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Abstract American tegumentary leishmaniasis (ATL) is endemic in the State of Rio de Janeiro,
with the highest incidence observed in the municipalities along the Southern coast. A total of
169 human cases were reported from 1993 to 1995 in the municipality of Paraty, representing
15% of all case reports in the State of Rio de Janeiro during that period. From March to Decem-
ber, 1996, a survey was conducted in endemic american tegumentary leishmaniasis (ATL) areas
(Praia Grande, Taquari, Varzea do Machado, and Grauna) in Paraty. 326 households with 215
pet dogs were surveyed. The initial study consisted of taking venous blood samples to perform
Rifi and Elisa tests. The canine skin test was performed during the same visit and was positive in
8.8% of dogs. Of the 215 dogs, 5 presented lesions suspected of ATL; biopsies and the vacuum as-
piration technique were performed on these cases. Correlating the study areas with the results
obtained, some dogs presented sub-clinical infection, highly relevant to studies on canine ATL
infection in the State of Rio de Janeiro.
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Resumo A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é de ocorréncia endémica no Estado do
Rio de Janeiro, sendo a maior incidéncia observada nos municipios do litoral sul. No periodo de
1993 a 1995, foram registrados, no Municipio de Paraty, extremo sul do Estado, 169 casos huma-
nos, o que corresponde a 15% das notificacdes no estado. Neste trabalho, realizou-se estudo em
areas endémicas (Praia Grande, Taquari, Varzea do Machado e Grauina) de LTA, com caes resi-
dentes no Municipio de Paraty, entre marco e dezembro de 1996. Foram visitadas 315 residén-
cias, compreendendo uma populagdo de 1.282 habitantes, com 215 cées estudados. O trabalho
inicial consistiu na coleta de sangue venoso, para realizagdo das técnicas sorolégicas: Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Enzyme Linked Immunossorbent Assay (ELISA). O resulta-
do da sorologia foi de 3,2% de positividade para a técnica de Rifi e 10,2% para a de Elisa. A prova
intradérmica canina foi realizada na mesma ocasido da coleta de sangue e sua positividade foi
de 8,8%. Dos 215 caes, cinco deles apresentaram lesdes suspeitas, nos quais realizou-se bidpsia e
técnica de aspirado a vacuo.
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Introducao

As leishmanioses do Velho e do Novo Mundo
compreendem variadas manifestacdes clini-
cas, acometendo em sua diversidade uma sig-
nificativa parte da populacdo mundial, incluin-
do adultos e criangas, além de varias espécies
de animais silvestres e domésticos (WHO, 1990).

A intensificacdo das investigacfes sobre a
leishmaniose tegumentar americana (LTA)
atualmente, principalmente no que se refere a
Leishmania (Vianna) braziliensis na Regido Su-
deste, vem identificando um padrao epidemio-
l6gico diferente do ja conhecido. Essa enfermi-
dade tem apresentado perfis epidemioldgicos
periurbanos e urbanos bem caracterizados pe-
la positividade de casos humanos em areas de
colonizag®es antigas, sugerindo uma antropo-
zoonose entre 0os animais domésticos, como o
céo, ou mesmo uma antroponose (Marzochi &
Marzochi, 1994).

Segundo Falqueto et al. (1986), a ocorréncia
de LTA no Espirito Santo mostrou nitida rela-
¢do entre a presenca de caes infectados e o sur-
gimento de novos casos humanos da doenca.

O objetivo deste trabalho é: avaliar o possi-
vel papel dos cé@es na cadeia de transmissdo da
leishmaniose tegumentar americana em qua-
tro areas endémicas com caracteristicas fisio-
graficas diversas, pertencentes ao Municipio
de Paraty, Rio de Janeiro; determinar a preva-
Iéncia da infeccdo canina nas areas estudadas,
mediante teste intradérmico, com antigeno es-
pecifico proposto por Barbosa-Santos & Mar-
zochi (1988), reaces soroldgicas e isolamento
do parasito; contribuir para o conhecimento da
epidemiologia da leishmaniose canina em uma
area semi-silvestre, do sul do Estado do Rio de
Janeiro, area de risco de infecgdo, onde, até o
momento, esta concentrada a maior incidéncia
de casos humanos de LTA no Estado, segundo
a Fundacao Nacional de Saude (FNS) em 1996.

