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RESUMO

A Terra Indigena Krenak estd localizada no municipio de Resplendor, no estado de Minas
Gerais, Brasil. O municipio de Resplendor é uma area receptiva para leishmaniose visceral
canina de acordo com os critérios de classificacdo do Programa de Controle da Leishmaniose
visceral (PCLV) pela presenca do vetor Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, detectada apds
inquérito entomoldgico realizado pela Secretaria de Estado de Saide de Minas Gerais, em
2007. O objetivo desse trabalho foi verificar a presenca de infec¢ao canina por Leishmania sp.
e a sua prevaléncia na Terra Indigena Krenak. Foram executados dois inquéritos sorolégicos
caninos para pesquisa da infecc¢do por Leishmania (Leishmania) chagasi, agente etioldgico da
leishmaniose visceral. Amostras de sangue total coletado pela via venosa e em papel filtro
foram coletadas para determinacdo dos niveis de anticorpos especificos através da
absorbancia obtida em ensaio imunoenzimatico (EIE) e dos titulos definidos pela reagcdo de
imunofluorescéncia indireta (IFI). A populacdo canina examinada no primeiro inquérito
abrangeu todas as aldeias da Terra Indigena Krenak, representado 94% da populacio canina e
no segundo inquérito 97,8% da populagcdo canina foi examinada. As taxas de prevaléncia
encontradas no primeiro inquérito por aldeia foram de 40 % na aldeia Barra do Eme, 35% na
aldeia Cacique e 76,9% na aldeia Porto da Barca, sendo estd ultima a maior prevaléncia da
LVC encontrada no primeiro inquérito. Dez eutanasias seguidas de necropsia foram realizadas
para coleta de material utilizado para o diagndstico molecular da espécie de Leishmania sp.
circulante, a unica espécie identificada foi a Leishmania (Leishmania) chagasi. No segundo
inquérito as taxas de prevaléncia nas aldeias Barra do Eme, Cacique e Porto da Barca foram
de 7,7%, 8,3%, 7,1%, respectivamente. A taxa de prevaléncia global na Terra Indigena
Krenak no primeiro inquérito foi 46% e no segundo foi 7,8%. Dentre os cdes positivos no
primeiro inquérito 10 necropsias foram realizadas, contribuindo para a queda da prevaléncia
da leishmaniose canina por aldeias e na Terra Indigena Krenak no ano de 2007. Nao foi
observada diferenca estatistica entre a ocorréncia de infecgéo e as varidveis: sexo, idade e tipo

de pelo.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina. Terra indigena Krenak. Prevaléncia.



ABSTRACT

The aboriginal land Krenak is located in the city of Resplendor, in the state of Minas Gerais,
Brazil. The city of Resplendor is a receptive area for canine visceral leishmaniasis in
accordance with the criteria of classification of the Program of Control of the visceral
Leishmaniasis (PCLV) for the presence of the vector Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, after
detected entomologic inquiry carried through by the State secretary of Health of Minas
Gerais, in 2007. The objective of this work was to verify the presence of canine infection for
Leishmania sp. e its prevalence in the Aboriginal Land Krenak. Two canine serologic
inquiries for research of the infection for Leishmania had been executed (Leishmania)
chagasi, etiological agent of visceral leishmaniasis. Samples of total blood collected by the
venose way and in paper filter had been collected for determination of the levels of specific
antibodies through the absorbance gotten in imunoenzimatico assay (EIE) and of the headings
defined for the reaction of indirect imunofluorescence (IFI). The examined canine population
in the first inquiry enclosed all the villages of the Aboriginal Land Krenak, represented 94%
of the canine population and in as inquiry 97.8% of the canine population it was examined.
The found taxes of prevalence in the first inquiry for village had been of 40% in the village
Barra do Eme, 35% in the village Cacique and 76.9% in the village Porto da Barca, being are
last the biggest prevalence of the LVC found in the first inquiry. Ten followed euthanasias of
autopsy had been carried through for collection of material used for the molecular diagnosis
of the species of Leishmania sp. circulating, the only identified species was the Leishmania
(Leishmania) chagasi. In as the inquiry the taxes of prevalence in the villages Barra do Eme,
Cacique and Porto da Barca had been of 7,7%, 8.3%, 7.1%, respectively. The tax of global
prevalence in the Aboriginal Land Krenak in the first inquiry was 46% and in as he was 7.8%.
Amongst the positive dogs in the first inquiry 10 euthanasias had been carried through,
contributing for the fall of the prevalence of canine leishmaniasis for villages and in the
Aboriginal Land Krenak in the year of 2007. No difference statistics were found between

infection and sex, age and type of for.

Key- words: Visceral Canine Leishmaniasis. Aboriginal Land Krenak. Prevalence.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral americana € uma zooantroponose parasitiria provocada pelo
protozodrio Leishmania (Leishmania) chagasi, transmitida no Brasil por dipteros das espécies
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis e Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi. Os principais hospedeiros
vertebrados desta parasitose sdo os humanos, os cies, 0os gambds e as raposas. Sob 0 aspecto
da sadde publica os cdes possuem um papel importante na transmissdo da doenga, devido ao
grande contingente de cdes infectados e assintométicos e principalmente pela coabitacdo com
humanos e presenga no peridomicilio.

O presente trabalho é um estudo transversal que tem como objetivo principal avaliar a
prevaléncia e a distribuicdo espacial da leishmaniose visceral canina (LVC) na Terra Indigena
Krenak, localizada no municipio de Resplendor, Minas Gerais, 2007. Ao mesmo tempo,
pretende-se averiguar a suscetibilidade a infeccdo segundo caracteristicas inerentes aos cées.
Para tal, foram executados dois inquéritos sorolégicos caninos, com intervalo de sete meses.
Os cdes sororreagentes do primeiro inquérito foram submetidos a necropsia, na qual foi
coletado material para a confirmagdo do agente etioldgico através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). Essa confirmacfo se faz necessaria pelo fato de possiveis reagdes cruzadas
com outras doengas nos testes soroldgicos preconizados pelo Ministério Satide.

Na literatura cientifica existem poucos relatos acerca desta endemia em terras
indigenas do Brasil. Os municipios limitrofes (Goiabeira/MG, Cuparaque/MG, Conselheiro
Pena/MG, Itueta/MG e Santa Rita do Itueto/MG) a Resplendor apresentam histdrico de casos
humanos e caninos da LVA e at¢é o momento ndo haviam sido registrados quaisquer casos

desta endemia na terra Krenak.

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL AMERICANA

As leishmanioses sdo doencas com diversidades clinicas e epidemioldgicas as quais
envolvem muitas espécies de Leishmania spp., vetores flebotomineos e hospedeiros
vertebrados em ambos os ciclos de transmissido zoonético e antropondtico (DESJEUX, 2001).

A leishmaniose visceral é a forma mais devastadora das leishmanioses por ser
usualmente fatal caso ndo tratada (GENARO, 2002; WHO, 2002). E estimado oficialmente

que ocorrem no mundo em torno de 500.000 casos e 59.000 mortes todos os anos devido a
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esta forma da doenca (WHO, 2002). A leishmaniose visceral ocorre sabidamente em 12 paises
da América Latina, sendo que 90% dos casos humanos se concentram no Brasil,
especialmente na regido nordeste (MILES, et al., 1999).

A leishmaniose visceral humana é uma enfermidade infecciosa generalizada, cronica,
caracterizada por febre irregular e de longa duragdo, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
anemia com leucopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, emagrecimento, edema
e estado de debilidade progressivo levando a caquexia e, finalmente, ao 6bito se o paciente
nao for submetido ao tratamento especifico (Figura 1). Atualmente se considera a
leishmaniose visceral uma doenga com formas clinicas diversas, podendo ocorrer desde casos

de cura espontanea até manifestacdes clinicas severas (GENARO, 2002).

Figura 1 - A esquerda, paciente no periodo de estado da LVA
apresentando sintomas de hepatomegalia, esplenomegalia; a direita,
paciente no perfodo final da LVA, apresentando emagrecimento e
caquexia além dos sintomas de hepatomegalia, esplenomegalia.
Fonte: BRASIL, 2006.

A leishmaniose visceral humana também € conhecida por calazar, palavra de origem
indiana da regido de Assam “kala-azar”, que significa “febre negra”. Outras denominacdes
pelas quais é conhecida sdo: febre dun-dun e esplenomegalia tropical na India; calazar infantil
ou anemia esplenomegdlica, na Bacia do Mediterraneo; calazar, leishmaniose visceral, calazar
americano ou neotropical, em outras regides (REY, 1991). No Mediterraneo e em Portugal a
doenca € conhecida como leishmaniose visceral infantil e, no Brasil, conhecida como
leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar (GENARO, 2002).

Segundo o Ministério da Saide, em 19 anos de notificacio (1984-2002), os casos de
LVA humana somaram 48.455 casos, sendo que aproximadamente 66% deles ocorreram nos
estados da Bahia, Ceard, Maranhdo e Piaui. Nos tltimos dez anos, a média anual de casos no

Pais foi de 3.156 casos, e a incidéncia de dois casos/100.000 habitantes. A doenca € mais
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frequente em criancas menores de 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos registrados em
menores de 5 anos. O sexo masculino é proporcionalmente o mais afetado (60%). A razdo da
maior susceptibilidade das criancas € explicada pelo estado de relativa imaturidade
imunoldgica agravado pela desnutri¢do, tio comum nas dreas endémicas, além de uma maior
exposicdo ao vetor no peridomicilio. Por outro lado, o envolvimento do adulto tem
repercussdo significativa na epidemiologia da LV, pelas formas frustras oligossintomadticas ou
assintomadticas, além das formas com expressao clinica (BRASIL, 2006).

A prevaléncia da leishmaniose visceral canina no Brasil tem sido demonstrada entre
1,9 e 25%, em dreas endémicas (SHERLOCK & ALMEIDA, 1970; MAGALHAES, et al,
1980; IVERSON, et al., 1983; COUTINHO, et al., 1985).

Do ponto de vista epidemioldgico, o calazar canino no Brasil é considerado mais
importante do que a doenca humana, pois além de ser mais prevalente, apresenta um grande
contingente de animais infectados com alto parasitismo cutineo, servindo como a maior fonte
de infec¢do para os insetos vetores (CUNHA, et al., 1995; GENARO, 2002).

Sem divida os cdes domésticos Canis familiaris sdo de longe os maiores reservatorios
da L. (L.) chagasi no ciclo de transmissdao da LVA (DEANE, 1956; CUNHA, et al., 1995;
COURTERNAY, et al., 1997).

1.2 PRIMEIROS REGISTROS DA LVA HUMANA NAS AMERICAS E NO BRASIL

Em 1913, foi descrito o primeiro caso de LVA nas Américas quando Migone no
Paraguai relatou um caso suspeito. Tratava-se de um adulto que emigrara da Italia 6 anos
antes para o Brasil e residira na regido de Porto Esperanca, Mato Grosso do Sul, Brasil. O
primeiro relato do encontro da L. (L.) chagasi no Brasil foi feito por Penna, em 1934,
divulgou-se o encontro de Leishmania em fragmentos de figado humano, colhidos, “post-
mortem”, por viscerotomias de pacientes com suspeita de febre-amarela no Brasil. Dos 47.000
exames realizados, 41 foram positivos para o género Leishmania sendo observada a seguinte
distribuicdo por estado: Ceard com 15 casos; Bahia com nove; Sergipe com cinco; Alagoas
com quatro; Pard e Piaui com trés casos cada um; Rio Grande do Norte e Pernambuco com
um caso cada um. Pelo fato, dessas amostras terem sido colhidas de diversos pontos do Norte
e Nordeste, principalmente de criangas, excluia-se desde logo a possibilidade de se tratar de
casos importados (DEANE, 1956). Em 1936, foi encontrado no Brasil o primeiro caso

humano autéctone da LVA, registrado em vida. Tratava-se de um individuo do sexo
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masculino, com 16 anos de idade, residente em Aracaju/AL, cuja mie e a irmd haviam
evoluido a Obito com sintomas idénticos aos do calazar. A irmd foi viscerotomizada
constituindo a pista que levou a descoberta do terceiro caso da familia. Foram descritos os
sintomas e o encontro de Leishmania no material oriundo de pungéo esplénica. Foi também
descrita a captura de flebotomineos da espécie Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis e nenhum

outro artrépode hematdéfago na residéncia do paciente (CHAGAS, 1936).

1.3 AGENTE ETIOLOGICO

O agente etioldgico da LVA recebeu a denominagdo de L. (L.) chagasi em 1937, por
Cunha & Chagas. O protozodrio em questdo pertence ao filo Sarcomastigophora, subfilo
Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania sp.
(GENARO, 2002).

No Brasil, o agente etiologico € a L. (L.) chagasi, espécie semelhante a Leishmania
(Leishmania) infantum encontrada em alguns paises do Mediterrdneo e da Asia. Existe uma
grande polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo — se ela foi introduzida
recentemente, na época da colonizacdo européia e causada pela espécie L. (L.) infantum, ou a
varios milhdes de anos, juntamente com a introducido dos canideos, devendo a espécie ser
classificada como L. (L.) chagasi. Os achados de altas taxas de infeccdo em canideos
origindrios da Amazdnia sugerem a origem autdctone (LAINSON, et al., 1987). Entretanto,
estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L. (L.) chagasi e a L. (L.)
infantum uma Unica espécie e aceitam a hipdtese de origem recente nas Américas

(MAURICIO, et al., 2000 apud GONTLJO & MELLO, 2004).

1.4 HOSPEDEIROS INVERTEBRADOS (VETORES)

A necessidade de um hospedeiro invertebrado no ciclo da Leishmania foi admitida
desde que foram observadas, por Rogers, em 1904, as formas flageladas que os parasitos
assumiam nos meios de cultura. Tanto assim que a fase flagelada num hospedeiro
invertebrado foi desde logo incluida na definicdo do género Leishmania, muito embora nao

houvesse ainda comprovagao definitiva da existéncia de tal hospedeiro (WENYON, 1926).
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Os vetores da LVA sao insetos da ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Psychodidae, género Lutzomyia. No Brasil ja foram descritas duas espécies como vetores da
LVA: Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis Lutz & Neiva (Figura 2), 1912 (GRIMALDI, et al.,
1889; KILLIC-KENDRIK, 1990b; GRIMALDI, et al., 1991), e Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi
Mangabeira, 1938 (SANTOS et al., 1998).

Figura 2 — Lutzomyia (L.) longipalpis, durante o repasto sangiiineo.
Fonte: Foto de José Ribeiro.

1.4.1 Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis

A espécie L. (L.) longipalpis Lutz & Neiva, 1912, € aquela que possui a maior
importancia epidemioldgica na transmissdo da LVA. A importincia epidemioldgica da
espécie L. (L.) longipalpis esté relacionada a sua caracteristica sinantrépica, que permitiu o
fendmeno de urbanizacdo e expansdo da LVA no Brasil. A mudanca do cendrio
epidemiolégico da LVA vem ocorrendo desde a década de 90.

Possuindo uma ampla drea de distribuicdo, hoje L. (L.) longipalpis tem sido vista
como um complexo especifico (LAINSON & RANGEL, 2005). Foi Mangabeira (1969) quem
deu atencdo a uma pequena diferenca morfoldgica entre exemplares machos de L. (L.)
longipalpis do Ceard e outros do Pard. Lainson & Shaw (1979) sugeriram que a presenca de
um complexo de flebotomineos muito similares pode apontar para certas situagdes andmalas e
que era necessdria uma revisao taxondmica para L. (L.) longipalpis.

A existéncia de um complexo de espécies obscuro, identificado como L. (L.)
longipalpis, ajuda consideravelmente na explicacdo do por que da existéncia das diferentes

manifestagdes clinicas da LVA na América Latina, especialmente quando isto € considerado a
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luz de estudos da natureza da saliva de L. (L.) longipalpis de 4reas largamente separadas uma
das outras (LAINSON & RANGEL, 2005).

Ha muito tempo, os vetores hematdfagos da doenga foram considerados simplesmente
como transmissores do parasita. Avancos no campo da entomologia médica, bioquimica e
imunologia demonstraram a complexidade das interacdes parasita-hospedeiro. Vérios autores
tém avaliado o papel da saliva do vetor como modulador do sistema imunitario do hospedeiro.
Durante o repasto sanguineo a saliva possui uma fun¢do importante para evitar o processo de
coagulacdo do sangue a ser ingerido pelo vetor. A saliva dos vetores ja estudados até o
momento possui uma disposicdo de compostos farmacologicamente ativos que facilitam o
encontro dos vasos sanguineos e inibem a hemodstase. A hemostase do hospedeiro € altamente
eficiente e inclui diversas vias capazes de convergir prontamente e simultaneamente para
superar a perda de sangue no local do ferimento; principalmente a coagulacido sanguinea, a
agregacao plaquetdria e a vasoconstricao (RIBEIRO, 1987; RIBEIRO, 1995 & KAMHAWI,
2000). Os vetores conseguem superar estes obstaculos suprimindo as respostas do hospedeiro,
através de uma variedade de moléculas anticoagulantes, antiplaquetdrias e vasodilatadoras
encontradas em suas secre¢des salivares. Estas substincias sdo imunogénicas e eliciam a
produgdo de anticorpos e/ou respostas celulares pré-inflamatérias, essa caracteristica reduz a
eficiéncia da alimentag@o vetorial e a sua habilidade de transmitir a infeccio (KAMHAWI,
2000). Ao passo que diversas outras substincias salivares foram mostradas como supressoras
imunogénicas levando a redugcdo da imunidade inata e adquirida e consequentemente
realcando a habilidade dos parasitas de estabelecer-se no hospedeiro (CHAMPAGNE, 1994 &
WIKEL, 1999). As propriedades imunomodulatdrias e a atividade bioldgica dos componentes
salivares de diversos vetores flebotomineos sdo distintas para cada espécie (KAMHAWI,

2000).

1.4.2 Lutzomyia (Lutzomyia) cruzi

A partir de 1980 passaram a ser notificados cdes com evidéncias da LVC no municipio
de Corumba/MS a despeito de L. (L.) longipalpis ndo fazer parte da fauna local (GALATI, et
al., 1998). Posteriormente foi demonstrado que L. (L.) cruzi é a espécie responsdvel pela
transmissdo da LVA na regido de Corumba e Ladario, Mato Grosso do Sul (SANTOS et al.,
1998). As fémeas desta espécie sdo conhecidas e estruturalmente indistinguiveis daquelas da

espécie L. (L.) longipalpis (MARTINS et al, 1984). A espécie é conhecida pelo sexo
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masculino. A diferenciacdo se faz pelo aspecto do tufo basal do basistilo, o qual em L. (L.)
cruzi, € formado por seis cerdas folidceas, sendo duas delas menores, de situacdo mais basal e
quatro outras, cerca de duas vezes mais longas do que aquelas e implantadas na por¢ao distal
do tufo (FORATTINI, 1973).

1.5 TRANSMISSAO

A leishmaniose visceral americana (LVA) é provocada pelo protozodrio denominado
Leishmania (Leishmania) chagasi (WALTERS et al, 1989a; WALTERS, et al., 1989b;
KILLICK-KENDRICK, 1990a; REY, 1991; WILLIAMS, 2002; LAINSON & RANGEL,
2005). Estes parasitos pertencem ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (WALTERS, et al., 1989a;
WALTERS, et al, 1989b; KILLICK-KENDRICK, 1990a; VITOR, 2002). Este género
caracteriza-se por apresentar apenas duas formas durante seu ciclo evolutivo: amastigota
(intracelular) e promastigota (extracelular) (Figura 3) (REY, 1991). As formas amastigotas
vivem dentro dos vactolos lisossomicos presentes nas células fagocitdrias de hospedeiros
vertebrados, chamadas de mondcitos e macréfagos (LAINSON, et al., 1987; CHANG, et al.,
1990; ALEXANDER, et al, 1999). Uma vez no intestino médio do inseto o parasito
transforma-se em promastigota, a forma extracelular, a qual pode ser encontrada livre
ou agarrada na cuticula intestinal ou nas microvilosidades (WALTERS, et al, 1989a;
WALTERS, et al., 1989b; KILLICK-KENDRICK, 1990a), esta forma também é encontrada
nos meios de cultura (REY, 1991).

s T

\'

D
Figura 3 — Formas encontradas no género Leishmania. A esquerda a forma promastigota e 2 direita, a

forma amastigota.
Fonte: BRASIL, 2006.
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1.5.1 Ciclo de transmissao

Maria Von Paungartten Deane e Lednidas Mello Deane em 1954 contribuiram com
informagdes importantes acerca da transmissdo da leishmaniose visceral a partir de estudos
realizados no Ceara (DEANE & DEANE, 1955).

