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Resumo

Foi realizada busca ativa de cdes e gatos nos domicilios dos casos indices
humanos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e nos domicilios vizinhos mais
proximos, localizados na area da Serra do Mendanha, municipio do Rio de Janeiro.
Durante um ano de estudo, foram visitados 62 domicilios, dos quais em 22 havia casos
humanos indices de LTA e 40 domicilios vizinhos. Nos 62 domicilios residiam 248
habitantes, dos quais 22 haviam sido atendidos no IPEC — Fiocruz entre os anos de 2002
e 2004 e 12 relataram historia anterior de LTA. Em 14 dos 52 caes e em trés dos 42
gatos estudados, Leishmania sp. foi observada no isolamento e/ou visualizada no
esfregaco por aposicdo. Nesses animais predominaram lesdes ulceradas em 11 caes e
quatro gatos. Daqueles que houve isolamento da Leishmania sp., em nove caes e trés
gatos os parasitas apresentaram perfis eletroforéticos similares a cepa referéncia de
Leishmania (Viannia) braziliensis e em um cdo apresentou perfil similar a cepa
referéncia de Leishmania (Leishmania) chagasi. Formas amastigotas foram visualizadas
nos tecidos através do exame histopatologico em trés de 26 cdes e dois dos quatro
felinos que apresentavam lesdes cutdneas. Nos exames micoldgicos nao foram isolados
fungos patogénicos e nas analises hematologicas e bioquimicas ndo foram encontradas
alteragdes pertinentes. Anticorpos IgG anti-Leishmania foram observados no soro de 22
de 50 cédes pela técnica de imunoflorescéncia Indireta (IFI). Ndo foram observados
anticorpos anti-FIV e antigenos de FeLV nos felinos com LTA. Através dos resultados
obtidos, foi possivel concluir que o nimero de casos de LTA em gatos domésticos
encontrados na regido estudada foi elevado considerando a raridade da doenca. A maior
ocorréncia de LTA em caes e gatos em area de casos humanos, pode estar relacionada a
proximidade dos domicilios ao meio ambiente silvestre. Nao foi encontrada correlagdo
entre as residéncias com casos humanos e animais infectados por Leishmania (V.)

braziliensis.

Palavras chaves: leishmaniose tegumentar americana; Leishmania (Viannia)

braziliensis, Leishmania (Leishmania) chagasi; cies; gatos.
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Abstract

An active search of dogs and cats was performed in the residences and neighborhoods
where human cases of American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) were found. The homes were
located in Serra do Mendanha, county of Rio de Janeiro. For one year, in 22 out of 62
residences visited there were human cases of ACL and 40 were neighbors. In the 62 places there
were 248 inhabitants, 22 of whom were examined at IPEC - Fiocruz from 2002 until 2004 and
12 reported previous history of ACL. In 14 out of 52 dogs and in three out of the 42 cats
studied, Leishmania sp. was observed in the isolation and/or visualized by imprint. Ulcers
predominated in 11 dogs and four cats. From the animals that Leishmania sp. was isolated, in
nine dogs and three cats the parasites showed electrophoretic profiles similar to the Leishmania
(Viannia) brazilensis reference strain and in one dog the profile was similar to Leishmania
(Leishmania) chagasi reference strain. Amastigote forms were visualized in the tissues by
means of histopathological exam in three out of 26 dogs and in two out of four cats that showed
lesions. Pathogenic fungi were not isolated in the mycological exams and the hematological and
biochemical analyses did not reveal notable alterations. Anti-Leishmania 1gG antibodies were
detected in the serum of 22 out of 50 dogs by means of indirect immunofluorescence (IIF).
Neither anti-FIV antibodies nor FeLV antigens were detected in the cats with ACL. The results
allow us to conclude that the number of ACL cases in domestic cats found in the studied area
was high considering the rareness of the disease. The greatest occurrence of ACL in dogs and
cats in the human cases area may be related to the proximity among those homes to the wild
environment. Correlation among the residences with human cases and animals infected by L.
(V.) brazilensis was not found.

Key words: american cutaneous leishmaniasis, Leishmania (Viannia) braziliensis; Leishmania
(Leishmania) chagasi; dogs; cats.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo zoonoses, que acometem o homem e outras espécies de
mamiferos silvestres e domésticos, de forma cronica com diversas manifestacdes
clinicas. Sdo causadas por protozoarios do género Leishmania e a transmissdo ocorre
através da picada de insetos vetores da sub-familia Phlebotominae (Deane & Deane,
1962; Marzochi & Marzochi, 1994).

As leishmanioses concentram-se nas regides tropicais e sub-tropicais do Velho ¢
do Novo Mundo. Neste Ultimo podem ser classificadas em: Leishmaniose Visceral
Americana (LVA) e Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (M.S., 2000; 2003).

No Brasil, a LVA era considerada eminentemente rural, mas atualmente vem se
expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte como Aracatuba (SP),
Corumba (MS), Rio de Janeiro (RJ) e Belo Horizonte (MQG). Leishmania (Leishmania)
chagasi € o agente etiologico responsavel pela doenca e Lutzomyia longipalpis tem sido
incriminado como o principal vetor na sua transmissdo. Entretanto recentemente Lu.
cruzi foi descrita no Estado do Mato Grosso do Sul exercendo esse papel (Genaro ef al.,
1990; Santa Rosa & Oliveira, 1997; Palatnik-de-Sousa et al., 2001). E importante
ressaltar que alguns autores consideram a L. (L.) chagasi e a L. infantum como sendo a
mesma espécie de Leishmania (Mauricio et al., 2000).

No ambiente silvestre, os reservatorios sdo as raposas (Dusicyon vetulus e
Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris), ja na area urbana o céo
doméstico (Canis familiaris) tem-se apresentado como principal fonte de infecgdo para
o flebétomo. A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos ¢ a
infeccdo destes tem sido mais prevalente que nos humanos (Deane & Deane, 1955;
Marzochi & Marzochi, 1994; Galimbertti ef al., 1999; Cabrera et al., 2003).

Os humanos infectados por L. (L.) chagasi podem apresentar-se assintomaticos
ou com sintomas leves a severos, cujas manifestacdes mais freqlientes sdo: febre,
anemia, hepatomegalia e esplenomegalia levando a um quadro progressivo grave
(Marzochi & Marzochi, 1994).

No céo, a doenga é de evolugdo lenta e de inicio insidioso. Classicamente a
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) apresenta alteragdes cutaneas, principalmente

descamacgdo e eczema, em particular no espelho nasal e orelha, pequenas ulceras rasas,



localizadas mais freqiientemente nas orelhas, focinho, cauda e articulagdes. Nas fases
mais adiantadas da doenga, observa-se, com grande freqiiéncia, onicogrifose,
esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, dermatites, tlceras de pele, ceratoconjuntivite,
coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema de patas e vOmito, além da
hiperqueratose. Na fase final da infec¢do, geralmente ocorre paresia dos membros
posteriores, caquexia, inanigdo ¢ morte. Entretanto, cdes infectados podem permanecer
sem sinais clinicos por um longo periodo de tempo (Passos ef al., 1993; M.S, 2003;
Almeida et al., 2005).

A LTA, também conhecida como Leishmaniose mucocutdnea ou ulcera de
Bauru, constitui um grave problema de saude publica, podendo ocasionar deformidades
destrutivas, desfigurantes e por vezes incapacitantes, com grande repercussdo no campo
psicossocial do individuo. No Brasil, apresenta ampla distribui¢do geografica, sendo
que o numero de casos vem progressivamente aumentando, chegando a uma média
anual de 35 mil individuos infectados nos ultimos 20 anos (Gontijo & de Carvalho,
2003).

A LTA humana apresenta uma variedade de manifestagdes clinicas, desde
formas cutaneas localizadas com lesdes tunicas ou multiplas, forma cutinea difusa e a
forma mucosa, que pode deixar seqiielas graves (Marzochi & Marzochi, 1994).

A epidemiologia da LTA no Brasil segue dois padrdes: um silvestre relacionado
a surtos epidémicos atingindo principalmente militares em incursdes a matas,
trabalhadores que atuam na derrubada destas para construgdes de estradas e
exploradores de recursos florestais, tipicamente relacionando-se a populagdes adultas do
sexo masculino (Sampaio, 1951; Basano & Camargo, 2004) e outro urbano encontrado
em areas de colonizagdo antiga com maior freqiiéncia nas regioes Sudeste e Nordeste do
pais, relacionado ao processo migratorio com ocupacdo de areas rurais e periferias
urbanas (Marzochi & Marzochi, 1994; Serra et al., 2003) e de areas urbanas adjacentes
a ambientes rurais (Oliveira et al., 2004).

