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Leishmania (Viannia) braziliensis em cies naturalmente infectados
Leishmania (Viannia) braziliensis in naturally infected dogs

Maria de Fatima Madeira'?, Claudia M. Antunes Uché6a?, Cristianni Antunes Leal', Roger M. Macedo Silva',
Rosemere Duarte', Ciléia M. Magalhaes* e Cathia Maria Barrientos Serra*

Resumo Foram estudados oito cdes provenientes do Municipio de Maricd (RJ), com lesées sugestivas de
leishmaniose tegumentar americana por métodos parasitologicos e soroldgicos. Leishmania spp foi encontrada
em seis caes através do cultivo in vitro. Anticorpos especificos foram detectados em seis animais pelo ELISA
e em dois pela imunofluorescéncia indireta. Cinco isolados caninos analisados apresentaram zimodema similar
a Leishmania (Viannia) braziliensis. Sugere-se que caes clinicamente suspeitos sejam acompanhados
periodicamente, na tentativa de confirmar o diagndstico da leishmaniose tegumentar canina.

Palavras-chaves: C4o. Leishmania. Diagndstico.

Abstract Eight dogs from Marica Municipality (RJ), with suggestive lesion of american tegumentary leishmaniasis
were studied by parasitological and serological methods. Leishmania spp was found in six dogs by in vitro
cultivation. Specific antibodies were detected in six dogs by ELISA and in two by indirect immunofluorescence.
Five canine isolates were found to belong to the same zymodeme as Leishmania (Viannia) braziliensis. The
authors suggest that clinically suspect dogs should be followed-up in an attempt to confirm the diagnostic of
canine tegumentary leishmaniasis.
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permanecem quanto ao verdadeiro papel do cdo nessa

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma q ] ape
nova adaptacao do ciclo de transmissao’®.

zoonose amplamente distribuida no territério brasileiro,

ocorrendo em todas as regides do pais. Em 2000,
foram notificados na regido sudeste 3.059 casos
humanos da doenca?.

Apesar de ser uma zoonose originalmente silvestre,
a LTA causada pela Leishmania (Viannia) braziliensis
tem sido descrita por diversos autores ocorrendo em
ambientes domésticos, tendo sido aventada a
possibilidade de que animais domésticos e
peridomésticos, e em especial o cédo, estariam
funcionando como importantes fontes de infeccao
nesse locais?? 3. Varios questionamentos ainda

Pouco também se conhece sobre os aspectos clinicos,
parasitologicos e imunolégicos do curso da infeccéo
pela L. braziliensis em caes, sendo portanto, necessarios
mais estudos visando elucidar esses aspectos, que
contribuirdo ndo s6 para o diagndstico precoce dos casos
caninos bem como para o esclarecimento do papel dessa
espécie animal na epidemiologia da LTA.

O presente trabalho teve como objetivo estudar
casos de caes com lesdo sugestiva de LTA provenientes
do Municipio de Marica (Rio de Janeiro), descrevendo-
se a apresentacdo das lesbes e correlacionando-as
com os resultados parasitoldgicos e soroldgicos.
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MATERIAL E METODOS

Procedéncia dos caes. Os cdes foram triados
através de um inquérito casa a casa realizado nas
localidades de Ino4, ltaipuacu e Ponta Negra no
Municipio de Marica (Rio de Janeiro) entre 1998 e 2001.
Foram examinados quanto ao estado geral de saude e a
presenca de lesdes sugestivas de LTA, na prépria
residéncia do proprietario. As lesbes cutaneas foram
consideradas sugestivas da parasitose quando ulceradas
e com didmetro igual ou maior a 5mm em qualquer parte
do corpo ou quando nodulares em areas de pouco pélo?.

Em cada visita domiciliar, foi preenchida uma ficha
epidemiolégica na qual constavam dados da
residéncia como proximidade com a mata, presenca
de outras criacbes e dados dos cédes como origem,
tempo de residéncia, caracteristica de comportamento
(domiciliado ou semidomiciliado), sexo, raga, idade
aproximada e doenga anterior ou atual.

