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RESUMO: Virios pesquisadores tem questionado sobre o papel gue animais domésticos poderiam
estar exercendo, particufarmente como fontes de infecgBo para o homem em dreas de transimissdo parg
Leishmaniose Tegumentar Americana nas regides Sudeste ¢ Sul do Brasil, No Espirito Santo tem sido
confirmada a participagio de ciies como “reservatdrios” de L. (V) braziliensis na antiga zona de cobertu-
ra de mata atléntica, encontrando taxas de infeccfo bastante elevadas, em tormno de 17% dos cles. No
Estado de Sio Paulo, existe esta mesma preocupac#o, em relacfio 4 fontes de infeecfio representadas, pos-
sivehmente, por cdes. Neste estudo foram realizados dois inquéritos para a pesquisa de infeccio por
Leishmania em populagdes caninas em dreas de transmissio de LTA nos municipios de Ttupeva (regifio
de Jundial) e Eldorado ( regifio do Vale do Ribeira). Pela primeira vez, foi utilizado um teste intradérmi-
¢o (TIDR) com ant{geno particulado de L(V.} braziliensis e, em paralelo reacio de imunofluorescéncia
indireta (RIF1} com antigenos de L.V} braziliensis, L.{L.} chagasi e L.{L.) amazonensis. Fm Itupeva, dos
56 ches inquiridos, 10 (17,86%) foram reatives para, pelo menos, uma das reagfes, quando admitido
qualquer valor de reatividade. J4 em Fldorado, 6 (7,8%) dos 77 ciies examinados revelaram algimma rea-
tividade, porém com valores inferiores a dmm ou 1:40, respectivamente para a TIDR e RIFL. Esses resul-
tados indicam comeo bastante promissora € exegiifvel, emn condigdes de trabalho de campo, a uiilizagiio
do TIDR para triagem de infecgo natural por Leishmania (V.} braziliensis em animais domésticos sus-
peitos de alguma importincia como fonte de infecciio. Parece, também, ser pouco provéavel a participa-
¢io de cles na manutengio do parasita em Hidorado. Todavia os resultados obtidos em Itupeva reforcam
a necessidade de esclarecimento do papel dos cies na circslagio de Leishimanio. Tais resultados poderdo
ser fundamentais para a definicio de estratégias de congole,

DESCRITORES: Leishmaniose Tegumentar Americana; Leishimania {Viannia} braziliensis; reser-
vatdrios natarais; fontes de infecgfio; antigeno particulado; teste intradérmico; inquérito canino,

INTRODUCAOQ Fm sua maioria, as Leishmanioses sdo consideradas
zoonoses, sendo as espécies de Leishmania, primaria-
Sob a denominagdo de Leishmanioses cnquadram-  mente parasitas de animais silvestres e, menos fregiien-
se doengas parasitirias causadas por proiozodrios do  temente, de animais domésticos'# 3,
género Leishmania®.

* Apolado pelo PCDEN/FNS-Ministério da Saiide.
#* Secho de Parasitoses Sistémicas - Instituto Adolfo Luiz.
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No Novo Mundo, até o presente momento, pelo
menos i4 diferentes espécies de Leishmania ji foram
encontradas mfectande o homem®.

Nas Américas, as formas clinicas tegumentares cau-
sadas por tais agentes sio referidas como Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA). No Brasil, a LTA adquire
grande importincia como problema de Saide Publica,
quer pela extensa distribaicdo geografica, quer pelo cres-
cente mimero de novos casos (mais de 280.000 casos nos
tltimos 15 anos, segundo & Fundacio Nacional de Salide
{CCZAP-Coordenacio e Condrole de Zoonoses e
Animais Peconhentos/CNDS-Coordenagiio Nacional de
Dermatologia  Sanitiria/CENEPL-Centro  de  Epide-
miclogia/ DEQPE-Departamento de Operagdes), quer
pelo acentuado grau de destruicdo tecidual observado
nas lesdes cutineas ou nas mucocutdneas™.