Material e métodos

Descricdo das areas estudadas

Paraty localiza-se no extremo sul do Estado do
Rio de Janeiro, na regiao turistica da Costa Ver-
de, ocupando area de 917 kmz2. Apresenta uma
populacao estimada em 32.000, segundo a Se-
cretaria de Planejamento de Paraty, em 1996,
tendo que se considerar a populacéo de tem-
porada, ja que um dos suportes financeiros de
Paraty é o turismo. O clima é quente Umido,
sem estagdo seca na base da serra, e subtropi-
cal tmido nas regides serranas. Sua flora é bas-
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tante variada, encontrando-se madeiras de lei,
como cedros, jacarandas, perobas etc. A fauna
é rica em animais silvestres, como tamanduas,
capivaras, veados, lontras, raposas, pacas, qua-
tis, entre outros.

O Municipio de Paraty tem grande impor-
tancia para a economia estadual, sendo a agri-
cultura, a pesca e o turismo os representantes
da base de seus suportes financeiros (Rodri-
gues, 1995).

Das quatro areas estudadas, trés sdo forma-
das por regides de relevo (Grauna, Varzea do
Machado e Taquari), todas situadas na encosta
da Serra do Mar recoberta pela Mata Atlantica,;
uma delas situa-se na faixa litoranea (Praia
Grande). Nessas areas citadas, estudaram-se o
universo populacional humano e o canino, sen-
do estes devidamente cadastrados.

A populagdo encontrada no momento da
pesquisa foi de 1.282 individuos, tendo sido ca-
dastradas 315 residéncias, que se distribuiam
da seguinte forma: 240 localizadas nas regides
com relevo, e 75 na faixa litoranea. Dentre es-
tas, 170 coabitavam com cées.

Biopsia das lesdes

Realizou-se bidpsia cirdrgica em cinco cées
que apresentaram lesdes ulceradas sugestivas
de LTA. Apés assepsia local e introducgédo de xi-
locaina a 1%, foi feita uma incisdo profunda de
2 mm a 6 mm nas bordas das les8es, utilizan-
do-se bisturi cirdrgico para obtencgao de varios
fragmentos. Desses fragmentos, tentaram-se
dois tipos de isolamento do parasito: o isola-
mento primario, através de cultivo em meio de
cultura bifasico (NNN + BHI), e o isolamento
secundario, por meio da inoculagao de 0,1 ml
da suspensdo em salina com antibiético do ma-
cerado de fragmentos nas patas posteriores de
um a dois hamsters (Mesocrycetus auratus) para
cada amostra, totalizando seis destes animais.

Concomitantemente a biépsia, foi realiza-
da a técnica de puncéo aspirativa a vacuo pro-
posta por Marzochi et al. (1993). Os isolamen-
tos foram realizados no Laboratorio de Proto-
zoologia do Departamento de Ciéncias Biol6-
gicas, Escola Nacional de Saude Publica, Fio-
cruz. O laboratorio faz parte da Coordenacgao
Nacional de Laboratorio de Saude Publica
(COLAB/FNS/MS), para leishmaniose tegu-
mentar americana (LTA) e leishmaniose visce-
ral americana (LVA).

Os fragmentos para histopatologia foram fi-
xados em formol tamponado a 10% e enviados
para analise no Laboratério de Anatomia Pato-
I6gica, do Hospital Evandro Chagas, Fundacao
Oswaldo Cruz.



Seis hamsters foram utilizados para inocu-
lagdo do parasito. O isolamento secundario
procedeu-se através do in6culo de macerado
da biépsia de cinco cdes com lesdes suspeitas,
provenientes de todas as areas trabalhadas. Os
hamsters que ndo apresentaram alteracdes cu-
taneas foram sacrificados e necropsiados para
averiguacéo de presenca do parasita em 6rgaos
como figado e bago, por meio de isolamento
em cultura e microscopia 6tica da impressao
em lamina, de fragmentos de visceras.

As suspensdes de promastigotas obtidas
pelo isolamento primario foram preservadas
em nitrogénio liquido a -1960oC em tubos de
criopreservacgéao, segundo Chance (1982), aguar-
dando caracterizacdo taxondmica.

