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Leishmaniose Visceral Canina na Area Urbana de Cuiabd —MT: Comparacio de
Técnicas Laboratoriais, Tentativa de Desenvolvimento de Metodologia para o Diagndstico e

Caracterizacdo da Espécie de Leishmania Circulante em Amostra Selecionada

RESUMO

Segundo o Ministério da Saude, o diagnostico laboratorial da Leishmaniose Visceral Canina
(LVC) permanece como um problema para os servicos de salde, e estd relacionado a trés
fatores: variedade de sinais clinicos semelhantes aos observados em outras doengas
infecciosas, alteracBes histopatologicas inespecificas e a inexisténcia de um teste de
diagnostico proximo a 100% de especificidade e sensibilidade. Esta questdo, associada ao fato
de haver registro de cées infectados por Leishmania sp, agente etiologico da LVC, desde o
final da década de 1990 em Mato Grosso, motivou a realizacdo deste trabalho. O objetivo
geral desta dissertacdo foi analisar amostras de cdes com suspeita clinica ou ndo de
leishmaniose visceral, recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), oriundos de
area urbana de Cuiaba (MT), a partir da comparacdo de técnicas laboratoriais de RIFI, ELISA,
teste rapido imunocromatogréafico DPP™ e cultivo in vitro com o exame parasitolégico direto
(esfregaco de medula 6ssea), desenvolver uma metodologia de diagndstico utilizando, como
substrato, o papel de filtro FTA® Card embebido com o aspirado de tecido subcutaneo dos
animais e caracterizar a espécie de Leishmania circulante. Foram analisados 45 cées, de
ambos os sexos e de diferentes ragas. Os sinais clinicos verificados nos cdes amostrados,
provenientes de area urbana de Cuiabd foram em ordem decrescente de frequéncia:
descamacdo (53,33%), alopecia (44,44%), lesdes ulceradas (40%), caquexia (26,67%),
onicogrifose (26,67%), mucosas hipocoradas (26,67%), ceratoconjuntivite (26,67%) e apatia
(13,33%). Os resultados positivos, obtidos pelas técnicas: parasitologico direto (padréo ouro),
cultivo in vitro, RIFI, ELISA e DPP™, corresponderam a, 37,21% (16/43), 44,44% (8/18),
84,44% (38/45), 42,22% (19/45) e 46,67% (21/45), respectivamente. O teste rapido

imunocromatografico Dpp™ (sensibilidade=68,42%, especificidade=87,5%,
concordancia=73,07%, k=0,57) mostrou-se mais sensivel, mais especifico e com maior
confiabilidade que RIFI (sensibilidade=44,44%, especificidade=100%,

concordéancia=53,49%, k=0,21) e ELISA (sensibilidade=58,52%, especificidade=76,92%,
concordancia=69,77%, k=036). A combinacdo do aspirado de tecido subcutaneo dos cdes, em
papel de filtro FTA® Card, com a PCR ndo obteve resultados positivos nesta pesquisa.
Portanto, esta metodologia deve ser aprimorada mediante novos testes. A priori, com
abordagem diferente para a coleta do aspirado de tecido subcutaneo em cées e realizagdo da
PCR. A espécie de Leishmania, caracterizada pela enzima 6PGDH, circulante em cinco cdes
amostrados, provenientes de area urbana de Cuiab4, foi a Leishmania (Leishmania) infantum



Canine Visceral Leishmaniasis in Cuiabd Urban Area — MT: Comparing Laboratory
Techniques, Attempt to Develop Methodology for Diagnosis and Characterization of the

Species of Leishmania Stock in the Sample Selected

ABSTRACT

According to the Ministry of Health, the laboratory diagnosis of Canine Visceral
Leishmaniasis (CVL) remains as a problem for health services, and is linked to three factors:
variety of clinical evidence similar to those observed in other infectious diseases,
histopathologic-unspecific changes and the lack of a diagnostic test near 100% specificity
and sensitivity. This issue associated with having infected dogs record for Leishmania sp,
etiological microorganism of the CVL, since the late 1990s in Mato Grosso state, motivated
this study. The main purpose of this dissertation was analyzing samples of dogs with clinical
suspicion or not with leishmaniasis, collected by Zoonoses Control Center (ZCC) from
Cuiabd (MT) urban area by comparing laboratory techniques IFR, ELISA, rapid test
imunocromatographic DPP™ and cultivation in vitro with parasitological direct examination
(smear of bone marrow), to develop a methodology for diagnosis using as substrate, the filter
paper FTA ® card wet and embedded with the infiltrate of subcutaneous tissue of animals
and characterize the species of Leishmania stock present in the culture. The results showed
that 45 dogs were examined, of both sexes and of different races. The clinical evidences
recorded in dogs sampled from Cuiaba urban area were, in descending order of frequency:
desquamation (53.33%), alopecia (44.44%), injuries (40%), cachexia (26.67%),
onychogryphosis (26.67%), mucosal pale (26.67%), keratoconjunctivitis, (26.67%) and
apathy (13.33%). The positive results obtained by direct parasitological techniques (gold
standard), cultivation in vitro IFR, ELISA and DPP™ accounted for 37.21% (16/43),
44.44% (8/18), 84.44% (38/45), 42.22% (19/45) and 46.67% (21/45), respectively. The rapid
test sensitivity = imunocromatographic DPP™ (68.42%, specificity = 87.5%, accurate =
73.07%, k = 0.57) proved to be more sensitive, more specific and with greater reliability
than IFR (sensitivity = 44.44%, specificity = 100%, accurate = 53.49%, k = 0.21) and
ELISA (sensitivity = 58.52%, specificity = 76.92%, accurate = 69.77%, k = 0.36). The
combination of subcutaneous infiltrate dogs tissues in filter paper FTA ® card with the PCR
did not succeed in this poll. Therefore, this methodology must be enhanced by further
testing. A priori with different approach to the collection of induction of subcutaneous in
dogs tissues and the proceedings of PCR. The species of Leishmania, characterized by the
enzyme 6PGDH, stock in five dogs sampled from Cuiab4, urban area was Leishmania
(Leishmania) infantum.
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DISSERTACAO DE MESTRADO ACADEMICO DO PROGRAMA DE SAUDE
PUBLICA

LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NA AREA URBANA DE CUIABA -
MT: COMPARACAO DE TECNICAS LABORATORIAIS, TENTATIVA DE
DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA O DIAGNOSTICO E
CARACTERIZACAO DA ESPECIE DE Leishmania CIRCULANTE EM AMOSTRA
SELECIONADA

1- INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Humana (LVH) é considerada pelo Special Programme for
Research and Training in Tropical Diseases (TDR, 2008) uma das doencas parasitarias de
maior impacto sobre a Satde Publica mundial, afetando, anualmente, uma média de 500.000
pessoas em 65 paises onde é endémica. Cerca de 90% dos casos notificados ocorrem em
regides da India, Bangladesh, Nepal, Sudo e Brasil. A LVH pertence ao grupo das doencas
emergentes e parasitarias mais importantes do mundo (Tesh, 1995), e devido a expansdo da
area de acometimento, com o aumento significativo no nimero de casos, a LVH passou a ser
considerada uma das prioridades do conjunto das doencas tropicais (Gontijo e Melo, 2004;
TDR, 2008).