O Estado de S&o Paulo convive com a autoctonia da
LTA desde, pelo menos, 18957 Logo cedo, em Séo
Paulo, fol reconhecida a necessidade de contato entre o
homem e o ambiente florestado para a ocorréncia da
doenga, razdo pela qual BRUMPT & PEDROSO, em
1813, propuseram a denominagdo de “Leishmaniose
Americana das Florestas™.

ApGs a primeira metade deste séeulo, diversos pes-
quisadores vem chamando a atengo para uma profunda
altera¢do no padrio epidemiolégico da LTA, particular-
mente nas regides de colonizacfio antiga, onde o ambien-
e ja se encontra extremamente alterado, com dréstica
reducdo da cobertura vegetal original™™, Nessas cir-
cunstincias verifica-se a perda do cardter ocupacional
atribuido para a LTA nos tempos das populagdes pionei-
ras no infcio do séeulo™.

Tem sido assinalado um total desconhecimento dofs)
reservatoriofs) silvestre(s) de Leishmania {Viannia) bra-
ziliensis, 0 agente ctioldgico predominante em todas
essas regides de colonizacfio antiga. Nio tem sido inco-
mum, todavia, o encontro de animais domésticos infecta-
dos pelo parasita, sendo mesmo possivel a especulacio
sobre o papel destes animais como fontes de infecgio
para ofs) flebotomineo(s) vetor{es) 1HH1123220205033 - Eyy
algumas regides endémicas do Brasil e da Venezuela, as
taxas de infecgfo em cles oscilam entre 3 ¢ 23% e, cntre
eqiitnos até 3G% 78,

Com o desenvolvimento de um “kit” constituido de
antigeno particulado de L. (V) braziliensis para a execu-
¢io de testes intradérmicos em hospedeiros vertebrados
nfo humanos™, tornou-se possivel, em Adreas endémicas,
autilizacdo de uma importante ferramenta para avaliagdes
epidemiologicas ou mesmo para diagndstico individaal.

Como parte de uma esiratégia que pretende conhe-
cer o papel desempenhado por animais domésticos,
especialmente cies, como fontes de infeccio de L. (V)
braziliensis, no presente trabalho foram realizados
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inquéritos epidemioldgicos em populagles caninas de
duas regides endémicas para LTA no Estado de Sdo
Paulo, uma no municipio de Itupeva (Bairro Guacuri), na
regido de Jundial e outra no municipio de Eldorado
(Bairro André Lopes), na regidio do Vale do Ribeira.

MATERIAL E METODOS

Regides de Estudo — 1. REGIAO DE SAUDE DE
JUNDIAT — MUNICIPIO DE ITUPEVA — BAIRRO
GUACURI. Area de recente identificacio de focos natu-
rais de transmissfio de LTA no EHstado de S3o Paulo. A
regido do planalto paulista apresenta morros com aflora-
mentos rochosos e vegetacho natural do tipo floresta
mesofila semidecidna e de reflorestamento constituido
por pinheiros e eucaliptos. O clima predominante € do
fipo mesotérmico seco. O Bairro Guacuri é caracterizado
pela predominfincia de sitios ¢ chdcaras com a presenca
permanente de caseiros e outros frabalhadores com suas
respectivas familias,

2. REGIAO DE SAUDE DE REGISTRO — VALE
DO RIBEIRA — MUNICIPIO DE ELDORADO -
BAIRRO ANDRE LOPES. Area pertencente ao chamado
limite sul da expansfo da LTA no Estado de Sio Paulo,
com focos naturais de fransmissio registrados desde
19567, Neste municipio tem sido registrados alguns dos
mais altos coeficientes de incidéncia da LTA em Séo
Paulo. O clima é guente ¢ tmido, com vegetacio natural
do tipo floresta tropical dmida de altitude, mata atléntica
tipo perenifolia higrofila, sendo que em alguns pontos a
fuxuriante vegetagio foi completamente substituida pelas
atividades agricolas. com destague para a bananicultura,
base econdmica de grande parte da regido do Vale do
Ribeira. A pluviosidade anual € elevada, sltrapassando
1.500 mm. Altitude média de 80 m acima do nivel do mar.

