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ARTICULO ORIGINAL

Avaliacao sorologica de anticorpos para Leishmania spp.
na populacao canina em regiao de foco de leishmaniose
tegumentar americana na Lomba do Pinheiro, Porto
Alegre, Rio Grande Do Sul, Brasll

JAIRO RAMOS DE JESUS*, FLAVIOANTONIO PACHECO DE ARAUJO*,
SILVIA SPALDING***, e FATIMA TIECHER****

SEROLOGICAL EVALUATION FOR ANTIBODIES AGAINST Leishmania SPP.
IN A CANINE POPULATION FROM A TEGUMENTARY LEISHMANIOSIS
FOCUSIN LOMBA DO PINHEIRO,

PORTO ALEGRE, RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

The leishmaniosisis a parasitic disease caused by a protozoan from the genus Leishmania spp.,
wich isconsidered in expansion in Brazl. In 2002 it was notify the first autochthonous human case of
American tegumentary leishmaniasis (ATL) in a district of Porto Alegre, Sate of Rio Grande do Sul,
Brazl. Presently, 17 human cases were notified until November 2005, and there are many suspect
cases, waiting for the diagnostic confirmation, converting this Satein arisk area for the ATL. In the
urban area, the dog plays an important role, acting as a source of infection and reservoir of this
protozoan. Therefore a serological evaluation was done in 200 domicilliary dogs in a 1 km radius
from 3 autochthonous human cases that occurred at the Rincéo Road, |ocated at the region of Lomba
do Pinheiro, Porto Alegre district, Rio Grande do Sul Sate, Brazil. The Indirect immunofluorescent
reaction (IFR) was used for the serologic diagnosis of the dogs. The seroprevalence of Leishmania
spp. antibodies was 3,5% (7/200), considering that from all the positives, 6 were male individuals
and 1 was a female. Using the Fischer’s Accurate Test for the statistical analysis, it was observed a
significant association (p = 0,0484) between positives to the IFR and the gender of the animals. It
was evidenced that males are 7 times (odds-ratio = 7,624) mor e predisposed to this infection than the
females. The human presence plus the detection of Leishmania spp. antibodies in the canine
population, demonstrates that the participation of the dogs occurs in the epidemiologic cycle of this
disease in the urban focus from the Rinc&o Road.
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca causada por
protozoario digenético, pertencente a Ordem
kinetoplastida, incluidos na Familia Trypanos-
somatidae e no Género Leishnamia’. Sendo
considerada uma das principais doencas
transmitidas por vetores no mundo, no Brasil, €
considerada em expansdo, j4 que, com O
crescimento dos centros urbanos e as dificuldades
sAci0-econdmicas ndo se encontramai s confinada
as floresta e matas, ocorrendo também nas
periferias e nos centros urbanos. Surgindo, assim,
uma cadeia epidemioldgica urbana, onde os
principais fatores de risco envolvidos séo: a
grande presenca de hospedeiros silvestres e
domeésticos, diferentes espécies de flebotomineos
vetores e histérico de leishmaniose na
vizinhanga?*.

A forma tegumentar da doenca, é patologia
espectral, polimorfica de pele e mucosa que
acomete 0 homem e diversos animais, incluindo
0 cdo®. No Brasil o nimero de novos casos anuais
de leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
em humanos é estimado em 30.000 casos/ano e
até o momento existem 7 espécies respon-
sabilizadas pela LTA no Brasil: Leishmania
(Viannia) brasiliensis; L. (V.) guyanensis; L.
(V.) lainsoni; L. (V.) shawi; L. (V.) naifi; L. (V.)
lindenbergi e L. (Leishmania) amazonensis?®.

Até o0 ano de 2002, somente o Estado do Rio
Grande do Sul (RS) néo era considerado areade
risco para a doenca, porém, nesse mesmo ano
ocorreu anotificacdo do primeiro caso autdctone
de LTA em humanos, no municipio de Porto
Alegre, capital do Estado. Atuamente, jaforam
notificados 17 casos autoctones no Estado, além
de vérios casos suspeitos transformando o RS
em area de risco para a doencef. A participacdo
de animais domésticos no ciclo epidemiol 6gico
da LTA é conhecida ha muito tempo e diversos
estudos em areas endémicas demonstraram que,
tanto o jumento (Equus asinus) quanto o céo
sdo, frequentemente, encontradosinfectados pelo
agente’. No RS as acbes de controle e prevencéo
de LTA por parte da Divisdo de Vigilancia
Ambiental em Saude, incluem o fornecimento
de medicamento para LTA; capacitacdo das
regionais em epidemiologia com relagdo a
situacdo do agravo no Estado; capacitacdo de
entomologistas na captura e identificagdo dos
vetores; levantamento dafaunade flebotomineos;
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capacitacdo de médicos veterinarios da regido
metropolitana de Porto Alegre na identificagéo
deLTA emanimaisdomésticose, por fim, projeto
de estudo sobre reservatérios de Lei shmania spp.
nas éreasonde houve casosde L TA, com objetivo
de determinar os agentes envolvidos na
transmissdo desse agravo. Umavez que, segundo
a Coordenadoria Geral de Vigilancia em Salde
(CGVYS) da Secretaria Municipal da Saide de
Porto Alegre, ndo estando concluido o
mapeamento de possiveis vetores e hospedeiros,
ndo se conhece totalmente o comportamento da
doenca e o risco de transmisséo da mesma®®.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar
a soroprevaléncia de anticorpos de Leishmania
spp. na populagéo caninade umaéreade foco de
LTA, em Porto Alegre, onde ocorreram 12 casos
em humanos no periodo de 2000 a 2005.