O primeiro padrao pode estar relacionado a diferentes espécies de protozodrios e
vetores, dependendo do ambiente e da regido que se encontra. Leishmania (Leishmania)
amazonensis distribui-se pelas florestas primarias e secundarias da Amazdnia
(Amazoénia, Pard, Rondonia, Tocantins ¢ sudeste do Maranhdo), Nordeste (Bahia),

Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo) e Centro-Oeste (Goids). Seu principal hospedeiro



vertebrado ¢ o rato-soia (Proechymis) ¢ as espécies vetores sdo Lu. flaviscutellata, Lu.
reducta e Lu. olmeca nociva (M.S., 2000).

Leishmania (Viannia) guyanensis é encontrada ao norte da bacia Amazonica
(Amapa, Roraima, Amazonas e Pard) e estd freqlientemente relacionada a florestas de
terra firme. Varios mamiferos silvestres foram identificados como hospedeiros
vertebrados naturais, tais como a preguica (Choloepus didactilus), tamandua
(Tamandua tetradactyla), marsupiais e roedores. As espécies vetores sdo Lu. anduzeli,
Lu. whitmani ¢ Lu. umbratilis (ibidem).

Leishmania (Viannia) braziliensis se destaca por apresentar os dois padrdes, o
silvestre, com distribui¢do do sul do Pard ao Nordeste e em algumas areas da Amazonia
oriental, no qual os hospedeiros naturais sdo desconhecidos e seu vetor é Psychodopigus
wellcomei (M.S., 2000) e o urbano que com um perfil de transmissdo no intra ¢ no
peridomicilio, condicionado a adaptagdo de algumas espécies de flebotomineos ao meio
ambiente modificado da periferia das cidades, atingido também mulheres e criangas
(D'Utra e Silva, 1915; Cerqueira, 1922; Passos et al., 1993; Marzochi & Marzochi,
1994). Neste contexto ¢ importante ressaltar a presenca de hospedeiros domésticos
como cdes e eqiiinos, criando a possibilidade, ainda ndo comprovada, desses animais
atuarem como reservatorios (Marzochi & Marzochi, 1994; Ferreira et al., 2003).

Dentre os animais domésticos que podem estar envolvidos no ciclo de
transmissdo da LTA, o cdo apresenta maior relevancia, ja que freqlientemente altas
taxas de infeccdo nesses animais sdo associadas a doeng¢a humana, sinalizando com isso
um possivel envolvimento (Lopes ef al., 1984; Falqueto ef al., 2003; Reithinger et al.,
2003).

No Brasil, os primeiros relatos de cdes naturalmente infectados por Leishmania
dermotrépica foram descritos no inicio do século passado (Pedroso, 1913; Aragio,
1922; Fonseca, 1928). No entanto, somente a partir das trés ultimas décadas é que a
participacdo desses animais na epidemiologia dessa protozoose comegou a ser mais

estudada.



Falqueto et al. (1986) estudaram 186 cdes em uma regido endémica no Espirito
Santo sendo que 46 (24,7%) deles apresentavam lesoes sugestivas e 31 (16,7%) estavam
comprovadamente parasitados. Silveira ef al., (1996a) no Noroeste do Estado do Parana,
investigaram 132 caes, dos quais 24 (18,2%) apresentaram titulos significativos de
anticorpos anti-Leishmania detectados através da técnica de Imunofluorescéncia
Indireta (IFI), concluindo que o elevado niimero de caes soropositivos explica, em parte,
a alta endemicidade da doenga nesta regido.

No municipio de Paraty, Rio de Janeiro, Barbosa et al. (1999), um ano apos a
notificagdo de 169 casos humanos, examinaram 215 cdes dos quais sete (3,2%)
indicaram soro-positividade pela técnica de IFI e 22 (10,2%) pela técnica de ensaios
imunoenzimaticos (ELISA).

Follador ef al. (1999) em Canoa, Bahia, examinaram 555 habitantes e 100 caes,
registrando-se respectivamente 29 (5,2%) casos humanos e oito (8%) animais que
apresentavam sorologia positiva para leishmaniose. Gontijo et al. (2002) estudando
durante dois anos uma regido de Minas Gerais, encontraram 20,3% (n=148) de
positividade entre cdes examinados pelo método de IFI e 4,7% pelo isolamento em
cultura. A presenga de casos humanos (cerca de 24% de 299 moradores pesquisados) e a
caracterizacdo da mesma espécie de Leishmania entre esses pacientes € 0s caninos,
reforgam a importancia desses animais na manuten¢do do parasita nesta area.

A leishmaniose tegumentar canina (LTC) ¢ caracterizada pela presenga de lesdes
cutaneas ulceradas ou ulcero-vegetantes, freqiientemente recobertas por crostas; Unicas,
multiplas ou confluentes, predominando nas extremidades, em areas desprovidas de
pélos e no focinho, envolvendo a mucosa respiratoria. A evolugdo ¢ prolongada, ndo
costuma comprometer o estado geral do animal e pode apresentar comportamento
ciclico, ora com periodos de cicatrizagdo ora com exacerbag@o da lesdo, particularmente
nos meses mais quentes e mais frios, ¢ ainda pode cursar-se de forma subclinica (Dias et
al., 1977; Araujo Filho ef al., 1978; Pirmez et al., 1988a; Marzochi, 1992; Santos et al.,
1998; Barbosa et al., 1999; Madeira et al., 2003; Serra et al., 2003).



Em relag@o aos eqiliinos um inquérito realizado em 77 animais comprovou soro-
positividade em 17 (22%), embora a doenca ndo seja freqiiente nessa espécie animal
(Aguilar et al., 1987; Yoshida et al., 1990; Falqueto et al., 1991). A LTA suina ¢ rara
(Brazil et al., 1987).

A infeccdo do gato doméstico (Felis catus) por Leishmania sp. também ¢
considerada rara, mas nas areas onde a ocorréncia de outras espécies infectadas ¢é
elevada, a freqiiéncia desse achado pode ser maior do que o esperado (Bonfante-Garrido
etal., 1991).

O primeiro caso de leishmaniose felina foi descrito por Mazza, em 1927, citado
por Bonfante-Garrido et al. (1991). Desde entdo, outros autores vém notificando a
presenca da doenca, tanto na forma cutanea quanto na forma visceral, em diversas
partes do mundo. Machattie et al. (1931) relataram a ocorréncia de L. tropica em dois
gatos no Iraque. Barnes er al. (1993) através de estudos morfologicos e de técnicas de
isoenzimas caracterizaram L. mexicana nos Estados Unidos. Costa-Durdo et al (1994)
relataram Leishmania sp. em Portugal. Ozon et al. (1998) descreveram que o mesmo
zimodema de L. infantum, responsavel pela maioria das infec¢des humanas e caninas,
foi encontrado em um felino na Franca. E na Italia, Poli et a/. (2002) diagnosticaram L.
infantum em um gato doméstico.

No Brasil, o primeiro relato ocorreu em 1939, quando Mello (1940) observou a
infec¢do natural em um gato no Para. Posteriormente, em Minas Gerais, Passos et al.
(1996) identificaram por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) L. (Viannia) como o
causador da doenga em um felino. Schubach et al. (2004) no Rio de Janeiro,
diagnosticaram através do isolamento em cultura, pela primeira vez, dois casos
autoctones de leishmaniose felina causada por L. (V.) braziliensis. Savani et al. (2004),
pela técnica de PCR, relataram infecgdo de um felino por L. (Leishmania) infantum
chagasi em Sdo Paulo e sugeriram que o gato poderia fazer parte do ciclo de
transmissdo como reservatorio da leishmaniose em areas endémicas.

Clinicamente as leishmanioses felinas se manifestam diferentemente de acordo
com o parasita envolvido. Na leishmaniose visceral os sinais clinicos mais freqiientes
sdo: febre baixa, perda de peso, ictericia, vOmitos, alopecia recorrente no abdomen e
cabeca, descamacgdo difusa bilateral, ulceragcdes junto a sali€éncias Osseas, bordas das

orelhas edemaciadas, aumento de linfonodos popliteos e ulcera cornea bilateral (Hervas



et al, 1999; Leiva et al., 2005). Na leishmaniose cutinea os sinais mais comumente
relatados sdo: areas de alopecias arredondadas, nddulos e lesdes ulceradas em nariz e
orelhas, lesdes vegetantes em regido interdigital e regido plantar (Mello, 1940; Barnes et
al., 1993; Costa -Durdo, 1994; Passos et al., 1996; Schubach et al., 2004; de Souza et
al., 2005).

