infecção, tempo de 

evolução da enfermidade e aos órgãos afetados (FERRER et al., 1995). Cerca de 50% 

a 60% de todos os cães portadores de formas amastigotas não exibem qualquer sinal 

clínico da doença, e 20% destes animais apresentam parasitos na pele (ALVAR et al., 

2004; BANETH, 2006). Alvar et al. (2004) citam que cerca de 15% dos animais 

infectados são capazes de se recuperar dos sinais clínicos e eliminar os parasitos 

espontaneamente. 

Durante o curso da doença pode ocorrer proliferação generalizada do parasito, 

colonizando órgãos linfóides e não linfóides (linfonodos, baço, medula óssea, fígado, 

rim, pâncreas, intestino, testículos, pulmão, olhos e articulações entre outros) e indução 

de reação granulomatosa com número variável de formas amastigotas (BURACCO et 

al., 1988). Ocorre ainda proliferação de linfócitos B, histiócitos, macrófagos, 

plasmócitos, resultando em linfoadenopatia generalizada e algumas vezes 

hepatoesplenomegalia (FERRER, 2002).  

Além da proliferação parasitária e celular, ocorre produção de grande quantidade 

de imunocomplexos que se depositam na parede dos vasos, responsáveis por 

processos inflamatórios degenerativos e necróticos em diversas regiões do organismo, 

constituindo o componente mais patogênico da enfermidade (FERRER, 2002; NOLI, 

1999).   

As alterações dermatológicas estão presentes na maioria dos casos e incluem 

excessiva descamação da epiderme, pelame seco, queda de pêlos, áreas de alopecia, 
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despigmentação cutânea, hiperqueratose, úlceras e nódulos intradérmicos (FERRER et 

al., 1992, KONTOS & KOUTINAS, 1993, FERRER, 1999, KOUTINAS et al., 1999, 

NOLI, 1999, FEITOSA et al., 2000, BANETH, 2006). Pode-se observar também 

onicogrifose, associada à presença do parasito estimulando a matriz ungueal 

(MARZOCHI et al., 1985, FERRER et al., 1988, CIARAMELLA et al., 1997, KOUTINAS 

et al., 1999, BANETH, 2006) e uma mioatrofia, inicialmente nos músculos das fossas 

temporais, seguida, sucessivamente, pelo resto da musculatura do corpo (FERRER et 

al., 1988; FERRER et al., 1992; KONTOS & KOUTINAS, 1993). 

Quadros de LVC podem vir acompanhados de lesões oculares como 

blefaroconjuntivite, ceratoconjuntivite seca ou não, uveíte, conjuntivite folicular e 

membranosa e panoftalmite, dentre outras, que são decorrentes, principalmente, do 

depósito de imunocomplexos (FERRER et al., 1988). Os exames histopatológicos do 

trato uveal, revelam infiltrado linfohistioplasmocitário perivascular, além da observação 

de amastigotas. Durante a evolução da enfermidade, as primeiras estruturas oculares 

que se alteram são a conjuntiva e a úvea, devido a sua maior vascularização. As 

uveítes granulomatosas associadas à presença de amastigotas nos macrófagos, ou 

linfoplasmocitária de origem imunitária frequentemente são resistentes à terapia tópica 

e/ou sistêmica que evoluem para quadros de glaucomas e endoftalmites com 

consequente perda do globo ocular (ROZE, 1986, PEÑA et al., 2000).  

A multiplicação dos parasitos nos macrófagos hepáticos pode causar, além da 

hepatomegalia, hepatite difusa crônica, que se manifesta clinicamente por vômitos, 

poliúria, poilidipsia, anorexia e perda de peso (FERRER, 1992; KONTOS & KOUTINAS, 

1993; NOLI, 1999). Existem controvérsias sobre a ocorrência de lesão hepática em 

cães com LV; há autores que relatam que é muito comum (KONTOS E KOUTINAS, 
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1993), enquanto outros reportam que o envolvimento hepático ocorre apenas em 

pequena porcentagem de animais (FERRER et al., 1992, CIARAMELLA et al., 1997; 

FERRER, 1999, COSTA VAL, 2004). 

As lesões renais associadas à infecções por LV nos cães, são decorrentes do 

depósito de imunocomplexos nos glomérulos e por ativação do complemento, causando 

normalmente a morte do animal (FERRER et al., 1988).  

A anorexia normalmente é observada em animais que já apresentam 

comprometimento renal e geralmente ocorre como resultado de azotemia crônica 

(KONTOS & KOUTINAS, 1993).  

Alterações no baço de cães portadores de LV são bastante variáveis (COSTA 

VAL, 2004). Os parasitos induzem uma desorganização na estrutura celular do órgão, 

com hiperplasia da polpa branca e vermelha, determinando esplenomegalias em 

diferentes graus (CIARAMELLA et al., 1997, KOUTINAS et al., 1999, ALVAR et al., 

2004, BANETH, 2006). 

Cães com LV podem apresentar sinais clínicos de diáteses hemorrágicas, como 

petéquias, sufusões e, principalmente epistaxe (FERRER et al., 1988, CIARAMELLA et 

al., 1997, KOUTINAS et al., 1999). Além da ocorrência de ulcerações na cavidade 

nasal, que é a provável causa da epistaxe (KONTOS & KOUTINAS, 1993; KOUTINAS 

et al., 1999), outras causas para a ocorrência de hemorragias incluem vasculite, 

hiperglobulinemia, uremia, sequestro esplênico de plaquetas e, eventualmente, 

trombocitopenia por aplasia ou hipoplasia medular (KONTOS & KOUTINAS, 1993; 

NOLI, 1999). 

Ocorre também elevação das proteínas plasmáticas totais e na eletroforese 

sérica observa-se inversão da relação albumina/globulina, com aumento da fração 
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gama, caracterizando hipergamaglobulinemia, com diminuição da albumina em alguns 

casos (KEENAN et al., 1984). Segundo Noli (1999), a hipoalbuminemia pode ser devido 

ao comprometimento hepático, à proteinúria observada no paciente nefropata, além da 

desnutrição em animais com anorexia. 

 

2.6 Resposta Imune 

Em relação à imunidade protetora e aos processos imunopatológicos, durante a 

infecção por parasitos do gênero Leishmania, evidências experimentais indicam que 

aspectos inerentes tanto ao parasito quanto ao hospedeiro podem influenciar de 

maneira crucial nestes processos. A incapacidade do hospedeiro em controlar a 

infecção está aparentemente relacionada a dois fatores principais: a habilidade de 

algumas cepas de Leishmania resistirem à imunidade inata e adaptativa do hospedeiro, 

bem como o estabelecimento de um perfil de imunidade celular e humoral pelo 

hospedeiro vertebrado que favoreça um microambiente apropriado para a instalação do 

parasito no SFM (GRIMALDI & TESH, 1993). Uma observação importante referente à 

resposta imune na infecção por Leishmania é que, durante a infecção, o organismo 

hospedeiro fica exposto a uma série de antígenos derivados do parasito, respondendo 

a estes estímulos através de mecanismos múltiplos da imunidade celular e humoral.  

O estabelecimento de uma resposta imune protetora ou não exige também 

antígenos apropriados presentes nas células, a indução e a proliferação de células T e 

a ativação de macrófagos eficientes no controle da infecção. As subpopulações de 

células T que expressam a molécula de CD4 podem ser subdivididas em linhagens Th1 

e Th2, e são distinguíveis pelas citocinas produzidas e pelos efeitos imunológicos que 

elas comandam. As células Th1 produzem principalmente as interleucinas 2 (IL-2) e 12 
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(IL-12), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-γ (IFN-γ) que pode iniciar a 

imunidade celular mediada e citotoxicidade. As células Th2 mediam a imunidade 

humoral, através da produção predominantemente das interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13 e 

apresenta comportamento antagonista das células Th1. O tipo de resposta imune 

produzida (Th1 ou Th2) é determinada principalmente pelas citocinas produzidas após 

o encontro dos macrófagos com o antígeno (NOLI,1999, PINELLI, et al.,1999, 

BELKAID, 2000, DAY, 2004).  

PINELLI (1997) demonstrou que linfócitos T CD8+ desempenham importante 

papel na imunidade protetora na LVC causada por L. (L.) infantum chagasi, uma vez 

que essas células são capazes de montar resposta do tipo Th1, através da produção de 

IFN-γ além de apresentarem habilidade de lisar macrófagos infectados por este 

parasito. Foi observado ainda por PINELLI et al. (1994), que células de cães 

assintomáticos, estimuladas in vitro, com o antígeno solúvel do parasito, são capazes 

de produzir elevados níveis de IL-2 e IFN-γ quando comparado às células de cães 

sintomáticos. Por outro lado, células de cães sintomáticos foram incapazes de produzir 

IFN-γ quando cultivados na presença de antígenos do parasito, sugerindo que a 

suscetibilidade de cães à infecção está associada a inabilidade de ativar resposta 

imune do tipo Th1.  

Adicionalmente a esses encontros, REIS (2001) em estudos realizados em cães 

naturalmente infectados com L. chagasi, observaram elevação no percentual de 

esplenócitos T CD8+ em culturas in vitro estimuladas com antígenos de L. chagasi, em 

relação a culturas controle, apenas no grupo de cães assintomáticos. Esse dado reforça 

a hipótese de que a habilidade do hospedeiro assintomático em recrutar células T CD8+ 
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na presença do estímulo antigênico estaria intimamente ligada ao estabelecimento / 

manutenção de estado de equilíbrio com o parasito.  

Outro fator importante durante o processo de infecção pela Leishmania é a 

atividade anti-Leishmania (efeito citostático e citotóxico) promovida pelos macrófagos 

por meio da produção de óxido nítrico (NO). Para a ativação dos macrófagos e 

consequente produção de NO são necessários dois sinais consecutivos, sendo que 

comumente o primeiro sinal é o IFN-γ (DING et al., 1988, DRAPIER et al., 1988, 

CRAWFORD, et al., 1994). Em condições fisiológicas, o Fator de Necrose Tumoral alfa 

(TNF-α) é o segundo sinal para macrófagos primados com IFN-γ (DING et al., 1988; 

DRAPIER et al., 1988) e evidências indicam que componentes dos parasitos podem 

atuar como estímulos direto para a produção de TNF-α (GREEN et al.,1990). Outras 

citocinas, principalmente interleucina 2 (IL-2), (COX et al., 1990) podem atuar 

sinergisticamente com INF-γ para ativação de macrófagos (NUSSLER & BILLAR, 1993; 

OSWALD et al., 1994). Estudos realizados em modelos murinos para leishmaniose têm 

mostrado que a indução de oxido nítrico é um dos principais mecanismos efetores de 

macrófagos na eliminação da infecção por Leishmania (LIEW, 1990; MAUEL et al., 

1991). 

A resposta imune humoral (Th2), com a produção de citocinas antiinflamatórias, 

como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-10), e a 

proliferação de células B, com a subsequente produção de anticorpos, é deletéria e não 

protetora (NOLI, 1999, PINELLI et al., 1999, FEITOSA et al., 2000). A atividade 

exuberante de linfócitos B pode gerar grande quantidade de imunocomplexos 

circulantes, responsáveis por quadros de vasculite, uveíte, poliatrite e glomerulonefrite 

(KONTOS & KOUTINAS, 1993; FERRER et al., 1995; NOLI, 1999; FEITOSA et al., 
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2000). Na enfermidade natural, estão ativados tanto Th1 quanto Th2, sendo que a 

variedade dos sintomas e a gravidade da doença dependem do equilíbrio entre esses 

dois sistemas (NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000). 

Solano-Gallego et al., (2000) demonstraram que a raça “Ibizian hound” 

desenvolve resposta predominante celular, apresentando resistência natural à doença. 

Assim, acredita-se que uma intervenção vacinal que possibilite o 

desencadeamento de imunidade do tipo 1, com predomínio de resposta celular 

antígeno-específica, seja fundamental para o êxito do processo de vacinação contra a 

LVC.  

 

2.7 Diagnóstico 

O diagnóstico acurado da LVC pode ser difícil, e só deve ser estabelecido após 

criterioso exame físico, e deve haver uma combinação de exames parasitológicos, 

sorológicos e moleculares (FERRER, 1999, ALVAR et al., 2004). Este processo 

representa desafio real ao clínico veterinário, pela presença de animais assintomáticos, 

pela diversidade da sintomatologia clínica apresentada e pela dificuldade em se obter 

uma prova diagnóstica que ofereça 100% de sensibilidade e especificidade (FERRER 

et al., 1988; NOLI, 1999).  

Por tratar-se de doença de notificação compulsória no Brasil, o diagnóstico da LV 

deve ser feito de forma precisa, e, para isso, é importante profundo conhecimento do 

método utilizado, suas limitações e sua interpretação clínica (FERRER, 1999; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE BRASIL, 2003). Existem, basicamente, três categorias de 

provas utilizadas para o diagnóstico da LV: as parasitológicas, para demonstração do 

parasito; as sorológicas, para detecção de anticorpos específicos anti-Leishmania e as 

 32



moleculares, que se fundamentam na amplificação do DNA do parasito (FERRER, 

1999). 

A detecção de anticorpos anti-Leishmania circulantes, utilizando técnicas 

sorodiagnósticas, constitui instrumento essencial no diagnóstico da LVC (FERRER, 

1999). Animais doentes desenvolvem, principalmente, resposta imune humoral e 

produzem altos títulos de IgG anti-Leishmania (FERRER, 1999, FERRER, 2002). A 

soroconversão ocorre aproximadamente três meses após a infecção e os títulos 

permanecem elevados por pelo menos dois anos (FERRER, 2002). 