MATERIAIS E METODOS

Descricdo da Area: A Estrada do RincZo,
local escolhido para o presente estudo por
apresentar pelo menos 5 casos confirmados dos
12 ocorridos na regido; entre 2000 e 2005, fica
na divisa dos Bairros Lomba do Pinheiro,
Restinga e Belém Novo. Bairros situados na
regido sudeste do municipio de Porto Alegre,
capital do RS. AshabitagBesdolocal selocalizam
nas encostas de morros circundadas por
resquicios de mata nativa ou em éreas de mata
nativa desmatada paraarealizacdo daagricultura
de pequeno porte. A regido tem, além das
pequenas lavouras, a criacdo de suinos como
fonte de renda, e por ser uma &rea de periferia, €
normal a presenca de lixes a céu aberto e um
grande nimero de caes errantes, provenientes do
abandono ou/e da reprodugdo descontrolada.

Delimitagdo da Area de Estudo: Foram
selecionados por conveniéncia 3 casos humanos,
dosregistrados naEstradado Rincéo, e conforme
recomendacdo daFUNASA em 1996 com relagéo
asurtos de leishmaniose, realizada a delimitacéo
de 1 raiode 1l km apartir de cada 1 dos 3 casos.
Os 3 raios de acéo cobriam uma distancia de 4
km e umavez delimitado o perimetro detrabal ho,
todas as residéncias dentro deste foram visitadas
e 0s moradores que possuiam caes domiciliados,
convidados a participarem, voluntariamente, do
estudo.

Coleta de Material e Exame dos Animais:
No periodo de marco a abril de 2005, foram
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coletadas 200 amostras de sangue provenientes
de animais (109 fémeas e 91 machos)
domiciliados dentro do perimetro de trabalho,
previamente tragado. A coleta de sangue foi
realizada por puncédo das veias Jugular ou
Cefalica, aposassepsiaprevia, utilizando seringa
de 3 ml com agulhas hipodérmicas calibre 0,7
mm x 25mm. O volume total das amostras
coletadas variava entre 1 a 2 ml. Ap6s a coleta,
0s animais eram clinicamente inspecionados
gquanto a presenca de lesdes compativeis com
LTA, tendo em vistaque, em &reas endémicas, a
porcentagem de cdes assintomaticos €
consideravel. Adotou-se como Unico critério de
selecdo, o fato dos cées independentes de
sintomatol ogiaclinica, serem domiciliadosdentro
do perimetro de trabalho. A participacdo dos
cédes no estudo foi garantida mediante a
assinatura, pelos proprietarios, do termo de
consentimento informado, esclarecendo sobre a
doenca e os objetivos do trabalho, o qual foi
aprovado pelo Comité de Pesquisa e pela
Comissfo de Etica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria
(UFRGS/FAVET).

As amostras de sangue eram colocadas em
tubos de ensaio sem anti-coagulante,
identificados com o nome do animal doador e
armazenados em bolsas térmicas com gelo em
gel para, posteriormente, serem centrifugadas e
0s soros, armazenados em flaconetes, congel ados
a - 20 °C até a redlizacdo da IFl. Todas as
informacdes de identificacdo dos animais (sexo,
raca, idade, pelagem), assim como dos seus
proprietarios, foram anotadas em planilhas para
controle dos resultados e para posterior repasse
de informacdes.

