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Resumo

As leishmanioses sdo doencas de notificacdo compulséria, caracterizadas por manifestacfes clinicas graves, sendo
causadas por protozodrios intracelulares obrigatérios, pertencentes ao género Leishmania, onde as espécies L. (L.)
infantum e L. (V.) braziliensis sdo responsaveis pela maioria dos casos de leishmaniose no Brasil. Muitos estudos
indicam a necessidade de investigacdes sobre o papel exato de espécies de animais na epidemiologia das
leishmanioses, particularmente dos gambas e roedores, onde a presenca destes animais aumentam as chances de
humanos e outros animais se infectarem. Tendo em vista a escassez de informacgdes sobre a epidemiologia das
leishmanioses em algumas regides do Estado de Pernambuco, objetivou-se nesse estudo avaliar a ocorréncia da
infeccdo por Leishmania spp. em animais silvestres, sinantrépicos e domésticos. Para isso foi realizado o diagnostico
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parasitolégico por meio da citologia esfoliativa da pele de lesbes cutaneas, além de PCR do complexo L. donovani e
L. braziliensis de sangue e de biopsia de baco, figado e pele de roedores e gambas capturados em uma area endémica
para as leishmanioses no estado de Pernambuco. Nas localidades onde foram capturados animais sinantrépicos
positivos para Leishmania foi procedido a coleta de sangue, pele, medula éssea e linfonodo da populagdo canina.
Como resultado formas amastigotas e DNA do complexo L. donovani foram detectados em 8,3% (2/24) dos animais
sinantropicos (D. albiventris e O. nigripes). Na populacéo canina 29,4% (15/51) de c8es reagentes para Leishmaniose
Visceral, e 6,6% foram parasitologicamente e molecularmente positivo para o complexo L. donovani. Assim conclui-
se que gambas, roedores e os cdes participam do ciclo de transmissdo do complexo L. donovani.

Palavras-chave: Leishmania sp.; Mamiferos; Sinantropismo; Zoonoses.

Abstract

Leishmaniasis are notifiable diseases, characterized by severe clinical manifestations, being caused by obligate
intracellular protozoa, belonging to the genus Leishmania, where the species L. (L.) infantum and L. (V.) braziliensis
are responsible for most cases. of leishmaniasis in Brazil. Many studies indicate the need for investigations into the
exact role of animal species in the epidemiology of leishmaniasis, particularly of skunks and rodents, where the
presence of these animals increases the chances of humans and other animals becoming infected. Considering the
scarcity of information on the epidemiology of leishmaniasis in some regions of the State of Pernambuco, the
objective of this study was to evaluate the occurrence of infection by Leishmania spp. in wild, synanthropic and
domestic animals. For this, the parasitological diagnosis was carried out through exfoliative cytology of the skin of
cutaneous lesions, in addition to PCR of the L. donovani and L. braziliensis complex of blood and spleen, liver and
skin biopsy of rodents and skunks captured in an endemic area for leishmaniasis in the state of Pernambuco. In the
locations where synanthropic animals positive for Leishmania were captured, blood, skin, bone marrow and lymph
nodes were collected from the canine population. As a result, amastigote forms and DNA from the L. donovani
complex were detected in 8.3% (2/24) of synanthropic animals (D. albiventris and O. nigripes). In the canine
population, 29.4% (15/51) of dogs reactive for Visceral Leishmaniasis, and 6.6% were parasitologically and
molecularly positive for the L. donovani complex. Thus, it is concluded that skunks, rodents and dogs participate in
the transmission cycle of the L. donovani complex.

Keywords: Leishmania sp.; Mammals; Synanthropism; Zoonoses.