A grande produção de anticorpos causada pelo parasitismo faz dos métodos 

sorológicos uma ferramenta importante, seja para o diagnóstico individual da infecção e 

da enfermidade ou na aplicação de inquéritos epidemiológicos. No entanto, estes 

métodos apresentam como desvantagens a possibilidade de reações cruzadas com 

outros tripanossomatídeos que são prevalentes em algumas regiões (COSTA et al., 

1991; GENARO, 1993; GRADONI, 2002; ALVES & BEVILACQUA, 2004; MINISTÉRIO 

DA SAÚDE BRASIL, 2006;  FERREIRA et al.; 2007).  

Diversas técnicas sorodiagnósticas são utilizadas na busca de anticorpos 

específicos da doença, principalmente a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), 

ELISA, reação de fixação de complemento, teste de aglutinação direta e Western 

blotting (GRADONI, 2002). Porém, todas as técnicas apresentam suas limitações, 

principalmente quanto à especificidade e sensibilidade (GENARO, 1991). As técnicas 

sorológicas recomendadas atualmente no Brasil, pelo Ministério da Saúde, para o 

inquérito canino são a RIFI e o ELISA (MINISTÉRIO DA SAÚDE BRASIL, 2006).  

A RIFI é considerada “padrão ouro” entre os pesquisadores europeus, 

principalmente porque, a princípio, nos países do Mediterrâneo, não há preocupação 
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com reações cruzadas, contrariamente aos países do Novo Mundo (GRADONI, 2002). 

Sua especificidade é prejudicada devido à presença de reações cruzadas com 

Trypanossoma cruzi, LTA (COSTA et al., 1991; ALVES & BEVILACQUA, 2004; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE BRASIL, 2006) e Erlichia canis (FERREIRA et al., 2007), mas 

ainda assim é amplamente utilizado em levantamentos epidemiológicos visando a 

detecção da infecção em cães (COSTA et al., 1991; GENARO, 1991). 

Alves e Bevilacqua (2004), baseados em dados de inquéritos sorológicos 

caninos realizados na cidade de Belo Horizonte (MG), no período de 1993 a 1997, 

concluíram que, de acordo com os valores preditivos positivos e negativos da RIFI, 

(14,5% e 99,5%, respectivamente), dos 15.117 cães identificados como positivos, de 

um total de 415.683 cães examinados pela RIFI, 12.925 seriam falso-positivos. E, 

dentre os 400.566 identificados como negativos, 2003 seriam, na verdade, falso-

negativos. Neste trabalho, os pesquisadores concluem que há elevada confiança no 

resultado negativo de um animal, não sendo verdade tal assertiva para um cão que 

apresente exame com resultado positivo pela RIFI, já que o número de resultados falso-

positivos foi muito mais elevado do que o número de resultados falso-negativos. 

O ELISA, introduzido por Hommel et al. (1978), é uma metodologia que permite a 

realização de grande número de exames em curto espaço de tempo, apresentando alta 

sensibilidade. Estudos em áreas endêmicas demonstraram maior sensibilidade deste 

método em relação à RIFI, quando utilizado soro e sangue total de cães, coletados em 

papel de filtro (EVANS et al., 1990; OLIVEIRA et al, 2005). 

Segundo Gontijo e Melo (2004), o ELISA caracteriza-se por apresentar algumas 

vantagens, como a sensibilidade mais elevada, permitir a detecção de baixos títulos de 

anticorpos; rapidez; fácil execução e leitura. Os antígenos utilizados são 
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tradicionalmente derivados de culturas in vitro de promastigotas e consistem em um 

repertório de pelo menos 30 antígenos somáticos e inúmeros componentes de 

superfície (TAVARES et al., 2003). 

De forma semelhante ao que ocorre na RIFI, reações cruzadas com espécimes 

pertencentes à mesma família ou com microorganismos filogeneticamente distantes 

podem ocorrer (TAVARES et al., 2003; ROSÁRIO et al., 2005, FERREIRA et al., 2007). 

Paranhos-Silva et al. (1996) num inquérito epidemiológico canino, envolvendo 

148 amostras, 46 positivas e 102 negativas, compararam as técnicas RIFI e ELISA 

quanto à sensibilidade e à especificidade, os melhores resultados foram obtidos com o 

ELISA, que apresentou 78% de sensibilidade e 100% de especificidade.   

Almeida et al. (2005) em estudo realizado nos Estados da Bahia e Pernambuco, 

em áreas endêmicas de LVC, avaliaram a sorologia de cães naturalmente infectados 

por L. chagasi utilizando-se RIFI e ELISA. Considerando os sinais clínicos de LV, os 

cães foram agrupados em sintomáticos, oligossintomáticos e assintomáticos, além de 

um grupo controle negativo. Ao final do estudo os resultados indicaram reduzida 

sensibilidade e elevada especificidade da RIFI (83 e 100%) quando comparadas aos do 

ELISA (94 e 90%). Os autores concluíram que os anticorpos IgG anti-Leishmania foram 

detectados em todos os animais pertencentes aos grupos sintomáticos e 

oligossintomáticos utilizando os dois testes simultaneamente, indicando a necessidade 

de se utilizar dois diferentes testes sorológicos no diagnóstico da LVC.  

O fato das técnicas sorológicas convencionais utilizarem antígenos brutos, 

formas completas de promastigotas ou amastigotas ou extratos solúveis destes, limita 

consideravelmente sua especificidade (ALVAR et al., 2004). Desta forma, ênfase tem 

sido dada na caracterização de componentes antigênicos da Leishmania, antígenos 
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purificados e recombinantes, como ferramenta para obtenção de um diagnóstico mais 

específico (TAVARES et al., 2003). 

Considerando isto, uma questão relevante na execução do ELISA consiste na 

especificidade do antígeno utilizado no ensaio. Sabe-se que alguns podem estar 

estreitamente relacionados a outros parasitos. A proteína de superfície gp63 está 

presente em todas as espécies do gênero Leishmania e outros parasitos da Família 

Tripanossomatidae. Da mesma forma, a crescente distribuição geográfica da LV, LTA e 

Doença de Chagas incrementam os problemas relativos à especificidade dos ensaios 

imunodiagnósticos (PALATNIK-DE- SOUZA et al., 1995). 

Considerando a necessidade da caracterização de antígenos espécie 

específicos para acurado diagnóstico e prognóstico da LV, Palatnik-de-Souza et al. 

(1995) avaliaram o complexo glicoprotéico de superfície (FML) de formas promastigotas 

de L. donovani na realização do ELISA. Os resultados obtidos mostraram sensibilidade 

de 100% e especificidade de 96% no diagnóstico do calazar em pacientes infectados 

por L. chagasi. Não foi observada reação cruzada com pacientes que apresentavam 

LTA ou Doença de Chagas e em 20% dos pacientes aparentemente saudáveis, com 

valores positivos para o ELISA-FML, ocorreu o desenvolvimento da LV durante os 

meses subseqüentes. 

Em estudo posterior, Borja-Cabrera et al. (1999) avaliaram o potencial 

diagnóstico e prognóstico do ELISA-FML em cães com LV. Avaliou-se a sorologia de 

animais naturalmente e experimentalmente infectados com L. chagasi, vacinados com a 

vacina-FML e portadores de outras infecções. Outras técnicas diagnósticas foram 

empregadas como a RIFI com promastigotas de L. chagasi e L. mexicana e o ELISA 

utilizando o antígeno solúvel de L. mexicana. Os resultados revelaram que não houve 
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reatividade com o soro de cães portadores de outras patologias, indicando que o 

ELISA-FML pode ser usada no diagnóstico da LVC. Outros resultados revelaram 

elevada sensibilidade do ELISA-FML comparada com a RIFI na detecção de anticorpos 

em soros de cães assintomáticos.  

Nos estudos sobre a vacina FML (Leishmune®) o método FML ELISA foi 

utilizado para a mensuração da resposta imune humoral específica (Palatnik-de-Sousa 

et al., 1994; Paraguai de Sousa et al., 2001; Da Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al., 

2002; Santos et al., 2002; Mendes et al. 2003) e avaliar a soropositividade nos 

infectados (Borja-Cabrera et al., 1999). Este ELISA utiliza como antígeno o FML, 

mesma glicoproteína da vacina, e por este motivo identifica os anticorpos específicos 

anti-FML induzidos pela vacinação. Desenvolvido pela mesma pesquisadora que 

desenvolveu a vacina, o ELISA FML só está disponível para uso na Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e no Departamento de Controle de Qualidade da 

Leishmune®, no laboratório Fort Dodge Saúde Animal, para os testes de controle de 

qualidade da vacina. 

Atualmente, no Brasil, somente os kits ELISA produzidos pelo Instituto de 

Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos e pelo laboratório Biogene, e o método 

RIFI, produzido pelo Instituto Bio-Manguinhos, estão devidamente registrados no 

Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), sendo, portanto, os únicos 

testes sorológicos oficialmente aceitos para o diagnóstico da LVC.  

Os kits ELISA e RIFI produzidos pelo Instituto Bio-Manguinhos, possuem 

antígenos de Leishmania major-like, e o kit ELISA S7, produzido pelo laboratório 

Biogene, utiliza a proteína recombinante HSP70 como antígeno (fragmento S7 da HSP 

70 de L. chagasi) (ANDRADE & ANDRADE, 1995). 
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O ELISA L. major-like e RIFI L. major-like são os testes utilizados nos inquéritos 

epidemiológicos oficiais, e, de acordo com o fabricante, apresentam especificidade e 

sensibilidade de 91,7% e 94,7% para ELISA L. major-like e 80% e 90% para RIFI L. 

major-like. O kit ELISA S7, utilizado pelos laboratórios particulares de todo o Brasil, 

apresenta uma especificidade de 94,3% e sensibilidade de 89%, de acordo com o 

fabricante.   

Os exames parasitológicos são fundamentados na demonstração de formas 

amastigotas de Leishmania em esfregaços de aspirados de medula óssea e linfonodos, 

e por aposição de fragmentos de pele ou outros tecidos, ou indiretamente pelo 

isolamento do parasito em meio de cultura, a partir de formas amastigotas presentes 

nestes materiais (GRADONI, 2002, ALVAR et al., 2004). 

A visualização de formas amastigotas em esfregaços a partir de punção 

aspirativa de linfonodo ou medula óssea representa o método de eleição para o 

diagnóstico de uma infecção estabelecida e disseminada na LVC, com 100% de 

especificidade. Entretanto, a sensibilidade do exame microscópio pode ser baixa, pois 

depende basicamente da coleta, do profissional e principalmente da amostra obtida, 

que pode apresentar baixa densidade populacional de parasitos (GRADONI, 2002). O 

isolamento destes materiais em meio de cultura apropriado para o crescimento de 

Leishmania é capaz de aumentar a sensibilidade destes testes em cerca de 20%. Estes 

exames permitem, diante da positividade, o diagnóstico de certeza da infecção (ALVAR 

et al., 2004). 

O exame histopatológico, de fragmentos da pele e linfonodos, pode ser usado 

como método de diagnóstico, mas deve-se ter em mente que o infiltrado inflamatório 

encontrado não é específico de LVC e que apenas o encontro das formas amastigotas 
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fornece o diagnóstico de positividade (COSTA VAL, 2004). As técnicas de 

imunohistoquímica podem melhorar os problemas relacionados à evidenciação do 

parasito, pois anticorpos específicos marcados detectam com maior sensibilidade e 

especificidade as formas amastigotas nos cortes de tecidos (TAFURI et al., 2004). 

O diagnóstico molecular realizado, sobretudo pela Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), baseia-se na amplificação de uma sequência conhecida de 

oligonucleotídeos específicos do patógeno. Este teste é altamente sensível e específico 

para Leishmania, e apresenta como vantagem sua realização em grande variedade de 

materiais clínicos, como sangue, aspirados de medula ou linfonodos, biópsias de pele, 

urina, dentre outros (ALVAR et al., 2002), entretanto, sua limitação para uso em 

inquéritos epidemiológicos se baseia no custo, disponibilidade de reagentes, 

equipamentos e pouca adaptabilidade do método ao campo (ALVES & BEVILACQUA, 

2004). De acordo com Assis et al., (2010), o método PCR deve ser analisado com 

cautela nas campanhas epidemiológicas, pois detecta apenas o DNA do parasito no 

sangue e tecidos dos cães, diferentemente do exame parasitológico, que detecta o 

parasito intacto nos tecidos. Desta forma, um animal com resultado positivo no PCR 

não significa necessariamente um animal doente. 

 

2.8 Tratamento  

Na terapia da LVC são utilizados os mesmos fármacos aplicados ao tratamento 

da LV humana, desde a primeira metade do século 20, variando sua posologia e via de 

administração (ALVAR et al., 2004).Os derivados antimoniais são os fármacos de 
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escolha, e suas limitações incluem toxicidade, resistência parasitária, e alto custo 

(BANETH, 2002). 

Os antimoniais bloqueiam o metabolismo parasitário através da inibição seletiva 

das enzimas leishmaniais que são necessárias para a atividade glicolítica e da via 

oxidativa dos ácidos graxos, com consequente inibição da síntese de ATP e da 

replicação do seu DNA (TASSI, et al., 1994; FERRER et al., 1995; NOLI, 1999; 

BANETH, 2002). 

De acordo com Ferrer et al. (1995), o uso do antimoniato de N-metil glucamina 

por via subcutânea ou intravenosa durante 30 dias, associado ao uso do alopurinol 

como terapêutica de cães infectados, promoveu a recuperação clínica e imunológica, 

porém, em alguns animais não ocorreu à eliminação total do parasito. 

Em estudo recente, João et al. (2006) demonstraram que houve melhora no 

quadro clínico em cães tratados com antimoniato sozinho ou em combinação com 

alopurinol, além da redução ou eliminação completa dos parasitos da pele, concluindo 

que este protocolo seria capaz de diminuir a infectividade aos flebotomíneos e como 

consequência a transmissão da Leishmania. 