Imunofluorescéncia Indireta para leish-
maniose Tegumentar Canina: O teste de
Imunofluorescéncia Indireta (IFl) usado para o
estudo foi cedido pelo setor de reativos do
BioManguinhos, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro. O “Kit” continha: 4 frascos de antigeno
de Leishmania; 1 frasco de glicerinatamponada;
1 frasco de Azul de Evans; 1frasco de conjugado
anti-cdo-FITC; 4 caixas de laminas pra IFl e
manual de instrucdes. O antigeno utilizado eram
as formas promastigotas da espécie L.(V.)
brasiliensis. Os soros testados foram diluidos
emrazdo 2, nasdilui¢cdes 1:40 e 1:80, os controles
negativo e positivo foram diluidos em 1:40, sendo
0 controle positivo, obtido de c&es positivos para

LTA, cordialmente cedidos pelo Laboratorio de
Protozoologia da Fundagdo Oswaldo Cruz. A
diluic&o de 1:40 foi adotada como ponto de corte
doteste, sendo considerados positivos, soroscom
fluorescénciamaior ouigual a1:40. A confeccéo
das laminas, titulacdo dos soros controles e
leituras das amostras foram realizadas no
Laboratério de Parasitologia da Fundagéo
Estadual de Producdo e Pesquisa em Salde
(FEPPS), Instituto de Pesquisas Biol gicas (IPB),
Laboratdrio Central do Estado do Rio Grande do
Sul (LACEN/RS).

Andlise Estatistica: Para andise estatistica
foram utilizados o Teste do Qui-quadrado e o
Teste Exato de Fisher, atravésdo uso do programa
deandlisesestatisticasInstat®. Asandlisesforam
realizadasrelacionando apositividade nalFl com
0 sexo, araga e aidade dos animais.

RESULTADOS

Apresentaram positividade para anticorpos
de Leishmania spp. 7 das 200 amostras de soros
analisados, evidenciando soroprevaléncia de
3,5%. Nenhum dos animais participantes do
estudo apresentou lesdes compativeis ou
sugestivas de LTA e somente 1 cdo era
domiciliado junto a caso humano da doenga e
outro em umadistanciamenor do que 200 metros
da residéncia de outro caso. Os 5 restantes,
embora domiciliados dentro do perimetro de
trabalho, ndo estavam diretamente relacionados
as residéncias dos casos humanos ocorridos na
regido. Com relacéo atitulacdo apresentada pelas
amostras positivas, 5 apresentaram reatividade
apenas na diluicdo de 1:40 e somente 2 reagiram
nas diluigdes de 1:40 e 1:80.

Dentre as amostras positivas, 6 eram
provenientes de caninos machos e 1 de uma
fémea. Com relagdo aidade, 3 soros pertenciam
aanimais com 2 anos de idade, 1 soro aum com
10 anos, 2 a cdes com 6 anos e 1 amostra a um
animal de 4 anos deidade. Com relagdo araca, 5
dos positivos ndo apresentavam raca definida
(S.R.D) e 2 eram da raca Pastor Aleméo (P.A).
Na tabela abaixo podemos visualizar os dados
descritos reunidos. Tabela 1.

O Teste do Qui-quadrado foi utilizado para
verificar a existéncia de associagdo significativa
entre aidade (em meses) e apositividade na I Fl.
Para isso, 0s 200 animais foram divididos em 4
grupos distintos pela idade em meses (0-24; 25-
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Tabela 1. Demonstrativo entre as car acter isticas (Idade em Anos; Sexo e Raga) e a
positividade na | Fl para L eishmaniose Tegumentar Canina, no periodo de mar¢o de 2005

Amostras Positivas Diluicéo Idade Sexo Raca
4 1:80 2 M SR.D
28 1:40 10 M SR.D
86 1:80 4 M P.A
88 1:40 6 M P.A
169 1:40 2 F S.R.D
173 1:40 2 M S.R.D
184 1:40 6 M S.R.D

48; 49-72; mais de 72), com um p = 0,7079;
observou-se ndo haver associacéo significativa
entre idade e positividade. O Teste Exato de
Fisher foi aplicado na busca de associacéo
significativa entre a positividade na IFl e araca
dos animais, sendo estes divididos em 2 grupos
denominados Sem Raga Definida (S.R.D) e Com
Raca Definida (C.R.D). Com um p = 0,7045,
nédo foi encontrado associagdo significativaentre
esses parametros. O mesmo teste foi utilizado
para analise da relagéo entre a positividade e o
sexo dos caes participantes, com um p = 0,0484,
houve associacdo significativa entre as carac-
teristicas, onde se observou uma predisposicao 7
vezes maior (odds-ratio = 7,624) dos machos a
infeccdo.

DISCUSAO

Grande parte dos estudos envol vendo técnicas
soroldgicasincluem alFl, sendo essa, assim como
0 ELISA, técnica com alta sensibilidade para o
diagnostico de anticorpos de Leishmania spp®**.
As sorologias detectam a maioria dos cées
sintométi cos e grande parte dos assintomaticos e
a pesquisa de anticorpos em &reas endémicas
vem sendo realizada com IFl e titulos
significativos tem sido encontrados em caes com
ou sem sinais clinicos®*2.