A LVH é uma doenca causada por um complexo de espécies de protozoarios da
familia Trypanosomatidae, género Leishmania; sdo parasitas intracelulares obrigatorios das
celulas do sistema fagocitico mononuclear de mamiferos, e sdo encontradas no hospedeiro
vertebrado, sob a forma amastigota, e no hospedeiro invertebrado, com a forma promastigota
(Prata e Silva, 2005). Esses parasitas estdo distribuidos da seguinte forma: Leishmania
(Leishmania) chagasi, encontrada na América Latina exceto Chile e Uruguai, Leishmania
(Leishmania) donovani, na india e Africa Oriental, Leishmania (Leishmania) infantum, sul da
Europa (Mediterraneo), Oriente Médio, sul da Russia, Africa, Asia e China, e a Leishmania
colombiensis, espécie encontrada na Colémbia, Panaméa e Venezuela (Falqueto e Ferreira,
2005).

A partir de estudos quanto ao quadro clinico desenvolvido pelos cées infectados por
Leishmania infantum e por Leishmania chagasi, e quanto a epidemiologia da LV quando da

infeccdo por estas espécies, Cunha (1938) afirmou néo haver diferenca entre elas. O referido
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autor observou que a evolucdo da doenca humana e as lesbes observadas nos animais
infectados se assemelhavam ao que se tinha observado na LV até entdo, e assim a LVA se
aproximava de maneira singular da LV do Mediterraneo. A infeccdo na pele dos cées
estudados e as lesbes por ela provocadas ndo diferiram das lesdes descritas na infeccdo natural
dos cdes e ja assinaladas também na infeccdo experimental destes animais (Cunha, 1938).
Portanto, o agente da LVA ¢é idéntico a Leishmania infantum (Cunha, 1938).

De acordo com estudos de caracterizacdo molecular, a L.(Leishmania) infantum e
L.(Leishmania) chagasi, seriam a mesma espécie (Momen, Grimaldi e Deane, 1987;
Cupolillo, Grimaldi e Momen, 1994; Tesh, 1995; Mauricio et al, 1999; Mauricio, Stothard e
Miles, 2000). Momen, Grimaldi e Deane (1987) propuseram que o agente etiolégico da
leishmaniose visceral americana (LVA) seja designado L.infantum, de modo a refletir a
identidade do agente etiolégico da LV do Mediterrdneo, haja vista que ambas séo
praticamente indistinguiveis.

Segundo Mauricio, Stothard e Miles (2000), as amostras de L.chagasi ndo podem ser
distintas da L.infantum em funcdo de uma separacdo geografica. O grau de diversidade entre
as amostras de L.chagasi e L.infantum é menor que o encontrado em amostras de L.donovani,
até mesmo em amostras de L.donovani da mesma &rea. Sendo assim, os autores ratificaram o
reconhecimento formal de que a L.infantum e a L.chagasi sdo dois nomes para a mesma
espécie e que o primeiro (L.infantum) devera se sobrepor ao segundo (L.chagasi); conclusao
endossada por Dantas-Torres (2006) e acompanhada neste estudo.

Em areas de circulacdo da L.infantum, como no Brasil, a LV comporta-se como uma
zoonose, para a qual os principais reservatérios sdo: doméstico, os cdes (Canis familiaris); e
silvestre, outros canideos (Gontijo e Melo, 2004; WHO, 2008) como as raposas (Cerdocyon
thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (Gontijo e Melo, 2004; Falqueto e Ferreira,
2005). Alguns desses animais possuem habitos sinantropicos, o que pode consistir em um
possivel elo entre os ciclos domestico e silvestre (Gontijo e Melo, 2004).

A doenca no homem, segundo Prata e Silva (2005) é caracterizado por trés estagios:
(i) inicial — que pode ser abrupto ou insidioso-, (ii) de estado e (iii) final. Quando o inicio
ocorre de forma abrupta (geralmente em adultos e adolescentes), os individuos acometidos
apresentam febre (primeira manifestacdo clinica e mais frequente), que pode chegar a 39-
40°C, ao longo de uma semana, ou bruscamente com calafrios e mal-estar. Podera
desenvolver também, esplenomegalia, dispnéia, perturbaces digestivas, palidez, anorexia,

astenia e alteracGes de humor (Prata e Silva, 2005). Segundo os autores, quando insidioso, 0s

2



adultos e geralmente criancas, quando acometidos ndo sabem precisar o inicio da doenga, mas
descrevem os sintomas clinicos anteriormente citados. Os autores acrescentaram ainda que o
periodo de estado inicia-se apds alguns meses, e é caracterizado pela intensificacdo dos
sintomas do estagio inicial, pela hipertermia, com pouco ou nenhum desconforto e sintomas
toxémicos, hepatoesplenomegalia (aumento de volume do figado e do bago), distensdo
abdominal, e pela anemia. Prata e Silva (2005) afirmaram que “a anemia, a febre e a
esplenomegalia compdem a triade cléssica da doenca.”

Em 1930, o Servico de Febre Amarela buscava casos ndo diagnosticados da doenca na
regido nordeste do Brasil. Nesse inquérito, Penna (1934) encontrou lesGes semelhantes as de
LV em bidpsias de figado, coletadas de pacientes que foram a dbito. De acordo com analises
histopatologicas, o autor afirmou que: “ ha toda a probabilidade de que o parasito encontrado
com a forma leishmania pertenca ao género Leishmania Ross 1903”. Esse achado confirmou
0s primeiros casos autoctones de calazar no pais (Penna, 1934).

Antes da década de 1980, a maior parte dos casos humanos de LV era encontrada em
ambientes de baixo nivel socioeconémico, principalmente no meio rural e na periferia das
grandes cidades, que apresentavam caracteristicas rurais (Brasil, 2006a). Ndo obstante, ao
final da década de 1980, observou-se a adaptacdo do vetor principal, L.longipalpis, aos
ambientes urbanos de grandes metrdpoles - com destaque para os estados das regifes Sudeste
e Centro-Oeste do Brasil - onde pode ser encontrado tanto no peridomicilio (galinheiros,
chiqueiro, canil, paiol, entre outros ambientes) como também no intradomicilio (Brasil,
2006a).

