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Abstract

In Barra de Guaratiba, an endemic area for
American visceral leishmaniasis (AVL) in Rio de
Janeiro, Brazil, control campaigns were unable
to reduce canine infection rates. This difficulty
prompted an in-depth study of dogs as a reser-
voir for Leishmania chagasi in the peri-urban
environment through clinical and serological
follow-up using the immunofluorescence and
Western blot techniques. Recognition of 29kDa
and 32kDa peptides by sera from dogs with
proven L. chagasi infection was observed. Fur-
thermore, only sera from symptomatic dogs rec-
ognized the 68.5kDa antigen, so the latter should
be considered a parameter for culling dogs from
endemic areas. The WB technique proved to be
more sensitive than IFA, since the 29 and 32kDa
peptide fractions were even recognized by sera
from AVL seronegative dogs up to 8 months be-
fore IFA seroconversion. Proximity to wooded
areas was an important risk factor for L. cha-
gasi infection in dogs, possibly due to the pres-
ence of wild reservoirs.
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Introducao

Desde 1908, quando relataram pela primeira
vez na Tunisia a presenca de formas amastigo-
tas em canideos domésticos 1 e no Brasil 2
quando observaram intenso parasitismo cuta-
neo em caes e raposas do Ceard, os cdes tém si-
do considerados como importantes reservaté-
rios no ciclo doméstico da leishmaniose visce-
ral (LV).

Por causa da importancia do cao como re-
servatério da LV americana (LVA), a Fundacao
Nacional de Satide (FUNASA) adota no Brasil
como medida de controle em dreas endémicas,
a eliminacao destes animais quando sédo soro-
positivos para Leishmania chagasi. Essa estra-
tégia entretanto, tem apresentado resultados
controversos, demonstrando que muitos as-
pectos relacionados ao papel do cdo na epide-
miologia da LVA ainda sdo desconhecidos, su-
gerindo a necessidade de uma reformulacgao
das medidas empregadas para o seu controle 3.

Um aspecto importante, que provavelmen-
te estd associado com o insucesso do controle
da LVA, refere-se aos critérios usados para a se-
lecdo dos caes a serem eliminados, que se ba-
seia no diagndstico por técnicas sorolégicas
(IFA e ELISA). Essas metodologias apresentam
baixas sensibilidade e especificidade, acarre-
tando taxas de infec¢des subestimadas e con-
seqlientemente permitindo a manutencao de
animais infectados nas dreas endémicas 3.



Estudos recentes descrevem a técnica de
Western blot (WB) como a mais sensivel e pre-
coce, quando comparado com o IFA e ELISA, su-
gerindo a possibilidade da sua utilizagdo como
preditora da doenca e do parasitismo no cao 4.

Visando fazer um estudo utilizando as téc-
nicas de WB e IFA, selecionamos a regido de
Barra de Guaratiba, 4rea endémica para LVA,
onde tém sido relatados nos tultimos anos, tan-
to casos humanos quanto caninos, sendo que a
soroprevaléncia canina ainda permanece alta,
a despeito das medidas adotadas para o con-
trole da doenca. Essas condi¢des possibilita-
ram o desenvolvimento do presente trabalho
cujos objetivos foram, aprofundar o conheci-
mento do papel do cdo como reservatorio da
LV e utilizando-se as técnicas de IFA e WB, ten-
tar correlacionar status clinico e infectividade
para o fleb6tomo com os titulos sorolégicos do
IFA e fragdes antigénicas do WB, para ver se é
possivel identificar em uma populacgdo canina,
os que estdo sendo fonte de infeccao.