A alta toxicidade atribuída aos antimoniais parece não ser importante no 

tratamento canino, pois os poucos efeitos adversos, quando produzidos, são 

normalmente reversíveis e em raras ocasiões é recomendada a suspensão do 

tratamento. Os principais efeitos adversos são: mialgias e artralgias, diarréias, vômitos, 

náuseas, dor abdominal e anorexia. Pode ocorrer dor no local da aplicação, abscessos 

e fibrose (NIETO et al., 2005). 

No Brasil, desde fevereiro de 2004, o Antimoniato de Meglumina (Glucantime®, 

Rhône Mérieux, Lyon, França) tem sua distribuição e uso restrito ao serviço público de 
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saúde, destinado ao tratamento humano, não podendo ser utilizado para o tratamento 

da LVC (MINISTÉRIO DA SAÚDE BRASIL, 2006). 

 A anfotericina b (Fungizone®, Bristol-Myers Squibb, EUA) considerado fármaco 

de segunda linha para o tratamento da LVC, é um antibiótico da classe dos polienos 

produzido a partir do Streptomyces nodosus. É primariamente um fármaco fungicida, 

que possui atividade contra algumas espécies de protozoários, incluindo Leishmania 

spp. (LEMKE et al., 2005; BANETH, 2006).  

O mecanismo de ação da anfotericina b está baseado na ligação do fármaco ao 

ergosterol da membrana celular da Leishmania. Nos mamíferos, a anfotericina b se liga 

ao colesterol da membrana celular, o que parece estar relacionado aos efeitos adversos 

do fármaco nestes. A ligação ao ergosterol provoca desorganização estrutural na 

membrana, formando poros que alteram sua permeabilidade ao potássio intracelular, 

acarretando em morte do parasito por lise osmótica (LEMKE et al., 2005; NIETO et al., 

2005; BANETH, 2006). 

Os possíveis efeitos adversos estão relacionados com a dose utilizada, sendo 

que a nefrotoxicidade é a principal expressão tóxica da anfotericina b. Durante o 

tratamento da LVC, o fármaco provoca a diminuição da taxa de filtração glomerular, 

aumento dos níveis séricos de uréia e creatinina, e diminuição do clearence de 

creatinina. Também ocorre diminuição na osmolaridade da urina (NIETO et al., 2005). 

Durante a terapia prolongada, alguns animais podem ainda apresentar náuseas, 

vômitos, diarréia, flebites localizadas, febres, tremores, além de alterações hepáticas 

como icterícia (VALLADARES, et al., 1997; LAMOTHE, 2001). 

MALIK et al., 1996 demonstraram que a administração da anfotericina b na forma 

livre, por via subcutânea de forma lenta, diluída em solução de dextrose a 5%, reduziu a 
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nefrotoxicidade sem interferir na eficácia. Outros autores também verificaram a 

importância da diluição com solução de dextrose à 5% via intravenosa, para reduzir os 

efeitos colaterais (NOLI, 1999; LAMOTHE, 2001) 

O fármaco encapsulado em lipossomas surge como alternativa de tratamento, 

uma vez que o princípio ativo fica protegido de eliminação e/ou degradação rápida in 

vivo. A liberação lenta no interior da célula alvo proporciona a redução da concentração 

do fármaco quando comparado à forma livre e, o aumento da biodisponibilidade 

potencializa a ação e reduz os efeitos secundários indesejáveis (VALLADARES, et al., 

2001; ALVAR et al., 2004; NIETO et al., 2005; BANETH, 2006). 

Outro fármaco utilizado em associação com antimoniais e anfotericina b no 

tratamento da LVC é o alopurinol, que é análogo da purina e seu mecanismo de ação 

está relacionado com a síntese protéica. Segundo NOLI, (1999), as leishmanias não 

são capazes de sintetizar purinas, necessitando dos hospedeiros, portanto atua no RNA 

parasitário, incorporando-o e estimulando a síntese de proteínas anormais, exercendo 

importante efeito leishmaniostático.  

Utilizada na dose de 10 a 20 mg/kg/v.o./BID, não apresenta efeitos colaterais, é 

de fácil administração, proporciona melhora clínica evidente e pode ser utilizada por um 

período de tempo indeterminado, com vantagens devido ao baixo custo e por não 

representar risco de resistência parasitária (LAMOTHE 2001). Como desvantagens são 

citadas a interrupção do tratamento por parte do proprietário após a melhora clínica e a 

pouca efetividade quando utilizada de maneira isolada (LAMOTHE, 2001). 

A miltefosina atua no metabolismo de lipídeos, com atividade sobre a membrana 

de Leishmania, e acumula-se em macrófagos, sendo diretamente tóxica para o 

parasito. Este composto induz in vitro a ativação de macrófagos e células T, que 
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produzem interferon gama, citocina associada ao controle da infecção. Este fármaco é 

efetivo para o tratamento de humanos e de animais experimentais (BANETH & SHAW, 

2002; NIETO et al., 2005). 

Recente pesquisa avaliou a eficácia da miltefosina no tratamento de cães 

naturalmente infectados por L. infantum na França e Espanha. O fármaco foi 

administrado na dose de 2mg/kg, uma vez ao dia, por via oral, durante 28 dias. Os 

autores concluíram que este fármaco demonstrou, em resultados preliminares, maior 

eficácia e segurança, além de poucos efeitos colaterais, quando comparada ao 

tratamento com antimoniato de meglumina. A cura parasitológica neste estudo foi de 

93,9%. A facilidade de administração e a eficácia da miltefosina demonstradas neste 

estudo indicam que esta é um fármaco promissor para o tratamento da LVC. Os 

principais efeitos colaterais relacionados com o uso da miltefosina são distúrbios 

gastrointestinais transitórios, sendo recomendado sua administração junto a ingestão 

de alimentos (MIRÓ et al., 2005; NIETO et al., 2005). 

A utilização de imunossupressores, em especial os glicocorticóides, na terapia da 

leishmaniose tem sido amparada com objetivo de deprimir a imunidade humoral através 

da redução na produção de anticorpos e restringir os efeitos causados pelo depósito de 

imunocomplexos nos órgãos e tecidos (DENEROLLE, 1996). NOLI, (1999); descreveu o 

uso de predinisolona na dose diária de 1 mg/kg em associação ao allopurinol quando o 

uso do antimoniato ou anfotericina b está contra indicado em cães com insuficiência 

renal. 

Trabalhos recentes demonstraram a ação imunoterapêutica da vacina FML 

(Leishmune®) em cães com LVC, quando utilizada com o dobro da concentração de 

saponina (1mg de saponina) (BORJA-CABRERA et al., 2004; SANTOS et al., 2007, 
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BORJA-CABRERA et al., 2010). Ribeiro et al., 2009 acompanharam durante dois anos 

oito cães naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi e tratados somente com 

a Leishmune® em concentração dupla (duas doses, aplicadas três vezes com intervalo 

de 21 dias entre as aplicações, mais reforços semestrais). Ao final de dois anos, todos 

os cães estavam assintomáticos, com imunohistoquímica de pele negativa e com a 

fração albumina/globulina acima de 0,6. Os autores concluíram que a Leishmune® em 

concentração dupla pode ser considerada eficaz para o tratamento da LVC, como um 

agente único ou em combinação com outros fármacos. 

A opção pelo tratamento de um cão deve considerar parâmetros ligados à 

condição clínica do paciente e a participação consciente do proprietário, que somados 

irão determinar os critérios de tratamento e sua viabilidade (MIRÓ, 2005). 

O médico veterinário só deve iniciar o tratamento após a avaliação clínica, e de 

posse de detalhado perfil laboratorial do paciente, que inclui confirmação do diagnóstico 

sorológico e determinação do título final de positividade da RIFI, necessário ao 

acompanhamento da resposta ao tratamento; da presença do parasito em amostras de 

pele, de linfonodos, ou de medula óssea; hemograma completo, perfil renal, hepático e 

eletroforético das proteínas séricas; além da identificação e tratamento prévio de 

infecções concomitantes (RIBEIRO & MICHALICK, 2001; MIRÓ, 2005; NIETO et al., 

2005). 

O significado do termo tratamento bem sucedido para a LVC é dependente da 

ótica dos autores envolvidos com o diagnóstico e tratamento da LVC. Para o 

proprietário e para o clínico veterinário, o sucesso do tratamento se dá a partir da 

remissão dos sinais e melhoria da condição clínica apresentada pelo animal. Para os 

parasitologistas, a cura significa completa eliminação do parasito do hospedeiro, 
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enquanto que para os entomologistas, órgãos de saúde pública e epidemiologistas, a 

incapacidade do animal em transmitir o parasito aos insetos vetores (quebrando o ciclo 

de transmissão) é suficiente para considerar o tratamento como sucesso (BANETH & 

SHAW, 2002). 

Alguns autores sugerem que os cães tratados para LV, que permanecem 

assintomáticos pós tratamento, apresentam menor quantidade de parasitos na pele do 

que aqueles sintomáticos sejam estes tratados ou não. Sugerem também que o 

tratamento para LVC poderia ser considerado como uma medida profilática no controle 

da doença (ALVAR et al., 1994; MIRÓ et al., 2005; JOÃO et al., 2006; RIBEIRO, 2006). 

Apesar do avanço nas pesquisas sobre o tratamento canino, no Brasil, a Portaria 

Interministerial nº 1.426, de 11 de julho de 2008 proíbe o tratamento de leishmaniose 

visceral canina com produtos de uso humano ou não registrados no Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Desde esta data, os veterinários estão 

impedidos de tratar os cães, sejam eles sintomáticos ou assintomáticos, já que não 

existe, até o momento, um fármaco registrado no MAPA para o tratamento canino. A 

seguir, alguns trechos da portaria em vigor: 

Considerando que não há, até o momento, nenhum fármaco ou esquema terapêutico que garanta 

a eficácia do tratamento canino, bem como a redução do risco de transmissão; 

Considerando a existência de risco de cães em tratamento manterem-se como reservatórios e 

fonte de infecção para o vetor e que não há evidências científicas da redução ou interrupção da 

transmissão; 

Considerando a existência de risco de indução a seleção de cepas resistentes aos medicamentos 

disponíveis para o tratamento das leishmanioses em seres humanos; e 
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Considerando que não existem medidas de eficácia comprovada que garantam a não-infectividade 

do cão em tratamento, resolvem: 

Art. 1º - Proibir, em todo o território nacional, o tratamento da leishmaniose visceral em cães 

infectados ou doentes, com produtos de uso humano ou produtos não-registrados no Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). 

 

2.9 Medidas de controle da LV 

Fundamentado na concepção de transmissão da LV, o Programa Brasileiro de 

Controle da leishmaniose visceral baseia sua estratégia em três medidas: detecção 

precoce e tratamento dos casos humanos, controle de vetores e controle dos 

reservatórios domésticos, através da eliminação de cães soropositivos. Estas 

estratégias de controle permanecem inalteradas desde 1950 (DEANE, 1956) e não 

estão sendo capazes de reduzir a incidência de casos humanos a um nível aceitável 

(BRAGA et al., 1998; COSTA & VIEIRA, 2001). Foi observado aumento do número de 

casos humanos nas últimas duas décadas, com um total de 51.222 casos oficialmente 

reportados no Brasil entre 1980 e 2003 (MINISTÉRIO DA SAÚDE BRASIL, 2005), 

tornando-se sério problema de saúde pública em diversas regiões do país.  

De acordo com o Manual de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral 

(2006), a eutanásia canina é recomendada a todos os animais sororreagentes e/ou com 

resultado parasitológico positivo. Ainda segundo o manual, a confirmação do exame 

parasitológico canino se faz obrigatória somente nas áreas sem casos humanos, nas 

demais áreas, em cães sororreagentes deve-se proceder a eutanásia (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE BRASIL, 2006). 
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Apesar da eutanásia de cães soropositivos ser uma medida de controle 

recomendada pela Organização Mundial da Saúde (OMS), a própria entidade 

reconhece que existem cães de grande valor afetivo e econômico, e, por isso, não 

podem ser indiscriminadamente eliminados. Atualmente esta prática não é 

universalmente aceita devido a questões éticas (GRAMICCIA & GRADONI, 2005) e ao 

baixo impacto em situações de transmissão permanente. É o ponto mais controverso do 

programa, não apenas pela falta de consenso entre os pesquisadores, mas também 

pela oposição dos proprietários de cães, clínicos veterinários e organizações protetoras 

de animais (DYE, 1996; LAINSON E RANGEL, 2005, DANTAS-TORRES E BRANDÃO-

FILHO, 2006). Foi observado que o momento da busca do cão para a eutanásia é 

carregado de forte componente emocional, fazendo com que muitos proprietários de 

cães não aceitem esta estratégia de controle. Diferentes estudos demonstraram que a 

eliminação de cães apresenta um impacto limitado no controle da LV humana, pois a 

reposição de cães ocorre com grande frequencia, e um cão susceptível introduzido na 

população contribui para a manutenção da doença (DIETZE, 1997, ASHFORD et al., 

1998, BRAGA et al, 1998, COURTENAY, 2002, NUNES et al., 2008). 

A OMS reconhece que a eutanásia dos cães infectados, na maioria dos países, 

se reserva cada vez mais para casos especiais, pois a maioria dos veterinários prefere 

administrar um tratamento anti leishmaniótico, acompanhando atentamente as recaídas 

(WHO, 1990). 

Muitos pontos devem ser considerados sobre a eliminação de cães 

soropositivos: a limitação dos inquéritos sorológicos em detectar anticorpos anti-

Leishmania, quer com RIFI quer com ELISA, a demora entre a detecção da positividade 

e a retirada do cão, a oposição dos proprietários de cães em eutanasiar animais 
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assintomáticos, a rápida reposição dos cães (NUNES et al., 2008) e a falta de 

evidências de que esta medida é efetiva em reduzir a incidência da LV nas áreas onde 

foi realizada (COSTA et al. , 2002, MOREIRA et al., 2004). Modelos matemáticos 

também demonstraram as limitações desta estratégia (COURTENAY, 2002), que 

parece ser menos efetiva do que o controle do vetor e vacinação canina (TESH, 1995, 

DYE, 1996). 