Resumen

Las leishmaniasis son enfermedades de declaracion obligatoria, caracterizadas por manifestaciones clinicas severas,
siendo causadas por protozoos intracelulares obligados, pertenecientes al género Leishmania, donde las especies L.
(L.) infantum y L. (V.) braziliensis son responsables de la mayoria de los casos de leishmaniasis en Brasil. Muchos
estudios indican la necesidad de investigar el papel exacto de las especies animales en la epidemiologia de la
leishmaniasis, particularmente de los zorrillos y roedores, donde la presencia de estos animales aumenta las
posibilidades de que los humanos y otros animales se infecten. Considerando la escasez de informacién sobre la
epidemiologia de la leishmaniasis en algunas regiones del Estado de Pernambuco, el objetivo de este estudio fue
evaluar la ocurrencia de infeccién por Leishmania spp. en animales salvajes, sinantrépicos y domésticos. Para ello se
realizo el diagndstico parasitolégico mediante citologia exfoliativa de la piel de lesiones cutaneas, ademas de PCR del
complejo de sangre y bazo de L. donovani y L. braziliensis, biopsia de higado y piel de roedores y zorrillos capturados
en un endemismo. para leishmaniasis en el estado de Pernambuco. En los lugares donde se capturaron animales
sinantropicos positivos para Leishmania, se recolecté sangre, piel, médula 6sea y ganglios linfaticos de la poblacion
canina. Como resultado, se detectaron formas de amastigotes DNA del complejo L. donovani en el 8,3 % (2/24) de los
animales sinantropicos (D. albiventris y O. nigripes). En la poblacién canina, el 29,4% (15/51) de perros reactivos
para Leishmaniasis Visceral, y el 6,6% fueron parasitolégica y molecularmente positivos para el complejo L.
donovani. Asi, se concluye que mofetas, roedores y perros participan en el ciclo de transmision del complejo L.
donovani.

Palabras clave: Leishmania sp.; Mamiferos; Sinantropismo; Zoonosis.

1. Introducéo

As leishmanioses sdo antropozoonoses de grande importancia para a satde publica, devido ao aumento no ndmero de
novos casos de humanos e animais infectados por protozoarios do género Leishmania (Desjeux, 2004; WHO, 2010). No Brasil
sdo descritas cerca de sete espécies de Leishmania pertencentes aos subgéneros Viannia e Leishmania, onde a Leishmania
(Leishmania) infantum é responsavel pela maioria dos casos de Leishmaniose Visceral (LV), sendo estes protozodrios

transmitido para seus hospedeiros através agdo de flebotomineos vetores (Grimaldi-Janior & Tesh, 1993; Valdivia et al., 2015).
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No passado, a leishmaniose era considerada uma doenca essencialmente de transmissao rural (Rey, 2001), porém
hoje, apresenta-se com ciclos nitidamente urbanos e peri-urbanos, em decorréncia de modificagdes socio-ambientais, como
desmatamento, e o éxodo rural, levando o homem para a periferia dos centros urbanos (Brasil, 2004).

Atualmente, ja se sabe que o parasito Leishmania sp. pode infectar diversas espécies de mamiferos domésticos e de
vida livre, pertencentes a familia Bovidae, Canidae, Cricetidae, Cunicuidae, Felidae, Equidae, Leporidae, Muridae, Mustelidae
e Procyonidae (Quinnel & Courtenay, 2009). Embora, o cdo doméstico, por sua vez, ainda é considerado o principal
reservatdrio da LV em areas urbanas do Brasil (Gontijo & Melo, 2004; Brasil, 2007).

Muitos estudos tém indicado a necessidade de investigacfes sobre o papel exato de novas espécies de animais na
epidemiologia das leishmanioses, para isso métodos de diagnésticos parasitologicos, soroldgicos e moleculares tém sido
utilizados na deteccdo de animais infectados (Sherding, 2006; Brasil, 2007). E a partir desses achados, medidas efetivas para o
controle dos vetores e dos reservatérios poderdo ser adotadas para diminuir a expansdo e o surgimento de novos casos das
leishmanioses (Colombo et al., 2015; Ovalle-Bracho et al., 2016).