Entretanto, nos estados de Mato Grosso (Missawa e Lima, 2006) e Mato Grosso do
Sul, Galati et al (1997) e Santos et al (1998) ja haviam identificado a espécie L. cruzi, como
vetor principal do calazar. Entre setembro de 1996 e dezembro de 1999, Souza et al (2003)
realizaram capturas de flebotomineos em localidades nas encostas do macico da Pedra Branca
(RJ), e verificaram que L.longipalpis predominou apenas em Barra de Guaratiba,
permanecendo ausente em Camorim, Colonia, Grota Funda, Grumari, Ilha de Guaratiba e
Carapia, areas em que foram notificados casos humanos autoctones de LV desde 1993, Barra
de Guaratiba inclusive. Recentemente, Pinto et al (2010) identificaram municipios do estado
do Espirito Santo, com casos autoctones de calazar sem a presenca da L.longipalpis. Nesse
estudo os autores encontraram as espécies, L. alencari, L. intermedia e Micropygomyia

schreiberi, entre outras, em ambientes modificados e preservados.



A adaptacdo dos vetores potenciais do calazar aos ambientes urbanos foi descrita por
varios autores. Dantas-Torres e Branddo-Filho (2006) apontaram a capacidade de
domiciliacdo, na regido metropolitana do Recife, do flebotomineo L.longipalpis, o qual ja
pode ser encontrado em praticamente todo o territério pernambucano. Mestre e Fontes (2007)
atribuiram diversos fatores determinantes para a adaptacdo desses vetores no municipio de
Varzea Grande-MT, mas que também podem ser encontrados em outras localidades, como: o
processo de ocupacdo urbana desordenada, a destruicdo de ecoOtopos silvestres, o intenso
convivio das pessoas com animais domesticos, as condi¢Ges precarias de moradia, de coleta
do lixo e de saneamento. E confirmado por Oliveira, Cosenza e Gesteira (1997), em Belo
Horizonte-MG, com a urbanizacdo da LV em areas nobres da cidade.

Dantas-Torres (2009) atribuiu mudancas na ecologia do vetor aos fatores que
favorecem a disseminacdo das leishmanioses caninas na América do Sul. Outrossim, o autor
inferiu que a introducdo de cées infectados, em areas ndo-endémicas e que apresentam
vetores potenciais, configuram-se como areas propicias ao estabelecimento de um novo foco
de transmissdo. Por outro lado, Rotureau et al (2006) afirmaram que o intercambio de cdes
entre areas endémicas e ndo-endémicas também pode facilitar a propagacédo da LV.

Segundo o Ministério da Saude do Brasil (2006a), em 19 anos de notificacdo (1984-
2002), os casos de LVH somaram 48.455, sendo que aproximadamente 66% deles ocorreram
nos estados da Bahia, Ceara, Maranh&o e Piaui. Nos ultimos dez anos, a média anual de casos
no Pais foi de 3.156, com a incidéncia de dois casos/100.000 hab (Brasil, 2006a).

Nas duas Ultimas décadas, a LVH re-emergiu no mundo de forma ainda mais grave,
apresentando diferentes padrdes (Brasil, 2006b). No Brasil, atualmente, a LVH € identificada
como epidemia urbana, observada em grandes centros das regides Nordeste, Sudeste e
Centro-Oeste, ocasionando a expansdo do processo endémico, facilitado pelo intenso fluxo
migratorio (Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006) e acometendo grupos de individuos jovens
ou com co-morbidades, como a AIDS, o que pode levar a um nimero elevado de dbitos
(Brasil, 2006b).

Até 0 ano de 2003, a LVH havia sido notificada em 19 dos 27 estados do pais (Brasil,
2003; Gontijo e Melo, 2004), com registro de transmissdo autéctone em aproximadamente
1600 municipios (Brasil, 2003). Dados mais recentes informaram que a doenca ji esta
distribuida em 20 Unidades Federativas nas regides Nordeste, Sudeste, Norte e Centro-Oeste
que representam, respectivamente, 56%, 19%, 18% e 7% dos casos humanos notificados

(Brasil, 2008a, em: http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizartexto.cfm?idtxt=27082>).
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Segundo matéria publicada no jornal on-line do estado de Mato Grosso, A Tribuna-
MT, o Ministério da Saude havia elegido 25 municipios prioritarios para LV no estado, isto é,
municipios que apresentavam individuos e caes infectados. Dentre 0os municipios, encontrava-
se Cuiabd. O estado do Mato Grosso registrou a ocorréncia de 19 casos, sendo que trés
resultaram em 6bito até final de novembro de 2007. Em Cuiaba foram registrados dois 6bitos
conforme nota a seguir (<http://www.atribunamt.com.br/geral/alerta-sobre-ocorrencias-de-

leishmaniose-visceral/ >):

“Até o final de novembro de 2007 a Secretaria de Estado de Satde (SES) recebeu confirmagéo
para 19 casos de Leishmaniose Visceral no Estado de Mato Grosso. Desse total, seis casos
foram localizados no municipio de Rondondpolis e os outros quatro em municipios préximos.
Dos 19 casos registrados em todo o Estado, 16 foram tratados e evoluiram para a cura. Trés
casos resultaram em 6bito, um em Rondondpolis e dois em Cuiaba.

O Ministério da Salide elegeu como municipios prioritarios onde foram encontradas pessoas
com resultado positivo para o vetor e cdes com a doenca, 25 localidades: Alto Araguaia, Bardo
do Melgaco, Barra do Gargas, Caceres, Canabrava do Norte, Chapada dos Guimardes, Cuiaba,
General Carneiro, Jaciara, Juscimeira, Luciara, Mirassol D’Oeste, Nossa Senhora do
Livramento, Novo S&o Joaquim, Nobres, Nova Brasilandia, Peixoto de Azevedo, Pocone,
Poxoréu, Primavera do Leste, Rondondpolis, Roséario Oeste, Santo Antonio do Leverger e
Vérzea Grande. “Nesses municipios, é feito o controle vetorial e inquérito canino (coleta de
sangue nos caes).”

Moura et al (1999), durante o inquérito canino que realizaram em &rea urbana do
municipio de Cuiaba no periodo de julho de 1997 a agosto de 1998, detectaram 64,5% de
soropositividade para leishmaniose em sua amostragem de cdes por meio da técnica da
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), e 88% dessas amostras positivas apresentaram
titulacdo elevada (50% com 1:640, 33,3% com 1:320 e 4,8% com 1:160). Esses resultados
sugeriram fortemente que a leishmaniose visceral canina (LVC) estava presente na area
urbana de Cuiabd-MT. Entretanto, a espécie etioldgica circulante no municipio ainda
permanecia desconhecida.

Um estudo realizado com cées das areas urbana e rural no Estado do Rio Grande do
Norte (Amora et al, 2006) verificou a urbanizagdo da LVC em Mossor6-RN e apontou a
necessidade de maior atencdo ao papel dos cdes como reservatério desta zoonose.

Para o diagnostico da LVC, o Ministério da Saude preconiza a utilizagdo da RIFI
como técnica de referéncia (IFI Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) e do ensaio imunoenzimatico,
isto &, ELISA (EIE Bio-Manguinhos/FIOCRUZ), com a eliminagdo dos cées soropositivos.
Para a confirmacdo diagndstica é realizada a puncgéo aspirativa da medula 0ssea e esfregago

em lamina para posterior leitura em microscopia 6tica (Brasil, 2006a).