Com relacdo a soroprevaléncia encontrada
de 3,5%, estudos tém demonstrado variagdo nos
resultados. Pesquisa de anticorpos na popul acéo
caninaem area endémicano Paranarevelou uma
soroprevaléncia de 18,2% de anticorpos para
Leishmania em uma populagdo de 132 cées
investigados'>. Em outro estudo, agora em
municipio endémico paraL TA no Rio de Janeiro,
foi observada a soroprevaléncia de 8,9% em 98
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cées de area endémica sub-urbanizada e 39,4%
em 40 animais estudados, em area endémica
rural®®. Na Grécia, pesquisa realizada com cées
sem sinais clinicos, domiciliados em area
endémica, evidenciou 12,3% de positividade para
anticorpos de Leishmania spp., em uma
populacdo de 73 caes, através da | FI®. Naregido
Sul, no estado do Parand, em uma populagao de
159 cées foi observada uma prevaléncia de
anticorpos de 4,4%*. Todos os estudos acima
citados utilizaram ponto de corte na dilui¢do de
1:40.

Embora as soroprevaléncias citadas sgjam
maiores do que a do presente trabalho,
acreditamos ser a soroprevaléncia de 3,5%
bastante significativa, pois & comum que ostestes
soroldgicos apresentem algumas falhas na
deteccdo de animais infectados no periodo pré-
patente e antes da soroconversdo, assim como
dos soropositivos que negativam, mas
permanecem infectados trazendo dados
subestimados para os estudos epidemiol gicos
de soroprevaléncia®. Além de ser verificado que
caes com sorologia reagente muitas vezes ndo
apresentam sinais clinicos, atuando, no entanto,
como bons reservatérios, com grande poder de
infectar o vetor da doenca®.

Com relacéo aos valores proximos ao ponto
de corte que foram encontrados na maioria das
amostras positivas no nosso estudo, essesjaforam
observados por outros pesqui sadores que em seus
estudos encontraram reatividade sorol6gica nas
diluicdesde 1:40 e 1:80 namaioriadas sorologias
realizadas'*?®, E fato consumado que valores
sorol 6gicos estdo intimamente rel acionados com
a forma de LTA envolvida, a gravidade e o
ndmero de lesdes encontradas, ocorrendo titulos
maiores em casos de envolvimento mucoso e de



Leishmaniosis. na populacdo canina do Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil - J. R. de Jesus et al.

lesdes multiplas com grande comprometimento
cutaneo®.

Outrainformac&o consideradaimportante €0
fato de que apenas 1 céo sorol ogicamente positivo
era domiciliado junto a caso humano de LTA e
outro em umadisténciamenor do que 200 metros
daresidéncia de outro caso. Os outros 5 animais
positivos sdo domiciliados dentro do raio de 1
Km dos casos humanos, porém, ndo em
residéncias onde a doenca ocorreu em humanos.
Esses dados nos levam a pensar que no foco de
LTA naregido da Lomba do Pinheiro, Estrada
do Rincdo, o cdo ainda ndo tenha o papel de
principal fonte de infecgdo para humanos, néo
fazendo a ligagc&o entre o foco silvestre
(zoonético) e o urbano (antropondtico), nao
vinculando a infeccdo no peri e intra-domicilio.
Nesse caso, devido a proximidade dasresidéncias
com amatanativa, tanto 0s caes quanto as pessoas
estariam seinfectando a partir dapicadado inseto
vetor que tém como reservatoério vertebrado, um
outroanimal, provavelmente silvestre, responsavel
pelainfeccéo do vetor e manutengdo do foco da
doenca. Desse modo, o cdo tem participacéo
secundariano ciclo silvestre que ocorre naregiao,
porém fica a pergunta, de por quanto tempo o
cd0 alnda permanecerianesse papel, pois é sabido
gue 0 mesmo apresenta potencial para se tornar
a principal fonte de infecgdo no meio urbano e
tem sido assim responsabilizado’.

RESUMO

Através da realizacdo do estudo podemos
concluir que 3,5% dos caes estudados
apresentaram positividade na IFl; a soro-
positividade baixaassociadaao fato deosanimais
positivos terem sido assintomaticos, néo
descartam o seu papel como fonte de infecgéo e
potencial risco a salde publica. Assim sendo, 0s
resultados encontrados evidenciam a possi-
bilidade da existéncia do protozoario na
populacdo caninadaregido, tornando necessarias
novas pesquisas, utilizando técnicas diagnosticas
mais sensiveis, paracomprovacao dos resultados
obtidos.
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