Sabendo-se que a presenga de animais silvestres, sinantrépicos e domésticos em areas proximas a residéncias do
homem, aumentam as chances destes se infectarem com Leishmania spp. (Dias et al., 2003) e ao constante aumento de casos
das leishmanioses no estado de Pernambuco, objetivou-se nesse estudo avaliar a ocorréncia de leishmaniose em animais

silvestres, sinantropicos e domésticos.

2. Metodologia

Aspectos éticos
O presente trabalho foi aprovado pelo Conselho de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (103/2015 e 127/2015) e do Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade com a licenca de nimero
50.588-1.

Areas de estudo e animais sinantropicos
O municipio da llha de Itamaracd, o qual esta localizado na zona da Mata do estado pernambucano, Regido

Metropolitana do Recife — RMR, distando a 47,5 quilémetros da capital do Estado, constituido por 19 bairros, ocupando uma
area de 67 km? é conhecido por apresentar alguns dos maiores niimeros de casos registrados de LV do estado de Pernambuco,
durante as Gltimas décadas (Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006).

No respectivo municipio, foi selecionado uma area na zona urbana com registros de casos humanos de leishmaniose.
Nestas localidades, foram realizadas capturas de marsupiais (Didelphis albiventris n = 12) e roedores (Cerradomys subflavus n
= 2; Rattus norvegicus n = 2; Rattus rattus n = 4; Oryzomys nigripes n = 3; Oryzomys fornesi n = 1) sinantrépicos de diferentes
espécies, idades e sexos.

Para captura dos animais foram utilizadas armadilhas Tomahawk (tipo Live Trap) com dimensdes padronizadas para
animais de pequeno porte (30 x 17,5 x 15,5 cm), iscadas com abacaxi e pasta de amendoim. As armadilhas foram dispostas ao
entardecer, sendo recolhidas ao amanhecer do dia seguinte a captura, obtendo-se um esforgo amostral de 50 armadilhas/noite,
totalizando 250 armadilhas/noites em cinco dias de capturas. A amostragem utilizada foi por conveniéncia ndo probabilistica,
capturando o maior nimero possivel de animais.

Todos o0s animais capturados foram inicialmente contidos fisicamente e pesados. Nos marsupiais a contencdo quimica
foi realizada através da aplicagdo, por via intramuscular, de uma associacdo de cloridrato de cetamina (8 mg/Kg) e cloridrato
de xilazina (0,8 mg/Kg), e apds a confirmagdo do efeito anestésico, foi procedido o exame fisico, sendo preenchida uma ficha

especifica de identificacdo para cada animal. E assim, foram realizadas as coletas de 2 mL de sangue por via intracardiaca,
3
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além de bidpsia cutanea de ambas as bordas auriculares, obtendo-se fragmentos médios de 5 mm. Ao término do manejo dos
marsupiais, aguardou-se o retorno completo da sedacgdo e posteriormente liberagdo a vida livre, no mesmo local onde foram
capturados.

Nos roedores foi realizado a aplicagdo por via intraperitoneal, de uma associacdo de cetamina (22-40mg/Kg) e
xilazina (1mg/Kg), no qual ap6s confirmacéo do efeito anestésico, foi procedida a eutanésia, utilizando-se tiopental sédico em
doses elevadas conforme recomendado pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (2012). Posterior ao exame fisico
foram realizadas coletas de 2 mL de sangue por via intracardiaca, além da biopsia de fragmentos com cerca de 5 mm do baco,
figado e de ambas as bordas auriculares. E importante destacar que durante todo o procedimento de manipulacdo dos animais,
foram adotados Equipamentos de Protecdo Individual que proporcionaram protecéo total do corpo do manipulador.

Nos marsupiais e roedores que apresentaram lesdes dermatolégicas foi realizada também a citologia esfoliativa. A
partir do material obtido foram confeccionados esfregacos em laminas de vidro com extremidade fosca lapidada, as quais apds

0 processo de secagem em temperatura ambiente, foram coradas pelo método de coloracdo rapida.

