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Comunicacao/Communication

Leishmania (Leishmania) infantum chagasi em canideos silvestres
mantidos em cativeiro, no Estado de Mato Grosso

Leishmania (Leishmania) infantum chagasi in wild canids kept in captivity in the State of Mato

Grosso
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RESUMO

Introdugado: Leishmaniose visceral é uma zoonose que acomete diversos
mamiferos tendo os canideos domésticos como principais reservatérios em
ambiente urbano. A presente nota descreve a infec¢ao de canideos silvestres
por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi mantidos em cativeiro no
Estado de Mato Grosso, Brasil. Métodos: De seis raposas (Cerdocyon
thous) e um cachorro vinagre (Spheotos venaticus), foram coletadas amostras
de pele, medula dssea e linfonodo para deteccdo e caracterizagao de
Leishmania sp pela técnica de PCR-RFLP. Resultados: Todos as animais
pesquisados apresentaram-se positivos para Leishmania (L.) infantum chagasi.
Conclusdes: Destaca-se a importancia de monitoramento adequado dos
mesmos, além do maior controle desta enfermidade ja que estes animais
estdo em ambientes de recreacio publica.

Palavras-chaves: Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. Mamiferos
silvestres. Mato Grosso.

ABSTRACT

Introduction: Visceral leishmaniasis is a zoonosis that affects many mammals,
and domestic canids are the main reservoirs in urban environments. This note
describes infection by Leishmania (Leishmania) infantum chagasiamong wild
canids kept in captivity in the State of Mato Grosso, Brazil. Methods: Skin,
bone marrow and lymph node samples were collected from six crab-eating
foxes (Cerdocyon thous) and one bush dog (Spheotos venaticus), in order to
detect and characterize Leishmania using the PCR-RFLP technique. Results:
All the animals studied were positive for Leishmania (L.) infantum chagasi.
Conclusions: This study highlights the importance of adequate monitoring
of these animals, as well as greater control of this disease, given that these
animals are in a public recreation environment.

Key-words: Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. Wild mammals.
Mato Grosso.
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Leishmaniose visceral é uma zoonose em crescente expansao no
Brasil, causada pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, tendo
0 cao como principal reservatorio em ambiente urbano’, mantendo
o ciclo de transmissao nesses locais. Esta enfermidade é transmitida
pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis e L. cruzi®.

Diversos mamiferos podem se infectar por Leishmania sp?;
entretanto, ndo sdao usualmente responsdveis pela transmissdo
ao homem®*. No Brasil, dos canideos silvestres, somente a raposa
(Cerdocyon thous) é considerada reservatério natural daleishmaniose
visceral®. Todavia, diversas espécies j4 foram relatadas com infecgao,
como lobo guard (Chysocyon brachyurus), raposa-do-campo
(Lycalopex vetulus) e cachorro-vinagre (Spheotos venaticus), além
de outros mamiferos como o marsupial Didelphis albiventris e
D. marsupialis®.

Nesta comunicag¢ao, descreve-se a infeccio de canideos silvestres,
Cerdocyon thous e Spheotos venaticus por Leishmania (L.) i. chagasi
mantidos em zooldgico da Universidade Federal de Mato Grosso,
Estado de Mato Grosso, Brasil.

Na pesquisa, avaliou-se a ocorréncia de leishmaniose em
seis raposas, sendo dois machos e quatro fémeas, adultos e
um cachorro vinagre, fémea, adulta, oriundos do zooldgico da
Universidade Federal de Mato Grosso, sendo o estudo aprovado
pelo sistema SISBIO/IBAMA ne. 11064-1. Dos animais coletados,
uma raposa fémea apresentava alteragdes clinicas compativeis
com leishmaniose visceral como dermatite furfuricea, uveite,
onicogrifose, emagrecimento, hepatoesplenomegalia e o cachorro
vinagre apresentava alopecia nos membros, regiao da face e
periocular, onicogrifose e conjuntivite.

Para a andlise da infec¢do por Leishmania sp, procedeu-se a
coleta de pele, aspirado de medula 6ssea e linfonodo popliteo. Apos
contengao fisica com pucd e imobilizacio quimica, utilizando-se o
farmaco tiletamina-zolazepan na dose de 6mg/kg, os fragmentos
cutdneos foram obtidos da orelha através de bidpsia incisional,
apds prévia assepsia local. As amostras de medula 6ssea das raposas
foram obtidas do processo xiféide do esterno. Do cachorro-vinagre,
aamostra foi obtida da crista iliaca. Os aspirados ganglionares foram
obtidos dos linfonodos popliteos. As amostras coletadas foram
acondicionadas em microtubos sob refrigeragio e encaminhadas
ao Laboratério de Biologia Molecular do HOVET-UFMT, sendo
mantidas a -20°C, até o processamento.
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Para extragdo de DNA, as amostras foram processadas de acordo
com Andrade e cols’. Sucintamente, as amostras foram colocadas em
tampao de lise contendo 10mM Tris-HCI, pH 8.0; 25mM EDTA;
100mM NaCl; 0.5% SDS e 100pg/ml de proteinase K, e incubadas
a 56°C, até completa lise celular. Os aspirados de medula dssea,
linfonodo e fragmento de pele foram incubados por cerca de 12-18
horas. A seguir, utilizou-se o método fenol-cloroférmio e precipitagao
por isopropanol. Apds lavagem com etanol 70%, por 10 minutos, a
10,000g, o DNA foi ressuspendido em dgua ultrapura. A qualidade
e integridade do DNA foram observadas em gel de agarose.