Os hospedeiros vertebrados s@o infectados quando formas promastigotas infectantes
(metaciclicas) sao inoculadas, pelas fémeas dos insetos vetores, durante o repasto sanguineo
(ALMEIDA, et al., 2003), (Figura 4).

Durante o repasto sangiiineo da fémea, a saliva do inseto é também inoculada e parece
exercer papel importante, ndo sé na lise do tecido adjacente, favorecendo o fluxo de sangue e
linfa intersticial para o alimento, como pela acdo de substincias nela contidas capazes de
promover a vasodilatacdo que facilita o permeio de células para o local do repasto (RIBEIRO,

1984; CHARLAB, et al., 1999; ALMEIDA, et al., 2003).

-
.
@

Hospoedeias Wertebrados - Mamilesos —
M =
PICADA | PICADA
— Hospedeires Invertisbrpoos - Flhebolomirneecs

Figura 4 - Ciclo de transmissdo da LVA
Fonte: Parasitologia Humana — 10°. Ed. Ilustra¢do de Nelder F. Gontijo, Departamento de Parasitologia — ICB —
UFMG.
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1.6 HOSPEDEIROS VERTEBRADOS (RESERVATORIOS DE LEISHMANIA)

Os principais hospedeiros da LVA ja identificados no Brasil sdo o homem (Homo
sapiens), as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyun thous), os gambas (Didelphis albiventris
e Didelphis marsupialis) e os caes (Cannis familiares).

Lednidas Mello Deane, em 1954, contribuiu com informacdes importantes acerca do
papel do homem, do cdo e da raposa “Lycalopex vetulus” (Dusicyon vetulus) como

reservatdrios do parasita (DEANE & DEANE, 1955b).

1.6.1 Homem

A suscetibilidade dos humanos a L. (L.) chagasi € universal. Suspeitando que os
insucessos no controle da leishmaniose visceral no Brasil apontassem para a possibilidade de
outros hospedeiros vertebrados além dos caes, Carlos Costa e cols., no Piaui, realizaram um
ensaio onde espécimes de L. (L.) longipalpis foram colocados para repasto sanguineo em
humanos sintométicos e assintomaticos para a LVA. Os autores demonstraram que os vetores
podem adquirir a infec¢do em humanos sintomaticos, o0 mesmo niao sendo observado nos
assintomaticos. Foi demonstrado que particularmente as criancas desnutridas podem atuar
como bons reservatérios vertebrados da L. (L.) chagasi. Os autores sugeriram a execucio de
outros experimentos envolvendo grande nimero de vetores para se avaliar a competéncia de

portadores assintoméaticos como hospedeiros (COSTA et al., 2000).

1.6.1.1 Co-infec¢do com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

A OMS estima que 17 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e que um terco delas viva em zonas endémicas de
leishmaniose. Em 1995, o numero total de casos registrados de co-infeccdo foi igual a 858

casos.
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Na Europa, até outubro de 1995, foram registrados 104.259 casos de AIDS; sendo que
66.453 destes ocorreram em paises mediterranicos (Itdlia, Franca, Espanha e Portugal). A
maioria dos casos de co-infec¢do “LEISHMANIA-HIV” também € encontrada nestes paises.
Nesses paises a infeccio com Leishmania ocorre em individuos imuno-competentes,
geralmente na infancia, como forma assintomdtica. Nos tultimos anos tem aumentado o
nimero de casos sintomdticos em adultos, a maioria deles em individuos HIV positivos. Até
1985, quando o primeiro caso de co-infeccdo foi diagnosticado, 70% dos casos de
leishmaniose eram encontrados nas criangas abaixo de 15 anos; atualmente, 75% dos casos
sdo vistos nos adultos sendo que 50 a 60% deles em individuos HIV soropositivos. A OMS
estima que entre dois e nove por cento de todos os individuos com AIDS do sul europeu
desenvolverdo LV. Entretanto, esse padrdo ndo é homogéneo; enquanto no sul da Franca,
menos da metade dos casos de LV, em adultos, ocorrem em pacientes soropositivos, na
Espanha esta proporcao € bem mais elevada.

Nos pafses em que ambas as infec¢des sdo altamente endémicas, como Brasil e India,
h4d uma enorme preocupacdo das autoridades em sadde, considerando o estabelecimento da
propagacdo do HIV para as dreas rurais e o processo de urbanizacdo das leishmanioses.

Quase todos os casos de co-infec¢do de Leishmania com HIV foram descritos nos
pacientes com HIV-1, mas em um foi diagnosticado igualmente o HIV-2. O perfil dos
pacientes que sofrem de LV ndo € diferente dos individuos com outras infec¢des oportunistas
HIV-associadas.

Na Europa, o perfil dos casos de co-infeccido Leishmania-HIV é de individuos com
idade entre 29 e 33 anos, geralmente do sexo masculino (80 a 85%). A presenca da
toxicodependéncia é possivelmente outro fator associado a co-infec¢do, na medida em que
esse habito estava presente, em 1993, em 66% dos casos HIV positivos (ALVAR, 1997).

Nos pacientes co-infectados os efeitos secunddrios e recaidas vistas com antimoniais
ou com Anfotericina B é mais frequente do que em pacientes imuno-competentes com LV.
Quase um quarto de pacientes co-infectados morre durante ou dentro de um més de
tratamento devido a estado grave de depressdo do sistema imunitdrio; mas em vista a
toxicidade elevada das drogas usadas na AIDS a terapia deve ser igualmente considerada. A
avaliagc@o de tratamentos de primeira escolha e da profilaxia secundéria na LV associada com

infec¢do pelo HIV € sempre necessaria (ALVAR, 1997).
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1.6.2 Cao

O parasitismo natural de cdes € uma evidéncia circunstancial de que o cdo possui um
papel importante como reservatério doméstico para a infeccdo (MILES, er al, 1999). Este
fato foi evidenciado pela primeira vez em 1954 nos focos de calazar do Ceard (DEANE &
DEANE, 1954a).

Na América Latina, o cdo é considerado o principal hospedeiro e reservatério da L.

(L.) chagasi para humanos, causando a leishmaniose visceral (Figura 5).

Figura 5 — Cdo com sintomas de LVC, Terra Indigena Xakriabd, Sdo Jodo das Missdes, Minas Gerais, Brasil,
2007.
Foto: Eloiza Gongalves Antdnio

1.6.3 Raposa

Em 1954 evidenciou-se o parasitismo natural de um canideo campestre, a raposa
Lycalopex vetulus (DEANE & DEANE, 1954), atualmente denominada Dusicyon vetulus
(Figura 6), por Leishmania (DEANE & DEANE, 1954). Também a raposa Cerdocyon thous
foi identificada como hospedeira vertebrada da LVA. Material proveniente de baco e figado
de raposas C. thous suspeitas de LVA foi inoculado em meio de cultura e em hamsteres dos

quais foi isolada a L. (L.) chagasi (LAINSON, et al., 1987; DINIZ, et al., 2008).

: USRS s
Figura 6 — (1) Dusicyon vetulus; (2) Cerdocyun thous;
Fontes: Foto 1 do site www.pesc.org.br; e; Foto 2 de Carlos Rivero
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1.6.4 Marsupiais

O primeiro hospedeiro vertebrado ndo-humano e ndo-canideo da LVA nas Américas
foi descrito em 1984, quando um gambd da espécie Didelphis albiventris (Figura 8)
encontrado naturalmente infectado por L. (L.) chagasi no municipio de Jacobina/BA. Naquela
oportunidade, o material retirado de um entre 57 gambdés e inoculado em hamster se mostrou
positivo para Leishmania donovani (SHERLOCK, et al., 1984; SHERLOCK, et al., 1988).
Posteriormente, em drea endémica para a LVA da Coldmbia, a espécie Didelphis marsupialis
(Figura 9) foi incriminada como hospedeira vertebrada da L. (L.) chagasi (TRAVI et al.,
1994). Posteriormente foi cultivada L. (L.) chagasi proveniente de baco, figado e pele do
marsupial D. marsupialis (CORREDOR et al., 1989; TRAVI et al., 1998). Também em Belo
Horizonte/MG, utilizando teste ELISA com imunofluorescéncia indireta, teste de aglutinacdo
direta e reacdo em cadeia da polimerase, a espécie D. albiventris foi identificada como

hospedeira vertebrada da L. (L.) chagasi (SCHALLIG et al., 2007).

Figura 7 — (1) Didelphis albiventris; (2) Didelphis marsupialis;
Fontes: Foto 1 do site www.animalpicturesarchive.com; e; Foto 2 do site www.cortolima.gov.co

O gambda-de-orelha-preta, D. marsupialis (LUND, 1758), e o gamba-de-orelha-branca,
D. albiventris (LUND, 1841), sao espécies de marsupiais didelfideos extensamente
distribuidas na Regido Neotropical (EMMONS & FEER, 1990). Por sempre estar presente em
focos da LVA com alta prevaléncia canina, acredita-se que seja evidente que a presenca dos
marsupiais € um fator de risco para a infec¢do canina com importante papel epidemiolégico

(CABRERA et al., 2003).
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1.6.5 Outros vertebrados

O roedor Proechimes canicolous (Figura 08) foi identificado como infectado pela L.
(L.) chagasi através da reacdo em cadeia da polimerase (TRAVI, et al., 1998, OLIVEIRA, et
al., 2005).

Figura 8 - Proechimes canicolous
Fonte: Foto do site www.es.govt.nz

Os gatos domésticos também ja foram incriminados como hospedeiros da
leishmaniose visceral tanto no Velho Mundo quanto no Novo Mundo (HERVAS e al., 1999;
SAVANI et al., 2004; MAIA, et al., 2008), (Figura 09).

w2 A AN

9y ESF
Figura 9 - Felix catus
Fonte: Foto do site http://farm4.static.flickr.com
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1.7 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

O céo doméstico foi incriminado como hospedeiro da LVA pela primeira vez na
Europa por Nicolle, em 1908. No Brasil, o responsavel por essa descoberta foi Le6nidas
Mello Deane & Maria Von Paungartten Deane, em 1954, nos focos de calazar do Ceara,
através de puncdo de figado e colheita de fragmentos de pele. Sem divida os cdes domésticos
sdo de longe os maiores reservatdrios da L. (L.) chagasi, no ciclo de transmissdo da LVA
(DEANE, 1956; CUNHA, et al., 1995; COURTERNAY, et al., 2002).

A doenga no cdo pode permanecer latente por longos periodos de tempo que variam de
trés hd varios meses. Segundo alguns autores o inicio € insidioso e de evolucdo lenta, podendo
levar até mais de um ano para que ocorram sintomas aparentes da LVC (BRASIL, 2006;
ALENCAR, 1959). Geralmente os caes infectados apresentam um alto grau de parasitismo
cutaneo e visceral, mesmo nas formas assintomadticas da doenca (DEANE & DEANE, 1955).

Com a evolugdo da doenga os sintomas mais freqiientes sdo: emagrecimento, alopecia
localizada ou generalizada, ceratoconjutivite, dermatite furfurdcea, onicogrifose, apatia,
hipergamaglobulinemia, podendo levar o animal a 6bito (FERRER er al., 1999; BRASIL,
2006).

1.7.1 Sinais clinicos

De acordo com os sinais clinicos detectados, os cdes podem ser classificados como,
assintomaéticos, oligossintométicos e sintomdticos (BRASIL, 2006).

Os cdes assintomdticos representam a grande maioria dos cdes, mesmo com o forte
parasitismo cutineo e visceral ndo apresentam nenhum sinal clinico aparente. Cerca de 6 em
cada 10 c@es que contraem a infec¢@o sao assintomaticos.

Os cies oligossintomaticos, de dreas com padrdo socioecondmico baixo, podem ter o
diagnéstico clinico da LVC dificultado, por apresentarem sintomas que se confundem com os
da doenga, tais como, emagrecimento, alopecia, apatia e pelagem opaca. J4 os cées
considerados sintomdticos podem apresentar uma ampla gama de sintomas, além dos ja
citados, como ceratoconjutivite, caquexia, alopecia generalizada, febre, dlceras, onicogrifose
acentuada, dermatite furfurdcea, hipergamaglobulinemia, podendo estes evoluir a dbito

(DEANE & DEANE, 1955) (Figura 10).
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Figura 10 — (1) Cao com LV, apresentando apatia, alopecia e lesdes no corpo; (2) Cao com onicogrifose; (3) Cao
com lesdes de face e orelha; (4) Cdo apresentando emagrecimento e apatia e (5) Cao com emagrecimento,
ceratoconjutivite lesdes de face e orelha.

Fonte: Brasil/Ministério da Saide/Norma Técnica de LVA, 2006.

MARZOCHI (1985) também observou que 63,2% dos cdes infectados ndo
apresentavam sinais clinicos da doenga. Os cides assintomdticos também sdo fontes de
infeccdo para flebotomineos e, consequentemente, também apresentam papel ativo na
transmissdo das leishmanioses. Em dreas de transmissdo da doenga, os casos assintomaticos
representam uma alta parcela dos cles infectados, podendo levar a uma subestimacio das

taxas de prevaléncia da LVC, dificultando o seu controle SENRA et al (1986).

1.7.2 Resposta imune

Em caes susceptiveis apds a infeccio da pele, ocorre a disseminagdo do parasita por
todo o corpo com posterior desenvolvimento dos sintomas. Dependendo das propriedades
tanto do parasita como do hospedeiro, a doenca poderd se desenvolver como forma aguda ou
cronica. Entre os vérios fatores conhecidos, a resposta dos linfocitos T é a que exerce maior
influéncia sobre a infeccdo. Em contrapartida a proliferacdo de linfécitos B € intensa e a
produg@o de anticorpos é abundante, porém € deletéria e ndo protetora.

O aparecimento dos sintomas depende da imunocompeténcia do animal. Dependendo
da fase da doenga e das condigdes imunoldgicas, muitos cdes infectados se apresentam

assintomaticos (ALMEIDA, et al., 2003; BRASIL, 2006).
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1.7.3 Métodos de diagnostico

O diagnéstico da leishmaniose canina € ainda um desafio apesar dos avangos feitos no
desenvolvimento de diversas técnicas parasitoldgicas, soroldgicas e moleculares. Importancia
igual deve ser dada a sensibilidade da andlise laboratorial adotada e a selecdo do material
biolégico. A técnica padrio deve ter elevada sensibilidade e especificidade, deve ser
reprodutivel, facil de executar e adaptavel para o uso em laboratdrios locais sem equipamento
sofisticado, e deve detectar todos os caes infectados por Leishmania em um estagio inicial e
usar preferencialmente procedimentos ndo invasivos para obtencdo das amostras. Além disso,
os custos devem ser tomados a fim escolher que teste diagndstico poderia ser aplicado. Mais

pesquisa € exigida para alcancar estes objetivos (MAIA & CAMPINO, 2008).

1.7.3.1 Diagnéstico clinico

O diagnostico clinico da LV canina é muitas vezes um problema para o veterinario. H4
um amplo espectro de sinais clinicos, desde animais aparentemente saudaveis, passando por
oligossintomaticos, até estdgios severos da doenca. Uma caracteristica importante € a
permanéncia da doenga clinicamente inaparente por longos periodos (GONTIJO & MELO,

2004).

1.7.3.2 Diagnéstico parasitoldgico

A demonstragdo do parasito pode ser feita em material de bidpsia ou pungao aspirativa
do bago, figado, medula 6ssea ou linfonodos. O material obtido € utilizado para a confeccio
de esfregaco ou impressdo em laminas, histologia, isolamento em meios de cultura ou
inoculacdo em animais de laboratério. A especificidade desses métodos € de 100%, mas a
sensibilidade é muito varidvel, pois a distribui¢do dos parasitos ndo é homogénea no mesmo
tecido, e € dependente do grau de treinamento técnico do observador. A sensibilidade mais
alta (98%) ¢ alcangada quando se utiliza aspirado do baco. As pungdes esplénicas e de medula

Ossea s@o consideradas procedimentos invasivos e exigem ambientes apropriados para a
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coleta, ndo sendo procedimentos adequados para estudos epidemioldgicos em larga escala

(GONTIJO & MELO, 2004).

1.7.3.3 Diagndstico sorolégico

Atualmente, os testes de diagndstico, mais utilizados em inquéritos populacionais,
para avaliar as taxas de prevaléncia da doenga, sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(IFD) e o ensaio imunoenzimdtico (EIE). O imunodiagndstico ndo € tdo preciso quanto os
testes parasitoldgicos que evidenciam a real presenca do parasita, pelo fato de possiveis
reacOes cruzadas com tripanosomatideos. No entanto, por nao serem métodos invasivos e de
facil aplicag¢do no trabalho de campo e baixo custo operacional, estes t€ém sido os métodos de
escolha (BRASIL, 2006). Outro motivo para escolha dos testes soroldgicos é a marcada
estimulagdo policlonal de linfécitos B, que resulta em hipergamaglobulinemia e grande
produgdo de anticorpos, o que facilita o diagndstico através de testes sorologicos (GONTIJO
& MELO, 2004).

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnéstico de LV humana e canina sdo a [Fl e
o EIE, sendo considerado, sobretudo este ultimo, teste de escolha para inquéritos
populacionais (BRASIL, 2006; GONTIJO & MELO, 2004).

A TFI apresenta baixa especificidade, exige na sua execugdo pessoal treinado, € uma
reacdo dispendiosa e ndo adaptada para estudos epidemiolégicos em larga escala. Uma das
principais limitagdes da técnica é a ocorréncia de reacdes cruzadas com leishmaniose
tegumentar, doenca de Chagas, maldria, esquistossomose e tuberculose pulmonar (SUNDAR
& RAI, 2002). Isto dificulta a interpretag@o dos resultados, pois no Brasil ocorre sobreposicio
da LV, sobretudo com leishmaniose tegumentar e doenca de Chagas (GONTIJO & MELO,
2004).

A TFI consiste na reacdo de soros com parasitas (Leishmania), fixados em ldminas de
microscopia.

Numa etapa seguinte, utiliza-se um conjugado fluorescente, para evidenciacdo da
reacdo. A leitura € realizada com auxilio de microscopio que utiliza incidéncia de luz azul e
ultravioleta, sendo considerados reagentes os soros que apresentarem fluorescéncia e nao
reagentes os soros que apresentarem auséncia de fluorescéncia, tomando-se como referéncia

os soros controle positivo e negativo que devem ser incluidos em cada lamina (Bio-

Manguinhos, 2004).
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Amostras reagentes - soros que, a partir da diluicdo 1:40, apresentarem fluorescéncia
na membrana dos parasitas, mais intensa que a coloracio de fundo observada no orificio do
controle negativo (Figura 11).

Amostras ndo reagentes - Os soros teste que ndo apresentarem fluorescéncia sdo

considerados ndo reagentes (Figura 11).

Figura 11 — A esquerda exemplo de amostra positiva na IFI, a direita exemplo de amostra negativa.
Fonte: Manual de IFI — Bio-Manguinhos

Atualmente o teste de ELISA é o mais utilizado para imunodiagnéstico da
leishmaniose visceral. E um teste rapido, de fécil execucdo e leitura, sendo um pouco mais
sensivel e um pouco menos especifico que a IFIL. O teste € sensivel, permitindo a deteccéo de
baixos titulos de anticorpos, mas é pouco preciso na detec¢do de casos subclinicos ou
assintomadticos (EL-AMIN, et al., 1986; GONTIJO & MELO, 2004). O imunoensaio funciona
igualmente bem para o diagndstico da LV canina (BRASIL, 2006; GONTIJO & MELO,
2004; EVANS et al., 1990).

Os antigenos utilizados nos testes diagndsticos sdo quase sempre derivados de
promastigotas de cultura, parasitas intactos ou moléculas soliveis. Estes antigenos apresentam
reacoes cruzadas com outras espécies da familia Trypanosomatidae, e mesmo com
microorganismos filogeneticamente distantes (SUNDAR & RAI, 2002).

