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RESUMO

Apesar dos registros de cdaes infectados por Leishmania spp., o papel destes
animais no ciclo de transmissao dos agentes da leishmaniose tegumentar americana
(LTA) néo foi elucidado. Este estudo teve como objetivo investigar a frequéncia da
infeccdo canina em localidades rurais dos municipios de Ulianépolis, Dom Eliseu e
Rondon do Para, onde até o momento ndo ha casos registrados de leishmaniose
visceral (LV) humana ou canina. Entre Maio e Dezembro de 2011, foram
investigados 224 cdes em localidades rurais de trés municipios. Dos cdes que
apresentavam leséo foi coletado material para a pesquisa direta do parasito. Para a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), foram utilizados como antigeno formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis, L. (V.) shawi, L. (L.) amazonensis e L. (L.)
infantum chagasi, sendo considerados reagentes soros com titulo igual ou superior a
40. A extracdo de DNA do material sanguineo foi realizada através da técnica do
fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, sendo este utilizado posteriormente para a
deteccdo molecular através da PCR, onde foram utilizados os primers S1629 e
S1630, que amplificam genes do mini-exon. Dos 224 cées estudados, 18 (8,04%)
apresentaram lesdes sugestivas de LTA, dos quais apenas cinco foram positivos
para a pesquisa direta do parasito. Na pesquisa soroldgica, 118 (52,68%) soros
caninos foram reagentes em pelo menos um dos antigenos testados, sendo que a
maior porcentagem de concordancia global (91,96%) foi encontrada na associacao
entre os resultados dos antigenos de L. (V.) braziliensis e de L. (V.) shawi. Na
pesquisa molecular, dentre os 74 (33,04%) cdes com PCR positiva foi detectado
DNA de Leishmania do subgénero Viannia em 68 (91,89%) animais e em quatro
(5,40%) DNA de L. (L.) amazonensis, enquanto que dois (2,70%) caes apresentaram
infeccdo mista. Nao foi detectado DNA compativel com L. (L.) infantum chagasi. A
alta frequéncia de cées sororeagentes e a deteccdo de DNA de Leishmania indicam
a presenca de cdaes infectados e a maior circulacdo de Leishmania do subgénero
Viannia do que L. (L.) amazonensis nessa regido, porém mesmo com grande
namero de animais sem sinais clinicos ainda serdo necessarios maiores estudos
para esclarecer sobre o papel do cdo no ciclo de transmisséao dos agentes da LTA.

Palavras-chave: Leishmania spp.; Sorodiagndstico; Céo; LTA; RIFI; PCR.



ABSTRACT

Despite the records of dogs infected by Leishmania spp., the role of animals in the
transmission cycle of the agents of American Tegumentary Leishmaniasis (ATL)
transmission has not been elucidated. This study aimed to investigate the frequency
of the canine infection in rural localities from Ulianépolis, Dom Eliseu and Rondon do
Parda county, where so far no reported cases of human or canine visceral
leishmaniasis (VL). From May to December 2011, were investigated 224 dogs in rural
areas of three counties. From dogs with lesions were collected material for the direct
detection of parasites. For indirect immunofluorescence assay (IFA) were used as
antigen promastogotes L. (V.) braziliensis, L. (V.) shawi, L. (L.) amazonensis e L. (L.)
infantum chagasi, reagents be considered sera with titers equal to or greater than 40.
The DNA extraction from blood sample was performed using
phenol:chloroform:isoamyl alcohol, which was subsequently used for molecular
detection by the Polymerase Chain Reaction technique (PCR). Primers S1629 and
S1630 were used to amplify the mini-exon genes. Of the 224 dogs studied, 18
(8,04%) had lesions suggestive of ATL, of which only five was positive for the direct
detection of parasites. In the serologic survey, 118 (52,68%) canine serum were
reagent at least on of the antigens tested, with the highest percentage of global
agreement (91,96%) was found in the association between the results of the antigens
of L. (V.) braziliensis and L. (V.) shawi. In molecular research, among the 74
(33,04%) dogs with positive PCR detected DNA from Leishmania subgenus Viannia
in 68 (91,89%), and four (5,40%) animals DNA L. (L.) amazonensis, whereas two
(2,70%) dogs had mixed infection. No DNA was found compatible with L. (L.)
infantum chagasi. The high frequency of dogs with reactive serum and the detection
of DNA from Leishmania indicating the presence of infected dogs and greater
circulation of the subgenus Leishmania Viannia than L. (L.) amazonensis in this
region, however even with a large number of animals without clinical signs lerger
studies are still needed to clarify the role of dogs in the transmission cycle of agents
of the ATL. .

Keywords: Leishmania spp.; Serodiagnosis; Dog; ATL; IFA; PCR.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca infecciosa, nao
contagiosa, inicialmente considerada zoonose de animais silvestres, que acometia
ocasionalmente pessoas em contato com florestas, comega a ocorrer em zonas
rurais ja praticamente desmatadas e em regibes periurbanas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009a).

A ocorréncia da LTA em ambientes domésticos tem sido citada por diversos
autores, sendo aventada a possibilidade de que animais domésticos e
peridomésticos, em especial o cdo, estariam atuando como importantes fontes de
infeccéo nesses locais (MARZOCHI E MARZOCHI, 1994).

No Brasil, a participacdo de animais domeésticos no ciclo epidemiologico da
LTA é conhecida desde o inicio do século XX, quando Pedroso (1913) e Brumpt &
Pedroso (1913) observaram pela primeira vez a infec¢ao natural em caes, no estado
de Sdo Paulo, mas somente a partir da década de 80 intensificaram-se estudos para
melhores esclarecimentos (BARBOSA et al., 1999). Barreto et al. (1984) e Coutinho
et al. (1985) ao realizar estudos em areas endémicas de LTA, na Bahia e no Rio de
Janeiro, respectivamente, demonstraram ser relativamente comum a presenca de
caes infectados nessas areas.

Até o momento ndo existem dados disponiveis de infeccdo canina por
espécies de Leishmania que causam a LTA no estado do Para, por esse motivo, 0
diagnostico da infeccdo nesses animais € de grande valor no monitoramento desta
enfermidade em regiées endémicas. E a proposta do presente estudo é avaliar estas
infeccbes utilizando técnicas sorolégicas como a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) que detecta os anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro e a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) que € capaz de amplificar um gene
especifico do parasito.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, sabe-se que 0 cdo doméstico possui um papel de grande
importancia dentro da cadeia de transmissdo da Leishmaniose Visceral Americana
(LVA), visto que é considerado um reservatorio que esta sempre em contato com o
homem e que muitas vezes convive dentro da mesma casa, facilitando
disseminagé&o da doenca.

Nas infec¢gbes por Leishmania spp. que causam a LTA, S&0 numerosos 0S
registros de infeccdo em animais domeésticos. Entretanto, ndo ha evidéncias
cientificas que comprovem o papel destes animais como reservatorios das espécies
de Leishmania, sendo considerados apenas hospedeiros acidentais da doenca.

A realizacdo de inquéritos sorolégicos caninos tem papel fundamental na
deteccado de focos silenciosos da doenca e na delimitacdo de regides ou setores de
maior prevaléncia, onde a execucao das medidas de controle se faz necessaria.

O estudo proposto visa fornecer informacgdes que resultem em subsidios para
o planejamento e desenvolvimento de ac¢des que possam reduzir 0 risco de
transmissdo da LTA na area estudada, visto que os municipios em estudo estédo
localizados em area endémica de LTA, onde a colonizacéo foi feita sem um plano
estratégico adequado para a regido, resultando em mudancas ambientais que
comprometeram o ecossistema da regido e a saude da populacao.

Desse modo, existe uma necessidade urgente de avaliar se 0 cdo apresenta
papel importante como reservatorio doméstico e quais as espécies de Leishmania
podem estar atuando como agentes da doenga no animal, para que se possam obter
maiores conhecimentos da epidemiologia da doenca, um progndstico correto para a

aplicacao de medidas de controle por parte dos 6rgaos competentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Investigar o perfil sorolégico e detectar DNA de Leishmania spp. em cées de

localidades rurais dos municipios de Ulianépolis, Dom Eliseu e Rondon do Para.

3.2 ESPECIFICOS
i. Detectar a presenca de anticorpos anti-Leishmania em cdes nos municipios
em estudo, pelo método da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e

determinar o sexo e a faixa etaria dos caes sororreagentes.

ii. Detectar a infeccdo canina pelas espécies de Leishmania por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e determinar o sexo e a faixa etaria dos

cées positivos.

iii. Comparar o0s resultados obtidos nas técnicas de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 CONSIDERACOES GERAIS

As leishmanioses sdo doencas infecciosas, de natureza parasitaria, causadas
por diferentes espécies do protozoario do género Leishmania ROSS, 1903. Os
agentes etioldgicos pertencem ao Reino Protozoa, Classe Kinetoplastea, Ordem
Trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae e Subgéneros Leishmania e Viannia
(LAINSON, 2010). Essas enfermidades acometem uma significativa parte da
populacdo mundial, incluindo adultos e criancas, além de varias espécies de animais
silvestres e domésticos (WHO, 1990).

As espécies de Leishmania sé@o intracelulares obrigatérios e parasitam as
células do sistema fagocitico mononuclear (ALEXANDER et al.,1999), sendo
transmitidas aos mamiferos por fémeas de insetos vetores denominados
flebotomineos (Fig. 1), conhecidos popularmente, dependendo da localizagédo
geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros. Esses insetos
pertencem a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae,
Género Lutzomyia (RYAN et al., 1987) e apenas as fémeas realizam a hematofagia
e sdo os principais vetores (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a). Este héabito esta
fisiologicamente relacionado em converter nutrientes sanguineos em proteinas
necessarias para a producéo de ovos (RANGEL E LAINSON, 2003).

FIGURA 1 - Fémea de flebotomineo adulto, ingurgitada

Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral/MS, 2006a.
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No Brasil, duas espécies foram descritas na transmissdao do parasito
responsavel pela forma viscerotropica, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006a; MISSAWA et al., 2011; SANTOS et al., 1998). A
espécie Lutzomyia longipalpis adapta-se facilmente ao peridomicilio, alimentando-se
de sangue de hospedeiros vertebrados, entre esses as aves, 0 homem e animais
silvestres ou domésticos (MONTEIRO et al., 2005).

As principais espécies envolvidas na transmissdo dos parasitos responsaveis
pelas formas dermotrépicas, no Brasil, sdo Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani,
Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia, Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis, Lutzomyia
(Psychodopygus) wellcomei, Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata e Lutzomyia
migonei (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a). Dentre as principais, deve-se destacar a
Lutzomyia (Psychodopygus) wellcomei uma espécie altamente antropofilica, sendo
um importante vetor de Leishmania (Viannia) braziliensis na Amazobnia brasileira
(RANGEL E LAINSON, 2003).

Os parasitos do género Leishmania possuem um ciclo de vida digenético
(heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos
vetores (GONTIJO E CARVALHO, 2003). Caracterizam-se por apresentar apenas
duas formas durante o seu ciclo vital: amastigota, que é tipicamente ovdide ou
esférica, sem flagelo livre, encontrada no citoplasma dos macrofagos dos
hospedeiros vertebrados (Fig. 2), e promastigota, que apresenta um flagelo livre e é
encontrada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado e também pode ser
observada em meio de cultura (Fig. 3) (GENARO E REIS, 2005; LAINSON E SHAW,
1987; REY, 2002).



21

FIGURA 2 — Leishmania - Formas amastigotas no interior do macréfago

Fonte: Lainson e Shaw, 1992

FIGURA 3 — Leishmania - Formas promastigotas

Fonte: Lainson e Shaw, 1992

Quando a fémea do flebotomineo realiza o repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado infectado, ingere formas amastigotas contidas em macrofagos
parasitados. Durante o trajeto pelo trato digestivo do inseto os macrofagos se
rompem liberando as amastigotas, as quais sofrem uma série de mudancas
morfologicas e fisioldgicas, diferenciando-se no final do ciclo em promastigotas
metaciclicas ou infectantes. Estas se movem para a por¢do anterior do tubo

digestivo do vetor e desse modo, quando o inseto vetor realizar o repasto
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sanguineo, novamente, inocula na pele do hospedeiro vertebrado as promastigotas
metaciclicas infectantes (MELO, 2004).

Apés a inoculagdo, as formas promastigotas metaciclicas infectantes sao
fagocitadas por células do Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM). Dentro do
fagolisossoma dos macréfagos transformam-se em amastigotas e se multiplicam por
divisdo binaria. Quando repleto de amastigotas o macréfago se rompe, liberando-as
na circulacdo, onde irdo infectar novos macrofagos localizados na pele, sangue e/ou
alguns orgéaos internos do hospedeiro, tornando-o uma fonte de infeccdo para outro
flebotomineo (ALEXANDER E RUSSEL, 1992; PIMENTA et al.,, 1992). O ciclo

evolutivo esté representado na Figura 4.

FIGURA 4 - Ciclo evolutivo de Leishmania spp..
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Fonte: Adaptado de Reithinger et al. (2007).