O diagnostico para deteccdo da infecgdo em gatos por Leishmania sp. baseia-se
no aspecto clinico das lesdes cutdneas e mucosas, evidéncias epidemioldgicas,
demonstra¢do do parasito nas lesdes ¢ na detecgdo de anticorpos especificos, através de
testes sorologicos como IFI ¢ ELISA (Madeira et al., 2005a), sendo esses considerados
de melhor especificidade e maior sensibilidade, respectivamente (Barbosa et al., 1999).

O diagnostico diferencial da LTA felina deve ser estabelecido com algumas
doencas infecciosas como a esporotricose e a criptococose, e neoplasias (Pereira &
Coutinho, 2003; Schubach ef al., 2004; de Souza et al., 2005).

Alguns autores sugerem que doengas imunossupressoras podem influenciar na
evolucdo da leishmaniose, tais como: neoplasias, leucemia felina (FeLV) e a sindrome
da imunodeficiéncia felina (FIV) (Pennisi et al., 1998; Hervas et al., 2001; Poli et al.,
2002; Leiva et al., 2005). Sendo a tltima de grande importancia entre os felinos devido
a sua forma de contagio (inocula¢do do virus presente na saliva ou sangue, através de
mordidas e arranhdes) e sua patogenicidade (desequilibrio na relagdo CD4/CDS8 causado
pela replicagdo viral). Nestes casos pode ocorrer também a desorganizacdo nas
concentracdes celulares, além de prejuizo na producdo de citocinas e alteragdes nas
expressoes de moléculas de superficie como Complexo de Histocompatibilidade
Principal, favorecendo a instalacdo de outras enfermidades (Ishida et al., 1992; Thomas
& Robinson, 1995.; Levine et al., 2001).

Devido a constante presenga de animais domésticos infectados por L. (V)
braziliensis concomitantes as infec¢des humanas, associada a falta do conhecimento da
susceptibilidade, dos aspectos clinicos e até mesmo do papel destes como mantenedores
do parasita no meio ambiente, tornam-se importantes as pesquisas a esse respeito, para
uma melhor elucidacdo desses aspectos, principalmente em areas como a Serra do
Mendanha, regido de Campo Grande, bairro localizado na zona oeste do municipio do
Rio de Janeiro, onde a ocorréncia de um elevado nimero de casos humanos associa-se

ao achado de cées e gatos infectados por essa doenga (C.R.Leish., 2002; S.M.S., 2005b).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de leishmaniose em cées ¢ gatos domésticos domiciliados

e semidomiciliados nos arredores e moradias de casos indices humanos com

leishmaniose tegumentar americana, residentes na area da Serra do Mendanha,

Municipio do Rio de Janeiro, e atendidos no ambulatério do Centro de Referéncia em

Leishmanioses - IPEC entre os anos de 2002 e 2004.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A

Verificar a ocorréncia de casos de leishmaniose felina, canina, eqiiina ¢ suina
na area do estudo;

Verificar outros possiveis diagnodsticos diferenciais nesses animais;
Identificar as espécies de Leishmania eventualmente isoladas;

Avaliar os sinais clinicos entre os animais positivos para leishmaniose;
Comparar as técnicas de IFI e EISA dos cdes e com isolamento em cultura
e/ou demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania sp.;

Analisar resultados hematolégicos e bioquimicos dos animais doentes;
Verificar a presenca de co-infecgdo por FIV e/ou FeLV em eventuais casos
de leishmaniose felina;

Correlacionar a LTA canina e felina com a LTA humana na area do estudo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ETICA E BIOSSEGURANCA

Em todas as atividades foram seguidas as normas de biosseguranca (Borges,
1998). O protocolo de procedimentos realizados nos animais foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - FIOCRUZ), registrado sob niimero P.
0221-04.

3.2. AREA DO ESTUDO

Foi estudada uma area na zona oeste do municipio do Rio de Janeiro, bairro de
Campo Grande, na qual se localiza o0 maci¢o do Gericino-Mendanha situado entre os
paralelos 22° 45’ e 22° 50 de latitude sul e os meridianos 43° 25’ e 43° 40’ de longitude
oeste de Greenwich (Silva-Costa, 1998).

O maci¢o do Gericin6-Mendanha, no qual foi criado o Parque Ecologico do
Mendanha, apresenta 60% da sua area coberta por floresta de mata Atlantica primaria e
no restante predomina a mata secundaria em diferentes graus de regeneracdo. Nesta
regido o clima ¢ o tropical de altitude superimido com temperaturas pouco mais baixas
que as do vale (regido do bairro de Bangu e bairros adjacentes, estas variando em torno
de 11°C acima do restante do municipio) e indices pluviométricos mais elevados, pois
estd voltada para os ventos umidos do mar ¢ protegida pela vegetagdo (ibidem).

A partir da década de 60, a area vem sofrendo transformagdes rapidas e intensas,
devido a ocupacdo urbana descontrolada, favelizagdo e a expansdo das atividades
agricolas (bananais e coqueirais), que ocupam as partes mais baixas e as encostas,

substituindo a cobertura vegetal primaria (ibidem).



3.3. DESENHO DO ESTUDO

A atuagdo do Servigo de Zoonoses, no contexto do Centro de Referéncia em
Leishmanioses, foi integrada a Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro e aos
Servicos de Anatomia Patologica, Patologia Clinica, Micologia e Parasitologia do
IPEC-Fiocruz.

Foi realizada busca ativa de cdes e gatos domiciliados e semidomiciliados nas
moradias dos casos indices humanos de LTA, diagnosticados no ambulatério do Centro
de Referéncia em Leishmanioses - IPEC entre 2002 e 2004, ¢ residentes na area da
Serra do Mendanha, municipio do Rio de Janeiro. A busca estendeu-se aos domicilios
vizinhos mais proximos.

As visitas foram agendadas por contato telefonico. Na primeira visita, os
responsaveis foram esclarecidos sobre o estudo desenvolvido e informados sobre a
doenga, formas de transmiss@o e de prevencdo. Apos os esclarecimentos necessarios, o
termo de consentimento (Anexo I), autorizando a utilizacdo dos dados e materiais
coletados dos animais, era assinado, a anamnese registrada nos prontudrios de acordo
com um questionario previamente elaborado (Anexo II). As caixas de
acondicionamento para transporte de felinos eram deixadas neste primeiro momento
para que os animais fossem recolhidos no dia anterior a segunda visita, na qual a
consulta era realizada.

Eqiiideos e suinos presentes nos domicilios também foram examinados quanto a
presenca de lesdes sugestivas de LTA.

As informagodes coletadas no estudo foram armazenadas em bancos de dados
especificos, utilizando o programa Access. Os bancos de dados foram divididos em
quatro grupos: domicilios, felinos, caninos com lesdes e caninos com exame
parasitologico positivo. As analises foram realizadas nos programas Microsoft SPSS-11

e Excel.
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3. 4. OUTROS ANIMAIS DOMESTICOS

3.4.1. MANEJO DOS ANIMAIS E EXAME CLINICO

Os felinos foram sedados com cloridrato de ketamina (10 mg/kg) associada a
acepromazina (0,2 mg/kg) por via intra-muscular. Os cdes foram amordagados e
contidos mecanicamente. Quando necessario, os cdes foram sedados da mesma forma
que os felinos. Apds a sedag@o ou contengdo, os animais foram colocados sobre uma
mesa de aco inoxidavel. Apos estes procedimentos, os animais foram submetidos ao
exame clinico e dermatologico, no qual foi especialmente observada a presenca de

lesdes cutaneas e mucosas, especificando o numero, localizagdo e caracteristicas.