O EIE consiste na reacdo de soros de cdes com antigenos soliveis e purificados de
Leishmania obtidos a partir de cultura “in vitro”, que sdo previamente adsorvidos nas
cavidades de microplacas/strips (fase solida). A seguir adicionam-se, devidamente diluidos, os
soros controle do teste e as amostras a serem analisadas, que possuindo anticorpos
especificos, vdo se fixar aos antigenos. Na etapa seguinte, ao se adicionar uma anti-
imunoglobulina de cdo marcada com a enzima peroxidase, esta se ligard aos anticorpos caso

estejam presentes.
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Para evidenciacio da reacdo, utiliza-se uma substincia cromodgena
(tetrametildenzidina- TMB) que pela acdo da peroxidase com o peréxido de hidrogénio forma
um composto de coloragdo azul turquesa que ao adicionar-se o dcido sulfirico que interrompe
a reacdo, passa a apresentar uma coloracdo amarela, em caso positivo (reagente). Nas
cavidades em que ndo houver anticorpos especificos, ndo haverd desenvolvimento de cor o

que caracteriza uma reacio negativa (ndo reagente).

1.7.3.4 Diagnéstico Molecular (PCR)

A reag@o em cadeia da polimerase (PCR) permite a deteccio do DNA presente no
cinetoplasto das Leishmania através do processo de amplificagdo de uma regido conservada
desse material genético, conhecida como kKDNA (DEGRAVE, et al, 1994; FEITOSA et al.,
2000; VOLPINI, et al., 2004; ANDRADE et al., 2006).

Trata-se de um método sensivel e especifico, uma ferramenta importante no
diagnéstico de diversas doengas, entre as quais estd a LVC (FEITOSA et al., 2000;
MARQUES, et al., 2005; GOMES et al., 2007; QUARESMA, 2007).

1.7.4 Validacao dos testes diagnosticos para LVA

Estudos preliminares de padronizacdo dos testes: EIE e IFI foram realizados por Bio-
Manguinhos em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz (IAL-SP). Foram identificados 130
cdes com suspeita clinica de LVA dos quais foram coletadas amostras de soro e amostras em
papel de filtro. Estas amostras foram testadas tanto na IFI quanto no EIE. Para célculos de
sensibilidade e especificidade a IFI foi considerado o teste padrdo ouro (“Gold Standard”), e
os seguintes indices foram encontrados: Sensibilidade para amostras de soro dos caes:
94,54% e especificidade de 91,76%. Ja para as amostras coletadas em papel de filtro os
indices de sensibilidade e especificidade foram de: 79,45%, e; 90,24%, respectivamente

(BIO-MANGUINHOS/TAL, 2004).
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1.7.5 Medidas de Controle

As medidas de controle a serem adotadas para a LV no Brasil séo trés, a saber:
tratamento de casos humanos; eutandsia de cdes soropositivos, e; uso de inseticidas residuais
nas casas e em abrigos dos animais (VIEIRA & COELHO, 1998).

Desde o aparecimento da doenga no Brasil, medidas de controle vém sendo sugeridas.

Na década de 50, uma das medidas sugeridas por Deane & Deane (1956) e
preconizada pelo Ministério da Saide (BRASIL, 2006), foi a retirada de caes soropositivos
através de inquéritos de prevaléncia da LVC. No entanto, estudos enfocando a estratégia de
eliminagdo canina tém oferecido resultados conflitantes (DIETZE et al., 1997, ASHFORD et
al., 1998), principalmente quando as retirada dos animais soropositivos ¢é realizada
isoladamente, sem controle vetorial. Esses inquéritos visam prevenir a transmissdo da doenga
para humanos; sendo os mais vulnerdveis a sofrer conseqiiéncias graves da doencga as
criangas, principalmente aquelas com déficit nutricional, os idosos, os individuos com
resposta imunoldgica precdria, tais como os individuos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana. Todas essas condi¢des sdo fatores de risco para o desenvolvimento
de quadros graves de leishmaniose visceral (ALVES & BEVILAQUA, 2004;
EVANGELISTA, et al., 2009).

As orientagdes atuais sobre as medidas de controle da L'V sdo dirigidas principalmente
ao controle do reservatério canino (BRASIL, 2006). Uma vez que, o cdo vem sendo apontado
como reservatorio da doenga e como hospedeiro doméstico, sendo provavelmente o mais
importante reservatorio natural relacionado com casos humanos (SAVANI et al., 2003;
SILVA et al., 2005). Portanto, faz-se necessdrio realizar o diagndstico o mais precocemente
possivel (ALVES & BEVILAQUA, 2004).

O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral tem como medida voltada ao
reservatério canino, a retirada de todos os cdes soropositivos, devendo estes serem
eutandsiados de acordo com os pardmetros estabelecidos pela legislagdo. Portanto, a pratica
da eutandsia canina é recomendada a todos os animais sororreagentes e/ou parasitoldgico
positivo. Para a realizacdo da eutandsia, deve-se ter como base a Resolucdo n.° 76, de 20 de
junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterindria, que dispde sobre os
procedimentos e métodos de eutandsia em animais e d4 outras providéncias, dentre as quais
merecem destaque:

* Os procedimentos de eutandsia sdo de exclusiva responsabilidade do médico

veterindrio, que dependendo da necessidade pode delegar esta pritica a terceiros, que realizara
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sob sua supervisdao. Na localidade ou municipio onde ndo existir médico veterindrio, a
responsabilidade serd da autoridade sanitéria local;

* Os animais deverdo ser submetidos a eutandsia, em ambiente tranqiiilo e adequado,
longe de outros animais e do alojamento dos mesmos;

* A eutandsia devera ser realizada segundo legislacdo municipal, estadual e federal, no
que se refere a compra e armazenamento de drogas, saide ocupacional e a eliminagdo de
cadaveres e carcacgas;

* Como métodos de eutandsia sdo recomendados os barbitlricos e anestésicos
inaldveis, como diéxido de carbono, mondxido de carbono e cloreto de potdssio para este
ultimo serd necessdria a anestesia geral prévia.

* Os procedimentos de eutandsia, se mal empregados, estdo sujeitos a legislacdo
federal de crime ambiental (BRASIL, 2006).

Estudos recentes demonstram tanto a efetividade do controle de reservatérios da
infeccdo isoladamente (ASHFORD et al., 1998; ), assim como, outros trabalhos (FRANCA-
SILVA et al., 2005) demonstram a efetividade conjunta do controle vetorial e retirada de caes
soropositivos. Da mesma forma, existe uma verificacdo da reducdo das taxas de prevaléncia e
incidéncia da LVC e LVH apenas com o controle vetorial através do uso de inseticidas nos
domicilios e peridomicilios (COSTA, et al., 2007). Diante destes dados, percebe-se que nio
ha um consenso em relacdo as medidas de controle, mais satisfatorias tanto isoladamente,

quanto em associacao.

2 JUSTIFICATIVA

O municipio de Resplendor é considerado drea receptiva para leishmaniose visceral
canina pelo Ministério da Satde, e faz divisa com municipios endémicos para LVA,
compartilhando com eles o mesmo eixo vidrio. Inquérito entomoldgico realizado em 2007
pela Secretaria de Estado de Saidde de Minas Gerais detectou a presenca do vetor da
leishmaniose visceral L. (L.) longipalpis. Como os indigenas Krenak apreciam a pratica da
caca e freqiientemente introduzem caes das mais diversas origens com este intuito e a area
onde estd localizada a Terra Indigena possui ecossistemas favordveis a manuten¢do do vetor,
esse trabalho propde verificar a infeccdo canina, a etiologia da infeccdo, determinar a
prevaléncia, a incidéncia, a susceptibilidade dos cées e a distribui¢do espacial dos casos de

LVC, na Terra Indigena Krenak, no ano de 2007.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar através de inquérito sorologico a existéncia de infec¢do causada por
Leishmania sp. na populagdo canina da Terra Indigena Krenak, caso encontrados caes

reativos, determinar as espécies de Leishmania envolvidas e estabelecer sua prevaléncia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar a taxa de prevaléncia da infec¢@o por Leishmania sp. na populacio canina da
Terra Indigena Krenak de acordo com os resultados da sorologia convencional e da obtida

pela PCR.

3.2.2 Investigar se ha presenca de infec¢do mista de Leishmania chagasi e Leishmania

braziliensis, através da PCR.

3.2.3 Verificar a existéncia de associacdo entre a infeccdo por Leishmania chagasi e as

variaveis do estudo (sexo, idade e tipo de pélo).

3.2.4 Determinar a distribuicdo espacial da LVC e identificar diferenca entre as taxa de

prevaléncia observada nas aldeias.

3.2.5 Determinar a porcentagem de cdes assintomaticos, oligossintomédticos e sintomaticos da

populacdo canina soropositiva eutanasiada.

3.2.6 Detectar as alteragdes dos o6rgdos do SFM mais freqiientes observadas durante as

necropsias.
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4 METODOLOGIA

O estudo transversal de prevaléncia da LVC teve como base os resultados obtidos em
dois inquéritos soroldgicos caninos realizados no ano de 2007 na Terra Indigena Krenak, pela
Fundacdo Nacional de Saidde (FUNASA), tendo sido executado pelo Distrito Sanitério
Especial Indigena de Minas Gerais e do Espirito Santo (DSEI-MG/ES).

O Decreto N° 3156, de 27 de agosto de 1999, dispde sobre as condi¢cdes para a
prestagdo de assisténcia a satide dos povos indigenas, no dmbito do Sistema Unico de Satde,
pelo Ministério da Satde, altera dispositivos dos Decretos nimeros 564, de 8 de junho de
1992, e 1.61, de 19 de maio de 1994, e da outras providéncias. A alinea III do Artigo 2°
estabelece que a interrupgdo do ciclo de doencas transmissivel como uma das diretrizes para a
obtencdo da universidade, da integralidade e da equanimidade dos servigos de satde. J4 o
Artigo 3° estabelece que: “O Ministério da Saiide estabelecerd as politicas e diretrizes para
promog¢do, prevencdo e recuperacdo da saiide do indio, cujas acdes serdo executadas pela
Fundagdo Nacional de Saiide - FUNASA.” Desta forma, todas as atividades de campo fizeram
parte da rotina dos servicos inerentes ao DSEI/MG-ES (ANEXO A).

Todas as atividades executadas sdo previstas pelas normas técnicas do Ministério da

Saude (BRASIL, 2006).

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal censitdrio, para verificagdo da existéncia de infeccao
canina por Leishmania e estabelecer as taxas de prevaléncia da LVC na Terra Indigena
Krenak.

Dois inquéritos sorolégicos caninos foram realizados em dois periodos distintos. O
primeiro inquérito ocorreu no periodo de 6/04/07 a 11/04/07 e o segundo inquérito no periodo
de 06/11/07 a 10/11/07.

Pretendia-se com a realizacdo de dois ou mais inquéritos soroldgicos caninos, verificar
se a retirada gradual dos c@es teria um impacto significativo sobre a prevaléncia da infeccdo
por Leishmania. Além de monitorar os cdes indeterminados, observando se esses seriam

positivos nos préximos inquéritos. No entanto, a continuidade do servico néo foi possivel.
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A nossa hipétese se baseia no controle da populagdo canina infectada por Leishmania.
A partir do momento que os cdes sdo confirmados como reservatorios de L. (L.) chagasi pelos
inquéritos sorolégicos a eutandsia pode ser adotada como medida de controle.

Somente essa medida de controle pode contribuir expressivamente para a queda das
taxas de prevaléncia da infec¢do canina? Essa indagacdo é muito importante, pois a eutandsia
e a educag@o em saude s@o as medidas mais faceis de serem realizadas pelos servigos de saide

no momento atual, visando a prevengdo do aparecimento de casos humanos de LV.

4.2 AREA DE ESTUDO

A Terra Indigena Krenak estd situada em Minas Gerais, na Mesorregido do Vale do
Rio Doce, Microrregido de Aimorés, no municipio de Resplendor, que totaliza uma area de
1075,30 km2, dista 445 km da Capital. O municipio de Resplendor possui uma populacdo de
17.124 habitantes, ja a terra indigena apresenta uma populacdo de 300 habitantes, distribuidos
em 60 familias. A propor¢do de cdes por familia na terra Krenak € de 1,5 cées e a proporcao
de cées per capita € de 0,3 cées. Limita-se em Minas Gerais com Aimorés, Conselheiro Pena,
Cuparaque, Itueta, Santa Rita do Ituéto e Alto Rio Novo no Espirito Santo. O fuso horario de
Resplendor € UTC-3. O clima € tropical de verdes muito quentes e temperatura média anual
oscilando em torno dos 22°C. As atividades econdmicas de Resplendor estdo voltadas mais
expressivamente para a atividade agropastoril. O municipio de Resplendor registra o indice de
desenvolvimento humano (IDH) de 0,730 (PNUD/2000), Produto interno bruto (PIB) de
R$75.600.367,00 e produto interno bruto per capita de R$4.509,42 (GOES, PASSOS, LOPES
& OLIVEIRA FILHO, 2004; BRASIL, 2008). Essa Terra Indigena foi homologada por
decreto no dia 19 de Abril de 2001, publicado no Didrio Oficial da Unido aos 20 de Abril de
2001. Possui superficie de quatro mil e trinta e nove hectares, oitenta e dois hares e quarenta e
um centihares, com perimetro de vinte sete mil, quatrocentos e cinco metros e cingiienta e

nove centimetros (Figura 12).
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Figura 12- Vista parcial da drea ocupada pela Aldeia Cacique, Terra Indigena Krenak,
Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007.
Foto: Eloiza Gongalves Antdnio

A Terra Indigena Krenak ocupa a margem esquerda do Rio Doce, em area outrora
ocupada pela Mata Atlantica (Figura 13); atualmente ndo apresenta nenhuma drea
remanescente dela. Toda a terra indigena estd coberta por pastagens, matas ciliares ou areas
isoladas de matas secunddrias principalmente nas regides de morros e serras. Além do Rio
Doce, o territério € cortado pelo Rio Eme e pelo Rio Vizicatério. Completando a rede
hidrografica sdo observadas vdrias nascentes ao longo de toda essa Terra Indigena. Para
controle da execucdo dos servicos de satide, ela foi dividida pela Fundagao Nacional de Satide
em trés areas (aldeias), a saber: Cacique, Barra do Eme, e Porto da Barca (ANTONIO, 2007).
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Mapa 1 — Dominio da Mata Atlantica original e remanescente. Observar que a fronteira entre MG e ES, onde se
localiza o municipio de Resplendor, se encontra na drea originalmente coberta pela Mata Atlantica.
Fonte: www.rbma.org.br/anuario/images/mapa_dma_rem.jpg
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Mapa 2 - Distribui¢do espacial dos domicilios por aldeia, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007
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4.3 POPULACAO ALVO

O universo de andlise da presente pesquisa € representado pelos individuos da espécie

Canis familiaris existentes na Terra Indigena Krenak.

4.3.1 Populacoes caninas examinadas

No primeiro inquérito soroldgico canino foram examinados 63 caes provenientes das
aldeias Barra do Eme, Cacique e Porto da Barca, representando 94 % da populacdo canina
cuja estimativa era de 67 caes no total.

No segundo inquérito soroldgico canino foram examinados 90 c@es provenientes das
aldeias Barra do Eme, Cacique e Porto da Barca, representado 97,8% da populagdo canina,

cuja estimativa era de 92 caes no total.

4.4 GEORREFERENCIAMENTO E DISTRIBUICAO ESPACIAL

O georreferenciamento foi realizado pela equipe do DSEI/MG/FUNASA sob a
coordenacdo do Veterindrio Marcos Aurélio Fulgéncio Malacco. Para a obtengdo das
coordenadas geograficas de latitude, longitude e altitude foi utilizado um aparelho
GARMIN®, modelo GPSmap Cx. Os pontos geodésicos foram registrados com precisdo de
trés a cinco metros. Em atendimento ao Decreto Federal 89.36, de 20 de junho de 1984, as
coordenadas foram tomadas utilizando o datum planimétrico “South American Datum -1969”
(SAD-69), atual datum planimétrico brasileiro.

A distribui¢do espacial da LVC canina na Terra Indigena Krenak, foi feita pelo

programa “Map Professional versdo 7.5”.
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4.5 COLETAS DE SANGUE CANINO

O DSEI/MG-ES definiu a forma de coleta das amostras a serem encaminhadas ao
laboratério de Epidemiologia da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e ao
Laboratério Central de Referéncia de Minas Gerais, Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).
Segundo o médico veterindrio do DSEI/MG-ES entéo responsavel técnico pela atividade, a
op¢do pelo método de coleta se deu pela disponibilidade de materiais de consumo. Ao
momento do primeiro inquérito havia disponibilidade de seringas, agulhas e vacuntainers,
optou-se entdo pela coleta de amostras de soro. No segundo inquérito havia disponibilidade de
lancetas e blocos de papel filtro, optou-se pela obtengdo de amostras em papel filtro.

As andlises foram feitas em paralelo pelo Laboratério de Epidemiologia da
Universidade Federal de Ouro Preto, Minas Gerais, e pelo Laboratério de Doencas
Parasitdrias da Fundacao Ezequiel Dias.

Utilizamos o “antigeno da Bio-Manguinhos” para a detec¢@o de anticorpos anti L. (L.)
chagasi e L. (L.) braziliensis, por este apresentar resultados satisfatérios no diagndstico da

leishmaniose visceral humana e canina.

4.5.1 Primeiro Inquérito canino

O sangue foi colhido por pungdo da veia braquial e encaminhado para a UFOP;
sempre em paralelo para a FUNED.
Todas as amostras de sangue canino coletadas foram encaminhadas juntamente com

fichas padronizadas e preenchidas no ato da coleta.

4.5.1.1 Identificacdo das amostras de sangue

Identifica¢do do animal (nome, idade, sexo e tipo de pélo).
Nome e endereco completo do proprietirio, devidamente preenchido em uma ficha
que acompanhou o material enviado ao laboratério.

Identificacdo do responsavel pela coleta do material, os dados do coletor foram
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anotados juntamente com a ficha que continha os dados do proprietario do animal e os dados
do animal.
Todos os dados foram anotados em fichas separadas pela data da coleta e juntamente

com a identificacdo numérica, feita durante a coleta ao anotar os dados do animal.

4.5.2 Segundo Inquérito canino

Foram colhidas amostras de sangue através de puncdo da veia marginal auricular do
cao, utilizando microlancetas descartaveis e transferindo o material obtido por capilaridade
para laminas de papel de filtro.

A drea embebida foi de aproximadamente 3x3 centimetros com distribui¢io
homogénea no papel, conforme preconizado pelo Ministério da Saide (BRASIL, 2006).

Apés secarem, cada folha de papel de filtro, foi separada por laminas de papel
celofane, para evitar a contaminagdo das amostras de sangue que foram devidamente

identificadas.

Figura 13 — Coleta de sangue em papel de filtro, Terra Indigena Krenak, MG, Novembro de 2007.
Foto: Marcos Aurélio Fulgéncio Malacco

Ap6s a colheita do material descrito, o0 mesmo foi embalado em saco pléstico contendo
silica e armazenado a temperatura ambiente durante as coletas na reserva, no fim do dia o
material era acondicionado a uma temperatura de 4 °C e posteriormente enviado em um tnico
lote para o laboratdrio de referéncia da Fundacido Ezequiel Dias.

Todo o material foi devidamente numerado e continha as mesmas informag¢des sobre o
animal tanto no bloco de papel filtro contendo o sangue quanto na ficha.

As fichas foram entregues juntamente com o material coletado, ao centro de referéncia

responsavel pelas andlises do mesmo.
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Niao foi mantida a mesma metodologia nos dois inquéritos por que nio havia tempo
suficiente para coleta de soro e nem meios adequados para armazeni-lo. Estudos que
demonstram que ambas as coletas possuem a mesma capacidade de detec¢do da infec¢ao por
Leishmania, havendo o cuidado apenas de processar as amostras de papel filtro dentro do

prazo de 30 dias. A origem dos cdes que participaram do estudo € indefinida.

4.6 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

As anélises das amostras colhidas no primeiro inquérito foram feitas em paralelo pelo
Laboratério de Epidemiologia da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e pelo
Laboratdrio Central de Referéncia de Minas Gerais (FUNED), os protocolos utilizados se

encontram anexados a este trabalho (Anexo B e C).