Segundo Dietze et al. (1997), entre os anos de 1990 e 1994, quase cinco milhões 

de cães foram submetidos a exames sorológicos e mais de 80.000 animais 

eutanasiados no Brasil, entretanto, a doença humana aumentou em quase 100% no 

mesmo período. 

Queiroz et al. (2004) demonstraram que programas de eliminação canina não 

reduzem a incidência da infecção canina por Leishmania. A partir do acompanhamento 

de um grupo de cães de área urbana do Brasil entre 1997 e 2003, os autores 

observaram que, apesar da realização da eutanásia dos cães soropositivos neste 

período, muitos cães imigraram para a área do estudo durante o período estudado. 

Estes novos cães substituíram a maior parte dos eliminados. Mais importante foi o fato 

de que 15% dos novos cães já eram infectados pela Leishmania. Este estudo não só 

demonstrou a ineficiência dos programas de eliminação canina, mas também a 

necessidade de novas estratégias para o controle da doença  

Em vista do citado, faz-se necessário o estabelecimento de novas estratégias 

para o controle da LV. Todo método adicional para o controle da LV é bem vindo, 

devido à complexidade da doença. Miró (2005) acredita que, sempre que possível, 

todos os cães com LV devem ser tratados, tendo em vista a diminuição da carga 

parasitária e da infecciosidade aos flebotomíneos obtidas pelo tratamento, o que 
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refletiria positivamente na epidemiologia da doença canina e humana. Como no Brasil o 

tratamento canino é proibido, ferramentas imunoprofiláticas podem apresentar uma 

importante contribuição para o controle desta enfermidade (Araújo et al., 2009), já que a 

vacinação canina foi apontada, através de um modelo matemático (Dye, 1996), como o 

mais potente fator para redução da LV humana e canina. 

Atualmente, as medidas profiláticas disponíveis para cães são as coleiras 

impregnadas com deltametrina, piretróides de uso tópico e repelentes naturais como 

citronela e Neen, além de vacinas, no Brasil. 

 

2.10 Desenvolvimento de vacinas contra leishmaniose visceral  

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a LV foi recomendado pela OMS 

como uma importante ferramenta no controle da LVC, assim como para efetiva 

erradicação da doença (COURTENAY et al., 2002). Muitas candidatas a vacinas 

caninas contra L. (L.) infantum chagasi foram propostas, incluindo vacinas a partir de 

Leishmania viva/ morta (primeira geração), de antígeno purificado ou recombinantes 

(segunda geração), às de DNA (terceira geração) (DANTAS-TORRES, 2006b). Até o 

momento, as únicas que chegaram ao mercado foram as de segunda geração. 

A OMS também estabeleceu quatro fases de experimentação para o 

desenvolvimento de vacina. A Fase I caracteriza-se por estudos de segurança e 

imunogenicidade da formulação da vacina. Nesta não há desafio infectante nos 

indivíduos vacinados, o que ocorre na Fase IIa, na qual os indivíduos vacinados 

recebem desafio experimental. As Fases IIb e III são compostas de estudos que 

analisam a eficácia da vacina a campo, com indivíduos expostos ao desafio natural. 

Estes testes são de média escala (centenas) e aplicados a um grupo vacinado e a um 
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grupo controle. Finalmente, a Fase IV na qual estudos, em larga escala, são realizados 

após o registro da vacina com indivíduos vacinados e expostos ao desafio natural 

(WHO, 1997). 

Apesar da intensificação nas pesquisas para uma vacina eficaz contra a LVC, 

apenas duas vacinas de segunda geração concluíram os estudos a campo de Fase III: 

a vacina FML e a vacina LiESAp (LEMESTRE et al, 2007), sendo que esta última, 

apesar de ter concluído o estudo de Fase III no sul da França, não está disponível 

comercialmente. Uma vacina, de segunda geração, constituída da proteína 

recombinante A2 está comercialmente disponível no Brasil (Leish-Tec®), apesar de não 

ter estudo de fase III publicado. 

A vacina FML, após concluir os estudos de Fase III, foi devidamente registrada 

no Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), em 2003, e tornou-se 

comercialmente disponível sob o nome Leishmune® como a primeira vacina registrada 

contra a LVC no mundo. A Leishmune® foi desenvolvida pelo grupo de pesquisas da 

Dra. Clarissa Palatnik de Sousa, pesquisadora da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro.  

Composta por uma fração purificada chamada fucose mannose ligand (FML), 

isolada de promastigotas da L. donovani, trata-se de um complexo que inibe fortemente 

a penetração de promastigotas e amastigotas em macrófagos murinos in vitro de forma 

espécie específica (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1989; PALATNIK de SOUSA et al., 

1993). O FML está presente na superfície da Leishmania durante todo seu ciclo e é 

comum a todas as Leishmanias do complexo donovani, ou seja, é específico para as 

espécies que causam LV. Utiliza como adjuvante de imunidade a saponina, que por sua 

vez é um potente adjuvante com capacidade de estimular a resposta imune ao 
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antígeno, promovendo aumento na síntese de várias citocinas, como IFN-γ, IL2, IL-12 e 

TNF (COX & COUTER, 1997). A vacina comprovou ser segura e altamente 

imunogênica para cães (DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002).  

Nos estudos realizados com a Leishmune®, a avaliação de parâmetros 

sanguíneos como contagem de linfócitos CD4+, CD8+ e CD21+, além da 

intradermorreação (IDR), foram utilizados para comprovar a resposta imune celular 

(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1994; PARAGUAI DE SOUSA et al., 2001; DA SILVA et 

al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002; SANTOS et al., 2002; ARAÚJO et al., 2008;). 

O método ELISA-FML, cujo antígeno é a mesma glicoproteína da vacina, foi 

utilizado para a mensuração da resposta imune humoral (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 

1994; PARAGUAI DE SOUSA et al., 2001; DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et 

al., 2002; SANTOS et al., 2002; MENDES et al., 2003). 

Os estudos de Fase III a campo com a Leishmune® demonstraram eficácia de 

76 a 80%, com proteção de 92 a 95%, destacando a longa duração e a forte ação 

imunoprofilática contra a LVC. A imunogenicidade da Leishmune® foi demonstrada pela 

sua habilidade de disparar resposta imune humoral específica e uma potente resposta 

celular protetora, comprovadas pela alta soropositividade anti-FML, além de reação de 

intradermorreação positiva mesmo após três anos e meio da vacinação (BORJA-

CABRERA et al., 2002). 

A eficácia vacinal é influenciada por inúmeros fatores, como o ambiente, idade 

do indivíduo, condições sanitárias da população, densidade populacional e prevalência 

de infecções. O resultado da eficácia vacinal é diretamente afetada pela cobertura 

vacinal, que deve ter uma abrangência, preferencialmente, maior do que 95% 

população. Um exemplo da interferência da idade na eficácia vacinal foi observado por 
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Talley & Salama (2003), que, ao vacinarem crianças de nove a 36 meses contra o 

sarampo, na Etiópia, observaram eficácia vacinal de 66,9%. Porém, a eficácia foi de 

85% quando foi avaliado um grupo de crianças entre 9 e 12 meses e de 95% quando a 

idade analisada foi de 12 meses a 5 anos. Eficácias inferiores a 70% foram observadas 

em diversas vacinas, como relatado por Grassly et al. (2007), que avaliaram a eficácia 

da vacina monovalente (mOPV1) contra a poliomielite tipo I na Índia, com resultados de 

30% de eficácia. Quando usada a vacina trivalente oral contra a poliomielite pelos 

mesmos autores, a eficácia vacinal foi de 11%. Hallander & Gustafsson (2009), 

testaram duas fórmulas de vacina tríplice na Suécia, contra a difteria/ tétano/ 

coqueluche, a DTaP1 composta de toxóides inativados por formaldeído e a DTaP2, 

contendo, além de toxóides inativados, hemaglutininas filamentosas (FHA). As eficácias 

vacinais observadas foram de 75% e 81%, respectivamente. Esses resultados foram 

obtidos com uma cobertura vacinal de 98-99% da população.  

Além da eficácia e proteção demonstradas pela Leishmune®, foi observado por 

Nogueira et al. (2005) que os cães vacinados não são infectantes para o vetor, 

demonstrado pela completa ausência de sinais clínicos e de parasitos na pele, 

linfonodos e sangue. Por outro lado, os controles não vacinados apresentaram 

manifestações clínicas (25%), e parasitos nos linfonodos (56,7%), PCR de sangue 

positivo (15,7%) e reação de imunohistoquímica de pele positiva (25%). 

Saraiva et al. (2006) demonstraram a habilidade da Leishmune® para inibir 

formas amastigotas de L. donovani e L. chagasi de se ligarem no sistema digestivo das 

fêmeas dos flebotomíneos, abrindo uma nova perspectiva para o controle da LVC,  

inclusive, alcançando impacto na diminuição da transmissão da LV humana 

(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2009). 

 52



BORJA CABRERA et al. (2008), em estudo sobre a Leishmune® com 550 cães 

soronegativos de áreas endêmicas demonstraram 99% de sobreviventes saudáveis, no 

final do segundo ano, entre os cães vacinados, comparado com 61% de sobreviventes 

(p<0,001) monitorados no grupo controle. A Leishmune® está sendo utilizada há cinco 

anos no Brasil, e os resultados de campo mostram média de proteção de 97% 

(comunicação pessoal Ingrid Menz, gerente técnica Fort Dodge Saúde Animal). Esta 

vacina tem demonstrado ser segura, protetora e imunogênica para cães, além de ser 

capaz de bloquear a transmissão (NOGUEIRA et al., 2005; SARAIVA et al., 2006) e ser 

efetiva na imunoterapia da LVC (SANTOS et al., 2007; ARAÚJO et al., 2009). 

Apesar da proteção conferida pela vacina, a necessidade de três doses iniciais 

no esquema de vacinação com a Leishmune®, com intervalo de 21 dias entre elas, 

mais reforços anuais, o custo, e a utilização da saponina como adjuvante de imunidade, 

responsável por dor local em aproximadamente 14% dos cães de raças de pequeno 

porte (PARRA et al., 2007), ainda são considerados fatores limitantes para sua 

utilização. Não obstante, a impossibilidade de diferenciação sorológica entre cães 

vacinados e cães naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi é considerado o 

maior entrave ao uso da vacina em grande escala. Embora devidamente registrada no 

MAPA, o Ministério da Saúde não recomenda o uso da Leishmune® como medida de 

controle da LV, por não existir constatação de seu custo-benefício e efetividade para o 

controle do reservatório da LVC em programas de saúde pública (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE BRASIL, 2006). 
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3. Justificativa 

A leishmaniose é uma doença de notificação obrigatória de acordo com a 

legislação brasileira, e é regida pelo decreto do Senado Federal número 51.838, de 14 

de março de 1963, que a considera endemia rural. Com o passar dos anos e o 

surgimento de casos de leishmaniose em áreas urbanas, a doença foi inserida no 

contexto das legislações estaduais e municipais sobre zoonoses, definindo-se que os 

animais soropositivos, além dos doentes, devem ser eutanasiados.  

No Brasil, o constrangimento provocado por essa medida é relatado por 

profissionais ligados ao setor público e responsáveis pelo controle da LV quando da 

busca do cão sorologicamente positivo, nem sempre sintomático, para eliminação. São 

crescentes as ocorrências de recusa em entregar o animal, o que, consequentemente, 

mantém a cadeia de transmissão (MESLIN et al., 2000, FEIJÃO et al., 2001). A 

ausência de alternativas, como o tratamento dos cães infectados, leva muitos 

proprietários a remover seus animais para outros ambientes, às vezes não atingidos 

pela doença, gerando, dessa forma, foco de dispersão do agente (ARIAS et al., 1996). 

Soma-se a esses fatos a inexistência de programas de controle permanentes e eficazes 

do cão vadio, que perambula pelos centros urbanos e representa fonte potencial de 

disseminação de Leishmania e de outros agentes zoonóticos (RIBEIRO & MICHALICK, 

2001). 

Importante estudo de modelagem matemática indica que a eutanásia de cães 

soropositivos deveria ser, em escala de importância, a terceira medida adotada, e que o 

controle dos flebotomíneos e a vacinação canina constituiriam ferramenta útil na 

redução da incidência da doença em humanos (DYE, 1996). Trabalhos realizados no 
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Brasil concluem que a retirada de cães soropositivos não foi eficaz na diminuição da 

força de transmissão entre os animais; e, de acordo com estudos controlados, a 

propagação do calazar não foi afetada pela exclusiva eliminação de cães soropositivos 

(DIETZE et al., 1997, BRAGA et al., 1998; ASHFORD et al., 1998, COURTENAY, 

2002). 

Desde que a vacina Leishmune® tornou-se disponível, em 2004, os médicos 

veterinários do Brasil têm a disposição mais uma ferramenta contra a LVC. Porém, o 

maior entrave ao seu uso em larga escala foi a dúvida sobre a possibilidade de 

diferenciação sorológica entre cães vacinados e cães doentes através dos métodos 

utilizados nos inquéritos caninos oficiais (ELISA e RIFI L. major-like) . 

A presença de anticorpos contra o antígeno vacinal (Ac específicos anti-FML) em 

cães imunizados (BORJA-CABRERA et al., 1999) abriu caminho para a hipótese de que 

estes anticorpos também pudessem ser identificados pelos antígenos presentes nos 

extratos complexos usados nos ensaios sorológicos oficiais, produzindo reações falso-

positivas.   

Atualmente, no Brasil, somente os kits ELISA produzidos pelo Instituto de 

Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos e pelo laboratório Biogene, e o método 

RIFI, produzido pelo Instituto Bio-Manguinhos, estão devidamente registrados no 

Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), sendo, portanto, os únicos 

testes sorológicos oficialmente aceitos para o diagnóstico da LVC.  

