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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo pesquisar a ocorréncia de leishmaniose visceral em caes com sinais clinicos
compativeis, procedentes de clinicas veterindrias das diferentes regides do Estado do Parand e em caso positivo verificar
a autoctonia dos mesmos. Dos animais com suspeita clinica e epidemiolégica de LV, foi coletada amostra de sangue
para realizacao de hemograma, provas bioquimicas, sorologia, cultura do parasito, PCR e RAPD. Os cies portadores
de quadro clinico, como febre, hiperqueratose, onicogrifose e emagrecimento exagerado, tiveram ginglio popliteo e/ou
medula 4ssea puncionados e o contetido inoculado em meio de cultivo NNN. A extragio de DNA do parasito em
sangue e cultura foi realizada pelo método fenol/cloroférmio. A amplificacio de DNA do protozodrio foi feita por PCR
e RAPD. Dos 24 animais analisados, o parasito foi isolado em 19 caes. As técnicas moleculares permitiram identificar
14 isolados como L. (Leihmania) infantum e cinco como L. (Viannia) braziliensis. A andlise epidemiolégica dos casos
permitiu determinar o local de transmissio e definir que todos os cies com LV diagnosticados eram casos aléctones,
ou seja eram importados de regides endémicas. Sugere-se que a migracio dos cies de regides endémicas para regioes
indenes poderd permitir a instalagio de novos focos, desde que o agente encontre ecétopo adequado e vetor especifico
(Lutzomyia longipalpis).
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Abstract

The south region is the only area in Brazil that does not present autochthonous cases of visceral leishmaniasis
(VL), however, in the state of Parana, dogs and humans have been found showing a VL compatible clinical profile.
In view of this problem, the present work aimed at isolating and identifying the parasite and determining the cases
autochthony. All animals clinically suspect of VL were clinically evaluated, and had samples of their blood collected for
hemoculture (NNN culture medium), serology, PCR and RAPD-PCR, hemogram, and biochemical assays. The dogs
presenting VL clinical profile had their lymph nodes and/or bone marrow punctured and their content inoculated in
NNN culture medium. The protozoan isolated was identified by PCR and PCR-RAPD. Strains of Leishmania were
isolated in 19 out of the 24 studied animals. Fourteen isolates were identified as L. (Leishmania) infantum, and five
were L. (Viannia) braziliensis. In the epidemiological analysis, it was possible to determine that all dogs with L. (L.)
infantum being allochthonous cases. Leishmaniasis is a zoonose that has the domestic dog as reservoir, the migration of
such animals can disseminate the parasite to other regions, provided the agent finds an adequate ecotope and a specific
vector (Lutzomyia longipalpis).
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Introdugio

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose com
ampla distribuigio geogréfica, incluindo Oriente Médio, Africa
e Américas Central e do Sul. No continente americano, a doenga
recebe a denominacio de leishmaniose visceral americana (LVA) e
é causada por L. infantum sin. L. chagasi MORENO et al., 1986;
THOMAZ-SOCCOL, 1993). E um protozodrio viscerotrépico
presente na forma amastigota, em células do sistema fagocitdrio
mononuclear dos hospedeiros vertebrados, cies ¢ homem
(LAINSON; SHAW, 1987). Nos hospedeiros invertebrados,
Lutzomyia longipalpis, o parasito se encontra na forma promastigota
no intestino.

A doenca ¢ considerada uma das seis doencas mais importantes
causadas por protozodrios no mundo (WHO, 2001). No cio, as
manifestacoes clinicas estdo associadas, inicialmente, ao tipo de
resposta imunoldgica desenvolvida. Os animais infectados podem
apresentar-se assintomdticos, oligossintomdticos e sintomdticos
(BRASIL, 2004; GONTIJO; MELO, 2004). Os sinais clinicos
mais comumente observados nos cies so: linfoadenomegalia,
onicogrifose, emaciacio, queda de pelos, lesoes ulcerativas, prurido,
pelos opacos, diarreia, ceratoconjutivite, esplenomegalia, hemorragia
intestinal, edema de patas, hiperqueratose, dentre outros. Em estdgios
mais avancados, observa-se também paresia das patas posteriores,
caquexia, inani¢o, evoluindo para a morte (FEITOSA et al., 2000;
BRASIL, 2004; ALBUQUERQUE et al., 2007).

