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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma importante zoonose que envolve secundariamente o homem. O objetivo
deste trabalho foi o de investigar a prevaléncia de anticorpos IgG anti-Leishmania
amazonensis em cies das zonas urbana, periurbana e rural nos municipios de Uberlandia e
Araguari-MG, utilizando-se o teste imunoenzimatico (ELISA). Foram analisadas amostras de
soros de 169 cées, sendo 27 (16%) da zona urbana, 69 (41%) da zona periurbana, 46 (27%) da
zona rural de Uberlandia e 27 soros (16%) provenientes do municipio de Araguari, MG.
Nossos resultados demonstraram uma soroprevaléncia de cerca de 22%, sendo que na zona
rural esta prevaléncia chegou a 37% dos cdes examinados. Os resultados deste trabalho
demonstram que a leishmaniose tegumentar ainda é uma doen¢a ativa na regido de
Uberlandia, sugerindo a necessidade de melhor controle sanitirio e planejamento ambiental

para evitar que a doenga se espalhe nas zonas urbana e periurbana da regido estudada.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose tegumentar, cées, sorodiagnostico
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INTRODUCAQO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa,
causada por protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e mucosas'*. Leishmania sio
tripanossomatideos dimorficos (amastigota e promastigota) que, em sua forma amastigota,
parasitam mamiferos, inclusive o homem?®*. A doenga é caracterizada pelo polimorfismo lesional,
comprometendo a pele, comumente manifestando-se como uma lesdo ulcerada, unica ou
multipla, medindo entre 3 a 12 cm de diametro, com bordas elevadas, base granulosa e sangrante,
freqiientemente associada a infecgao bacteriana secundaria®. O periodo de incubagdo da doenga é
em média dois meses, podendo variar de duas semanas a dois anos'’.

A LTA é uma zoonose que envolve secundariamente o homem. Geralmente esta associada
ao desequilibrio ambiental ocasionado pelos desmatamentos, sendo também encontrada em areas
de colonizagdo antiga, onde cdes, equinos e roedores presentes funcionam como reservatorios do
agente etiolégico’. A doenga distribui-se amplamente no continente americano, estendendo-se
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil tem sido notificada em todos
os estados, constituindo, portanto, uma das afecgdes dermatologicas que merece maior atengao,
devido & magnitude da doenga, bem como pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode
produzir no homem'”.

Pedroso (1913) e Brumpt e Pedroso (1913), foram os primeiros a observarem a
participagio de cdes no ciclo epidemiologico da LTA no Brasil. Desde entdo, varios autores

confirmaram casos de leishmaniose canina, assim como regides endémicas em todo o

, 4,7,8,10,11,19.22

pais

Barbosa Santos ef al. (1998), ao realizarem estudos em populagdo canina do estado do Rio

de Janeiro, detectaram a prevaléncia da infec¢do por LTA, avaliada pelo teste cutineo e pela
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imunofluorescéncia indireta, em 40,5% e 25,5%, respectivamente. Demonstraram ainda que a
utilizagdo de ambas as reagdes, cutanea e sorologica, sdo Gteis como instrumento de diagndstico
epidemiologico em areas endémicas.

Ap6s um surto de LTA humana, ocorrido em 1987-1988 na regido do Tridngulo Mineiro e
Alto Paranaiba, em Minas Gerais, Afonso-Cardoso ez al. (1989) demonstraram, através da reagdo
de imunofluorescéncia indireta, que 22,52% dos 111 cdes foram soro-reagentes para Leishmania.
Sendo assim, comprovaram que a infecgdo canina € ativa na regido, reforgando a importancia do
cdo como reservatorio, o qual contribui para a disseminag¢do e formagio de novos focos da
endemia humana. Em outro relato, Maywald (1995) demonstrou a presenca de 4,8% e 5,6% de
soro-reagentes em 230 e 89 cies examinados dos municipios de Uberlandia — MG e Coromandel
— MG, respectivamente.

Por se tratar de uma doenga endémica na regido e, visto que a ocorréncia de casos
humanos autoctones foram constatados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia no ano de 2002, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a presenga de anticorpos
IgG anti-Leishmania em cies capturados aleatoriamente nas zonas urbana, periurbana e rural do

municipio de Uberlandia — MG e no municipio de Araguari — MG.
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MATERIAL E METODOS

Obtengio dos soros caninos

As amostras de sangue dos cdes foram coletadas, por pungdo venosa, com consentimento
do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlindia, Associagdo Protetora dos
Animais, Centro Regional de Controle de Zoonoses e de residentes da zona rural. Foram
analisadas 169 amostras de soros de cies, sendo 27 (15.98%) da zona urbana, 69 (40.82%) da
zona periurbana, 46 (27.22%) da zona rural do municipio de Uberlandia — MG e 27 (15.98%) do
municipio de Araguari — MG (Centro de Controle de Zoonoses). Os soros foram devidamente

identificados e armazenados a —20° C até o momento do uso.