4.7 CALCULOS DE PREVALENCIA E INCIDENCIA

4.7.1 Taxa de incidéncia

Numero de casos novos, em determinado periodo/ nimero de individuos expostos ao

risco, no mesmo periodo X constante.

4.7.2 Taxa de prevaléncia

Numero de casos existentes, em determinado periodo / nimero de individuos X

constante.
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4.8 EUTANASIA

No transcorrer do trabalho de retirada dos cdes soropositivos nos deparamos com
pessoas desinformadas, sobre os riscos da manuten¢do de animais domésticos portadores das
leishmanioses, na proximidade dos seus domicilios. Essa falta de conhecimento ocasionou
recusas no inicio dos trabalhos de recolhimento dos cées positivos. Frente a este obsticulo,
foram ministradas palestras sobre as leishmanioses nas trés aldeias (Figura 16). Em uma das
aldeias a comunidade ndo atendeu a convocagdo, sendo que nas outras duas houve muito
interesse estando presente grande parte das comunidades locais. Apds as palestras foi

observada reducao consideravel no niimero de recusas.

Figura 14 — Palestra sendo ministrada pelo médico veterindrio do DSEI-MG/ES; Falando com a comunidade
indigena sobre as leishmanioses, com énfase no reservatdrio canino e no risco de infeccéo em pessoas jovens e
idosas; e; explicando para a comunidade indigena o ciclo de transmissdo da doenca.

Foto: Eloiza Gongalves Antdnio.

O procedimento seguiu as normas estabelecidas pela Resolugdo n.° 76, de 20 de junho
de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterindria, que dispde sobre os procedimentos e
métodos de eutandsia em animais e da outras providéncias.

As eutandsias foram executadas por médico veterinirio da FUNASA lotado no
DSEI/MG-ES. O procedimento foi feito mediante sedagdo prévia seguida de eletrochoque. As
eutandsias foram realizadas no posto de satide localizado na prépria Terra Indigena e que se
encontrava desativado. Dez cides (27,8%) detectados positivos no primeiro inquérito foram
eutandsiados. Os proprietdrios que ndo permitiram a eutandsia assinaram um termo de ci€ncia
da recusa, aos quais foram explicadas as conseqiiéncias de se manter um reservatorio da LV
na area, e lhes assegurado, conforme permitido por lei, uma contraprova a ser realizada pela

FUNED. Esse direito também foi informado e os proprietirios de alguns dos caes
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examinados, cujos resultados foram positivos e/ou indeterminados a solicitaram. A
contraprova desses cdes foi feita durante as coletas de sangue para o segundo inquérito da LV,
na Terra Krenak.

O destino dos cadaveres dos cdes eutanasiados obedeceu a RDC n° 33, de 25 de
fevereiro de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria, que dispde sobre o

Regulamento Técnico para o gerenciamento de residuos de servicos de satide.

4.8.1 Coleta de material “post-mortem”

Essas amostras foram colhidas com a finalidade de determinar qual espécie de
Leishmania sp. foi responsdvel pela positividade dos cées aos testes de EIE e IFI, visto que
ambos podem apresentar reagdes cruzadas com outros parasitos, inclusive, aqueles distantes
filogeneticamente, além de, haver possibilidade infeccdes mistas.

Foram coletadas amostras de baco, figado, linfonodos, aspirado de medula Ossea e
fragmentos de orelha dos cées durante a necropsia.

O procedimento também foi realizado por médico veterinario do DSEI-MG/ES,
responsavel pelo controle de endemias.

As amostras coletadas foram devidamente acondicionadas em tubos do tipo falcon,
embebidas em dlcool PA e devidamente identificadas. Apds a coleta as amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisa René Rachou

(LALEI-CpgRR).

4.9 DIAGNOSTICO MOLECULAR

4.9.1 Extracao de DNA das amostras de tecido animal

Foram realizadas extracdes de DNA das amostras de baco, figado, linfonodos,
aspirado de medula dssea e pele, utilizando para tal o “GenomicPrep Cells and Tissue DNA
Isolation Kit” (N° do produto: 27-5237-01); Seguindo o protocolo de execu¢do contido no

manual do kit (Anexo E).



54

Apbs o procedimento de isolamento, o DNA presente nas amostras foi dosado em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 260nm e 280nm.
As aliquotas de DNA extraido e dosado foram diluidas em TE com o fim de equivaler

a quantidade de DNA (expressa em ng/uL) presente em todas as amostras.

4.9.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para realizacio da PCR foram utilizados iniciadores que restringem a regido
conservada do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania iniciador Al e
A2: ° (C/G) (C/G) (G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC ¥ ; iniciador B: >
GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA* (DEGRAVE er al, 1994), que amplifica um
fragmento de 120 pb. As medidas utilizadas de cada reagente foram calculadas para um
volume final de 25 pL contendo 5 uLL de DNA.

O processo de amplificacdo do DNA da regido conservada (kDNA) foi realizado em
um termociclador automatico (Perkin-Elmer-Geneamp PCR System 2400).

O programa de amplificagcdo escolhido foi: 94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos
de 94°C por 30 segundos (desnaturacdo), 60°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por 30
segundos (extensdo). A ultima etapa (extensao) foi feita a 72°C por 10 minutos (ANEXO F).

Para visualizacdo dos resultados utilizou-se gel de poliacrilamida 6%, corado com
nitrato de prata a 0,2%. Aplicamos no gel 5 uL de cada produto amplificado (amostra, com
kDNA amplificado) somado a 5 pLL do tampao de amostra por canaleta. O marcador de peso

molecular foi aplicado no gel (@x174).

4.9.3 Polimorfismos de comprimento dos fragmentos de restricio (RFLP-PCR), para

identificacao das espécies de Leishmania

A técnica RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorfism-Polimerase Chain
Reaction) utiliza enzimas de restricdo capazes de separar a dupla fita do DNA existente nas
amostras previamente amplificadas pela PCR. As enzimas de restricio reconhecem uma
sequéncia especifica de nucleotideos, cujo tamanho pode variar entre 4 e 6 pares de bases. As

espécies: L. (L.) amazonensis, L (L.) braziliensis e L (L.) chagasi, possuem sequéncias de
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aminodcidos distintas entre si, o que possibilita a diferenciacdo dessas espécies através da
técnica de RFLP-PCR. As enzimas comumente utilizadas sdo a Hae III, capaz de distinguir as
trés espécies citadas acima e a Apal 1, que faz distin¢cdo entre os complexos Leishmania e
Viannia (VOLPINI, 2003).

Neste trabalho foi utilizada a enzima Hae 111 (Promega®, Madison, Wisconsin, USA),
pela sua capacidade de identificar as tré€s espécies de Leishmania, com possibilidade de

estarem causando a infecc@o na populagdo canina examinada.

4.10 CRITERIOS DE CLASSIFICACAO

4.10.1 Positividade

Dois testes foram utilizados para o diagndstico sorolégico, a saber: EIE e IFI, porém o
EIE foi utilizado apenas para triagem dos cées. A positividade dos cdes foi determinada pelos
resultados obtidos através da IFI. De acordo com as normas estabelecidas pelo Ministério da

Satide, considerou-se nesta pesquisa apenas os resultados da IFI (BRASIL, 2006).

4.10.2 Variaveis

As varidveis analisadas foram o sexo, a idade e o tipo de pelo, dos cdes pertencentes a
TIK. A classificacdo dos cdes pelo tipo de pelo foi feita pelo veterindrio responsavel pelas
coletas. A avaliacdo do comprimento dos pelos e sua determinagdo seguiu pardmetros

: ~ O I 1
inerentes a raca de cada cdo com auxilio da observagdo visual dos mesmos .

4.10.3 Sintomas

A classificag@o dos cdes como assintométicos, sintomadticos e oligossintomaticos, foi

determinada pelo nimero de sintomas encontrados, de acordo com a avaliagdo do médico

' Coube ao médico veterindrio do DSEI/MG-ES a determinacio do comprimento dos pelos dos cies.
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veterindrio responsdvel pelo controle de endemias do DSEI/MG-ES* ¢ pelas fichas de
necropsia, cedidas pelo CPqRR (ANEXO D). Os cdes sem sintomas sugestivos de LV foram
classificados como assintomadticos e os cdes que possuiam entre um e trés sintomas tipicos da
LV foram considerados oligossintomaéticos, ficando aqueles que apresentavam mais de trés

sintomas de LV classificados como sendo sintomaticos (BRASIL, 2006).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Na andlise das correlagGes entre as varidveis: sexo; idade; e; tipo de pelo, utilizamos o
programa “Epi info versdo 6.4, 2002”.

A comparagdo das taxas de prevaléncia de acordo com o sexo, a idade e o tipo de pelo
foi realizada através do teste qui-quadrado.

O nivel de significancia considerado foi o valor de p < 0,05, com intervalo de

confianga de 95%.

S RESULTADOS

5.1 ALDEIAS

5.1.1 Barra do Eme

No primeiro inquérito havia na aldeia Barra do Eme um total de 30 cées. Quando esta
populacdo foi submetida aos testes soroldgicos de EIE e IFI, foram obtidos os seguintes
resultados: 12 positivos; 12 negativos, e; seis indeterminados.

Ao momento em que se procedeu a busca dos cées positivos para eutandsia, dois deles

N

ja haviam evoluido para 6bito. Oito animais foram submetidos & eutandsia sendo que os

% Comunicagdo pessoal, do médico veterinario responsavel pelos inquéritos sorolégicos caninos na TI Krenak
DSEI/MG-ES, 11 de Abril de 2007, recebida pessoalmente.
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proprietirios de dois cdes positivos recusaram a sua entrega. Esses tultimos dois cdes se
mostraram negativos ao segundo inquérito.

No tocante aos seis caes com resultado indeterminado, um deles desapareceu e cinco
permaneceram na aldeia.

Dentre os 12 resultados negativos ocorreu um o6bito e quatro desaparecimentos
restando sete daqueles cées.

Na ocasido da realiza¢do do segundo inquérito, a populagcdo canina contava com 39
individuos, sendo que 14 deles j4 estavam presentes no primeiro inquérito. Desta forma, foi
observado um incremento de 25 caes.

Dos sete cdes negativos do primeiro inquérito, somente um se mostrou positivo no
segundo inquérito. Entre os cinco cédes indeterminados remanescentes do primeiro inquérito,
um se mostrou positivo e quatro se mostraram negativos no segundo inquérito. Os dois cdes
positivos do primeiro inquérito foram negativos no segundo inquérito.

Entre os 25 caes incrementados € os 14 remanescentes, usando 0os mesmos testes
sorologicos, foram observados os seguintes resultados no segundo inquérito: trés positivos; 34

negativos, e; dois indeterminados. Foi observada uma incidéncia de 0,03%.

5.1.2 Cacique

No primeiro inquérito havia na aldeia Cacique um total de 20 cies. Quando esta
populacdo foi submetida aos testes soroldgicos de EIE e IFI, foram obtidos os seguintes
resultados: sete positivos; 10 negativos, e; trés indeterminados.

Dois animais foram submetidos a eutandsia sendo que os proprietdrios de trés caes
positivos recusaram a sua entrega e dois desapareceram. No tocante aos trés cies com
resultado indeterminado, um deles desapareceu e dois permaneceram na aldeia.

Dentre os 10 resultados negativos ocorreram quatro desaparecimentos restando seis
daqueles caes.

Na ocasido da realiza¢do do segundo inquérito, a populagcdo canina contava com 36
individuos, sendo que 11 deles ja estavam presentes no primeiro inquérito. Desta forma, foi
observado um incremento de 25 cdes. Dentre os novos cdes inseridos na aldeia, um filhote
cuja mae apresentard resultado positivo para o teste de EIE e indeterminado para a IFI, sendo
submetida a eutandsia posteriormente. O filhote apresentou os mesmos resultados, positivo

para EIE e indeterminado para IFI, além de apresentar sintomatologia sugestiva desde o seu
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nascimento, segundo relato do proprietdrio. Os sintomas apresentados foram: alopecia
generalizada; ceratoconjutivite; dermatite furfurdcea; onicogrifose e apatia. O filhote
mencionado foi eutanasiado a pedido de seu proprietario (Figura 17).

Dos 10 cé@es negativos do primeiro inquérito, todos permaneceram negativos no
segundo inquérito. Entre os dois cdes indeterminados remanescentes do primeiro inquérito,
um se mostrou negativo no segundo inquérito. Os trés cdes positivos do primeiro inquérito
foram negativos no segundo inquérito.

Entre os 25 cées incrementados € os 11 remanescentes, usando 0s mesmos testes
soroldgicos, foram observados os seguintes resultados no segundo inquérito: trés positivos; 31

negativos, e; dois indeterminados.

Figura 15 — Fotos 1 e 2 Pinsher fémea, sororreagente para L. chagasi, apresentando alopecia localizada e
onicogrifose; Fotos 3 a 8§, filhote da Pinsher fémea das fotos 1 e 2, com sorologia positiva e sintomas
caracteristicos de LVC com idade de aproximadamente 3 meses, apresentando alopecia generalizada,
onicogrifose, dermatites e apatia.
Fotos: Eloiza Gongalves Antonio
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5.1.3 Porto da Barca

No primeiro inquérito havia na aldeia Porto da Barca um total de 13 cdes. Quando esta
populacdo foi submetida aos testes soroldgicos de EIE e IFI, foram obtidos os seguintes
resultados: 10 positivos e trés indeterminados.

Entre os 10 cées positivos seis desapareceram. No tocante aos trés cdes com resultado
indeterminado, um deles desapareceu e dois permaneceram na aldeia.

Na ocasido da realizagdo do segundo inquérito, a populacdo canina contava
com 15 individuos, sendo que seis deles jd estavam presentes no primeiro inquérito. Desta
forma, foi observado um incremento de nove cées.

Dos quatro cées positivos do primeiro inquérito, trés apresentaram resultado negativo
no segundo inquérito. Entre os trés cdes indeterminados remanescentes do primeiro inquérito,
dois se mostraram negativos no segundo inquérito e um desapareceu.

Entre os nove cdes incrementados e os seis remanescentes, usando os mesmos testes
soroldgicos, foram observados os seguintes resultados no segundo inquérito: um positivo; 13
negativos, e; um indeterminado. Nao ocorreram novos casos de LVC na aldeia Porto da Barca

no periodo entre o primeiro e o segundo inquérito.

5.2 INQUERITOS SOROLOGICOS CANINOS

5.2.1 Taxas de prevaléncia da LVC do primeiro inquérito

A taxa de prevaléncia da doenga canina encontrada foi de 40% na aldeia Barra do
Eme, 35% na aldeia Cacique e 76,9% na aldeia Porto da Barca, com uma taxa global de 46%

(Tabela O1).

Tabela 01 — Primeiro inquérito soroldgico canino para a LVC na Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas
Gerais, Brasil, 2007.

Aldeis Freqiiéncia Relativa (%) Intervalo de Confianga (95%) Prevaléncia
Indeterminado ~ Negativo Positivo  Indeterminado ~ Negativo Positivo (%)
Barra do Eme 6 (50,0) 12 (54.5) 12 (41,4) 21,1-78,9 322-75,6 235-61,1 40
Cacique 3(25,0) 10 (45.5) 7(24,1) 5,5-572 244-67,8 103-435 35
Porto da Barca 3(25,0) 0 (0,00) 10 (34,5) 5,5-572 0,0-154 179 -643 76.9

Total 12 (100) 22 (100) 29 (100) 46
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A taxa de prevaléncia da doenca canina na aldeia Barra do Eme foi de 7,7%, na aldeia
Cacique a prevaléncia foi de 8,3% e de 7,1% na aldeia Porto da Barca, com uma taxa global
de 7,8% (Tabela 02).

Tabela 02 - Freqiiéncias relativas da sorologia e prevaléncia da LVC por aldeia no segundo inquérito sorolégico
canino da LVA, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais, Brasil, abril de 2007.

Aldeis Freqiiéncia Relativa (%) Intervalo de Confianga (95%) Prevaléncia
Indeterminado ~ Negativo Positivo  Indeterminado  Negativo Positivo (%)
Barra do Eme 2 (40,0) 34 (43,6) 3(43,0) 5,3-853 324-553 99-81,6 7,7
Cacique 2 (40,0) 31(39,7) 3(43,0) 53-853 28,8-51,5 99-81,6 83
Porto da Barca 1(20,0) 13 (16,6) 1 (6,0) 0,5-71,6 9,2-26,8 0,4-57,9 7,1
Total 5 (100) 78 (100) 7 (100,0) 7,8

5.2.2 Comparacao entre as taxas de prevaléncia da LVC nos dois inquéritos na Terra

Indigena Krenak, no ano de 2007

A prevaléncia da LVC na terra indigena Krenak, no primeiro inquérito foi de 46%, no

segundo inquérito 7,8%.

Tabela 03 — Avaliag@o do nivel de significancia entre os resultados positivos e negativos por aldeias encontradas
no I inquérito sorolégico canino para a LVA, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais,
Brasil, 2007.

. Valor de p
Aldeias
Naio Corrigido Mantel-Haenszel Correcdo de Yates
Barra do Eme X Cacique 0,57 0,58 0,81
Cacique X Porto da Barca 0,01 0,01 0,01
Porto da Barca X Barra do Eme 0,01 0,01 0,02

p < 0,05 (Significativo)

Tabela 04 — Avaliagdo do nivel de significincia entre os resultados positivos e negativos por aldeias encontradas
no II inquérito sorolégico canino para a LVA, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais,
Brasil, 2007.

. Valor de p
Aldeias
Naio Corrigido Mantel-Haenszel Correcdo de Yates
Barra do Eme X Cacique 0,91 0,91 0,74
Cacique X Porto da Barca 0,84 0,84 0,70
Porto da Barca X Barra do Eme 0,90 0,90 0,63

p < 0,05 (Significativo)
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Tabela 05 — Avaliagdo do nivel de significancia entre as taxas de prevaléncia encontradas no I e no II inquérito
sorolégico canino para a LVA, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007.

) Prevaléncia (%) Valor de p
Aldeia
I I Naio Corrigido Mantel-Haenszel Corregdo de Yates
Barra do Eme 40,0 7,7 0,01 0,01 0,01
Cacique 35,0 8,3 0,01 0,01 0,02
Porto da Barca 76,9 7,1 0,01 0,01 0,01

p < 0,05 (Significativo)

5.3 DISTRIBUICAO ESPACIAL DA LVC

Através dos dados obtidos com o georreferenciamento da TIK, foi possivel estabelecer
a distribuicdo espacial da LVC cruzando os dados do georreferenciamento com os resultados
sorologicos obtidos. A representacdo da dispersdo da LVC na TIK foi analisada através de
mapas.

No primeiro inquérito houve uma distribui¢do homogénea da infec¢@o canina frente as
altas taxas de prevaléncia encontradas, em especial na aldeia Porto da Barca (76,9%).

A distribuicdo da infeccdo canina no segundo inquérito foi heterogénea, ocorrendo
apenas alguns casos isolados e as taxas de prevaléncia sofreram uma queda significativa. As
aldeias apresentaram taxas de prevaléncia extremamente proximas umas das outras.

Durante o processamento dos dados sete mapas foram gerados. Dentre os sete mapas
gerados, seis representam a situacdo em que se encontrava a ocorréncia da LVC nos dois
momentos do estudo.

Nas casas com mais de um c@o, ocorreram sobreposi¢cdes de casos, pela falta de
distincdo do programa utilizado “Map Professional versdo 7.5”. Sendo assim, visualizamos

separadamente cada resultado diagndstico de ambos os inquéritos soroepidemioldgicos.
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Primeiro Inquérito da LVC na Terra Indigena Krenak, 2007

Klometers Numero de cies indeterminados
segundo resultado da [FL:

® Indeterminados (12)
O Negativos e Positivos (51)

Mapa 3 — Distribuicdo espacial dos cdes pertencentes a Terra Indigena Krenak, com sorologia indeterminada para LVC no primeiro inquérito sorolégico canino realizado em 2007.
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Mapa 4 — Distribuicdo espacial dos cdes pertencentes a Terra Indigena Krenak, com sorologia negativa para LVC no primeiro inquérito sorolégico canino realizado em 2007.
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Mapa 5 — Distribuicdo espacial dos cdes pertencentes a Terra Indigena Krenak, com sorologia negativa para LVC no primeiro inquérito sorolégico canino realizado em 2007.
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Mapa 6 — Distribui¢do espacial dos c@es pertencentes a Terra Indigena Krenak, com sorologia indeterminada para LVC no segundo inquérito sorolégico canino realizado em 2007.
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Mapa 7 — Distribuicdo espacial dos cdes pertencentes a Terra Indigena Krenak, com sorologia negativa para LVC no segundo inquérito sorolégico canino realizado em 2007.
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Mapa 8 — Distribuicdo espacial dos cdes pertencentes a Terra Indigena Krenak, com sorologia positiva para LVC no segundo inquérito sorolégico canino realizado em 2007.
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5.4 ANALISES ESTATISTICA DA ASSOCIACAO ENTRE AS VARIAVEIS SEXO,
IDADE E TIPO DE PELO

Foi realizado o teste de Xz, para todas as varidveis, e calculadas as taxas de prevaléncia
da LVC dos inquéritos realizados. As tabelas 06 e 07 mostram os resultados obtidos

referentes a varidvel sexo, no primeiro e no segundo inquéritos, respectivamente.