O Ministério da Saude do Brasil (2006b) admite que as estratégias de controle da LV
ainda ndo sdo efetivas 0 bastante; sdo elas: o diagnostico e tratamento precoce dos casos
humanos, a reducdo da populacdo de flebotomineos, a eliminacdo dos reservatérios
domeésticos (cées) e atividades de educacdo em salde.

Neste trabalho, pretende-se testar uma nova metodologia de diagnéstico paraa LVC: o
uso da técnica de reacdo em cadeia pela Polimerase (PCR) em papel de filtro contendo o
aspirado de tecido subcutdneo de cdes suspeitos e residentes em Cuiaba-MT. Esta
metodologia é uma modificacdo daguela ja empregada por Silva et al (2004), que utilizou
sangue periférico como insumo sobre o papel de filtro para o diagnéstico da LV. A nossa
proposta é a utilizacdo do aspirado subcutaneo, baseada na caracteristica biolégica da LVC,
qguando é encontrado intenso parasitismo cutaneo presente nesses animais por ocasido da
infeccdo por L.infantum (sin. L. chagasi para Deane, 1956).

Espera-se que a substituicdo do insumo possa aumentar a eficiéncia da PCR em papel
de filtro, pois traz a vantagem da dispensa da fase intermediéria, de cultivo in vitro do
material puncionado da medula 6ssea. Com isso, poderemos obter resultados mais rapidos ao
periodo despendido atualmente, que oscila em torno de 30 dias. Outrossim, a PCR multiplex
é uma técnica confiavel, mais especifica e sensivel que as técnicas de diagndstico soroldgico
empregadas e que podem apresentar reacdes cruzadas com outras parasitoses (Brasil, 2006b),

Ja 0 uso do papel de filtro como substrato para insumos biolégicos permite a sua
obtencdo em condicBes muitas vezes restritas, como acontece no trabalho de campo (Rab e
Evans, 1997; Silva et al, 2004); seu armazenamento ndo precisa de baixas temperaturas e
permanece viavel por varios meses. Ou seja, 0 aspirado de tecido subcutaneo em papel de
filtro associado a PCR multiplex podera proporcionar um diagnostico mais rapido da LVC,
facilitando a intervencdo oportuna na identificacdo e posterior eliminacdo dos animais
infectados, contribuindo assim para a vigilancia e o controle da LV.

Ainda neste trabalho foi proposto realizar a comparagdo entre varios métodos de
diagnéstico da LV, incluindo RIFI, ELISA, teste rapido imunocromatografico DPP™ e
Exame Parasitoldgico Direto, assim como identificar, por meio da analise eletroforética
isoenzimatica, o agente etiolégico da LVC nas amostras estudadas de Cuiaba-MT, o qual

permanece desconhecido neste municipio.



2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Analisar amostras de cdes com suspeita clinica ou ndo de leishmaniose visceral,
recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), oriundos de area urbana de Cuiaba
(Mato Grosso), a partir da tentativa de desenvolver uma metodologia de diagnostico,

comparar técnicas laboratoriais e caracterizar a espécie de Leishmania circulante.

2.2 — Objetivos Especificos

= Auvaliar clinicamente os animais capturados ou levados ao CCZ-Cuiaba, com suspeita
ou ndo de LV;

= Realizar as técnicas RIFI, ELISA e DPP™, em amostras séricas, e o Exame
Parasitologico Direto a partir de esfregaco de medula dssea dos animais;

= Efetuar a PCR multiplex utilizando fragmentos de papel de filtro embebidos com
aspirado de tecido subcutaneo;

= Comparar, em funcdo dos parametros de: sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos e concordancia total ou acurdcia, os resultados
encontrados nas técnicas de RIFI, ELISA e DPP™ com o Exame Parasitolégico
Direto e entre si;

= Utilizar a técnica de eletroforese de isoenzimas para identificacdo da espécie de

Leishmania nas amostras isoladas.



3-SITUACAO PROBLEMA

O diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina, preconizado pelo Ministério da
Saude (Brasil, 2006b), é realizado durante os inqueéritos no campo, quando ¢ feita a coleta de
sangue periférico para a realizagdo da RIFI e do ELISA em laborat6rio. Somente em casos de
consulta ao veterinério, os cdes com quadro sugestivo da LV sdo submetidos a puncéo de
medula 6ssea e, posterior esfregaco para identificacdo parasitologica do agente.

A utilizacdo do papel de filtro vem facilitar enormemente a coleta das amostras no
campo, j& que atende as necessidades para a realizacdo dos procedimentos de diagnostico, até
mesmo em &reas com pouca ou nenhuma infra-estrutura. Uma das vantagens deste metodo € o
fato de ndo requerer armazenamento em baixa temperatura, podendo ser guardado, por até um
ano, aproximadamente, em temperatura ambiente (Silva et al, 2004).

Em estudo prévio, Silva et al (2004) demonstraram o uso do papel de filtro com
sangue coletado de individuos com LV, com resultados em torno de 71,8% de positividade
pela PCR. Manna et al (2004) realizaram um estudo comparando diversos tipos de amostras
bioldgicas de cdes com LV. Os autores concluiram que a melhor escolha para selecdo do
espécime clinico foram as bidpsias de pele, quando processadas pela PCR (alvo: fragmento de
116 pb da regido conservada do KDNA).

Sabe-se que na LVC ha intenso parasitismo do tecido subcutaneo, sob a forma de
lesGes, principalmente descamac6es, eczemas, Ulceras e dermatites e ainda, em pele sd. Uma
vez que o treinamento para o pessoal de campo para puncao de pele é simples, seria possivel
combinarmos a técnica da PCR multiplex, aplicada ao papel de filtro, com o aspirado de
tecido subcutaneo de cées sugestivos de LV e/ou naturalmente infectados por Leishmania sp,
obtermos resultados confidveis para o diagndstico, e de forma mais rapida que as técnicas
preconizadas pelo Ministério da Saude e utilizadas até hoje?

As referidas técnicas utilizadas em inquéritos caninos sdo a RIFI e o ELISA. Para
tanto, resolvemos comparar os resultados obtidos nesses testes com o exame parasitologico
direto (leitura de ldmina com esfregago de medula 6ssea), considerado nesse estudo como
padrdo ouro. Incluimos ainda, o cultivo in vitro e o teste rapido imonocromatogréafico DPP™
(Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) na comparagdo. Como essas técnicas, de diferentes
fundamentos, se comportardo frente ao padréo ouro e entre si?

Segundo Mestre e Fontes (2007), em Mato Grosso, durante o periodo de 1998 a 2005

foram registrados 138 novos casos de LV, resultando em coeficientes de incidéncia



acumulada e letalidade de 5,4 casos/100.000 habitantes e 11,6%, respectivamente. Segundo 0s
autores, os casos foram distribuidos nos municipios de Varzea Grande, Chapada dos
Guimardes, Nossa Senhora do Livramento, Poxoréu, Barra do Garcas, Jaciara, entre outros,
caracterizando uma epidemia da doenca. Os autores apontaram ainda que, 0 municipio de
Vérzea Grande foi o que mais notificou a doenga com 50 (36,2%) casos no periodo.