Material e métodos
Area de estudo

Barra de Guaratiba é uma drea periurbana, si-
tuada no litoral da cidade do Rio de Janeiro. O
bairro apresenta uma drea de Mata Atlantica
que recobre a montanha e se estende, em de-
terminados locais, até o litoral. Os caes foram
coletados de duas areas distintas:

e Area A: delimitada pelas coordenadas 230
03 906’ S — 43034 065’ W (7m), 23004 021’ S —
43033 968" W (70m) e 230 03 904’ S — 430 33 583’
W (170m), com 4areas nao muito desmatadas e
casas construidas de formas espacadas.

e Area B: delimitada pelas coordenadas 230
03 713’ S—43033 901’ W (63m), 230 03 644’ S —
43033647’ W (70m) e 23003 763’ S — 430 33 692’
W (105m), casas construidas muito préoximas
uma das outras e mata degradada.

Em ambas as areas, haviam casas localiza-
das dentro da mata, sendo que na drea A, as ca-
sas atingiam até 50m de distancia da mata e na
area B até 700m.

Populagdo canina

A selecao do grupo de estudo foi feita utilizan-
do a técnica de IFA em 120 cdes, quando se
diagnosticou 25 animais soropositivos, a partir
dai, um grupo de 55 animais foi escolhido para
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acompanhamento bimensal, sendo 35 sorone-
gativos e 20 soropositivos, com idades aleat6-
rias. As amostras de sangue dos cdes para ob-
tencdo do soro foram coletadas por puncéo da
veia cefdlica, com autorizacdo dos proprieté-
rios, no periodo de julho de 2001 a setembro de
2002. Soro de dez cdes de drea ndo-endémica
do Rio de Janeiro foram coletados da mesma
forma.

IFA

Os antigenos utilizados foram de formas pro-
mastigotas de L. chagasi (cepa L-579), obtidos
de cultura axénica de NNN + LIT, na fase expo-
nencial. Foi usado o conjugado fluoresceinado
IgG anti-cdo (Sigma, Saint Louis, Missouri, Es-
tados Unidos) 5. Os soros foram testados nas
diluicdes 1/10 a 1/2.560 e adotado como crité-
rio de soropositividade, cdes com titulo igual
ou superior a 1/40 como estabelecido pelo Mi-
nistério da Satde.

Western blot

Os antigenos foram obtidos de formas promas-
tigotas de L. chagasi (cepa L579) vinda de cultu-
ra contendo “Schneider’s complete medium”
(Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos)
e 10,0% soro fetal bovino, na fase exponencial 4.

Necrépsia

Cinco do vinte animais soropositivos ficaram
doentes durante o acompanhamento, um mor-
reu e quatro foram entdo eutanasiados com
overdose de ketamina (50mg/kg, IV) e cloreto
de potdssio (100mg/kg, IV). Apés a necrépsia,
foram feitos “imprints” de pele, baco, figado,
coracdo, pulmao, rim, liquido ascitico e linfo-
nodos, que posteriormente foram corados com
Giemsa e examinados para observar presenca
de formas amastigotas.

Resultados
IFA

A soroprevaléncia canina em Barra de Guarati-
ba apds 12 meses de estudo, foi de 25,0% (30/
120), incluindo os animais que soroconverte-
ram no decorrer do acompanhamento. Nos ani-
mais acompanhados, foram observados cinco
perfis: (a) caes que permaneceram sorologica-
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mente negativos (30/55); (b) os que sorocon-
verteram (5/25) no periodo de 2 a 8 meses, 4/5
desses caes tinham menos de trés anos de ida-
de e 100,0% desses animais moravam dentro
ou até 30m de distancia da mata (5/5); (c) soro-
positivos, com titulos entre 1/40 e 1/80, que
mantiveram esses titulos durante o acompa-
nhamento (11/25); (d) soropositivos com titu-
los entre 1/40 e 1/80, que apés alguns meses
seus titulos aumentaram significativamente
(6/25); (e) e aqueles que desde o inicio do acom-
panhamento apresentaram altos titulos, per-
manecendo constante (3/25). Os dez caes de
drea ndo endémica foram negativos para o IFA.