A partir da suspeita clinica, a confirmagio do diagnéstico da LV
¢ feita por exames parasitolégicos, imunoldgicos e moleculares. Os
métodos parasitolégicos representam o padrio ouro, e os métodos
soroldgicos sao os mais utilizados em inquéritos (WHO, 2001;
BRASIL, 2004). Todos os métodos de diagndstico e de identificagao
de Leishmania apresentam vantagens e desvantagens. Mas, para
confirmar a autoctonia de casos, os métodos parasitolégicos sio
indispensdveis e atendem ao postulado de Koch (1882), ou seja,
antes de estabelecer e aceitar uma relagio causal entre um dado
agente etioldgico e a doenga em questdo, ¢ necessdrio o isolamento
e a correta identificagio do parasito.

A especificidade do método parasitolégico é de 100% e a
sensibilidade pode ultrapassar 80% quando o material colhido
¢ pungiao do ganglio popliteo ou camada leucocitdria (BONI;
DAVOUST; DEREURE, 1999). No entanto, essa metodologia
nio permite a identificagio da espécie. Técnica de eletroforese de
isoenzima é sugerida como técnica padrao pela OMS (WHO, 1990;
THOMAZ-SOCCOL et al., 1993). No entanto, técnicas
moleculares como RAPD-PCR ou PCR vém sendo empregadas
para a identificagio de espécie (PEREIRA, 2005; PEREIRA et al.,
2008). Na técnica de PCR, o emprego de um tnico par de
iniciadores especificos permite identificar somente a espécie em
questdo. A vantagem de técnicas como o RAPD-PCR ¢ que
isolados desconhecidos podem ser comparados com vdrias amostras
referéncias segundo seu perfil eletroforético, o que permitird, por
comparacio, chegar ao agente etioldgico.

A leishmaniose visceral tem aumentado significativamente no
Brasil com total de 60.969 casos, entre 1980 a 2005, somente em
humanos. Nos anos 90, o nimero médio de casos anuais era de
1.500 e, a partir de 2001, passaram a ser registrados em torno de
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3.000 casos. Em 2000, o ntimero oficial foi de 4.858 casos em
humanos (BRASIL, 2008).

Os aspectos epidemiolégicos da LV, no Brasil, vém sofrendo
alteracdes. Inicialmente, como no Nordeste brasileiro, a incidéncia
da doenga era associada i pobreza, subnutri¢io humana e canina e
dreas rurais e/ou silvestres. Atualmente, no Sudeste e Centro-oeste,
a doenga estd ocorrendo em regides urbanas ou periurbanas,
mostrando assim a urbanizacio da LV (SILVA et al., 2001;
GONTIJO; MELO, 2004; BORASCHI; NUNES, 2007). Na
Regido Sul, nio ocorrem casos autéctones de LV por nao ser
observado vetor espécie especifico. Porém, cies e humanos com
sinais clinicos compativeis com LV vém sendo observados no
Estado do Parand. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
a ocorréncia de leishmaniose visceral em caes com alteragoes
clinicas, procedentes de diferentes regioes do Estado do Parand e
verificar a autoctonia dos mesmos.

Material e Métodos

1. Diagnéstico clinico

Os animais com suspeita clinica de leishmaniose visceral foram
avaliados clinicamente, adotando-se a classificacio de Abranches et al.

(1991), modificada por Molina et al. (1994).

