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ARTIGOS

CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DA LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA EM UMA REGIAO ENDEMICA
DO ESTADO DA BAHIA. IT LEISHMANIOSE CANINA

Air C. Barretto, Cesar Cuba Cuba, Jualio A. Vexenat,
Ana C. Rosa, Philip D. Marsden e Albino V. Magalhédes

Um inquérito em cdes realizado na regido de Trés Bragos, Bahia, mostrou que 3,0%
de 98 animais tinham amastigotas em lesées de pele. Parasitos ndo foram encontradosem
pele normal da orelha. De uma amostra selecionada de 13 cdes, portadores de lesdo
cutdnea ativa, nove (69,2%) deles estavam comprovadamente infectados. Sete amostras
de lesdo produziram infeccao em hamsters. O estudo biolégico (crescimento em meio de
cultura, evolucdo da lesdo em hamster e desenvolvimento no tubo digestivo de Lutzomyia
longipalpis) identificou o parasito como pertencente ao complexo L. braziliensis. 4
caracterizagdo bioquimica (mobilidade eletroforética de enzimas em placas de acetato de
celulose) e o estudo imunotaxonémico (anticorpos monoclonais) definiram as amostras

como L. braziliensis braziliensis.

O papel do cao como um possivel reservatorio de L. b. braziliensis na regido de Trés

Bracos é discutido.

Palavras chaves: Leishmaniose canina. L. braziliensis braziliensis. Caracterizagdo

de cepas. Epidemiologia.

Desde o trabalho de Pedroso26, ha 70 anos, até
os dias atuais, o achado de parasitos do género
Leishmania em lesdes cutineas de caes de areas
endémicas de leishmaniose tegumentar tem sido re-
latado, com frequéncia, em varios paises do continen-
te6 8 910 19 20 21 22 26 27 28 29 30 31, Entretanto, o
papel desse animal como um possivel reservatério
dessas Leishmanias dermotropicas nunca foi escla-
recido. Na realidade, nem mesmo o parasito era
adequadamente identificado devido, principalmente, a
pobreza de conhecimentos sobre as varias espécies e
subespécies de Leishmania. Somente apo6s trabalhos
recentes definindo os Complexos de Leishmania e
suas subespécies, pelo emprego de modernas técnicas
que permitem a separagao desses parasitos, através de
suas caracteristicas biologicasi2 bioquimi-
casll 24 25 ¢ imunologicas23, novos campos foram
abertos para um melhor conhecimento taxondémico
desses flagelados e um melhor entendimento da eco-
logia e epidemiologia das leishmanioses.

Trabalho realizado com o auxilio financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico ¢ Tecnologico
(CNPq) 403690/82 U.S. Public Health Service A1 16282 ¢
Ministério da Saude (SUCAM).

Enderego para correspondéncia: Faculdade de Ciéncias da
Saude — Nucleo de Medicina Tropical e Nutrigao, Univer-
sidade de Brasilia, Brasilia, DF — 70910 — Brasil.
Recebido para publicagao em 9/3/84.

Muito recentemente, trabalhos preliminares
apresentados em Congresso mostraram, pela primeira
vez, que parasitos isolados de lesdes de cao pro-
venientes da Bahia3 4, Rio de Janeirol7 e Venezuela!
foram caracterizados bioquimicamente como Leish-
mania braziliensis braziliensis.