3. 5. COLETA DE ESPECIMES CLINICOS

3.5.1. COLETA DE FRAGMENTO DAS LESOES CUTANEAS

As lesdes cutaneas, quando presentes, foram fotografadas e em seguida foi
realizada tricotomia ao redor da lesdo, limpeza com agua e sabdo, anti-sepsia com
alcool a 70%, anestesia local com lidocaina 2% e biopsia em dois pontos da borda da
lesdo com punch de 3mm. Cada fragmento foi dividido em 2 partes: a primeira das
quatro amostras foi acondicionada em solug@o salina estéril, a segunda em salina estéril
contendo 1000UI de penicilina G potassica (SIGMA), 100pg de estreptomicina
(SIGMA) e 50ug de S-fluorocitosina (SIGMA) (respectivamente, para exame
micolégico e isolamento de Leishmania sp.); a terceira foi fixada em formalina
tamponada a 10% (para exame histopatologico) e com a ultima procedeu-se esfregaco

por aposi¢ao em lamina de vidro (para pesquisa direta de formas amastigotas).
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3.5.2. COLETA DE SANGUE

Realizou-se tricotomia com lamina de ago inoxidavel descartavel e anti-sepsia
com alcool 70% no local da venopuncdo. Nos cdes de grande porte utilizou-se a veia
cefalica. Em felinos e caes de médio e pequeno porte foi puncionada a veia jugular. Foi
coletado 10ml de sangue em tubos vacutainer com ¢ sem EDTA para realizagdo de
hemograma completo, bioquimica sérica (uréia, creatinina, albumina e globulina) e
testes soroldgicos para leishmaniose canina. Especificamente para os felinos foi
realizada sorologia para FIV e FeLV e amostras de soro foram armazenadas para uma
posterior padronizagdo das técnicas sorologicas para o diagndstico das leishmanioses

felinas.
3. 6. TECNICAS LABORATORIAIS

3.6.1. CULTURA PARA LEISHMANIA SP. E CARACTERIZACAO ISOENZIMATICA

As amostras teciduais coletadas foram mantidas em solugdo salina, a
temperatura de 4°C durante 24 horas e ap6s esse periodo, foram seccionadas e semeadas
separadamente em meio bifasico NNN (Novy, MacNeal e Nicolle)/Schneider’s Insect
Medium (SIGMA) contendo 10% de soro fetal bovino. O cultivo foi incubado a 28°C
durante um més. A partir do 5° dia foi observada a possivel presenca de formas
promastigotas de Leishmania sp. (Chang & Hendricks, 1985). Os isolados foram
criopreservados para posterior identificagdo por isoenzimas (Cupolillo et al., 1994).

Os isolados obtidos durante o estudo foram caracterizados pela eletroforese de
enzimas (isoenzimas) empregando cinco 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) e fosfo-glico desidrogenase (6PGDH;
E.C.1.1.1.43). Todos os procedimentos foram baseados nos protocolos descritos por
Cupolillo et al., (1994), sendo cada isolado comparado com o padrdo eletroforético de
tr€s  amostras de  referéncia.  (Leishmania  (Viannia)  braziliensis -
MHOM/BR/75/M2903, Leishmania (Leishmania) chagasi - MHOM/BR/74/PP75 ¢
Leishmania (Leishmania) amazonensis - IFLA/BR/67/PHS).
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3. 6.2. EXAME MICOLOGICO

As amostras foram submetidas a seguinte rotina de exame micologico no
Servico de Micologia do IPEC: exame microscopico direto com hidroxido de sodio a
4% e semeadura em agar Sabouraud-dextrose acrescido de cloranfenicol e agar
Mycobiotic (DIFCO), incubado a 25°C e observado durante 4 semanas. Os isolados
foram repicados em meio Batata-dextrose-agar (DIFCO) a 25°C e o dimorfismo foi
demonstrado pela conversdo a forma para levedura a 37°C em meio agar infusdo de

cérebro e coracdo (BHI) (DIFCO) (Rippon, 1988; Werner & Werner, 1994).

3. 6.3. EXAME HISTOPATOLOGICO

As amostras previamente fixadas em formol tamponado 10% foram embebidas
em parafina, processadas e coradas pela hematoxilina-eosina (HE), pelo acido periodico

de Schiff (PAS) e pelo método de impregnagao pela prata Grocott (Luna, 1968).

3. 6.4. PESQUISA DE FORMAS AMASTIGOTAS EM ESFREGACO POR APOSICAO

Os esfregacos de lesdo cutanea foram corados pelo método de Giemsa e
observados em microscopio Optico com objetiva de 100x para pesquisa direta de formas

amastigotas de Leishmania sp..



13

3. 6. 5. TECNICAS SOROLOGICAS NO DIAGNOSTICO CANINO PARA

LEISHMANIOSE.

A imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) foram
utilizados para a pesquisa de anticorpos IgG anti-Leishmania no soro dos caes.

A TFI foi realizada segundo as especificagdes do fabricante (Biomanguinhos/
FIOCRUZ/MS). Considerou-se como soro-reatoras as amostras que apresentaram
fluorescéncia em dilui¢des iguais ou maiores que 1:40.

Para o ELISA utilizou-se antigeno obtido de formas promastigotas de L. (V.)
braziliensis, previamente fixado em placa de poliestireno de fundo chato com 96 pogos.
Os soros foram diluidos a 1:20 em duplicata. A determinagdo de positividade baseou-se

em leituras superiores ao cut-off.

3.6.6. SOROLOGIA PARA FIV E FELV

No soro dos felinos foi realizado ELISA rapido para pesquisa de antigenos do
virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e de anticorpos contra o virus da leucemia felina
(FeLV) (antigeno p27) (SNAP Combo FeLV Ag/ FIVADb, IDEXX, Wesbrook, Mass). A

técnica foi realizada de acordo com as instrucdes do fabricante.
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4. RESULTADOS

4.1. AREA, POPULACAO E AMOSTRAS ESTUDADAS.

Na area do estudo existia um total de 808 casas, nas quais estimou-se habitar
2341 pessoas, 525 caes ¢ 48 felinos (C.C.Z., 2003; S.M.S., 2005a).

Durante um ano de estudo, foram visitados 62 (7,7%; n=808) domicilios, dos
quais em 22 (35,5%) havia casos humanos indices de LTA e 40 (64,5%) domicilios
eram vizinhos. Nos 62 domicilios residiam 248 (10,6%; n=2341) habitantes, dos quais
12 (4,8%) relatavam historia anterior de LTA e 22 (8,9%) haviam sido atendidos no
IPEC entre 2002 e 2004.

De acordo com os domicilios visitados, em 10 (16,1%; n=62) foram
diagnosticados cdes com LTA, em 19 (30,7%) cdes negativos ¢ em 33 (53,2%) ndo
havia caes.

Em 14 (26,9%) dos 52 cdes estudados, Leishmania sp. foi observada no
isolamento e/ou visualizada no esfregago por aposicdo. Foram examinados 42 felinos,
em trés (7,2%) foi isolado Leishmania sp. em cultura.

Com relag@o a paridade entre os casos humanos, caninos e felinos no mesmo
domicilio observou-se que: em oito (12,9%) domicilios havia casos concomitantes
humanos e animais; em 10 (16,1%) somente casos humanos; em trés (4,8%) somente
animais positivos e em nove (14,5%) nao havia casos humanos e animais.

Na amostra estudada, utilizando a corre¢do de Yates com (p< 0,05), o grau de

infecgdo humana ndo dependeu da infec¢do animal.
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4. 2. CARACTERISTICAS DOS DOMICILIOS

Todas os domicilios avaliados possuiam estrutura em alvenaria. Somente um
apresentava protecao de tela contra insetos nas portas e janelas. Trinta e nove (62,9%;
n=62) domicilios se localizavam em area rural proxima a mata, 17 (27,4%) em mata
fechada, quatro (6,5%) em area periurbana e duas (3,2%) no perimetro urbano (Figuras
1 ¢2). Em 18 (29,0%; n=62) domicilios havia construgdes para criagdo de animais
domésticos (aves, suinos e eqiiinos), todas localizadas a menos de 100 metros de

distancia da moradia.



Figura 1: Foto de um domicilio na localizacdo estudada (Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).
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Figura 2: Foto de um domicilio na localizacdo estudada (Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).
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4. 3. INQUERITO CANINO

4.3.1. EXAME CLINICO DOS CAES COM LEISHIMANIOSES

Foram examinados 52 cdes domésticos, todos sem raca definida (SRD), sendo
55,7% machos (Figuras 3 e 4). Vinte e sete (51,9%) cdes apresentavam lesdes cutineas
ulceradas sugestivas de LTA. Em 14 (51,9%; n=27) desses foi confirmado a presenga
do parasita através do isolamento e/ou visualizagdo de formas amastigotas de
Leishmania sp. no esfregaco por aposigdo.

Dez cdes com leishmaniose se encontravam em bom estado geral, trés em estado
regular ¢ um em estado geral ruim. Foram observados durante exame -clinico
adenomegalia localizada (linfonodos retrofaringeos em dois caes e linfonodos popliteos
em quatro caes) e adenomegalia generalizada em trés caes.

Todos os cées estavam infestados com pulgas e carrapatos.

Nao foram observadas outras alteragdes no exame fisico. Um céo ndo pode ser

examinado por apresentar comportamento agressivo.