2. Exames complementares

Dos animais submetidos ao exame clinico, foram colhidos
5 mL de sangue, sendo 2 mL com anticoagulante (EDTA) para
realizacio de hemocultura, (DEREURE et al., 1998), reacao
em Cadeia da Polimerase — PCR (LACHAUD et al., 2002) e
hemograma (GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994); ¢ os
outros 3 mL foram colhidos sem anticoagulante para separagao
do soro e pesquisa de anticorpos (reagio de imunofluorescéncia
indireta — RIFI e ensaio imunoenzemdtico — ELISA); avaliacio
das fungoes hepdtica e renal pelas dosagens ALT - PP (ANALISA)
e método cinético UV; FA - ACP - 405 (WEINER LAB.)
método cinético otimizado - 405 nm; creatinina K (LAB TEST)
método cinético otimizado e Uréia CE (LAB TEST) método
enzimdtico colorimético. Todos os métodos foram realizados
segundo recomendagoes dos fabricantes.

3. Sorologia

A determinagio dos titulos dos anticorpos (IgG) contra
Leishmania foi realizada pelas técnicas de RIFI, empregando-se
conjugado anti-IgG de cio (isotiocianato de fluoresceina — Sigma) e o
ELISA, utilizando-se conjugado anti-IgG de cio (peroxidase — Sigma),
padronizados conforme Castro, Thomaz-Soccol e Augur (2003).
Titulos iguais ou superiores a 1:40 foram considerados positivos
para a RIFI, e o ponto de corte para a reacio de ELISA foi
considerado de 0,135, valor este que representa a média dos valores
de absorbancia dos animais negativos (nascidos em Curitiba) mais
dois desvios- padrio, repetidos em cada placa.
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4. Isolamento e cultivo do parasito

Foi realizada a biépsia aspirativa do ginglio popliteo, ou
bidpsia de pele. O aspirado de ganglio foi inoculado diretamente
em meio de cultivo NNN, contendo 0,5 mL de soro fisiolégico
com penicilina (25.000 Ul ) + estreptomicina (100 pg.mL™") para
isolamento. Os fragmentos da bidpsia passavam por antissepcia,
maceragio, adi¢io de 0,5 mL de sorofisiolégico contendo antibidtico.
Os isolados foram catalogadas sob a sigla CUR (CURITIBA),
seguida de numeragio correspondente 4 ordem de entrada,
segundo recomendagoes propostas pelo “Colloque International
de Montpellier”, Franga (RIOUX, 19806).

Para a obtengao de grande quantidade de promastigotas,
visando a extragdo do DNA para as etapas de PCR e RAPD-PCR,
os protozodrios foram inoculados em meio RPMI, suplementados
com 10% de soro fetal bovino, em garrafa de cultivo celular
de 100 mL, por 7 dias, em estufa a 24 °C. Apés crescimento,
o sedimento foi recuperado, lavado com tampao Tris-HCL
pH 8.0, centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos e o sedimento
armazenado a —20 °C.

5. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Polimorfismo
de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD - PCR)

As extragoes de DNA foram realizadas em tubos plésticos de
2,0 mL, que continham no sedimento formas promastigotas de
Leishmania. Foram adicionados 400 uL de tampio de lise (TE), pH
=8,0,50 uL SDS a 10% e 5 uL de Proteinase K (20 mg.mL™), em
banho-maria, por 2 horas, a 56 °C. Posteriormente, desnaturou-se
a proteinase K, aquecendo-se os tubos a 95 °C por 10 minutos.
Em seguida, foram adicionados 5 pL de RNAse (20 mg.mL™),
homogeneizados e incubados em banho-maria, a 37 °C, por 2 horas.
Adicionou-se fenol saturado (fase inferior) volume/volume e, apés
a centrifugagio, 10000 g por 5 minutos a 20 °C, recuperou-se o
sobrenadante e fez-se uma segunda extragio com fenol. Apés esse
procedimento, foi adicionado fenol cloroférmio (volume/volume) e
nova centrifugago (10000 g, 5 minutos, a 20 °C). Esse procedimento
foi repetido duas vezes, sendo recuperada a fase superior e
submetida a extracio com cloroférmio. O DNA do sobrenadante
foi precipitado com acetado de sédio a 3 M e 2 volumes de etanol
96% a 4 °C. Apés incubagio por 18 horas a —20 °C foi realizada
centrifugacio a 10000 g, por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado lavado duas vezes com 300 L de
etanol 70°. O precipitado foi deixado para secar, por 10 minutos,
em estufa a 37 °C e, apds esse tempo, foi hidratado com 100 puL
de dgua ultrapura e mantido a —80 °C até seu uso.