Na capital Cuiab4, vizinha de Véarzea Grande, os primeiros registros de casos humanos
de LV foram verificados em 2005, com cinco (3,6%) casos durante o ano (Mestre e Fontes,
2007). Contudo, a presenca de cdes sorologicamente positivos tem sido detectada desde o
final da década de 1990, permanecendo até os dias atuais (Moura et al, 1999).

Por ocasido da epidemia em Vérzea Grande, foi realizada captura de flebotomineos,
sendo L.longipalpis e L.cruzi encontradas em 14 dos 18 municipios com transmissdo tanto de
LVC como de LVH (Mestre e Fontes, 2007). Entretanto, Delgado et al (1993) e Tolezano et
al (2007) identificaram a presenca da espécie L. colombiensis, na Venezuela, e L.
amazonensis,, em Aracatuba (SP), respectivamente, em cdes com quadro clinico de LV.

Em Cuiaba, a espécie etioldgica da LVC € desconhecida, e sua identificacdo é
necessaria. Seria a espécie L. infantum, de distribuicdo ampla no Brasil, de fato o agente

etiolégico da LVC em Cuiaba, no estado do Mato Grosso?



4 — JUSTIFICATIVA

Segundo o Ministério da Saude (Brasil, 2003), o diagndstico laboratorial da LVC
permanece como um problema para 0s servi¢os de salde e esta relacionado a trés fatores:
variedade de sinais clinicos semelhantes aos observados em outras doengas infecciosas,
alteracOes histopatoldgicas inespecificas e a inexisténcia de um teste de diagnostico proximo a
100% de especificidade e sensibilidade.

O diagndstico laboratorial da doenca canina pode ser parasitoldgico ou soroldgico. O
primeiro é o diagnostico de certeza e se baseia na demonstracdo do parasito obtido de material
de pungdes de figado e/ou de baco, de linfonodos e de medula 6ssea ou ainda, bidpsia ou
escarificacdo de tecido cutaneo. Tais métodos variam quanto ao potencial invasivo e requerem
médico-veterinario para executar o procedimento, tornando-se impraticavel nos inquéritos.
Além disso, muitas vezes sdo obtidos resultados falso-negativos no exame parasitologico
direto de esfregacos de medula 6ssea e de linfonodos (Silva et al, 2004; Manna et al, 2004;
Gomes et al, 2008).

Os exames soroldgicos atualmente realizados nos programas de saude publica sdo a
RIFI e 0 ELISA, ambos produzidos por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. A RIFI pode apresentar
reacOes cruzadas com a leishmaniose tegumentar e a doenca de Chagas, por exemplo, se
considerarmos o ponto de corte a diluicdo de 1:40 (Silva et al, 2001b; Silva et al, 2004; Alves
e Bevilacqua, 2004). O resultado do ELISA € considerado positivo quando o valor da
densidade 6tica for igual ou superior a trés desvios-padrdes do ponto de corte do resultado
encontrado no controle negativo (Brasil, 2003).

Em seu estudo, Andrade et al (2006) observaram que a PCR, cujo alvo foi um
fragmento de 120pb da regido conservada do minicirculo de KDNA de Leishmania, foi capaz
de identificar cdes positivos para as leishmanioses, os quais foram inicialmente classificados
como negativos pelos testes de diagnostico preconizados pelo Ministério da Saude: RIFI e
exame parasitologico direto. Essa constatacdo nos alerta quanto a subestimagdo do nimero
real de animais infectados quando diagnosticados pelos métodos empregados em &reas
endémicas, segundo os autores. Desta forma, um nimero consideravel de cédes positivos para
as leishmanioses podera permanecer como reservatorios do calazar (sin LV), comprometendo
a eficacia das agdes de controle da LV (Andrade et al, 2006).

Embora preconizadas pelo Ministério da Sadde (Brasil, 2006b), as reacGes soroldgicas

de RIFI e ELISA necessitam de armazenamento dos soros em temperatura em torno de 4°C e
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transporte apropriado para o laboratorio onde serdo realizados os procedimentos. A média
esperada para o resultado final € em torno de 20 dias para o diagnostico de infec¢do ou doenga
(Brasil, 2003), podendo levar até mais dias (Braga et al, 1998; Oliveira e Araujo, 2003).

Em um estudo sobre a ocorréncia de leishmaniose em cées da area urbana de Cuiaba,
Moura et al (1999) encontraram titulacGes elevadas (acima de 1:160) em 92,5% (37 amostras)
dos soros coletados. Segundo os autores, esses dados sugerem fortemente ser uma area na
qual a LVC encontra-se presente, constituindo-se no primeiro relato da deteccdo de cées
sorologicamente positivos para leishmaniose em area urbana da cidade de Cuiaba.

A utilizacdo da PCR (fragmento 116 pb da regido conservada do KDNA) (Manna et al,
2004; Silva et al, 2004), do papel de filtro (Silva et al, 2004) e de bidpsias de pele (Manna et
al, 2004) de cées sugestivos de calazar e/ou naturalmente infectados por Leishmania sp
possuem fundamentacdo tedrica, garantindo resultados satisfatérios. Na nossa proposta, a
substituicdo da bidpsia de pele pelo aspirado de tecido subcutaneo permitird que o
procedimento seja realizado por agentes de salde, durante os inquéritos. Além disso, essa é
uma conduta que requer poucos cuidados com assepsia, pois o infiltrado subcutaneo, uma vez
aspirado em seringa estéril, sera imediatamente absorvido pelo papel de filtro.

Diferentemente das técnicas soroldgicas, o aspirado de tecido subcutaneo impregnado
no papel de filtro para realizacdo da PCR poderéa identificar até mesmo resquicios de material
genético do parasito presentes na amostra (Moreira et al, 2007), e assim, poderd minimizar
sobremaneira a chance de resultados equivocados. A coleta do aspirado de tecido subcuténeo,
parece ser um procedimento muito mais simples, rapido, requerendo apenas, treinamento para
sua execucao.

Portanto, parece-nos que a combinacdo, papel_de_filtro-aspirado_subcutéaneo-PCR
podera oferecer subsidios para facilitar o diagnéstico da LVVC em qualquer uma de suas fases,
seja ela assintomatica, oligossintomatica ou sintomatica, devido a presenca constante de
parasitos no tecido subcutaneo desses animais. Esta metodologia pode ser uma contribuicdo a
vigilancia e ao controle da LV em areas endémicas e epidémicas.