Populacbes caninas estudadas — Uma vez infor-
mada a populacio local sobre os objetivos dos inquéritos
propostos, foram inquiridos os animais cujos proprietd-
rios concordaram em participar do estudo.

I. Bairro Guacuri — municipio de [Itupeva -
Total de 56 cies.

2. Bairro André Lopes — municipio de Eldorado —
Total de 77 cles.

Metodologias utilizadas — Os ciies foram inguiri-
dos pela aplicagio de teste intradérmico (TIDR) e reali-
zacdo de reaciio de imunofiuorescéneia indireta (RIF).

TIDR — Este teste foi realizado pela utilizacdo de
antigeno particulado, fragio P1000GG obtida do fraciona-
mento subcelular de Leishmania (V) bruziliensis, cepa



TOLEZANO, 1.2 TANSGUCHL, H.IT; ARATIO, MLEL,; BISUGO, M.C.; CUNHA, E.A; BLIAS, CR. & LARCSA, R. - Epidemiciogia da Leishmaniose
Tegumentar Americana no Bstado de Sao Paule, Brasil. ILUtzagio de antigeno particwiado de Leishmania (Viannia) braziliensis emiaquérito canino em dreas

endémicas. Rev. Iast. Adolfo Luiz, 57 (2): 65-71, 1998,

MHOM/BR/75/M2903, preparado segundo metodologia
previamente descrita™®. Uma dose deste antigeno
P10O000 Leishmania (V) braziliensis, com 200ug de pro-
tefna em salina mertiolatada 1:10000, fot aplicada por via
intradérmica na face interna da pata posterior esquerda em
cada animal inquirido. O TIDR {foi avaliado 48h apds sua
aplicagdo, sendo registrado qualquer valor de reatividade
{enduracio) igual ou superior a 3 mm, porém foi conside-
rado positivo o teste com reago igual ou superior a S mm,
tal como proposte por MARZOCHI & BARBOSA-SAN-
TOS”. Controles positivo e negative foram representados
por hamsters experimentalmente infectados por L. (V)
braziliensis e sem infecgdo, respectivamente.

RIFI — Esta reacio foi recalizada em soro sangiii-
neo de amosira de sangue colhida simultaneamente com
a aplicacdo do TIDR de cada animal incluido nos inqué-
ritos, sendo investigada a presenca de anticorpos anti-
Leishmania com conjugado anti-lg(G de cdo, marcados
com isotiocianato de fluoresceina, As amostras de soro
foram examinadas pela RIF] em quadruplicata, cada rea-
¢do com uma diferente amostra de Leishmania, sendo
uiifizada como antigeno. Foram preparados antigenos
com cepas de L. { V) braziliensis MHOM/BR/75/M2903
¢ MHOM/BRAOYIAL-ITUPEVA, cepa de DD-8 de L.
{L.; chagasi e cepa Ph-8 de L.(L.) amazonensis. As
amostras de soro foram ensatadas em diluicBes dobradas
a partir de 1:10, sendo registrados guaisquer valores de
reatividade, porém considerados positivos aguelas amos-
tras com titulos iguais ou superiores a 1:40. Foram utili-
zadas sempre amostras controie positivas e negativas.

RESULTADOS

Uma primeira observaciio a ser registrada € a da
auséncia de lesdes ulceradas que pudessem sugerir
Leishmaniose Cuténea nos cies inquiridos por este esta-
do, apenas manchas hipocrémicas foram verificadas em
alguns animais.

Na Tabela estfo sumarizados os resultados obtidos
2o TIDR e a RIFI para as duas regiGes.

Em Ttapeva, no Bairro Guacuri, dos 50 cles, 10
{17,9%) foram reativos se considerados todos os valores
de reatividade, para qualguer dos testes imunodiagndsti-
cos. Apenas um animal apresentou, simultaneamente,
reacio de hipersensibilidade tardia (TTDR) com 10 mm
e titulo de anticorpos (RIFD) 1:20 em niveis de positivi-
dade. Um outro cfio com RIFL 1:80 foi nfio reativo ao
TIiDR.