As quantificagoes de DNA, tanto das amostras referéncias
como das amostras isoladas no presente trabalho, foram feitas
pela medida de absorbincia a 260 nm em espectrofotdmetro
(Gene Quant®).

Para identificar o complexo L.(L.) infantum por PCR, foram
usados os iniciadores RV1/RV2 desenhados com base no DNA
alvo altamente repetitivo do minicirculo do kDNA de Leishmania
donovani sensu lato, segundo metodologia descrita por Lachaud et al.
(2002).
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A técnica de RAPD-PCR foi realizada para os isolados com
resultado de PCR negativos. Foram usados quatro oligonucleotideos
iniciadores (A2 — TGCCGAGCTG; A3 — AGTCAGCCAGC;
A9 — GGGTAACGCC e A10 - GTGATCGCAG) (BANULS,
1998). As condigoes de amplificagdo foram realizadas segundo
protocolo proposto por Pereira (2005). Em resumo: as reagoes foram
realizadas para 25 pL com 10 mM Tris-Cl, pH 8,3, 50 mM KCl,
1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP (deoxinucleotide triphosphate),
10 pmol de oligonucleotideo iniciador, DNA diluido 1:40 ¢ 2,5 U
de Taq DNA polymerase (Invitrogen). A amplificacio consistiu
em um ciclo inicial de desnaturacio a 94 °C por 5 minutos,
40 ciclos de desnaturagao a 94 °C por 1 minuto, anelamento a
36 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto, seguido de
uma extensao final de 7 minutos a 72 °C. Apés a amplificacio foi
realizada eletroforese em gel de agarose a 1,6% e, apés ser corado
por brometo de ethidium (20 minutos), o gel foi visualizado em
aparelho de UV e fotodocumentado.

6. Controles positivos e negativos

Para controle de qualidade da técnica de PCR e RAPD-PCR,
em todas as amplificagoes foram empregadas amostras referéncias
de L. braziliensis, L. amazonensis e L. infantum. Como controles
negativos foram usados o mix, sem acréscimo de DNA e um mix
com DNA extraido do sangue de caes oriundos de zona indene
(nascidos em Curitiba e com sorologia negativa). Em todas as
etapas também foram realizados controles de extragio.

Para as técnicas soroldgicas, foram empregados soros de dois
animais comprovadamente positivos (procedentes de Belo Horizonte
e com isolamento do parasito) e como controle negativo foram
usados soros de dois animais vindos de zona indene (nascidos
em Curitiba).

7. Amostras referéncias

As amostras referéncias usadas no presente trabalho, como
controles positivos para as técnicas moleculares, seguiram as
recomendagdes da Organizagio Mundial da Saade (WHO, 2001):
Leishmania (L.) infantum (MHOM/FR/71/LRM75); Leishmania
(V)) braziliensis (MHOM/BR/00/LTB300) e Leishmania (L.)
amazonensis (MHOM/BR/73/M2269). Foram descongeladas,
repicadas semanalmente e processadas como os isolados para as
etapas de extragio de DNA para a realizacio das técnicas de PCR
e RAPD-PCR. As amostras foram doadas pelo Laboratério de
Ecologia Médica (LEM) de Montpellier, Fran¢a, e mantidas em
nitrogénio liquido no Laboratério de Parasitologia Molecular da
Universidade Federal do Parand. A escolha das trés espécies foi
devida ao fato delas apresentarem maior distribuicio geografica
no Brasil.