Diagnéstico parasitoldgico. Das lesdes sugestivas
foram realizadas bidpsias visando o isolamento in vitro.
Da borda da lesado foi retirado um pequeno
fragmento, o qual foi imerso em solugdo salina
contendo 1000UI de penicilina G potassica (SIGMA),
100ug de estreptomicina (SIGMA) e 50ug de 5-
fluorocitosina (SIGMA) por mililitro. Apds 24 horas a 4°C,
os fragmentos foram seccionados e semeados em meio
bifasico NNN ( Novy, MacNeal e Nicolle)/Schneider’s
Insect Medium (SIGMA) contendo 10% de soro fetal
bovino. O material foi incubado a 28°C por um més, sendo
realizados exames semanais a partir do 5° dia.

Diagnéstico sorolégico. Imuno-fluorescéncia indireta
(IFl): a reagdo de imuno-fluorescéncia indireta, para a
pesquisa de IgG, foi realizada segundo a descricdo do
kit de IFI para diagndstico da leishmaniose canina
(Biomanguinhos-Rio de Janeiro/FIOCRUZ/MS). Considerou-
se como positivas amostras que apresentaram
fluorescéncia em diluicdes iguais ou maiores que 1/40.

ELISA: o método utilizado teve como principio a
metodologia indireta para pesquisa de imunoglobulinas
totais de céo especifico para antigenos de Leishmania
(promastigotas de cepa JOF), previamente fixados
em placa de poliestireno de fundo chato com 96 pocos.
Os soros foram diluidos a 1:20 em duplicata. A
determinacéao da reatividade baseou-se em leituras
superiores ao cut off.

Caracterizacao isoenzimatica. Os isolados foram
caracterizados pela eletroforese de enzimas
(isoenzimas) empregando 5 sistemas enzimaticos:
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH; E.C.
1.1.1.49); glicose fosfo-isomerase (GPI; E.C.5.3.1.9);
nucleotidase 1 e 2 (NH1 e NH2; E.C.3.2.2.1); fosfo-
glico desidrogenase ( 6PGDH; E.C.1.1.1.43). Todos
os procedimentos foram baseados nos protocolos
descritos por Momem'™, sendo cada isolado
comparado com o padrdo de trés amostras de
referéncia. (Leishmania (Viannia) braziliensis - MHOM/
BR/75/M2903, Leishmania (Leishmania) chagasi -
MHOM/BR/74/PP75 e Leishmania (Leishmania)
amazonensis - IFLA/BR/67/PH8).

RESULTADOS

Foram encontrados, nas localidades de Inoda,
Itaipuacu e Ponta Negra oito cdes com lesdes
sugestivas de LTA. Todos os cées nasceram na area,
tinham mais de 1 ano de idade, sete eram machos,
seis domiciliados e dois semidomiciliados, sendo que
apenas dois eram de raga definida (Dogue Aleméao e
Dachshund).

As alteracbes dermatoldgicas sugestivas de LTA
estavam localizadas nas orelhas, na bolsa escrotal e
no focinho, sendo, na maior parte, lesdes unicas,
ulceradas ou Ulcero-crostosas e de evolugéo crénica
(Figura 1).

Foi possivel o isolamento de Leishmania em
seis caes, apos uma ou até no maximo trés
tentativas em pelo menos uma das lesdes. Na
ocasidao do exame, quatro animais (caes de n? 3,
4, 5 e 6) apresentavam mais de uma lesdo. No cao
n? 3 foram observadas uma ulcera no focinho, duas
ulceras e trés pequenos nédulos na face interna
da orelha esquerda. No céo n? 4 foi observada uma
Ulcera na bolsa escrotal e outra no focinho. O céo
n®5 apresentou uma ulcera no focinho e multiplas
ulceragbes, as vezes com presenca de crostas,
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em ambas as faces das orelhas apresentando um
padrdo distinto com acometimento de regido com
pélo, formato irregular e auséncia de definicao do
bordo das ulceragdes que por vezes se confluiam.
Ja o cao n? 6 possuia Ulceras na regido interna de
ambas as orelhas. Com excecdo desses dois
ultimos céaes, que estavam caquéticos, todos
0s outros estavam aparentemente saudaveis
(Tabela 1).