Quando consideradoes apenas os valores de reativi-
dade igvais ov maiores que 5 mm ao TIDR e 1:40 na
RIFI, 4 (7,1%} céies puderam ser reconhecidos como po-
sitivos para uma das reacdes (75%) ou para ambas as
reacGes (25%).

No municipio de Eldorado, dos 77 ciies, apenas 2
{2,6%) foram reativos ao TIDR, ambos com enduracio
inferior a 5 mm, 4 (5,29} outros cles apresentaram rea-
tividade a RIFI, porém todos com titulos de anticorpos
menor ou igual a 1:20.

Os resultados verificados na RIFI foram 100% con-
cordantes qualquer gue tenha sido a espécie de
Leishmania wiilizada como antigeno.

TABELA - RESULTADOS DO TESTE INTRADERMICO (TIDR) COM ANTIGENO PARTICULADO DE LEISHMA-
NIA (VIANNIA) BRAZILIENSIS DA REACAQ DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFT) OBTI-
DOS NOS INQUERITOS CANINOS REALIZADOS EM AREAS DE TRANSMISSAO DE LEISHMANIO-
SE TEGUMENTAR, NOS MUNICIPIOS DE ITUPEVA (REGIAO DE JUNDIAD E ELDORADO (REGIAO
DO VALE DO RIBEIRA), NO ESTADO DE SAQ PAULO.

TESTE INTRADERMICO (TIDR)

REACAQ DE IMUNOFLUORESCENCIA

INDIRETA (RIFT)
- NAO . i NAQ
CAES REATIVOS REATIVOS REAGENTES REAGENTES
MUNICIPIO  EXAMINADOS 3.4 MM 25 MM SUBTOTAL  (sem 180 120 110
=3mm  enduracio)
ITUPEVA 56 ATN%Y 3(54%) 7(12.5%) 49(87.5%) 1 (1.8%) 1 (18%) 2 (2.6%) 52 (92.8%)
ELDORADO 77 20.6%) 0 2(26%) T5(97TA4%) 0 1(13%) 3(3.9%) 73 (94.8%)

* Um tnico ¢do mosirou reatividade simaltdnes na RIOFL e TIDR.
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DISCUSSAO

E consenso entre os Dpesquisadores que as
Leishmanioses Tegumentares devam ser consideradas,
em sug maloria, como zoonose, primariamente de ani-
mais silvestres™*?%% A primeira comprovagio cientifi-
ca, sobre o envolvimento de roedores siivestres na circu-
lacao de Leishmania em dreas endémicas para LTA se deu
em 1957, no Novo Mundo'. Hoje, sio reconbecidas mais
de 40 espécies de mamiferos silvestres, nas Américas,
come hospedeiros nfio humanes efon reservatérios natu-
rais de Leishmania, em sua grande maioria pequenos roe-
dores, edentados ¢ marsupiais, além de alguns represen-
tantes carnivoros e primatas™®. Todavia, o encontro de
animais silvestres naturalmente infectados, muitas vezes,
constituem-se em eventos raros, principalmente em dreas
de cireulac@o de L.(V)) braziliensis. Nessas regides, quan-
do slo isoladas amostras de Leishmania de animais sil-
vestres, wna vez caracterizados, sdo identificados como
representantes do subgénero Leishmania™?*.

Em nosso laboratdrio, apds examinar mais de 350
diferentes mamiferos silvestres, de diferentes regides
endémicas do Estado de Sdo Paulo, foram isoladas, ape-
nas, duas cepas de Leishmania, uma das quais em um
roedor (Akodon spy® capturado no municipio de Iguape,
no Vale do Ribeira e, mais recentemente de Proechimys
iheringi capturado no municipio de Hhabela na regigo do
Litoral Norte paulista. Estes isolados pertencem ao sub-
género Leishmania, ndo se tratando, portanto, de L. (V)
braziliensis {dados nfo pubHcados).

