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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose transmitida por flebotomineos, sendo causada
por diversas espécies de Leishmania e que podem infectar seres humanos, e animais
domésticos e selvagens. No Brasil, o crescimento no nimero de casos de Leishmaniose
Visceral Canina (LVC) € associado com a adaptagdo de seu vetor e a dispersao da Leishmania
infantum entre os hospedeiros domésticos e silvestres no ambiente urbano e periurbano.
Objetivou-se com este trabalho contribuir com o estudo epidemiolégico da LVC no Estado de
Pernambuco, mediante a identifica¢do da frequéncia anticorpos IgG anti-Leishmania infantum
em raposas (Cerdocyon thous) de vida livre e de cativeiro e em cdes domésticos (Canis
Jfamiliaris) oriundos de Unidades de Conservacdo do Estado de Pernambuco e no seu entorno.
Ao todo, foram obtidas amostras de sangue de 107 animais, sendo 18 raposas (quatro de vida
livre e 14 de cativeiro) e de 89 caes (85 domiciliados e quatro errantes). Em nove raposas e
trés caes também foram obtidas amostras de medula 6ssea. Os testes de RIFI e ELISA foram
realizados nas 107 amostras de sangue dos canideos e a PCR foi realizada nas 12 amostras de
medula éssea. Das 18 raposas examinadas, uma (5,5%) foi soropositiva ao ELISA e dos 89
cdes examinados, 29,21% foram soropositivos pela RIFI, 35,95% pelo ELISA e 19,10%
foram soropositivos em ambos os testes simultaneamente. Nenhuma das amostras foi positiva
na PCR. Concluiu-se que a ocorréncia de anticorpos IgG anti-L. infantum em uma raposa de
vida livre e um cdo errante no mesmo ambiente silvestre sugeriu a existéncia de um ciclo
silvatico da Leishmania infantum em uma das &areas de estudo. A presenca de caes
soropositivos no interior € no entorno de areas silvestres indicou que estes animais podem
atuar como dispersores do agente infeccioso para populagdes humanas e para cdes nao
infectados. Esta € a primeira ocorréncia de anticorpos IgG anti-Leishmania infantum em
raposa de vida livre e em caes capturados no interior de Unidades Conservagao do Estado de

Pernambuco, Brasil.

Palavras chave: Calazar, canideos, diagndstico, sorologia, PCR.



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonosis transmitted by sand flies caused by several
Leishmania species and that can infect humans and domestic and wild animals. In Brazil, the
growth in the number of cases of Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is associated with the
adaptation of its vector and dispersion of Leishmania infantum among domestic and wild
hosts in urban and periurban areas. The objective of this work contribute to the
epidemiological study of CVL in the state of Pernambuco by identification of the frequency
IgG antibodies anti-Leishmania infantum in free-living and captives crab-eating foxes
(Cerdocyon thous) and domestic dogs (Canis familiaris) from Conservation Unit of the State
of Pernambuco and its surroundings. Blood samples were obtained of 107 animals, 18 crab-
eating foxes (four free-living and 14 captives) and of 89 dogs (85 domiciled and four strays).
Bone marrow samples were obtained of nine crab-eating foxes and three dogs. The IFAT and
ELISA were performed on blood samples of 107 dogs and PCR was performed on 12 samples
of bone marrow. Of the 18 crab-eating foxes examined, one (5.5%) were seropositive to the
ELISA and 89 dogs examined, 29.21% were positive by IFAT, 35.95% positive by ELISA
and 19.10% were positive in both tests simultaneously. None of the samples was positive by
PCR. It is concluded that the presence of IgG antibodies anti-L. infantum in a free-living crab-
eating fox and in a stray dog in the wild environment suggested the existence of a local
sylvatic cycle of Leishmania infantum in one of the areas of study. The presence of
seropositive dogs inside and around of these wild areas indicated that animals can act as
dispersers of the infectious agent to humans and to the non-infected dogs. This is the first
occurrence of IgG antibodies to Leishmania infantum in free-living crab-eating fox and dogs

trapped inside of the Conservation Units of the State of Pernambuco, Brazil.

Key words: Kala-azar, Canids, Diagnostic, Serology, PCR.
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1 INTRODUCAO

A conservacao das espécies animais selvagens estd sendo progressivamente ameacada
em decorréncia da pressdo antropica sobre os biomas. O desflorestamento, fragmentacdo de
habitats, a introducdo de espécies invasoras (aves exdticas, roedores, pets, insetos), 0 consumo
de recursos naturais e a expansdo da agropecudria sdo atividades que promovem a alteracdo
dos habitats e mudancgas climéticas o que favorece a redugao de populagdes ou a extin¢cdo de
espécimes selvagens em diversos niveis tréficos (DASZAK et al., 2001; CHOMEL, 2008).

Tais mudancas ambientais interferem diretamente sobre a saude coletiva, pois estdo
associadas com descarte indevido de residuos e dejetos, poluicdo de aquiferos, saneamento
precario, proliferacdo de pragas urbanas e vetores. Estes fatores promovem a dispersao de
agentes infecciosos veiculados por vetores, a exemplo da maldria, dengue e leishmaniose
visceral (LV) (KNUDSEN e SLOOFF, 1992; PATZ et al., 2000; DESJEUX, 2001; TAUIL,
20006).

Considerada no Brasil como uma zoonose emergente, a LV é uma enfermidade de
curso cronico, potencialmente letal para os seres humanos e cdes. O agente infeccioso da LV €
o protozodrio flagelado Leishmania (Leishmania) infantum (=Leishmania infantum)
(LAINSON, 2010). O flebotomineo denominado mosquito-palha (Lutzomyia longipalpis) é o
seu principal vetor, sendo encontrado no ambiente selvagem, rural, periurbano e urbano
(RANGEL e VILELA, 2008). A L. infantum tém como reservatério doméstico e
peridoméstico o cdo, e como reservatorios selvagens a raposa (Cerdocyon thous) e marsupiais
didelfideos (GONTIO e MELO, 2004; LAINSON, 2010).

Até as duas ultimas décadas, a LV era tratada como uma doenga limitada ao ambiente
rural, com cerca de 90% dos casos humanos restritos a regido Nordeste. Contudo, a
enfermidade tem se expandido em todas as regides do Brasil, com ocorréncia em grandes
centros urbanos, causando grandes impactos para a satde publica brasileira (BRASIL, 2009a;
FURLAN, 2010; BRASIL, 2011).

A expansdo desta enfermidade tem sido associada principalmente a destruicdo do
habitat selvagem, devido a expansdo da agropecudria, a migracdo de individuos infectados
(seres humanos e caes) de areas rurais para os centros urbanos, a adaptagdo do vetor a dreas
urbanizadas e o compartilhamento do ambiente peridoméstico pelos reservatérios vertebrados

(LAINSON, 1988; REBELO et al., 2000). Além disso, as atividades de caca e de ecoturismo



(caminhadas, acampamentos), podem promover uma maior exposi¢ao ao agente infeccioso da
LV, o que favorece a dispersdo da enfermidade para novas dreas (CURI et al., 2006).

De modo geral, os animais selvagens participam da cadeia epidemioldgica da maioria
das zoonoses e servem como reservatorios de agentes zoondticos para animais domésticos e
seres humanos, sendo que a maioria das doencas emergentes sdo zoonoses (KRUSE et al.
2004).

Os canideos selvagens sdo importantes na epidemiologia da LV, pois tém a capacidade
de dispersar o agente infeccioso para ambientes urbanizados, devido ao hébito de se
deslocarem do meio selvagem para o meio urbano na busca por alimentos (LAINSON, 1988).

No Brasil, a raposa (C. thous) é considerada um potencial reservatorio da L. infantum
no ambiente selvagem. Neste canideo foi isolado o agente infeccioso a partir de amostras de
animais de vida livre, que se apresentavam aparentemente sadios e sem sinais de LV
(SILVEIRA et al., 1982; MELLO et al., 1988). Este canideo foi incriminado como principal
fonte de infecgdo para os seres humanos em um surto de LV na cidade de Sobral, Ceard, onde
a eliminacdo das raposas selvagens na regiao foi uma das medidas adotadas para o controle do
agente infeccioso (ALENCAR, 1961). Contudo, a participac¢do da raposa como dispersora em
ambiente peridoméstico foi questionada por Courtenay et al. (2002) em um estudo na
Amazonia Paraense, ao considerarem este canideo como pouco representativo para a
manuten¢do da L. infantum no ambiente peridoméstico, sem a existéncia de caes domésticos,
que sdo importantes fontes de infeccdo do agente infeccioso da LV.

A participacdo do cdo doméstico e das raposas na epidemiologia da LV em d&reas
silvestres foi avaliada em um estudo no Parque Nacional da Serra do Cipd, Minas Gerais,
sendo identificados anticorpos anti-L. infantum em amostras de raposas de vida-livre e em
cdes domésticos oriundos de habitacdes nas proximidades dos locais de captura das raposas
(CURI et al., 2006). Nesta pesquisa, os autores enfatizaram a importancia de se evitar o
acesso dos cdes domésticos ao meio selvagem como medida de controle e prevengdo da
dispersdo da infecc¢ao na regido estudada.