A presenga de caes portadores de extensas
lesdes cutaneas em uma area endémica de leishma-
niose tegumentar (Trés Bragos, Bahia) levou-nos a
realizacao deste trabalho, visando a determinagéo da
prevaléncia de infec¢do nesse animal e a identificagdo
do maior numero possivel de amostras isoladas de
lesdes.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi realizado um inquérito em caes,
preliminar, casa/casa na vila de Trés Bragos e fazendas
adjacentes. Essa regido, endémica de leishmaniose
tegumentar, esta localizada nos municipios de Cra-
volandia, Ubaira e Wenceslau Guimariaes no Estado
da Bahia e situada entre 12¢ 40’ latitude Sule 390 45°
longitude Oeste. Foram examinados 98 cdes, dos
quais era retirado um fragmento da ponta da orelha ou
daborda dalesao, quando existente, para confec¢ao de
esfregacos. Amostras de sangue foram coletadas em
papel de filtro para a realizagio de reagdo de fixacdo
de complemento (RFC’) para calazar.
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Posteriormente, treze cies portadores de lesao
ativa, suspeitos de leishmaniose foram selecionados
para o segundo objetivo deste trabalho. A lesdo era
cuidadosamente lavada com salina a 0,8% e duas
amostras eram retiradas. Um dos fragmentos era
colocado em formol-zenker para estudo histopato-
légico. A segunda amostra era destinada a feitura de
esfregagos por aposi¢do e, logo ap6s, triturada com
salina e inoculada em focinho e patas de um hamster.
A tentativa de isolamento primario através de meio de
cultura foi evitado devido a constante contaminagdo
por fungos. Os hamsters inoculados eram observados
até um periodo maximo de um ano. Quando havia
suspeita de infec¢ao, pelo aparecimento de lesdo
cutinea ou emagrecimento progressivo do animal,
caracteristica de visceralizagao de parasitos isolados
nessa 4rea, material de pele e/ou visceras (bago,
figado) eram retirados para confec¢do de esfregagos,
isolamento em meios de cultura (NNN, LIT, Agar
Sangue Difco33) e subinocula¢des em novos hams-
ters. Criopreservagdo dos isolados era também rea-
lizada.

Uma vez obtida a infec¢do em hamster, exem-
plares de Lutzomyia longipalpis, provenientes da
colonia mantida em nosso laboratorio, eram alimen-
tados nas lesdes cutaneas, utilizando-se um aparelho
simples idealizado por Vexenat32. Os insetos eram
dissecados apos a oviposi¢ao (4 a 5 dias depois do
repasto), com a finalidade de observar o padrio de
desenvolvimento do parasito no tubo digestivo (Lain-
son e cols.14 15),

A caracterizagdo bioquimica dos isolados foi
realizada a partir de formas de cultura, com as quais
foram-preparados os lisados. O estudo eletroforético
foi feito em placas de acetato de celulose, e o padrdo
isoenzimatico foi determinado com as enzimas
ALAT, ASAT, G6PD e ACP (Laboratério de Mi-
crobiologia e Imunologia da Universidade de Brasilia
— Prof. Isaac Roitman).

Uma bateria de sete anticorpos monoclonais
espécie e subespécie especificos para L. braziliensis e
L. mexicana foi empregada para a analise de sete
estoques isolados de caes, através da técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI). Os clones utili-
zados foram: VI4B9D10, XIII 3F4F6, XII1 3E6B11,
IX 1F9D8, XIII 2A5A10, LXVII 1 D7B8 e LXVIII
4E12D8, sendo um especifico para L. braziliensis,
trés subespecificos para L. b. braziliensis, um para
L. m. amazonensis e dois para L. m. mexicana. Os
anticorpos monoclonais de L. mexicana foram di-
luidos a 1:1.000 e os de L. braziliensis, 1:100. O anti-
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geno empregado foi promastigotas cultivados em meio
de Schneider adicionado com 20% de soro bovino
fetal e citocentrifugado em laminas de microscopio
(Citocentrifuga Shandon Cytospin). O conjugado
fluorescente (coelho) IgG anti-camundongo F abl 2
(Cappel Laboratories) foi usado a uma diluigao 1:20.
As amostras utilizadas como controle foram LTB-363
(L. b. braziliensis) L. 3. (L. mexicana amazonensis).
A leitura foi realizada empregando-se uma escala
arbitraria. Positividade: uma cruz (+) a trés (+++).
A fluorescéncia de membranas e flagelos foi também
considerada. Negatividade: os organismos apresen-
tavam-se sem brilho e de cor vermelha na luz ultra-
violeta.

RESULTADOS

De 98 caes examinados durante o inquérito
preliminar, trés (3,%) mostraram amastigotas em
esfregago de lesdo cutanea. As lesdes variaram desde
pequenas, com bordas regulares, até aquelas extensas
e mutilantes e que se localizavam em toda a orelha do
animal (Fig. 1). Nao foram encontrados parasitos em
pele normal e a reagdo sorologica para calazar foi
negativa para todas as amostras, inclusive para os
caes, portadores da doenga.