Acrescentaram-se a esse estudo metodologias variadas de diagnostico da LVC para
comparar entre si 0 comportamento das técnicas preconizadas pelo Ministério da Salde.
Coube ainda, a caracterizagdo da espeécie etioldgica da LV, presente nos cdes capturados e
procedentes da cidade de Cuiaba, e que se faz necessaria para o conhecimento da dindmica de

transmissdo entre esses animais, em areas rurais e urbanas (Dantas-Torres, 2009) e para 0
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aprimoramento no uso de estratégias e medidas de controle da transmissdo (Shaw, Grimaldi e
Cupolillo, 2005).

A identificacdo da espécie de Leishmania € indispensavel, pois reforca a necessidade
de um diagnéstico especifico da infeccdo canina em &reas onde diversas espécies sao

simpatricas (Andrade et al, 2006).
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5 - REFERENCIAL TEORICO
5.1 — Leishmaniose Visceral Canina

A manutencdo da Leishmania sp na natureza depende principalmente do ciclo
zoondtico (Prata e Silva, 2005). A leishmaniose visceral (LV) é considerada, no Brasil, uma
zoonose canina, sendo o homem atingido acidentalmente pela infeccdo (Deane, 1956). A
Leishmania (Leishmania) chagasi € a espécie responsavel, até entdo, pela doenca no Brasil
(Brasil, 2008b, <http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizar_texto.cfm?idtxt=27081>).
No entanto, alguns autores consideram L.(L.) infantum sinénimo da L.(L.) chagasi, por
apresentarem baixo grau de diversidade entre si, verificada por meio de analises bioquimicas
e moleculares, ndo caracterizando espécies distintas (Momem et al, 1987; Cupolillo, Grimaldi
e Momen, 1994; Tesh, 1995; Mauricio et al, 1999; Mauricio et al, 2000; Dantas-Torres,
2006).

No Brasil, os vetores da LV sdo insetos pertencentes a Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae e Género Lutzomyia (Camargo-Neves e Santucci,
2001; Gontijo e Melo, 2004), principalmente, além de outros géneros (Souza et al, 2003;
Pinto et al, 2010). Duas espécies foram incriminadas como vetoras da L.infantum no estado de
Mato Grosso: a L.longipalpis (Gontijo e Melo, 2004; Prata e Silva, 2005), que apresenta
distribuicdo idéntica a da LV, predominando em relacdo a outras espécies de flebotomineos
nos locais de surto de calazar, e ainda apresenta alta infestacdo no intradomicilio; e a L. cruzi
(Galati et al, 1997; Santos et al, 1998), encontrada também no estado do Mato Grosso do Sul.
Santos et al (2003) também identificaram Lutzomyia longipalpis no estado do Mato Grosso do
Sul.

Segundo Tesh (1995), a emergéncia da LV como um problema crescente de salde
publica parece dever-se a varios fatores, sendo um deles, e provavelmente o mais importante,
as mudangcas ecoldgicas e demograficas, que sdo nitidas nas areas tropicais do Novo Mundo.
Atualmente, a ocorréncia da LV em inumeras localidades da América Latina, até entdo livres
da doenga, é conseqiiéncia nitida desse processo (Tesh, 1995). Outro fator importante para a
emergéncia da LV como um problema de saude publica consistiu na interrupcao da campanha
de controle da malaria nas regides nordeste e sudeste do pais, e a manutencdo de cées
infectados proximos a populagéo (Tesh, 1995).

Para Nascimento et al (2005), a presenca do vetor parece ser um fator de risco mais

relevante para a disseminagao da infeccdo por L. infantum (sin L.chagasi para os autores) do
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que a presenca de cdes no domicilio e peridomicilio. Segundo os autores, o controle vetorial
pode ser mais efetivo que a eliminagdo de cdes no combate a infeccao.

Outrossim, a disseminacdo da AIDS como uma epidemia global contribui para a
emergéncia da LV: casos de co-infeccdo parecem dever-se a reativacao de antigas infeccOes
por Leishmania sp, enquanto em outros sdo provavelmente causados por infecgdes novas, em
individuos imunossuprimidos (Gradoni, Scalone e Gramiccia, 1993; Tesh, 1995).

A falha em controlar a propagacédo da LV indica que os cdes podem néo ser os Unicos,
ou 0s mais importantes, reservatérios da infeccdo (Costa et al, 2000). Costa et al (2000)
realizaram um estudo no intuito de determinar se pessoas infectadas pela L. infantum (sin
L.chagasi para os autores) podem infectar os vetores, e encontraram uma resposta afirmativa:
pessoas com a doenca ativa podem infectar o vetor L.longipalpis com L.infantum. Os autores
afirmaram que as formas amastigotas presentes no tecido cutdneo e subcutaneo séo,
provavelmente, uma fonte adicional de parasitas para os flebotomineos, haja vista a
dificuldade para detectar parasitemia pelo exame de esfregaco de sangue. Se apenas pessoas
com a doenca sintomatica sdo infectivas aos flebotomineos, os determinantes da competéncia
humana como reservatorio seriam semelhantes aos fatores que determinam a evolucdo da
infeccdo a doenca: a idade, a condicao nutricional e a competéncia imunolégica (Costa et al,
2000).

O risco da doenca ap6s a infec¢cdo é baixo na populacdo em geral, porém individuos
em condi¢Bes que os vulnerabilizem, como criangas mal-nutridas, ou pessoas co-infectadas
com HIV, podem ser reservatorios importantes (Costa et al, 2000). O elevado nimero de
casos de calazar por L.infantum (sin L.chagasi para os autores) em Teresina-Pl pode ter sido
determinado por condi¢BGes que favorecem a proliferacdo dos vetores, como € 0 caso da
fixacdo de residéncia em comunidades de baixa renda com precarios servicos de saneamento
(Costa et al, 2000).

Como ja esclarecido anteriormente (Brasil, 2006b), a estratégia de controle da LV
baseia-se em trés abordagens: deteccédo e tratamento de casos humanos, controle vetorial e
eliminacdo de cées sororreagentes. Todavia, a deteccdo e o tratamento de casos humanos nao
contribuem para o decréscimo na incidéncia da LV, uma vez que a transmissao da infec¢do na
comunidade é mantida por tratar-se de uma zoonose (Tesh, 1995). Além disso, a questdo da
resisténcia de cepas de L.infantum as drogas antimoniais, em condic¢des de laboratorio, deve

ser levada em considera¢do, pois 0 mesmo ja ocorreu com varias outras espécies de

14



leishmanias, e a co-infeccdo com HIV tende a acelerar a emergéncia de cepas resistentes
(Ouellette e Papadopoulou, 1993).

Quanto ao controle vetorial, os esforcos sdo direcionados para os flebotomineos
adultos, haja vista que os criadouros da maioria das espécies sdo desconhecidos. Os
programas de pulverizagdo séo descontinuados, e as comunidades sofrem com a re-infestacéo,
resultando no ressurgimento dos casos humanos e caninos de LV.