Diante disto € importante avaliar a relacdo das duas espécies no meio selvagem e no
seu entorno, a fim de identificar uma possivel disseminag¢do da L. infantum no ambiente
natural, peridomiciliar e domiciliar. No entanto, ndo ha estudos até o presente momento
referente a participacdo da raposa e do cdo doméstico no ciclo da L. infantum em Unidades de

Conservagao no Estado de Pernambuco.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Contribuir com o estudo epidemioldgico da Leishmaniose Visceral Canina no Estado

de Pernambuco.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a frequéncia de anticorpos anti-Leishmania infantum em raposas (Cerdocyon
thous), e em caes domésticos (Canis familiaris) nas dareas estudadas pelos testes de

Imunoadsorcdo Enzimética (ELISA) e Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFT).

b) Realizar a pesquisa de DNA de Leishmania infantum por meio da técnica da Reagdo em

Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de medula 6ssea de raposas e de caes domésticos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E DADOS EPIDEMIOLOGICOS DA
LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral (LV), também denominada calazar (kala-azar), é uma
zoonose, veiculada por vetores, com ampla distribuicdo mundial e que acomete o homem e os
canideos (selvagens e domésticos). Os agentes etioldgicos causadores da LV sdo: Leishmania
(Leishmania) donovani (Laveran & Mesnil, 1903) Ross, 1903 com ocorréncia na Asia,
principalmente India, Bangladesh, Paquistdo e na Africa oriental; Leishmania (Leishmania)
infantum infantum (=Leishmania infantum) (Nicolle, 1908) Shaw, 2002 com distribui¢do em
paises localizados na bacia do mar mediterrineo, oriente médio, Africa oriental e norte da
Asia; e Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (=Leishmania infantum) (Cunha &
Chagas, 1937) Shaw, 2002 com ocorréncia nas Américas (REY, 2001; DESJEUX, 2004;
LAINSON, 2010).

Considerada uma das seis principais epidemias parasitdrias mundiais, a LV € segunda
com maior indice de mortalidade dentre as doencas tropicais (CHAPPUIS et al., 2007). A LV
¢ endémica em 65 paises, com uma incidéncia anual estimada de 500.000 novos casos, e
mortalidade em 59.000 (35.000 em homens e 24.000 em mulheres). Do total de casos
humanos registrados, aproximadamente 90% estio concentrados em Bangladesh, India,
Etiépia, Quénia, Sudio e Brasil (DESJEUX, 1992; DESJEUX, 2004; CHAPPUIS et al., 2007;
MATLASHEWSKI et al., 2011). E apontada como uma das enfermidades mais
negligenciadas pelo setor privado, especificamente a industria farmacéutica, pois se observa
que maior ndmero de casos de LV ocorre em pessoas que vivem em dreas pobres, que nao
podem manter o custo elevado do tratamento, como em zonas rurais e subtrbios de paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Desta forma fica ao setor publico o peso de
investir em novas formas de tratamento, métodos de diagndstico mais eficientes e profilaxia.
(YAMEY e TORREELE, 2002; DESJEUX, 2004; GONTIJO e MELO, 2004; ALVAR et al.,
2006; DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006b).

O Brasil € considerado, no ambito global, o terceiro mais importante foco de LV,
abrangendo cerca de 90% do total de casos reportados nas Américas (BERN et al., 2008).
Segundo dados do Ministério da Satide foram registrados no Brasil um total de 64.953 casos

confirmados de LV nos anos de 1990 a 2010 (BRASIL, 2011). Sendo que, na regido



Nordeste, concentra-se o maior nimero de casos da enfermidade, cerca de 90% dos casos
registrados até a década 1990 (BRASIL, 2009a; FURLAN, 2010).

Contudo nas dltimas décadas, houve uma mudanca no perfil epidemioldgico da LV.
Anteriormente, caracterizada como uma enfermidade de ocorréncia notadamente no meio
rural, tem se expandido para grandes centros urbanos (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).
Surtos nos municipios do Rio de Janeiro, Belo Horizonte, Aracatuba, Santarém, Corumb4,
Teresina, Natal, Sao Luis, Fortaleza, Camacari, Trés Lagoas, Campo Grande e Palmas
confirmam a periurbanizacao e urbaniza¢ao da LV no Brasil (BRASIL, 2009a).

No Brasil, em diversas regides, a emergéncia da LV e a expansdo do nimero de casos
em cdes e humanos, tém sido atribuidas a fatores de origem antropogénica, tais como:
aquecimento global, a migracdo de populagdes de dreas endémicas rurais para a periferia de
centros urbanos, a pobreza, a falta de saneamento basico, o acimulo de dejetos, a polui¢ao de
aquiferos, a presenca de criatorios urbanos, a expansao agropecudria, os desflorestamentos, a
fragmentacdo de habitat, a introdugcdo de espécies invasoras e sinantropicas no domicilio e
peridomicilio, a instalacdo de habitagdes proximas a florestas, a adaptacdo de vetores ao
peridomicilio e intradomicilio, o aumento populacional de caes errantes e aproximacdo de
reservatorios selvagens e domésticos (LAINSON, 1988; GALLEGO, 2004; LAINSON e
RANGEL, 2005; ALVAR et al., 2006; DANTAS-TORRES ¢ BRANDAO-FILHO, 2006b;
DANTAS-TORRES et al., 2006; DINIZ et al., 2008; MAIA-ELKHOURY et al., 2008,
READY, 2008).

Considerando o Estado de Pernambuco, existe a ocorréncia de casos de LV em todas
as suas regioes: Sertdo, Sertdo do Sado Francisco, Agreste, Zona da Mata e Regido
Metropolitana do Recife. Os municipios de Salgueiro, Petrolina, Caruaru, Goiana e Ilha de
Itamarac4 tiveram o maior nimero de casos registrados de LV, no periodo entre 1990 a 2001
(DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2005). No periodo de 2004 a 2008, foram
registrados 415 casos de LV em Pernambuco, estando entre os 10 estados com maior nimero

de casos (BRASIL, 2009b).

2.2 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - DADOS EPIDEMIOLOGICOS PARA
PERNAMBUCO

A leishmaniose visceral canina (LVC) possui uma ampla distribui¢do mundial, sendo
os canideos importantes reservatorios da L. infantum no Mediterraneo, Oriente Médio, Asia
central, Norte da Africa e América do Sul (PALATNIK-DE-SOUSA e DAY, 2011). Estima-

se que aproximadamente 2,5 milhdes de cides domésticos estejam infectados somente no



sudoeste da Europa. Do mesmo modo, na América do Sul estdo estimados em milhdes o
nimero de caes com LVC, com o maior registro de casos concentrados na Venezuela e Brasil
(BANETH et al., 2008).

De acordo com dados da Fundacdo Nacional de Satide (FUNASA), em Pernambuco,
cerca de 2,5% da populacio canina € soropositiva para anticorpos anti-L. infantum
(ALEXANDRINO, 2001). No entanto, diversos estudos tém sido realizados nos dltimos anos,
a fim de identificar o perfil epidemiol6gico da LVC no estado, e tem sido apontado que, em
areas endémicas, as soroprevaléncias sdo mais elevadas que a média estimada pela FUNASA
(DANTAS-TORRES et al., 2006a).

No municipio de Paulista, Regido Metropolitana do Recife (RMR), Dantas-Torres et
al. (2006) determinaram uma soroprevaléncia de 40,3% (130/322), sendo que 85,3% dos
animais soropositivos apresentavam-se assintomadticos. Na Ilha de Itamaracd (RMR), Santos
(2006) determinou uma soroprevaléncia de 4,5 % (9/199) dos cdes analisados, diferentemente
de Marinho (1996) que relatou uma soroprevaléncia de 27,7% (45/162) no mesmo municipio.

Em Garanhuns, Agreste Pernambucano, Santos et al. (2010) obtiveram uma
prevaléncia de 16% (41/256), sendo que 4,9% (2/41) do animais se apresentavam
sintomdticos. Em um estudo semelhante, realizado numa comunidade rural do municipio de
Sdo Vicente Férrer (Agreste), Dantas-Torres et al. (2010c) relataram soroprevaléncia de
29,3% (12/41). Os caes estudados eram considerados semidomiciliados e tinham acesso ao
ambiente silvestre.

No municipio de Petrolina, regido do Sertdo do Sao Francisco, Santana et al. (2010)
registraram uma soroprevaléncia de 19,33% (115/595) em caes oriundos de areas urbanas e
rurais.