Técnicas soroldgicas

Utilizaram-se como antigeno amostras do gé-
nero Leishmania, identificadas como Leishma-
nia major-like (MHOM/BR/76/JOF). Da cultu-
ra, obtiveram-se promastigotas integras (parti-
culados) para a Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e solGiveis para o teste imunoen-
zimatico (ELISA), conforme procedimentos ado-
tados pelo Laboratério de Imunodiagnésticos
do DCB/ENSP/Fiocruz, que também faz parte
do Laboratério de Referéncia Nacional para
LTA e LVA no Brasil.

Para o teste cutaneo canino, foram inocula-
dos 0,1 ml do antigeno Imunolesh@, contendo
2,0 mg de proteinas totais por ml, nas faces in-
ternas das coxas de 215 caes cadastrados, com
idade acima de seis meses, conforme o propos-
to por Barbosa-Santos & Marzochi (1988).

O local do in6culo foi devidamente demar-
cado e a leitura realizada ap6s 48 horas, consi-
derando-se positiva a area edemacida com
presenca de eritema com diametro igual ou su-
perior a5 mm.

Resultados

Dentre as 315 residéncias visitadas, 170 (54%)
possuiam caes residentes, totalizando 215 ani-
mais, sendo 150 (69%) machos e 65 (30,2%) fé-
meas. Os animais estavam assim distribuidos
nas areas estudadas: 66 (30,9%) machos e 30
(13,9%) fémeas em Taquari; 32 (14,8%) machos
e 30 (13,9%) fémeas em Praia Grande; 42 (19,5%)
machos e 11 (5,1%) fémeas em Grauna; dez
(4,6%) machos e quatro (1,8%) fémeas em Var-
zea do Machado. Das 317 residéncias, 87 (28%)
localizavam-se area litoranea e 228 (72%) na
encosta da Serra do Mar recoberta pela Mata
Atlantica.

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA EM CAES

As casas, em sua maioria, sao construcdes
feitas de alvenaria, perfazendo um total de 236
(74,9%), encontrando-se 25,1% de construcdes
de estuque. Quanto a iluminagao elétrica, 90,8%
das residéncias possuem, havendo apenas 29
(9,2%) casas que ndo tém esse recurso.

A presenca de animais silvestres no perido-
micilio foi observada e relatada por moradores
de 111 (35,2%) residéncias, predominando a
presenca das ordens Marsupialia e Rodentia,
como gamba (Didelphis marsupialis) e roedo-
res diversos.

Alguns cdes acompanham os seus respecti-
vos donos na atividade de pesca na regiao, e 0
percentual de cdes que transitam no interior da
mata foi muito baixo.

O cultivo de arvores frutiferas préximo as
moradias foi observado, com destaque espe-
cial para a bananeira. Em relagéo a protecédo
contra a picada de insetos, 178 (56%) de resi-
déncias possuiam telas nas janelas e protegéo
quimica.

Foram encontrados cinco cées, com idades
variando entre um a dez anos, portadores de
lesdes sugestivas de leishmaniose, sendo duas
fémeas e um macho, na regido de Taquari, e
dois machos, na regido de Grauna; contudo,
nenhum deles estava coabitando com casos
humanos presentes ou passados de LTA. Foram
consideradas como suspeitas lesdes ulceradas
em qualquer parte do corpo, bem como nédu-
los cutadneos em areas de pouco pélo, porém
esse ultimo ndo foi encontrado. As lesBes su-
gestivas localizavam-se no pavilhao auricular
(dois casos), focinho (um caso), bolsa escrotal
(dois casos). Todas as lesdes eram ulceradas,
Unicas e imidas, compativeis com as caracte-
risticas descritas para as lesfes causadas por
parasitos pertencentes ao complexo Leishma-
nia braziliensis (Pirmez et al., 1988b).

Dos cinco céaes que apresentaram lesdes su-
gestivas de LTA, obtivemos isolamento prima-
rio de formas promastigotas de Leishmania sp.
de dois deles e isolamento secundario de trés,
sendo um positivo em ambos. Dentre os caes
dos quais obtivemos isolamento priméario, um
deles apresentou lesdo no pavilhdo auricular e
outro, na bolsa escrotal; os animais tinham oi-
to e dez anos de idade respectivamente e foram
ambos encontrados na regiao de Grauna.