A identificacdo e a classificacdo taxondmica do género Leishmania foram por
muito tempo baseadas nos aspectos clinicos apresentados pela doenca. Em 1972,
Lainson e Shaw propuseram o agrupamento dos parasitos em complexos: mexicana
e braziliensis. Apds revisdo, com base no desenvolvimento experimental das formas
promastigotas no tubo digestivo dos flebotomineos, Lainson e Shaw sugeriram

utilizacado de dois subgéneros, Leishmania Ross, 1903, e Viannia Lainson e Shaw,



23

1987, substituindo 0s complexos mexicana e braziliensis, respectivamente
(MICHALICK, 2005).

A real incidéncia da leishmaniose é incerta, devido aos inUmeros casos néao
notificados nas areas onde a infeccao € endémica. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) relata a ocorréncia de leishmanioses em 88 paises, com notificacdo
compulsoria em apenas 32 e estimativa de 12 milhdes de pessoas acometidas em
todo mundo. Aproximadamente 350 milhdes de individuos estdo sob o risco de
adquirir a doenca, estimando-se que ocorra dois milhdes de casos anuais, dos quais
1,5 milh&o das formas cutanea e cutaneomucosa e 500 mil da forma visceral, muitas
vezes fatal.

Nas Américas, o Brasil é o0 pais com mais registros de casos, tanto da forma
cutanea como visceral (WHO, 2002), tendo apresentado a partir da década de 80
um aumento na incidéncia, variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995) (MINISTERIO
DA SAUDE, 2007).

As leishmanioses podem exibir diferentes manifestagbes clinicas que
dependem ndo somente da espécie do parasito responsavel pela infeccdo, como
também da resposta imunoldgica do individuo infectado. Seu amplo espectro clinico
vai desde formas assintomaticas até as formas desfigurantes de leishmaniose
tegumentar americana (LTA) ou a forma que acomete os 6Orgdos do individuo
infectado denominada leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar, que
quando néo tratada adequadamente é potencialmente fatal na maioria dos casos
(GRIMALDI E TESH, 1993).

A LVA é uma doenca crbnica, sistémica, apresenta caracteristicas
geograficas, climaticas e sociais diferenciadas de acordo com sua distribuicao,
sendo encontrada em todas as cinco regides geograficas brasileiras (ANDRADE et
al., 2009; GONTIJO E MELO, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2009a). Causada
pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, tem o cdo como principal
reservatorio em ambiente urbano, mantendo o ciclo de transmissdo nesses locais
(SANTOS, et al., 1998).

Diversos mamiferos podem se infectar por Leishmania sp.; entretanto, nao
sdo usualmente responsaveis pela transmissdo ao homem. No Brasil, dos canideos
silvestres, somente a raposa (Cerdocyon thous) é considerada reservatério natural
da leishmaniose visceral. Todavia, diversas espécies ja foram relatadas com

infeccdo, como lobo guard (Chysocyon brachyurus)6, raposa-do-campo (Lycalopex
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vetulus) e cachorro-vinagre (Spheotos venaticus), além de outros mamiferos como o
marsupial Didelphis albiventris e D. marsupialis (SOUZA et al., 2010).

Na Ameérica Latina, a LVA ja foi descrita em pelo menos 12 paises, com 90%
dos casos ocorridos no Brasil. Desde o primeiro registro da doenca no pais, em
1913, sua transmissdo vem sendo descrita em varios municipios, de todas as
regides. Na regido Sul, recentemente foi detectado o primeiro caso de cao portador
de LVA no municipio de Uruguaiana, Rio Grande do Sul (MONTEIRO et al., 2010).
Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados de LVA ocorreram
na regido Nordeste. Porém, a medida que a doenca se expande para as outras
regides, esta situacdo se modifica, verificando-se que no periodo de 2000 a 2002,
essa regido representou 77% dos casos registrados no Pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006a).

O céao esta frequentemente envolvido no ciclo urbano da LVA (ALMEIDA et
al., 2009) e nas Ameéricas, estima-se que milhdes de cdes tenham a infeccéo,
principalmente no Brasil. Este hospedeiro representa uma fonte de infeccdo para o
vetor, precedendo a maioria dos casos no homem e promovendo a dispersdo da
doenca para areas ndo endémicas (ARIAS et al.,, 1996; DANTAS-TORRES E
BRANDAO-FILHO, 2006; MONTEIRO et al., 2005).

Os estudos de prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC), em cidades
do Brasil, tém detectado indices de 9,7% em Montes Claros, Minas Gerais
(FRANCA-SILVA et al.,, 2003) e 40,3% em Paulista, Pernambuco (DANTAS-
TORRES et al.,, 2006). Em Cuiaba, estudos de prevaléncia determinaram valores
altos (64%), no periodo de 1997 a 1998 (MOURA et al., 1999), enquanto estudos
mais recentes, no estado do Mato Grosso, demonstraram indice de 8,4% (MESTRE
E FONTES, 2007). Inquéritos soroldgicos caninos sdo de extrema importancia para

que as ag0es profilaticas sejam realizadas.

4.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca zoonética, de
carater evolutivo e dificil controle, principalmente devido as suas complexas
caracteristicas epidemioldgicas. E uma doenca n&o contagiosa, endémica em vastas

areas da América Latina podendo apresentar diferentes formas clinicas,
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dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da relacdo do parasito com seu
hospedeiro (GONTIJO E CARVALHO, 2003).

Sua importancia reside ndao somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo geografica, mas na possibilidade de assumir formas clinicas crénicas
que podem determinar lesdes desfigurantes e incapacitantes, com grande
repercussao no campo psicossocial do individuo (ANDRADE et al., 2005).

Descri¢gbes da LTA podem ser encontradas no primeiro século d.C., na Asia
Central. As lesdes encontradas nos doentes eram referidas de acordo com a regiao
que ocorriam, como ferida de Balkh, nome de uma cidade no norte do Afeganistéo,
botdo de Aleppo, na Siria, e botdo-de-bagdéa, no Iraque. Esta doenca era conhecida
pelos viajantes por botdo-do-oriente (GENARO E REIS, 2005).

A primeira observacdo dos parasitos pertencentes ao género Leishmania foi
feita por Cunnigham, em 1885, em casos de leishmaniose visceral na india. Em
seguida, varios pesquisadores passaram a encontrar e descrever o parasito até que,
em 1903, Ross criou o género Leishmania (BASANO E CAMARGO, 2004; GENARO
E REIS, 2005).

Nas Ameéricas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas, datadas de
400 a 900 anos d.C., feitas pelos indios do Peru, que apresentam mutilacdes de
labios e narizes, caracteristicas da espundia, hoje conhecida como leishmaniose
cutdanea-mucosa. Posteriormente, através de estudos de paleomedicina, foram
descobertas mumias com lesfes de pele e mucosas caracteristicas da leishmaniose.
A primeira referéncia de LTA no Brasil encontra-se no documento da Pastoral
Religiosa Politico-Geogréafica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad
de la Syfilis en el Peru”, onde ele relata a viagem de Frei Dom Hipdlito Sanches de
Fayas y Quiros de Tabatinga, Amazonas, até o Peru, percorrendo as regides do vale
amazonico (BASANO E CAMARGO, 2004).

Alexandre Cerqueira (1885), na Bahia, foi o primeiro a identificar a
leishmaniose, através do encontro de lesdes de pele similares ao botdo-do-oriente e
a suspeitar do papel dos flebotomineos como vetores. Em 1908, durante a
construcdo da estrada de Ferro Noroeste Brasil, em Sao Paulo, ocorreram
NnuUMEerosos casos, principalmente na cidade de Bauru, ficando conhecida por Ulcera-
de-Bauru, os quais foram nominados por Gaspar Vianna, em 1911, como
Leishmania (Viannia) braziliensis para o agente especifico da LTA no Brasil
(GENARO E REIS, 2005; GONTIJO E CARVALHO, 2003).
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No Brasil, até a década de setenta, todos os casos de LTA eram atribuidos a
L. (V.) braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de analise e a intensificacao
dos estudos ecologicos e epidemiolégicos, outras espécies foram descritas
(BASANO E CAMARGO, 2004).

A etiologia de LTA inclui uma multiplicidade de espécies dos subgéneros
Viannia (LAINSON E SHAW, 1987) e Leishmania (ROSS, 1903). Sdo conhecidas 31
espécies de Leishmania no mundo inteiro, das quais 22 s&o encontradas nas
Ameéricas. Destas, apenas 14 sao agentes etilogicos de LTA (SILVEIRA et al., 2004).
Sao conhecidas atualmente sete espécies de interesse médico na Amazobnia
brasileira, sendo seis pertencentes ao subgénero Viannia e uma ao subgénero
Leishmania (SOUZA et al., 2010).

As espécies pertencentes ao subgénero Viannia sao Leishmania (Viannia)
braziliensis Vianna, 1911, Leishmania (Viannia) guyanensis Floch, 1954, Leishmania
(Viannia) lainsoni Silveira, Shaw, Braga & Ishikawa, 1987, Leishmania (Viannia) naiffi
Lainson & Shaw, 1989, Leishmania (Viannia) shawi Lainson, Braga, Souza, Pévoa &
Ishikawa, 1989 e Leishmania (Viannia) lindenbergi Silveira, Ishikawa, De Souza &
Lainson, 2002. A espécie do subgénero Leishmania é Leishmania (Leishmania)
amazonensis Lainson e Shaw, 1972, e todas as espécies estdo associadas a
doenca em humanos, sendo que Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
(Leishmania) amazonensis sdo as mais amplamente distribuidas (LAINSON E
SHAW, 1987).

A espécie L. (V.) braziliensis apresenta distribuicio em todo o territério
nacional, além de varios paises da América Central e do Sul, sendo registrada de
Belize até a Argentina. Na transmissdo peridoméstica, apresentam-se como
hospedeiros: cavalos, caes, jumentos e até gatos. No homem causa leishmaniose
cutanea e cutaneo-mucosa (BASANO E CAMARGO, 2004).

Leishmania (V.) guyanensis, distribui-se ao norte do Rio Amazonas, Guianas,
Suriname e Guiana Francesa. Ha& também alguns registros no Equador, Colémbia,
Venezuela e algumas regibes do Peru. Frequentemente produzem infeccdes
multiplas na pele, comprometendo o sistema linfatico, porém os casos de
mucocutanea parecem ser bem raros (LAINSON, 2010).

Leishmania (V.) shawi, responsavel por casos esporadicos no Amazonas e
Para, tem como reservatérios varios animais silvestres como macacos, preguicas e
procionideos e como vetor Lutzomyia whitmani (GONTIJO E CARVALHO, 2003).
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Leishmania (V.) naiffi distribui-se pelo Brasil, nos estados do Amazonas e
Pard, e na Guiana Francesa. Tem como hospedeiro o tatu (Dasypus novemcinctus)
e causa nho homem principalmente a leishmaniose cutanea (BASANO E CAMARGO,
2004).

Leishmania (V.) lainsoni tem sido isolada no estado do Pard, no Peru e
Bolivia. Causam lesdes cutaneas simples sem registro de envolvimento das
mucosas e sua baixa prevaléncia, possivelmente, estd associada ao fato do seu
vetor ser de baixa antropofilia (SILVEIRA et al., 1987)

Leishmania (V.) lindenbergi tem sido isolada no estado do Par4 e causam
lesBes cutaneas simples em humanos. Essa espécie ndo foi associada aos casos de
mucocutanea e apresentam-se bastante similar a L. (V.) naiffi (SILVEIRA et al.,
2002).

Os parasitas do subgénero Viannia sdo extremamente heterogéneos,
apresentando consideravel polimorfismo entre suas populacdes. As investigacdes
eco-epidemiologicas permitiram concluir que o género Leishmania representa um
sistema bastante complexo, apresentando numerosas oportunidades para o
desenvolvimento de estudos relacionados a evolugéo, biologia, assim como o seu
papel na doenca humana (LAINSON E SHAW, 1987).

No subgénero Leishmania, a espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis
encontra-se distribuida pelas florestas primarias e secundarias da Amazobnia
(Amazonas, Para, Rondobnia, Tocantins e sudoeste do Maranh&o), particularmente
em &reas de igap6 e de floresta tipo “varzea”. Sua presenca amplia-se para o
Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo) e Centro-Oeste (Goias).
Agente etiolégico de LTA, incluindo a forma anérgica ou leishmaniose cutanea
difusa, possui como reservatérios roedores e marsupiais € como principais vetores
Lutzomyia flaviscutellata e Lutzomyia olmeca (GONTIJO E CARVALHO, 2003;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

A espécie Leishmania (Viannia) braziliensis € a responsavel pela maioria dos
casos de LTA no Brasil, sendo Leishmania (Leishmania) amazonensis também
considerada importante agente causador da doenca nas regides Norte, Nordeste,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (ANDRADE et al., 2005).

A LTA é capaz de produzir uma variedade de formas clinicas que acometem
isoladamente ou em associacédo a pele e mucosas do nariz, boca, faringe e laringe,

gerando o espectro das quatro formas clinicas da doenca: a leishmaniose cutanea
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localizada (LCL) provocada por diversas espécies de Leishmania, a leishmaniose
mucocutanea (LMC) associada principalmente a Leishmania (Viannia) braziliensis, a
leishmaniose cutanea anérgica difusa (LCAD) associada a Leishmania (Leishmania)
amazonensis e a leishmaniose cutanea disseminada boderline (LCDB) associada as
duas espécies (SILVEIRA et al., 2004).