Apesar das altas prevaléncias encontradas em municipios vizinhos, a cidade do Recife,
¢ considerada ndo receptiva para a LV canina, ndo havendo até o presente momento o registro
de casos autdctones, como também ndo ha registro da presenca instalada do vetor Lutzomya
longipalpis no Recife. Contudo, este municipio estd vulnerdvel a ocorréncia da infecgdo,
diante de uma possivel migracdo de animais e vetores de dreas endémicas (DANTAS-

TORRES et al., 2004; DANTAS-TORRES et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2006).

2.3 AGENTE ETIOLOGICO E CICLO BIOLOGICO
Os agentes causadores da LV sdo protozodrios da ordem Trypanosomatida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania, subgénero Leishmania e pertencem ao Complexo

Leishmania donovani (LAINSON, 2010).



Assim como em outras espécies de leishméanias estes protozodrios sdo caracterizados
por apresentarem duas formas em seu ciclo bioldgico: a forma amastigota e a forma
promastigota. A forma amastigota, que € aflagelada, € um parasita intracelular do sistema
fagocitico mononuclear (SFM) de hospedeiros vertebrados e a forma promastigota, que possui
um flagelo, se desenvolve e multiplica-se por divisdo bindria no tubo digestério dos
hospedeiros invertebrados. Os parasitos do Complexo L. donovani t€m tropismo pelo sistema
macrofagico da pele, bago, figado, medula dssea e linfonodos (HOMMEL, 1999; ASHFORD,
2000).

Os parasitos do Complexo L. donovani sdo adaptados a temperatura média de 37°C,
fato que lhes confere a capacidade de invadir tecidos profundos, apds infectarem a pele. No
hospedeiro vertebrado as promastigotas sao fagocitadas pelos macréfagos, em seguida adotam
a forma aflagelada permanecendo no interior dos vacuolos parasitéforos (fagossomos). As
amastigotas multiplicam-se por divisdo bindria, até que o excesso de parasitos provoque a
ruptura do fagossomo e liberacdo de novas amastigotas no intersticio dos tecidos ou no
plasma sanguineo. Posteriormente, serdo fagocitados por novos macréfagos que reiniciardo o
ciclo e transportardo os parasitas a novos tecidos (HOMMEL, 1999; REY, 2001; MEDEIROS
et al., 2005).

2.4 VETORES

Os flebotomineos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae (SANTOS et al., 1998). Diminutos (2 a 3 mm) e de corpo fragil,
possuem fraca capacidade de voo direto. Tem atividade no periodo crepuscular e noturno. No
periodo diurno, permanecem abrigados em locais com baixa incidéncia luminosa, com alta
umidade e temperatura moderada. Ambos os sexos fitéfagos, utilizam carboidratos como
fonte energética, contudo a fémea necessita de sangue para maturar os ovos, sendo
considerada hemat6faga e € potencial veiculadora de Leishmania spp., arboviroses e
bartoneloses. A ovoposicdo ocorre em ambientes ricos em matéria organica, o que favorece o
desenvolvimento das larvas (ALEXANDER, 2000; REY, 2001; BRAZIL et al., 2003;
AMORA et al., 2009).

Os flebotomineos se adaptam com facilidade ao ambiente doméstico e peridoméstico.
Os principais fatores que promovem a atragdo e permanéncia dos mosquitos nestes ambientes
sdo0 a existéncia de animais domésticos, principalmente aves e suinos, dejetos e o acimulo de

lixo orgénico, acredita-se também que a iluminagdo das habitacdes possa atrair os mosquitos



do seu ambiente natural (LAINSON, 1988; REBELO, 2001; ALEXANDER et al., 2002;
FELICIANGELL, 2004; LAINSON e RANGEL, 2005).

As principais espécies vetoras dos agentes etioldgicos da LV pertencem ao género
Lutzomyia, nas Américas, e ao género Phlebotomus, na Africa, Asia e Europa (REY, 2001). O
Lutzomyia longipalpis € o principal vetor da L. infantum no Brasil e € considerada a espécie
mais sinantrépica do novo mundo. Tem ocorréncia nas regides Norte, Nordeste, Centro-oeste
e Sudeste (SHAW, 1999; LAINSON e RANGEL, 2005). O Lutzomya cruzi é considerado
vetor nos Estados do Matogrosso do Sul e Matogrosso (GALATTI et al., 1997; MISSAWA e
LIMA, 2006).

Em Pernambuco, hé registro de 37 espécies de flebotomineos, sendo que seis espécies
ainda necessitam de confirmagdo. O L. longipalpis esta disperso em todos os biomas do
estado, e este vetor estd bem adaptado tanto ao clima semi-drido da Caatinga quanto ao clima
umido e quente da Mata atlantica, e esta adaptagcdo associa-se a ocorréncia de casos de LV em
praticamente todo o territério do estado (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006a;
DANTAS-TORRES et al., 2010a). Outro flebotomineo, da espécie Migonemyia migonei €
suspeito de ser vetor da L. infantum no municipio pernambucano de Sdo Vicente Férrer

(CARVALHO et al., 2007).

2.5 OUTROS VETORES E TRANSMISSAO NAO VETORIAL

Tem sido relatada ocorréncia de casos de LV canina em locais onde a presenca do
vetor L. longipalpis ou de outras espécies de flebotomineos € pouco expressiva ou inexistente
e essa discordancia no aspecto epidemioldgico do ciclo do agente motivaram suspeitas quanto
a participagdo de outras espécies de vetores ou transmissao vertical e horizontal (SCHANTZ
et al., 2005; SILVA et al., 2008b; COLOMBO et al., 2011).

Trabalhos recentes t€ém investigado a suspeita da capacidade vetorial do carrapato
Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae), sendo identificada a presenca de DNA e RNA de
L. infantum em carrapatos obtidos de cdes diagnosticados com LV. Apesar de ainda ndo ser
considerado um vetor, os resultados indicaram que existe uma adapta¢do do protozodrio ao
aracnideo (COUTINHO et al, 2005; DANTAS-TORRES et al., 2010b; COLOMBO et al.,
2011; DANTAS-TORRES, 2011). Provas moleculares também identificaram o DNA de L.
infantum em pulgas colhidas de cdes com LV, mas a sua participagdo como vetor ndo foi
relatada (COLOMBO et al., 2011).

A transmissdao vertical (transmamadria ou transplacental) de L. infantum foi

demonstrada experimentalmente em cdes da raca beagle, e em cdes naturalmente infectados



(ROSYPAL et al., 2005; PANGRAZIO et al., 2009; SILVA et al., 2009b), sendo considerada,
nos Estados Unidos da América, o principal modo de transmissdo de L. infantum, devido a
auséncia de vetores competentes (BOGGIATTO et al., 2011).

Estudos recentes demonstraram um tropismo da L. infantum ao sistema genital
masculino do cdo, provocando lesdes inflamatérias no epididimo, prepucio e glande do pénis,
além da confirmagdo da presenca de DNA do parasita no sémen (DINIZ et al., 2005).
Posteriormente, a transmissao venérea (horizontal) de machos para fémeas foi confirmada por
provas moleculares e soroldgicas (SILVA et al., 2009a). Esses resultados evidenciaram a
possibilidade de disseminacdo da L. infantum sem a necessidade de vetores, € o possivel
impacto dos cdes errantes nio castrados na epidemiologia da LV no Brasil (BENITES et al.,

2011).

2.6 HOSPEDEIROS

A L. infantum pode parasitar dezenas de espécies de mamiferos, e esta adaptacio
permite a dispersdo do protozodrio e perpetuacdo de seu ciclo biol6gico no ambiente
selvagem, rural, e urbano. No entanto, os hospedeiros de maior relevancia sdo os seres
humanos e cdes domésticos, em decorréncia dos impactos para a saide publica humana e
veterinaria (SILVEIRA et al., 1982; PASSATINO, 2006; LAINSON, 2010).

Outros hospedeiros importantes na cadeia epidemioldgica da L. infantum siao os
canideos selvagens, marsupiais didelfideos (gambds), roedores selvagens e domésticos,
felinos selvagens e o gato doméstico (DEANE e DEANE, 1955; LAINSON et al., 2002; DI
BELLA et al., 2003; CABRERA et al., 2003; CURI et al., 2006; LUPPI et al., 2008; SILVA
et al., 2008a; DAHROUG et al., 2010; ROQUE et al., 2010).

2.7 RESERVATORIOS SELVAGENS

Os canideos selvagens sdo considerados os principais reservatdrios naturais da L.
infantum na Europa, Asia central, Oriente Médio, Norte da Africa e Américas, (DEANE e
DEANE, 1954; BETTINI e GRANDONI 1986; CRIADO-FORNELIO et al., 2000; FALLAH
et al., 2011).

No velho mundo, a raposa-vermelha (Vulpes vulpes), o chacal-dourado (Canis
aureus), € o lobo-cinzento (Canis lupus) sdo considerados reservatorios selvagens da L.
infantum (BETTINI e GRANDONI, 1986; ASHFORD e BETTINI, 1987).