Tabela 06 — Taxa de prevaléncia em LVC segundo o sexo no primeiro inquérito, Terra Indigena Krenak,
Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007.

Sexo Distri.buigﬁo N° de cides Prevaléncia N° de caes Intervalo de Confianga
Relativa (%) examinados (%) reativos (95%)
Machos 40,3 26 50,0 13 26,4— 63,4
Fémeas 59,7 37 43,2 16 35,7-73,6
Total 100,0 63 46,0 29

p= 0,59 > 0,05 (Nao Significativo)

Tabela 07 — Taxa de prevaléncia em LVC segundo o sexo no segundo inquérito, Terra Indigena Krenak,
Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007.

Sexo Distri.buigﬁo N° de cides Prevaléncia N°de caes Intervalo de Confianca
Relativa (%) examinados (%) reativos (95%)
Machos 51,12 46 10,87 5 29,0 - 96,3
Fémeas 48,88 44 4,54 2 3,7-71,0
Total 100,0 90 7,8 7

p= 0,26 > 0,05 (Nao Significativo)

As tabelas 08 e 09 mostram os resultados obtidos referentes a variavel de idade, no

primeiro e no segundo inquéritos, respectivamente.

Tabela 08 — Prevaléncia da LVC por idade no primeiro inquérito, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas
Gerais, Brasil, 2007.

Grupo Distribuicéo NP° de cies Prevaléncia N° de cées Intervalo de

Etério Relativa (%) examinados (%) Reativos Confianga (95%)
0,0-0,5 4.8 3 33,3 1 0,1 -15,3
0,5-1,0 40,3 26 42,0 11 27,2 - 62,1
1,0-12,0 16,1 10 60,0 6 6,8 —34,5
2,0-13,0 16,1 10 20,0 2 0,7-19,7
3,0-14,0 32 2 50,0 1 0,7-19,7
4,0-5,0 9,7 6 50,0 3 1,9 -23,7
5,0-16,0 4.8 3 66,7 2 0,7-19,7
> 6,0 4.8 3 100 3 1,9 -23,7
Total 100 63 46,0 29 41,7-67,5

p= 0,25 > 0,05 (Nao Significativo)
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Tabela 09 — Prevaléncia da LVC por idade no segundo inquérito, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas
Gerais, Brasil, 2007.

Grupo Distribui¢io Ne° de cies Prevaléncia N° de cdes Intervalo de

Etario Relativa (%) examinados (%) Reativos Confianga (95%)
0,0-0,5 15,9 6 0 0 0,0-41,0
0,5-1,0 30,7 26 11,5 3 9,9 -81,6
1,0-2,0 19,3 17 5,9 1 0,4-579
2,0-3,0 13,6 13 15,4 2 3,7-71,0
3,0-14,0 6,8 6 0,0 0 0,0-41,0
4,0-5,0 5,7 5 0,0 0 0,0-41,0
5,0-16,0 34 4 25,0 1 0,4-579
>6,0 4,5 5 0,0 0 0,0-41,0
Total 100 90 7.8 07 3,7-17,6

p= 0,28 > 0,05 (Nao Significativo)

As tabelas 10 e 11 mostram os resultados obtidos referentes a variavel referente ao

tipo de pélo, no primeiro e no segundo inquéritos, respectivamente.

Tabela 10 — Resultado da andlise estatistica e taxa de prevaléncia da LVC por tipo de pélo no primeiro inquérito
realizado na Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007.

Tipo de Distribuicio N° de cées Prevaléncia N° de cdes Intervalo de
Pélo Relativa (%) examinados (%) Reativos Confianca (95%)
Curto 93,6 59 44,0 26 76,3 - 98,1
Longo 6,4 4 75,0 3 1,9 -23,7
Total 100,0 63 46,0 29 41,7-67,5

p= 0,40 > 0,05 (Nao Significativo)

Tabela 11 — Resultado da andlise estatistica e taxa de prevaléncia da LVC por tipo de pélo no segundo inquérito
realizado na Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007.

Tipo de Pélo DiStri.bUi%‘ﬁO N° dc? ces Prevaléncia N° dehcﬁes InFervalo de
Relativa (%) examinados (%) Reativos Confianca (95%)
Curto 84,4 76 7.9 6 42,1 -99,6
Longo 13,3 12 8,3 1 0,4-579
Médio 2,3 2 0,0 0 0,2 -38,5
Total 100,0 90 7.8 7 0,0-41,0

p= 0,30 >0,05 (Ndo Significativo)

5.5 SINAIS CLINICOS E ALTERACOES DE ORGAOS DO SFM DE CAES
EUTANASIADOS

A porcentagem de cles assintomdticos, oligossintomdticos e sintomdticos foi de

27,3%, 54,5%, 18,2%, respectivamente, dentre os cdes eutanasiados (Tabela 12).
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Tabela 12 — Caracterizagdo quanto a presenca de sinais e sintomas da LVC nos cées eutandsiados no primeiro
inquérito soroldgico para a LVA, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007.

Classificagdo Numero de caes Porcentagem (%)
Assintométicos 3 27,3
Oligossintomaticos 6 54,5
Sintomaticos 1 18,2

Para os caes sororreagentes aos testes de ELISA e RIFI, submetidos a medida de
controle prevista pelo MS “eutandsia”, foram preenchidas fichas individuais de necropsia,
com as quais foi possivel separd-los em grupos, de acordo com os sinais clinicos avaliados em
assintomaéticos, oligossintométicos e sintomadticos.

Na figura 24 estad apresentado um cdo assintomatico, sem presenca de quaisquer sinais

clinicos de LVC.

Figura 16 - Cao assintomitico, Terra Indigena Xakriabd, Sdo Jodo das Missdes, Minas Gerais, 2007.
Foto: Eloiza Gongalves Antonio

Na figura 25 estd apresentado um cio oligossintomatico. Os sinais clinicos e
sintomas que podem ser observados sdo adenopatia linféide, pequena perda de peso, pelagem

opaca e apatia.

Figura 17 - Cao oligossintomdtico, Terra Indigena Xakriabd, Sao Jodo das Missdes, Minas Gerais, 2007.
Foto: Eloiza Gongalves Antdnio

Na Figura 26 estdo sendo apresentados cdes sintométicos que possuem todos

ou alguns sinais mais comuns da doencga, como as alteracdes cutineas (alopecia, dermatite
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furfuricea, ulceras, hiperqueratose), onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjutivite e paresia

dos membros posteriores.

Figura 18- Caes sintomadticos, Terra Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais, 2007
Foto: Eloiza Gongalves Antonio

Durante as necropsias foram preenchidas fichas clinicas com as quais foi possivel
determinar os animais infectados como sendo assintomadticos, oligossintomaticos e
sintomadticos. Foram observadas alteracdes dos 6rgdos do Sistema Fagocitario Mononuclear,
tais como: Esplenomegalia; Hepatomegalia; e; Linfoadenopatia (Tabela 13).

Material coletado para PCR e RFLP-PCR “post mortem” para detec¢do da infec¢do

por L. chagasi, nos cées soropositivos necropsiados (Figura 27).

N\

Figura 19— Esplenomegalia encontrada entre os cdes eutandsiados com sorologia positiva para L. chagasi, pinga
e tesoura cirdrgicas como parametro de tamanho, Terra Indigena Krenak, Minas Gerais, 2007.
Foto: Eloiza Gongalves Antdnio
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Tabela 13 — Alteragdes observadas nos caes eutandsiados no primeiro inquérito sorolégico para a LVA, Terra
Indigena Krenak, Resplendor, Minas Gerais, Brasil, 2007.

Sintoma Nuamero de cées Porcentagem (%)
Alopecia 3 27,3
Cegueira 1 9,1
Ceratoconjutivite 2 18,2
Dermatite furfuracea 1 9,1
Emagrecimento 10 90,9
Onicogrifose 8 72,7
Opacidade de cérneas 1 9,1
Opacidade de pélo 7 63,9
Esplenomegalia 10 100,0
Hepatomegalia 6 63,7
Linfoadenopatia 2 18,2

5.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Dentre os tecidos analisados os melhores resultados foram obtidos com as amostras de
pele e linfonodos.
A PCR das amostras de pele comprovou a positividade ja averiguada pelos testes

sorolégicos (EIE e IFI) de todos os caes necropsiados.

Dentre as 10 amostras de pele analisadas todas foram positivas para o género

Leishmania (Figura 28).

PM P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 CP CN

Figura 20 — Visualizagdo em Gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata 0,2%; Da esquerda para a
direita temos o peso molecular (PM) em seguida as amostras de pele de P1 a P10; e os controles: positivo (CP) e
controle negativo (CN). As bandas observadas nas amostras com o mesmo peso molecular do CP indicam a
presenca de DNA de Leishmania. Todas as amostras de P1 a P10 sdo positivas.

Fotos: Eloiza Gongalves Antonio
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RFLP-PCR das amostras de pele (Figura 30) e de linfonodo definiu a espécie de
Leishmania em questdo como L. (L.) chagasi, comprovando a infec¢do canina pelo agente
etiolégico da LVC. Dentre as dez amostras analisadas seis foram positivas quando utilizado o
método RFLP-PCR. Nenhuma outra espécie de Leishmania sp. foi identificada nos tecidos

examinados além da L. (L.) chagasi.

PM Lb La Lc P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10CN

Figura 21 — Visualizag¢do em gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata 0,2%, dos perfis das bandas
geradas apds a digestdo do produto amplificado através da enzima HAE IIT; Método de RFLP-PCR. Da esquerda
para direita temos o peso molecular (@174), seguido dos controles: L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e
L.(L.) chagasi. Amostras de pele de P1 a P10, por dltimo o controle negativo.

Foto: Eloiza Gongalves Antonio.

6 DISCUSSAO

Na presente pesquisa foram examinados 94% (n = 63) da populagdo canina no
primeiro inquérito e 97,8% (n = 90) no segundo, percentuais muito préximos do obtido por
FRANCA-SILVA et al. (2002) que trabalhou com 96,1% da populacdo canina de Montes
Claros/MG. SARMENTO et al. (2007) examinou 98 cides pertencentes a duas aldeias
Guarani, sem mencionar o percentual de animais trabalhados na populacdo total, nimero
préximo ao de animais trabalhados no segundo inquérito canino da Terra Indigena Krenak.

No primeiro inquérito as amostras foram coletadas na forma de sangue total para
posterior retirada da fracdo de soro. A este respeito, BRAGA et al. (1998) em seu trabalho
encontrou de 1,84 a 2,85 vezes mais cées positivos quando trabalhando com as amostras de
soro, do que quando usou amostras de eluato. Por sua vez PALATINIK et al. (2001) bem

como FERREIRA et al. (2004), observaram em suas pesquisas maior nimero de falso-



74

negativos quando utilizaram eluatos do que quando utilizaram soro. Tudo isso reforca a
fidedignidade dos resultados obtidos nesta etapa da pesquisa.

No segundo inquérito foi utilizada a coleta de amostras em papel filtro para a posterior
extracdo de eluato de soro. A despeito dos achados de varios autores (BRAGA et al., 1998;
PALATINIK et al. 2001; FERREIRA et al., 2004) alguns pesquisadores vem utilizando o
eluato para o diagnostico de diversas doengas infecciosas dentre elas a LVC, encontrando
altos indices de concordancia com os resultados obtidos pelo uso de soro (MACHADO-
COELHO et al., 1995; GOMES et al., 2001). A este propdsito Da SILVA, (2005) em testes
de EIE e IFI no diagndstico da LVC, encontrou alta concordancia entre os resultados obtidos
com eluato e soro.

Segundo, GENARO et al. (2002) a IFI ndo é uma técnica espécie-especifica,
possibilitando reacdes cruzadas com outros tripanosomatideos dificultando o seu uso em areas
que ocorre Doenca de Chagas e Leishmaniose Tegumentar. Isto nos levou a confirmagdo do
agente etioldgico por meios moleculares mais sensiveis e especificos, quando comparados aos
testes sorologicos. Uma vez que existe registro de casos da leishmaniose tegumentar
americana por Leishmania braziliensis na TIK, os cdes reativos poderiam ser portadores de
infec¢des mistas ou ainda de infeccdo por Leishmania braziliensis. Desta forma, o teste de
PCR se mostrou muito tutil para verificar a real positividade para o género Leishmania,
corroborando com os resultados satisfatérios obtidos por QUARESMA (2007). Ja o teste
RFLP-PCR foi usado na determinagdo da infeccdo unicamente por Leishmania chagasi em
todos os cdes positivos os quais foram submetidos a eutandsia no presente estudo.

A inusitada prevaléncia encontrada no primeiro inquérito (46%) supera em muito a
média da prevaléncia da LVC no Brasil que gira em torno de 1,9 a 35% (EVANS et al., 1990;
NUNES et al., 1991). Geralmente as taxas encontradas no Brasil sdo menores, como segue:
23,5% em Jequi¢/BA (PARANHOS-SILVA et al., 1996); 36% em Jacobina/BA (ASHFORD
et al., 1998); 25,8% em Barra de Guaratiba/R] (CABRERA, 1999); 9,7% em Montes
Claros/MG (FRANCA-SILVA et al., 2002); 13,7% na zona urbana e 12,4% na zona rural em
Governador Valadares (MALAQUIAS et al., 2006); 21,4% em cies de rua e 26,2% em caes
domésticos de Itamaracd/PE (RONDON et al., 2008). No entanto a literatura cita algumas
situacdes onde a prevaléncia supera a média esperada para o pais, como por exemplo no
trabalho executado em Teresina/PI, onde se encontrou 42% de prevaléncia com o registro da
incidéncia de 35% (COSTA, TAPETY & WERNECK, 2007) ou no trabalho realizado em
Itapipoca/CE onde se registrou a prevaléncia de 39% (EVANS et al., 1992). No entanto

nenhum dos trabalhos encontrados superou a prevaléncia encontrada na presente pesquisa.
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Embora se tenha encontrado prevaléncia de 46% no primeiro inquérito, na analise das
prevaléncias por aldeia da TIK, foram encontrados os valores de 76,9% para Porto da Barca,
40% para Barra do Eme e 35% para Cacique. Observe-se que a excecdo da aldeia Cacique, as
demais aldeias se encontravam com prevaléncia acima dos valores esperados para o Brasil, de
acordo com informagdes de EVANS et al. (1990) e NUNES et al. (1991).

Sdo recomendadas estratégias de controle da LV no Brasil envolvendo tratamento
sisteméatico de casos humanos, eliminagdo de cdes soropositivos e uso de inseticidas residuais
nas casas € nos abrigos dos animais (VIEIRA & COELHO, 1998; BRASIL, 2006). Entre os
dois inquéritos da presente abordagem houve uma reducio de 38,2% e a tnica intervencao
executada foi a retirada e subsequente eutandsia de cies positivos apds o primeiro inquérito.
Alguns trabalhos mencionam que somente a retirada dos cdes positivos ndo possui efeito
relevante na redugdo da prevaléncia da LV (EVANS et al., 1992; DYE, 1996; DIETZE et al.,
1997; PARANHOS-SILVA et al., 1998). No entanto, intervindo somente com a retirada de
caes positivos, ASHFORD et al. (1998) conseguiram reducio da prevaléncia da LVC de 36%
para 10% no periodo de dois anos em Jacobina/BA. Observe-se, no entanto, que a redugdo de
prevaléncia observada no trabalho de ASHFORD ez al. (1998) ndo chega a ser tdo acentuada
quanto a observada no presente trabalho. No municipio de Porteirinha/MG foi verificado que
a retirada sistematica de c@es positivos associada a medidas de controle vetorial
proporcionaram redugdo da incidéncia da LV tanto em humanos quanto na populacio canina
(FRANCA-SILVA et al., 2005).

Em vista da redugdo de prevaléncia da LVC mediante a retirada dos cdes positivos
observada no presente trabalho, hd que se relevar a importancia deste feito em relagdo a saide
dos indigenas residentes na localidade abordada. A este respeito, SOUZA, et al. (2008)
avaliaram dois tipos de interven¢do executadas em Feira de Santana/BA: aplicacdo residual de
inseticidas associada a retirada de cdes positivos ao teste de ELISA, e; aplicacao residual de
inseticidas sem qualquer intervenc¢do na populagdo canina. A retirada dos cées associada a
aplica¢do de depositos residuais de inseticidas apresentou-se melhor do que a aplicacdo de
inseticidas isoladamente. Quando trabalhando com as medidas associadas foi obtida redugio
na taxa de incidéncia de casos humanos de LV em 29% no primeiro ano e 44% no segundo
ano. Segundo eles, o efeito protetor da triagem e eliminacdo de cdes encontra fundamento no
conhecimento atual sobre a transmissdo dessa infec¢do, pois ao retirar cies infectados reduz-
se a quantidade de fontes de infecc¢do para os flebétomos. Outros estudos, entretanto, referem
ndo haver correlagdo entre a prevaléncia da infec¢do canina e a incidéncia da LV em

humanos, sugerindo a existéncia de outros possiveis fatores de interferéncia na efetividade da



76

retirada de cdes como medida de controle da LV (OLIVEIRA E ARAUJO, 2003; EVANS et
al., 1992; ASHFORD et al., 1998; COURTENAY et al., 2002).

A realizacdo dos inquéritos soroldgicos caninos na TIK mesmo sem ter sido registrado
qualquer caso humano ou canino da LV tem importancia que transcende a simples verificacio
da presenca desta parasitose. A este respeito, EVANGELISTA, GONCALVES & SIBAJEV
(2009), trabalharam no municipio de Boa Vista/RR, onde a quase totalidade da populacdo
acometida era indigena. Dessa forma, ressaltam a importincia de se controlar a doenga canina
em virtude da presenca de vetores e de populagdo humana suscetivel. Anteriormente ALVES
e BEVILAQUA (2004), ja ressaltavam a importancia do controle da populacdo canina
positiva para LV buscando evitar o aparecimento de casos humanos que muitas vezes podem
ser fatais.

Os cédes positivos para LV e assintomdticos geralmente ocupam boa parte do
contingente de animais infectados (BRASIL, 2006). A este respeito, OLIVEIRA et al. (1998)
enaltecem a importancia do inquérito soroldgico canino para a identificacio dos animais
infectados. Além disso, afirma-se que os reservatdrios caninos possuem papel fundamental na
expansdo da doenca em dreas endémicas (SANTOS et al., 2005). Segundo SENRA et al.
(1986) os caes positivos e aparentemente sadios t€ém grande importancia epidemioldgica, pois
a primeira vista podem levar a se subestimar a infecc@o pela Leishmania chagasi. Enquanto
MARZOCHI (1985) menciona 63,2% de cides assintomdticos entre a populacdo de animais
positivos, no presente estudo observou-se 27,3% de caes assintométicos, mostrando que neste
caso o numero de assintomadticos estava aquém do esperado. No entanto este pequeno nimero
de assintomadticos causou problemas no momento do recolhimento dos animais para eutanésia,
pois os donos se recusavam a entregd-los, alegando que os mesmos estavam sadios. Isto
reveste de importancia a execucdo do presente inquérito, para a identificacdo destes animais.