Uma Unica espécie muitas vezes pode causar diferentes manifestacdes
clinicas, dependendo da patogenicidade do parasito e da resisténcia do hospedeiro
a infeccdo. Portanto, enquanto a deteccdo do parasita é suficiente para fins de
diagnostico, a identificacdo das espécies de Leishmania € importante por razdes
epidemioldgicas e clinicas, ajudando a investigar a patogenia das diferentes formas
clinicas da LTA (ALESSI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010).

Analisando-se a evolucdo da LTA no Brasil (Grafico 1), observou-se uma
expansao geografica no inicio dos anos 80, quando se registrou casos em 19
unidades federadas e, em 2003, todos os estados registraram autoctonia. A Regiao
Norte contribuiu com o maior nimero de casos (cerca de 36% do total de casos
registrados, no periodo) e com os coeficientes médios mais elevados (85,4 casos
por 100.000 habitantes), seguida das regides Nordeste (43,5 casos por 100.000
habitantes) e Centro-Oeste (37,5 casos por 100.000 habitantes) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009a).

GRAFICO 1 - Numero de casos e coeficiente de detec¢do de casos autoctones de
LTA. Brasil 1989 a 2008
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De 1988 a 2007, a LTA apresentou média anual de 27.736 casos autéctones
registrados e coeficiente de deteccdo médio de 17,3 casos por 100.000 habitantes.
Ao longo desse periodo, observou-se uma tendéncia no crescimento da endemia,
registrando os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e 1995, quando
atingiram niveis de 22,83 e 22,94 casos por 100.000 habitantes, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

No periodo de 2001 a 2003, observa-se que 0 maior niumero de casos de LTA
foi representado pela Grande Regido do Tucurui, envolvendo os estados do Par4,
Maranhdo e Tocantins, apresentando densidade de 551,84 casos. A faixa etaria
mais acometida sdo os maiores de 10 anos com aproximadamente 90% dos casos.
Os individuos do sexo masculino representaram 60% dos casos e a forma mucosa
4,71% do total registrado (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

VariacOes ciclicas na incidéncia da LTA seriam influenciadas fortemente por
fatores geogréaficos e climéticos, responsaveis pelas flutuacdes nas populacdes de
flebotomineos (DIAS et al., 2007).

A doenca é contraida principalmente por trabalhadores responsaveis por
atividades que requerem a entrada na floresta, assim como pelos nativos locais.
Estes fatores sdo importantes na epidemiologia da doencga, por serem responsaveis
pela manutencéo do elevado nimero de casos na regiéo.

No periodo de 2004 a 2008, foram registrados 21.213 casos de LTA no Par4,
0 que corresponde a 41% dos casos registrados na Regido Norte e 18% no Pais. O
Para é o estado com maior registro de casos. O coeficiente médio de deteccdo para
o periodo foi de 60,3 casos por 100 mil habitantes (Gréafico 2) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009b).
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GRAFICO 2 - Numero de casos e coeficiente de deteccgdo (por 100 mil habitantes)
de leishmaniose tegumentar americana. Para 2004 a 2008
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4.3 PATOGENIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A patogenia da LTA centraliza-se no mecanismo da relacdo parasito-
hospedeiro o qual estimula uma resposta imune especifica. A infeccdo pelas
espécies de Leishmania que causam a LTA tem seu inicio logo apos a inoculacao
das formas promastigotas do parasito na pele. A partir desse momento, inicia-se um
processo de escape do parasito frente as defesas do organismo, o qual, quando
vencido pelo parasito, resultard na sua fagocitose pelas células do SFM (SILVEIRA
et al., 2008).

Embora os macrofagos sejam células fagocitarias especializadas no combate
a agentes infecciosos, as espécies de Leishmania desenvolveram mecanismos de
defesa capazes de subverter sua capacidade microbicida, proferida por produtos do
metabolismo do oxigénio, baixo pH e proteinas catibnicas, conseguindo sobreviver
neste ambiente toxico e multiplicando-se até a ruptura da célula, quando sao
liberadas para infectar outros macréfagos, propagando a infec¢cdo (ALMEIDA, 2006).
Como consequéncia deste processo, havera a liberacdo de particulas antigénicas

gue provocardo uma resposta especifica do sistema imune, influenciando na
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evolucdo da doenca para cura espontanea ou formas autolimitadas ou formas
progressivas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b).

Evidéncias clinicas e experimentais demonstram que a imunidade especifica
na LTA é basicamente mediada por células T CD4+. Para dar inicio a resposta
imune especifica, células de Langerhans transportam os parasitos e seus antigenos
aos linfonodos regionais, visando a apresentar o antigeno as células T CD4+ que, ao
liberarem citocinas, regulam o potencial microbicida dos macréfagos. O IFN-y tem
papel importante na defesa contra microrganismos intracelulares como a
Leishmania, ativando macréfagos e estimulando a liberacdo de outras citocinas
como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b).

O TNF-q, citocina produzida principalmente por macrofagos ativados, também
€ responsavel pela ativacéo policlonal de células B. Em decorréncia dessa ativacao,
ha consideravel inducdo da resposta humoral com producdo de anticorpos anti-
Leishmania que participam, na interacdo inicial do parasito, com elementos
inespecificos da resposta inflamatoria (REIS et al., 2006).

A infeccdo experimental em camundongos tem sido utilizada para examinar
aspectos da relacdo parasito-hospedeiro na leishmaniose, como o controle genético
de susceptibilidade e resisténcia, o papel da resposta imune mediada por células e a
interacdo parasito-macrofago. A resisténcia € conferida por células Thl, enquanto a
susceptibilidade é conferida por células Th2. A dicotomia Thl X Th2 & observada
nesse modelo e esta associada a producéo de IL-4 em camundongos susceptiveis e
de IFN-y em camundongos resistentes. Muitas linhagens de camundongos
resistentes apresentam um aumento na producdo de IL-12, que ativa células NK, e
células T CD4+ e CD8+ para produzirem IFN-y, necessario para o desenvolvimento
da resposta Thl (REIS et al., 2006).

Linhagens susceptiveis apresentam um aumento na expressdo de mRNA
para IL-4 e na producdo de IL-5, IL-10 e IL-13. IL-4 diminui a regulacdo da
expressao da subunidade B dos receptores da IL-12 nas células Thl, suprimindo o
desenvolvimento de IFN-y, 0 que leva ao desenvolvimento da resposta Th2. A IL-10
desempenha um papel fundamental na inibicdo da ativacdo macrofagica e contribui
para o crescimento do parasito nas lesfes. Tem sido demonstrado que células NK
representam uma fonte inicial de IFN-y, que é um importante mediador da

resisténcia inata contra o parasito (REIS et al., 2006).
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Nos cades a resposta imunoldgica celular positiva deve ser a base para a
protecdo contra o desenvolvimento da doenga. A determinagdo exata da resposta
imune celular especifica as espécies de Leishmania em cédes € um indicador
fundamental de um fenotipo Thl, associada a um controle efetivo de infeccéo e
sobrevivéncia do hospedeiro (MAIA E CAMPINO, 2008).

4.4 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

O diagnostico da LTA abrange aspectos epidemiologicos, clinicos e
laboratoriais. Frequentemente, a associacdo de alguns desses elementos é
necessaria para se chegar ao diagnostico final (ANDRADE et al., 2005).

A identificagdo das espécies de Leishmania que circulam em determinado
foco de transmisséo, particularmente em regifes onde as diferentes formas clinicas
ocorrem simultaneamente, é muito importante para o0 conhecimento da
epidemiologia das leishmanioses e planejamento de estratégias de controle (LIMA et
al., 2009).

O diagnostico clinico da LTA € sugerido na anamnese e baseia-se nas
caracteristicas da lesdo associada aos dados epidemiologicos do doente (pacientes
de areas endémicas ou que 4 estiveram recentemente) (ANDRADE et al., 2005).

O diagnostico laboratorial é feito por meio de exames direto e indireto. Pode
ser realizado por meio da demonstracdo direta do parasito, que é considerado o
procedimento de primeira escolha por ser mais rapido, de menor custo e de facil
execucao. A probabilidade de encontro do parasito € inversamente proporcional ao
tempo de evolucdo da lesdo cutanea, sendo rara ap6s um ano. Para a pesquisa
direta, sdo utilizados os seguintes procedimentos: escarificacdo, biopsia e puncéo
aspirativa (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Outro método utilizado € o isolamento do parasito em meio de cultura in vitro,
qgue permite a identificacdo da espécie presente na lesdo. Entretanto, as espécies de
Leishmania apresentam capacidade de crescimento variavel em cultura e esse
método requer uma série de condic¢des laboratoriais, pessoal treinado e mais de 10
dias para a aquisicdo de um numero suficiente de promastigotas para as
investigacdes. A sensibilidade global desse método esta em torno de 50% para

Leishmania (Viannia) braziliensis. Casos cronicos, como aqueles com baixa carga
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parasitaria na lesdo, também resultam em uma sensibilidade ainda mais reduzida
desse método (ANDRADE et al., 2005).

Outra forma de diagnostico parasitolégico € a inoculacdo de material da
bidopsia cutdnea em animais de laboratorio, de preferéncia em hamsters
(Mesocricetus auratus). Além do longo tempo necessario para a evolucdo da lesdo
no modelo animal (2 a 9 meses em média) e da necessidade de um laboratorio
adequado, a eficacia do isolamento apresenta grande variagcdo conforme a espécie
de Leishmania. Esse método € mais utilizado em laboratérios de pesquisa
(GONTIJO E CARVALHO, 2003).

O exame imunoldgico de primeira escolha € a Intradermoreagdo de
Montenegro (IDRM) que se fundamenta na visualizacdo da resposta de
hipersensibilidade celular retardada. A IDRM geralmente persiste positiva ap0s o
tratamento, ou a cicatrizacdo da lesdo cutanea tratada, ou curada espontaneamente,
podendo negativar nos individuos fraco-reatores e nos precocemente tratados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

Testes sorolégicos tém sido empregados, com consideravel importancia, no
diagnéstico e em inquéritos epidemiologicos dessas enfermidades. Estes testes
detectam anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos pacientes e geralmente
apresentam titulos baixos. A analise de anticorpos anti-Leishmania permite avaliar o
curso evolutivo da infeccdo, bem como fornecer dados sobre as caracteristicas de
sua resposta imune (GUTIERREZ et al., 1991).

Dentre os métodos sorolégicos, a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) € o mais utilizado (Fig. 5). E uma técnica sensivel, porém, existe a
possibilidade de reagfes cruzadas, especialmente com Trypanosoma cruzi, agente
da doenca de Chagas, e com Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, agente da
LVA, ambas muito prevalentes em areas endémicas de LTA, causando confusdo em
termos de diagnostico (KAR, 1995). A RIFI apresenta resultados variaveis na LTA,
quer pela reduzida antigenicidade do parasito quer pelos baixos niveis de anticorpos
circulantes. Portanto, ndo deve ser empregada como critério isolado para o
diagnéstico (MARZOCHI E MARZOCHI, 1994).



34

FIGURA 5 - Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta: (A) Reagente e (B) N&ao
Reagente.

Fonte: IEC/Laboratério de Leishmaniose.

Com o avanco das técnicas de biologia molecular a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tem sido empregada com sucesso no diagnostico da LTA,
mostrando alta sensibilidade e especificidade (GARCIA et al., 2005).

A PCR baseia-se na replicacéo in vitro do DNA. E usada para amplificar um
segmento de DNA posicionado entre duas regides de sequéncia conhecida. Este
meétodo também é util na identificacdo da persisténcia parasitaria apos terapéutica e
no estudo da infecg¢éo subclinica (FAGUNDES et al., 2007).

A utilizacdo da PCR possibilitou a identificacdo de material genético de
Leishmania, mesmo em quantidades minimas como 50fg de DNA do parasita
(OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2006; VELASQUEZ et al., 2006).

A PCR é particularmente util no caso da LTA em decorréncia da necessidade
da confirmacdo parasitolégica. Além disso, os métodos convencionais, como a
Intradermorreacdo de Montenegro e a sorologia, apresentam baixa sensibilidade. A
deteccdo precoce do parasita pode prevenir casos da doenca, permitindo a

implementacéo do tratamento especifico.

4.5 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA CANINA

A LTA é originalmente silvestre, mas nos ultimos anos vem ocorrendo em

areas rurais e urbanas. A doenca ocorre em locais onde ha derrubada de matas e
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colonizacdo recente, mas ultimamente vem sendo verificada também em éareas de
colonizag&o antiga de diversos estados brasileiros, onde existem matas residuais ou
de segunda formacdo. Nessas areas 0s caes estdo frequentemente parasitados
(LONARDONI et al., 2006; SANGIONE et al., 2007).

Ha muito tem suspeitado da importancia do cao no ciclo epidemiologico da
LTA. Em 1949, Romafa et al. levantaram a hipétese de transmissdo domiciliar ao
encontrarem pessoas e caes doentes na mesma casa. Admitiram os autores que 0S
cées teriam contraido a doenca na floresta, levando-a para o0 ambiente domeéstico
onde teria sido transmitida as pessoas pelos flebotomineos. Na época parecia opor-
se a este ponto de vista o fato de que este achado ocorreu em casas proximas das
florestas. Predominava entdo o conceito classico da transmissao silvestre, no qual
0s animais domeésticos seriam hospedeiros acidentais do parasito (FALQUETO et al,
1986).