Dos seis hamsters inoculados com o mace-
rado obtido de bidpsia, foi possivel isolamento
secundario de trés destes, que haviam recebi-
do o in6culo do material de cées procedentes
das regifes de Taquari e Grauna. De um cédo
procedente da regido de Gralna, com idade de
dez anos, obteve-se isolamento in vivo e in vi-
tro, através de lesdo de bolsa escrotal.
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Dois desses cées, com trés anos de idade,
apresentaram lesdes na bolsa escrotal, e um,
de cinco anos, apresentou lesdo na fossa nasal
(Taquari).

Nos exames parasitolégicos diretos (im-
pressdo por aposic¢éo, histopatologia e aspira-
do a vacuo), ndo foram observadas formas pa-
rasitarias.

Dos cinco cées que tinham lesdes sugesti-
vas, apenas dois apresentaram positividade ao
teste cutaneo.

O teste cutaneo de hipersensibilidade re-
tardada, adaptado para cao, revelou positivida-
de em 19 cées, sendo positivos (= 5mm) oito na
regido de Praia Grande; seis em Taquari; quatro
em Gralna e um em Varzea do Machado.

As 215 amostras séricas foram analisadas
por meio da técnica de RIFI, constatando-se
uma soropositividade em 3,2% do total. A dis-
tribuicao dessa soropositividade por area foi a
seguinte: Praia Grande (1:40 e 1:160), Gralna
(1:40, 1:40 e 1:80), Taquari (1:40 e 1:80). Em Var-
zea do Machado, nao houve positividade cons-
tatada pela RIFI.

A soropositividade revelada pela técnica de
ELISA foi de (10,2%). A distribuigcdo dos resul-
tados por area foi: Praia Grande (0,9%), Grauna
(6,5%), Taquari (2,3%) e Varzea do Machado
(0,4%).

O ponto de corte ficou estabelecido em 0,23.
As leituras que ultrapassassem esse valor eram
consideradas positivas e as que ficassem abai-
X0 eram consideradas negativas. A copositivi-
dade entre RIFI e ELISA foi de 1,3%.

Discusséao e conclusdes

Desde a primeira evidéncia da participag¢do do
cao domeéstico em ciclos de transmissdo da LTA
no Brasil, assinalada por Pedroso (1913), so-
mente a partir da década de 80 intensificaram-
se estudos para melhores esclarecimentos.

O diagndstico para a detecgdo da infegdo
em caes é normalmente realizado mediante
exames clinicos, demonstracdo do parasita e
identificacéo de anticorpos especificos (através
de testes sorolégicos como RIFI e ELISA, sendo
estes considerados os de melhor especificida-
de e de maior sensibilidade, respectivamente).

Em Paraty, Estado do Rio de Janeiro, o pre-
sente estudo evidenciou o encontro de 51 cées
infectados, representando 23,7 % dos 215 exa-
minados. Os isolamentos dos parasitos em
cdes obtidos in vivo e in vitro indicam que a
identificacao da espécie encontrada é compa-
tivel com o complexo braziliensis, Leishmania
(Vianna) braziliensis.
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Consideraram-se como cées infectados
aqueles que foram reagentes exclusivamente a
pelo menos uma das técnicas sorolégicas (de
ELISA e de RIFI); também foram considerados
infectados aqueles positivos ao isolamento pri-
mario (in vitro), secundario (in vivo), bem co-
mo 0s que apresentaram positividade ao teste
cutaneo. Do total de cées infectados, obtive-
mos uma proporc¢ao de 7,8% de isolamento do
parasito nas quatro areas trabalhadas. Do uni-
verso de caes estudados, cinco (2,3%) eram
portadores de lesdes sugestivas para leishma-
niose tegumentar; desses, conseguiu-se isola-
mento primario de dois (40%) e secundario de
trés (60%), sendo um céo positivo em ambos o0s
isolamentos. A magnitude da transmissao do
parasito na regido estudada evidenciada pelos
indicadores estudados sugere uma situagao
epidemiolégica intermediéaria ou de transicao
entre a alta e a baixa transmissibilidade.

A inexisténcia de lesdes suspeitas em cées
de areas endémicas de LTA humana nao signi-
fica, segundo Cardoso et al. (1989), que a doen-
¢a canina nao esteja presente. O autor conside-
ra a soropositividade na RIFI como bom indi-
cativo de infecgdo canina.