4.3.2. ALTERACOES CUTANEAS

Em 11 (78,6%; n=14) cdes com o diagnostico confirmado de leishmaniose foram
observadas lesdes cutineas ulceradas com bordas elevadas, bem delimitadas ¢ com o
fundo granulomatoso (Figuras 5 ¢ 6). Em trés (21,4%) as bordas ndo eram bem
delimitadas (Figuras 7 e 8). Em sete (50%) havia a presenga de crostas recobrindo a
lesdo e em dois (14,3%) havia secre¢@o de aspecto purulento.

Quanto ao nimero de lesdes, 10 (71,4%; n=14) cies apresentavam lesdo Uinica e
quatro (28,6%) apresentavam lesdes em duas ou mais localizagdes.

O tempo de evolucdo ndo pode ser definido por falta de informagdes. A

localizagdo das lesdes foi detalhada no grafico abaixo (Grafico. 1).
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Grafico 1. Localizagdo das lesdes observadas em 14 cdes com isolamento em cultura
e/ou demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania sp..
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Figura 3: Trabalho de campo (Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).

Figura 4: Trabalho de campo (Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).
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Figura 5: Lesdo tegumentar na bolsa escrotal de um canino doméstico apresentando bordas

elevadas bem delimitadas com findo granulomatoso (Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).

Figura 6: Lesdo tegumentar no pavilhio auricular de um canino doméstico apresentando

bordas elevadas bem delimitadas com findo granulomatoso (Servi¢o de Zoonoses / IPEC, 2004).
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Figura 7: Lesdo tegumentar no dorso de um canino doméstico apresentando bordas nio

delimitadas (Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).

Figura 8: Lesdo tegumentar no pavilhio auricular de um canino doméstico apresentando

bordas niao delimitadas (Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).
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Dos 27 caes que apresentaram lesdes cutdneas ulceradas, pode-se isolar

Leishmania sp. de 13 deles. Em seis ndo houve crescimento do parasita e em oito o

exame foi prejudicado por contaminagdo bacteriana e/ou fungica (Quadro 1). Nos 14

casos com cultura negativa ou contaminada foi realizada uma nova bidpsia da borda da

ulcera cutanea cuja tentativa de isolamento foi negativa para todos.

Quadro 1. Resultados do isolamento em cultura da primeira coleta de fragmento de

lesdao cutinea ulcerada nos caninos.

Resultado da cultura | N° absoluto | Porcentagem
Contaminado 8 29,6
Negativo 6 22,2
Positivo 13 48,1
Total 27 100,0

4. 3. 4. IDENTIFICACAO DE LEISHMANIA NOS ISOLADOS CANINOS

Dos 13 cées em que houve isolamento parasitario, a caracterizagdo foi realizada

em 10 casos. Destes, nove apresentaram perfis eletroforéticos similares a cepa

referéncia de L. (V.) braziliensis e um caso apresentou perfil eletroforético similar a

cepa referéncia de L. (L.) chagasi (Figuras 9 e 10).

Nao houve a possibilidade de realizar a caracterizacdo nas amostras de trés

animais devido ao escasso crescimento dos isolados.
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Figura 9: Perfil eletroforético obtido com isolamento dos caninos e observado com a enzima

glicose fosfo-isomerase GPI (Servico de Parasitologia / IPEC, 2004).

1) L. (L) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS); 2) L. (L) chagasi
(MHOM/BR/74/PP75); 3) L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); 4) 2816 nariz;
5) 2816 orelha; 6) 2864; 7) 3140; 8) 2814; 9) 2885; 10) 2885; 11) 2993; 12) L. (V.)
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903).
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Figura 10: Perfil eletroforético obtido com isolamento dos caninos e observado com a enzima

nucleotidase NH (Servico de Parasitologia / IPEC, 2004).

1) L. (L) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS); 2) L. (L) chagasi
(MHOM/BR/74/PP75); 3) L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); 4) 2816 nariz;
5) 2816 orelha; 6) 2864; 7) 3140; 8) 2814; 9) 2885; 10) 2885; 11) 2993; 12) L. (V.)
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903).
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4.3.5. EXAME MICOLOGICO CANINO

Nao houve isolamento do Sporothrix schenckii nem de outro fungo patogénico

em nenhum dos 27 cdes com lesGes cutineas.

4.3.6. EXAME HISTOPATOLOGICO CANINO

Foram realizados exames histopatologicos em 26 (96,3%; n=27) fragmentos de
pele provenientes dos caninos que apresentaram lesdes cutaneas. As distribui¢des de 13
casos confirmados de leishmaniose em relacdo aos processos inflamatdrios estdo
mostrados nos graficos abaixo (Graficos 2 e 3).

Ao exame histopatologico foram observadas formagdo de processos
inflamatérios agudos com presenca de células polimorfonucleadas ¢ de processos
inflamatérios cronicos e cronicos granulomatosos, com presenga de células
mononucleadas.

A presenga de formas amastigotas nos tecidos foram visualizadas em trés
(11,5%; n=26) caes.

Nos exames realizados ndo foram encontradas estruturas flingicas ou

neoplasicas.
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Grafico 2. Caracteristicas histopatologicas das lesdes de pele observadas em 13 cies

com isolamento em cultura e/ou demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania sp.

Nao Realizado

7,1% PIC

PIA e PICG

PICG
42,9%

PIA: Processo Infamatério Agudo;
PIC: Processo Inflamatorio Cronico;

PICG: Processo Inflamatorio Cronico Granulomatoso.
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Grafico 3. Caracteristicas histopatologicas das lesdes de pele observadas em 13 cées
sem isolamento em cultura e¢/ou demonstragdo de formas amastigotas de Leishmania sp.

PIA + PICG

15,4%

PIC
30,8%

PIA: Processo Infamatério Agudo;
PIC: Processo Inflamatorio Cronico;

PICG: Processo Inflamatorio Cronico Granulomatoso.



28

4. 3.7. EXAME PARASITOLOGICO DE ESFREGACO POR APOSICAO

No exame direto de esfregaco por aposicdo realizado nos animais que
apresentavam lesdes cutaneas foram observadas formas amastigotas em oito (30,8%;
n=26) casos.

Nao foram observadas estruturas flngicas ou presenca de células que

caracterizassem outras infeccoes.

4.3.8. EXAMES COMPLEMENTARES

Foram analisados os pardmetros hematologicos de 12 cdes positivos para
leishmaniose, sendo que um apresentou anemia microcitica hipocromica representada
pelas diminui¢des no hematocrito (12 g%), no nimero hemacias (1.700.000 mm?), na
concentragio de hemoglobina (3,7 g%), no VGM (69 p*), no HGM (22 pg) e alteragdes
nas células brancas com diminui¢do da leucometria global (6.400 mm3) (Quadro 2) e
leucopenia.

Com relagdo a leucometria especifica sete animais foram analisados, sendo que
um animal apresentou eosinofilia com 1197 (9,0%) células e um desvio celular para
esquerda com presenc¢a de bastonetes ¢ metamieldcitos (Quadro 3).

Nos dois casos citados acima os cdes eram da mesma residéncia e estavam em
estado geral regular. Foi realizada pesquisa de hematozodarios nos esfregagos
sanguineos, onde pode ser diagnosticada a presenca de Babesia sp. no segundo animal.

Na analise das bioquimicas séricas ndo houve alteragdes (Quadro 4).
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Quadro 2. Resultado dos exames hematolégicos globais nos cdes com isolamento em
cultura e/ou demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania sp.

Prontusrios | Hemécia / mm’ | Hemoglobina /g% | Hematécrito / g% Lecometria 3
Global / mm

2814 3.3000.000 7,5 23 13.500
1815 4.300.000 10,2 31 19.200
2816 6.300.000 15 44 30.100
2864 3.800.000 9,5 28 10.900
2869 5.300.000 12,4 37 12.500
2870 5.700.000 12,9 39 20.800
2885 4.200.00 9,8 29 10.300
2898 4.600.00 11,4 34 16.500
2991 5.800.000 13,1 40 8.000
2992 1.700.000 3,7 12 6.400
2993 4.900.000 9,6 30 13.300
3049 -- - -- --

3140 4.200.000 10,4 30 8.600
3372 -- -- - -

Valores normais:

Hemacia: 5,5 - 8,5 /mm’
Hemoglobina: 12 - 18 /g%
Hematécrito: 37 -55/ g%

Leocometria: 6.000.000 — 17.000.000 Global / mm’®
Fonte: Jain (1993)
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Quadro 3. Resultado da leucometria especifica nos cdes com isolamento em cultura e/ou
demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania sp.