De treze caes selecionados, portadores de le-
soes ativas no focinho, orelhas ou patas, suspeitas de
leishmaniose, nove (69,2%) estavam comprovada-
mente infectados com parasitos do género Leishma-
nia. Apenas trés mostraram raros amastigotas em
esfregagos de lesdo e sete, incluindo dois positivos por
esfregago, produziram infec¢do em hamster. De um
outro cao, a amostra foi isolada aviavés de meio de
cultura e as formas promastigotas nao infectaram
hamster (Tabela 1). As lesdes de patas ou focinho dos
hamsters infectados tiveram crescimento lento e re-
lativamente poucas formas amastigotas em esfregago—
uma das caracteristicas do complexo L. braziliensis.
Todas as amostras que infectaram hamsters e cujos
animais sobreviveram um maior periodo de tempo
produziram visceralizagdo. Em duas amostras foi
verificado apenas visceralizagdo, sem lesdo cutanea.
Em nenhum caso houve metastase, como ocorre
freqiientemente com parasitos do complexo L. mexi-
cana (Tabela 1).

Nenhum dos isolados cresceu em meio LIT,
porém, todos cresceram de modo discreto em NNN e
relativamente abundante em Difco Agar Sangue
(Tabela 1). Também, quando cultivados em meio de
Schneider (Schneider’s Drosophila Medium) com a
finalidade de preparagio do antigeno, o parasito
cresceu de forma abundante.
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Figura 1 - Ulceras leishmanioticas em caes naturalmente infectados com Leishmania braziliensis braziliensis.

Tabela I — Caracterizacdo biolégica e bioquimica de amostras de Leishmania isoladas de lesées cutdneas de
cdes da regiao de Trés Bragos, Bahia

Comportamento das amostras Identificacdo
Amostras esfregaco  Meio de cultura Hamster Tubo digestivo Isoenzimatica
Crescimento Tropismo Lu. longipalpis Goj(;gAag%f
LIT NNN DIFCO Lento Rdpido Visceralizacdo Metdstase ¢ )
cutdnea (Pés/Total)
CTB-17 + - - - + - + - Peripilario ( 1/46) L. b. braziliensis
CTB-25 + - ++ +++  + - + - Peripildrio ( 3/04) L. b. braziliensis
CTB-31 - - ++ +++ + - + - Peripildrio ( 7/13) L. b. braziliensis
CTB-39 - - ++ +++ + - + - Peripilério ( 1/05) L. b. braziliensis
CTB-ITA + NF NF NF NF NF
CTB-49 - - ++ +++  + - + - Peripilario (20/22) L. b. braziliensis
CTB-52 - - 4+ +++ 4+ - + - - ( 0/02) L. b. braziliensis
CTB-142 - - ++ +++ 4+ - M* - Peripildario ( 2/05) NF
CTB-147 NF - ++ +++ = NF NF

* O hamster morreu, nao se observando metastase ou visceralizagio.

Isolamento primario em meio de cultura, promastigotas nao infectaram hamster.
**% Perfil enzimatico indistinguivel da amostra padrio M2904 (L. b. braziliensis).
NF Nio feito.

sk
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Tabela 2 — Reatividade de promastigotas de amostras de Leishmania isoladas de cdaes de Trés Bracos, Bahia.
Brasil, a anticorpos monoclonais testados pela imunofluorescéncia indireta.

Cédigo do Clone*  Especificidade

Amostras de Leishmania

CTB-17 CTB-25 CTB-31 CTB-39 CTB-49 CTB-142 CTB-147 LTB-363** L-3*#¥*

VI 4B9D10 L.
XIII 3F4F6 L. b. braziliensis + +
X1I 3E6BI1 L.

XIII 2AS5AI10 L. b. braziliensis +++ ++
IX 1F9D8 L. m. amazonensis - -
LXVII 1D7B8 L. m mexicana - -~

LXVIII 4EI12D8 L. m. mexicana - -

braziliensis ++ ++ +++

b. braziliensis +++ +4+ +++

+ ottt + ++ -
++ 4+ 4+ ++ -
i o S S o e S R -
e o o S S -
- - - - - +++
- - - - - +++

*  Ver McMahon Prat e David23.
**  Controle: amostra humana de L. b. braziliensis

*** Controle: amostra humana de L. m. amazonensis (Josefa).

Seis dos isolados que produziram infecgdo em
hamster tiveram comportamento tipo peripilario em
Lu. longipalpis, isto é: os flagelados cresceram no
triangulo posterior do tubo digestivo do inseto. Um dos
isolados nao infectou os insetos e em dois essa
pesquisa nio foi realizada (Tabela 1).