No Brasil, apenas a raposa (Cerdocyon thous) é considerada, reservatorio natural da L.

infantum (LAINSON et al., 1969; SILVEIRA et al., 1982; LAINSON et al., 1990;



COURTENAY et al., 1996). No entanto, estudos recentes apontaram que a raposinha-do-
campo (Lycalopex vetulus), o lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) e o cachorro-vinagre
(Speothos venaticus) podem ter participacdo no ciclo silvestre e peridoméstico da L. infantum
(CURI et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2008; LUPPI et al., 2008; SOUZA et al., 2010).

Considerando a raposa, existem relatos de infec¢@o natural por L. infantum nas regides
Norte, Nordeste, Centro-oeste e Sudeste (DEANE e DEANE, 1954; LAINSON et al., 1969;
MELLO et al., 1988; CURI et al.,2006).

A participacao desta espécie no ciclo enzodtico e antropozoondético da L. infantum tem
sido atribuida primeiramente as pressdes antrOpicas sobre as dreas naturais, como
desflorestamentos e consequente fragmentacdo de habitat, desta maneira, permitindo que as
raposas se desloquem do ambiente selvagem para os locais habitados, facilitado pela
formacdo de campos abertos e estradas. Desta forma, € atribuida as raposas infectadas,
associada a adaptacdo do fleb6tomo ao peridomicilio, a capacidade de dispersar a L. infantum
para dreas livres do agente etiologico (LAINSON, 1988). Como estes animais costumam
percorrer longas distancias em busca de alimentos (4-5 km), podem ser atraidos por aves
domésticas e dejetos dos domicilios e desta forma compartilhar mesmo o ambiente com os
cdes e o flebétomo, o que favorece a instalacdo do ciclo enzodtico e posteriormente
antropozoondtico da LV (LAINSON, 1988; MACDONALD e COURTENAY, 1996;
TROVATTI et al., 2007; ROCHA et al., 2008).

Os primeiros relatos de LV em raposas foram realizados por Deane e Deane (1954;
1955) no municipio de Sobral, Ceard, ao descreverem a infec¢do natural em quatro
raposinhas-do-campo, € uma destas apresentava os sinais clinicos da enfermidade. No
entanto, apds estudos de morfometria de crinio e denticdo, Courtenay et al. (1996)
confirmaram que os relatados por Deane e Deane (1954), eram da espécie de raposa
Cerdocyon thous. Alencar (1961) relatou também em Sobral, a infec¢do em 4% das raposas
capturadas (7/173), todas aparentemente higidas.

Lainson et al. (1969) sugeriram que a raposa atua como reservatorio da L. infantum,
anteriormente denominada L. donovani, apds identificarem a infeccdo em uma raposa sadia,
oriunda da periferia de Belém, Pard. Na mesma regidao, em Salvaterra, Ilha de Marajé, num
estudo motivado apds a ocorréncia de um 6bito humano por LV, Silveira et al. (1982)
relataram a infeccdo por L. infantum em uma raposa de vida livre capturada.

Em Corumbd, Mato Grosso do Sul, Mello et al. (1988) descreveram a infec¢ao natural

em 9,1% (1/11) das raposas de vida livre estudadas.



Na ilha de Maraj6, foi relatada por Garcez et al. (1996) a ocorréncia de 77,7 % (7/9)
de anticorpos anti-L. infantum em raposas capturas em dreas de floresta nas proximidades do
municipio de Salvaterra, regido endémica para LV canina e humana.

Um importante estudo realizado por Courtenay et al. (2002) avaliou a participacio da
raposa no ciclo peridoméstico da L. infantum na llha de Maraj6. Das amostras analisadas
foram positivas: 74% (54/73) ao ELISA, 15,2% (10/66) a PCR e 25,8% (8/31) na cultura.
Destes, uma raposa apresentou sinais compativeis com LV. Do total de animais positivos, 26
foram selecionados e expostos a 1469 flebotomineos, nao sendo, contudo detectada infeccao
dos vetores por L. infantum apds dissec¢do dos insetos. A partir destes resultados os autores
sugeriram que as raposas nao sdo importantes no ciclo zoonético da L. infantum na regiao
amazoOnica, se nao houver a presenca de caes domésticos, que atuam como perpetuadores do
ciclo do parasita.

Em contrapartida a esta afirma¢do, Gomes et al. (2007) enfatizaram a importancia da
raposa na cadeia epidemiolégica da LV em Teresina, Piaui. Neste municipio, onde a LV ¢é
endémica, foram encontradas em amostras de raposas capturadas a presenga de anticorpos
anti-saliva de L. longipalpis. Altos titulos foram identificados nas raposas, significativamente
superiores aos encontrados nos caes e seres humanos testados na mesma regido, sendo que a
presenca de alta titularidade indica intensa relacdo do fleb6tomo com a raposa. Trés destas
raposas estavam infectadas, com o diagndstico de LV confirmado pela microscopia direta e
por provas moleculares. A partir desses achados sugeriu-se a existéncia do um foco natural da
LV em Teresina, e que a transmissao aos seres humanos nao depende somente da presenca do
cao doméstico (GOMES et al., 2007; DRUMOND e COSTA, 2011).

No Parque Nacional da Serra do Cipd, Minas Gerais, Curi et al. (2006) relataram a
ocorréncia de infec¢do em 16,6% (2/12) das raposas, capturadas.

Também foi relatada a infecc¢ao por L. infantum em raposas de cativeiro. Na Fundacao
Zoo-Botanica de Belo Horizonte (FZB), Minas Gerais, Luppi et al. (2008) registraram a
infec¢do em um individuo soropositivo ao ELISA e a RIFIL. Souza et al. (2010) relataram no
zooldgico da Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiabd, a infeccdo por L. infantum em
seis raposas pela técnica da PCR. Uma raposa apresentou sinais compativeis com LV.

No Zoolégico de Ilha Solteira, Sdo Paulo, Tendrio et al. (2011) confirmaram por
provas parasitoldgicas, soroldgicas e moleculares a infeccao por L. infantum em uma raposa
que apresentava sinais compativeis com LV, e veio a 6bito em decorréncia da evolugao da

doenca.



Contudo, no Estado de Pernambuco de acordo ndo existem relatos da ocorréncia de L.
infantum em raposas.

A raposa € um carnivoro terrestre de médio porte, de habito crepuscular e noturno
(BERTA, 1982). Onivoro oportunista, pode se alimentar de frutas, artrépodes, pequenos
vertebrados e carne em decomposicdo (COURTENAY e MAFFEIL 2004). No Brasil, é
encontrada na Mata Atlantica, Caatinga, Amazonia (menos em planicies da Bacia do Rio
Amazonas), Pantanal e Cerrado (MACDONALD e COURTENEY, 1996; JUAREZ e
MARINHO-FILHO, 2002; JACOMO et al., 2004). Foi relatada a existéncia de raposas em
todas as regides do estado de Pernambuco (MONTEIRO DA CRUZ et al., 2002).

2.8 RESERVATORIOS DOMESTICOS

Os reservatorios primdrios da Leishmania sao mamiferos selvagens, como os roedores,
marsupiais e canideos selvagens. Contudo, com o crescente processo de domicializacdo do
ciclo zoondtico de transmissdo da LV, os animais sinantropicos e domésticos se tornaram
importantes reservatorios da infeccdo (TRAVI et al., 1998; DANTAS-TORRES, 2007)

No ciclo doméstico e peridoméstico da LV o cao (Canis familiaris) tem um papel
importante como reservatorio da L. infantum, sendo a principal fonte de infec¢do para o vetor,
e potencial dispersor do ciclo antropozoondético. Esta importancia é devida a caracteristicas
atribuidas aos caes que sdo favordveis a disseminagcdo e manuten¢do ciclo de transmissao do
parasito no ambiente. Apresentam parasitismo cutaneo intenso das formas amastigotas, o que
propicia a ingestdo da Leishmania spp. pelo fleb6tomo durante o repasto sanguineo. Em
regides endémicas para LV, a proporcao de animais assintomadticos € elevada, dificultando a
deteccao de animais doentes. Podem ser portadores da infeccdo por anos sem manifestar
sinais clinicos, porém permanecendo como potenciais fontes de infec¢do para os vetores. O
crescimento exponencial e sem controle da populagdo de caes nos domicilios e peridomicilios
¢ um fator de risco para a dispersdo da LV. Além da estreita relacdo mantida entre seres
humanos e cées, que pode favorecer a exposi¢cdo do agente infeccioso a individuos suscetiveis
como as criancas e portadores de HIV (ASHFORD, 1996; ASHFORD et al., 1998; LAINSON
e RANGEL, 2005; LAINSON e SHAW, 2005; DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO,
2006b; GIUNCHETTT et al., 2006; DINIZ et al., 2008; VERCOSA et al., 2008).