Bas | Eos | Mie Met Bast Seg Lin Mon
Prontuarios

N° N° N° N° N° N° N° N°
2814 0 405 0 0 0 10125 | 2700 270
2815 0 768 0 0 0 13440 | 4800 192
2816 0 1806 0 0 0 20468 | 6622 1204
2864 - - - - - - -- --
2869 - -- -- - - - - -
2870 - -- -- - - - - -
2885 - -- -- - - - - -
2898 - -- -- - - - - -
2991 0 800 0 0 0 4320 | 2160 720
2992 0 64 0 0 0 4032 | 2048 256
2993 0 1197 0 133 133 7315 | 3458 | 1064
3049 - -- -- - - - - -
3140 0 258 0 0 0 6450 | 1462 430
3372 - -- -- - - - - -

Valores normais:

Basofilos: raro

Eosindfilos: 100 a 1250
Mieldcitos: 0
Metamielocitos:0

Bastdes: 0 a 300
Segmentados: 3000 a 11500
Linfocitos: 1000 a 4800
Monocitos: 150 a 1350
Fonte: Jain (1993)
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Quadro 4. Resultado dos exames bioquimicos nos cdes com isolamento em cultura e/ou
demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania sp.

Prontuario | Uréia mg/dl | Creatinina mg/dl | Proteina g/dl | Albumina g/dl
2814 25 0,7 7,7 0,7
1815 26 0,8 7,0 0,9
2816 31 0,8 6,3 1,0
2864 34 1.8 -- 1,0
2869 23 1,2 8,7 0,9
2870 24 1,3 7,8 0,8
2885 23 0,3 92,3 0,5
2898 10 0,9 9,2 0,6
2991 14 0,6 8,2 0,9
2992 63 1,1 9,5 0,2
2993 9,0 0,3 6,5 0,5
3049 -- - -- -
3140 -- - -- -
3372 - - -- -

Valores normais:

Uréia: 21,4 — 59,9 mg/dl
Creatinina: 0,5 — 1,5 mg/dl
Proteina: 6,8 — 7,1 g/dl
Albumina: 2,6 — 3,3 g/dl
Fonte: Jain (1993)
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Vinte e dois (44%; n=50) cades foram soropositivos na IFI. Seguiu-se o critério

utilizado pela Fundagdo Nacional de Saude FUNASA (M.S., 2000), segundo o qual,

caes com titulos de anticorpos maior ou igual a 1:40 sdo considerados positivos para

leishmanioses (Quadro 5).

Os animais com leishmaniose comprovada no exame parasitolégico obtiveram

maior positividade no ELISA, 71,4% (n=13), do que na IFI, 57,1% (n=13) (Quadro 6).

A partir desse resultado foi avaliada a intensidade de concordancia entre os dois

testes utilizando-se o indice Kappa. Houve uma concordéncia de 52%, considerada ruim

(Quadro 7). A divisdo arbitraria para interpretacdo dos resultados foi: Kappa < 20%

desprezivel; 21 a 40% minimo; 41 a 60% ruim; 61 a 80% bom; acima de 81% 6timo.

Quadro 5. Resultado sorolégico obtido pelo teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

em 50 caes.

Titulo N° absoluto de soros Porcentagem
1-40 8 15,4
1-80 3 58
1-160 3 58
1-320 4 7,7
1-640 2 3,8
Nao Realizado 2 3.8
Negativo 30 57,7
Total 52 100,0
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Quadro 6. Comparacdo entre IFI ¢ ELISA dos cdes com isolamento em cultura e/ou
demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania sp.

ELISA Total
Nao Realizado | Positivo | Negativo
Nao Realizado 1 0 0 1
1-40 0 2 0 2
¥ 1-80 0 1 0 1
1-160 0 2 0 2
1-320 0 2 0 2
Negativo 0 3 3 6
Total 1 10 3 14

Quadro 7. Concordancia entre IFI e ELISA em cées com isolamento em cultura e/ou
demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania sp.

ELISA Positivo ELISA Negativo Total

IFI Positivo 7 0 7

IFI Negativo 3 3 6

Total 10 3 13
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4. 4. INQUERITO FELINO

4.4.1. EXAME CLINICO DOS FELINOS COM LTA

Foram examinados 42 gatos domésticos sendo 22 (52,38%) machos. Cinco
11,9% (n=42) apresentavam lesdes cutdneas ulceradas, em trés (7,1%) dos quais foi
diagnosticada LTA (Figuras 11, 12, 13 e 14). Os trés animais positivos eram fémeas,
sem raca definida (SRD), habitavam regides de mata fechada e durante o periodo
noturno permaneciam fora da residéncia. Uma das gatas apresentava duas lesdes
ulceradas no nariz, dispnéia, aumento do plano nasal, mucosas nasais sem alteragdes
visiveis e apresentava bom estado geral. Outra gata apresentava lesdo vegetante na
mucosa nasal direita, nédulo e edema no nariz, espirros freqiientes, alimentava-se bem e
encontrava-se em bom estado geral. A terceira apresentava lesdo ulcerada, nddulo e
edema no nariz ¢ mucosas nasais, dispnéia, aumento do plano nasal, anorexia,
emagrecimento, desidratagdo, apatia, adenite regional (mandibulares) e estado geral
ruim.

Dos dois felinos com lesdes cutaneas que apresentaram resultados negativos nos
exames parasitologicos eram um macho, SRD, com lesdo ulcerada de bordas elevadas
com trés milimetros de didmetro no pavilhdo auricular direito e uma fémea, SRD, com
lesdes recobertas por crostas, na regido abdominal e no torax ventral. Os dois
apresentavam linfonodos regionais palpaveis (popliteos), apetite preservado e estavam

em bom estado geral.
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Figura 11: Felino com LTA apresentando lesio cutinea ulcerada com bordas elevadas e fundo

granulomatoso em plano nasal (Servigco de Zoonoses / IPEC, 2004).

Figura 12: Felino com LTA apresentando edema e obstrucio de focas nasais (Servico de

Zoonoses / IPEC, 2004).
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Figura 13: Felino com LTA apresentando nédulo nasal e lesio ulcerada na mucosa nasal

(Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).

Figura 14: Felino com LTA apresentando duas lesdes cutineas ulceradas com bordas elevadas e

fundo granulomatoso em plano nasal (Servico de Zoonoses / IPEC, 2004).
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4.4.2.ISOLAMENTO DE LEISHMANIA SP. EM CULTURA

Foi isolado Leishmania sp. de trés felinos que apresentavam lesdes cutaneas.
Nao foi possivel a realizagdo de um segundo exame nos dois animais negativos para a

confirmacgdo dos resultados, devido a regressdo das lesoes.

4.4.3. IDENTIFICACAO DE LEISHMANIA SP. NOS ISOLADOS DOS FELINOS

A caracterizagdo dos isolados foi realizada a partir das enzimas G6PDH; GPI;
NHI1; NH2 e 6PGDH sendo que o padrdo encontrado nos trés casos era semelhante a
cepa referéncia de Leishmania (Viannia) braziliensis - MHOM/BR/75/M2903 (Figuras
15 e 16).
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Figura 15: Perfil eletroforético das amostras isoladas dos felinos e cies glicose fosfo-isomerase

GPI (Servico de Parasitologia / IPEC, 2004).

1) L. (L) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS); 2) L. (L) chagasi
(MHOM/BR/74/PP75); 3) L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); 4) 3372; 5)
2826; 6) 2898; 7) 2991; 8) 2866 nodulo; 9) 2866 lesdo; 10) L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903).
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Figura 16: Perfil eletroforético das amostras isoladas dos felinos e cies glicose fosfo-isomerase

GPI (Servico de Parasitologia / IPEC, 2004).

1) L. (V) guyanensis; 2) L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); 3) L. (L.)
chagasi (MHOM/BR/74/PP75); L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); 5) 1747;
6) 1630; 7) L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903).
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4. 4.4. EXAME MICOLOGICO FELINO

No exame micologico realizado através das culturas das bidpsias felinas ndo

houve isolamento de fungos patogénicos.

4. 4.5. EXAME HISTOPATOLOGICO FELINO

Nos exames histopatologicos foram observadas formas amastigotas ¢ processo
inflamatdrio crénico inespecifico em dois (50%; n=4) gatos que apresentavam lesdes.
Em outros dois, um positivo e outro negativo na cultura, observou-se somente processo
inflamatorio cronico granulomatoso. No quinto animal ndo houve material suficiente

para o exame.

Nao foram observados células neoplasicas e fungos patogénicos.