Preparacdo do antigeno

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (Cepa IFLA/BR69/PH8) foram obtidas
de cultura axénica em meio BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF, Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg. MD), 2 mM de L-glutamina (Sigma
Chemical Company St. Lois, MO), 0,1 mM de aminoacidos nao essenciais (Sigma), 100 ug/mi
de estreptomicina sulfatada (Sigma) e 5x10° M de 2-mercaptoetanol (Sigma), na fase
estacionaria. Os parasitos foram lavados trés vezes por centrifugagio (Eppenndorf Centrifuge
5804R), a 2.200 x g a 4°C, por 15 minutos, em solugdo salina balanceada de Hank’s —HBSS (4 g
de NaCl, 100 mg de CaCl,, 200 mg de KCI, 50 mg de KH,POy4, 635 mg de bicarbonato de sodio e
1 g de glicose por 1000 ml de H,0), estéril por filtragdo em membrana com poro 0,22 pm. Apos
a ultima centrifugagdo, o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de HBSS. Para a fixa¢do dos

parasitos, adicionou-se 100 pl de suspensio a 1 ml de formalina tamponada com fosfato 0,01 M,
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pH 7,2 (PBS-formol) e incubou-se por 72 horas em agitagio lenta a2 4° C. Em seguida, os
parasitos foram lavados trés vezes em agua deionizada por centrifugagdo a 2200xg,a4°C. O
sedimento foi ressuspenso em agua deionizada e 2 concentracio foi ajustada para 10°

promastigotas/ml.

Analise soroldgica

ELISA Indireto (Reagio Imunoenzimitica para deteccio de Anticorpos):

Placas de poliestireno (Coming) foram sensibilizadas com 50 ul de antigeno de L.
amazonensis na concentragio de 10° promastigotas/ml em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06 M,
pH 9,6, por 18 horas a 37°C, e conservadas a 4° C até sua utilizagdo. Para analise das amostras, as
placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). As amostras de soro,
diluidas 1:40 em PBS-T contendo 5% de leite desnatado desidratado (Nestlé) — PBS-TM, foram
adicionadas as placas (50 ul/pogo) e incubadas a 37° C por 45 minutos. Apoés seis lavagens com
PBS-T, o conjugado imunoenzimatico, constituido de proteina A ligada a peroxidase (Sigma), foi
adicionado na diluigdo de 1:5000 em PBS-TM (50 ul/pogo) e incubado a 37°C por 45 minutos.
Apés lavagens, como anteriormente descrito, a reatividade foi determinada pela adigdo de
substrato enzimatico peroxido de hidrogénio a 0,03% em tampdo citrato-fosfato (0,1 M, pH 5,0),
contendo ortofenileno-diamina (OPD, Sigma). Apos 15 minutos em ciAmara escura a reagio foi
interrompida pela adi¢do de H:SOs2 Nea leitura efetuada em fotocolorimetro (Flow Titertek®

Multiskan PLUS), em comprimento de onda de 492 nm.



Analise estatistica

Para relacionar a positividade das amostras no teste de ELISA indireto, o corte da reagdo
(cutofY) foi determinado pela média dos padrdes negativos adicionados de cinco desvios padres.
Todos os soros com resultado acima do valor determinado foram considerados positivos. O
indice ELISA foi determinado pela densidade optica das amostras dividida pelo cutoff. As
freqiiéncias dos soros positivos e negativos foram calculadas, relacionado-os principalmente com

a procedéncia dos animais.

RESULTADOS

Os resultados da reagdo de ELISA indireto para LTA canina mostraram que 21.89% dos
169 cdes estudados foram positivos para a pesquisa de anticorpos IgG anti-Leishmania
amazonensis (Figura 1). No municipio de Uberlandia — MG, foram detectados 31 (21.83%) caes
positivos, num total de 142 testados, e, dos 27 cées do municipio de Araguari — MG, 6 (22,22%)

foram soro-reagentes para Leishmania amazonensis (Figura 2).