Alguns autores pontuam correlagdo positiva entre LVC e varidveis tais como sexo
(ALENCAR & CUNHA, 1963; LANOTTE e al, 1975; AMORA, 2006; DANTAS-
TORRES, BRITO & BRANDAO-FILHO, 2006), idade (ALENCAR & CUNHA, 1963;
LANOTTE et al., 1975; POZIO et al., 1981; ABRANCHES et al., 1991; BORGES, 2006;
DANTAS-TORRES, BRITO & BRANDAO-FILHO, 2006) e comprimento dos pelos
(POZIO et al., 1981; FRANCA-SILVA et al., 2003). Por outro lado, outros autores nao
conseguiram identificar correlacio entre LVC e quaisquer varidveis relacionadas aos animais
(FEITOSA et al., 2000; GONTIO & MELO, 2004; SOUZA & ALMEIDA., 2008). Da
mesma forma, na presente pesquisa nao foi encontrada correlagdo positiva entre LVC e sexo,

idade e comprimento dos pelos dos animais positivos.
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Ainda em relacdo ao controle, o tratamento do cdo ndo é uma medida recomendada,
pois ndo diminui a importincia do cdo como reservatério do parasito. As tentativas de
tratamento da leishmaniose visceral canina, por meio de drogas tradicionalmente empregadas
(antimoniato de N- metil glucamina, anfotericina B, isotionato de pentamidina, alopurinol,
cetoconazol, fluconazol, miconazol, itraconazol), tem tido baixa eficacia. O uso rotineiro de
drogas em cdes induz a remissdo tempordria dos sinais clinicos, ndo previne a ocorréncia de
recidivas, tem efeito limitado na infectividade de flebotmomineos e levam ao risco de
selecionar parasitos resistentes as drogas utilizadas para o tratamento humano (BRASIL,
2006).

Além disso, o uso do antimoniato de N-metil-glucamina, utilizada na terapéutica
humana, foi testado em caes, com diferentes esquemas terapéuticos e, no entanto, resultaram
em fracasso e, muitas vezes, exarcebacdo da doenca, provocando intensa dermatite furfuracea;
outras vezes, ocorrendo apenas melhoria do estado geral e dos sintomas, mas com
parasitismo, sobrevindo a morte antes do término do mesmo (BRASIL, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) recomenda que os medicamentos utilizados
para tratar humanos ndo sejam utilizados em cées. A esse respeito, a Portaria interministerial
N° 1.426 publicada no Didrio Oficial da Unido n°133, em 6 de julho de 2008, proibe o
tratamento da leishmaniose visceral canina com produtos de uso humano ou nio registrados
no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).

A rotina de captura de cées errantes € essencial, especialmente em areas urbanas, por
ser fonte disseminadora de diversas doencgas de importincia médica-sanitdria, entre elas a
LV, devendo esta ser realizada pelo municipio rotineiramente de acordo com as normas
estabelecidas no codigo sanitario.

Em 4reas com transmissdo de LV humana ou canina, é recomendado que seja
realizado previamente o exame soroldgico canino antes de proceder a doagdo de cies. Caso o
resultado seja sororreagente, deverdo ser adotadas as medidas de vigilancia e controle
recomendadas pelo Programa de Controle da LV — Norma Técnica — 2006, expedida pelo
MS.

Atualmente, existem duas vacinas contra a leishmaniose visceral canina registrada no
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Para uma delas, a LEISH IMUNE®,
ainda ndo ha dados na literatura que confirmem seu custo-beneficio e efetividade para o

controle de reservatdrio da leishmaniose visceral canina em programas de satdde publica. E a
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outra, a LEISH TEC®, apesar de ter sido aprovada pelos seus resultados preliminares nos
ensaios de Fase I e II, ainda estd em fase de avaliacdo em ensaio clinico de Fase 1.

Os canis de residéncias e, principalmente, os canis de “pet shop”, clinicas
veterindrias, abrigo de animais, hospitais veterindrios e os que estdo sob a administracio
publica devem utilizar obrigatoriamente telas do tipo malha fina, com objetivo de evitar a
entrada de flebotomineos e conseqiientemente a redugdo do contato com os caes.

Em condi¢des experimentais, foi demonstrada a eficdcia na utilizacdo de coleiras
impregnadas com deltametrina 4% como medida de protec@o individual para os cdes contra
picadas de flebotomineos. Entretanto, para a sua ado¢do em programas de saide publica, a
fim de interromper o ciclo de transmissio doméstico, € necessdrio executar estudos

longitudinais que demonstrem sua efetividade como medida de controle (BRASIL, 2006).

6.1 LIMITACOES DO ESTUDO

Durante a realizacio do estudo entraves de cardter técnico ocorreram. A realizacido dos
inquéritos soroldgicos ndo foi executada com a mesma metodologia. No segundo inquérito
realizado ndo haviam meios adequados para o acondicionamento de amostras de soro total,
além da falta de material suficiente para todas as coletas. Acreditamos, no entanto, que esses
procedimentos ndo interferiram nos resultados, pois segundo da Silva (2005) ambas as coletas
(sangue total e papel de filtro) possuem a mesma capacidade de detec¢do da infecg¢do por
Leishmania sp., quando se tomam os cuidados necessarios no acondicionamento das
amostras, e quando a sorologia do papel filtro € processada dentro do prazo de 30 dias.

Como os cuidados de conservacdo foram tomados e frente a necessidade de
realizarmos o segundo inquérito para avaliacdo das taxas de prevaléncia da LVC na TIK, apds
a retirada dos cées positivos, o0 mesmo foi executado e as amostras foram coletadas em papel
filtro. A opcdo por papel de filtro foi feita pela FUNASA, que justificou optar por este tipo de
coleta em decorréncia da falta de material e tempo habil, alegando que as coletas de sangue

total sdo dispendiosas e demoradas.

3: Comunicagio pessoal do professor George Luis Lins Coelho-Machado, em 20 de outubro de 2008, recebida
pessoalmente.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados encontrados na presente pesquisa, conclui-se que:

= Confirmou-se a infec¢@o de cdes por L. (L.) chagasi na TIK; a PCR e RFLP-PCR, foram
ferramentas uteis e de alta sensibilidade para identificacdo da espécie L. (L.) chagasi na
populacdo canina da TIK;

= a0 exame pela RFLP-PCR ndo foi encontrada infeccdo mista de Leishmania braziliensis e
Leishmania chagasi entre os caes necropsiados;

= ndo foi encontrada correlacdo significativa entre LVC e sexo, idade e tipo de pelo dos
cées;

= foi encontrada distribuicio homogénea dos casos de LVC no primeiro inquérito, apds a
intervencdo de controle observou-se apenas casos isolados; encontrou-se diferenca
estatisticamente significativa entre as trés aldeias somente no primeiro inquérito
soroldgico canino.

= entre os cdes necropsiados, 54,5% eram oligossintomadticos, 27,3% eram assintomaticos e
18,2% eram sintomadticos; Entre os cdes submetidos a necropsia, os sinais clinicos mais
frequentes foram esplenomegalia, hepatomegalia, emagrecimento, onicogrifose,
opacidade de pelo, linfoadenopatia, alopecia e ceratoconjutivite;

= as alteracdes mais frequentes nos orgdos do SFM foram a esplenomegalia (100%),

hepatomegalia (63,7%) e linfadenopatia (18,2%);

8 CONSIDERACOES FINAIS

Para compreendermos melhor a epidemiologia da leishmaniose visceral canina e evitar
o surgimento de casos humanos na Terra Indigena Krenak, se fazem necessarios inquéritos
sorologicos caninos periddicos, seguidos da retirada dos cdes soropositivos e estudos sobre a
densidade de flebotomineos. Além disso, é necessirio o acompanhamento da populagio
canina com €nfase na origem dos cdes introduzidos na terra indigena. A busca ativa de casos
humanos também € de extrema importincia por existirem relatos de casos suspeitos sem

notificacgdo.
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ANEXO A - FUNDAMENTOS LEGAIS

1) Constituicdo Federal

O Artigo 6° reza: “Sdo direitos sociais a educacdo, a saude, o trabalho, o lazer, a
seguranca, a previdéncia social, a protecdo a maternidade e a infancia, a assisténcia aos
desamparados, na forma desta Constituicdo.” O Inciso XI do Artigo 20° estabelece como
bem da Unido: “as terras tradicionalmente ocupadas pelos indios.” O Inciso XIV do Artigo
22° estabelece que compete privativamente a Unido legislar sobre populagdes indigenas. O
Inciso V do Artigo 129° da Constitui¢do estabelece como fung¢@o institucional do Ministério
Publico defender judicialmente os direitos e interesses das populagdes indigenas. O Pardgrafo
1° do Artigo 215° garante, dentre outras coisas, a observacdo da medicina tradicional dos
povos, pois reza que: “O Estado protegerd as manifestacoes das culturas populares,

indigenas e afro-brasileiras, e das de outros grupos participantes do processo civilizatorio

nacional.”

Pela sua importancia, transcreve-se, a seguir, o Capitulo VIII, Dos Indios:

CAPITULO VI
Dos Indios

Art. 231. Sao reconhecidos aos indios sua organizacdo social, costumes, linguas, crencas e
tradicoes, e os direitos origindrios sobre as terras que tradicionalmente ocupam, competindo
a Unido demarcd-las, proteger e fazer respeitar todos os seus bens.

§ 1.° Sao terras tradicionalmente ocupadas pelos indios as por eles habitadas em cardter
permanente, as utilizadas para suas atividades produtivas, as imprescindiveis a preservacdo
dos recursos ambientais necessdrios a seu bem-estar e as necessdrias a sua reproducdo fisica
e cultural, segundo seus usos, costumes e tradicoes.

§ 2.° As terras tradicionalmente ocupadas pelos indios destinam-se a sua posse permanente,
cabendo-lhes o usufruto exclusivo das riquezas do solo, dos rios e dos lagos nelas existentes.

§ 3.2 O aproveitamento dos recursos hidricos, incluidos os potenciais energéticos, a pesquisa
e a lavra das riquezas minerais em terras indigenas so podem ser efetivados com autorizacdo
do Congresso Nacional, ouvidas as comunidades afetadas, ficando-lhes assegurada
participacdo nos resultados da lavra, na forma da lei.

§ 4.° As terras de que trata este artigo sdo inaliendveis e indisponiveis, e os direitos sobre
elas, imprescritiveis.
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§ 5. E vedada a remogdo dos grupos indigenas de suas terras, salvo, ad referendum do
Congresso Nacional, em caso de catdstrofe ou epidemia que ponha em risco sua populagdo,
ou no interesse da soberania do Pais, apos deliberacdo do Congresso Nacional, garantido,
em qualquer hipdtese, o retorno imediato logo que cesse o risco.

§ 6.° Sdo nulos e extintos, ndo produzindo efeitos juridicos, os atos que tenham por objeto a
ocupacdo, o dominio e a posse das terras a que se refere este artigo, ou a exploracdo das
riquezas naturais do solo, dos rios e dos lagos nelas existentes, ressalvado relevante interesse
publico da Unido, segundo o que dispuser lei complementar, ndo gerando a nulidade e a
extingdo direito a indenizagcdo ou a acdes contra a Unido, salvo, na forma da lei, quanto as
benfeitorias derivadas da ocupacdo de boa-fé.

§ 7.° Ndo se aplica as terras indigenas o disposto no art. 174, §§ 3. e 4.°.

Art. 232. Os indios, suas comunidades e organizacdes sdo partes legitimas para ingressar em
Jjuizo em defesa de seus direitos e interesses, intervindo o Ministério Publico em todos os atos
do processo.

2) Decreto Federal N° 3156, de 27 de agosto de 1999

O Decreto Federal N° 3156, de 27 de agosto de 1999, dispde sobre as condi¢des para a
prestacdo de assisténcia a satide dos povos indigenas, no dmbito do Sistema Unico de Satide,
pelo Ministério da Saude, altera dispositivos dos Decretos nimeros 564, de 8 de junho de
1992, e 1.61, de 19 de maio de 1994, e d4 outras providéncias.

Os Artigos primeiro a quarto definem o escopo das acdes e o responsaveis pela
execucdo e financiamento, como segue:

“Art. 1° A atencdo a savde indigena é dever da Unido e serd prestada de acordo com a
Constituicdo e com a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, objetivando a universidade, a
integralidade e a equanimidade dos servicos de saiide.

Pardgrafo unico. As acdes e servicos de saiide prestados aos indios pela Unido ndo
prejudicam as desenvolvidas pelos Municipios e Estados, no dmbito do Sistema Unico de
Saiide.

Art. 2° Para o cumprimento do disposto no artigo anterior, deverdo ser observadas as
seguintes diretrizes destinadas a promocdo, protecdo e recuperacdo da saide do indio,
objetivando o alcance do equilibrio bio-psico-social, com o reconhecimento do valor e da
complementaridade das prdticas da medicina indigena, segundo as peculiaridades de cada
comunidade, o perfil epidemiologico e a condicdo sanitdria:

I - o desenvolvimento de esforcos que contribuam para o equilibrio da vida econdémica,
politica e social das comunidades indigenas;

Il - a redugdo da mortalidade, em especial a materna e infantil;
11 - a interrupgdo do ciclo de doengas transmissiveis;
IV - o controle da desnutri¢do, da cdrie dental e da doenga periodontal;

V - a restauracdo das condicdes ambientais, cuja violacdo se relacione diretamente com o
surgimento de doengas e de outros agravos da saiide;
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VI - a assisténcia médica e odontoldgica integral, prestada por instituicdes piiblicas em
parceria com organizagoes indigenas e outras da sociedade civil;

VII - a garantia aos indios e as comunidades indigenas de acesso as acdes de nivel
primdrio, secunddrio e tercidrio do Sistema Unico de Saiide - SUS;

VIII - a participacdo das comunidades indigenas envolvidas na elaboracdo da politica de
satide indigena, de seus programas e projetos de implementacdo; e

IX - o reconhecimento da organizacdo social e politica, dos costumes, das linguas, das
crengas e das tradicoes dos indios.

N

Pardgrafo tnico. A organizacdo das atividades de atencdo a saiide das populacoes
indigenas dar-se-d no ambito do Sistema Unico de Saiide e efetivar-se-d, progressivamente,
por intermédio dos Distritos Sanitdrios Especiais Indigenas, ficando assegurados os servicos
de atendimento bdsico no dmbito das terras indigenas.

Art. 3° O Ministério da Saiide estabelecerd as politicas e diretrizes para promogdo,
prevengdo e recuperacdo da satide do indio, cujas acdes serdo executadas pela Fundagdo
Nacional de Saiide - FUNASA.

Pardgrafo tinico. A FUNAI comunicard a FUNASA a existéncia de grupos indigenas
isolados, com vistas ao atendimento de saide especifico.

Art. 4° Para os fins previstos neste Decreto, o Ministério da Saiide poderd promover os
meios necessdrios para que os Estado, Municipios e entidades governamentais e ndo-
governamentais atuem em prol da eficdcia das acdes de saiide indigena, observadas as
diretrizes estabelecidas no art. 2° deste Decreto.”

A execucdo das atividades por Distritos Sanitdrios Especiais Indigenas (DSEls) estd
prevista no Artigo 8° que menciona: “A FUNASA contard com Distritos Sanitdrios Especiais
Indigenas destinados ao apoio e a prestagdo de assisténcia a saide das populacdes

indigenas.”
3) Lei Federal N° 9836, de 23 de setembro de 1999, Lei Arouca

A Lei Federal N° 9836, de 23 de setembro de 1999, Lei Arouca, acrescenta
dispositivos a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, que “dispde sobre as condicbes para
a promogdo, protecdo e recupera¢do da satide, a organizagcdo e o funcionamento dos servigos
correspondentes e dd outras providéncias”, instituindo o Subsistema de Atengdo a Saude
Indigena.

E relevante pontuar que o Art. 19-F estabelece que “dever-se-d obrigatoriamente levar
em consideracdo a realidade local e as especificidades da cultura dos povos indigenas e o
modelo a ser adotado para a atencdo a saide indigena, que se deve pautar por uma
abordagem diferenciada e global, contemplando os aspectos de assisténcia a saide,

saneamento bdsico, nutricdo, habitacdo, meio ambiente, demarcacdo de terras, educacdo

sanitdria e integragdo institucional.”
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O Paragrafo Primeiro do Artigo 19°-G prescreve que o Subsistema de Atencdo a

Satide Indigena terd como base os Distritos Sanitarios Especiais Indigenas.

4) Portaria N° 852, do Presidente da FUNASA, de 30 de setembro de 1999

A Portaria N° 852, do Presidente da FUNASA, de 30 de setembro de 1999, cria os
Distritos Sanitarios Especiais Indigenas, os Conselhos Distritais de Saude Indigena e os

Conselhos Locais de Saide Indigena. Ela também estabelece as atribuicdes dos Chefes dos

DSEIs e das Casas de Apoio a Satde do Indio (CASAD).
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ANEXO B — ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE); AMOSTRAS DE SORO: MANUAL
DE INSTRUCOES DE USO DO KIT EIE — LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA — BIO-

MANGUINHOS

Material fornecido pelo kit EIE — Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos

Identificacio Componentes Apresentagdo
R-01 Diluente de amostra/conjugado [5X] 2 Frascos de 45 mL
R-02 Lecitina de leite 1 Sacode 10 g
R-03 Tampdo de lavagem [20X] 2 Frascos de 60 mL
R-04 Diluente do substrato 1 Frasco de 60 mL
R-05 Cromégeno (TMB) 1 Frasco de 0,7 mL
R-06 Substrato (H,0O,) 1 Frasco de 0,2 mL
R-07 Acido sulfirico 2 M 1 Frasco de 30 mL
R-08 Controle Positivo 1 Frasco de 0,25 mL
R-09 Controle Negativo 1 Frasco de 0,25 mL
R-10 Conjugado 1 Frasco de 0,4 mL
R-11 Molduras c/ 6 strips duplas sensibilizadas 4 Molduras

Folhas Adesivas 8 Folhas
Manual de instrugdes de uso 1 Manual
Procedimento do teste para amostras de soro:
1 — Preparo do diluente de amostras/conjugado:
Ne strips duplas NP° reacdes R-01 (5X) R-02 (pesar) H,O destilada
1 até 16 3 mL 03¢g 12 mL
2 até 32 6 mL 0,6 g 24 mL
3 até 48 & mL 08¢g 32mL
4 até 64 10 mL lg 40 mL
5 até 80 12 mL 12¢g 48 mL
6 até 96 6 mL l4g 56 mL

2 — Diluir em tubos 5 gL dos controles e das amostras de soros de cdes a serem analisadas,

previamente homozeinizadas, em 500 4L do diluente de amostra/conjugado (1:100).

3 — Distribuir 100 gL dos controles ja diluidos da seguinte forma: na coluna 1 fileira “A” e

“B” o controle positivo, na “C” e “D” o controle negativo, na “E” e “F’ somente o diluente de

amostra/conjugado (sem soro) que servird de controle do conjugado. Nos outros orificios,
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distribuir 100 4L das amostras testes, ja diluidas nos respectivos orificios correspondentes

(seguir protocolo).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

A cr 3 11 19 27 35 43 51 59 67 75 83
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

B cr 4 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

¢ N 5 13 21 29 37 45 53 61 69 77 85
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

P N 6 6 22 30 38 46 54 62 70 78 86
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

E 58 7 15 23 31 39 47 55 63 71 79 87
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

F 58 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

H 2 10 18 26 34 42 50 58 66 74 82 90
CP = Controle Positivo CN = Controle Negativo SS = Sem Soro

4 — Selar os “strips” com folha adesiva e incubar a 37°C por 30 minutos.
5 — Preparo do tampao de lavagem:

Volumes necessarios quando se utiliza lavadores automaticos:

N° strips duplas N° de placas R-03 H,O destilada
até 3 2] 20 mL 380 mL
até 6 1 25 mL 475 mL
até 9 1Y% 30 mL 570 mL
até 12 2 35 mL 665 mL
até 15 2V 40 mL 760 mL
até 18 3 45 mL 855 mL
até 21 3% 50 mL 950 mL
até 24 4 55 mL 1045 mL

6 — Deslocar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o contetdo e lavar 6 vezes com tampao
de lavagem (200 pL/orificio). Aguardar 30 a 60 segundos entre cada lavagem.

7 — Diluir o conjugado no diluente de amostra/conjugado, preparado anteriormente.