Animais domesticos

Nas localidades onde foram capturados animais sinantropicos positivos para Leishmania foi procedido a coleta de
amostras bioldgicas na populagéo canina localizada num raio de até 700 m do ponto de captura. No geral foram coletadas
amostras de sangue de 51 ces errantes e/ou domiciliados, com idade superior a seis meses, de diferentes racas e sexo.

Para cada animal foi confeccionada uma ficha de identificagdo individual, com informac6es acerca das condi¢des
clinicas dos animais. De todos os animais foram colhidos aproximadamente 5ml de sangue atraves da venopuncdo da veia
cefélica ou jugular, sendo o material transferido para tubos coletores com e sem etilenodiaminotetracético de sédio (EDTA).

Nos animais que apresentaram lesfes dermatoldgicas foi realizada a citologia esfoliativa, além de puncéo aspirativa
de linfonodo nos cées que apresentavam linfadenomegalia. A puncéo de medula dssea foi realizada no processo xiféide apenas
de animais que apresentaram mais de quatro sinais clinicos compativeis com leishmaniose, sendo entéo, aspirado uma aliquota
do conteudo, que foi imediatamente transferido para tubos plasticos de polipropileno contendo EDTA.

A partir do material obtido por meio da citologia esfoliativa da pele, pun¢do aspirativa de linfonodo e de medula 6ssea
foram confeccionados estiragos em laminas de vidro, as quais, ap6s 0 processo de secagem em temperatura ambiente, foram

coradas pelo método de coloracéo rapida.

Diagnostico Parasitologico
Todas as amostras utilizadas na confeccdo de esfregagos e citologia esfoliativa, apds o processo de secagem em

temperatura ambiente, e coloragdo pelo método panético rapido, foram examinados em microscopio 6ptico com objetiva de
100x, sendo analisado todo o campo da lamina.

Teste imunocromatogréafico
O teste imunocroatografco utilizado na populacdo canina foi o DPP® Leishmaniose Visceral Canina da

BioManguinhos (FIOCRUZ, BR) que utiliza como antigeno duas proteinas recombinantes k26/k39. As analises foram

realizadas seguindo as instrucdes do fabricante.

Reacéo em Cadeia de Polimerase
Extracdo de DNA
Para o diagndstico molecular, o0 DNA foi extraido a partir de 200uL de sangue e/ou medula 6ssea, e 30 mg para

tecidos (pele, figado e bago), utilizando o kit comercial Tissue & Blood Qiamp (Qiagen) conforme recomendagdes do
fabricante.
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Amplificacdo do complexo Leishmania donovani

As reagdes de amplificagio foram conduzidas em termociclador com ciclos de: 1 ciclo de desnaturagéo inicial a 94°C
por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 60 °C por 20 segundos, extensdo a
72°C por 30 segundos e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Os primers utilizados foram os MC1: (5> — GTT AGC CGA TGG TGG TCT TG —3’) e MC2: (5> —CAC CCATTT
TTC CGA TTT TG —3), descritos por Cortes et al. (2004), que permitem a amplificacdo de 447 pares de base do DNA. Como
controle positivo e negativo foram utilizados DNA extraido da medula 6ssea de um cdo naturalmente infectado por L. (L.)
infantum e agua ultra-pura, respectivamente.

Os produtos amplificados foram analisados por meio de eletroforese horizontal em gel de agarose 2% em um tampéo
TAE 1X, utilizando o corante BlueGreen®!, usando marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder - GibcoBRL-Life
Technologies, MD, USA)?. Posteriormente, os géis foram visibilizados e analisados por meio de um transiluminador
ultravioleta acoplado a um computador com software de imagens.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 2% em um tampdo TAE
1X, utilizando o corante BlueGreen® e marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder - GibcoBRL-Life Technologies, MD,
USA). Apés a eletroforese, os géis foram visibilizados por meio de um transiluminador ultravioleta acoplado a um computador
com programa de analise de imagens.