Os achados de Herrer nos anos de 1949 e 1951, no Peru, revolucionaram
esse conceito, pois 0 autor observou uma nitida relacdo entre a presenca de caes
parasitados e a existéncia de grande numero de criancas doentes, fatos esses
associados a aparente auséncia de reservatorios silvestres na regido (FALQUETO
et al., 1986).

Posteriormente foram publicados os primeiros estudos de infec¢ao natural por
Leishmania em animais silvestres em areas endémicas no Brasil, mas néo
produziram resultados conclusivos, pois 0 que existiu em comum foi a raridade de
infeccdo de animais silvestres por Leishmania (FALQUETO et al., 1986). Foranttini
(1960), no estado de S&o Paulo, examinou 928 animais silvestres, de 15 diferentes
espécies, encontrando infectadas por Leishmania trés espécimes de trés diferentes
espécies (Cuniculus paca, Dasyprocta azarae, Kannabateomys amblyonyx). Anos
mais tarde, Dias et al. (1977), em Minas Gerais, investigaram 300 animais
pertencentes a 17 diferentes espécies e ndo foi obtida qualquer evidéncia de
infeccdo por Leishmania. A demonstracdo da presenca de Leishmania, nestes
estudos, foi feita através de exame direto de esfregaco de pele e/ou baco.

A descricdo de céaes infectados por Leishmania que causam a LTA data da
década de 80, quando achados sobre a LTA em animais domésticos foram
publicados por Falgueto et al. (1986). Os autores encontraram 32 (17,2%) céaes
infectados em Viana, Espirito Santo e esses animais ao invés de aparecerem em

domicilios instalados junto as florestas, foram observados mais frequentemente
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onde havia maior concentracdo de casas. Cinco anos depois, em Itarana no estado
do Espirito Santo, encontrou-se uma freqiiéncia de 12,5% de cées parasitados pela
Leishmania (Viannia) braziliensis (FALQUETO et al., 1991).

Varios autores observaram a presenca frequente de caes infectados em areas
endémicas de LTA humana, no Brasil. Em estudos realizados nos estados do Rio de
Janeiro e Parana foi relatada a existéncia de um alto percentual de cdes com
sorologia positiva (LONARDONI et al., 1993; SANTOS et al., 1998; SILVEIRA et al.,
1996; ZANZARINI et al., 2005; VELASQUEZ et al., 2006).

Estudos realizados por Barbosa et al. (1999) e Serra et al. (2003) no estado
do Rio de Janeiro, demonstraram a presenca de lesdes sugestivas de LTA em cinco
e dezoito caes, respectivamente.

As alteracOes dermatologicas sugestivas de LTA em caes, quando presentes,
localizam-se nas orelhas, na bolsa escrotal e no focinho (Fig. 6), sendo na maior
parte, lesdes Unicas, ulceradas ou ulcero-crostosas e de evolugdo cronica
(MADEIRA et al., 2003).

FIGURA 6 - Leishmaniose Tegumentar Americana em cao: A) Lesdes no focinho; B)
LesOes na bolsa escrotal.

Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
Americana/MS (2007).

No Brasil, além dos cédes, também tem sido encontrado casos de felinos com
LTA; foram diagnosticados a infecgcdo natural em gatos domésticos, sendo
encontrados registros em Belo Horizonte, Rio de Janeiro e Campo Grande
(FIGUEIREDO et al., 2008; PASSOS et al., 1996; SOUZA et al., 2005; SOUZA et al.,
20009).
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Souza et al. (2009) demonstraram em um estudo realizado em Mato Grosso
de Sul a presenca de um felino infectado por Leishmania (Leishmania) amazonensis
(Fig. 7). Embora varios estudos tenham relatado animais domeésticos como
reservatérios dos agentes da leishmaniose tegumentar americana (LTA), a literatura
indica que os casos de felinos sédo raros e esporadicos (BARBOSA et al., 1999;
SANTOS et al., 2005; SERRA et al., 2003).

FIGURA 7 - Lesdes tegumentares em felino infectado por Leishmania (Leishmania)
amazonensis: (A) Lesao ulcerada no nariz e (B) Nédulos na orelha.

Fonte: SOUZA et al. (2009).

Apesar do encontro de caes e gatos infectados, diversos questionamentos
ainda permanecem quanto ao verdadeiro papel dos animais domésticos,
principalmente o cdo, no ciclo de transmissdo da LTA, sendo necessarios mais
estudos que contribuirdo ndo sé para o diagnéstico precoce dos casos caninos bem
como para o esclarecimento do papel dessa espécie animal na epidemiologia da
LTA (MADEIRA et al., 2003).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo transversal para investigar a frequéncia da infeccao
canina em localidades rurais dos municipios de Ulianépolis, Dom Eliseu e Rondon
do Para.

5.2 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado entre maio e dezembro de 2011, em localidades rurais,
nos municipios de Uliandpolis (03°45'35.00"S: 47°29'42.54W), Dom Eliseu
(04°17'47.80"S:47°33'23.79"W) e Rondon do Para (04°46'29.18"S:48°04'01.16"W)
(Fig. 8), pertencentes a mesorregido do sudeste paraense, de clima tropical de
transicdo, que distam 420, 470 e 550 Km de Belém, respectivamente.

FIGURA 8 - Municipios de Uliandpolis, Dom Eliseu e Rondon do Para localizados na
mesorregido do sudeste paraense: Areas de investigacdo da infeccado canina por
Leishmania spp..

Fonte: LAB/Informatica/NMT
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A vegetacdo desta mesorregido corresponde ao subtipo floresta densa da
sub-regido dos altos platés do Para-Maranhao, floresta densa de planicie aluvial e
densa dos terragos. Entretanto, os constantes desmatamentos, aliados a sua
condicdo de frente pioneira, vém degradando a vegetacdo original, propiciando o
aparecimento de grandes areas de capoeira.

A escolha dos municipios foi com base nos dados e sugestfes da Secretaria
de Saude do Estado do Pard (SESPA), pois Ulianopolis, Dom Eliseu e Rondon do
Para sdo municipios endémicos para LTA humana, sem qualquer caso de LVA
humana e canina registrados até o presente momento, sendo que as areas de
trabalho foram sugeridas pelos coordenadores de endemias e da vigilancia
epidemioldgica de cada secretaria municipal de saude.

As localidades rurais (Fig. 9) envolvidas foram: Assentamento Nova Vida e
Vila Rossi e Gabriel, que distam aproximadamente 14 e 50 km respectivamente do
centro do municipio de Ulianopolis; Colbnias Paraiso e Betel, localizadas
aproximadamente a 6 e 30 km respectivamente do centro do municipio de Dom
Eliseu; Comunidade Santa Helena, Vila José Dutra e Vila Santa Lucia, localizados a
26, 45 e 51 km respectivamente do centro do municipio de Rondon do Para.

FIGURA 9 - Localidades rurais envolvidas no estudo: (A) Assentamento Nova Vida,
Ulian6polis e (B) Vila Santa Lucia, Rondon do Para.
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5.3 POPULACAO DO ESTUDO

A populacdo canina incluida nesta investigacdo foi formada estritamente por
caes domiciliados, com ou sem sinais de LTA, de ambos os sexos, idade igual ou
maior a cinco meses, de pesos variados, cujo responsavel pelo animal aceitou

participar da pesquisa.

5.4 COLETA DAS AMOSTRAS CANINAS

Foi investigado no total 224 cées, que apos andlise clinica, se coletou sangue
periférico por puncgéo venosa (Fig. 10), de uma das patas. Dependendo do tamanho
do animal, 5 a 10 mL de sangue foram retirados e aliquotados em dois tubos
estéreis, um contendo EDTA para separacdo de leucOcitos e outro sem
anticoagulante para separacdo do soro. O material do tudo sem EDTA foi
centrifugado para a separagcdao do soro e o material do tubo com EDTA foi
centrifugado para a separacao da camada de leucécitos. O soro foi estocado em
freezer a -20°C para posterior pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pela Reacdo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). A camada de leucdcitos foi utilizada para
extracdo de DNA sendo este utilizado posteriormente para a deteccdo molecular de
Leishmania através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

FIGURA 10 - Coleta das amostras sanguineas.
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Foi colhido material para parasitoscopia de alguns animais que apresentavam
lesGes sugestivas de leishmaniose. O material foi obtido por escarificagcdo da parte
interna da borda da lesao, fixado com metanol em laminas, corado pelo método de
Giemsa e examinado ao microscopio optico (E100/Nikon) para pesquisa de formas

amastigotas.

5.5 INVESTIGACAO SOROLOGICA

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), para a pesquisa de IgG, foi
realizada com promastigotas formolizadas de Leishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903), Leishmania (Viannia) shawi (MHOM/BR/1996/M15789),
Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1966/PH8) e Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi (MCAN/BR/2005/M23485).

As formas promastigotas foram obtidas do criobanco do Laboratério de
Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas (IEC) e cultivadas em meio RPMI 1640.
ApoOs atingirem a fase estacionaria de crescimento, foram lavadas com solugéo
tamponada de salina fosfatada - PBS (14mM NacCl, 2,5mM NaH,PO4H,0, 7,4mM
Na,HPO,4, pH 7,2) para posterior contagem dos parasitas em Camara de contagem
do tipo Neubauer (Loptik-Labor). Apés contagem foi feita a diluicdo adequada de 10*
parasitas/mL para o preparo da lamina antigeno.

Para a realizacéo da RIFI, 10uL de antigeno foram incubados em cada orificio
da lamina a 37<C por duas horas. O soro dos caes foi diluido em PBS de 1:40 até
1:1280. Em uma camara de acrilico, forrada com papel absorvente e umedecida
com agua destilada (camara umida), as laminas foram dispostas lado a lado, sendo
estas previamente identificadas. O bloqueio de reacfes inespecificas foi realizado
utilizando-se 10uL de soro de equino (Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA) a
2,5%, diluido em PBS, sendo as laminas incubadas a temperatura ambiente em
camara umida, por 30 minutos. Em seguida, 10uL de cada diluicdo do soro canino
foram distribuidos na lamina e incubados a 37 dur ante 30 minutos.

Ap6és retirar as laminas da estufa os soros foram removidos sob delicado jato
de PBS e as laminas submergidas em PBS durante 10 minutos. Em seguida,
lavadas com um leve jato de agua destilada e submergidas em agua destilada
durante 5 minutos. As bordas dos pocos das laminas foram secas cuidadosamente

com um lenco-papel e acrescentou-se aproximadamente 15 pL do conjugado
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fluorescente anti-IgG canino (Sigma Chemical F 7884), na diluicdo 1:32, em cada
orificio da lamina. As etapas de incubacdo e lavagem foram repetidas como
anteriormente.

As laminas foram montadas com glicerina tamponada (0,5 M Na,COgs/
Na,HCO3; pH 9,5; 30% glicerina) entre lamina e laminula e levadas ao microscopio
de imunofluorescéncia para a realizacdo da leitura sob objetiva de 40X. Foram
considerados reagentes todos os titulos iguais ou superiores a 40.

Para a padronizacdo do protocolo da RIFI com as espécies selecionadas na
forma promastigota, foram realizados testes em paralelo com antigenos de L. (L.)
infantum chagasi e L. (L.) amazonensis, na forma amastigota.

Para descartar possiveis rea¢des cruzadas com outras infecgdes, todos os
antigenos, de formas promastigotas, foram testados com soros de céaes infectados

com Ehrlichia sp. e Babesia sp., utlizando o mesmo protocolo descrito acima.

5.6 EXTRACAO DE DNA DO MATERIAL SANGUINEO

A extracdo de DNA foi realizada por meio da técnica do fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico (25:24:1), segundo Sambrook et al. (1989). Para a lavagem da
camada de leucécitos foi adicionado 1mL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0)
com leve agitacao durante 3 minutos e submetido a centrifugacdo a 5.000rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e a lavagem foi repetida 5 vezes e em
seguida foi adicionado o tampao de lise NET (10mM NaCl, 10mM EDTA, 1mM Tris),
1% SDS e 2uL de proteinase K (em uma concentracao final de 50 pg/mL), seguida
de incubacéo a 42 T por 12 horas.

ApOs o0 periodo de incubacédo foi adicionado igual volume de fenol e
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), agitando-se levemente por 5 minutos e entdo
centrifugado a 5.000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo estéril e identificado para repetir o procedimento. Em seguida, foi adicionado
igual volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) que foi agitado levemente por 5
minutos e entdo centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo estéril e identificado, sendo adicionado 1/10 do volume
de acetato de sédio 3M, pH 7,0 e 2 % volume de etanol absoluto gelado, mantendo a

-20 T para a precipitacdo do DNA.
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Em seguida, o tubo foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos a
temperatura ambiente e todo o sobrenadante foi desprezado por inverséao.
Posteriormente foram adicionados ao sedimento de DNA 500uL de etanol 75%,
sendo centrifugados a 14.000rpm por 5 minutos. Este procedimento foi repetido por
mais duas vezes. Todo o sobrenadante foi desprezado e o sedimento levado a
estufa a 37 T. O sedimento seco foi suspenso em 30 uL de tampéo TE (10 mM Tris,
1 mM EDTA, pH 8,0) e mantido a - 20 € até o moment o do uso.