N° strips duplas N° reacdes R-01 diluido R-10
1 até 16 5mL 5 UL
2 até 32 5mL 5 uL
3 até 48 10 mL 10 pL
4 até 64 10 mL 10 L
5 até 80 15mL 15 ul
6 até 96 15mL 15 ul
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8 — Homogeneizar bem e distribuir 100 4L da dilui¢do do conjugado em cada orificio “strips”.
9 — Selar e incubar os “strips” conforme descrito no item 4 e aspirar e lavar conforme descrito
no item 6.

10 — Preparar o substrato alguns minutos antes do uso, preferencialmente em frasco escuro.

11 — Preparo do substrato:

Ne strips duplas N° reacdes R-04 R-05 R-06
1 até 16 2,5mL 25 ul SuL
2 até 32 4 mL 40 pL 8 uL
3 até 48 6mL 60 uL 12 4L
4 até 64 8 mL 80 uL 16 uL
5 até 80 10 mL 100 uL 20 uL
6 até 96 12 mL 120 L 24 yul.

12 — Distribuir 100 #L do substrato rapidamente em todos os orificios.

13 — Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo de luz, durante 30 minutos.

6 — Bloquear a reacdo adicionando 50 L de acido sulfirico 2 M em todos os orificios. Em
seguida, proceder a leitura.

15 — Leitura:

Ligar o espectrofotdmetro para microplacas, equipado com filtro de 450nm para
leitura e sem a utilizacdo de filtro de referéncia (620-630nm). Apés alguns minutos para
estabilizacdo do feixe de luz, zerar o aparelho no ar (sem a microplaca) e em seguida, iniciar a
leitura da microplaca de teste.

16 — Célculo do “Cut-off” (ponto de corte): CO = X CN x 2

CO = “Cut-Off”

X CN = Média da densidade o6tica dos orificios do Controle Negativo

17 — Resultados:

Amostras reagentes = As que apresentam densidade 6tica igual ou superior ao “Cut-Off”.
Amostras ndo reagentes = As que apresentam densidade 6tica inferior ao “Cut-Off”

18 — Faixa Cinza
CcO

- . Faixa .
Amostras nio reativas Cinza Amostras reativas

19 — Validacgdo do teste:
Considerar o teste vdlido quando os valores da DO (densidade 6tica) estiverem na faixa

descrita a seguir:
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- Controle positivo: > 0, 500 de DO
- Controle negativo: =0, 500 <0, 120 de DO

5.6.1 Ensaio imunoenzimatico (EIE) amostras colhidas em papel de filtro

1 — Preparo do diluente de amostras/conjugado:

N° strips duplas N° reagdes R-01 (5X) R-02 (pesar) H,O destilada
1 até 16 3 mL 03¢g 12 mL
2 até 32 6 mL 0,6 g 24 mL
3 até 48 8 mL 0,8¢g 32 mL
4 até 64 10 mL lg 40 mL
5 até 80 12 mL 12¢g 48 mL
6 até 96 6 mL l4g 56 mL

2 — Em tubos previamente descontaminados, limpos e secos, colocar 2 picotes (6 mm) de cada
amostra coletada em papel de filtro Whatman n° 1 ou 1 picote (6 mm) para papel Klabin 80,
nos tubos correspondentes.

3 — Adicionar 400 gL de diluente de amostra/conjugado por tubo, para as amostras coletadas
em papel Whatman n° 1 ou 500 gL para amostras coletadas em papel Kablin 80.

4 — Colocar a estante de tubos em agitador rotacional para eluir as amostras coletadas em
papel de filtro. Deixar os tubos em leve agitacao por 1 hora.

5 — Diluir em tubos, 5 gl dos soros controle positivo e negativo, previamente
homogeneizados, em 500 L. do diluente de amostra/conjugado (1:100).

6 — Distribuir 100 gL dos controles e das amostras eluidas da seguinte forma: na coluna 1
fileira “A” e “B” o soro controle positivo, na “C” e “D” o controle negativo, na “E” e “F”
somente o diluente de amostra/conjugado (sem soro) que servird de controle do conjugado.
Nos outros orificios, distribuir 100 4L das amostras teste ja eluidas, nos respectivos orificios

correspondentes (seguir protocolo).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

A cr 3 11 19 27 35 43 51 59 67 75 83
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

i cr 4 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

¢ N 5 13 21 29 37 45 53 61 69 77 85
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

P N 6 6 22 30 38 46 54 62 70 78 86
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

B s 7 15 23 31 39 47 55 63 71 79 87
F ss Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

H 2 10 18 26 34 42 50 58 66 74 82 90

CP = Controle Positivo CN = Controle Negativo SS =Sem Soro




7 — Selar os “strips” com a folha adesiva e incubar a 37°C por 30 minutos.

8 — Preparo do tampdo de lavagem:

Volumes necessarios quando se utiliza lavadores automaticos:

Ne strips duplas N° de placas R-03 H,O destilada
até 3 %3 20 mL 380 mL
até 6 1 25 mL 475 mL
até 9 1% 30 mL 570 mL
até 12 2 35mL 665 mL
até 15 2% 40 mL 760 mL
até 18 3 45 mL 855 mL
até 21 3% 50 mL 950 mL
até 24 4 55 mL 1045 mL
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9 — Deslocar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o conteido e lavar 6 vezes com tampao

de lavagem (200 pL/orificio). Aguardar 30 a 60 segundos entre cada lavagem.

10 — Preparo do conjugado:

N° strips duplas N° reagdes R-01 diluido R-10
1 até 16 5mL S5uL
2 até 32 5mL S5uL
3 até 48 10 mL 10 pL
4 até 64 10 mL 10 4L
5 até 80 15mL 15 uL
6 até 96 15mL 15 ul

11 — Homogeneizar bem e distribuir 100 4L da diluicdo do conjugado em cada orificio dos

“strips”.

12 — Selar e incubar os “strips” conforme descrito no item 7 e aspirar e lavar conforme

descrito no item 9.

13 — Preparar o substrato alguns minutos antes do uso, preferencialmente em frasco escuro.

6 — Preparo do substrato:

NP strips duplas N° reacdes R-04 R-05 R-06
1 até 16 2,5mL 25 uL S5uL
2 até 32 4 mL 40 ul 8 UL
3 até 48 6 mL 60 1L 12 4L
4 até 64 & mL 80 uL 16 L
5 até 80 10 mL 100 uL 20 uL
6 até 96 12 mL 120 uL 24 uL
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15 — Distribuir 100 #L do substrato rapidamente em todos os orificios.

16 — Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo de luz, durante 30 minutos.

17 — Bloquear a reagdo adicionando 50 gL de 4cido sulftirico 2 M em todos os orificios. Em
seguida, proceder a leitura.

18 — Leitura:

Ligar o espectrofotdmetro para microplacas, equipado com filtro de 450nm para
leitura e sem a utilizacdo de filtro de referéncia (620-630nm). Apés alguns minutos para
estabilizacdo do feixe de luz, zerar o aparelho no ar (sem a microplaca) e em seguida, iniciar a
leitura da microplaca de teste.

19— Calculo do “Cut-off’ (ponto de corte): CO=X CN x 2

CO = “Cut-Off”

X CN = Média da densidade dtica dos orificios do Controle Negativo

20 — Resultados:

Amostras reagentes = As que apresentam densidade 6tica igual ou superior ao “Cut-Off’.
Amostras ndo reagentes = As que apresentam densidade 6tica inferior ao “Cut-Off”.
21 — Calculo do “Cut-off”’ (ponto de corte): CO =X CN x 2

CO = “Cut-0Off”

X CN = Média da densidade 6tica dos orificios do Controle Negativo

22 — Resultados:

Amostras reagentes = As que apresentam densidade 6tica igual ou superior ao “Cut-Off”.
Amostras ndo reagentes = As que apresentam densidade 6tica inferior ao “Cut-Off”.

23 — Faixa Cinza
CcO

- . Faixa .
Amostras nio reativas Cinza Amostras reativas

24 — Validagdo do teste:

Considerar o teste vdlido quando os valores da DO (densidade Otica) estiverem na faixa
descrita a seguir:

- Controle positivo: = 0, 500 de DO

- Controle negativo: =0, 500 < 0,120 de DO
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ANEXO C - REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI) AMOSTRAS DE
SORO; AMOSTRAS DE SORO: MANUAL DE INSTRUCOES DE USO DO KIT EIE —
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - BIO-MANGUINHOS

Material fornecido pelo kit IFI — Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos

Identificacdo Componentes Apresentagdo
R-01 Antigeno de Leishmania 4 Frascos de 6 mL
R-02 Conjugado Anti-cao/FITC 1 Frasco de 1 mL
R-03 Glicerina tamponada pH 9,0 £ 0,5 1 Frasco de 25 mL
R-04 Azul de Evans 0,1% 1 Frasco de 2,5 mL
R-05 Controle Negativo 1 Frasco de 0,5 mL
R-06 Controle Positivo 1 Frasco de 0,5 mL

Caixa com 50 laminas 4 caixas
Manual de instrugdes de uso 1 Manual

Titulagdo do conjugado:

1 — Ferver as laminulas em dgua destilada por 30 minutos, apés a dgua entrar em ebulicao, e
deixé-las estocadas em dlcool comercial até a utilizagdo, quando deverdo ser cuidadosamente
limpas e secas com o auxilio de gaze ou papel absorvente.

2 — Separar 3 laminas e pingar 10 4L do antigeno em cada orificio, tendo o cuidado de manté-
lo homogeneizado durante o preparo.

3 — Deixar secar de um dia para o outro a temperatura ambiente ou duas horas a 37°C, para
uma boa fixacdo dos parasitas.

4 — Fazer um protocolo de trabalho, conforme modelo abaixo, indicando a posicdo das
diluicdes do Controle Positivo (CP), e do Controle Negativo (CN), além dos controles do

conjugado (PBS).

1:40 1:80 1:160 1:40 180 1:160
CP . CP 4. CP 4. CP &\ G cP
01

1:320 146 PBS | 1:320 1:40  PBS
/ cp y

CP .. CN CN
. 1:40° 1:80  1:180 | 1:40 1380 1:180
CP /L CP /. CP 2. GCP o CP 4. CP
02 ¢ .
| 1:3200 1:40° PBS 1:320 1:40  PBS
cP . CN CP . CN
1:40" 1:80 1160  1:40 1:80° 1:160
E.cp i cp i cP il CP . CP L Cp
03

1i320°  1:40 . PBS | 13820 1:40°  PBS
cpP CN <P CN -
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5 — Diluir em PBS (tampao fosfato) o controle positivo 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, e diluir o

controle negativo 1/40, utilizando o esquema de dilui¢do seriada a seguir:
200pL 200 pL 200 pL

—

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
dil.1:40 dil.1:80 dil.1:160 dil.1:320
10 uL 200 L 200 ul 200 uL
de soro de PBS de PBS de PBS
+ 390 ul + 200 uL 4+ 200 uL + 200 pl
de PBS da dil. da dil. da dil.
1:40 1:80 1:160

Homogeneizar o contetido de cada tubo antes de transferir o volume de 200 gL para o tubo

seguinte.

6 — Adicionar 10 gL das diluicdes de soro por orificio, conformo o seu protocolo, em cada
uma das 3 ldminas anteriormente preparadas.

7 — Incubar as ldminas em camara imida por 30 minutos a 37°C, em estufa.

8 — Lavar as laminas trés vezes em PBS, nas cubas de lavagem, por 5 minutos cada banho.

9 — Lavar rapidamente as 1dminas, uma vez em 4dgua destilada.

10 — Colocar as laminas por aproximadamente 10 minutos a 37°C, em estufa, para secar. No
entanto ndo exceder muito nesta etapa.

11 — Preparar uma solucdo de PBS-Azul de Evans (PBS-AE) a 0, 004%. Colocar em um tubo
120 uL. de Azul de Evans (0,1%) e 2880 uL de PBS.

12 — Diluir o conjugado anti-Ig cdo marcado com fluoresceina, conforme descrito a seguir

13 — Adicionar 15 pL das dilui¢des do conjugado por orificio nas ldminas correspondentes

conforme esquema a seguir:

20 pL de Conjugado + 980 yL PBS-AE

Tubo 1 Tubo2  Tubo3 Tubo 4 Tubo 5
dil1:100  dil.1:150  dil.1:200  dil.1:250  dil 1:300
100 L 200 L 300 pl 400 L 500 L
PBS-AE  PBS-AE PBS-AE  PBS-AE  PBS-AE
#1004l +100pL  +100pL  +100pL  + 100 ul
dil.1:50 dil1:50  dil.1:50 dil.1:50 dil 1:50
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lamina 1 -
diluigao 1:50

lamina 1 - 1:50 - 1:50 | 1:50 | 1:100 1:100 1:100

diluigao 1:100 01

1:50 © 1:50 ~ 1:50 | 1:100 1:100  1:100
lamina 2 -
diluigao 1:150 -

1:150 1:150  1:150  1:200 1:200 1:200
lamina 2 -
diluigao 1:200 02 : :

| 1:150 1:150 1:150, 1:200  1:200  1:200

lamina 3 -
diluigao 1:250 .
o 1:250  1:250. 1:250 1:300 1:300  1:300
lamina 3 -
diluigao 1:300 03

1:260, 1:260. 1:250 | 1:300 1:300 1:300

6 — Incubar as laminas em camara imida por 30 minutos a 37°C, em estufa.

15 — Lavar as laminas trés vezes com PBS em cuba de lavagem apropriada, 5 minutos cada
lavagem e, em seguida, lavar rapidamente as laminas uma vez em dgua destilada.

16 — Colocar as laminas por aproximadamente 10 minutos em estufa a 37°C para secagem.
No entanto, ndo exceder muito nesta etapa.

17 — Adicionar de 3 a 4 gotas de glicerina tamponada sobre as laminas, cobrindo-as com
laminula. Manté-las ao abrigo da luz e umidade, até o momento da leitura.

18 — Defini¢do do titulo do conjugado:

Para a leitura, utilizar microscépio de imunofluorescéncia e objetiva com aumento de
40X. O titulo do conjugado serd a diluicdo em que se observar fluorescéncia até o poco
correspondente ao titulo do controle positivo, e auséncia de fluorescéncia as dilui¢des
correspondentes ao controle negativo e ao PBS (controle do conjugado).

Os limites aceitdveis da titulacdo do conjugado para aprovagdo do teste de IFI estdo

em torno de 1:100 até 1:640.

Procedimento do teste:

1 - Ferver as laminulas em dgua destilada por 30 minutos, apds a 4gua entrar em ebulicdo, e
deixé-las estocadas em alcool comercial até a utilizagdo, quando deverdo ser cuidadosamente
limpas e secas com o auxilio de gaze ou papel absorvente.

2 — Fazer o protocolo para determinar o nimero de laminas a serem preparadas, considerando

o numero de amostras e suas dilui¢des (1:40 e 1:80).
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CP  CN AO1 AO1 AO2 AO2
1:40 | 1:40, . 1:40 . 1:80 . 1:40, 1:80

“'A03" 'A03\ A0O4 AO4 AD5 AO5
1:40  1:80 1:40.  1:80 . 1:40 . 1:80

3 - Pingar 10 pL do antigeno em cada orificio da 1amina, tendo o cuidado de manté-lo
homogeneizado durante o preparo. Deixar secar de um dia para o outro a temperatura
ambiente, ou duas horas a 37°C, para uma boa fixagdo dos parasitas.

4 — Diluir os soros amostra e teste (1:40 e 1:80) e os controles positivo (1:40) e negativo

(1:40), em PBS, conforme esquema a seguir:

100 uL

Tubo 1 Tubo 2
dil.1:40 dil.1:80
10ul desoro + 100yl da dil.1:40
390 ul. PBS +100 ul. PBS

5 — Adicionar 10 puL das dilui¢cdes de soro por orificio, conforme o protocolo previamente
elaborado. Deve-se tomar cuidado para que as amostras nao se misturem durante a incubagao.
6 — Incubar as ldminas em cdmara imida por 30 minutos a 37°C.

7 — Lavar as laminas trés vezes em PBS, nas cubas de lavagem por 5 minutos cada banho.

8 — Lavar rapidamente as ldminas, uma vez em agua destilada.

9 — Colocar as laminas por aproximadamente 10 minutos a 37°C para secar. No entanto, nao
exceder muito nesta etapa.

10 — Preparar, momentos antes do uso, uma solu¢do PBS-AE, conforme a tabela a seguir:

N° laminas Volume de PBS Volume de Azul de Evans (0,1%)
2 480 uL 20 uL
4 960 uL 40 uL
6 640 ul 60 uL

11 — Diluir o conjugado na propor¢do adequada, conforme titulacio prévia. Adicionar 15 pL.
da diluicdo do conjugado em cada orificio das laminas.
12 — Incubar as laminas em camara imida por 30 minutos a 37°C, em estufa.

13 — Lavar as laminas trés vezes em PBS, nas cubas de lavagem por 5 minutos cada banho.
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6 — Lavar rapidamente as 1aminas, uma vez em dgua destilada.

15 — Colocar as 1aminas por aproximadamente 10 minutos a 37°C para secar. No entanto, ndo
exceder muito nesta etapa

16 — Adicionar de 3 a 4 gotas de glicerina tamponada sobre as laminas, cobrindo-as com
laminula. Manté-las ao abrigo da luz e umidade, até o momento da leitura.

17 — E recomendado que a leitura da reacéio ocorra no periodo de até 4 horas apés a execugio
do teste, mantendo-se as laminas ao abrigo da luz.

18 — Leitura e Interpretacio:

18.1 — Utilizar um microscépio de fluorescéncia e objetiva de 40X. Focalizar a ldmina na
posicdo do controle positivo e observar a fluorescéncia presente, de acordo com o padrio
descrito a seguir.

18.2 — Focalizar a ldmina na posicdo do controle negativo e observar a auséncia de
fluorescéncia nos parasitas, bem como a coloracio de fundo “background”.

18.3 — Proceder a leitura das amostras, considerando os padrdes a seguir:

Amostras reagentes — Aqueles soros que, a partir da diluicdo 1:40, inclusive, apresentarem
fluorescéncia na membrana dos parasitas, mais intensa que o “background’ observado no
orificio do controle negativo.

Amostras ndo reagentes — Os soros teste ndo apresentarem fluorescéncia.



Data: 05/11/2007

Raca: Americana

Resenha:
Proprietario:

Latitude:

ANEXO D - FICHA DE NECROPSIA

EUN A\ Ministério da Sadde
\ Fundagdo Nacional de Saude

Distrito Sanitario Especial Indigena
de Minas Gerais e Espirito Santo

N°: Cadigo:

Foto inicial: Foto final:

Nome do animal: Tigresinha
Sexo: Idade:

Aldeia:

Longitude: Altitude:

DADOS CLINICOS

Emagrecimento:

LEVE
MODERADO
ACENTUADO

Edema de patas:

AUSENTE
PRESENTE

Alopecia:
AUSENTE
LOCALIZADA
GERAL

Ulceras:
AUSENTES
LOCALIZADAS
GERAL

Pelagem:
NORMAL
OPACA

Opacificacdo das cérneas:

PRESENTE
AUSENTE

Dermatite furfuracea:

PRESENTE
AUSENTE

Cerato conjuntivite:

PRESENTE
AUSENTE

Paresia dos membros:

PRESENTE
AUSENTE

Onicogrifose:
PRESENTE
AUSENTE

Cegueira:
PRESENTE
AUSENTE

107
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DADOS ANATOMO-CLINICOS

Linfadenopatia: Esplenomegalia:
NORMAL AUSENTE
GERAL LEVE
LOCALIZADA MODERADA
ACENTUADA
Hepatomegalia:
AUSENTE Sintomdtico  Assintomatico
LEVE
MODERADA Oligossintomdtico
ACENTUADA

Observagdes:
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ANEXO E — EXTRACAO DE DNA DE TECIDO ANIMAL — GENOMICPREP CELLS
AND TISSUE DNA ISOLATION KIT

ﬁructinns

S GenomicPrep Cells
27-5237-01 and Tissue DNA
Isolation Kit

Handling

Storage
Store the RNase A solution
at 4 °C. Store all other com-
ponents at room tempera-

Waming ture

For research use only.

Not recommended or

intended for the diagnosis

of disease in hurmans

or animals.