Dos seis animais confirmados parasitologicamente,
cinco procederam da localidade de Inda e apenas um
da localidade de ltaipuacu. Destes, somente os cées
n® 5 e 6 foram reatores a técnica de IFI, com titulos de
1:160 e 1:40, respectivamente, sendo que no ELISA, a
positividade foi verificada em cinco animais (Tabela 1).

Foram obtidos sete isolados (Tabela 1), sendo
caracterizados por critérios bioquimicos as seguintes
amostras: cao n° 1 (Ulcera na bolsa escrotal), n° 4 (Ulcera
na bolsa escrotal), n® 5 (pool de biopsias de ambas as
orelhas ), n® 6 (Ulcera na orelha direita e Ulcera na orelha
esquerda).Todos esses isolados apresentaram bandas
com perfis eletroforéticos semelhantes ao da amostra
referéncia de Leishmania (V) braziliensis.
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Figura 1 - Lesbes tegumentares caninas provocadas por Leishmania (Viannia) braziliensis: a) lesdo de mucosa do cdo
n?5; b) leséo ulcero-crostosa do cdo n° 5; ¢) lesdo ulcerosa do cdo n° 3; d/e) lesées ulcerosas do cao n° 6; f) lesdo ulcerosa do
cao n?4; g) localidade de Inoa, Maricd, residéncia dos cdes n°5 e 6.

Tabela 1- Resultados parasitoldgicos e soroldgicos de oito cdes com lesGes sugestivas de LTA, com respectiva localizagdo

e aspecto, provenientes do Municipio de Marica RJ.

Cao Lesao Dados laboratoriais
localizagao n° aspecto isolamento IFI ELISA
Ne raga dermatoldgico leitura/cut off
1 Dogue Aleméao bolsa escrotal 1 ulcera positivo NR NR
2 SRD orelha direita 1 Ulcera positivo NR 0,167/0,142
3 SRD focinho 1 Ulcera NP
orelha esquerda 2 Ulcera positivo NR 0,529/0,142
orelha esquerda 3 nédulo NP
4 SRD bolsa escrotal 1 ulcera positivo NR 0,26/0,09
focinho 1 ulcera NP
5 SRD orelha direita 5 Ulcero-crostosa positivo* 1:160 1,0/0,09
orelha esquerda 4 ulcero-crostosa positivo*
focinho 1 ulcera NP
6 SRD orelha esquerda 1 ulcera positivo 1:40 0,29/0,09
orelha direita 1 Ulcera positivo
7 Dachshund bolsa escrotal 1 Ulcera contaminado NR NR
8 SRD orelha direita 1 ulcera negativo NR 0,12/0,09

SRD = sem raca definida, NR = nao reator, NP = nédo processado *pool de bidpsias.
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DISCUSSAO

No Estado do Rio de Janeiro, a ocorréncia da LTA
estd associada a Leishmania (Viannia) braziliensis,
onde cdes domésticos desenvolvem a infeccdo com
clinica similar ao homem?™. O envolvimento desses
animais em ciclos que se mantém no domicilio ou
peridomicilio, esta associado principalmente aos
ambientes alterados, favorecendo a adaptacao de
espécies vetoras®, como tem ocorrido nos Ultimos anos
com a Lutzomyia intermedia'®.

Neste estudo, sete dos oito animais clinicamente
suspeitos para LTA residiam em areas de loteamentos
recentemente implantados no Municipio de Marica-
RJ, préximo da mata residual (Serra da Tiririca). Nao
foi registrada a ocorréncia de casos humanos nestas
residéncias, embora, dois casos ativos tenham sido
relatados na localidade de Inoa, area de procedéncia
de cinco animais parasitologicamente positivos®.