Devido ao papel de reservatdrio na cadeia epidemioldgica da LV, o cdo doméstico é o
principal alvo para o controle do nimero de casos em humanos (TESH, 1995). As op¢des de
tratamento para os caes sdo limitadas, de alto custo e consideradas pouco efetivas para

eliminar totalmente o parasita do organismo canino, além da restricdo do contato do vetor



com os cdes ser dificultosa. Desta forma, tem sido adotado no Brasil e em alguns paises onde
a LV € endémica, a eliminacdo de cdes sorologicamente positivos, sejam sintomdticos ou
assintomdticos como medida de controle mais vidvel no ambito da sadde publica
(REITHINGER e DAVIES, 1999; BRASIL, 2006).

A participacdo do cdo doméstico na epidemiologia da LV também tem sido relatada
em ambientes selvagens. Em um estudo realizado em vilarejos localizados na floresta
amazonica, Estado do Pard, Courtenay et. al (2002) sugeriram que as raposas consideradas
reservatorios naturais, tem pouca influéncia na disseminacao do parasito aos seres humanos, e
incriminaram os cdes como principal dispersor da L. infantum naquela regido. Curi et al.
(2006) identificaram a presenca de cdes domésticos asselvajados soropositivos para L.
infantum no Parque nacional da Serra do Cipd, Minas Gerais, sendo evidenciado que os
mesmos podem atuar como reservatérios do parasita e de outros agentes enzodticos no meio

selvagem.

2.9 MANIFESTACOES CLINICAS

A LV ¢é uma enfermidade de carater multissistétmico, de curso cronico e
potencialmente letal para os caes e seres humanos. A manifestacao dos sinais clinicos varia de
acordo com a resposta imunoldgica do individuo, sendo que o cdo infectado pode apresentar-
se de modo sintomadtico ou assintomético por longos periodos, variando de meses a anos. No
entanto a LV nos cdes é caracterizada pela emacia¢do, caquexia, alopecia, dermatoses,
principalmente nas orelhas, focinho e perioculares, onicogrifose, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, enterorragia, artrites e paresia dos membros posteriores (FEITOSA et al.,
2000; BRASIL, 2006; EUGENIO et al., 2008; PIMENTEL et al., 2008; QUEIROZ et al.,
2010). Diferentemente dos sintomas no homem, o cao com LV pode manifestar as sindromes
cuténea e visceral concomitantemente (GALLEGO, 2004).

Os canideos selvagens infectados por L. infantum podem apresentar sinais clinicos
semelhantes ao do cado doméstico, como também irem a 6bito em decorréncia da evolucao da

doenca (DEANE e DEANE, 1954; COURTENAY et al., 2002; SOUZA et al., 2010;
TENORIO et al., 2011).

2.10 METODOS DIAGNOSTICOS
O diagnéstico clinico da LVC € um desafio, pois a maioria dos individuos
sintomadticos apresenta sinais inespecificos compativeis com indmeras enfermidades, sendo

necessdrio para confirmacdo da infeccio o emprego de testes diagndsticos. Os testes



disponiveis para o diagndstico da LVC sdo o parasitoldgico direto, isolamento em meio de
cultura (in vitro) ou em animais susceptiveis (in vivo), sorolégicos e moleculares (BRASIL,
2009a; ROSYPAL et al., 2007).

No parasitolégico direto, as formas amastigotas sao demonstradas em laminas de vidro
a partir de aspirados de bago, medula dssea, linfonodos ou fragmentos de pele. A
sensibilidade desta técnica € varidvel (54 a 98%), contudo é considerada como “padrdao-ouro”
para o diagnéstico de LVC (GONTIO e MELO, 2004; BRASIL, 2006; LEAL, 2009).
Considerada também como um exame parasitoldgico, a Imunohistoquimica (IHQ) tem sido
demonstrada como um eficiente método para o diagndstico da LCV, apresentando
sensibilidade superior ao exame histopatoldgico na deteccdo de formas amastigotas (LUPPI et
al., 2008; QUEIROZ et al., 2010).

No isolamento in vitro, as formas amastigotas obtidas nos aspirados de tecidos sdo
cultivadas artificialmente em meios de cultura. Os parasitas podem se desenvolver a partir de
quatro dias a seis semanas, modificando-se em promastigotas. O meio de cultura mais
comumente empregado ¢ o NNN (Neal, Novy e Nicolle) (BRASIL, 2009a; LEAL, 2009).

No isolamento in vivo, o material colhido dos aspirados € inoculado em hamster
(Mesocricetus auratus), que poderd entdo desenvolver a infeccdo. Esta técnica oferece boa
sensibilidade, porém requer de meses a um ano para obter resultado positivo, ndo sendo vidvel
como um método de rotina (REY, 2001; BRASIL, 2009a; LEAL, 2009).

Os testes soroldgicos baseiam-se na identificacdo de anticorpos anti-Leishmania no
soro sanguineo do individuo. Podem ser empregados para o diagndstico sorolégico de LVC os
seguintes métodos: a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), a Prova de
imunoadsor¢ido enzimdtica — Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA), a Reacdo de
Fixacdo de Complemento (RFC), a Hemaglutinacao Indireta (HAI), a Imunodifusdo (ID), e
Aglutinacdo Direta (DAT) (FEITOSA et al., 2000; REY, 2001; MACHADO et al., 2008;
QUEIROZ et al., 2010). Os dois primeiros testes soroldgicos citados sdo recomendados pelo
Ministério da Satdde para o diagnéstico de LVC em caes, sendo o ELISA utilizado para
triagem de animais suspeitos e a RIFI para confirmacdo dos animais sororreagentes, ou
indeterminados (zona cinza) ao ELISA, ou como um teste de rotina (BRASIL, 2009a). O
emprego das duas provas soroldgicas concomitantemente pode apresentar uma sensibilidade
de 92% (LIRA et al., 2006).

O uso da Reagdo em Cadeia da Polimerase — Polymerase Chain Reaction (PCR) para

o diagnéstico da LVC em cdes tem se mostrado muito ttil, devido a sua alta sensibilidade e



especificidade, principalmente em animais assintomdticos (XAVIER et al., 2006; QUEIROZ
et al., 2010).

Em raposas e em outros canideos selvagens, t€ém sido empregados com sucesso alguns
dos métodos utilizados em caes para identificar a infeccdo por L. infantum. Os seguintes
métodos diagndsticos foram relatados em raposas: microscopia direta de aspirados de medula,
linfonodos, figado e baco; Imunohistoquimica; isolamento in vitro; isolamento in vivo;
histopatolégico de tecidos; RIFI; ELISA; DAT e PCR (DEANE e DEANE, 1954;
ALENCAR, 1961; LAINSON et al., 1969; SILVEIRA et al., 1982; MELLO et al., 1988;
GARCEZ et al., 1996; COURTENAY et al., 2002; CURI et al., 2006; LUPPI et al., 2008;
SOUZA et al., 2010; TENORIO et al., 2011).

2.11 UNIDADES DE CONSERVACAO DO ESTADO DE PERNAMBUCO

O Estado de Pernambuco possui atualmente 68 Unidades de Conservacdo (UCs)
Estaduais, sendo 32 na categoria de Protecdo Integral e 36 na categoria de Uso Sustentdvel.
Entre as Unidades de Protecdo Integral estio uma Estacao Ecoldgica (ESEC), quatro Parques
Estaduais (PE) e 27 Refugios da Vida Silvestre (RVS). Como Unidades de Uso Sustentavel,
estdo 18 Areas de Protecao Ambiental (APAs), oito Reservas de Floresta Urbana (FURBs) e
10 Reservas Particulares do Patrimonio Natural (RPNNs) (PERNAMBUCO, 2012b).

Dentre as areas silvestres integrantes desta pesquisa, quatro sdo consideradas UC: o
Parque Estadual de Dois Irmaos, o Reftigio da Vida Silvestre Mata do Curado, A Estacdo
Ecolégica de Caetés e a Estacdo Ecoldgica do Tapacura.

O Parque Estadual de Dois Irmaos (PEDI) (08° 09” S, 34 ° 52’ O) € uma UC de
Protecdo Integral que possui uma drea de 387,40 ha e localiza-se na regido Metropolitana do
Recife. E administrado pela Secretaria de Meio Ambiente e Sustentabilidade (SEMAS) e
passou a ser considerado uma UC desde 1987. Nele, encontra-se instalado o Horto
Zoobotanico da cidade do Recife, que ocupa uma drea de 14 ha do Parque Estadual
(PERNAMBUCO, 1987; MONTEIRO DA CRUZ et al., 2002; PERNAMBUCO, 2012a).

O Refigio da Vida Silvestre Mata do Curado (08° 04’S, 34° 57’ O) € uma UC Estadual
de Protecao Integral, localizada no municipio do Recife, a 12 km do centro da capital
(PERNAMBUCO, 2012a). Tornou-se drea de preservacao em 1987, a partir da Lei n° 9.989.
Possui uma area de 102,96 ha, de clima tropical e com indice pluviométrico de 2000 mm.
Encontra-se dentro da area ocupada pelo Quartel General do Comando Militar do Nordeste

(CMNE) onde esté localizada a 10® Brigada de Infantaria Motorizada (BRASIL, 2007).