Por outro lado, desde o pioneiro trabalho de
PEDROSO em 1913%, a LTA vem sendo reconhecida,
diagnosticada e identificada a presenca de L. (V) brazi-
liensis em clies e, secundariamente em eqiiinos em dreas
endémicas caracterizadas por uma paisagem natural bas-
tante alterada em relagio a uma primitiva cobertura
vegefal, situagdo esta tipica de dreas de colonizagdo anti-
ga no Brasil onde este agente parasitirio € o predomi-
nante nos casos humanos da parasitose®®!#3245,

Em relaciio ao presente estudo, ressaltamos a opcéo
por considerar todos os valores de reatividade destacando
mesmo agueles entre 3-4 mm ¢ nfo apenas os majores ou
iguais a 5 mm ao TIDR, por entendermos 2 necessidade
de revisiio dos parmetros e condiges para a definicio e
valorizacio dos resultades obtidos em provas de avalia-
¢do de respostas de hipersensibilidade tipo tardia em
estudos epidemiologicos, principalmente con: hospedei-
ros nio humanos de L. (V) braziliensis ou mesmo, com
valores de reatividade na RIFI abaixo de 1:40.

Os resultados obtidos nestes inquéritos indicam gue
em Itupeva, de um total de 56 clies inquiridos, 10
{17,9%) foram reativos para, pelo menos, um dos testes
atilizados, se considerado gualquer nivel de reatividade.
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Considerada apenas a reagfio ac TIDR, foram 7 (12,5%)
0s cfies com respostas ao antigeno particulado de L. (V)
braziliensis, com variacio de 3 até 13 mm de enduracio.
Em que pese todas as ressalvas quanto a valorizacio
da reacdo de imunofluorescéneia indireta como técnica
laboratorial para investigagio prospectiva da presenca de
infecclo por Leishmania na populacio canina estudada
¢, se considerarmos apenas como “positives” 0s animais
com TIDR = 5 mm e/ou RIFI = 1:20, ainda assim teria-
mos 7,1%. Essa taxa de 7.1% deve suscitar e, alimentar
as especulacbes sobre possibilidade desses animais
domésticos exercerem algum papel na muanutencic de
focos de fransmiss@o natural uma vez que, estando per-
manentemente expostos nesse ambiente endémico em
contato com as populagdes de flebotomineos que, por
sua vez, podem ¢, também. devem cstar mantendo rela-
cionamento com a populagio humana, potencializando,
talvez, o risco de transmissiio da LTA ao homem.
Durante muito tempo, acreditava-se que caes e
outros animais domésiicos devessem ser considerados, a
exemplo do homem, vitimas ou hospedeiros acidentais
desses parasitas'™*¥, excec@io apenas, no caso da “ata”
dos Vales Andinos peruancs onde HERRER' encontrou
grande ntmero de cies naturalmenie infectados, Mais
recentemente, em viarias localidades brasileiras, altas
taxas de infecclio, alé maiores gue as peruanas, vem
sendo registradas: 10,5% na lha Grande, no Estado do
Rio de Janeiro® ¢ 16.9% em Viana, no Espfrito Santo
(informacdo pessoal de FALQUETO, 1983 citada em
AGUILAR et al®). Ressalta-se ainda, os 7% verificados
em Las Rosas, Estado de Cojedes na Venezuela®.
Nossos resaitades, dependendo dos niveis de reativi-
dade considerados para a TIDR ou para a RIFI, apontam
para taxas enire 7,1% e 17,.9% de “positividade”, para
cdes inquiridos do Bairre Guacuri, no municipio de
Itupeva, regifio do planalic em Sdo Paulo. A aparente dis-
corddncia de resultados, com casos de reatividade ao
TIDR e néo reagentes a RIFI e vice-versa jd foi apontada
por MARZOCHI & BARBOSA-SANTOS®, na tinica
experiéncia anterior de utilizagdo de antigeno particulado
de L. (V.} braziliensis — P 10000 em inguérito canino.
Os resultados obtidos no inquérito canino realizado
em PBldorado na regido do Vale do Ribeira, préximo ao
nivel do mar, revelaram uma situacio bastante diferente,
uma vez gue apenas 2 entre 77 cées (2,6%) foram reati-
vos ao TIDR, ainda assim com valores de 3 e 4 mm e, 1
{1,3%) cdo ndo reativo ao TIDR apresentou RIFI de 1:20.
Se considerarmos gue nenhum animal daqueles
inquiridos neste estudo. apresentou qualquer Jesdio uice-
vada, sugestiva de LTA, achamos licito continuar nesta
linha de investigagfo pois, talvez estejam indicando que
0 parasitismo nesses animais, por L. (V) braziliensis, se
dé com uma distribuigio dos parasitas mesmo no tegu-
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mento aparentemente sde, 0 que vem sendo objeto de
estudos ora em andamento.