DISCUSSAO

No Brasil, a participagdo do cio no ciclo de transmissdo da LTA ¢ conhecida desde o
inicio do século, quando Pedroso (1913) associou as lesdes encontradas no focinho de dois caes
com aquelas existentes nos casos de leishmaniose humana. Brumpt e Pedroso (1913)

confirmaram cinco casos da doenga em cdes, mas os animais foram considerados como
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hospedeiros acidentais’, assim como os humanos, admitindo-se o conceito classico de
transmissdo silvestre, cuja infec¢iio ocorria devido ao contato com florestas.

A partir da década de 70, investigagdes nos Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais, tem demonstrado a nitida relagdo entre cdes parasitados e a infecgdo humana, assim como
a aparente auséncia de reservatorios silvestres em areas endémicas da doenga2’9’13’14’16’23’26. 0
acelerado processo de devastagdo a que estdo submetidas as matas primarias, a migragdo de
animais sinantropicos infectados e a procriagao de flebotomineos sdo fatores ecologicos que
podem contribuir para a modificacdo da epidemiologia da LTA!, sugerindo o cdo como elo
essencial para sua disseminagao.

Falqueto et al. (1986) investigaram a ocorréncia da infec¢do natural por Leishmania em
32 cies, dos 186 estudados, em area endémica de LTA no municipio de Viana — ES. Em Nova
Iguagu — RJ, Oliveira-Neto et al.(1988) fizeram o levantamento da doenga humana e da infecgio
em animais domésticos, sendo encontrado oito soro-reagentes, dos 25 cies examinados.
Constataram ainda que trés cdes pertenciam a familias em que pelo menos um membro tinha a
doenga.

Apés um surto ocorrido em 1987-1988 nos municipios de Uberlandia e Indianopolis'>,
Afonso-Cardoso ef al. (1989) realizaram uma avalia¢ao soroepidemiologica da LTA em 111 cées
domésticos, no qual obtiveram 22,52% de soro-reagentes, através do teste de eluatos sanguineos
pela RIFL Posteriormente, utilizando a mesma metodologia, Maywald et al. (1993) obtiveram
8.4% de cies positivos no municipio de Uberlandia — MG, confirmando que a infecgdo canina
estava ativa na regido. Em 1994, outro estudo foi realizado, desta vez pelo teste de
imunofluorescéncia indireta em soros de cies procedentes de zonas rurais e urbanas do municipio
de Uberlandia — MG e de areas urbanas do municipio de Coromandel - MG. Neste trabalho,

Maywald (1995), demonstrou a positividade de 4,8% em um total de 230 soros pesquisados.
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No presente estudo analisamos a presenga de LTA nas zonas urbana, periurbana e rural do
municipio de Uberlandia e também do municipio de Araguari, utilizando a reagdo de ELISA
indireto. Encontramos prevaléncia de 71 89% entre os 169 cies estudados, semelhante aquela
porcentagem encontrada por Afonso Cardoso ef al. (1989). Ao compararmos com 08 resultados
obtidos no inquérito canino realizado na mesma area por Maywald (1995), apesar das diferengas
metodolodgicas, observamos que ocorreu um aumento da soroprevaléncia de 4.8% para 21 .89%,
sugerindo aumento da infecgdo nos ltimos oito anos. Esta alta pode ser devido a diversos
fatores, incluindo a construgao de represas de usinas hidroelétricas, as quais alteram ©
ecossistema, podendo aumentar a infecgdo dos cdes, principalmente da zona rural, onde
observamos a maior taxa de infecgdo.

Houve também aumento dos casos notificados em seres humanos, segundo a Vigilancia
Epidemiologica da Secretaria Municipal de Saude (Prefeitura Municipal de Uberlandia — MG),
que registrou dois casos em 2001 e 26 em 2002, demonstrando que a leishmaniose tegumentar
americana continua em atividade na regido, com aumento significativo dos casos humanos.
Segundo a Vigildncia Epidemiologica, no més de janeiro de 2003 ja foram notificados quatro
casos da doenga no municipio.

E importante ressalvar que, nas Zoonoses, o homem nio é o elo necessario a transmissao,
porém, a partir de focos epizodticos e de modificagoes ambientais das reservas florestais, como
ocorre nas construcdes de represas, pode-se promover mecanismos eco-biologicos capazes de
agravar o risco da transmissio do agente, pela domiciliagdo das fontes de infec¢do e manuteng@o
da endemia sem necessidade de reservatorios silvestres'’, podendo o cdo representar uma
importante fonte de infec¢ao.