Amplifica¢do do complexo Leishmania braziliensis

A reacdo para detecgdo de DNA de L. braziliensis foi realizada utilizando-se os primers B1: (5’ — GGG GTT GGT
GTA ATA TAG TGG - 3’) e B2: (5 — CTA ATT GTG CAC GGG GAG G - 3’) conforme descrito por Reithinger et al.
(2000).

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador com ciclos de: 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 95°C
por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 60 segundos, anelamento a 60,5 °C por 60 segundos, extensao
a 72°C por 60 segundos e extensdo final a 72°C por 10 minutos. Foi utilizado como controle positivo DNA de formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/1975/M2903) mantidas em meio de cultura e como controle negativo agua ultra-
pura.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 2% em um tampédo TAE
1X, utilizando o corante BlueGreen® e marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder - GibcoBRL-Life Technologies, MD,
USA). Apos a eletroforese, os géis foram visibilizados por meio de um transiluminador ultravioleta acoplado a um computador
com programa de analise de imagens.

Anélise dos dados
Para a analise estatistica, foram calculadas a frequéncia relativa e absoluta de animais parasitados, usando-se 0

programa computacional InStat (GraphPad Software, Inc., 2000) com nivel de significancia p<0,05.

3. Resultados

Para esse estudo foram capturados 24 mamiferos sinantrépicos, sendo 50% (12/24) marsupiais e roedores,

respectivamente.

! Corante para acidos nucléicos Blue Green loading dye- 600pL
21 Kb Plus DNA Ladder- Invitrogen™
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Ao exame fisico destes animais, ndo foram observadas alteracdes clinicas em 79,2% (19/24) dos espécimes. Embora,
lesdes cutaneas foram notadas em pelo menos 20,8% (5/24) dos animais, sendo 60% e 40% gambas (D. albiventrisn = 3) e
roedores (O. nigripes n =2), respectivamente. Lesdes bem definidas, com bordas elevadas e de aspecto Umido, foram
observadas apenas em D. albiventris (20%; 1/5). Enquanto que lesdes cicatriciais foram observadas exclusivamente na cauda e
orelhas de D. albiventris (60%; 3/5) e O. nigripes (40%; 2/5).

Apesar da presenca de lesdes dermatolégicas em alguns gambas e roedores, formas amastigotas de Leishmania spp.
foram visibilizadas exclusivamente na citologia esfoliativa de uma lesdo ulcerativa na extremidade da cauda de uma fémea,
adulta de D. albiventris. Ja 0 DNA do complexo Leishmania donovani foi detectado em 8,3% (2/24) na pele de D. albiventris e
no sangue de O. nigripes. Nenhum animal foi positivo para o complexo Leishmania braziliensis.

Na populagdo canina que residia na area onde foram capturados os animais sinantropicos positivos, foram observados
29,4% (15/51) de cdes reagentes no DPP®. Destes, 46,6% (7/15) dos animais apresentaram alteragGes clinicas: alopecia
(57,14%; 4/7), dermatite descamativa (28,57%; 2/7), dermatite ulcerativa (14,28%; 1/7), linfadenomegalia (71,42%; 5/7) e
epistaxe (14,28%; 1/7). E Apesar do nimero considerado de cdes reagentes no DPP®, apenas um animal (6,6%; 1/25) foi
positivo parasitologicamente e molecularmente para o complexo L. donovani.

A distribuicdo espacial de animais positivos para o complexo L. donovani, reagentes para a LV e possiveis areas de

transmissdo da leishmaniose envolvendo gambas, roedores e cédes na llha de Itamaraca, PE, Brasil encontra-se na figura 1.