Western blot

As fracdes antigénicas imunodominantes de
23,5, 25, 29, 32, 42,5kDa foram fortemente re-
conhecidas pelos soros de cies positivos pelo
IFA. O peptideo de 68,5kDa foi reconhecido so-
mente pelos caes soropositivos (5/55) que fica-
ram doentes durante o acompanhamento e até
oito meses antes de apresentarem sintomato-
logia. Nao houve diferenca no perfil de reco-
nhecimento antigénico de cdes soronegativos
de area endémica e de drea nao endémica, re-
conhecendo fracamente fracdes peptidicas de
37,42,5 e 71,5kDa. Dentre os 35 cdes soronega-
tivos pelo IFA, nove reconheceram os antige-
nos de 29 e 32kDa no inicio do acompanha-
mento, e ap6s alguns meses cinco desses ani-
mais soroconverteram pelo IFA.

Necrépsia

Dos cinco caes que ficaram doentes, 3/5 desses
animais tinham menos de trés anos de idade e
todos tinham titulos superiores a 1/160 pelo
IFA. As formas amastigotas foram encontradas
em todos os materiais de “imprint” e observou-
se que quanto maior o titulo sorolégico, maior
também era a quantidade de amastigotas ob-
servada.

Discussao

Em Barra de Guaratiba, observamos que no pe-
riodo de 2001 a 2002 além de uma alta prevalén-
cia (25,0%) de caes infectados pela LVA, tam-
bém estd ocorrendo a transmissao ativa da doen-
¢a, visto que durante o mesmo periodo foi de-
tectado um caso humano (resultado ndao mos-
trado) e, no grupo de animais infectados, 20,0%
soroconverteram pelo teste de IFA. Estes resul-
tados demonstram que apesar das campanhas
implementadas pela FUNASA, ndo se tem avan-
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¢ado muito no que se refere ao controle da LVA
mesmo em dreas urbanas e periurbanas do Es-
tado do Rio de Janeiro, que sao de fécil acesso.

O diagndstico dos caes baseado na técnica
de IFA aliado a outros fatores tais como, inqué-
ritos sorolégicos irregulares e a falta de treina-
mento das equipes que as executam, talvez tam-
bém tenham possibilitado a permanéncia na
drea de animais susceptiveis.

Em nosso estudo observamos que o perio-
do de soroconversio dos caes variou de 2 a 8
meses, estes resultados ressaltam a necessida-
de da execucgdo dos inquéritos sorolégicos pelo
menos bimensais, que visem o diagndstico rd-
pido da doenca. Dos cinco caes que sorocon-
verteram, quatro tinham menos de trés anos
de idade, demonstrando uma maior suscepti-
bilidade dos animais mais jovens.

A proximidade da mata mostrou uma cor-
relagdo direta com a incidéncia de casos cani-
nos, ja que 100,0% dos animais que sorocon-
verteram moravam nestes locais, como tam-
bém 84,0% dos animais soropositivos. Perto da
mata, também houve uma maior freqiiéncia na
coleta de vetores (dados ndo apresentados). Ca-
brera et al. 6 também demonstraram uma alta
prevaléncia (29,0%) de gambads (Didelphis mar-
supialis) infectados pela LVA nessa drea, sendo
que a presenca destes animais no peridomici-
lio aumentava o risco da infec¢cdao canina em
2,6 vezes. Estas observacoes aliadas aos nossos
resultados, sugerem que a presenc¢a do gambd,
que pode estar atuando como um elo entre os
ciclos domésticos e silvestres e a alta freqiién-
cia dos vetores propiciam um maior nimero
de cdes soropositivos proximos a mata.