5.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para a amplificacdo in vitro do DNA de Leishmania, foram utilizados os
marcadores S1629 (5- GGG AAT TCA ATA WAG TAC AGA AAC TG - 3’) e S1630
(5- GGG AAG CTT CTG TAC TWT ATT GGT A - 3’), descritos por Fernandes et al.
(1994), que amplificam o fragmento de aproximadamente 400 pb do gene de Mini-
exon das espécies de Leishmania viscerotropicas, 250 pb para o subgénero Viannia
e 350 pb para a Leishmania (Leishmania) amazonensis (DEGRAVE et al., 1994;
FERNANDES et al., 1994).

A reacao foi realizada em um volume total de 10 pyL contendo 100 uM de
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 1,5 mM de MgCl,; 100 mM de solucao tampéao
de PCR; 25 pmoles de cada um dos oligonucleotideos sintéticos (marcadores); 2,5 U
de Tag DNA polimerase (GIBCO); 1,5 uL (aproximadamentel0 ng) de DNA extraido.

Em um termociclador Eppenddorf (Mastercycler® personal) programado, a
reacdo foi incubada a uma temperatura inicial de desnaturacdo de 95T por 3
minutos, seguida de 5 ciclos de 95 por 1 minuto, 45T por 30 segundos e 65C
por 1 minuto, seguida de 35 ciclos de 95T por 1 minuto, 50C por 30 segundos e
72T por 1 minuto. A etapa de extensédo final foi mantida por 10 minutos a 72C
(FERNANDES et al, 1994).

Para confirmacdo da infeccdo mista foi realizada PCR utilizando outros
marcadores, Bl (5[1- GGG GTT GGT GTA ATA TAG TGG - 3[1) e B2 (5[1- CTA
ATT GTG CAC GGG GAG G - 30J)) (DE BRUIJIN E BARKER, 1992) e M1 (50]- CCA
GTT TCG AGC CCC GGA G - 31J)) e M2 (5[1- GGT GTA AAA TAG GGG CGG ATG
CTC TG - 30]) (ERESH et al., 1994).

Cada reacao de amplificacdo foi feita em um volume final de 25 uL contendo
2,5 U/uL de Tag DNA polimerase (GIBCO), 200 uM de cada dNTPs, 1,5 mM de
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MgCl2, 50 mM de KCIl, 100 mM de Tris-HCI, pH 8,5 com 25 pmoles dos
oligonucleotideos sintéticos (marcadores) por reacdo e 2 uL de DNA extraido. Os
marcadores Bl e B2 (DE BRUIJIN E BARKER, 1992) e M1 e M2 (ERESH et al.,
1994) amplificam 700pb do kDNA das espécies de Leishmania do subgénero
Viannia e da L. (L.) amazonensis, respectivamente.

Foi utilizada &agua destilada como controle negativo e trés cepas de
Leishmania como controle positivo: Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
(MCAN/BR/2005/M23485), Leishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) e Leishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/1966/PHS).

5.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os produtos da amplificacdo foram aplicados em gel de agarose a 1,5% com
tampao tris-acetato-EDTA (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8,0), sendo
submetida a 100V e 50 mA por 1 hora. O fragmento amplificado de DNA foi corado
com brometo de etidio a 0,5 pyg/mL e as bandas foram visualizadas em
transluminador UV (Electronic UV Transilluminator/Ultra-Lum). As imagens foram

capturadas e fotodocumentadas pelo equipamento Vilber Loumart.

5.9 ANALISES ESTATISTICAS

Neste trabalho foi aplicada a estatistica descritiva e analitica para organizar e
descrever os dados em estudo. Deste modo, o Teste do Qui-Quadrado foi utilizado
para verificar uma suposta associacdo entre género e positividade na RIFI e na
PCR. A analise comparativa das médias de idade (variavel quantitativa) foi realizada
através do teste T. Os resultados estatisticos dos testes foram obtidos através do
BioEstat 5.0, considerando o nivel de confianca estatistico pré-definido de 95% (p <
0,05).

A analise da concordancia entre os antigenos testados na RIFI foi analisada
através de tabelas de contigéncia 2x2 (Tabela 1) utlizando o indicador kappa (k)
(Tabela 2) (ANDRADE E ZICKER, 1997). A maxima proporcédo de concordancia nao
devida ao acaso é o maximo valor encontrado para k, ou seja k =1, levando em

consideracao que proporcao esperada (Pe) sera igual a 0,5.
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Tabela 1. Tabela de contigéncia 2x2.

. Antigeno B
Antigeno:h RIFI Reagente _ RIFI Nao Reagente
RIFI Reagente A B A+B
RIFI Ndo Reagente C D C+D
Total A+C B+D N

O indice kappa se define como:

I.A+TDJ — Pe
-___ N
1— Pe

Tabela 2. Escala de concordancia do indicador Kappa

Kappa Concordéancia

<0.00 Nenhum
0.00-0.20 Fraco
0.21-0.40 Sofrivel
0.41 -0.60 Regular
0.61-0.80 Boa
0.81 -0.99 Otima

1.00 Perfeita

Fonte: Andrade e Zicker, 1997

A correlagdo, entre os resultados das técnicas RIFI e PCR, foi analisada
através do Teste de McNemar, empregando o programa BioEstat 5.0, o nivel de
confianca estatistico pré-definido de 95% (p < 0,05) foi considerado. A concordancia
entre as duas técnicas foi analisada através do indicador kappa (ANDRADE E
ZICKER, 1997).

5.10 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Foram incluidos nesta investigacdo, cdes domiciliados que residam nas
localidades do estudo cujo responsavel aceitou participar da pesquisa. Céaes
errantes e fémeas gravidas ou recém-paridas foram excluidos. Os riscos foram

considerados minimos, tendo em vista que os procedimentos para a obtencdo do
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material biolégico foram os convencionais para o diagndstico de rotina, durante os
quais todos os cuidados técnicos foram observados pelos profissionais veterinarios.
O beneficio direto desta investigacao sera inicialmente para os pesquisadores e aos
programas de vigilancia epidemiolégica envolvidos, pois proporcionard um melhor
conhecimento dos aspectos da infeccdo pelas espécies de Leishmania que causam
aLTA, em caes.

Este estudo constitui um subprojeto do projeto de pesquisa: “Avaliacdo da
infeccdo canina em areas endémicas da leishmaniose tegumentar americana no
Estado do Pard”. O projeto foi elaborado seguindo recomendacdes do Conselho
Regional de Medicina Veterinaria (CRMV), com base nos procedimentos
regulamentados pelo Projeto de Lei n°® 1153, de 1995, sobre Pesquisa em animais,
aprovado na Camara de Deputados em 25 de junho de 2003. O Projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com animais, do Instituto
Evandro Chagas-SVS, sob o parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Animais
0005/2008/CEPAN/IEC/SVS/MS (Anexo).
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6 RESULTADOS

6.1 POPULACAO CANINA E PERFIL DA AMOSTRA

Foram estudados 224 cédes provenientes de localidades rurais dos municipios
de Ulianépolis (n= 102), Dom Eliseu (n= 70) e Rondon do Para (n= 52), equivalendo
a 129 ndcleos familiares. Dos céaes investigados, 142 (63,39%) eram machos e 82
(36,61%) fémeas. Na distribuicdo por faixa etaria, 171 (76,34%) tinham idades entre
um e cinco anos. A idade média foi de 2,9 anos (desvio padrdo de + 2 anos),
variando de cinco meses a nove anos. Quanto a ragca, 100% dos cdes nédo
apresentaram racga definida. A Tabela 3 apresenta a distribuicdo dos cédes entre os

129 nucleos familiares visitados.

Tabela 3. Distribuicdo dos cées por género e faixa etaria entre os 129 nucleos
familiares visitados em localidades rurais dos municipios de Ulianépolis, Dom Eliseu
e Rondon do Pard, entre maio e dezembro de 2011.

(o] ~
N° de N° de Género Idade dos cées

Municipios  Localidades  Residéncias Caes/Residéncia (Anos)

Visitadas 1 2 23 Macho Fémea <1 1-5 >5

Ulian6polis
Assenta}mento 39 24 8 7 39 27 5 55 6
Nova Vida
Vila Rossi e 20 9 8 3 19 17 9 26 1
Gabiriel
Dom Eliseu
Colonia 18 9 3 6 28 12 3 3 5
Paraiso
Colbnia Betel 21 13 7 1 20 10 4 16 10
Rondon do
Para
Comunidade 14 11 1 2 16 3 1 13 5
Santa Helena
Vila José 7 4 1 2 10 7 0 16 1
Dutra
Vila Santa 10 5 2 3 10 6 3 13 0

Lucia
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Total 129 75 30 24 142 82 25 171 28

6.2 ANALISE SOROLOGICA

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi realizada em 224
amostras de soros de caes, dos quais 118 (52,68%) apresentaram titulo de
anticorpos anti-Leishmania spp. igual ou superior a 40, em pelo menos um dos
guatro antigenos testados, cujos titulos variaram de 40 a 1.280.

Das 224 amostras testadas, pela RIFI com diferentes antigenos foi
demonstrado que 29,91% (67/224) foram reagentes quando utilizado o antigeno de
L. (L.) infantum chagasi, 40,61% (91/224) foram reagentes com o antigeno L. (V.)
braziliensis, 45,09% (101/224) foram reagentes com o antigeno L. (L.) amazonensis
e 43,30% (97/224) foram reagentes com o antigeno L. (V.) shawi. O resultado da
analise dos soros caninos, pela RIFI, utilizando quatro antigenos, encontra-se na
Tabela 4.

Tabela 4. Resultado da andlise dos 224 soros de cées provenientes de localidades
rurais dos Municipios de Uliandpolis, Dom Eliseu e Rondon do Para, pela RIFI
utilizando quatro antigenos, entre maio e dezembro de 2011.

RIFI Reagente

N° de
caes

Municipios

L. (L)
infantum
chagasi

L. (V.) L. (L) L. (V.)
braziliensis amazonensis shawi

Ulianépolis 102 36 (35,19%) 40 (39,26%) 40 (39,26%) 42 (41,18%)

Dom Eliseu 70 7 (10%) 24 (34,29%) 31 (44,29%) 28 (40%)

gg:‘:on do 55 2446,15%) 27 (51,92%) 30 (57,69%) 27 (51,92%)
67 91 101 97

i 224 9.91%) (40,61%) (45,09%) (43,30)

A Tabela 5 apresenta a concordancia entre os resultados dos antigenos

utilizados na RIFI, testados nas amostras de soro dos 224 caes estudados.
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Antigenos Kappa Antigenos Kappa
L. (L.) infantum K=0.75 L. (L.) amazonensis k=0.71
chagasi e X CG: 85,71%
CG: 87,50% S e
X A L. (V.) braziliensis Concordancia
o Concordéancia Boa
L. (V.) braziliensis Boa
b LT k=0.59 L. (V.) braziliensis k=0.84
g CG: 79,46% X CG: 91,96%
L. (L.) amazonensis Concordancia L. (V.) shawi Concordancia
T Regular Otima
L. (L.) infantum . _
‘ _ L. (L.)amazonensis k=0.75
chagasi k=0.71 )
. X CG: 87,50%
X CG: 85,71% L. (V.) shawi Concordancia
L. (V.) shawi Concordancia Boa T Boa

CG: Concordancia Global

Os resultados de cada antigeno utilizado na RIFI das 224 amostras de soro

de caes encontram-se nos Apéndices A, B, e C.

A Tabela 6 representa a associacdo entre o género e a positividade na

sorologia, onde verifica-se que dos 118 cées, 82 (69,49%) eram machos e 36

(30,51%) fémeas. De acordo com o resultado do Qui-Quadrado, onde o valor de p (p

= 0,0629) foi maior que o nivel de significancia adotado (p < 0,05), ndo houve

associacgao significativa entre o género dos cées e a positividade na sorologia.

Tabela 6. Frequéncia e percentual da associacéo entre o género e a positividade na
sorologia (RIFI) em 224 cées provenientes de localidades rurais dos municipios de
Ulianépolis, Dom Eliseu e Rondon do Para, entre maio e dezembro de 2011.

Género

Frequéncia

Macho

Positivo

82

%
69,49

Negativo

Frequéncia

60

%
56,60

Frequéncia

142

%
63,39
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Fémea 36 30,51 46 43,40 82 36,61

Total 118 100 106 100 224 100
Teste do Qui-Quadrado; p = 0,0629

Na distribuicdo por faixa etaria, de caes com RIFI reagente, dos 118 cées, 94
(79,66%) tinham idades entre um e cinco anos. Observa-se no Grafico 3 que a
meédia de idade dos caes reagentes € de 3 anos e 4 meses (desvio padrao de * 2
anos), mediana (3), sendo significativamente maior (p = 0,0002) que a dos né&o
reagentes, com idade média de 2 anos e 5 meses (desvio padrdo de + 1 ano e 10

meses) e mediana (2).

GRAFICO 3 - Diferenca das médias de idade entre os cédes, reagentes e nao
reagentes, na RIFI, de localidades rurais dos municipios de Ulianépolis, Dom Eliseu
e Rondon do Par4, entre maio e dezembro de 2011.