Resultados e Discussao

Nos 24 animais avaliados, os sinais clinicos mais frequentes
foram: onicogrifose (94,8%), linfadenomegalia (82,8%), caquexia

(57,57%), alopecia (65,45%), descamagio furfurdcea (63,36%),
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tlceras (40,2%) e palidez de mucosa oral e conjuntival. Um animal
apresentou lesio de mucosa nasal. Esses sinais clinicos sio compativeis
com LV canina (FEITOSA et al., 2000; ALMEIDA et al., 2005).
Na classificagao de acordo com os sinais clinicos, verificou-se que
62% dos cies eram polissintomdticos, 18% oligossintomdticos e
20% assintomdticos. Os dados observados sio compativeis com
os achados clinicos apresentados por Gontijo ¢ Melo (2004)
e Brasil (2004). Vale ressaltar que, se um animal apresentou
resultado positivo para Leishmania, todos os demais da mesma
residéncia foram examinados e material colhido para exame, o que
justifica o encontro de 20% de caes positivos e assintomdticos.
Animais assintomdticos podem servir de fonte de infecgao para
os flebotomineos e disseminagio da doenca, como jd ressaltaram
Alvar et al., 2004.

Observou-se que 40% dos animais apresentaram anemia com
o numero de eritrdcitos variando de 4,20 a 4,76 milhoes por
mm?. Em 50% dos casos, a anemia era normocitica hipocrémica.
Leucocitose associada a neutrofilia foram constatadas em 52% dos
casos, linfocitose em 65% e eosinofilia em 15,62%. A concentracio
de proteina plasmdtica variou de 8,6 a 10,8 g.dL™'. Os niveis
de AST e ALT apresentaram-se moderadamente alterados com
43,0 + 17,2 e 25,5 + 3,2 respectivamente. Uréia ficou dentro
dos valores de referéncia em 68% dos casos. Autores como
Albuquerque et al. (2007) observaram resultados semelhantes
em cdes com sinais clinicos de LV. Dados destes exames, quando
avaliados cuidadosamente, podem ser tteis para alertar os Clinicos
Veterindrios, de zona indene, a solicitarem exames especificos para
confirmar ou nao a leishmaniose visceral.

Noventa e dois por cento dos animais apresentaram sorologia
positiva em ambas as técnicas usadas. Na RIFL, os titulos variaram
de 1:40 a 1: 2560. No teste de ELISA, as absorbancias variaram de
0,139 a 1,640. Métodos soroldgicos sao excelentes para triagem
em leishmaniose visceral. Todavia, o exame parasitoldgico ¢
indispensdvel para a confirmacio da espécie sob estudo. O cultivo
de Leishmania foi positivo no material de 19 animais, os outros
cinco caes tiveram diagndstico confirmado para outras etiologias,
como erlichiose, demodicose.

Para identificar os parasitos optou-se por métodos moleculares
uma vez que vem sendo empregado por muitos autores
(QUINNELL et al., 2001, LACHAUD et al., 2002, GOMES et al.,
2007). A técnica de PCR permitiu amplificar fragmentos de 145 pb
em 14 isolados, o que caracteriza L. (L.) infantum (Figura 1). As
cinco amostras que nio apresentaram amplificaio para o fragmento
esperado foram submetidas A técnica de RAPD-PCR, e quatro
(CUR338, CUR339, CUR342 ¢ CUR350) apresentaram perfil
eletroforético compativel com L.(V)) braziliensis (Figura 2), espécie
autéctone no Estado do Parand (THOMAZ-SOCCOL et al.,
2003; CASTRO et al., 2007), embora os animais tivessem sinais
clinicos similares aos de LV como descamagio epitelial, magreza,
onicogrifose, entre outros. A amostra CUR 291 apresentou
perfil eletroforético diferente das amostras referéncias incluidas
no presente estudo e dos demais isolados, provavelmente trata-se
de outra espécie.

Todos os casos confirmados de LV foram avaliados
epidemiologicamente com levantamento da procedéncia dos
animais, tempo de residéncia e com pesquisa do vetor no local de
residéncia. Verificou-se que os cies com LV eram procedentes de
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Figura 1. Perfil dos produtos de amplificagio do DNA pela técnica
de PCR dos isolados e amostra referéncia de L. (L.) infantum com
os iniciadores RV1 e RV2. Eletroforese em gel de agarose 1,6%.
1: CUR189; 2: CUR193; 3: CUR210; 4: CUR211; 5: CUR 240;
6: CUR268; 7: CUR269; 8: Amostra referéncia L. (L.) infantum;
9: Marcador Molecular 100 pb (Invitrogen).
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Figura 2. Perfil dos produtos de amplificagio do DNA pela técnica de
RAPD dos isolados de Leishmania em caes e amostras referéncias do