Os perfis sorolégicos dos caes submetidos
ao teste de IFA mostraram que entre os caes ha
um espectro de resposta imunolégica seme-
lhante ao que ocorre no homem, composto pe-
las seguintes caracteristicas: (a) cdes que per-
manecem ndo reativos por longos periodos a
despeito da proximidade com caes soropositi-
vos; (b) caes que permanecem com titulos bai-
x0s (< 1:80), possivelmente controlando a in-
feccao; (c) cdes que no inicio tém titulos baixos
e apos algum tempo passam a apresentar titu-
los altos (= 1:160), em geral permanecendo as-
sintomdticos, mas eventualmente passando a
apresentar alguma sintomatologia. Pode-se
considerar que os animais com altos titulos so-
rolégicos e também sintomadticos, que se en-
quadram no perfil (c), sdo aqueles com maior
potencial de serem fontes de infec¢do para os
fleb6tomos, visto que em muitos casos, além
de um parasitismo disseminado em vdrios 6r-
gdos, também possuiam uma alta carga parasi-
tdria na pele. Por outro lado, animais assinto-



madticos também sdo capazes de servir como
fonte de infec¢do para fleb6tomos e apesar de
serem capazes de infectar um nimero menor
de insetos, em geral é a maioria em uma popu-
lacao.

Com relacao ao estudo do reconhecimento
antigénico feito através da técnica de WB, nos-
sos resultados confirmam a sua maior sensibi-
lidade em comparacédo ao IFA, visto que apro-
ximadamente 26,0% dos cdes que estavam ne-
gativos para o teste de IFA jd reconheciam as
fragbes antigénicas (29 e 32kDa) até oito meses
antes da soroconversdo sendo que alguns per-
maneceram negativos até o fim do acompanha-
mento. Provavelmente os caes positivos para o
WB e negativos para o IFA, sejam animais resis-
tentes que apresentam baixos niveis de anti-
corpos nao detectdveis pelo IFA.

O reconhecimento dos peptideos de 29 e
32kDa apresenta uma correlacdo direta com pa-

Resumo

Em Barra de Guaratiba, drea endémica de leishmanio-
se visceral americana (LVA) no Rio de Janeiro, Brasil,
as campanhas de controle nao tém sido capazes de re-
duzir a infecgdo canina. Este fato nos levou a aprofun-
dar o estudo do cdo como reservatorio da Leishmania
chagasi em ambiente periurbano, através de acompa-
nhamento clinico e soroldgico usando as técnicas de
IFA e WB. O reconhecimento dos peptideos de 29 e
32kDa por soro de cdes comprovadamente infectados
por L. chagasi foi observado. Além disso, somente soros
de cdes sintomdticos reconheceram o antigeno de
68,5kDa, podendo esse peptideo ser recomendado co-
mo pardmetro para eliminagdo dos cdes em drea en-
démica. A técnica de WB provou ser mais sensivel que
IFA, desde que as fragoes peptidicas de 29 e 32kDa fo-
ram reconhecidas por soro de cdes soronegativos para
LVA, até 8 meses antes da soroconversdo pelo IFA. A
proximidade da mata foi fator relevante para aumen-
tar o risco de infecgdo por L. chagasi nos caes, possi-
velmente devido a presenga de reservatorios silvestres.

Leishmaniose Visceral; Cdes; Imunofluorescéncia; Wes-
tern Blot
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rasitismo tissular, ja que todos os soros de ani-
mais com parasitas nos tecidos reconheceram
estes antigenos, podendo esses peptideos ser
utilizados como preditores de infeccédo 3. Nos
nossos resultados, observamos que somente os
soros de cdes sintomdticos reconheceram pre-
cocemente a banda de 68,5kDa, indicando a
possibilidade do uso deste antigeno como pre-
ditor de doenca.

O presente trabalho ressalta a necessidade
de se implementar medidas de controle da LVA
levando-se em conta as diferencas microam-
bientais de cada regido e sugere que o uso da
técnica de WB seria o mais adequado no diag-
néstico da LV canina, permitindo a deteccao
precoce dos animais infectados e também iden-
tificando dentro da populacéo canina aqueles
que possivelmente desenvolverdao a doenca,
sendo estes as principais fontes de infeccao
para os fleb6tomos.
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