Caso a suspeita de que os kits ELISA e RIFI disponíveis no Brasil e devidamente 

registrados no MAPA não identifiquem anticorpos de cães vacinados, um grande 

obstáculo ao uso da vacina em cães será superado.  
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Os resultados não efetivos obtidos no controle da LV, associados ao caráter 

descontínuo das políticas de saúde, têm suscitado debates nos órgãos responsáveis 

pelo controle da doença. 

Por todas estas explanações, novos estudos para o aprimoramento dos métodos 

diagnósticos e possibilidade de uso da vacina em larga escala devem evoluir, a fim de 

proporcionar nova visão sobre essa importante doença no cenário brasileiro, mas 

infelizmente ainda considerada “negligenciada”, como tantas outras parasitoses. 
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4. Objetivos 

O objetivo deste trabalho foi verificar se os dois ensaios oficiais (ELISA e RIFI 

com L. major-like) e o ELISA S7, são capazes de diferenciar cães vacinados com 

Leishmune® de cães naturalmente infectados por L. (L.) infantum chagasi e avaliar a 

concordância entre eles.  

Além disso, utilizando os mesmos soros, o FML-ELISA também foi utilizado, para 

verificar se os soros de animais infectados e de animais vacinados seriam positivos, 

uma vez que os trabalhos publicados sobre a vacina Leishmune® utilizaram este 

método como forma de mensuração da resposta imune humoral. 
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5. Material e Métodos 

5.1 Área do estudo 
Os cães que participaram deste estudo eram residentes das cidades de 

Andradina (20º53´46´´S, 51º22´46´´W), Bauru (22º18´53´´S, 49º03´38´´W) e Dracena 

(21º28´57´´S), Estado São Paulo. 

 

 

5.2 Grupos 

Para este estudo foram selecionados cães que frequentavam regularmente 

clínicas veterinárias, sendo todos os cães domiciliados, para se aproximar ao máximo 

da realidade das áreas endêmicas. Foram selecionados cães com esquema completo 

de vacinação com a Leishmune®, realizado pelos veterinários responsáveis e 
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acompanhados regularmente por estes veterinários para certificação de seu status 

clínico. Foram selecionados também cães positivos para LVC, situação comprovada 

através de exames clínicos e laboratoriais: parasitológico (citologia e/ou PCR de medula 

óssea), proteínas totais, relação albumina-globulina.  

Os cães foram separados em dois grupos, o primeiro composto por cães 

saudáveis vacinados, com resultado prévio à vacinação negativo no ELISA S7, e o 

segundo pelos cães infectados, comprovados através de resultados positivos em 

exames parasitológicos.  

O grupo de cães vacinados incluiu 39 animais sadios, que haviam sido vacinados 

com Leishmune® (três doses iniciais da vacina, com intervalo de 21 dias entre as 

doses, mais reforços anuais) pelos veterinários clínicos responsáveis após confirmação 

da sua soronegatividade para anticorpos anti-Leishmania, de acordo com exigências do 

fabricante. Os testes sorológicos realizados previamente à vacinação, para 

comprovação da negatividade destes cães, foram o ELISA S7 e RIFI L. major-like. Os 

cães eram de diversas raças, incluindo cães sem raça definida (SRD), de ambos os 

sexos, com idade entre quatro meses e 10 anos, todos domiciliados e frequentadores 

regulares de clínicas veterinárias.   

O grupo de cães naturalmente infectados com Leishmania infantum/ chagasi 

incluiu 48 animais, de diversas raças, incluindo cães sem raça definida (SRD), com 

idade entre quatro meses e 12 anos, de ambos os sexos, domiciliados, que 

apresentavam sinais clínicos de LVC e estavam nas clínicas veterinárias para a 

realização do diagnóstico definitivo, sendo que nestes cães a infecção foi confirmada 

pela observação microscópica de formas amastigotas nos esfregaços corados com 

Giemsa, obtidos a partir de punção de medula óssea e/ou linfonodo ou pela técnica de 
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PCR. Todos os cães apresentavam sinais característicos de LVC, como 

emagrecimento, crescimento exagerado das unhas, lesões oculares, perda de pêlos e 

alterações das proteínas totais, entre outros.  Após o diagnóstico definitivo e coleta das 

amostras, estes animais foram eutanasiados, de acordo com as normas do Comitê de 

Ética estabelecido pela Sociedade Protetora dos Animais e com o consentimento dos 

proprietários. 

            

Figura 1: Cão positivo para LVC – lesão             Figura 2: Cão positivo para LVC – lesão 

ocular                                                                   de pele             

                  

Figura 3: Cão positivo para LVC - caquexia               Figura 4. Cão saudável vacinado 
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5.3 Soros 

Em outubro de 2008 foram coletados os soros dos cães vacinados e dos cães 

infectados, nos municípios de Andradina, Dracena e Bauru. Para a obtenção dos soros, 

amostras de sangue (5 mL) foram coletadas da veia jugular ou veia cefálica dos cães e 

armazenadas em tubos estéreis de 10 mL, sem anticoagulante, a 22oC, até o momento 

da centrifugação a 3.500 rpm durante quatro minutos, cerca de quatro horas após a 

coleta. Os soros foram centrifugados nas clínicas veterinárias e congelados em freezer -

20ºC. Posteriormente todos os soros foram armazenados no laboratório do controle de 

qualidade da Fort Dodge, em freezer -70ºC até a data da realização dos testes. Em 

14/11/08 foi realizado o ELISA FML, no próprio laboratório da Fort Dodge, e neste 

momento os soros foram separados em quatro alíquotas, para a realização dos outros 

métodos. Todos os soros foram devidamente identificados e posteriormente analisados 

em duplo cego.  

O ELISA e RIFI L. major-like foram realizados em novembro de 2008, no Centro 

de Controle de Zoonoses do Município de Três Lagoas, Estado do Mato Grosso do Sul. 

O ELISA S7 foi realizado em dezembro, no laboratório TECSA, no Município de Belo 

Horizonte, Estado de Minas Gerais. 

Um dado importante a ser relatado é sobre a conservação dos kits no CCZ. De 

acordo com a bula do ELISA L. major-like, alguns dos reagentes devem ser 

conservados a -20ºC (R-08, R-09, R-10 e R-11) e os demais entre 2º e 8ºC (R01, R-02, 

R-03, R-04, R-05, R-06 e R-07). Porém, no CCZ só havia uma geladeira convencional, 

onde a temperatura mínima do freezer alcança -4ºC. Este é um fato importante e que 

deve ser considerado como possível fator de impacto na sensibilidade destes kits. 
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Já os reagentes da RIFI estavam conservados na temperatura indicada em bula, 

entre 2º e 8ºC, porém, a lâmpada do microscópio de fluorescência estava vencida há 

dois anos, o que pode prejudicar muito a leitura das lâminas e influenciar o resultado 

das amostras. 

 

No presente estudo foram observados os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). O 

projeto tem aprovação da Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) – 

Unicamp, protocolo número 1721-1 (Anexo 1). 

 

5.4 ELISA com antígeno L. major-like (anexo 2) 

Este método ELISA, do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-

Manguinhos, utiliza L. major-like como antígeno complexo (comunicação verbal de 

André Vieira, do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos, Rio de 

Janeiro, Brazil), sendo o teste padrão realizado nos inquéritos epidemiológicos oficiais 

do Brasil para o controle da LV, com comercialização proibida para laboratórios 

privados. O teste foi realizado conforme instruções do fabricante, que segue o seguinte 

padrão: os soros foram diluídos 1:100 no diluente do kit. Foram distribuídos 100 µl dos 

soros já diluídos em cada orifício da placa, que foi selada com folha adesiva e incubada 

a 37ºC por 30 minutos. A placa foi lavada por seis vezes com tampão lavagem (200 µl / 

orifício).   Foram adicionados 100 µl de anti-imunoglobulina de cão marcada com 

peroxidase, a placa foi novamente selada e os procedimentos de incubação e lavagem 

repetidos. A reação foi revelada com 100 µl de Tetrametilbenzidina (TMB), selada, 
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incubada a temperatura ambiente, ao abrigo da luz por 30 minutos, e interrompida com 

50 µl de ácido sulfúrico 2M. A leitura foi realizada em espectrofotômetro EXL 800 a 

450nm, logo após o término do teste. Os kits incluem controles positivos que devem 

apresentar densidade óptica (DO) >0.500 e controles negativos entre 0.05 e 0.120. O 

cut-off  do método é definido pela média da densidade ótica a 450nm dos controles 

negativos multiplicado por dois.   

 

5.5 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) com antígeno L. major-like 

(anexo 3) 

O teste RIFI, do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos, 

também com o antígeno de L. major-like (comunicação verbal de André Soares, do 

Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos), é preparado em lâminas 

de vidro, de acordo com as instruções do fabricante. Inicialmente foram colocados 10µl 

do antígeno, composto de promastigotas fixados, em cada orifício das lâminas e as 

lâminas incubadas a 37ºC durante duas horas para a fixação dos parasitos.  Os soros 

teste (1:40 e 1:80) e os controles positivo (1:40) e negativo (1:40), diluídos em solução 

salina tamponada (PBS), foram adicionados em cada orifício (10 µl), incubados por 30 

minutos a 37ºC, lavados com PBS por três vezes (cinco minutos cada banho) e lavadas 

rapidamente em água destilada.  A lâmina foi novamente seca a 37ºC por dez minutos 

em estufa. A solução de PBS adicionada de azul de Evans a 0,004%  (PBS-AE) foi 

então empregada para diluir o a 1:50 o conjugado anti-Ig de cão marcado com 

fluoresceína. Foram adicionados 15 µl desta diluição do conjugado em cada orifício das 

lâminas e repetido o procedimento descrito anteriormente de incubação e lavagens. 
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Após a secagem, três a quatro gotas de glicerina tamponada foram adicionadas sobre 

as lâminas, que foram cobertas com lamínulas. A leitura foi realizada em microscópio 

de imunofluorescência e objetiva de 40X (em um período de até quatro horas após a 

execução do teste). Os controles positivo e negativo, diluídos 1:40, devem estar 

presentes em todas as lâminas para comparação no momento da leitura.  De acordo 

com a bula, os resultados são considerados positivos em diluições >1/40, ou seja, 

aqueles soros que, a partir da diluição 1:40, apresentarem fluorescência na membrana 

dos parasitos mais intensa que o background observado no orifício do controle 

negativo. 

 

 5.6 ELISA S7 (anexo 4) 

O kit ELISA S7, do Biogene Indústria e Comércio Ltda. ME, utiliza um polipetídeo 

recombinante, representando a fração carboxi-terminal da HSP70, denominado S7. No 

Brasil, o ELISA recombinante S7 está licenciado pelo MAPA sob o número 7434/00, 

sendo o único kit ELISA disponível para laboratórios de diagnóstico veterinário 

privados. O teste foi realizado de acordo com as orientações de bula. Foram utilizadas  

100 µl da solução S7 em tampão carbonato (pH 9.6), por cavidade, para sensibilização 

da placa ELISA; as placas foram incubadas overnight a 4ºC. A solução S7 foi 

desprezada e as placas lavadas três vezes com tampão PBST, e depois distribuídos 

100 µl por poço de PBST mais 2% de leite em pó desnatado. As placas foram 

incubadas por mais 30 minutos à temperatura ambiente, a solução foi desprezada e 

mais três lavagens com PBST foram realizadas. Os soros testes foram diluídos em 

meio de coleta a 1:100, incubados por quatro horas à temperatura ambiente para 
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imunoadsorção e em seguida 100 µl de cada soro previamente imunoadsorvido foram 

distribuídos na placa. As placas foram incubadas por 30 minutos à temperatura 

ambiente e lavadas três vezes com tampão PBS. Anticorpos ligados aos poços foram 

detectados pela incubação com uma solução de proteína-A ligada a peroxidase, diluída 

a 1:10.000. A reação cromogênica foi desenvolvida com tetrametil benzidina e 

bloqueada com ácido sulfúrico 1 N. A densidade ótica foi lida a 450nm. Controles 

positivos devem mostrar DO >0.300 e controles negativos <0.100.  Para o cálculo do 

cut off  a média aritmética das densidades ópticas dos soros não reagentes é somada 

ao fator R=0,142, e para a determinação da faixa de indeterminados foi subtraído 0,03 

do cut off . 

 

5.7 ELISA FML 

O método ELISA FML foi realizado de acordo com a descrição de Borja Cabrera, 

1999. Para a sensibilização das placas foi utilizado 2 µg de FML por cavidade da placa 

ELISA, em tampão carbonato bicarbonato (pH 9,6),  incubados por uma hora a 37ºC e 

deixados overnight a 4ºC. Após lavagens, os soros foram adicionados previamente 

diluídos a 1:100 em tampão de diluição e lavagem (PBST) e deixados a 37ºC por uma 

hora. Após a incubação e lavagens, os anticorpos ligados à placa foram detectados por 

proteína-A ligada a peroxidase, diluída a 1:20.000. Após nova incubação e lavagens, a 

reação cromogênica foi desenvolvida com orto-fenileno-diamina, diluído em tampão 

citrato e na presença de peróxido de hidrogênio, na incubação de 30 minutos a 

temperatura ambiente no escuro, e interrompida com ácido sulfúrico 1 N. A absorbância 

foi medida a 492 nm. Soros controles positivos e negativos foram incluídos em cada 
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placa. O cut-off do ELISA FML foi 0.450, correspondente à média dos valores de 

absorbância de soros  controle negativos mais 2 desvios padrão, determinado pelo 

teste de Youden, 1949. 