A Estacdo Ecoldgica de Caetés (07° 55° S, 34° 55’ O) situa-se nas proximidades do
Conjunto Habitacional Caetés I e ao Parque Industrial de Paulista, ocupa uma 4rea de 157 ha,
sendo pertencente ao Municipio de Paulista, Regido Metropolitana do Recife. Esta UC de
Protecao Integral foi elevada a categoria de Estacdo Ecoldgica, até entdo Reserva Ecoldgica,
por meio da Lei Estadual n° 11.622/98. Apesar de estar situada no municipio de Paulista a
populacdo do seu entorno pertence ao Municipio de Abreu e Lima (PERNAMBUCO, 2006).
A ESEC de Caetés e a APA de Guadalupe sao as tunicas que possuem Plano de Manejo (PM)
e Conselho Gestor (CG) (PERNAMBUCO, 2012b). Sua vegetacdo é classificada como
floresta ombrofila de terras baixas (VELOSO, 1992).

A Estacdo Ecologica do Tapacura (08° 07° S, 34 © 55° O) esta localizada no Oeste do
municipio de Sao Lourenco da Mata (Zona da Mata), estando mais préxima dos centros
urbanos dos municipios de Gléria do Goita e Cha de Alegria. Pertence a Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) e atualmente é um campus avangado da mesma. Esta UC foi
criada em 1975, como compensacio ao enchimento do lago da Barragem do Rio Tapacurd. E
composta por uma vegetacao tipica de Mata Atlantica interceptada por canaviais, ocupa uma
area de 776 ha (MONTEIRO DA CRUZ, 1998; MONTEIRO DA CRUZ et al., 2002).

O 72° Batalhdo de Infantaria Motorizado (BIMTz) (09° 23’ S, 40° 28’ O) esta
localizado no municipio de Petrolina, no Vale do Rio Sdo Francisco. Possui em sua area de
responsabilidade, 40 municipios: 37 em Pernambuco e 3 na Bahia. Na 4rea ocupada pelo
batalhdo encontra-se preservada uma area de vegetacdo de caatinga com aproximadamente
3.000.000m?, que estd inserida na drea urbana de Petrolina. No mesmo estd instalado o Parque
Zoobotanico Bioma Caatinga (BRASIL, 2007). Esta area silvestre ainda nio € considerada

Unidade de Conservagao.
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Frequéncia de anticorpos IgG anti-Leishmania infantum em raposas de vida
livre e de cativeiro e em caes domésticos provenientes do interior e do

entorno de Unidades de Conservacao, Pernambuco, Brasil
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Resumo A raposa (Cerdocyon thous) e cdo doméstico (Canis familiaris) sdo considerados os principais
reservatérios da Leishmania infantum no Brasil. Desta forma, objetivou-se nesta pesquisa contribuir para o
estudo epidemioldgico da LVC em Pernambuco mediante a identificagdo da frequéncia de anticorpos anti-
Leishmania infantum em raposas e cdes em cinco dreas silvestres do Estado. Foram obtidas amostras de sangue
de 107 animais, sendo 18 raposas — quatro de vida livre e 14 de cativeiro — e 89 cdes provenientes do interior e
do entorno das 4reas de estudo. Amostras de medula dssea foram obtidas de 12 animais. Os testes de ELISA e
RIFI foram realizados nas amostras dos 107 canideos e a PCR nas 12 amostras de medula éssea. Das 18 raposas
examinadas, uma de vida livre (5,5%) foi soropositiva ao ELISA e dos 89 caes examinados, 29,21% foram
soropositivos pela RIFI, 35,95% pelo ELISA e 19,10% foram soropositivos em ambos os testes. Nenhuma
amostra foi positiva na PCR. Relata-se a primeira ocorréncia de anticorpos anti-L. infantum em raposa de vida
livre e em cées capturados no interior de dreas silvestres do Estado de Pernambuco. Os resultados demonstram a
existéncia de um provavel ciclo silvético da Leishmania infantum em uma das dreas de estudo, e a presenca de
cdes soropositivos em dreas silvestres e no seu entorno indicaram a dispersdo do agente infeccioso para o
ambiente peridomiciliar e domiciliar.
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Introducao

No Brasil a Leishmaniose Visceral (LV) encontra-se tanto em dreas rurais, como em grandes centros
urbanos (Gontijo e Melo 2004; Costa 2008), apresentando diferentes perfis epidemiolégicos na dependéncia da
presenca do vetor e dos reservatorios silvestres (Gomes et al. 2007; Luppi et al. 2008) e domésticos (Courtenay
et al. 2002; Lainson e Rangel 2005; Danta-Torres 2010).

Neste sentido, vdrias espécies de mamiferos t€m sido encontradas naturalmente infectadas por
Leishmania (Leishmania) infantum (=Leishmania infantum), particularmente os canideos silvestres (Lainson
2010) e marsupiais (Gontijo e Melo 2004) que constituem um importante elo na cadeia epidemiolégica na
interface dos ciclos silvestre e urbano da LV no Brasil (Lainson e Rangel 2005). Nao obstante, o cio doméstico
tem sido apontado como o principal reservatério urbano da infeccio e fonte de infecgdo para o vetor (Moreira et
al. 2003; Lainson 2010).

Desta forma, a presenca de espécies de animais domésticas e silvestres no peridomicilio t€m sido
associada ao aumento de casos de LV (Wijeyaratne et al. 1994; Cabrera et al. 2003). Semelhante a LV, a
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) tem sido detectada em varios estados do Brasil com diferentes taxas de
prevaléncia (Lainson 2010; Deane e Deane 1954; Lainson et al. 1969; Nunes et al. 2001; Camargo-Neves 2001;
Dantas-Torres 2006; Curi et al. 2006), notadamente na regiao nordeste (Gontijo e Melo 2004).

Em Pernambuco tem se registrado a ocorréncia de casos de LV e LVC tanto em dreas rurais e quanto
em dreas urbanas (Dantas-Torres e Brandado-Filho 2006; Dantas-Torres et al. 2006; Santos et al. 2010). No
entanto, ndo ha estudos de ocorréncia de infeccdo por Leishmania infantum em raposas e caes domésticos no
interior e no entorno de Unidades de Conservacdo (UCs) do Estado de Pernambuco.

Diante disso, objetivou-se neste trabalho contribuir com o estudo epidemiolégico da LVC em
Pernambuco, mediante avaliacio da frequéncia de anticorpos IgG anti-Leishmania infantum em raposas de vida

livre e de cativeiro e cdes domésticos provenientes do entorno e do interior de UCs.

Material e métodos

Areas de Estudo

O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2010 a setembro de 2011, em cinco dreas silvestres do
Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Quatro estdo localizadas na Regido Metropolitana do Recife,
pertencentes ao bioma Mata Atlantica, Zona da Mata do Estado de Pernambuco e estdo na categoria de Unidades
de Conservacdo (UC), sendo: a Estagdo Ecoldgica (ESEC) do Tapacura (08°07°S, 34°55°0), S@o Lourenco da
Mata; a Estacdo Ecolégica de Caetés (07°55°S, 34°55°0), Paulista; o Parque Estadual Dois Irmaos (PEDI)
(08°09’S, 34°52°0) e a Mata do Curado (08°04’S, 34°57°0), Recife. Parte deste trabalho, também foi realizado
no bioma Caatinga, em uma d&rea silvestre adjunta ao 72° Batalhdo de Infantaria Motorizado (72°BIMTz)
(09°23°S, 40°28°0), na drea urbana do municipio de Petrolina, regido do Sertdo do Estado. Todas as areas de
estudos possuem populacdes humanas no seu entorno, onde existem criagdes de animais domésticos, sejam de

companhia e/ou de producdo. Também foram obtidas amostras de raposas mantidas em cativeiro no Centro de



Triagem de Animais Selvagens (CETAS) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente dos Recursos Naturais
Renovaveis - IBAMA e no Zoolégico do Parque Estadual Dois Irmaos, ambos situados na cidade do Recife.
Animais, captura, contengdo e marcagao

Foram utilizadas neste estudo um total de 18 raposas (Cerdocyon thous), oito machos e dez fémeas,
sendo as raposas de vida livre provenientes do 72° BIMTz (n=2) e da ESEC de Caetés (n=2), e as raposas de
cativeiro do Zooldgico do Parque Estadual Dois Irmaos (n=9) e do CETAS-IBAMA (n=5). Também foram
obtidas amostras de 89 cdes domésticos (Canis familiaris), 49 machos e 40 fémeas, sendo 85 cdes domiciliados
obtidos em moradias situadas no entorno do PEDI (n=20), da ESEC de Caetés (n=27), da Mata do Curado
(n=19) e da ESEC do Tapacurd (n=19). Os outros quatro cdes errantes foram capturados no interior do 72°
BIMTz (n=1), da ESEC do Tapacura (n=1) e do PEDI (n=2).