(@] quadrdt?histopatolc')gico das lesdes de cédes
consistiu basicamente de infiltrados histolinfoplas-
mocitarios com auséncia de amastigotas, semelhante
ao que ocorre em lesdes de pacientes da area de estudo.

O padrao isoenzimatico de seis amostras foi
indistinguivel da amostra padrao M2904 (L. b. bra-
ziliensis) (Tabela 1).

As amostras CTB-17, CTB-25, CTB-31,
CTB-39, CTB-52, CTB-142 ¢ CTB-147 isoladas de
caes e a amostra LTB-363 (L. b. braziliensis), de
origem humana, usada como controle, reagiram posi-
tivamente aos anticorpos monoclonais espécie e subes-
pecificos de L. braziliensis, ndo cruzando com
aqueles de L. mexicana. A amostra L.3 (L. m. ama-
zonensis), de origem humana, também usada como
controle, teve um procedimento inverso. Um dos
anticorpos monoclonais de L. m. mexicana falhou
em reagir com qualquer amostra (Tabela 2).

DISCUSSAO

Todas as amostras isoladas de lesoes ativas de
caes da regido de Trés Bragos tiveram o mesmo
comportamento bioldgico, bioquimico e imunologico.
O crescimento pobre em meio de cultura NNN e a
evolugao lenta das lesdes cutaneas, sem a formagéao de

62

histiocitomas, sugeriram a identificagao do parasito
como pertencente ao complexo L. braziliensis. A
visceralizagao de todas as amostras em hamsters foi
uma constante, semelhante ao que ocorre com amos-
tras de origem humana da area (Cuba3 e Cubae cols4).
Este fato foi também assinalado por Dias e col.6, com
Leishmania isolada de caes da area de Caratinga e
nao foi mencionado por Lainson e Shaw!3 15 nos seus
estudos sobre L. braziliensis braziliensis de origem
humana.

O desenvolvimento tipo peripilario das amos-
tras no tubo digestivo de Lu. longipalpis confirmou a
identificacdo desse flagelado como pertencente ao
Complexo L. braziliensis. Essa técnica, demonstrou
ser de grande valia na separa¢do dos complexos L. me-
xicana e L. braziliensis.

O estudo bioquimico de seis amostras definiu a
identificacdo do parasito como sendo L. b. brazi-
liensis, semelhante ao parasito isolado de lesdes
cutaneas e mucosas do homem da regiao4 >, O padrao
isoenzimatico mostrou-se indistinguivel da amostra
M2904 (L. b. braziliensis). O estudo eletroforético
das amostras em placas de acetato de celulose,
utilizando-se apenas quatro enzimas (De S4 e col.”),
parece satisfatorio para distingdo dos complexos
L. braziliensis e L. mexicana (ALAT e ASAT) e para
a separacdo das subespécies L. b. braziliensis e
L. b. guyanensis (G6PD) e L. m. amazonensis e
L. m. mexicana (ACP).

O emprego de anticorpos monoclonais para a
caracterizagdo de Leishmania isolada de caes foi
realizada anteriormente por Cuba3. O autor utilizou a
técnica de radioimunoensaio e de imunofluorescén-



Barreto AC, Cuba CC, VexenatJA, Rosa AC, Marsden PD, Magalhdes AV. Caracteristicas epidemiolégicas da leishmaniose
tegumentar americana em uma regiao endémica do estado da Bahia. II Leishmaniose canina. Revista da Sociedade Brasileira

de Medicina Tropical 17: 59-65, Abr-Jun, 1984

cia e identificaram a amostra C-25 (=CTB - 25) de
Trés Bragos, como L. b. braziliensis. Também Mar-
zochi e col.18, recentemente,.identificaram como
L. b. braziliensis um parasito isolado de ganglio
linfatico de um cao que ndo apresentava lesao cutanea,
proveniente de uma area endémica de leishmaniose
visceral e tegumentar. As sete amostras, isoladas de
lesdes cutaneas de cdes da regido de Trés Bragos,
Bahia, foram confirmadas como L. b. braziliensis,
empregando-se uma bateria de anticorpos mono-
clonais espécie e subespécie especificos de L. brazi-
liensis e L. mexicana, como reagentes da técnica de
imunofluorescéncia indireta (Tabela 2).