                                                                                                                                                    

5.8 Análise estatística                         

As diferenças entre as proporções de positividade nos diferentes testes 

sorológicos foram comparadas pelo teste exato de Fisher usando o programa Graphpad 

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2.cfm                                            
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6. Resultados 

Esta dissertação foi estruturada em capítulo, sendo que os resultados serão expostos 

no capítulo 1, que é o artigo a ser encaminhado à publicação. 
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7. Capítulo 1 

 

Diferenciação sorológica entre cães vacinados com Leishmune® e cães 

naturalmente infectados com leishmaniose visceral canina  
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Resumo 

A Leishmaniose Visceral Canina, doença grave e fatal, tem o cão como o principal 

reservatório da doença no meio urbano. Devido ao alto parasitismo cutâneo nestes 

animais, da quantidade de cães infectados, e do próximo convívio com o homem, as 

ações desenvolvidas pelo Programa Brasileiro de Controle da Leishmaniose Visceral 

são centradas no controle do reservatório canino, através da identificação e eutanásia 

dos animais soropositivos. Sendo assim, a adoção de ações profiláticas, com a 

utilização de vacinas nos cães, constituiria importante ferramenta para a diminuição da 

doença nestes animais, e consequentemente, a infecção do vetor e a transmissão do 

agente. Apesar de disponível desde 2004, a vacina Leishmune® ainda não é 

amplamente utilizada no Brasil, principalmente devido à possibilidade dos cães 

vacinados apresentarem sorologia positiva em inquéritos epidemiológicos, não sendo 

possível diferenciá-los dos cães infectados. Este trabalho foi realizado com o objetivo 

de avaliar o perfil sorológico de cães vacinados e saudáveis residentes em áreas 

endêmicas para a doença, e de cães naturalmente infectados por Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi, e avaliar a possibilidade de diferenciação sorológica a 

partir dos métodos utilizados nos inquéritos epidemiológicos e laboratórios de 

diagnóstico particulares: ELISA e RIFI com antígenos L. major-like, produzidos pelo 

Laboratório Bio-Manguinhos e ELISA S7, produzido pelo Laboratório Biogene, 

respectivamente. Os soros foram testados nos três métodos, e os resultados 

demonstraram que nenhum cão vacinado apresentou resultado positivo em mais de um 

teste. Apenas um cão vacinado (1/39) apresentou resultado de 1:40 na RIFI, e quatro 

cães (4/39) apresentaram resultado positivo no ELISA L. major-like. Nenhum soro de 
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cão vacinado apresentou resultado positivo no ELISA S7. O único resultado positivo na 

RIFI foi negativo nos outros dois métodos, e os quatro soros positivos no ELISA L. 

major-like foram negativos tanto na RIFI quanto no ELISA S7. Estes resultados 

sugerem reações falso-positivas, e demonstram que, se os soros de cães vacinados 

forem testados em dois métodos (ELISA e RIFI), a possibilidade de um cão vacinado 

apresentar resultado positivo será remota. Desta maneira, a vacinação de grande 

quantidade de cães não dificultaria as ações atualmente empregadas para o controle da 

Leishmaniose Visceral, mas poderia, no futuro, ser somada as medidas já adotadas, 

evitando assim a eutanásia de cães. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, ELISA, RIFI, vacina FML, sorologia. 
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1. Introdução 
 

A leishmaniose visceral canina (LVC) pertence ao complexo das leishmanioses, 

doenças com grande diversidade clínica e epidemiológica, que envolvem diferentes 

espécies do parasito Leishmania, de vetores flebotomíneos e de hospedeiros, tanto no 

ciclo zoonótico quanto no antroponótico (Desjeux, 1991). No Brasil a L. (L.) infantum 

chagasi é o agente (Shaw, 2006) e a Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi são as 

espécies incriminadas na transmissão da leishmaniose visceral (Galati et al., 1997, 

Ministério da Saúde Brasil, 2006, de Pita Pereira et al., 2008). 

O cão é o mais importante reservatório urbano, quando se considera a forma 

zoonótica da doença (Alvar et al., 2004), sendo responsável pela manutenção do 

parasito nos focos endêmicos, quer pela alta prevalência da infecção nestes animais, 

quer pela presença de formas amastigotas na pele e pela sua proximidade ao homem. 

Por esta razão estes animais são considerados um dos alvos estratégicos para o 

controle da LV (Ashford, 1996; Costa Val, 2004). 

O Programa Nacional de Controle da leishmaniose visceral no Brasil, proposto 

pela Fundação Nacional de Saúde, remonta à década de 50 (Deane, 1956; Gontijo & 

Melo, 2004) e tem como objetivo quebrar os elos epidemiológicos da cadeia de 

transmissão do agente. As medidas adotadas desde então se baseiam em três pontos 

fundamentais: o diagnóstico precoce e tratamento gratuito da população humana, o 

controle do reservatório doméstico através da eliminação de cães soropositivos, e o 

controle de vetores, realizado por meio do uso de inseticidas (MINISTÉRIO DA SAÚDE 

BRASIL, 2006).  

Dada a importância do cão na manutenção da doença, da dificuldade de 

execução da eliminação canina, e da proibição do tratamento canino, outras ações 
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devem ser adotas nestes animais, de forma a impedir que atuem como reservatórios da 

infecção, ou evitando sua infectividade para os vetores. Diversos autores sugerem o 

uso de vacinas profiláticas, quer seja para uso animal ou humano, como ferramenta 

para substituir a eutanásia dos cães portadores de L. (L.) infantum chagasi e diminuir a 

incidência da LV (Tesh, 1995; Dye, 1996; Gontijo & Melo, 2004; Dantas-Torres, 2006b. 

Dantas-Torres & Brandão-Filho, 2006). 

Além disso, a adoção de medidas profiláticas nos cães, como o uso de coleiras 

impregnadas com deltametrina, repelentes de uso tópico e vacinas, são as únicas 

alternativas disponíveis atualmente, pois no Brasil, o tratamento de cães está proibido 

desde a publicação da Portaria Interministerial nº 1.426, de 11 de julho de 2008. 

Desta maneira, o estabelecimento de ferramentas imunoprofiláticas representa 

uma importante contribuição para a estratégia de controle da LV (Araújo et al., 2009), 

tendo a vacinação canina sido apontada, através de um modelo matemático (Dye, 

1996), como o mais potente fator para redução da LV humana e canina. 

Em junho de 2003 foi licenciada no Brasil (no Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento) a Leishmune®, uma vacina de segunda geração composta pela 

glicoproteína Fucose Manose Ligante (FML), uma fração purificada isolada da 

Leishmania donovani e adicionada ao adjuvante de imunidade saponina. A vacina 

demonstrou proteção de 92% a 99% em estudos de campo realizados com desafio 

natural (Da Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al., 2002; Borja-Cabrera et al., 2008), 

além de ter demonstrado seu potencial como bloqueadora da transmissão (Nogueira et 

al., 2005; Saraiva et al., 2006), e na diminuição da incidência da LV canina e humana 

(Palatnik-de-Sousa et al., 2009). 
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Nos estudos sobre a vacina FML (Leishmune®) o método FML ELISA foi 

utilizado para a mensuração da resposta imune humoral específica (Palatnik-de-Sousa 

et al., 1994; Paraguai de Sousa et al., 2001; Da Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al., 

2002; Santos et al., 2002; Mendes et al. 2003) e avaliar a soropositividade nos 

infectados (Borja-Cabrera et al., 1999). Este ELISA utiliza como antígeno o FML, 

mesma glicoproteína da vacina, e por este motivo identifica os anticorpos específicos 

anti-FML induzidos pela vacinação. Desenvolvido pela mesma pesquisadora que 

desenvolveu a vacina, o FML ELISA só está disponível para uso na Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e no Departamento de Controle de Qualidade da 

Leishmune®, no laboratório Fort Dodge Saúde Animal, para os testes de controle de 

qualidade da vacina. 

A detecção de anticorpos específicos anti-FML em cães imunizados com a 

Leishmune®, quando utilizado o FML ELISA, abriu caminho para a hipótese de que 

estes anticorpos também pudessem ser identificados pelos métodos sorológicos 

licenciados no Brasil (ELISA L. major-like e RIFI L. major-like, utilizados nos inquéritos 

sorológicos oficiais e no ELISA S7 utilizado nos laboratórios particulares), apresentando 

reações falso-positivas.  

Atualmente, no Brasil, somente os kits ELISA produzidos pelo Instituto de 

Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos (ELISA L. major-like) e pelo laboratório 

Biogene (ELISA S7), e o método RIFI (RIFI L. major-like), produzido pelo Instituto Bio-

Manguinhos, estão devidamente registrados no Ministério da Saúde (Bio-Manguinhos) 

e Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento, (Biogene), sendo, portanto, os 

únicos testes sorológicos oficialmente aceitos para o diagnóstico da LVC.  

 73



Os kits ELISA e RIFI produzidos pelo Instituto Bio-Manguinhos, possuem 

antígenos complexos de Leishmania major-like, e o kit ELISA S7, produzido pelo 

laboratório Biogene, utiliza a proteína recombinante HSP70, o fragmento S7 da HSP 70 

- Heat Shock Protein - de L. chagasi como antígeno (Andrade & Andrade, 1995). O 

ELISA L. major-like apresenta especificidade 91,7% e sensibilidade de 94,7% e a RIFI 

L. major-like apresenta especificidade de 80% e sensibilidade de 90%, de acordo com o 

fabricante. O kit ELISA S7 apresenta especificidade de 94,3% e sensibilidade de 89%, 

de acordo com o fabricante. De acordo com Palatnik et al. (1995), o método ELISA FML 

apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 96% no diagnóstico de pacientes 

humanos infectados com L. (L.) infantum chagasi. Em cães, o método apresentou 

sensibilidade de 100% e especificidade de 100% em soro de cães naturalmente 

infectados com L. (L.) infantum chagasi, além de ter apresentado maior sensibilidade 

quando comparada à RIFI na detecção de cães assintomáticos infectados pela L. 

chagasi (Borja-Cabrera et al., 1999). 

Desde que a vacina Leishmune® foi licenciada, como mais uma ferramenta para 

o controle da LVC, o maior entrave ao seu uso em larga escala foi a dúvida sobre a 

possibilidade de diferenciação sorológica entre cães vacinados saudáveis e cães 

doentes, através dos métodos sorológicos utilizados nos inquéritos caninos oficiais, 

ELISA L. major-like e RIFI L. major-like. Apesar da alta proteção conferida pela vacina, 

a necessidade de três doses iniciais no esquema de vacinação com a Leishmune®, 

com intervalo de 21 dias entre elas, mais reforços anuais, o alto custo e a utilização da 

saponina como adjuvante de imunidade, responsável por dor local em 

aproximadamente 14% dos cães de raças de pequeno porte (Parra et al., 2007), ainda 

são considerados fatores limitantes para sua utilização. Não obstante, a impossibilidade 
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de diferenciação sorológica entre cães vacinados e cães naturalmente infectados com 

L. (L.) infantum chagasi é considerado o maior entrave ao uso da vacina em grande 

escala, já que no Brasil, os cães soropositivos são eutanasiados.  Sendo assim, a 

vacinação de cães poderia dificultar as ações de controle da LV e resultar em eutanásia 

de animais vacinados e sadios em inquéritos epidemiológicos. 

Embora devidamente registrada no MAPA, o Ministério da Saúde não recomenda 

o uso da vacina Leishmune® como medida de controle da LV, por não existir 

constatação de seu custo-benefício e efetividade para o controle do reservatório da 

LVC em programas de saúde pública (Ministério Da Saúde Brasil, 2006). 

Caso os testes sorológicos atualmente disponíveis e utilizados nos inquéritos 

sorológicos caninos não identifiquem os anticorpos gerados após a vacinação dos cães, 

um grande obstáculo ao uso da vacina terá sido superado, podendo, no futuro, a 

vacinação canina ser somada às medidas já adotadas pelo Programa Brasileiro de 

Controle da LV. 

De acordo com levantamento realizado por Palatnik-de-Sousa et al. (2009), a 

vacinação dos cães com a Leishmune® não interferiu na campanha de controle da LV 

do Município de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, uma vez que neste Município, 

nos bairros onde havia a maior porcentagem de cães vacinados, foi identificado o 

menor número de soropositividade nos exames sorológicos oficiais (ELISA L. major-like 

e RIFI L. major-like), de acordo com levantamentos do Centro de Controle de Zoonoses 

da cidade. O mesmo foi observado em Campo Grande, em um levantamento 

epidemiológico envolvendo 110 mil cães (Palatnik-de-Sousa et al., 2009). 

O objetivo deste estudo foi investigar o perfil sorológico dos cães vacinados com 

a Leishmune® e dos cães infectados que vivem em áreas endêmicas para a LVC, nos 
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três testes atualmente licenciados no Brasil – ELISA L. major-like, RIFI L. major-like e 

ELISA S7 e avaliar a real interferência dos cães vacinados no Programa Brasileiro de 

Controle da LV. Além desses testes, o FML ELISA foi realizado para comprovar a 

presença de anticorpos específicos anti-FML nos cães vacinados, a fim de confirmar a 

suspeita de que os anticorpos induzidos pela vacina Leishmune® podem ser 

detectados somente quando se utiliza o FML ELISA. 

 

2. Materiais e métodos 

2.1 Área do estudo 

Os cães que participaram deste estudo eram residentes das cidades de 

Andradina (20º53´46´´S, 51º22´46´´W), Bauru (22º18´53´´S, 49º03´38´´W) e Dracena 

(21º28´57´´S), Estado de São Paulo. A região noroeste do Estado de São Paulo é 

considerada endêmica para LVC e a Cidade de Andradina é uma das cidades que 

apresenta a enfermidade desde 1999. Foram notificados no período de 1999 a 2007, 62 

casos humanos da doença, com 10 óbitos. A Cidade de Dracena também tem 

registrado casos caninos e humanos (110 casos humanos com três óbitos entre 2005 e 

2009) e Bauru iniciou com casos de LVC a partir de 2003, apresentando 271 casos 

humanos com 30 óbitos no período de 2003 a 2009. Nestas cidades há também relatos 

de casos humanos de Leishmaniose Tegumentar. (Fonte: Div. Zoonoses e DIRs VI, X, 

XIV e DIR XVI). 
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2.2 Grupos 

Para este estudo foram selecionados cães que frequentavam regularmente 

clínicas veterinárias, sendo todos os cães domiciliados, para se aproximar ao máximo 

da realidade de campo. Foram selecionados cães com esquema completo de 

vacinação com a Leishmune®, realizado pelos veterinários responsáveis e 

acompanhados regularmente por estes veterinários para certificação de seu status 

clínico. Foram selecionados também cães positivos para LVC, situação comprovada 

através de exames laboratoriais: parasitológico (citologia e/ou PCR de medula óssea), 

proteínas totais, relação albumina-globulina.  