A reagido em cadeia pela polimerase foi realizada utilizando os
primers 150 (sense) S-GGG(G/T)AGGGGCGITCT(C/G)CGAA-
3’ e 152 (antissense) 5’ (C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T)
TIACACCAACCCC-3’ que amplificam um fragmento de 120pb de
uma regido conservada do minicirculo kDNA de todas as espécies
de Leishmania'. O produto de amplificagdo foi fracionado por
eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo e
analisado em transluminador (UV-300nm).

Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) mkDNA foi realizado de acordo com Andrade e cols’.
Cinco microlitros do produto da amplificagao foram digeridos por 1U
da enzima Haelll, durante 3 horas a 37°C. Fragmentos de restrigao
foram separados em gel de poliacrilamida a 10% corado com brometo
de etideo. Os fragmentos obtidos foram comparados com as cepas
padrio de L. (L.) i. chagasi (MHOM/BR/74/PP75) e Leishmania
(Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), provenientes do
Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

As amostras de medula 6ssea, linfonodo e fragmentos cutineos
das seis raposas e do cachorro-vinagre foram positivas para a
presenca de DNA e Leishmania sp, sendo caracterizadas como sendo
L. (L.) i. chagasi pela técnica de PCR-RFLP (Figura 1).

Com o processo de urbanizagao da leishmaniose visceral, o cao
detém maior importancia como reservatério do parasita. No entanto,
as raposas (Cerdocyon thous) atuam como reservatério primério do
agente no ciclo enzodtico rural’. Como nos canideos domésticos,
esses animais frequentemente apresentam-se assintomaticos,
enquadrando-o mais perfeitamente nas caracteristicas esperadas
para um reservatorio'’. Neste estudo, apenas um exemplar da
espécie Cerdocyon thous apresentou-se sintomdtico'> com dermatite
furfurdcea, emagrecimento progressivo, onicogrifose, uveite e
hepato-esplenomegalia. Segundo Molina e cols', a importancia
dos canideos no ciclo de transmissao da leishmaniose advém da
alta carga parasitdria apresentada na pele, sendo importante fonte
de infec¢do para o vetor. Apesar da nao quantificagdo parasitaria,
na pele dos animais, todos os fragmentos cutineos, obtidos de pele
integra, apresentaram-se com DNA de L. (L.) i. chagasi realcando a
importincia deles na cadeia epidemioldgica.

De acordo com Courtenay e cols', a infectividade das raposas
ao vetor é menor quando comparado com os canideos domésticos.
Entretanto, a circulagao descontrolada desses animais, entre zooldgicos,
promove a disseminagdo e introdugdo do agente para dreas nio
endémicas’. A procedéncia das raposas analisadas neste estudo é
desconhecida, o que dificultou estabelecer a origem da infecgao nos
mesmos. Porém, o relato da estadia dos animais h4 mais de trés anos
no zooldgico, somando-se ao ambiente do confinamento propicio
para manutengio do vetor* e a regido ser endémica para a doenga,
com ocorréncia de casos caninos domésticos, em dreas ao redor do
zooldgico®, cogita a hipotese de infecgao no referido ambiente.

FIGURA 1 - RFLP (Restriction fragment length polymorphisms) de 120pb da
amplificagio de KDNA de Leishmania obtido com enzima de restricao Hae IIl e
analisado em gel de poliacrilamida a 10% corado com brometo de etideo. Linhas:
M. marcador molecular de 50pb; 1. L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/74/
PP75); 2. L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); 3 a 7- amplificagio de
DNA de amostra de fragmentos de pele de quatro raposas e um cachorro-vinagre,
respectivamente.

Recentemente, diagnosticou-se infeccdo por L. (L.) i. chagasi
em cachorro-vinagre de zooldgico do Rio de Janeiro, proveniente
do Estado de Mato Grosso”. Diferente do cachorro-vinagre, relatado
no trabalho supracitado, o animal estudado apresentava sinais
clinicos compativeis com a doenga como onicogrifose, alopecia
difusa, emagrecimento progressivo e hepato-esplenomegalia,
sendo este proveniente de Barao de Melgago, municipio situado no
Pantanal Matogrossense, onde habitava em ambiente peridomiciliar
juntamente com cies, sendo encaminhado ha cerca de dois meses
para o zooldgico da UFMT.

A caracterizagdo da espécie, nas amostras obtidas, como sendo
L. (L.) i. chagasi, confirmou o Cerdocyon thous como reservatério
primério daleishmaniose visceral no Brasil®. A detec¢io da infec¢ao
de cachorros-vinagre por L. (L.) chagasi é recente®’, ndo se sabendo
ainda a importincia dos mesmos no ciclo de transmissao.

O encontro de canideos, confinados em zooldgicos do Brasil, com
infecgdo por L. (L.) chagasi, denota arelevancia de novos estudos com
estes animais, alguns deles ameagados de extingdo como o cachorro-
vinagre, visa conhecer o papel dos mesmos na epidemiologia dessa
zoonose e promove o monitoramento adequado dos mesmos, além
do maior controle desta enfermidade, ja que estes animais estao em
ambientes de recreagio publica.
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