A eliminacdo de cdes sororreagentes para L.infantum suscita muitos questionamentos.
Fato é que muitos cdes sororreagentes tém aparéncia saudavel, ndo aparentando estar
acometidos pela infeccdo da L.infantum nos estagios iniciais desse processo infeccioso, o que
dificulta a aquiescéncia dos proprietarios em ter seu cdo eliminado (Tesh, 1995). Outro ponto
importante a ser mencionado consiste na subestimacéo da verdadeira prevaléncia da infecgédo
canina, uma vez que a sensibilidade dos testes soroldgicos empregados pelos programas de
vigilancia canina deixa, ainda, a desejar. Esses programas sdo laboriosos e onerosos, e sofrem
descontinuidade (Tesh, 1995).

Interessante observar o papel dos cdes como reservatorios importantes do calazar em
grandes centros. Em um estudo realizado em Pancas-ES objetivando avaliar o efeito da
eliminacdo de cdes sororreagentes na transmissdo da LVH, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na incidéncia da doenca na populacdo ao longo de 12 meses de
observacdo, quando comparada a area em que cées infectados pela L.infantum (sin. L.chagasi
para os autores) foram mantidos (Dietze et al, 1997).

Para os autores, como o estudo foi desenvolvido em meio a um surto de LV, a
estratégia de eliminacdo de cées infectados ndo pode ser efetiva, isto é, a eliminacdo completa
dos animais infectados, comprometendo, assim, os resultados obtidos. Outro fator agravante
foi a migracdo cruzada de individuos e cdes entre as localidades estudadas. Segundo Dietze et
al (1997), uma possivel explicacdo diz respeito ao fato de o reservatorio primario, responsavel
pela manutengdo da doenca na populacdo humana, ser mantido por outros animais, como a
raposa e 0 gamba, principalmente em areas urbanas, com caracteristicas rurais.

Deane (1956) constatou que a LV canina poderia ser considerada, do ponto de vista
epidemioldgico, mais importante que a LV humana, uma vez que a doenga canina é muito
mais prevalente que a doenca humana, além de apresentar um contingente grande de cées
assintomaticos albergando a Leishmania sp. no tecido cutaneo, o que os torna, juntamente
com os cées sintomaticos e oligossintomaticos, fontes de infeccdo mais faceis para 0s

fleb6tomos.
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A distribuicdo cosmopolita do cdo, e o fato de alguns grupos sociais terem um contato
mais préximo com o cdo doente, favorecem a transmissdo da LV e, portanto, sdo fatores
essenciais para a propagacao do ciclo da doenca (Prata e Silva, 2005). Em areas de calazar é
frequente a enzootia canina precedendo a infeccdo humana (Alencar, 1959).

Werneck et al (2008) afirmaram que o cdo, considerado o reservatério doméstico do
protozoéario, desempenha o papel de fonte de infeccdo para individuos. Cées abandonados, ao
vagar pela periferia da cidade, entrariam em contato direto com reservatorios selvagens da
doenca e, rapidamente, adquiririam a infeccdo. Ao retornarem para o interior da cidade, esses
animais serviriam de amplificadores da infec¢do para outros cdes e humanos. Nesse contexto,
condicBes sociais favoraveis e a presenca constante de um grande numero de individuos ndo
imunes, reservatorios infectados e vetores em abundancia, configurariam as condicGes basicas
para a ocorréncia de casos autoctones da doenca.

Mancianti et al (1988), mediante exame clinico, classificaram os cdes com LV em:
casos assintomaticos, nos quais ndo ha sinais nem sintomas sugestivos de infec¢do por
Leishmania; oligossintomaticos, nos quais encontram-se apenas alguns sinais clinicos da
doenca, como adenopatia linfdide — aumento generalizado dos linfonodos-, discreta perda de
peso e/ou pelagem opaca; e casos sintomaticos, nos quais encontram-se todos ou alguns dos
sinais severos da doenca: alteracbes cutaneas, onicogrifose (crescimento exagerado das
unhas), ceratoconjuntivite e rigidez dos membros pélvicos.

De acordo com Freitas et al (2006), os primeiros sinais clinicos, e 0s mais comuns, sdo
alteracdes dermatoldgicas, com destaque para dermatite esfoliativa e acentuada perda de pelo
ao redor dos olhos. A doenca evolui com o surgimento de Ulceras, alopecia local ou
generalizada e hipercromia da pele (Freitas et al, 2006).

Moreira et al (2007) encontraram em seu estudo que os sinais clinicos mais frequentes,
tanto para cdes sintomaticos como para cédes oligossintomaticos, sdo a linfadenomegalia,
perda de peso, alteracBes dermatoldgicas e onicogrifose. Silva et al (2001a) também
observaram, durante seu estudo, lesGes cutaneas pequenas e unicas ou maltiplas, com bordos,
e altamente simétricas, sem prurido, que podiam ser vistas em diferentes partes do corpo,
inclusive nas orelhas, no focinho, nas patas e nos genitais dos cdes com LV. Grande nimero
de parasitos foi encontrado em bidpsias de determinados pontos do tecido cutaneo (Silva et al,
2001a). Segundo Prata e Silva (2005), as lesdes e a perda de pelos, ocasionadas pelo intenso
tropismo das leishmanias pelo tecido cutdneo dos caes, facilitariam a infecgdo dos

flebotomineos.
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Barros (1998) apontou que os cdes com LV apresentam anemia nédo-regenerativa e
hipergamaglobulinemia policlonal (aumento inespecifico e generalizado de gamaglobulinas)
com concentracfes de proteina total que podem passar de 100g/L (valor de referéncia: 10
g/L).

N&o obstante, é interessante notar que esses cdes frequentemente ndo apresentam
sinais clinicos da doenca, embora possam apresentar grande nimero de formas amastigotas no
exame parasitolégico de medula dssea e em fragmentos de tecido subcutaneo. Tal
constatacdo, aliada ao intenso parasitismo subcutaneo, a presenca desses cdes no ambiente
peridoméstico, assim como a sua dispersdo, seja acompanhando familias ou isoladamente,
confirmam a importancia epidemioldgica do cdo como a maior fonte de infeccdo pela
Lutzomyia longipalpis e L. cruzi na transmissdo da LV para individuos e animais (Silva et al,
2001a).

Até recentemente, a transmissdo de formas livres intracelulares de Leishmania no
sangue via transfusdo sanguinea nédo era reconhecida como uma fonte potencial da infeccdo e
desenvolvimento de LV (Freitas et al, 2006). Em contrapartida, Freitas et al (2006) obtiveram
resultados que evidenciam a possibilidade de transmissdo, via transfusdo sanguinea, de
Leishmania infantum, experimentalmente, pelo sangue total ou por fracdes de células
mononucleares de cées infectados para animais receptores, independentemente da condicéao
clinica do doador. Os pesquisadores demonstraram que as formas amastigotas presentes nas
células mononucleares dos cdes infectados foram transmitidas para o hamster receptor e
conservaram seu potencial de infectividade. Esta informacdo é um alerta muito importante
para prevenir a disseminacdao da infeccdo por L. infantum através de transfusdo sanguinea,
dado que os cédes doadores de sangue ndo sdo devidamente monitorados (periddica e
rigorosamente), podendo servir como fonte de infeccdo, ndo apenas de Leishmania sp., para
cdes receptores (Freitas et al, 2006).