Os cães foram separados em dois grupos, um composto por cães saudáveis 

vacinados, negativos no ELISA S7, e outro composto pelos cães infectados, 

comprovados através de resultados positivos em exames parasitológicos.  

O grupo de cães vacinados incluiu 39 animais sadios, que haviam sido vacinados 

com Leishmune® (três doses iniciais da vacina, com intervalo de 21 dias entre as 

doses, mais reforços anuais) pelos veterinários clínicos responsáveis após confirmação 

da sua soronegatividade para anticorpos anti-Leishmania, de acordo com exigências do 

fabricante da vacina. Os testes sorológicos realizados previamente à vacinação, para 

comprovação da negatividade destes cães, foram o ELISA S7 e RIFI L. major-like. Os 

cães eram de diversas raças, incluindo cães sem raça definida (SRD), de ambos os 

sexos, com idade entre quatro meses e 10 anos, todos domiciliados e frequentadores 

regulares de clínicas veterinárias.   

O grupo de cães naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi incluiu 48 

animais, de diversas raças, incluindo cães SRD, com idade entre quatro meses e 12 

anos, de ambos os sexos, domiciliados, que apresentavam sinais clínicos de LVC e 
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estavam nas clínicas veterinárias para a realização do diagnóstico definitivo, sendo que 

nestes cães a infecção foi confirmada pela observação microscópica de formas 

amastigotas nos esfregaços corados com Giemsa, obtidos após punção de medula 

óssea e/ou linfonodo ou pela técnica de PCR. Todos os cães apresentavam sinais 

clínicos característicos de LVC, como emagrecimento, crescimento exagerado das 

unhas, lesões oculares, perda de pêlos e alterações das proteínas totais entre outros.  

Após o diagnóstico definitivo e coleta das amostras, estes animais foram eutanasiados, 

de acordo com as normas do Comitê de Ética estabelecido pela Sociedade Protetora 

dos Animais e com o consentimento dos proprietários. 

 

2.3 Soros 

Para a obtenção dos soros, amostras de sangue (5 mL) foram coletadas da veia 

jugular ou veia cefálica dos cães e armazenadas em tubos estéreis de 10 mL, sem 

anticoagulante, a 22oC, até o momento da centrifugação, a 3.500 rpm durante quatro 

minutos, cerca de quatro horas após a coleta,. Os soros foram separados em quatro 

alíquotas e armazenados a -70ºC até a realização dos exames sorológicos: ELISA FML, 

ELISA S7, ELISA e RIFI L. major-like. Todos os soros foram devidamente identificados 

e posteriormente analisados em duplo cego. Os resultados dos testes sorológicos foram 

confrontados para verificação da concordância. Como foram utilizados pacientes 

regulares das clínicas veterinárias, as amostras de soro dos animais vacinados foram 

coletadas entre três a 10 meses após a última dose vacinal, de acordo com a data das 

visitas de rotina à clínica.   
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No presente estudo foram observados os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). O 

trabalho tem aprovação da Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) – 

Unicamp, protocolo número 1721-1.  

 

2.4 ELISA com antígeno L. major-like  

Este método ELISA, do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-

Manguinhos, utiliza L. major-like como antígeno complexo (comunicação verbal de 

André Vieira, do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos, Rio de 

Janeiro, Brasil), sendo o teste padrão realizado nos inquéritos epidemiológicos oficiais 

do Brasil para o controle da LV, com comercialização proibida para laboratórios 

privados. O teste foi realizado conforme instruções do fabricante.  

 

2.5 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) com antígeno L. major-like 

O teste RIFI, do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos, 

também com o antígeno de L. major-like (comunicação verbal de André Soares, do 

Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil), é 

preparado em lâminas de vidro, de acordo com as instruções do fabricante. 

 

 2.6 ELISA S7 

O kit ELISA S7, do Biogene Indústria e Comércio Ltda. ME, utiliza um polipetídeo 

recombinante, representando a fração carboxi-terminal da HSP70, denominado S7. No 

Brasil, o ELISA recombinante S7 está licenciado pelo MAPA sob o número 7434/00, 
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sendo o único kit ELISA disponível para laboratórios de diagnóstico veterinário 

privados. O teste foi realizado de acordo com as orientações de bula.  

 

2.7 ELISA FML 

O método ELISA FML foi realizado de acordo com a descrição de Borja Cabrera, 

1999. Para a sensibilização das placas foi utilizado 2 µg de FML por cavidade da placa 

ELISA, em tampão carbonato bicarbonato (pH 9,6),  incubados por uma hora a 37ºC e 

deixados overnight a 4ºC. Após lavagens, os soros foram adicionados previamente 

diluídos a 1:100 em tampão de diluição e lavagem (PBST) e deixados a 37ºC por uma 

hora. Após a incubação e lavagens, os anticorpos ligados à placa foram detectados por 

proteína-A ligada a peroxidase, diluída a 1:20.000. Após nova incubação e lavagens, a 

reação cromogênica foi desenvolvida com orto-fenileno-diamina, diluído em tampão 

citrato e na presença de peróxido de hidrogênio, na incubação de 30 minutos a 

temperatura ambiente no escuro, e interrompida com ácido sulfúrico 1 N. A absorbância 

foi medida a 492 nm. Soros controles positivos e negativos foram incluídos em cada 

placa. O cut-off do FML ELISA foi 0.450, correspondente à média dos valores de 

absorbância de soros  controle negativos mais 2 desvios padrão, determinado pelo 

teste de Youden, 1949. 

 

2.8 Análise estatística 

As diferenças entre as proporções de positividade nos diferentes testes 

sorológicos foram comparadas pelo teste exato de Fisher usando o programa Graphpad 

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2.cfm 2002-2005). 
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3. Resultados 

Os resultados dos quatro ensaios frente a soros de animais vacinados ou 

infectados podem ser observados na Tabela 1. Quando a sorologia foi realizada 

utilizando o antígeno FML (ELISA FML), não houve diferença significativa (p=0,5315) 

entre as amostras dos dois grupos. A positividade foi de 89,6% (43/48) no grupo de 

cães infectados e 84,6% (33/39) no grupo de cães saudáveis vacinados (Tabela 1). 

Estes resultados demonstram que, tanto os cães vacinados, quanto os naturalmente 

infectados apresentam anticorpos anti-FML. Sendo o FML uma glicoproteína presente 

na L. (L.) infantum chagasi, é esperado que tanto os cães infectados quanto os 

vacinados apresentem anticorpos anti-FML. Por este motivo, o ELISA FML foi o método 

utilizado para a mensuração de anticorpos anti-FML desenvolvidos após a vacinação 

com a Leishmune®. 

Os resultados dos testes ELISA L. major-like, RIFI L. major-like e ELISA S7 

foram significativamente diferentes entre o grupo de cães vacinados e o grupo de cães 

infectados (p<0,0001). Os soros de cães vacinados com a Leishmune® apresentaram 

negatividade de 87,2% (34/39) no ELISA L. major-like e 97,4% (38/39) na RIFI L. major-

like. A diferença entre o grupo de cães vacinados e de cães infectados foi ainda mais 

pronunciada quando utilizado o ELISA S7, o qual mostrou completa ausência de 

reatividade com soros de cães vacinados. 

A diferença entre os dois grupos de cães foi altamente significativa (P<0,0001) 

para o ELISA S7, RIFI e ELISA L. major-like.  No grupo de animais infectados, a 

positividade nas amostras de soro foi de 70,8% (34/48) no ELISA S7, 68,8% (33/48) na 

RIFI e 58,3% (28/48) no ELISA L. major-like, enquanto que, no grupo de cães 
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vacinados, nenhum soro apresentou resultado positivo no ELISA S7 (0/39), 2,6% (1/39) 

foi positivo na RIFI e 10,3% (4/39) no ELISA L. major-like.  

É importante salientar que o único animal vacinado que apresentou RIFI positiva 

(1:40) foi negativo no ELISA L. major-like e no ELISA S7, e os quatro animais vacinados 

que apresentaram resultados positivos no ELISA L. major-like foram negativos na RIFI 

L. major-like e no ELISA S7, não havendo, portanto, nenhum animal vacinado com a 

Leishmune® positivo nos dois métodos utilizados no controle oficial da LV (Tabela 2). A 

Tabela 1 também sumariza os números de animais positivos no teste ELISA L. major-

like e confirmados no teste de RIFI L. major-like. 

Os soros dos cães infectados apresentaram positividade de 70,8% no ELISA S7, 

68,8% na RIFI L. major-like e 58,3% no ELISA L. major-like, sendo a sensibilidade dos 

três testes neste estudo, inferior à descrita nas bulas dos produtos. 

Entre os soros de cães vacinados analisados, um apresentou resultado 

indeterminado no ELISA L. major-like e dois no ELISA S7. Entre os soros de cães 

infectados também foi observado um resultado indeterminado no ELISA L. major-like e 

dois no ELISA S7. Estes soros foram retestados e novamente apresentaram resultado 

indeterminado no teste. 

 

 

 

 

 

 

 

 82



Tabela 1. Reatividade dos soros de cães vacinados com Leishmune® e dos cães 

naturalmente infectados de áreas endêmicas em diferentes métodos sorológicos.  

 

% de resultados positivos  

(positivos/amostras totais) 

 

Testes oficiais 

com  antígeno  

L. major-like  

Testes ELISA com 

antígenos definidos 

Combinação de 

positividade 

 

 

Lm 

 

RIFI 

 

S7 

 

FML 

 

Lm+RIFI 

 

Lm+S7 

*Detecção 

do parasito 

 

Cães vacinados com 

Leishmune®

 

10.3 

(4/39) 

 

2.6 

(1/39) 

 

0 

(0/39) 

 

84.6 

(33/39) 

 

0 

(0/39) 

 

0 

(0/39) 

 

0 

(0/39) 

 

Cães naturalmente 

infectados 

 

58.3 

(28/48) 

 

68.8 

(33/48) 

 

70.8 

(34/48) 

 

89.6 

(43/48) 

 

48 

(23/48) 

 

48 

(23/48) 

 

100 

(48/48) 

 

Valores de p 

 

<0.0001 

 

<0.0001 

 

<0.0001 

 

0.5315 

 

<0.0001 

 

<0.0001 

 

<0.0001 

 
Os soros dos cães vacinados e dos cães infectados foram analisados por: Lm: ELISA L. major-like; 
RIFI: RIFI L. major-like; S7: ELISA test with S7 fragment of the 70kDa Heat shock protein; FML: ELISA 
FML test. Todos os cães infectados apresentaram uma ou mais manifestações clínicas de LVC: lesões 
de pele, perda de peso, caquexia, onicogrifose, alopecia, ceratoconjuntivite, linfadenomegalia. *A 
detecção do parasito foi baseada na presença de formas amastigotas de Leishmania a partir de 
punção aspirativa de medula óssea e/ou linfonodo. O teste exato de Fisher foi utilizado para a análise 
estatística.  
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Tabela 2.  Soros de cães vacinados com Leishmune® que apresentaram resultado 

positivo em um ou mais testes. 

 

Grupo 

Vacinado 

 

Cão n.7 

 

Cão n.9 

 

Cão n.15 

 

Cão n.29 

 

Cão n.37 

ELISA  

L. major-like 

 

0,315 

 

O,292 

 

0,352 

 

0,300 

 

NEGATIVO 

ELISA S7 

 

NEGATIVO 

 

NEGATIVO 

 

NEGATIVO 

 

NEGATIVO 

 

NEGATIVO 

RIFI  

L. major-like 

 

NEGATIVO 

 

NEGATIVO 

 

NEGATIVO 

 

NEGATIVO 

 

1:40 

O Cut-Off (CO) do teste ELISA L. major-like foi calculado de acordo com as instruções de bula, ou seja, 
CO= média das densidades óticas dos orifícios do controle negativo multiplicado por 2, que neste ensaio 
foi de 0,240. A “faixa-cinza” (indeterminados) é considerada para as densidades entre o valor obtido para 
o Cut-Off e o valor obtido com a multiplicação deste por 1,2 (faixa cinza = densidade ótica entre 0,240 a 
0,288). Para a RIFI, são consideradas positivas as amostras que apresentarem fluorescência na 
membrana dos parasitos, mais intensa do que o back-ground observado no orifício do controle negativo, 
a partir da diluição de 1:40, inclusive, de acordo com a bula do produto. 
 