4. 4. 6. EXAME PARASITOLOGICO DE ESFREGACO POR APOSICAO

No exame parasitologico de esfregagco por aposigdo realizado em 4 felinos, ndo
houve identificacdo de formas compativeis com Leishmania sp., S. schenckii ou outro

agente etiologico.
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4.4.7. EXAME SOROLOGICO PARA FIV E FELV

Foi realizada sorologia para FIV e FeLV em 34 80,9% (n=42) dos felinos
estudados, dos quais 6 (17,7%) foram positivos para FeLV e 28 foram negativos para

ambos os testes, inclusive os animais com leishmaniose.

4. 5. OUTROS ANIMAIS DOMESTICOS

Foi registrada a presenga de galinhas em 14 (22,2%; n=62) das residéncias
estudadas, de suinos em trés (4,7%) e de eqiiideos em duas (3,1%). Foram examinados
um eqiiino, uma mula e cinco suinos ndo sendo observadas lesdes sugestivas de

leishmaniose em nenhum destes animais.
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4. 6. HUMANOS

Durante o estudo foram encontradas 12 pessoas que relataram ter adoecido, mas
que ndo estavam relacionadas entre os casos indices. Entre esses casos foram
encontrados pacientes mais antigos do proprio IPEC, antes de 2002, e pacientes tratados
em outras instituicdes. A porcentagem do total de casos em relacdo a amostra estudada

foi de 13,7% (n=248).
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5. DISCUSSAO

No estado do Rio de Janeiro, a leishmaniose tegumentar americana (LTA)
causada pela L. (V.) braziliensis é endémica e estd relacionada a areas onde a floresta
original foi substituida por plantagdes agricolas ou vegetacdes secundarias. Neste perfil,
periferias urbanas e zonas rurais apresentam o ciclo doméstico e peridoméstico da LTA
com o acometimento de seres humanos, cées, eqiiinos e felinos (D'Utra e Silva, 1915;
Cerqueira, 1922; Aguilar et al., 1987; Oliveira-Neto ef al., 1988; Marzochi & Marzochi,
1994; Schubach et al., 2004).

O presente estudo avalia a ocorréncia de LTA em cdes e gatos domésticos,
domiciliados e semidomiciliados nos arredores e moradias correlacionados aos casos
indices humanos residentes na regido do Mendanha, Municipio do Rio de Janeiro.

Nos domicilios estudados, as caracteristicas de suas localizagdes assemelham-se
a encontrada por Follador ef al. (1999) em Canoa, Santo Amaro, Bahia onde o maior
indice de individuos doentes estava relacionado a regides de desmatamentos recentes ¢
antigos na proximidade da floresta. Kawa & Sabroza (2002) associaram a
espacializacdo da LTA na cidade do Rio de Janeiro com locais de elevado crescimento
demografico e com as margens de reservas ambientais.

A participag@o dos cées na epidemiologia dessa protozoose comegou a ser mais
estudada a partir das trés ultimas décadas, principalmente devido ao freqiiente encontro
da infeccdo desses animais nas areas endémicas (Silveira et al., 1996a; Falqueto et al.,
2003).

Durante o presente estudo, foi registrada uma prevaléncia alta de caes
domésticos infectados por Leishmania sp.. Barbosa et al. (1999) obtiveram isolamento
em cultura em 7,8% (n=215) caninos. Gontijo et al. (2002) encontraram 4,5% animais
infectados em 156 cdes avaliados e Dos Santos et al. (2005) isolaram o parasita de 4,4%
(n=138) caninos da regido de Paracambi, Rio de Janeiro.

Na correlagdo entre os casos humanos e animais nio evidenciamos associacdo, o
que talvez possa ser devido o nimero de casos estudados. Falqueto ef al. (Falqueto et
al., 1991) mostraram maior taxa de pacientes humanos em residéncias co-habitadas por
cdes doentes. Reithinger et al. (2003) ao estudarem Huanuco, Peru evidenciaram que a

presenga de cdes infectados por L. (Viannia) favoreceu a infec¢do de seus proprietarios.
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Contudo, Gomes ef al. (1990) ao avaliarem a exposi¢do de caes sentinelas a ambiente de
floresta e peridomicilio em area endémica de LTA, sugeriram que o cdo ndo exerce
significancia como hospedeiro extra-florestal. Savani et al. (1999) além de ndo
constatarem a soro-positividade em 937 caes errantes de area endémica, discutiram
sobre o microfoco de LTA autdctone ocorrido na Serra da Cantareira, em 1995, no qual
nem os cdes do domicilio em que houve os casos humanos nem os dos vizinhos,
apresentaram lesdes sugestivas da doenca, nem sorologia positiva.

No exame dermatoldégico realizado nos caninos deste estudo, positivos para
LTA, houve predominio de lesdes cutaneas ulceradas com bordas elevadas e fundo
granulomatoso, a maioria possuia lesdo unica na orelha. Esses resultados sdo
semelhantes aos descritos por Falqueto et al. (1986), nos quais 96,7% (n=31) dos caes
infectados apresentavam ulceras e 74,2% (n=31) das quais localizadas nas orelhas.
Também Madeira et al. (2003) descreveram a maior parte das lesdes encontradas nos
caninos como unicas, ulceradas, de evolugdo cronica e com predominancia nas orelhas.

No isolamento do agente etioldogico realizado nos cdes estudados foram
caracterizados animais infectados por L. (V.) braziliensis ¢ L. (L.) chagasi. Esse
resultado difere da maioria dos relatos que constataram a presenca de uma tUnica espécie
de Leishmania nas respectivas areas estudadas por De Castro et al. (2005) e Falqueto et
al. (1986), excetuando-se no Rio de Janeiro (Marzochi et al., 1985). Recentemente foi
descrita a infec¢do mista em um cdo doméstico no municipio do Rio de Janeiro
reforcando a importancia da caracterizagdo das amostras ¢ do estudo da sobreposicao
das areas de transmissdo dessas duas doencas (Madeira ef al., 2005b).

Pela histopatologia, confirmamos a presenca do parasita em 11,5% (n=26) dos
cdes, enquanto que no exame de esfregago por aposigdo esse valor foi de 30,9% (n=26).
A maior positividade no exame de esfregaco por aposi¢do sobre o exame
histopatologico também foi descrita por Pirmez et al. (1988b) quando demonstraram

respectivamente 69,2% (n=13) e 32,1% (n=28) em seus resultados.
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Utilizando a técnica de IFI no inquérito sorolégico canino, encontramos maior
positividade que a descrita por Silveira et al. (1996b) em uma regido agricola do estado
do Parana, onde 18,2% (n=132) dos caninos apresentaram titulos significativos de
anticorpos através dessa técnica. Na comparacdo das técnicas de IFI e ELISA entre os
animais com leishmaniose comprovada pelo exame parasitologico, obtivemos maior
positividade no ELISA com 71,4% (n=13) do que na IFI com 57,1% (n=13), propor¢do
semelhante a achada por Madeira et al. (2003).

Nos hemogramas e bioquimicas séricas realizados nos caninos ndo foram
observadas altera¢des relevantes.

As leishmanioses felinas t€ém sido relatadas esporadicamente, sugerindo que o
gato doméstico seja um hospedeiro acidental desses parasitas. Contudo, seu verdadeiro
papel como reservatorio ¢ pouco conhecido (Savani et al., 2004).

No presente estudo, 87,5% (n=48) da populagdo de felinos da area foram
examinados, dos quais as alteracdes clinicas foram semelhantes as descritas por Simoes-
Mattos et al. (2005) que ao inocularam experimentalmente gatos domésticos com L. (V.)
braziliensis e descreveram a evolucdo da doenca a partir do quarto dia apos a
inoculagdo: iniciando com o surgimento de papulas tnicas que evoluiram com formagao
de nodulos e aumento de tamanho, assumindo formato irregular; seguidas por lesdes
satélites; acometimento de mucosas nasais com infiltrado e obstrucdo das narinas, além
de adenite regional em 92,3% (n= 13) dos casos. Na comparacdo entre os sitios naturais
de infecgdo, o presente estudo se diferencia das descrigoes de Craig et al. (1986) que
encontraram lesOes cutdneas ulceradas nas orelhas; de Passos et al. (1996) que
descreveu lesdo em um membro posterior, ¢ de Bonfante-Garrido et al. (1991), que
relataram o acometimento dos membros.