A evolugdo clinica da LTA canina provocada pela
L. braziliensis manifesta-se normalmente de forma
cronica, sem comprometer o estado geral do animal,
cujas lesdes podem progredir em numero e extensao®,
evoluir para cura clinica espontanea com reativagdes
posteriores ou, acometer tardiamente a mucosa nasal® '“.
Apesar deste estudo ndo ter como objetivo o
acompanhamento dos animais, a auto-resolugdo de
lesbes foi observada em dois animais (n° 1 e 8) e a
reativacao no local original da lesdo, no animal n° 1,
constatada apds aproximadamente 2 anos. Este animal
(n°1), apesar de ter sido parasitologicamente positivo
nao foi reagente aos testes soroldgicos empregados.

O aspecto dermatoldgico observado nas lesoes,
nao diferiu daqueles anteriormente descritos em caes
naturalmente infectados. Também houve concordancia
quanto a localizac¢éo das lesdes, ocorrendo predominio
nas orelhas? 3.

Dos seis cées parasitologicamente positivos, dois
tinham uma unica lesdo e quatro animais tinham
les6es multiplas. Em diversos trabalhos? '3, o encontro
de lesdes Unicas tem prevalecido. No entanto, a
multiplicidade de lesbes também tem sido relatada,
como descrito por Falqueto et al que relataram um
caso canino com 10 ulceras®?.

No presente trabalho o céo n® 5, inicialmente
possuia cerca de 9 lesdes, localizadas nas faces
interna e externa das duas orelhas que confluiam. A

presenca de crostas, bem como o acometimento tardio
da mucosa nasal (constatado em visita posterior), podem
ser decorréncia de uma infec¢cdo mais antiga. Tanto a
extensao e multiplicidade das lesdes, bem como o
acometimento mucoso, poderiam explicar a forte reacéo
soroldgica encontrada nos dois testes. Tal fato também
foi observado por Bray' em humanos. Pirmez et al',
empregando a IFI em cées experimentalmente infectados
na regiao da mucosa, demonstraram titulos superiores
aos encontrados neste estudo. O cao n° 6, apesar de
também ter apresentado mais que uma lesdo de grande
extensdo, demonstrou fraca reatividade nos mesmos
testes.

A néo reatividade do teste de IFI diante da positividade
no ELISA dos caes de n? 2, 3, 4 e 8 pode ser explicada
pela maior sensibilidade desse ultimo. No entanto, quando
aplicado em estudos epidemioldgicos na LTA, a
especificidade do ELISA pode tornar-se baixa, devido a
ocorréncia de reacdes inespecificas'.

As chances de isolamento parasitario estao
diretamente relacionadas as condi¢cdes de coleta e
cultivo, no entanto, a carga parasitaria e o tempo de
evolucdo’ nas lesbes provocadas pela L. braziliensis
podem também influenciar tal diagndstico. Mengistu
et al®, relataram ainda, uma irregulariedade na
distribuicdo das amastigotas em lesdo cuténea. Esses
fatores podem justificar os resultados parasitologicos
encontrados nos cées de n®7 e 8.

Apenas cinco dos seis parasitas isolados foram
caracterizados por critérios bioquimicos (isoenzimas), os
quais demonstraram total homogeneidade com a cepa
referéncia de Leishmania (Viannia) braziliensis,
corroborando os achados de outros autores com isolados
caninos de diferentes areas do Municipio do Rio de
Janeiro* .

Desta forma, alguns aspectos devem ser levados
em consideracdo no diagndstico da LTA canina, como a
eventual presencga de quadros dermatoldgicos incomuns,
a ocorréncia de problemas relacionados ao encontro do
parasita in vitro e a possivel variagéo na resposta humoral
individual, j& que nem sempre esta encontra-se
associada a presenca da lesdo ativa. Assim, em caes
com lesdes sugestivas provenientes de areas endémicas
ou daquelas cuja paisagem possa manter o ciclo
parasitario, sugere-se 0 acompanhamento periédico do
animal, objetivando a confirmacgao do diagndstico da LTA.
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