Figura 1. Distribuicdo de animais sinantrépicos e domésticos reagentes e/ou positivos para leishmaniose.

O cio / DPP® reagente

1
: Zona de transmissao

Fonte: Arquivo Pessoal.
4. Discusséo

Neste estudo destacamos a presenga de animais sinantrépicos e domeésticos positivos para o complexo L. donovani

em uma area endémica de Pernambuco.
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Sendo assim, o percentual de gambas e roedores positivos encontrados na area urbana da llha de Itamaraca foram
superiores aos observados por Nardi (2010) que ao realizar um levantamento de mamiferos silvestres potencialmente
reservatérios das leishmanioses no Parque Estadual Morro do Diabo detectou 3,2% de animais positivos, sendo trés espécies de
roedores Akodon cursor, Dasyprocta azarae, Oligoryzomys sp. e uma de gamba D. albiventris. De forma semelhante, Quintal
(2010) ao realizar PCR em tempo real de amostras biolégicas obtidas dos marsupiais D. albiventris e Micoureus paraguayanus
detectou 1,65% de animais parasitados.

D. albiventris e O. nigripes foram as Unicas espécies sinantropicas positivas para o complexo L. donovani.
Comprovando assim, o papel dos marsupiais e roedores no ciclo peridoméstico das leishmanioses na regido (Lainson, 2010;
Brandao-Filho, 2003). Vale lembrar que estas espécies animais possuem carater sinantrépico, com uma boa capacidade de
adaptagdo em dreas periurbanas, sendo assim, potenciais reservatorios de Leishmania sp. (Silva et al., 2001; Santiago et al.,
2007).

Assim como observado na &rea estudada, o cdo doméstico tem participado na epidemiologia da LV em ambientes
urbanos, periurbanos e selvagens (Oliveira, 2012). Nestes animais foram observados diferentes sinais clinicos: emaciacéo,
caquexia, alopecia, dermatoses, principalmente nas orelhas, focinho e areas perioculares, onicogrifose, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, enterorragia, artrites e paresia dos membros posteriores (Brasil, 2006; Pimentel et al., 2008), sabendo que a
evolugdo dos sinais clinicos esté relacionada a resposta imunolégica de cada animal, podendo alguns cées serem portadores
assintomaticos (Gallego, 2004).

Interessantemente, Courtenay et al. (2002) e Woodroffe et al. (2004) destacam a hip6tese de que os cdes podem ser
potenciais dispersores de Leishmania ao se deslocarem entre o ambiente silvestre e urbano, como também podem ser
perpetuadores do ciclo do parasito no meio silvestre.

Para o diagndstico do complexo L. donovani em gambas, roedores e cdes foram utilizadas diferentes amostras
bioldgicas, as quais foram analisadas por métodos parasitolégicos, imunolégicos e molecular, sendo estes métodos indicados
para o diagndstico das leishmanioses nestes animais (Nardi, 2010; Oliveira, 2012). Em trabalhos semelhantes, Tendrio et al.
(2011), destaca a importancia da execucdo de testes para o diagndstico de LV em animais silvestres e domésticos, com o
objetivo de identificar precocemente animais infectados, e assim minimizar a disseminagdo do agente infeccioso para os
espécimes susceptiveis.

Vale ressaltar que apesar da auséncia de animais positivos para o complexo L. braziliensis, este agente tem sido
registrado no estado de Pernambuco, bem como em regides circunvizinhas a &rea estudada (Andrade et al., 2012). Sendo
assim, observada a persisténcia das antigas areas de ocorréncia da doenga, demonstrando, no minimo, que as atuais medidas de

controle podem estar sendo insuficientes para controlar a LV nas areas endémicas (Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006).

5. Conclusdes

O presente estudo demonstra que houve a persisténcia da leishmaniose na Ilha de Itamaracd, Pernambuco, no qual

marsupiais, roedores e caes participam do ciclo de transmissdo do complexo L. donovani.
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