Diferenca de Idade entre Reagentes e Nao Reagentes

10—

©
|
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6.3 APLICACAO DA TECNICA DA PCR PARA DETECCAO DE Leishmania spp. EM
AMOSTRAS DE SANGUE DE CAES

Dos 224 cédes analisados no estudo, 150 (66,96%) apresentaram reacao

negativa e 74 (33,04%) apresentaram reacao positiva.
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Dentre os 74 cdes com PCR positiva foi detectado, no sangue, DNA de
Leishmania do subgénero Viannia em 68 (91,89%) e DNA de Leishmania
(Leishmania) amazonensis em quatro (5,41%), enquanto que dois (2,70%) céaes
apresentaram infecgdo mista, sendo detectado tanto DNA de Leishmania do
subgénero Viannia quanto de DNA de Leishmania (Leishmania) amazonensis (Fig.
9). Em nenhuma das amostras testadas foi encontrado DNA compativel com
Leishmania (Leishmania) chagasi.

Os caes que apresentaram infeccdo mista residem respectivamente na
Comunidade Santa Helena (Rondon do Parda) e no Assentamento Nova Vida

(Uliandpolis).

FIGURA 11 - Resultado de PCR com iniciadores S1629 e S1630.

Gel de agarose 1,5% - Colunas 1, 2, 3, 7, 8, 9 e 13: amostras negativas; Coluna 10: amostra positiva
para DNA de Leishmania do subgénero Viannia; Colunas 6, 11 e 12: amostras positivas para DNA de
L. (L.) amazonensis; Colunas 4 e 5: amostras com infecgcdo mista por Leishmania do subgénero
Viannia e L. (L.) amazonensis; Coluna 14: controle positivo de L. (V.) braziliensis; Coluna 15 controle
positivo de L. (L.) amazonensis; Coluna 16: controle positivo de L.(L.) infantum chagasi; Coluna 17:
controle negativo.

A Tabela 7 apresenta a associacdo entre o género e a positividade na PCR
dos 224 caes. Na tabela verifica-se que 51 dos 74 caes (68,92%) eram machos,
assim como a maioria dos 150 negativos para PCR, 91 (60,67%), também eram
machos. De acordo com o resultado do Teste do Qui-Quadrado, onde o valor de p (p
= 0,2899) foi maior que o nivel de significancia adotado (p < 0,05), ndo houve

associacao significativa entre o género dos cées e a positividade na PCR.
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Tabela 7. Frequéncia e percentual da associacéo entre o género e a positividade na
PCR em 224 caes provenientes de localidades rurais dos municipios de Ulianépolis,
Dom Eliseu e Rondon do Para, entre maio e dezembro de 2011

Género

Positivo Negativo
Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Macho 51 68,92 91 60,67 142 63,39
Fémea 23 31,08 59 39,33 82 36,61
Total 74 100 150 100 224 100

Teste do Qui-Quadrado; p = 0,2899

Na distribuicdo por faixa etaria, de cdes com PCR positiva, dos 74 cées
positivos, 52 (70,27%) tinham idades entre um e cinco anos. Observa-se no Grafico
4 que a média de idade dos caes positivos é de 3 anos e 2 meses (desvio padréo
de £ 2 anos e 2 meses), mediana (3), ndo foi significativamente maior (p = 0,2073)
gue a dos negativos, com idade média de 2 anos e 9 meses (desvio padrdo de + 1

ano e 11 meses) e mediana (2).

GRAFICO 4 - Diferenca das médias de idade entre os cées, positivos e negativos na
PCR, de localidades rurais dos municipios de Ulianépolis, Dom Eliseu e Rondon do
Parda, entre maio e dezembro de 2011.
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Diferen¢a de Idade entre Positivos e Negativos

IDADE

I |

NEGATIVOS POSITIVOS

6.4 CONCORDANCIA ENTRE OS RESULTADOS DA RIFI E PCR

Apenas 29 (12,95%) cédes apresentaram RIFI e PCR positivas. A Tabela 8
apresenta os resultados detectados pela RIFI e PCR nos 224 cées estudados,

agrupados conforme a concordancia dos resultados.

Tabela 8. Frequéncia da associacdo entre RIFI e PCR em 224 céaes de localidades
rurais dos municipios de Ulianépolis, Dom Eliseu e Rondon do Para, entre maio e
dezembro de 2011

PCR
RIFI — _ EE—
Positiva Negativa Total
Reagente 29 89 118
N&o Reagente 45 61 106
Total 74 150 224

Teste de Mcnemar (p = 0,0002)
Indice kappa = 0.19

O Teste de Mcnemar, aplicado aos dados da Tabela 8, evidenciou um p =
0.0002, indicando uma diferenca significativa entre as duas técnicas. A
porcentagem de concordancia global foi de 40,18%. O indice kappa determinado foi
de 0.19 (p = 0,0023), que indica uma concordancia fraca entre os dois testes
(ANDRADE E ZICKER, 1997).
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6.5 PESQUISA DIRETA DO PARASITO

Dezoito (8,04%) dos 224 cées estudados, apresentaram lesdes sugestivas de
LTA, dos quais cinco (27,78%) foram positivos para a pesquisa direta do parasito
(PDP) (Fig. 12), ndo sendo possivel o isolamento de Leishmania spp. devido a

contaminacao das culturas.

FIGURA 12 - Lamina de um cao, procedente do Assentamento Nova Vida
(Ulianopolis), com pesquisa direta do parasito positiva.

As lesbes estavam localizadas nas orelhas e no flanco esquerdo, sendo
lesbes Unicas e ulceradas.
Os resultados parasitolégicos, soroldgicos e moleculares dos dezoito caes

com lesdes sugestivas de LTA (Apéndice D) encontram- se resumidos no Quadro 1.
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Quadro 1. Resultados parasitolégicos, sorolégicos e moleculares de dezoito caes
com lesdes sugestivas de LTA, provenientes de localidades rurais dos municipios de
Ulianépolis, Dom Eliseu e Rondon do Para.

Dados Laboratoriais 3‘: rggss
PDP -/ RIFI -/ PCR - 4
PDP -/ RIFI +/ PCR - 7
PDP -/ RIFI +/ PCR + 2
PDP +/RIFI +/ PCR - 3
PDP +/RIFI +/ PCR + 2
Total i

PDP: Pesquisa Direta do Parasito; RIFI:
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta;

PCR: Reacao em Cadeia da Polimerase.

Dos 206 (91,96%) caes que nao apresentaram lesdo, 105 (50,97%) tiveram
RIFI reagente e 70 (33,98%) apresentaram PCR positiva para a pesquisa de DNA de

Leishmania spp..
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7 DISCUSSAO

Devido a inexisténcia de um antigeno especifico para a deteccdo de
anticorpos em cées de areas endémicas para LTA, foram selecionadas trés espécies
de Leishmania, L. (V.) braziliensis, L. (V.) shawi, L. (L.) amazonensis, causadoras de
LTA no estado do Para, por serem as espécies mais frequentes no estado.

No presente estudo foi observada uma frequéncia global de 52,68% (118/224)
de caes com RIFI reagente, sem apresentar qualquer significancia (p = 0,0524) com
relacdo ao género dos caes.

Analisando a faixa etaria dos caes, verificou-se que a média de idade (3 anos
e 4 meses) dos caes reagentes na RIFI foi significativamente maior (p = 0,0002) que
a dos ndo reagentes (2 anos e 5 meses), possivelmente esses caes por serem mais
velhos costumam acompanhar 0s seus responsaveis em suas atividades diarias,
tornando-se alvo dos flebotomineos durante a alimentacéo destes insetos.

A taxa obtida de sororeagentes foi considerada alta quando comparada ao
estudo realizado por Reis et al. (2011), no estado do Parana, que utilizaram o
antigeno de L. (V.) braziliensis,na forma promastigota, na RIFI e obtiveram uma
frequéncia de 45,4% (222/489), quando investigaram cdes do municipio de Bela
Vista do Paraiso, regidao endémica para LTA.

Silveira et al. (1996) e Zanzarine et al. (2005), investigaram cées no norte
estado do Parana, e obtiveram uma frequéncia de 18,2% (24/132) e 55,2% (37/67),
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de cdes sororeagentes na RIFI, respectivamente, com o antigeno de L. (V.)
braziliensis na forma promastigota. No entanto, De Jesus et al. (2006), observaram
gue 3,5% (7/200) dos céaes apresentaram positividade para o0 mesmo tipo de
antigeno, em Porto Alegre, Rio Grande Do Sul e Heusser Junior et al. (2010), no
municipio de Balneario Camboril, estado de Santa Catarina, investigaram 275 caes
obtendo 5,8% (16/275) de positividade com a RIFIl e 6,2% (17/275) com o ELISA,
também utilizando o antigeno de L. (V.) braziliensis na forma promastigota. Essa
variacdo da frequéncia de caes soropositivos dentre os estudos, pode ser explicada
pelas caracteristicas epidemiologicas particulares de cada area, dentre elas as
condic¢Oes sanitarias, habitacdes, e a densidade de flebotomineos. Muitas vezes leva
ao questionamento sobre a validade da sorologia nos inquéritos epidemioldgicos
para LTA, mas a falta de um antigeno especifico a exemplo do que acontece para
LVA.

O exame soroldgico através das técnicas de RIFI e ELISA ja estd bem
consolidado em inquéritos caninos para a deteccao de anticorpos contra o agente da
leishmaniose visceral, apresentando altas taxas de sensibilidade e especificidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006a). Apesar do uso destas técnicas sorolégicas n&o
ser preconizado pelo Ministério da Saude para a deteccdo de anticorpos contra 0s
agentes da LTA, alguns autores (SANTOS et al., 2005; SILVEIRA et al., 2006;
VELASQUEZ et al., 2006; ZANZARINE et al., 2005) as tem utilizado, sendo relatada
a presenca de cédes com sorologia positiva em areas endémicas, evidenciando que
0s parasitos podem estar induzindo uma resposta humoral nos animais.

Quando comparamos diferentes espécies de Leishmania como antigenos na
RIFI, observamos que o grau de concordancia global entre os resultados mostraram
percentuais similares, demonstrando que nenhum dos antigenos testados
apresentou-se como espécie-especifico para o sorodiagnéstico da LTA em caes.

Baleeiro et al. (2006), em Jequié, estado da Bahia, demonstraram que o
antigeno pode influenciar significativamente nos resultados dos testes para o
diagnoéstico e avaliacdo da resposta imune de caes. Esses autores, ao realizarem
uma investigacdo em area endémica para LVA, relataram que conseguiram
melhores resultados para a detecgao de IgG em soros de cdes com LVA quando o
antigeno homoélogo de L. (L.) infantum chagasi foi utilizado, ao invés dos antigenos
heterélogos de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis. Contudo, quando Ribeiro et

al. (2007), no Rio de Janeiro, avaliaram a deteccdo das subclasses de IgG por
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ELISA, comparando os antigenos L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis,
objetivando melhorar o desempenho do ensaio para o diagnostico de LTA em caes,
obtiveram maior deteccédo de 1gG, IgG1l e 1IgG2 em soro de cao com LTA quando o
antigeno homadlogo de L. (V.) braziliensis foi usado. Tudo indica que a utilizagdo de
antigenos homologos aumenta a eficiéncia de deteccdo de imunoglobulina anti-
Leishmania o que pode ser de grande valia para o propésito de diagndstico.

Em regides onde a LVA é endémica, antigenos de L. (L.) infantum chagasi
sdo os mais indicados para a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, entretanto,
em regides endémicas de LTA, onde € comum a presenca de diferentes espécies de
Leishmania, como no estado do Para, entdo nesses casos seria recomendado 0 uso
de diferentes antigenos, visto que a utilizacdo de antigenos homologos s6 seria
possivel com a informacdo prévia da espécie responsavel pela infeccdo. Isso
tornaria o servico bem mais laborioso e de alto custo.

Durante a padronizacdo do protocolo da RIFI com as espécies selecionadas
na forma promastigota, foram realizados testes em paralelo com antigenos de L. (L.)
infantum chagasi e L. (L.) amazonensis, na forma amastigota, que tem demonstrado
indices elevados de sensibilidade e especificidade para diagnostico da LVA em
Belém, no Estado do Par4 (DE JESUS et al., 2003; LIMA et al., 2004).

Reacbes inespecificas observadas nos antigenos da forma promastigota
foram solucionadas com o uso de soro de equino a 2,5%. O soro foi adicionado
antes de adicionar os soros caninos para bloquear a reacéao inespecifica, eliminando
assim, reagfes com proteinas que competem com 0s anticorpos secundarios nos
sitios de adeséo diminuindo as chances de reacdes indesejaveis.

O kit de RIFI para o diagnostico da LVC, produzido por Bio-Manguinhos,
utiliza como antigeno formas promastigotas de Leishmania major-like
(MHOM/BR/76/JOF) (LIRA et al., 2006). Este kit tem demonstrado uma menor
eficiéncia no diagnostico da LVC, pois tem apresentado reacdes falso positivas (DE
JESUS et al., 2003). Silva (2005), na tentativa de aperfeicoar os testes soroldgicos
empregados no programa de controle da LVC, trabalhou com amostras de soro de
cdes de area endémica para LVA, com diagndstico clinico e parasitolégico positivo.
O autor utilizou o kit produzido por Biomanguinhos e antigeno de L. (L.) infantum
chagasi na forma promastigota. O teste realizado com o antigeno de L. (L.) infantum
chagasi mostrou-se capaz de separar todos os verdadeiros negativos dos
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verdadeiros positivos, no entanto, o kit de Biomanguinhos apresentou uma eficiéncia
de 60% a 76%.