Os resultados do presente trabalho mostram que houve aumento de cies soro-reagentes na

regiio de Uberldndia, o que pode representar um importante elo com o aumento dos casos
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humanos que tém sido observados. Medidas sanitarias serio necessarias para melhorar o controle
de focos, além de melhores planejamentos ambientais para evitar que a doenga saia do ciclo

silvestre, invadindo o perimetro urbano.



Figura 1 - Positividade do teste demonstrada pelo Indice ELISA.
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Figura 2 — Resultados de detecgdo de anticorpos IgG anti

ELISA indireto em caes provenientes dos municipios de Uberlandia e Araguan — MG
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Além dos trabalhos originais, cada fasciculo pode apresentar comunicagdes, relatorios
preliminares de pesquisa, relatorios técnicos, artigos de revisao, correspondéncia e outros
trabalhos de pesquisadores brasileiros e internacionais. A revista também publica resumos de
livros lancados recentemente e enviados para a revista por seus autores ou pela editora, como
também relatorios de eventos.

A Comissio Editorial da revista, assim como especialistas brasileiros e internacionais
analisam criticamente cada manuscrito de forma rigorosa, com o objetivo de manter o alto

padrdo da publicagéo.

Forma e preparagdo de manuscritos
Os trabalhos, escritos em inglés, devem ser enviados ao Editor, Revista do Instituto

de Medicina Tropical de Sdo Paulo, no enderego abaixo.
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Os trabalhos sdo aceitos no entendimento de que ndo estao sendo publicados em outro
lugar. Duas copias de cada trabalho devem ser submetidas para avaliagdo, digitadas em
apenas um lado do papel (33 x 24 cm ou 28 x 21 cm), com espago duplo e margens. Os
trabalhos devem conter os nomes dos autores, lugar de trabalho, enderego para
correspondéncia e titulo completo.

Visando a indexagdo dos trabalhos, devem ser indicadas palavras-chave. Os autores
devem manter uma copia do texto, tabelas e ilustragdes, uma vez que 0 editor ndo pode se

responsabilizar por eventuais danos ou pela perda de manuscritos.

Artigos originais

O texto deve ser precedido por um resumo de até 200 palavras, e apresentar as
seguintes se¢des: Introdugdo, Material € Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos e
Referéncias. Todos os artigos devem apresentar resumos em inglés e em portugués. As
paginas devem ser numeradas consecutivamente em algarismos arabicos; as tabelas e as
legendas das ilustragdes, incluindo as ampliagdes, devem ser apresentadas em folhas
separadas.

As tabelas e ilustragdes devem ser mencionadas no texto, assim como deve ser
indicada sua posigdo aproximada a margem do texto. As tabelas devem ser numeradas,
digitadas em espago duplo, cada uma em uma folha separada, e apresentar titulos especificos
e breves. Desenhos, assim como fotografias, fotomicrografias, micrografias etc., devem ser
planejadas para corresponder ao tamanho de uma ou duas colunas de texto.

Todas as ilustragdes devem ser apresentadas em duplicata, sem molduras, contendo o
nome do autor, nimero da ilustrag@o e a posi¢ao correspondente no texto marcados a lapis no
verso. Diagramas e desenhos devem ser apresentados no original ou impressos em papel

brilhante.
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Fotografias coloridas serdo aceitas somente em circunstancias especiais, sendo que o
autor sera convidado a contribuir com os custos de reprodugio.

A lista de referéncias, incluindo apenas as que realmente foram mencionadas no texto
ou nas tabelas, deve ser ordenada alfabeticamente e numerada consecutivamente com
algarismos arabicos. A citagdo da referéncia no texto deve se reportar a esses numeros, €
apenas excepcionalmente ao autor e ano. A apresentagio deve seguir as seguintes
especificagdes:

Artigos em revistas

Sobrenomes e iniciais de todos os autores, titulo completo, titulo da revista, volume, primeira

e ultima paginas e ano de publicagio.

Livros

Sobrenomes e iniciais de todos os autores ou editores, titulo completo, lugar de publicagdo,
editora e ano. Capitulo e paginas citadas. Quando varios trabalhos publicados no mesmo ano
pelo mesmo autor ou grupo de autores forem citados, eles devem ser diferenciados através de

letras a, b, c.

© 2001 Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470
05403-000 Sao Paulo, SP - Brasil

Tel. e Fax: (55 11) 3062-2174



'S0ttt ettt e et