Para a captura das raposas de vida livre e dos cdes errantes utilizaram-se armadilhas (Gabrisa Ltda.,
Cafelandia, SP, Brasil) de arame galvanizado (120x60x40 cm) do tipo Tomahawk, que foram distribuidas
préximas a locais que apresentavam vestigios indicativos da presenga de canideos. Como isca utilizou-se carnes
e ovos de ave doméstica. A espacializacdo dos locais de captura foram georreferenciados com auxilio do
receptor de sistema de posicionamento global (Global Positioning System) Garmin Oregon 550 (Garmin Ltd,
Olathe, KS, USA), o qual foi configurado para fornecer as posi¢cdes com coordenadas planas na projecdo UTM
(Universal Transverse Mercator), no Sistema SAD-69 (South American Datum de 1969), correspondente ao
sistema de coordenadas da Base Cartografica de cada uma das regides estudadas.

Para a contencdio quimica administrou-se a associagcdo de cloridrato de cetamina (Syntec, Cotia, SP,
Brasil) (10mg/kg) e cloridrato de xilazina (Syntec) (2mg/kg) por via intramuscular. Os pardmetros fisiolégicos
temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratéria foram monitorados a cada 10 minutos. As raposas e os cées
foram identificados por meio de aplicac@o de microchip e tatuagem e apds o retorno anestésico foram devolvidos

no local de captura.

Colheita e acondicionamento das amostras

Foram colhidas amostras de sangue dos 107 animais para a realizacdo dos testes soroldgicos e em 12
individuos, deste total, foram colhidas amostras de medula 6ssea, para a PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase). A colheita sanguinea foi realizada por pun¢do da veia cefdlica ou safena lateral. As amostras de
medula 6ssea foram obtidas por pungdo aspirativa da cartilagem xiféide do esterno, e acondicionadas a -20°C até

arealizacdo da PCR.

Procedimento Laboratorial

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi realizada de acordo com a técnica padronizada por
Oliveira et al. (2008), utilizando o conjugado com anticorpos anti-IgG de cdo doméstico (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA), usando como ponto de corte a diluicdo de 1:40. A leitura das laminas foi realizada em
microscopio de fluorescéncia BX-FLA (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokyo, Japan).

Para a execugdo do teste ELISA foi empregado o Kit Elisa/S7 (Biogene Ind. e Com. Ltda., Recife, PE,

Brasil). O referido kit possui como antigeno o fragmento S7 da proteina recombinante HSP70 da L. infantum. Os



testes foram realizados de acordo com as especifica¢des do fabricante do kif e a leitura da placa foi realizada no
espectrofotdmetro ELx800 (BioTek Instruments Inc, Winooski, VT, USA) com densidade 6ptica de 450nm.

A extracdo de DNA foi realizada em amostras de medula dssea, no volume de 200uL, utilizando o kit
de extracdo QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA), seguindo as especifica¢des do
fabricante.

A PCR para o complexo Leishmania (Leishmania) donovani foi executada com o método proposto por
Cortes et al. (2004), utilizando os primers MC; (5’ — GTT AGC CGA TGG TGG TCT TG - 3’) e MG, (5§’ -
CACCCATTT TTC CGATTT TG -3’).

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 2% corado com
Blue-Green (LGC Biotecnologia Ltda., Cotia, SP, Brasil) em tampao de corrida TEB 1X (Tris-acido bérico
900mM; EDTA 20mM; pH 8,0). A eletroforese foi realizada a 100V/100mA durante 30 minutos, fazendo-se uso
de um marcador de peso molecular de 100 pares de base, bem como de controle positivo e negativo como
parametros para melhor caracteriza¢do dos produtos amplificados. Apds as corridas, os géis foram visualizados e
analisados por meio de um transluminador ultravioleta, acoplado a um computador com o programa de andlise

de imagens EagleEye II (Stratagene California, La Jolla, CA, USA).

Analise de dados

Os resultados dos animais soropositivos foram calculados por frequéncia (%), na qual utilizou-se o

programa Epilnfo 6.0 (CDC, Atlanta, GA, USA).

Resultados

Nao foram detectados anticorpos IgG anti-L. infantum pela RIFI nas amostras das 18 raposas estudadas.
No teste de ELISA 5,5% (1/18) das raposas de vida livre foi reagente ao teste.

Com relacdo aos cdes, a frequéncia de anticorpos anti-L. infantum foi de 29,21% (26/89) e 35,95%
(32/89) pela RIFI e no teste ELISA respectivamente. A frequéncia de animais soropositivos de acordo com a
localidade apresenta-se na Tabela 1. Considerando a frequéncia dos animais soropositivos em ambos os testes
simultaneamente correspondeu a 19,10% (17/89) dos individuos.

As 12 amostras examinadas pela PCR foram negativas, correspondendo a quatro raposas de vida livre,
cinco raposas de cativeiro e trés cdes errantes. Neste total, estdo incluidas a raposa soropositiva no teste ELISA,
oriunda do 72° BIMTz, um cio errante do soropositivos no ELISA e RIFI, também oriundo do 72° BIMTz e um

cdo errante soropositivo na RIFI, proveniente da ESEC do Tapacura.



Tabela 1 Frequéncia de anticorpos IgG anti-Leishmania infantum em raposas e cies domésticos obtidos pelos

testes de RIFI, ELISA e com ambos os testes simultaneamente.

Espécie Localidade RIFI ELISA RIFI e ELISA
NP/NE - FR NP/NE - FR NP/NE - FR
Raposa (Cerdocyon thous) 72° BIMTz 0/2 1/2 - 50,0% 0/2
ESEC de Caetés 02 072 0/2
Zoo do PEDI 0/9 0/9 0/9
CETAS 0/5 0/5 0/5
Cao doméstico (Canis familiaris) 72° BIMTz 1/1 - 100% 1/1 = 100% 1/1 = 100%
ESEC de Caetés 3127 -11,1% 6/27 -222% 2127 - 7,4%
ESEC do Tapacurd 7/20 - 35% 13/20 - 65,0% 6/20 - 30,0%
Mata do Curado 4/19 - 21,0% 2/19-10,5% 1/19-5,2%
PEDI 10/22 - 45,4% 10/22 - 45,4% 7/22 -31,8%

BIMTz Batalhdo de Infantaria Motorizada, CETAS Centro de Triagem de Animais Silvestres, ESEC Estacdo ecoldgica, FR Frequéncia
relativa, NE nimeros de examinados, NP nimero de positivos, PEDI Parque Estadual Dois Irmaos, Zoo do PEDI Zoolégico do Parque

Estadual Dois Irmdos

Discussao

A identificacdo de anticorpos IgG anti-L. infantum em uma raposa de vida livre do 72°BIMTz em
Petrolina pelo teste ELISA, concorda com dados obtidos nos Estados do Pard e Minas Gerais, onde foram
detectadas raposas soropositivas no ambiente selvagem (Courtenay et al. 1994; Courtenay et al. 2002; Curi et al.
2006). O referido animal ndo apresentava sinais sugestivos de LVC. Diante disso, é provavel a ocorréncia de
infec¢do natural por L. infantum nas raposas nesta drea silvestre e, possivelmente, reforca a afirmagdo de que
esta espécie pode atuar como reservatdrio assintomdtico do agente etiolégico (Lainson 1988). Contudo, o
nimero de amostras utilizadas foi inferior a estudos antecedentes de ocorréncia de anticorpos anti-L. infantum
em raposas de vida livre (Courtenay et al. 1994; Courtenay et al. 2002; Curi et al. 2006), o que torna importante
a execugdo de outras pesquisas a fim de estimar a populagdo de raposas nesta drea silvestre, e assim, avaliar a
ocorréncia de animais infectados e seu papel como reservatério da L.infantum.

Como ndo foram identificadas raposas soropositivas na ESEC de Caetés, é possivel que ndo tenha
ocorrido o contato da L. infantum com estes individuos, o que pode sugerir a inexisténcia de um ciclo silvético
da L. infantum nesta mata. Contudo, sdo necessdrios mais estudos para determinar a populacdo de raposas
existentes nesta localidade e verificar se o nimero de amostras obtidas foi representativo para confirmar esta
hipétese.

Mesmo ndo sendo identificada a presenga de anticorpos anti-L. infantum nas raposas do Zooldgico do
PEDI e no CETAS, estes resultados sdo considerados importantes para a ado¢iio de medidas de prevengdo do
agente infeccioso nestas institui¢des. Em trabalhos semelhantes, Luppi et al. (2008) e Tendrio et al. (2011),
relataram a importancia da execucdo de testes para o diagndstico de LVC em raposas e em outros canideos
selvagens de cativeiro, com o objetivo de identificar precocemente animais infectados, e assim minimizar a
dissemina¢@o do agente infeccioso para os espécimes susceptiveis.