Os parametros de sensibilidade, especificidade e valores preditivos das
técnicas soroldgicas sdo de extrema importancia para se evitar resultados falsos
positivos ou negativos. O kit de RIFI para o diagnostico da LVC, produzido por Bio-
Manguinhos tem evidenciado baixa especificidade e alta fracdo de falso positivos,
provavelmente, isto vem ocorrendo devido a espécie de Leishmania utilizada, como
antigeno nédo ser especifica para o diagnostico da LVA canina. Segundo Badar¢ et
al. (1996), a melhor forma para melhorar a especificidade dos testes sorologicos € o
uso de antigenos especificos.

Para descartar possiveis rea¢des cruzadas com outras infecgdes, todos os
antigenos, de formas promastigotas, foram testados com soros de cées infectados
com Ehrlichia sp. e Babesia sp., ndo sendo evidenciada reatividade cruzada. Lira et
al. (2006) obtiveram resultado semelhante ao testar soros de cdes com babesiose
utilizando os kits Bio-Manguinhos de ELISA e RIFI.

Oliveira et al. (2008) utilizaram amostras de soro canino provenientes de area
endémica (Belo Horizonte) e ndo endémica (Jaboticabal) de LVA, para verificar a
existéncia de reacao cruzada entre os agentes da LVA, erliquiose e babesiose, por
meio da RIFI e ELISA, utilizando antigenos de Leishmania sp. na forma
promastigota. Todos os soros provenientes de area endémica foram positivos para
Leishmania sp. pelo ELISA e RIFI, 51% para Babesia canis e 43% para Ehrlichia
canis pela RIFI. A cidade de Belo Horizonte é endémica para as trés doencas, por
esse motivo 0s autores sugerem a presenca de uma co-infecgcdo entre os trés
parasitos e ndo a reagao cruzada entre eles, nos testes sorologicos de RIFI e ELISA
descritos. Pela RIFI, nenhum dos soros provenientes de area ndao endémica foi
positivo para Leishmania sp, sendo 67% positivos para B. canis e 78% para E. canis
pelo mesmo teste, sendo rejeitada a possibilidade da presenca de reacéo cruzada,
visto que até o momento ndo existem relatos de casos de LVA em Jaboticabal.
Quando testados pelo ELISA para Leishmania sp., quatro soros da éarea néo
endémica foram positivos. Estes foram retestados pelo ELISA e pela RIFI e um
resultado negativo foi obtido.

No presente estudo, ndo foi possivel realizar o teste com soro de cdao
infectado por Trypanosoma cruzi e Dirofilaria sp., devido a indisponibilidade dos

soros. Porém, quando Luciano et al. (2009) avaliaram as rea¢0es cruzadas entre 0os
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antigenos de Leishmania spp. e de T.cruzi, em Bauru, S&o Paulo observaram que,
em 150 soros de cées positivos para LVC de Bauru, apresentaram anticorpos anti-
Leishmania spp. e anti-T. cruzi, demonstrando um grande numero de reacdes
cruzadas nesses animais, necessitando portanto de confirmacdo diagnostica pela
deteccao especifica do DNA do parasito.

Zanette (2006) utilizou o antigeno de L. (L.) infantum chagasi, na forma
promastigota, na RIFI e no ensaio de ELISA para o diagnéstico sorolégico de caes
positivos parasitologicamente para LVC. Com relacdo a ocorréncia de reacbes
cruzadas, das 14 amostras de soro positivas para doenca de Chagas, 64,3% (9/14)
foram consideradas positivas pelo ELISA e 42,9% (6/14) pela RIFI; das 13 amostras
de soros de animais portadores de erliquiose, 7,7% (1/13) apresentaram resultado
positivo pelo ELISA, das seis amostras de soro de cdes apresentando co-infeccao
por erliquiose e babesiose, 83,3% (5/6) foram positivas pela técnica de ELISA, ndo
sendo observados resultados positivos pela RIFI e das 12 amostras de soros de
cées com babesiose nenhuma apresentou reacao positiva pelos testes empregados.
O autor concluiu que a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania depende nao
somente da sensibilidade e especificidade, do teste utilizado, mas também do
conhecimento da ocorréncia de reacfes cruzadas com outros agentes etioldgicos.

Souza et al. (2009) avaliaram a ocorréncia da infeccdo natural por T. cruzi em
cées do municipio de Jaquari, Mato Grosso do Sul e utilizaram os testes de RIFI e
ELISA em 75 caes residentes na area. A fim de avaliar a possivel ocorréncia de
reacdo cruzada com anticorpos anti-Leishmania, também foi realizada RIFI
utilizando antigeno de L. (L.) infantum chagasi. Dos 75 caes, 45,3% (34/75) foram
sororeagentes para T. cruzi na RIFI e 24,0% (18/75) no ELISA, sendo que 22,7%
(17/75) foram considerados positivos, pois foram positivos nos dois testes. Dos 17
cades positivos, 58,8% (10/17) também apresentaram reatividade na RIFI para
anticorpos anti-Leishmania. Os autores concluiram que embora nenhum cé&o
revelasse sinais clinicos de leishmaniose, existe uma alta probabilidade de uma
reatividade cruzada ou a presenca concomitante dos dois parasitos.

A utilizacdo da PCR, no presente estudo, revelou que 74 (33,04%) caes
estavam positivos apresentando DNA de Leishmania, dos quais, somente 29
apresentaram RIFI reagente, com titulos variando entre 40 a 1.280. Em 2003,
quando Reithinger et al. realizaram um estudo no Peru, detectaram, no sangue de

52 caes, DNA de Leishmania do subgénero Viannia, porém com sorologia negativa.
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E no Parana, no municipio de Mariluz, Velasquez et al. (2006), também detectaram
presenca de DNA de Leishmania do subgénero Viannia em nove cées que
apresentaram RIFI negativa. Os autores comentaram que embora estes caes
estivessem infectados, ainda teriam que desenvolver uma resposta imune a
infeccdo, o que possivelmente foi o caso dos caes que avaliamos, apesar de nao
conhecermos quando esses caes adquiriram a infecgao.

Observou-se ainda, que dos 150 caes que apresentaram PCR negativa, 89
foram reagentes na sorologia, e segundo Riera et al. (2004) um resultado positivo
por técnicas soroldgicas ndo representa uma infeccdo ativa, podendo estar
relacionada com a deteccdo de memdria imunoldgica na auséncia do parasito.
Assim, a comparac¢do dos resultados obtidos pela sorologia e pela técnica de PCR
mostrou uma concordéancia fraca entre os dois testes, de 40,18%.

Quanto a presenca de lesdo, dos 224 caes apenas 18 apresentaram lesdes
sugestivas a doenca, sendo cinco confirmados pelo parasitologico direto. No
entanto, o alto indice de caes com presenca de DNA de Leishmania sp. no sangue
de cées sem sinais clinicos fornece uma evidéncia de que o cdo pode apresentar um
papel como reservatorios em potencial das espécies causadoras da LTA em
domicilios humanos, implicando que os caes infectados séo portadores silenciosos
do parasito e uma fonte de infec¢géo para os flebotomineos.

Ao realizar a PCR utilizando os iniciadores S1629 e S1630, que amplificam
gene de Mini-exon, em todas as areas trabalhadas foi encontrado um maior nimero
de caes infectados por Leishmania do subgénero Viannia do que infectados por L.
(L.) amazonensis. Duas amostras que apresentaram bandas inespecificas
sugestivas de infecgcdo mista por Leishmania do subgénero Viannia e de L. (L.)
amazonensis foram testadas com os marcadores, B1 e B2 (DE BRUIJIN E BARKER,
1992) e M1 e M2 (ERESH et al., 1994), que detectam genes de kDNA das espécies
de Leishmania do subgénero Viannia e de L. (L.) amazonensis, respectivamente. A
amplificacdo do fragmento de aproximadamente 700pb confirmou a infeccdo mista
por essas duas espécies nos cées provenientes do Assentamento Nova Vida
(Ulian6polis) e Comunidade Santa Helena (Rondon do Pard).

Madeira et al. (2006) relataram o primeiro caso de co-infeccdo com L. (V.)
braziliensis e L. (L.) infantum chagasi em um céo naturalmente infectado do Rio de
Janeiro. A andlise da PCR confirmou a presenca de DNA de L. (V.) braziliensis na
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lesdo cutanea e de DNA de L. (L.) infantum chagasi no baco e nos fragmentos dos
linfonodos.

Em humanos, a presenca de infeccdo mista j& havia sido relatada por Silveira
et al. (1984), em um paciente, sendo determinada por duas espécies distintas de
Leishmania: L. (V.) braziliensis e Leishmania mexicana amazonensis.

Relatos sobre infecgdo mista em humanos sdo raros, porém a deteccdo em
dois cdes do estudo enfatiza a importancia da identificacdo de espécies de
Leishmania que infectam caes em areas endémicas.

A investigacdo dos cdaes residentes nas localidades rurais demonstrou que
apenas cinco foram positivos na pesquisa direta, todos apresentaram escassez de
parasito, exceto em um cdo do Assentamento Nova Vida (Uliandpolis), que
apresentou grande quantidade de parasito, porém, nao foi possivel realizar a
identificacdo da espécie por anticorpos monoclonais ou isoenzimas, devido a
inviabilidade das culturas. Desses apenas dois cdes apresentaram PCR positiva. A
baixa positividade na PCR possivelmente ocorreu devido as espécies de Leishmania
dermotrépicas localizarem-se principalmente na pele, local da infeccdo. A baixa
sensibilidade da pesquisa direta do parasito pode ser consequéncia da
irregularidade na distribuicdo ou escassez do parasito nas lesbes (MARCO et al.,
2001; MENGISTU et al., 1992). Nos casos de LTA causada por espécies do
subgénero Viannia, a escassez de parasitos na lesdo é uma caracteristica comum, o
que torna a confirmagdo parasitologica pelo exame direto ainda mais dificil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

Dois caes negativos pela pesquisa direta do parasito apresentaram PCR
positiva, indicando que ocorreu a disseminacdo hematogénica do parasito (WEIGLE
E SARAVIA, 1996), permitindo a detec¢cdo do DNA de Leishmania do subgénero
Viannia no sangue do céo.

Observou-se que dos 206 caes que nao apresentaram lesao, 105 (50,97%)
foram sorologicamente positivos. A presenca de cdes sem lesdo e com sorologia
positiva em éareas endémicas também tem sido reportada por outros autores
(MADEIRA et al., 2000; SANTOS et al., 2005).

Barbosa et al. (1999) que consideram como infectados aqueles caes que
foram reagentes a pelo menos uma das técnicas soroldgicas utilizadas (ELISA e
RIFI), afirmaram que a inexisténcia de lesdes suspeitas em caes de areas

endémicas de LTA humana néo significa auséncia da infec¢ao canina. E, no entanto,
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a possibilidade de que a sorologia positiva do cao € consequéncia de infeccéo
antiga, nao deve ser descartada.

Durante este estudo foi realizado o levantamento da fauna flebotominea, onde
foram capturados exemplares de Lutzomyia whitmani, nos trés municipios e
Lutzomyia flaviscutellata no municipio de Dom Eliseu (dados nao publicados).
Lutzomyia whitmani € uma espécie de ampla distribuicdo na América do Sul e no
Brasil, desenvolveu habito antropofilico e ocorre em ambientes peridomésticos e
intradomiciliares, sendo incriminada na trasmissédo de L. (V.) shawi no Estado do
Para (LAINSON et al., 1994). Enquanto que a espécie L. flaviscutellata € conhecida
como vetora de L. (L.) amazonensis, que vem adaptando-se ndo sé as areas de
vegetacdo secundaria (capoeira), como ao ambiente domiciliar (REBELO et al.,
1999).

A presenca de vetores de Leishmania spp. nas areas estudadas parece criar
ambientes favoraveis a manutencdo do ciclo destes agentes e possibilitar a
transmissdo para 0 homem e para os animais domésticos.

Apesar da deteccdo de cédes com infeccao por Leishmania sp., a investigagcéo
demonstra que o parasito esta circulando nas areas onde o estudo foi realizado.
Contudo, nas regides endémicas de LTA no estado do Parg, ainda ndo esta
elucidado se o cédo tem um papel na manutengcdo do parasito ou se a infecgdo &
acidental. Futuros estudos sobre a infeccdo em caes, bem como o acompanhamento
desses animais e a investigacao da infeccao em vetores poderdo ajudar a esclarecer

o papel do céo no ciclo de transmissao dos agentes da LTA.
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8 CONCLUSAO

» Considerando os altos indices de soropositividade (52,68%) encontrados, ressalta-
se a necessidade da utilizacao de testes diagnésticos mais especificos para estudos
na area, a fim de esclarecer a real prevaléncia da infeccdo, estabelecer a

epidemiologia e identificar o papel do céo na transmissao dos agentes da LTA.

» Apesar dos antigenos de L. (V.) braziliensis e L. (V.) shawi terem apresentado
maior porcentagem de concordancia global entre os resultados, ndo podemos
afirmar qual o melhor antigeno a ser utilizado em areas endémicas de LTA, sendo
recomendando o uso de mais de um antigeno associados a outros parametros para

a definicao do diagndstico em caes.