Na regido de Trés Bragos, Bahia, Brasil, en-
démica de leishmaniose tegumentar americana, cujas
principais caracteristicas foram publicadas anterior-
mente2, o parasito altamente predominante no homem
¢ a L. b. braziliensis, de acordo com os estudos
biologicos, bioquimicos e de imunotaxonomia4 5. Em
mais de 300 casos de leishmaniose humana veri-
ficados na regio nestes ultimos oito anos de trabalhos
ininterruptos, nenhum paciente de calazar foi obser-
vado. Reservatorios primarios de L. braziliensis na
regiao ainda ndo foram identificados a despeito de
mais de 600 animais silvestres terem sido examinados.
Apenas trés roedores (Proechymis inhering deni-
gratus) foram encontrados infectados com L. mexi-
cana sp (dados nédo publicados). O céo é encontrado
com lesdes cutineas, as vezes extensas, principal-
mente nas orelhas e focinho, sendo RFC’ negativa
para calazar. A histopatologia das lesdes é compativel
com aquela observada em lesGes humanas produzidas
por L. b. braziliensis. O inquérito canino realizado na
area mostrou uma prevaléncia baixa de caes infecta-
dos (3,0%), mas quando uma amostra de animais,
portadores de lesdes, foi selecionada, o indice de
positividade foi bastante elevado, semelhante ao que
ocorreu em Caratingab. Na regido de Trés Bragos, o
cao € utilizado na caca, principalmente de pacas e
tatus e, em uma mesma residéncia, o cdo ¢ o homem,
inclusive criangas que néo freqilentam a mata, podem
ser encontrados com lesdes leishmanioticas.

Para alguns autoresl6 22 o cdo é apenas um
hospedeiro circunstancial, ou vitima tal qual o homem.
Na realidade, se por um lado ainda n#o existem dados
concretos para incriminar esse animal como um
reservatorio secundario de L. b. braziliensis, provas
que permitam descartar o seu papel na epidemiologia
da doenga também ainda nédo fordm conseguidas.

Acreditamos, entretanto, de acordo com os
conhecimentos atuais, que o cdo possa ter alguma

importancia como reservatorio secundario de
L. b. braziliensis em Trés Bragos. As evidéncias sio:
1) o parasito circulando no homem e no cdo na regiao
se comportam como L. b. braziliensis; 2) criangas que
nao freqiientam a mata adquirem a doenga, aparen-
temente, em suas casas; 3) animais que freqilentam o
peridomicilio (Rattus rattus, Didelphis) nao tém sido
encontrados infectados; 4) Lu. whitmani, altamente
predominante no domicilio e seus arredores, é antro-
pofilico, sendo também atraido pelo cdo; 5) essa
espécie de flebotomineo, oriundo da regido e criado em
laboratorio, infecta-se experimentalmente em lesdes
de caes parasitados com L. b. braziliensis de origem
canina, também da regido.

SUMMARY

During a survey of domestic and hunting dogs
conducted in the Trés Bracos region, State of Bahia,
3,0% of 98 dogs had amastigotes in skin lesions.
Parasites were not found in normal ear skin. In a
nonrandomly selected sample of 13 dogs with active
cutaneous lesions, infection was confirmed in nine
(69,2%). Tissue biopsies from seven dog lesions
produced infection in hamsters. The biological
behaviour of the parasite (rate of growth in culture
media, evolution of lesions in hamsters and de-
velopment in the gut of Lutzomyia longipalpis) iden-
tified it to the Leishmania braziliensis complex.
Characterization by biochemical means (eletropho-
retic mobility of enzymes in cellulose acetate plates)
and immunotaxonomic studies (monoclonal anti-
bodies) defined the strains as L. braziliensis brazi-
liensis.

The role of dogs as a possible reservoir host of
L. b. braziliensis in Trés Bragos region is discussed.

Key words: Canine Leishmaniasis. L. brazi-
liensis braziliensis. Strain Characterization. Epi-
demiology.
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