Considerando que estas raposas de cativeiro ndo estavam infectadas por L. infantum, e que
possivelmente existem cdes infectados no entorno do PEDI, torna-se importante a implementacdo de medidas
que evitem o acesso de cdes errantes nas proximidades do ambiente compartilhado pelas raposas, monitorar o

perfil sorolégico destes animais com a realizag¢@o periddica de exames para o diagndstico de LVC e prevenir um



possivel contato com vetores com o uso de colares impregnados com deltametrina ou anti-parasitirios spot-on
(Gramiccia e Grandoni 2005; Luppi et al. 2008).

A captura de um c@o errante, soropositivo na RIFI e no teste ELISA, em um local préximo (<500m) ao
ponto de captura de uma raposa soropositiva, no 72°BIMTz, pode indicar a circulagdo do agente infeccioso no
ambiente compartilhado por estes canideos. Isto reafirma a hipétese de que os cdes podem ser potenciais
dispersores do agente infeccioso ao se deslocarem entre o ambiente silvestre e urbano>’, como também podem
ser perpetuadores do ciclo do parasito no meio silvestre (Courtenay et al. 2002; Woodroffe et al. 2004). Ressalta-
se também que os cdes podem ser veiculadores de agentes enzodticos para as espécies de canideos selvagens
(Curi et al. 2006; Aguirre 2009).

No entorno da ESEC do Tapacura foram observados aspectos favoraveis a disseminagdo da L. infantum,
como a pobreza (Alvar et al. 2006), habitacdes proximas as dreas silvestres (Diniz et al. 2008) (>300m),
criatérios com a predominancia de aves domésticas (Alexander et al. 2002) e cées de hadbitos semidomiciliares
(Barbosa et al. 2010). Esses fatores foram considerados fatores de risco para a ocorréncia da LV em humanos e
LVC em caes por Dantas-Torres et al. (2005). Além disso, foi evidenciado o acesso de cdes ao ambiente
silvestre, mediante identificacdo de pegadas em vérios pontos da floresta e com a captura de um cdo soropositivo
para L. infantum pela RIFI no interior da ESEC do Tapacurd. Devido a associa¢do desses aspectos com a alta
frequéncia de animais soropositivos, sugere-se que os cdes dessa regido podem atuar como dispersores da L.
infantum para seres humanos e caes nio infectados.

O entorno da ESEC Caetés é o mais urbanizado dentre as localidades estudadas, onde a maioria
residéncias possui saneamento, coleta regular de residuos e os moradores apresentam melhores condi¢des
socioecondmicas quando comparada a populagdo da ESEC do Tapacurd. Nestas propriedades ndo ha criatérios
de animais de produgdo e os cdes estudados eram domiciliados. Em contrapartida, as moradias localizam-se as
margens da borda da UC (<100m), sendo um fator que contribui para um possivel deslocamento dos vetores do
meio silvestre, além disto, foi observada a ocorréncia de cdes errantes na regido, que podem atuar como
reservatérios e promover a dispersdo da L. infantum. Desta forma, mesmo com fatores antropogénicos
desfavordveis ao estabelecimento do ciclo da L. infantum na darea estudada, como também ndo foram
identificados anticorpos anti-L. infantum nas raposas desta UC, a ocorréncia de cdes soropositivos ainda pode
sugerir a existéncia do agente infeccioso da LVC nesta localidade.

No entorno do PEDI foram observadas frequéncias elevadas de cdes soropositivos para anticorpos anti-
L. infantum, sendo semelhantes ao da ESEC do Tapacurd. Nesta localidade, as moradias pesquisadas localizam-
se nos limites da UC (>20m), com algumas delas inseridas na mata, e apesar de os cdes serem considerados
domiciliados, esta proximidade com a floresta pode expor estes animais ao possivel ciclo silvdtico da L.
infantum. Além disso, foi comprovada a presenga de cdes errantes na UC, ap6s a captura de dois exemplares no
interior desta mata e sendo detectados anticorpos anti-L. infantum, pela RIFI e pelo teste ELISA, em um destes
cdes. Assim, esta proximidade com a mata pode ser um fator importante para justificar a alta frequéncia nos cées
do entorno do PEDI. Este fator também foi relatado por Barbosa et al. (2010) no Estado do Maranhio, onde
foram identificadas maiores frequéncias de c@es soropositivos nas dreas proximas a mata em relacdo aos caes das
dreas urbanizadas.

Na Mata do Curado a ocorréncia de caes soropositivos foi inferior as demais drea de estudo. Esta UC

situa-se no territorio do Quartel General do Comando Militar do Nordeste (CMNE), onde mescla sua drea de



mata com prédios e habitacdes militares e uma comunidade civil, sendo que as propriedades estudadas
apresentam um estreito contato com a floresta. Nas moradias também foram observadas criagdes de animais de
producdo e cies domiciliados, como também auséncia de barreiras fisicas que possam restringir o acesso dos
cdes domésticos a mata ou a outras propriedades, o que se assemelha aos aspectos favordveis ao ciclo da L.
infantum observados na ESEC do Tapacurd e PEDI. Contudo, esta interacdo com o ambiente silvestre parece nao
ter relacdo significativa para o estabelecimento do ciclo peridomiciliar da L. infantum, a exemplo do pode
ocorrer na ESEC do Tapacurd e no PEDI.

Apesar da detecgdo de cdes soropositivos no PEDI e na Mata do Curado, o municipio do Recife foi
classificado como ndo receptivo para a transmissdo LVC, pois ndo foram confirmados casos autéctones e nio ha
evidéncias do estabelecimento de populagdes de Lutzomyia longipalpis no Recife (Dantas-Torres et al. 2005;
Dantas-Torres 2006). Uma hipdtese para existéncia de animais soropositivos nestas localidades seria o
estabelecimento predecessor de cdes infectados provenientes de outros municipios (Dantas-Torres et al. 2005),
associada a disseminac¢do da infec¢@o por transmissdo venérea (Benites et al. 2005) e/ou vertical (Silva et al.
2009). De certa forma é necessdria a execucdo de pesquisas para confirmar nestas localidades a presenga do
agente etiolégico mediante provas parasitoldgicas e moleculares, além da presenca de vetores.

Apesar de os resultados indicarem que houve o contato da L. infantum com cdes domésticos das cinco
localidades estudadas, as provas soroldgicas empregadas sao susceptiveis a ocorréncia de reacdes cruzadas com
outros parasitas. No entanto, pelo menos um individuo foi identificado em cada localidade como soropositivo
simultaneamente ao ELISA e RIFI, o que oferece uma maior confiabilidade na deteccdo de anticorpos anti-L.
infantum (Zanette 2006; Lira et al. 2006).

A nao detec¢do do DNA de L. infantum nas 12 amostras de medula éssea demonstra que hé auséncia de
infeccdo por L. infantum nestes animais. Contudo, houve uma discordancia com os testes soroldgicos em trés
amostras de animais soropositivos. Diante disso, é possivel que a PCR tenha sido pouco sensivel para este tipo
amostra. Tem sido relatada, que a PCR realizada somente em amostras de medula &ssea, ofereceram
sensibilidade inferior a PCR realizada com outros tipos de tecidos (Jusi et al. 2011; Tendrio et al. 2011). No
entanto, a colheita de amostras por métodos demasiadamente invasivos ndo estavam nas diretrizes desta
pesquisa.

Porém, a técnica da PCR em tempo Real (qPCR) demonstrou alta sensibilidade na detec¢do de DNA de
L. infantum em amostras de sangue de lobos-cinzentos (Canis lupus) na Europa (Sastre et al. 2008), na qual a
colheita é consideravelmente menos invasiva, e que pode proporcionar uma nova perspectiva para o diagndstico
de LVC em canideos selvagens no Brasil.

Por fim, as frequéncias de cdes soropositivos obtidas neste estudo estdo em concordancia com os dados
registrados por Courtenay et al. (1994) na Amazdnia brasileira e por Amora et al. (2006) no estado do Rio
Grande do Norte em que foram identificadas maiores taxas em cdes de dreas rurais do que em 4reas urbanas,
como € o caso da ESEC do Tapacurd, que localiza-se em um ambiente essencialmente rural, quando comparada
ao entorno da ESEC de Caetés e a Mata do Curado. O PEDI também se encontra préximo ao ambiente urbano,
mas apresentou a altas frequéncias de cdes soropositivos no seu entorno, fato que pode estar associado em
estreito contato das moradias com a drea silvestre associado a transmissdo ndo vetorial. De modo geral, a
proximidade de cdes errantes, domiciliados ou semidomiciliados com os fragmentos de mata pode ser favoravel

a existéncia de LVC nestas localidades.



Conclusoes

Diante da identificag@o de anticorpos anti-L. infantum em uma raposa de vida livre e um cao doméstico
no 72° BIMTz, é provavel a existéncia de um ciclo silvético e peridoméstico da L. infantum nesta area de estudo.
A presenga de cies soropositivos no interior e no entorno das dreas silvestres estudadas evidencia uma possivel

circulacdo da L. infantum no ambiente peridomiciliar e/ou domiciliar.
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