Acreditamos que se animais domésticos possam fer
algum papel na manutencio de L. (V) braziliensis em
ambientes endémicos de regides de colonizagiio antiga,
“a priori”, deveremos entende-los como amplificadores
potencials da disseminacio do parasita e ndo como ver-
dadeiros reservatérios naturais. Mesmo assim, esse
padsiio, se confirmado, ndo necessariamente poderd ser
generalizado, pois em algumas regides a impossibilidade
de demonstracio de taxas siginificativas de infecgiio em
ches" deixa, ainda, a impressdo da existéncia de um ver-
dadeiro reservatdrio silvestre, “mantenedor perene” de
L. (V) braziliensis na natureza, 0 gue misteriosamente

permanece por ser demonstrado,

Acreditamos, finalmente, que na hipdtese de confir-
macio de que cies ou outros animais domésticos possam
exercer o papel de fonte de Leishmania (V.) braziliensis
para infeccio de flebotomineos ao nivel do peridomici-
lio humano, a utilizacido de procedimentos diagnosticos
simples, de baixo custo e de {dci! execugdo em campo,
tal como o TIDR desenvolvido por MARZOCHI &
BARBOSA-SANTOS® e, por nds utilizado neste estudo,
venha possibilitar condi¢Ges para o monitoramento da
circulagfio deste parasita em regides onde animais
domésticos possam ser suspeitos de parlicipagdo na
manutenciio do protozodrio na natureza.
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ABSTRACT: Many researchers have questioned about the involvement of domestic animals as
sources of infection (0 man in endemic areas of ACL in the Southeast and South region of Brazil. In the
State of BEspitito Santo, the role of dogs a3 “reservoirs” of L. (V.) braziliensis in the ancient zone cove-
ring atiantic forest was confirmed finding high rates of infection among dogs. For the State of Sdo Paulo,
we have the same concern in relation to the vertebrate source of infection, probably represented by dogs.
In this study we carried out two inguiries in order to investigate the Leishmania infection in canine
population: in Eupeva (Jundiaf region) and Eldorade (Ribeira River Valley region) cities, which are all
endemic areas. For the first time it was employed, the skin test (ST with particulated antigen of
Leishmania (V.) braziliensis was Emplayed and, indirected immunofluorescence test (IH'T) with antigens
of L. (V) braziliensis, L. (L) chagasi, and L.{L.) amazonensis used in parallel. In frupeva, from 36
inquired dogs, 10 (17,9%) were reactive for at feast one of the two tests, when accepted any value of
reactivity. In Eldorado, only 6 out 77 {7,8%) dogs revealed some reactivity. These resulis indicate to be
promising and very practical the use of ST under lield conditions for trial the natural infection of L. {V.}
braziliensis in animals suspected with any importance as source of infection. By these studies it seams
to be minor the participation of dogs in maintenance of parasite in the nature in Eldorado, but the data
observed in ltupeva strengthen the necessity of better knowledge about involvement of dogs in the
[ eishmania circulation. Probably dogs play role in different degrees of relationship with Leishmania in
different regions. We believe that such results wouid be fundamental for definition of control strategies,

Descriptors: American Cutaneous Leishimaniasis; Leishmania (Viannia) braziliensis; natural reser-
voir; source of infeclion; particuleled antigen; skin test; canine inguiries.
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