Figura 5. Título dos soros de cães vacinados no ELISA L. major-like 
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O Cut-Off (CO) do teste ELISA L. major-like foi calculado de acordo com as instruções de bula, e neste 
ensaio foi de 0,240. A “faixa-cinza” (indeterminados) é considerada para as densidades entre o valor 
obtido para o Cut-Off e o valor obtido com a multiplicação deste por 1,2 (faixa cinza = densidade ótica 
entre 0,240 a 0,288).  
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4. Discussão  

A positividade no ELISA FML, de 43 (89,6%) dos 48 soros dos cães infectados e 

33 (84,6%) dos 39 soros dos cães saudáveis vacinados, demonstra que anticorpos 

específicos anti-FML são produzidos durante a LVC e também como resultado da 

vacinação com antígeno FML. A glicoproteína FML, antígeno utilizado na vacina 

Leishmune®, está presente nas formas amastigotas e promastigotas das leishmanias do 

complexo L. donovani e seu principal componente, a enzima nucleoside hidrolase 36 

(NH36) é o principal epítopo do FML (Santana et al., 2002). Contudo, não é esperado 

encontrar NH36 em quantidade significativa tanto no antígeno solúvel, utilizado no 

ELISA L. major-like, como nas promastigotas utilizadas na RIFI, já que esta 

glicoproteína representa uma fração muito pequena do proteoma do parasito e não foi 

identificada como um antígeno importante em análises proteômicas de Leishmania 

(Dea-Ayuela et al., 2006; Forgber et al., 2006).                                                                    

De fato, o antígeno FML purificado interage com uma fração definida dos 

anticorpos séricos, enquanto que o antígeno L. major-like, utilizado no ELISA e na RIFI 

dos inquéritos epidemiológicos oficiais, pode reagir com todos os anticorpos gerados 

durante a multiplicação dos parasitos no hospedeiro infectado, mascarando ou diluindo 

a resposta contra o antígeno FML. Além disso, o processo de denaturação sofrido pelo 

FML durante sua purificação pode expor epítopos de peptídeos e carboidratos que não 

estão disponíveis para as interações no lisado de Leishmania ou com as promastigotas 

do parasito presentes nos ensaios oficiais (Palatnik-de-Sousa et al., 2009). 

Os resultados deste estudo mostraram uma reduzida reatividade dos soros de 

animais vacinados nos ensaios RIFI e ELISA com antígeno L. major-like (5/39). 
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Importante ressaltar que nenhum soro apresentou positividade nessas duas técnicas 

simultaneamente. Os quatro soros positivos no ELISA (4/39) foram negativos na RIFI, e 

o único soro positivo na RIFI (1/39) foi negativo no ELISA. Além disso, todos os soros 

apresentaram resultado negativo quando o ELISA S7 foi utilizado. 

Dessa maneira, embora houvesse a suspeita de que os anticorpos produzidos na 

vacinação pudessem ser identificados pela fração FML presente nos extratos 

complexos usados como antígeno nos ensaios sorológicos oficiais, produzindo reações 

falso-positivas, os resultados deste estudo não dão suporte a esta hipótese, já que 

nenhuma amostra de soro de cães vacinados se mostrou positiva, simultaneamente 

nas provas sorológicas ELISA L. major-like e RIFI L. major-like. 

Existe a probabilidade destes resultados serem devido a uma falha do método, 

ou ainda serem falso-positivos, já que as quatro amostras com resultado positivo no 

ELISA L. major-like apresentaram resultado negativo tanto no ELISA S7 quanto na RIFI, 

e a única amostra de soro positiva na RIFI apresentou resultado negativo nos dois 

testes ELISA realizados (ELISA S7 e ELISA L. major-like). Estes resultados foram 

provavelmente obtidos a partir de co-infecções com Leishmania sp, Babesia canis e 

Ehrlichia canis (Oliveira et al., 2008) ou em decorrência de reações cruzadas dos 

anticorpos contra tripanossomídeos, Ehrlichia canis, e leishmaniose tegumentar. 

Corroborando com esta suspeita, diversos estudos demonstraram que a maior 

desvantagem dos métodos sorológicos é a possibilidade de reações cruzadas (Costa et 

al., 1991; Genaro, 1993; Gradoni, 2002; Alves & Bevilacqua, 2004; Ministério da Saúde 

Brasil, 2006, Ferreira et al., 2007;).  

Ferreira et al. (2007) demonstraram a ocorrência de reações cruzadas, utilizando 

os métodos ELISA e RIFI, ambos do laboratório Bio-Manguinhos. No estudo, realizado 
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com 20 amostras de soros de cães experimentalmente infectados com Trypanosoma 

cruzi (n=7), Leishmania brasiliensis (n=5), Toxoplasma gondii (n=5) e Erlichia canis 

(n=3), 11 apresentaram reação cruzada na metodologia RIFI (sete para T. cruzi, duas 

para L. brasiliensis e duas para E. canis) e oito no ELISA (quatro para T. cruzi, três para 

L. brasiliense e uma para E. canis).  

De acordo com Alvar et al. (2004), o fato das técnicas sorológicas convencionais 

utilizarem antígenos brutos, formas completas de promastigotas ou amastigotas ou 

extratos solúveis destes, limita consideravelmente sua especificidade.  

Segundo Tavares et al. (2003), para a obtenção de um diagnóstico sorológico 

mais específico, é necessário o aprimoramento da caracterização de componentes 

antigênicos da Leishmania, com a utilização de antígenos purificados e recombinantes, 

como o ELISA S7, que contém uma única proteína de Leishmania chagasi, a HSP70, 

um dos antígenos dominantes da Leishmania chagasi (Andrade & Andrade, 1995; 

Quijada et al., 1996). 

No presente estudo, a partir deste método, os resultados foram negativos em 

todas as amostras de soros de cães vacinados. Apesar de ser uma proteína 

recombinante, foi demonstrado por Talmi-Frank et al. (2006) e Carrillo et al. (2008) o 

aparecimento precoce de anticorpos anti-HSP70. Também foi observado pelos mesmos 

autores que a cinética de produção de anticorpos anti-HSP70 é muito similar àquela 

observada para os anticorpos totais contra antígeno solúvel de Leishmania, sugerindo 

boa sensibilidade do método.   

Neste estudo foi observada sensibilidade menor do ELISA S7, 70,8%, do que 

aquela indicada pelo fabricante, de 89%, mas ainda assim superior aos ensaios oficiais. 

A sensibilidade dos ensaios oficiais avaliada neste estudo, 68,8% para RIFI e 58,8% 
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para ELISA, ficou aquém daquela mencionada nos manuais dos produtos, 90% para 

RIFI e 94,7% para ELISA. Os valores de sensibilidade dos testes ELISA obtidos neste 

estudo, embora inferiores ao reivindicado pelo fabricante, estão dentro da faixa descrita 

por Pinheiro et al. (2009) para o sorodiagnóstico do calazar canino com antígenos 

complexos de Leishmania. Da mesma forma, a sensibilidade da RIFI também foi inferior 

à constante da bula do produto, mas na faixa descrita por Mettler et al. (2005). Os 

resultados indeterminados obtidos tanto no ELISA L. major-like, quanto no S7, estavam 

na faixa considerada “zona cinza”, calculada de acordo com cada fabricante, a fim de 

não considerar como positivo ou negativo um resultado de densidade ótica muito 

próxima ao cut-off.  

Esta diferença de sensibilidade pode ser devida a variações de lote, a alterações 

nos procedimentos, ou ainda ao fato de que neste estudo, os cães do grupo positivo 

foram considerados positivos a partir de provas parasitológicas e/ou moleculares, que 

identificam a infecção mais precocemente do que as provas sorológicas. Estudo 

conduzido por Solano-Galego et al., (2001), na Ilha de Mallorca, Espanha, demonstrou 

que, na população de cães avaliada, enquanto 63% apresentavam PCR positivo, 

apenas 26% eram positivos na sorologia, e somente 13% apresentavam doença clínica, 

indicando que a sorologia pode não identificar animais já infectados. Courtenay et al. 

(2002) demonstraram que a sensibilidade do ELISA, durante o período pré-patente, é 

menor do que a estimada, já que o método é eficiente para detectar cães com infecção 

ativa, mas é menos sensível em cães durante o período pré-patente. O mesmo é citado 

por Baneth et al. (2008), os quais afirmaram que a maioria dos cães de áreas 

endêmicas, exposta à infecção, torna-se infectada sem apresentar evidências clínicas 

da doença ou anticorpos anti-Leishmania.  
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Outro fato que pode impactar na sensibilidade dos métodos sorológicos é a 

utilização de antígenos heterólogos. A identificação destes antígenos por anticorpos 

séricos na LVC de fato ocorre (Barbosa de Deus et al., 2002), mas em geral é menos 

intensa e menos específica do que aquela observada com antígenos homólogos 

(Rajasekariah et al., 2008). A adoção de ensaios diagnósticos para a LVC, empregando 

antígeno heterólogo é uma decisão única do fabricante e encontra pouco apoio na 

literatura. Os dois parasitos (L. infantum e L. major) são evolutivamente muito 

diferentes, assim como a clínica das doenças que causam e o elenco de hospedeiros 

na natureza, embora possam em condições excepcionais formar híbridos inter-

específicos (Ravel et al., 2006).  A reatividade dos soros de cães infectados nos 

ensaios sorodiagnósticos oficiais se deve, naturalmente, a antígenos comuns entre os 

dois parasitos, como demonstrado existir entre L. (L.) infantum chagasi e várias 

leishmanias do Novo Mundo (Vale et al., 2009).  

Atualmente, o Programa Nacional de Controle da Leishmaniose refere a RIFI e o 

ELISA como metodologias de diagnóstico para fins de inquéritos epidemiológicos 

caninos amostrais e censitários. O ELISA é recomendado para a triagem de cães 

sorologicamente negativos e a RIFI para a confirmação dos cães sororreagentes ao 

teste ELISA ou como técnica diagnóstica de rotina (Ministério da Saúde Brasil, 2006).  

Esta recomendação do Ministério da Saúde está de acordo com o preconizado 

por Almeida et al. (2005) e Assis et al. (2010), que concluem em seus estudos que, 

devido à baixa concordância entre os resultados das provas sorológicas atualmente 

disponíveis, é essencial que o diagnóstico da LVC seja realizado baseado no resultado 

de duas provas. Alves e Bevilacqua (2004) corroboram esta afirmação, quando 

reportam que, em inquéritos sorológicos caninos realizados na cidade de Belo 
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Horizonte (MG), no período de 1993 a 1997, de acordo com os valores preditivos 

positivos e negativos da RIFI, (14,5% e 99,5%, respectivamente), dos 15.117 cães 

identificados como positivos, de um total de 415.683 cães examinados pela RIFI, 

12.925 seriam falso-positivos. E, dentre os 400.566 identificados como negativos, 2003 

seriam, na verdade, falso-negativos.  

Se, conforme o preconizado pelo Manual de Vigilância e Controle da 

Leishmaniose Visceral (Ministério da Saúde Brasil, 2006), os soros dos cães vacinados 

com a Leishmune® reagentes em ELISA L. major-like forem confirmados pela RIFI L. 

major-like, a probabilidade de uma reação falso-positiva será remota, como indicam os 

resultados sumarizados na Tabela 1. Desta maneira, os resultados do presente estudo 

corroboram com os resultados apresentados por Palatnik-de-Sousa et al. (2009) de que 

a vacinação dos cães com a Leishmune® não interfere nas ações de controle da LV no 

Brasil.  

Em conclusão, os resultados deste estudo apontam para uma similaridade no 

desempenho dos três ensaios sorológicos empregados no sorodiagnóstico da LVC no 

Brasil, além de demonstrar que, mesmo sendo observado resultado positivo em 

amostras de cães vacinados, nenhum cão vacinado apresentou resultado positivo em 

mais de uma prova sorológica, sugerindo fortemente resultados falso-positivos. Os 

resultados deste estudo também confirmam a necessidade de realização de pelo 

menos dois métodos sorológicos para o diagnóstico definitivo da LVC, dada a 

complexidade da doença e as limitações dos métodos atualmente disponíveis.  Além 

disso, indicam a necessidade de uma reavaliação dos métodos sorológicos atualmente 

utilizados para o diagnóstico da LV no Brasil, com o emprego de testes mais sensíveis e 

específicos, a partir de antígenos purificados e/ou recombinantes, com o objetivo de 

 90



diminuir a possibilidade de reações falso-positivas, responsáveis pela eliminação de 

animais saudáveis e minimizar as reações falso-negativas, mantendo reservatórios da 

doença e representando ameaça à saúde pública. 

 Finalmente, não parece ter fundamento a hipótese de que a vacinação de 

elevado percentual de cães em áreas endêmicas possa dificultar as ações de controle 

da LV adotadas no Brasil, mas que a vacinação de cães pode ser, no futuro, mais uma 

ferramenta, associada às demais medidas já adotadas para o controle da LV.  
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8. Conclusões 
 
 

Os resultados deste trabalho possibilitaram as seguintes conclusões: 

 

1. Os métodos sorológicos ELISA S7, ELISA e RIFI com antígeno L. major-like (Bio-

Manguinhos) foram capazes de diferenciar cães vacinados com a vacina FML 

(Leishmune®) de cães naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi nas 

condições realizadas e com as amostras de soro utilizadas neste estudo.  

 

2. O método ELISA FML, por utilizar como antígeno a mesma glicoproteína utilizada 

na vacina FML (Leishmune®), identifica os anticorpos de cães vacinados e de 

cães naturalmente infectados. 

 

3. Há necessidade de realização de pelo menos dois métodos sorológicos para o 

diagnóstico definitivo da LVC, dada a complexidade da doença e as limitações 

dos métodos atualmente disponíveis Além disso, os resultados deste trabalho 

indicam a necessidade de reavaliação dos métodos sorológicos atualmente 

utilizados para o diagnóstico da LV no Brasil, com o emprego de testes mais 

sensíveis e específicos, a partir de antígenos purificados e/ou recombinantes, 

com o objetivo de diminuir a possibilidade de reações falso-positivas, 

responsáveis pela eliminação de animais saudáveis e minimizar as reações 

falso-negativas, mantendo reservatórios da doença e representando ameaça à 

saúde pública. 
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4. A sensibilidade dos três ensaios sorológicos atualmente empregados no 

diagnóstico da LVC no Brasil, ELISA e RIFI que utilizam antígeno L. major-like e 

ELISA S7, nas condições realizadas e com as amostras de soro utilizadas neste 

estudo, foi inferior à preconizada nas bulas dos produtos. Esta baixa 

sensibilidade dos métodos utilizados para levantamentos epidemiológicos pode 

ser responsável por incidência subestimada da LVC no Brasil.  

 

5. A vacinação de um elevado percentual de cães contra a LVC não interfere com o 

Programa Brasileiro de Controle da LV. 
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