Os parasitos isolados dos trés felinos foram identificaods como L. (V)
braziliensis. Dois destes casos haviam sido relatados previamente como o primeiro
isolamento desta espécie em felinos no Brasil (Schubach et al., 2004). No territorio
nacional, a primeira descrigdo da detec¢do do género Leishmania em felinos ocorreu no
Para (Mello, 1940). Posteriormente a esse caso, Passos et al. (1996) através da PCR
descreveram a infec¢do por parasito do subgénero L. (Viannia). Savani et al. (2004) em

Sdo Paulo, relataram infecgdo de um felino por L. (L.) infantum chagasi e recentemente
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De Sousa et al. (2005) isolaram L. (L.) amazonensis em um gato doméstico do Mato
Grosso do Sul.

Nos exames micologicos realizados das bidpsias de lesdo dos felinos ndo houve
crescimento de S. schenckii, agente causador da esporotricose e principal diagnostico
diferencial da LTA no Rio de Janeiro (Schubach et al., 2004).

No exame histopatologico realizado nos felinos em que a cultura para
Leishmania sp. foi positiva, foram observadas formas amastigotas em dois casos, sendo
que no exame de esfregaco por aposi¢do os trés felinos foram negativos. Utilizando a
técnica histopatologica para examinar o globo ocular de um felino, Leiva ef al. (2005)
encontraram numerosas estruturas intracelulares caracteristicas do género Leishmania,
que posteriormente foram identificadas como L. infantum. Em relagdo ao exame de
esfregaco por aposi¢do, Passos et al. (1996) encontraram raras formas amastigotas
posteriormente identificadas como L. (Viannia).

Alguns relatos da infec¢do felina por Leishmania sp. estdo associados a co-
infec¢do pelo FIV e pelo FeLV (Hervas et al., 2001; Poli et al., 2002; Grevot et al.,
2005). No entanto, em nossa amostra ndo foi detectada a presenca dessa co-infecgéo.
Resultados semelhantes foram descritos por outros autores (Craig et al., 1986; Barnes et
al., 1993; Hervas et al., 1999; Savani et al., 2004; Leiva et al., 2005), favorecendo a
idéia de que a infecgdo felina por Leishmania sp. ndo esta relacionada obrigatoriamente
a animais imunodeprimidos.

Com rela¢do aos outros animais domésticos, o pequeno nimero de suinos e de
eqliinos encontrados na area estudada, ndo permitiu avaliar a prevaléncia da LTA nesses
animais.

Na regido estudada foram encontrados 13,7% (n=248) de casos humanos, valor
semelhante ao descrito por outros autores no Brasil (Falqueto e al., 1991; Follador et
al., 1999; Gontijo et al., 2002; de Castro et al., 2005).

E possivel que o elevado niimero de casos caninos e felinos associados aos casos
humanos, estejam relacionados com a proximidade das residéncias a mata. Segundo
Forattini et al. (1976) esse ambiente concentra o maior densidade flebotomos,

aumentando a chance da transmissio da LTA.
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6. CONCLUSOES

O numero de casos de LTA em gatos domésticos encontrados na regido estudada

foi elevado considerando a raridade a doenga.

A ocorréncia de LTA em cées e gatos domésticos associados aos casos humanos
na Serra do Mendanha, municipio do Rio de Janeiro, pode estar relacionada a

proximidade dos domicilios a0 meio ambiente silvestre.

Apesar da area estudada também apresentar casos de esporotricose, nosso estudo

ndo identificou animais ou seres humanos doentes.

Na caracterizacdo das amostras isoladas dos felinos e caninos, exceto uma nao
foi compativel com L. (V.) braziliensis. A caracterizagdo dessa amostra canina
como L. (L.) chagasi demonstra uma possivel sobreposicdo de areas entre as

duas doengas.

Na analise das alteracdes clinicas envolvendo os animais positivos para

leishmaniose ndo foram evidenciadas formas graves da doenca;

Na comparagdo entre as duas técnicas sorologicas realizadas nos caninos

positivos para leishmaniose o EISA apresentou maior positividade;

Analisando os resultados dos exames hematologicos e bioquimicos, nao

evidenciamos diferengas entre os animais positivos e negativos para LTA.

A co-infec¢do pelo FeLV parece ndo ter favorecido a susceptibilidade desses

animais a infecgdo pela LTA.

O estudo sugere que os casos de LTA em seres humanos ndo foram

influenciados pela presenca de animais infectados.
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ANEXO I

Ministério da Salde

FHOCRUZ
Fundacgéo O Ido Cruz

¢

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas I P E

Servigo de Zoonoses

Termo de Consentimento

Eu, , portador da carteira de identidade
n° , expedida pelo 6rgao , proprietario (a) do
animal , espécie , raca , registro ;

autorizo que nele sejam aplicadas técnicas anestesiolégicas como sedagdes, anestesias locais
€ ou gerais.

Autorizo também a utilizacdo dos dados e materiais coletados para a pesquisa relacionada a
Leishmaniose Tegumentar canina e felina com o titulo “Avaliacdo da Ocorréncia das
Leishmanioses em Caes e Gatos Domésticos, correlacionados aos Casos Humanos
Residentes em Area Endémica do Municipio do Rio de Janeiro”, realizada pelo
responsavel técnico Fabiano Borges Figueiredo CRMV: 6519, sabendo que a identificagao

desse animal sera mantida em sigilo.

Rio de Janeiro, de 200
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ANEXO 11

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundagédo Oswaldo Cruz r ¥

SERVICO DE ZOONOSES
CADASTRO:
Nome do animal:
Data : Prontuario:
Espécie: | Raga: | Sexo: | Cor:
Vacinado: ‘ Idade: ‘ Castrado: S( ) N( )
Endereco Residencial:
Bairro Cidade: Estado:
CEP: TEL: TEL:
Pessoa para contato: TEL:
Consulta Ambulatorial () Visita domiciliar ()
Observagdes:
DADOS CLINICOS:
Peso: Temperatura:

Estado Geral:

0. Ignorado 2. Regular
1. Bom 3. Péssimo

Inicio das Lesdes: Numero de Lesoes:
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Localizagdo das Lesdes:

0. Ignorado
1. Ausente
2. Orelha

3. Nariz
4. Escroto
5. Outros

Caracteristicas das Lesdes:

1. Ignorado
2. Ausente
3. Ulcera

4. Escoriacdo
5. Nodulo
6. Outras

Apresentacdo clinica:

0. Ignorado
1. Ausente
2. Localizada

3. Localizada em dois pontos
4. Disseminada

Adenite:
0. Ignorado 2. Regional (
1. Ausente 3. Generalizada
Sinais:
0. Ignorado 7. Emagrecimento
1. Ausente 8. Apatia
2. Alopecia local 9. Epistaxe
3. Alopecia generalizada 10. Esplenomegalia
4. Descamacado cutanea furfuracea 11. Hepatomegalia
5. Onicogrifose 12. Espirros
6. Anorexia 13. Dispnéia

Outros sinais:

0. Ignorado 3. Desidratagdo

1. Ausente 4. Diarréia

2. Ictericia 5. Emese
Ectoparasitas:

() a. Ignorado ( ) d. Pulga

() b. Ausente () e. Piolho

() c. Carrapato () f. Outros
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DADOS EPIDEMIOLOGICOS:

Criacdo de outros animais no domicilio:

0. Ignorado
1. Ausente
2. Equinos

3. Suinos
4. Aves
5. outros

Outros gatos:

Outros caes:

Domicilio:
0. Ignorado 3. Area rural
1. Area urbana 4. Ocupacio de encostas
2. Area periurbana 5. Regido de matas fechadas
Ambiente do animal:
0. Ignorado 3. Vai para mata
1. Dorme dentro de casa 4. Casa e quintal
2. Dorme no quintal 5. Outros
Exames realizados:
0. Ignorado 5. Sorologia (RIFI-ELISA) Leishmania
1. Biopsia Parasitologia 6. Hemograma
2. Biopsia Micologia 7. Bioquimica
3. Biopsia Histopatologia 8. FIV/FeLV
4. Biopsia Imprint 9. Outros




Dados do proprietario:
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Nome do Proprietario:

Quantas pessoas moram na residéncia?

Quantas pessoas com leishmaniose no domicilio?

Paciente do IPEC: S() N()

Prontuario: Prontuario:

Prontuario:

Que animais apareceram feridos antes de vocé?

Quanto tempo antes? ( ) Dias ( ) Meses ( ) Anos

Como Ficaram? ( ) Bem ( ) Doentes ( ) Recolhidos ( ) Morreram

Que animais apareceram feridos depois de vocé?

Quanto tempo antes? ( ) Dias ( ) Meses ( ) Anos

Como estao? ( ) Bem ( ) Doentes ( ) Recolhidos ( ) Morreram