Examinando 98 cées, no Estado da Bahia,
Barreto (1984) verificou que 13 eram portado-
res de lesdes e, entre esses, nove (69,2%) esta-
vam comprovadamente infectados. No Rio de
Janeiro, de 35 cées com altera¢des tegumenta-
res compativeis com a LTA, Pirmez et al. (1988a)
conseguiram o isolamento do parasita em 28
(80%) dos cées.

Ao teste intradérmico canino realizado em
215 cées das areas trabalhadas encontrou-se
uma positividade de 8,8%, em 12 (63%) machos
e em sete (36%) fémeas.

Segundo Barbosa-Santos et al. (1988, 1998),
a positividade canina ao teste cutaneo em area
periurbana endémica da regido metropolitana
no Rio Janeiro pode ter uma variagao de até
42%.

A positividade do teste de RIFI e ELISA em
Paraty foi de 13%, com uma concentragdo maior
de positividade em Grauna, pertencente a uma
regiao com caracteristicas tipicamente rurais.
A soropositividade canina para leishmaniose
tegumentar nas areas estudadas indica que a
transmisséo é ativa.

Maywald et al. (1993), estudando regides
endémicas de LTA em Minas Gerais, comparou
os achados caninos de uma area rural estuda-
da e de uma area urbana e constatou que, de
429 cées, apenas 1% mostrou-se reagente na
RIFI na &rea rural, enquanto 10,6% foram rea-
gentes na mesma técnica na area urbana. O
numero de casos de LTA humana, fornecidos



pela Fundacao Nacional de Saude entre 1994 e
1996, foi de 51, estando assim distribuidos nas
quatro areas trabalhadas: nove casos em Ta-
quari, 25 em Praia Grande, sete em Gralna e
dez em Varzea do Machado. Dessas quatro re-
gides estudadas, Praia Grande é uma regido de
caracteristica semi-urbana, enquanto as outras
possuem caracteristicas rurais.

O ciclo de transmisséo de leishmaniose te-
gumentar apresenta caracteristicas peculiares
a cada regiao endémica, o que nem sempre
permite extrapolar dados de uma regido para
outra. Por outro lado, muitas &reas endémicas
apresentam caracteristicas ambientais seme-
Ihantes, coincidindo detalhes do ciclo de trans-
missao, tais como: a presenga das mesmas es-
pécies de parasitos, mamiferos silvestres e in-
setos vetores (Falqueto, 1995). Este autor ainda
se refere as duas areas endémicas de LTA por
ele estudadas na Regido Sudeste do Brasil, on-
de a Lutzomyia migonei foi a espécie que apre-
sentou maior afinidade pelo cdo. Aguiar et al.
(1993), realizando pesquisas também no Su-
deste, no litoral sul do Estado do Rio de Janei-
ro, no Municipio de Paraty, ja havia observado
preferéncia alimentar da espécie Lutzomyia
migonei por caes.

Segundo Carvalho et al. (1995), da fauna
flebotominica encontrada na llha do Aradjo,
em Paraty, houve predominio de duas espécies
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nas areas de estudo: Lutzomyia intermedia e
Lutzomyia migonei. Essas espécies foram en-
contradas em domicilio, peridomicilio e mata.
O perfil epidemiolégico evidenciado — seme-
Ihante proporcao de positividade para sorolo-
gia e teste cutéaneo — sugere que, nas areas es-
tudadas, a infec¢cdo canina se encontra em
uma situacdo intermedidria entre um processo
de transmissdo recente (maior proporc¢ao de
sorologia positiva) e um processo de transmis-
sdo antiga (maior proporg¢éo do teste cutaneo
positivo).

No Brasil, estudos tém demonstrado ser re-
lativamente comum a presenca de cdes infec-
tados em areas endémicas de leishmaniose te-
gumentar, especialmente na Regido Sudeste do
Brasil, em ambientes domiciliares (Falqueto,
1995); no entanto, em nenhuma das localida-
des pesquisadas, observou-se auséncia da in-
fecdo canina. Isso é um alerta quanto a presen-
¢a, embora baixa, de possiveis fontes de infe-
¢éo, necessitando de medidas de controle da
doenca, como, por exemplo, uma tentativa da
interrupcao do ciclo domiciliar e peridomici-
liar, de forma adequada.

Os achados em relagao a presenca de hu-
manos e cées infectados em area de coloniza-
¢ao antiga é fato, mas ndo podemos esquecer
que ainda precisamos diversificar areas de pes-
quisa.
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