Do not use internally or

externally in hurmans

or animals

(i) 74003907 Ed. AC
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25
31
37
38
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Components of the kit

Quality control The following components are included in

. this product:
Each lot of GenornicPrep™

Cells and Tissue DNA Cell lysis solution* 35 ml
Isolation Kit is tested for

contam nating ONA and Protein precipitation solution 12 ml

DNases and for the ability DONA hydration solution 10 ml

o isolate DNA of high RNase A solution** 250 ul

quality and yield. Isclated

DNA is also subjected to *If the cell lysis solution contains a precipitate,

restriction enzyrme diges- incubate the bottle in a warm water bath (37 °C)

tion and PCR as further and mix by swirling the bottle intermittently.

verification of quality. Continue to incubate and swirl until the precipitate
has dissolved. Allow the cell lysis solution to cocl

Materials not to room temperature before using

supplied **Store the RNase A solution at 4 °C

Reagents For additional materials required sce
« Isopropanal (2-propanol)
* Ethanol (70%)

+ Proteinase K World Wide Web address

http:/fwww.gehealthcare.com/lifesciences

Materials not Supplicd, pages 3—4.

Visit the GE Healthcare home page

for regularly updated product information.

®p3

Protein precipitation

3.6 Cool the sample to room temperature.
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g Extraction of DNA from animal tissue

Samples may be fresh, frozen or fixed. Collect fresh animal tissue
samples quickly and keep an ice at all times.

Cell lysis

Using the following procedure, 55 samples can be processed with
the kit.

3.1 Chill a 1.5 ml tube containing 600 pl of cell lysis solution on ice.
The solution will turmn cloudy.

3.2 Add 10-20 mg of fresh or frozen tissue to the chilled cell lysis
solution, remove from ice, and quickly homogenize using
30-50 strokes with a microfuge tube pestle. Keep homogenized
samples on ice until Step 32.3. For fixed tissue, add 600 pl of cell
lysis solution and then heat the sample at 65 °C for 15 min
before homogenizing.

3.3 Incubate the lysate at 65 °C for 15-60 min. (Any remaining unl-
ysed tissue particles will be removed during the protein precipita-
tion step.) Alternatively, if maximum yield is required, add 3 pl of
Proteinase K solution (20 mg/ml) to the lysate and incubate at
55 °C for 3 h to overnight, or until the tissue has dissolved.

RNase treatment
3.4 Add 3 pl of RNase A solution to the cell lysate.

3.5 Mix the sample by inverting the tube 25 times and incubate at
37 °C for 15-60 min.

®pls

3.7 Add 200 pl of protein precipitation solution to the RNase A-treated

cell lysate.

3.8 Vortex vigorously at high speed for 20 s to mix the protein precip-

itation solution uniformly with the cell lysate.

3.9 Centrifuge at 13 000-16 000 x g for 3 min. The precipitated pro-
teins will form a tight pellet. (See troubleshooting section if pellet

is not visible or tight.)
DNA precipitation

3.10 Carefully pour the supernatant containing the DNA into a clean
1.5 ml tube containing 600 pl of 100% isopropanol. Discard the
tube containing the precipitated protein pellet.

3.11 Mix the sample by inverting gently 50 times until the white
threads of DNA form a visible clump.

3.12 Centrifuge at 13 000-16 000 x g for 1 min; the DNA will be
visible as a small white pellet.

3.13 Pour off the supernatant and drain the tube on clean absorbent
paper. Add 600 pl of 70% ethanol. Invert the tube several times
to wash the DNA pellet.

DNA hydration

3.16 Add 100 pl of DNA hydration solution to the DNA pellet (100 pl
will give a concentration of 100 pg/ml if the total yield is
10 pg DNA).

3.17 Allow the DNA to rehydrate overnight at room temperature. Alter-
natively, heat at 65 °C for 1 h. Tap the tube periodically to aid in
dispersing the DNA.

3.18Store at 2-8 'C.

Results

Yields from animal tissue range from 0.5-10 pg of DNA per mg
of tissue.

Limitations of the procedure

The yield of DNA obtained from animal tissues largely depends on the
number of nucleated cells in the sample. The number of cells varies
greatly with the type of tissue used. Yields may be low if samples are
not collected on ice or if they are stored improperly.

3.14 Centrifuge at 13 000-16 000 x gfor 1 min. Carefully pour off the

ethanol without dislodging the DNA pellet.

3.15 Drain the tube on clean absorbent paper and allow the sample to

air-dry 10-15 min.
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ANEXO F - PROTOCOLO DA PCR — ILLUSTRA™ PURETAQ READY-TO-GO PCR
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2. Handling 4
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2.3. Quality control 4

3. Components of the kit 5

4. Materials not supplied 6

5. Introduction 7
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Codes:  27-9557-01 (0.2 ml tubes/plate of 96) 6.1. Avoiding nucleic acid contamination g
27-9557-02 (0.2 ml tubes/5 plates of 96 6.2. Preliminary preparations and general handling

27-9558-01 (0.5 ml tubes, 100 reactions) instructions ]

27-9559-01 (0.2 ml tubes, 96 reactions| 6.3. PCR with Ready-To-Go PCR Beads g

6.4. Thermal Cycling 10

7. Appendix 11

7.1. Primers and templotes - general considerations 11

7.2. Primer annealing temperatures 11

7.3. Magnesium chloride concentration 12

7.4. Thermal cycling parameters 12

2. Troubleshooting 13

9. References 18

10. Companion products 19

GE and GE monogram are trademarks of General Electric Company.

illustra, puReTag, Ready-To-Go, GenomicPrep, and GFX are
tradernarks of GE Healthcare cornpanies.

This product is sold under licensing arrangerments with Roche
Molecular Systems, F Hoffmann-La Roche Ltd and the Perkin-Elmer
Corporation. Purchase of this product is accompanied by a limited
license to use it in the Polymerase Chain Reaction (PCRI process
for research in conjunction with a thermal cycler whose use in the
automated performance of the PCR process is covered by the up-

front license fee, either by payment to Perkin-Elmer or as purchased,

i.e. an authorized thermal cycler.

© 2006 General Electric Company - All rights reserved.

GE Healthcare reserves the right, subject to any regulatory and
contractual approval, if required, to make changes in specification
and features shown herein, or discontinue the product described at
any time without notice or obligation.

Contact your GE Healthcare representative for the most current
information and a copy of the terms and conditions.
http//www.gehealthcare.com/lifesciences

GE Healthcare UK Limited.

Arnersham Place, Little Chalfont,

Buckinghamshire, HP7 9NA UK

Warning: For research use
only. Not recommended

or intended for diagnosis

of disease in humans or
anirnals. Do not use internally
or externally in humans or
anirmals.

All chemicals should be
considered as potenticlly
hazardous. We therefore
recommend that this product is
handled only by those persons
who have been trained in
laboratory techniques and
that it is used in accordance
with the principles of good
laboratory practice. Wear
suitable protective clothing
such as laboratory overalls,
safety glasses ond gloves.

Care should be taken to avoid
contact with skin or eyes. In
the case of contact with skin
or eyes wash immediately

with water. See material sofety
data sheetls) and/or safety
statementis) for specific advice.

Store at ambient room
termperature in the airtight foil
pouch with the desiccant. Once
opened, completely reseal the
pouch, fold the sealed edge
over several times and seal
with a clip. Store unopened

and resealed pouchesin o
dessicator to maximize product
lifetime.

Each batch of puReTag
Ready-To-Go PCR beads are
thoroughly tested for quality
performance. Specifications
for release are based upon
performance, purity, and
reproducibility of each
individually dispensed reaction.



The newly developed puReTaq™ Ready-To-Go™ Polymerase Chain
Reaction (PCR] Beads are premixed and predispensed complete
reactions for performing PCR amplifications. The beads contain
recombinant puReTaq DNA polymerase, an industry leader

for ambient stability and purity. These PCR beads have been
optimized for endpoint- and intercalating dye-based real-time
PCR arnplifications. With the exception of primer and ternplate,
the convenient, arnblent temperature-stable beads provide all the
necessary reagents to perform 25-pl polyrerase chain reactions.
The beads are available predispensed into ejther 0.2-ml thin-walled
micre-well plates (sufficient for 96 reactions), 0.2-ml thin-walled
tubes or 0.5-ml PCR tubes.

The following components are included in this product:

puReTaq Ready-To-Go PCR Beads: Room temperature-stable beads
containing stabilizers, BSA, dATE, dCTP, dGTP, dTTP, ~2.5 units of
puReTag DNA polymerase and reaction buffer. When o bead is
reconstituted to a 25 pl final volurme, the concentration of each dNTP
is 200 pM in 10 mM Tris-HCl, (pH 9.0 at roorn termperature), 50 mM
KCland 1.5 mM MgCl..

World Wide Web address: www.gehealthcare.com/lifesciences

Visit the GE Healthcare home page for regularly updated product
infarmation.

PCR, or Polymerase Chain Reaction, is a method for the in vitro
amplification of a specific sequence of DNA. A typical PCR contains
template DNA containing the target sequence to be amplified,

two primers that are complementary to the target DMA sequence,
nucleotides, and a thermal-stable DNA polymerase. The reaction
mixture is repeatedly cycled through alternating periods of thermal
denaturation, annealing, and extension, resulting in exponential
omplification of the target DNA sequence (1,2,3]. puReTaq Ready-To-
Go PCR beads are designed ond manufactured using a proprietary
technology licensed to GE Healthcare. Optimized specifically for
PCR, the Ready-To-Go reaction beads are forrmulated with high
guality buffer, nucleotides [dNTPs), and recombinant puReTag DNA
polymerase - only template DNA and template-specific primers
need to be added. The Ready-To-Go PCR bead format significantly
reduces the number of pipetting steps, thereby decreasing handling
errors and increasing reproducibility.
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Reagents
« Water - Use only deionized or distilled water that is sterile and free
of contamninating nucleic acid.

* DNA template - Best results are obtained with high quality DNA,
as discussed on page 11.

* Primers (template-specific) - Guidelines for primer design and use
are described on page 11

* Mineral oil - If required for the thermal cycler being used.

Equipment

« Supplies for liquid handling - Gloves, vials, and pipette tips should
be sterile; pipettor and rnicrocentrifuge. Perform all reactions in the
plastic microcentrifuge tubes provided in the kit; these tubes are
suitably sterile for thermal cycling.

* Ice bucket or cold block - For maintaining puReTag PCR beads at
4°C during rehydration and prior to thermal cycling.

* Thermal cycler - For cycling according to the specified conditions.

puReTaq PCR beads have passed rigorous quality tests to ensure the
lowest possible levels of contaminating prokaryotic and eukaryotic
nucleic acids. Adherence to some simple precautions will prevent the
reintroduction of contamination. Use sterile pipette tips with filters
for dispensing, select molecular biology grade water (or better) to
forrnulate all buffers, and wherever possible, autoclave all buffers
prior to use. In addition, work in a laminar air flow hood or PCR
bubble that has been llluminated with UV light. It is important to
analyze or pipette PCR products in an area separate from that where
the reactions will be set up.

To rninirnize environmental contamination with amplified products,
routinely treat all work surfaces with a 10% (v/v) bleach solution.
Ideally, allow the bleach to contact the surface for at least

10 minutes prior to wiping away with sterile water.

Plegse note that the beads contain buffers, dNTPs, enzyrne,
stabilizers, and BSA, all which have been pretreated to minimize
contamination. Discard any beads that were accidentally dislodged
from their respective containers.

Prepare the PCR beads as follows:

1. Remove the desired quantity of tubes from the foil pouch. Remove
individual tubes fram a strip of eight by cutting the plastic link
between tubes with scissors.

2. Examine these tubes to verify that a bead is visible ot the bottom
of each tube. The beads are carefully screened by weight and
appearance. Please discard any beads that appear substantially



smaller or rnisshapen - an indication of moisture contamination.
Please refer to the recomrnended storage conditions.

3. If necessary, gently tap the tube against a hard surface to force
eqch bead to the bottom of the tube.

4. Place the tubes into o container that allows easy access during
your experiment. The beads are now ready for use.

For general information concerning primer design and cycling
parameters, refer to Appendixes 1-4.

When performing PCR amplifications, exercise extrerne care to
prevent DNA contamination as described above. Each PCR bead is
designed for use in a 25 pl reaction volume [one PCR bead/tube).
When resuspended in a final volume of 25 pl, each reaction will
contain 1.5 mM MgCl,. Please refer to Appendix 3 if o higher
concentration of MgCl, is desired.
1. For each reaction, add the following to o tube containing a PCR
bead:
Note: Do not mix the tube contents until all the components
(below] have been added to the tube containing the bead.

5’ (forward) primer (5-25 pmol) Xl
3 [reverse] primer (5-25 pmal) ¥l
Ternplate DNA* Zul
Sterile high-quality water to a final volurne of 25 pl

*Start with 50 pg for a sirnple ternplate such as plasrnid DNA,
or 50 ng for a complex template such as genomic DNA. Avoid
template amounts > 1 pg.

A

snap the caps (provided) onto the tubes, pushing down firmly to
ensure o tight fit. Mix the tube contents by gently flicking the tube

In general, PCR primers should be 15-30 bp in length with a GC
content of ~ 50%. Complementarity between primer pairs and within
each primer rnust be avoided to minimize the production of primer-
dirners. There are a number of excellent Web sites for designing
primers - some of our faveorites are: www.oligo.net, www.abrf.org,
and www.basic.nwu edu/biotools/cligocale.htrl

Template DNA purified by a variety of methods is a suitable
substrate for PCR, but high quality DNA produces the most
reproducible results. A typical PCR contains < 1 pg of template DNA
and prirers at a concentration of 0.2-1.0 yM. The optimal quantity
of templote and primers must be determined empirically for each
new combination of ternplate and primer. The reaction conditions
described in this protocol are general recommendations only.

The optimal annealing temperature depends on the sequence of
the primers and their hornology to the template DNA. With the
Ready-To-Go PCR bead format, annealing ternperatures slightly
higher than those used in standard reactions should be used

if nenspecific products are present following amplification. The
annealing temperatures of the chosen primers often vary from their
estimated melting temperatures (T). Although amplification is mare
specific at higher annealing temperatures, there might be some
loss of longer target sequences during amplification and an overall
reductionin yield. In contrast, when lower annealing temperatures
are used, nonspecific amplification often increases along with an
increase in specific target amplification. On occasion, it is necessary

with a finger. Vortex gently and then centrifuge the tube for a few
seconds to bring the cornponents to the bottom of the tube. The
reaction is fully dissolved and mixed when it appears clear.

3. Place the reaction mixtures on ice or in a cold block until ready
for cycling. Minimize the time on ice prior to cycling to prevent
forrnation of bockground reaction products.

The optirnal cycling profile for a given PCR systern and thermal
cycler will vary and must be determined empirically. Cycle number
can range from 20 to 40 depending on the desired yield of
product. Thermal cycling results and product yield can vary with
cycle conditions and thermal cycler used. Read the instructions
provided with your thermal cycler and optimize reaction conditions
accordingly.

to reoptimize annealing temperatures to achieve maximum
perforrnance. We recommend altering the ternperature in increments
of 2-5°C, starting at 10°C below the eriginal annealing temperature.

When each PCR bead is rehydrated in a reaction volume of 25 pl,
the mixture will contain 1.5 mM MgCL. If a higher concentration of
Mgt is desired, the following table can be used to determine the
volume of a sterile 10 mM MgCl, solution that should be added to
increase the Mg?* concentration of the reaction. If MgCl, is added to
the reaction, decrease the amount of water added to the reaction to
maintain a final reaction volume of 25 I

Final [MgCl,] Volume of 10 mM MgCl, to add
2.0mM Laspl
2.5mM 2,50l
3.0mM 3.75
3.5 5.00 i
4.0mMm 6.25 I
4.5 7.50 i
5.0 M 875 4l

A standard three-step endpoint PCR cycling protocol consists of
multiple cycles of denaturation (85°C), annealing (40-60°C) and
extension (72°C. An initial denaturation step (95°C for 5 minutes is

recornmencded to ensure cornplete denaturation of the template DNA.

In sorne cases, it may be possible to amplify a target sequence using
a two-step PCR where the denaturation step (35°C ) is followed by a
combined annealing/elongation step (50-65°C). For most standard,
three-step PCRs, 35 cycles produces a 105-109-fold amplification

of the target sequence. PCR product yield can be improved by
increasing the number of cycles to 40.
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Problem Passible causes/solutions Problem Possible causes/solutions

1. No amplification 1. The thermal cycler did not 4. Continued.
function properly. Irproper different PCR systems. Titrate
cycling conditions can the amount of template in
result in poor amplification. the reaction, starting with
Consider testing PCR beads 50 pg for @ swmple template
. . ) such as plasmid DNA, or
in a control reaction with

50 ng for a complex template

ternplate DNA and primers such as genormic DNA.
previously shown to work 5. The quality of the DHA
sucessfully. ternplate was poor. Impure

2. Primer was omitted from the DNA might fail to amplify.
reaction. PCR beads contain To inactivate contaminating
no primer; they must be enzyrme activities, heat the
added to the reaction by the template DNA to 95°C for 5
researcher. minutes before use in PCR.

Alternatively, isolate ternplate

3. The reaction volume was DNA by ancther rathod.
incorract. Each PCR bead 6. Examine beads for size and
should be resuspendad toa uniformity. If the pouch was
final reaction volume of 25 pl. previously opened and the
Further dilution of the beads beads subsequently stored
will severely cornpromise without properly resealing
performance. Volurnes less the pouch, atmospheric
than 25 pl will alter salt moisture will rehydrate the
concentrations and alter beads. The resuit will be
primer annealing stringency. beads that are misshapen

. . or markedly srnaller.

4. Insufficient DNA was used in Reactions containing such
the PCR. The amount of DNA beads should be discarded.
required to generate good To achieve optimum
signal can vary between performance and maxirmurn

Problem Possible causes/solutions Problem Possible causes/solutions

2. Excessive background
amplification

6. Continued.
storage lifetime, store the
beads in a dessicator after
resealing the pouch by
folding over the opened edge
several times and clipping
shut with a paper clip or the
equivalent.

=

. Too rnuch ternplate DNA
was added to the reaction.
Reduce the arnount of
ternplate DNA in the reaction
until the smearing is
eliminated.

n

. The reaction utilized more
than 35 cycles. Although the
yield of PCR product can be
increased by increasing the
number of cycles to 40, this
can produce spurious bands
and increased background.
Reduce the nurnber of
cycles until the smearing is
eliminated.

w

. Cycling conditions vary
depending on the thermal
cycler used. Optimize
cycling conditions based
on the manufacturer's
recommendations.

4. The annealing ternperature
was too low. The optimal
annealing tempercture
depends on the sequence
of the primers and their
homology to the template
DNA. with the Ready-To-Go
PCR bead format, annealing
ternperatures might vary
slightly from those used
in standard master mix
PCR. Reoptimization of
annealing temperature rmight
be required. Increase the
annealing temperature by
2-5°C increments.

. The quality of the DNA
ternplate was poor. Impure
DNA can fail to amplify
properly. Use freshly
prepared DNA or isolate the
ternplate by another method.

v

[

. Too rmuch primer was added
to the reaction, resulting
in the formation of primer-
dimer bands. Excessive
primer:template ratios can
cause an abundance of low
molecular weight bands and
smearing. Titrate the amount



Problem

Possible causes/solutions

3. Nonspecific amplification

6. Continued.
of primers in the reaction
until the primer-dimer band
is eliminatad.

~

Primers were not properly
designed. Complementarity
between primer pairs and
within each primer should be
avoided.

1. The primers hybridized
to a secondary site on
the template. Design
new primers that are less
specffic for the secondary
site. Increcse the annealing
ternperature by 2-5°C
increments until the desired
specificity is achieved.

2. Contamination in prirners,
ternplate, or buffers. Prepare
fresh materials.

1. Mullis, K. B. et al, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51, 263-

273 (1986).

2. Mullis, K. B. and Faloona, F. A., Methods Enzymol. 155, 335-350

(1987).

3. Saiki, R. K. et o, Science 230 1350-1354 (1985)

Product Pack size Product number
GenomicPrep™ Blood

DNA Isolation Kit 100 purifications 27-5236-01
GenomicPrep Cells and

Tissue DNA Isolation Kit 55 purifications 27-5237-01
GFX™ MicroPlasmid Prep Kit 250 purifications 27-9601-02
GFX PCR DNA and Gel Band

Purification Kit 100 purifications 27-9602-01
GFX 96 PCR Purification Kit 2 % 96 plates 25-6902-01

100 Base-Pair Ladder

100 ug 27-4007-01
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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