* A deteccdo de DNA de Leishmania do subgénero Viannia e DNA da espécie
Leishmania (Leishmania) amazonensis evidencia que o parasito esta circulando nas

areas onde o estudo foi realizado.

» Apesar da deteccédo de DNA do parasito em sangue circulante, ainda nao se pode
implicar que os cées apresentam um papel como reservatorios em potencial das
espécies causadoras da LTA, necessitando assim, maiores estudos para esclarecer

o papel do céo no ciclo de transmissédo dos agentes da LTA.
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APENDICE A

QUADRO 2 — Resultado da analise de 102 soros de
Amostra

L.(L.) chagasi

L. (V.) braziliensis

L. (L.) amazonensis

cées de localidades rurais do municipio de Ulianop  olis

L. (V.) shawi

1

O O ~NO O~ WN P

NMNNNNRPRPRRRRRERERERRR
WNEFPOOWWNOOUDMWNIERO

Nao Reagente
160
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

Nao Reagente
320
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
80
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
160
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

Nao Reagente
320
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
80
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
80
Nao Reagente
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

N&ao Reagente
320
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
80
80
N&ao Reagente
N&o Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
80
40
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&o Reagente




QUADRO 2 — Resultado da andlise de 102 soros de cde s de localidades rurais do municipio de Uliandpolis
(Continuacao)
Amostra

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

L.(L.) chagasi
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

160

320

40
Nao Reagente

160

40
Nao Reagente

1280

320

L. (V.) braziliensis

Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

160

320

40
Nao Reagente

160

40
Nao Reagente

1280

320

L. (L.) amazonensis

Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

640

640
Nao Reagente
Nao Reagente

160

40
Nao Reagente

1280

320

L. (V.) shawi
N&o Reagente
N&ao Reagente
N&o Reagente
N&ao Reagente
N&o Reagente
N&o Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&o Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
40
320
320
80
40
160
40
N&ao Reagente
1280
320

78



QUADRO 2 — Resultado da andlise de 102 soros de cde s de localidades rurais do municipio de Uliandpolis
(Continuacao)

Amostra L.(L.) chagasi L. (V.) braziliensis L. (L.) amazonensis L. (V.) shawi
47 40 40 40 40
48 N&o Reagente 40 N&o Reagente N&o Reagente
49 Nao Reagente Nao Reagente Nao Reagente N&o Reagente
50 80 80 80 80
51 80 80 40 160
52 320 320 320 640
53 40 40 Nao Reagente 40
54 Nao Reagente Nao Reagente Nao Reagente N&ao Reagente
55 40 40 40 40
56 N&o Reagente N&o Reagente N&o Reagente N&o Reagente
57 40 40 Nao Reagente 40
58 640 640 320 640
59 320 320 320 320
60 Nao Reagente Nao Reagente Nao Reagente N&ao Reagente
61 40 40 40 40
62 Nao Reagente Nao Reagente Nao Reagente N&ao Reagente
63 320 320 640 320
64 N&o Reagente N&o Reagente N&o Reagente N&o Reagente
65 Nao Reagente Nao Reagente 40 N&ao Reagente
66 N&o Reagente N&o Reagente N&o Reagente N&o Reagente
67 40 40 80 80
68 Nao Reagente Nao Reagente Nao Reagente N&ao Reagente
69 40 40 40 40




QUADRO 2 — Resultado da andlise de 102 soros de cde s de localidades rurais do municipio de Uliandpolis
(Continuacao)
Amostra

70
71
12
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

L.(L.) chagasi
Nao Reagente
320
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
40
Nao Reagente
Nao Reagente
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
160
320

L. (V.) braziliensis

Nao Reagente
320
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
40
Nao Reagente
Nao Reagente
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40
160
320

L. (L.) amazonensis

Nao Reagente
320
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
80
40
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
80
Nao Reagente
40
80
160

L. (V.) shawi

N&ao Reagente
320
N&o Reagente
40
N&ao Reagente
N&o Reagente
N&ao Reagente
40
40
N&ao Reagente
N&o Reagente
160
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
80
N&ao Reagente
40
N&ao Reagente
40
80
320

80



QUADRO 2 — Resultado da andlise de 102 soros de cde s de localidades rurais do municipio de Uliandpolis
(Continuacéao)
Amostra

92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

L.(L.) chagasi
Nao Reagente
Nao Reagente
160
Nao Reagente
Nao Reagente
40
320
40
320
Nao Reagente
Nao Reagente

L. (V.) braziliensis

Nao Reagente
Nao Reagente
160
Nao Reagente
40
40
160
40
320
Nao Reagente
Nao Reagente

L. (L.) amazonensis

Nao Reagente
40
320
Nao Reagente
40
40
160
40
640
Nao Reagente
Nao Reagente

L. (V.) shawi

N&ao Reagente
N&ao Reagente
320
N&ao Reagente
N&ao Reagente
80
320
80
320
N&ao Reagente
N&o Reagente

81



APENDICE B

QUADRO 3 — Resultado da analise de 70 soros de caes
L.(L.) chagasi

Amostra

O O ~NO O~ WN P

NMNNNNRPRRPRRRRRERRRRR
WNEFPOOWWNOOUDMWNERO

Nao Reagente
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
640
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

L. (V.) braziliensis

Nao Reagente
40

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente
40

Nao Reagente
640

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente
80

Nao Reagente

Nao Reagente
160

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente

Nao Reagente
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
640
Nao Reagente
Nao Reagente
80
40
Nao Reagente
80
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

de localidades rurais do municipio de Dom Eliseu
L. (L.) amazonensis

L. (V.) shawi

Nao Reagente
80

N&ao Reagente
40

N&ao Reagente

N&ao Reagente

N&o Reagente
40

N&ao Reagente

N&o Reagente
40

N&ao Reagente
640

N&ao Reagente

N&ao Reagente
80
80

N&ao Reagente

N&ao Reagente
40

N&o Reagente

N&ao Reagente

N&o Reagente

82



QUADRO 3 - Resultado da analise de 70 soros de caes

(Continuacao)
Amostra
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

L.(L.) chagasi

Nao Reagente
40
Nao Reagente
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

L. (V.) braziliensis

Nao Reagente
80
Nao Reagente
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
80
Nao Reagente
40
Nao Reagente

L. (L.) amazonensis

Nao Reagente

40

40

40

40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

40

40

40
Nao Reagente

80

40

de localidades rurais do municipio de Dom Eliseu

L. (V.) shawi

N&o Reagente
40

N&ao Reagente
80

N&o Reagente

N&o Reagente

N&ao Reagente

N&ao Reagente

N&ao Reagente

N&ao Reagente

N&o Reagente

N&ao Reagente

N&ao Reagente

N&o Reagente

N&ao Reagente

N&ao Reagente
40

N&ao Reagente
40

N&ao Reagente
80
40

83



QUADRO 3 - Resultado da analise de 70 soros de caes

(Continuacao)
Amostra
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

L.(L.) chagasi

Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

40

160
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente

L. (V.) braziliensis

40
40
Nao Reagente
Nao Reagente
40
40
40
80
Nao Reagente
80
40
40
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40
320
40
Nao Reagente
Nao Reagente

de localidades rurais do

L. (L.) amazonensis

40
40
Nao Reagente
Nao Reagente
40
80
Nao Reagente
160
40
80
40
Nao Reagente
Nao Reagente
40
80
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40
160
40
Nao Reagente
Nao Reagente

municipio de Dom Eliseu

L. (V.) shawi

40
80
N&ao Reagente
N&ao Reagente
40
N&o Reagente
N&ao Reagente
80
80
80
40
N&ao Reagente
N&ao Reagente
40
40
40
N&ao Reagente
40
N&o Reagente
80
80
80
N&ao Reagente
N&o Reagente

84



QUADRO 3 - Resultado da analise de 70 soros de caes
(Continuacéao)
Amostra L.(L.) chagasi L. (V.) braziliensis

70 N&o Reagente 80

de localidades rurais do municipio de Dom Eliseu

L. (L.) amazonensis L. (V.) shawi
Nao Reagente Nao Reagente

85



APENDICE C

QUADRO 4 — Resultado da analise de 52 soros de caes
L.(L.) chagasi

Amostra

O O ~NO O~ WN P

NMNNNNRPRRPRRRRRERRRRR
WNEFPOOWWNOOUDMWNERO

Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
160
Nao Reagente
40
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
640
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
80
Nao Reagente
Nao Reagente
80
40
Nao Reagente

L. (V.) braziliensis

Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
160
Nao Reagente
40
80
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
640
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
80
40
Nao Reagente
80
Nao Reagente
40

Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
160
Nao Reagente
80
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
640
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
40
160
Nao Reagente
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40

de localidades rurais do municipio de Rondondo Pa ra
L. (L.) amazonensis

L. (V.) shawi

Nao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
160
N&ao Reagente
40
80
N&ao Reagente
N&o Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
640
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
40
40
40
N&ao Reagente
40
N&ao Reagente
40

86



QUADRO 4 - Resultado da andlise de 52 soros de céaes

(Continuacao)
Amostra
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

L.(L.) chagasi
Nao Reagente
320
40
320
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40
160
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
320
80
40
40
160
40

L. (V.) braziliensis

Nao Reagente
160
40
320
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40
Nao Reagente
40
320
40
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
Nao Reagente
640
80
40
40
160
40

de

L. (L.) amazonensis

Nao Reagente
320
40
640
Nao Reagente
40
40
40
Nao Reagente
40
160
40
40
80
Nao Reagente
Nao Reagente
40
640
Nao Reagente
40
40
80
40

localidades rurais do municipio de Rondon do Pa

L. (V.) shawi

N&o Reagente
160
40
320
N&o Reagente
40
N&ao Reagente
40
N&ao Reagente
40
640
40
N&ao Reagente
N&o Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
N&ao Reagente
640
80
40
40
80
40

ra

87



QUADRO 4 - Resultado da andlise de 52 soros de céaes
(Continuacéao)
Amostra

47
48
49
50
51
52

L.(L.) chagasi
40
40

Nao Reagente
160

Nao Reagente

Nao Reagente

L. (V.) braziliensis

80
80
Nao Reagente
160
40
Nao Reagente

de

localidades rurais do municipio

L. (L.) amazonensis

80
80
Nao Reagente
160
40
40

de Rondon do Pa

L. (V.) shawi

80
80
N&ao Reagente
80
40
N&o Reagente

ra

88



APENDICE D

QUADRO 5 - Resultados parasitolégicos, sorologicos
caes com lesdes sugestivas de LTA, com respectiva |

Localidades

Assentamento
Nova Vida

Vila Rossi e
Gabriel

Colbnia
Paraiso

Vila Santa
Lucia

Cao Género

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Fémea

Macho

Fémea

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Fémea

Fémea

Macho

Macho

Macho

Fémea

Fémea

Macho

Macho

Macho

Localizacdo

Flanco
esquerdo

Flanco
esquerdo

Orelha
esquerda

Orelha
esquerda

Orelha
esquerda

Orelha
esquerda

Orelha

direita

Orelha
esquerda

Orelha
esquerda

Orelha
esquerda

Orelha
esquerda

Orelha
direita
Orelha
direita

Orelha
esquerda

Orelha
direita
Orelha
direita
Orelha
esquerda

Orelha
direita

Lesao

NO

1

Aspecto
Dermatologico

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

Ulcera

89

e moleculares de dezoito
ocalizacéo e aspecto.

Dados Laboratoriais

Pesquisa
Direta

Negativa

Negativa

Positiva

Negativa

Negativa

Positiva

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Positiva

Positiva

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Positiva

RIFI

40

NR

320

80

320

40

NR

40

320

80

NR

320

320

80

NR

40

80

160

PCR

Negativa

Negativa

Positiva

Positiva

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Positiva

Negativa

Negativa

Negativa

Positiva

Negativa

NR= Nao Reagente



ANEXO

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE

“ EVANDRO

Registro CEPAN - N” 0006/2008
Ananindeua/PA, 16 de maio de 2008.

Projeto:  “Avaliagio da infecgio canina em dreas endémicas da leishmaniose

tegumentar americana no Estado do Para ™.

Pesquisador Responsavel:  EDNA AOBAYASSUI ISHIKAWA

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais-CEPAN
do Instituto Evandro Chagas, em sua reunido realizada no dia 15/05/2008, cientificamos
que o projeto acima foi aprovado.

Recomendamos ao coordenador responsavel que mantenha atualizados
todos os documentos pertinentes ao projeto.

Os relatorios parciais deverdo ser encaminhados a este CEPAN,

anualmente, a partir do inicio do projeto.

Atenciosamente,

Mo Mz 85 T

NELSON ANTONIO BAILAO RIBEIRO
Coordenador do CEPAN/IEC

AV ALMIRANTE BARROSO, 482 - BAIRRO: MARCO - CEP: 86090-000 - BELEM-PA - C N.P.J 26 989 350/0489-08 FONE' (091) 246-6422 - FAX
{091)664668RODOVIA BR 316 — KM 07, SN* - BAIRRO - LEVILANDIA - CEP: 67.030-000 - ANANINDEUA-PA ~ FONE. (091) 214-2000
hitp.//www.iec pa gov be
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