protozodrio com o iniciador A9. Eletroforese em gel de agarose 1,6%.
1: Marcador Molecular 1 Kb (Invitrogen); 2: Amostra referéncia de
L. braziliensis; 3: CUR338; 4: CUR342, 5: CUR350; 6: CUR339;
7: CUR 189; 8: CUR210; 9: CUR269; 10: CUR268; 11: CUR240;
12: CUR291; 13: Amostra referéncia L. infantum; 14: Amostra
referéncia L. amazonensis.

dreas diferentes, mas endémicas (Tabela 1), e adoeceram em zona
indene, sendo, portanto, casos alctones. Muitos animais estavam
em tratamento para sarna ou doencas hormonais hd mais de um
ano, retardando o diagndstico correto. O encontro de animais
positivos para LV em zona indene, como na Regiao Sul, deve ter o
diagnéstico confirmado por isolamento do parasito, e sua correta
identificacio feita por laboratérios de reconhecida competéncia.
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Tabela 1. Dados dos caes segundo a procedéncia e o resultado dos exames laboratoriais para Leishmania sp.

Exames realizados

Cédigo Local de origem / local de notificacio
IFI Titulo > 1:40 ELISA D.O. > 0,135 PCR RAPD
189 Belo Horizonte - MG / Curitiba + + Li Li
193 Belo Horizonte - MG / Curitiba + + Li Li
210 Belo Horizonte - MG / Curitiba + + Li Li
211 Belo Horizonte - MG / Curitiba + + Li Li
240 Fortaleza - CE / Curitiba + + Li Li
268 Belo Horizonte - MG / Londrina + + Li Li
269 Belo Horizonte - MG / Londrina + + Li Li
291 Desconhecida / Curitiba + + - Lb
338 Arapongas + + - Lb
339 Arapongas + + - L.b
342 Arapongas + + - Lb
Pepi Minas Gerais / Londrina + + L.i L.i
Julie Minas Gerais / Londrina + + Li Li
350 Arapongas + + - Lb
362 Aracaju - SE / Curitiba + + Li Li
363 Trés Coragdes - MG / Curitiba + + Li Li
372 Trés Lagoas - MS / Curitiba + + Li Li
376 Campo Grande - MS / Curitiba + + Li Li
383 Tocantins / Santa Catarina / Curitiba + + Li Li
Susi Belo Horizonte - MG / Curitiba - - - -
Daiane Belo Horizonte - MG / Curitiba - - - -
July Belo Horizonte - MG / Curitiba - - - -
Stephany Belo Horizonte - MG / Curitiba - - - -
Diny Belo Horizonte - MG / Curitiba - - - -

L.i = Leishmania (L.) infantum; L.b = L. (V.) braziliensis.

Ainda é imprescindivel que seja avaliada, junto com as autoridades
de Satide Publica, a autoctonia dos casos e que sejam tomadas
medidas de vigilincia e controle de LV, conforme recomendagoes
do Ministério da Satide. Pelo fato da leishmaniose visceral ser uma
zoonose e ter o cio doméstico como o principal reservatorio, os
casos diagnosticados devem ter avaliagio epidemioldgica e vetorial,
pois a migracio desses animais pode disseminar a doenga para
outras regioes, desde que encontrem ecétopo adequado e vetor
especifico.

A participagdo das clinicas veterindrias como sentinelas
no monitoramento da LV canina, em zona indene, deverd ser
buscada e, mediante campanhas de conscientiza¢io, mobilizar
os profissionais ligados & saide e as populagdes locais em torno
de uma ampla discussao sobre o impacto dessa zoonose na Satde
Puablica (J ULIAO et al., 2007). Seria fundamental ainda que o
Ministério da Agricultura (MAPA) exigisse exames soroldgicos
negativos para permitir a entrada de animais de zona endémica
para zona indene, antes de autorizar guia de trinsito.
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