Importante ressaltar que a necessidade de transfusdo esta relacionada, principalmente,
a incapacidade da medula 6ssea de produzir e substituir componentes celulares, devido a falha
funcional da propria (Freitas et al, 2006). O sistema imunoldgico comprometido favorece
infeccbes de inimeros patdgenos, ainda mais daqueles que sdo injetados diretamente na
corrente sanguinea e disseminados através do organismo até a colonizagdo de outros 0rgaos
(Freitas et al, 2006).

A evidéncia clinica da LV adquirida via transfusdo sanguinea dependera do

estabelecimento do estado de equilibrio entre a Leishmania sp. e 0os mecanismos de defesa
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imunolégica e genética do hospedeiro, assim como ocorre nas transmissdes naturais (Freitas
et al, 2006). Muitos cdes que sofreram transfusdo podem ser assintomaéticos e servir como
reservatorio, tendo sua pele como fonte de infeccéo para flebotomineos (Freitas et al, 2006).

Em um estudo correlacionando a presenca da infeccdo por L.infantum (sin L.chagasi
para 0s autores) a varidveis socio-econémicas e epidemioldgicas em uma area endémica de
LV no Maranh&o, Brasil, os resultados obtidos mostraram associa¢do dessas variaveis com a
IDRM (intradermorreacdo de Montenegro), porém ndo houve associacdo com o teste ELISA
empregando o antigeno rK39 (Nascimento et al, 2005). Verificou-se que a existéncia ou ndo
de portas e janelas, bem como o tipo de abastecimento de 4gua estavam relacionados a IDRM
(Nascimento et al, 2005). O fato de apenas 2,5% da populacdo estudada ter 4gua encanada
favorecia maior exposicdo ao vetor, haja vista que essas pessoas se deslocavam para buscar
agua no intuito de abastecer sua casa. Observou-se que o cdo, isoladamente, ndo foi fator de
risco para a infeccdo por L.infantum (sin L.chagasi para os autores), enquanto a aspersao com
inseticida foi fator protetor (Nascimento et al, 2005).

5.2 — Leishmaniose Visceral Humana e Canina no estado do Mato Grosso, Brasil

Apoés anos transcorridos com notificagcbes de casos isolados, em 1998 ocorreu uma
epidemia de LV no estado do Mato Grosso, que teve inicio no municipio de Varzea Grande,
onde foram registrados 13 casos humanos autdéctones, e que favoreceu a expansdo da
transmissdo da doenca para outros municipios do estado (Mestre e Fontes, 2007).

Os autores observaram que o0s casos notificados no biénio de 1998 a 1999
restringiram-se a trés municipios da Baixada Cuiabana: Véarzea Grande, Chapada dos
Guimardes e Nossa Senhora do Livramento, sendo Varzea Grande o que registrou o maior
namero de casos. De acordo com os autores, somente em 2005 foram registrados os primeiros
cinco casos autdctones de Cuiaba, capital do estado.

De acordo com Missawa e Borba (2009), as taxas mais elevadas de incidéncia de LV
em pacientes humanos nos anos de 1998 e 1999 em Varzea Grande podem estar relacionadas
a crescente expansdo e urbanizacdo da LV, e também pela busca ativa de casos e melhoria no
diagnostico pelos servicos de atengdo primaria.

Mestre e Fontes (2007) apontaram que a transmissdo da LV no Mato Grosso expandiu
sobremaneira, e atingiu outros municipios do Centro-Sul do estado, regido de grande

mobilidade populacional, além dos municipios préximos a Baixada Cuiabana. Nestes foram
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identificados novos focos de transmisséo ao longo dos corredores de circulagéo do estado,
especialmente em direcdo ao Sudeste e Norte mato-grossenses.

De acordo com Camargo-Neves (2008), padrdo de transmissdo semelhante a esse foi
observado também no interior de S&o Paulo: a LV foi identificada em zona urbana de
municipios seguindo os eixos rodoviarios e ferroviarios daquele estado. O fluxo migratério
entre os municipios desses corredores de circulacdo, aliado ao processo de ocupacgdo urbana
desordenada, perpetuam a interiorizacdo da LV no Mato Grosso (Mestre e Fontes, 2007;
Missawa e Borba, 2009).

Para Missawa e Borba (2009), a distribuicdo espacial da LV no municipio de Véarzea
Grande ndo foi aleatéria: identificou-se um padrdo de agregacdo no espacgo, devido as
condicdes sdcio-econémicas da populacdo. Os autores afirmaram que tanto o surgimento de
nucleos residenciais como a ocupacdo de areas pela populacdo de baixa renda causaram a
destruicdo de ecOtopos silvestres, contribuindo assim para a disseminagdo da LV,
confirmando que a doenga estd diretamente associada ao processo de ruralizacdo de areas
periurbanas.

O estado do Mato Grosso do Sul faz fronteira com o estado do Mato Grosso. Em
Campo Grande, capital do estado do Mato Grosso do Sul, a LV apresentou tendéncia de
expansdo a partir de 2002, com o aumento no nimero de casos, sendo que a maioria dos
pacientes residia em area urbana (a partir de 2003 ndo foram mais notificados casos em area
rural) (Botelho e Natal, 2009). Considera-se que, em Campo Grande, foi deflagrado um
processo de endemizacgdo urbana da LV, com elevada incidéncia de casos.

Mestre e Fontes (2007) atribuiram o desenvolvimento de condi¢cBes propicias a
transmissdo da LV em Vérzea Grande, ocorrido nas duas Ultimas décadas, ao aparecimento,
de nacleos residenciais de migrantes de baixa renda nas periferias urbanas; é uma populacao
que sobrevive em precarias condi¢cdes de moradia, de coleta de lixo e de saneamento basico.
O intenso éxodo rural favorece ainda a destruicdo de ecOtopos silvestres e consequente
afastamento, mesmo que temporario, de animais silvestres que existiam nessas localidades e
gue serviam como fonte de alimento para as fémeas de fleb6tomos. Com a chegada das
familias, muitas delas trazendo animais domésticos, como cdes, que segundo Marzochi e
Marzochi (1997), muitas vezes sdo trazidos ja infectados da regido de origem, passam a
contribuir como novas fontes alimentares para 0s vetores, tornando-se infectados e/ou

infectando fleb6tomos de hébitos ecléticos.
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As presencas da LVC no Mato Grosso e da L.longipalpis neste estado ja foram
relatadas anteriormente: Moura et al (1999) encontraram cdes sorologicamente positivos para
LV em areas urbanas de Cuiaba em 1997 e 1998, enquanto Missawa e Lima (2006)
capturaram aquele vetor em 23 municipios dos 68 pesquisados entre 1996 e 2004, inclusive
em Varzea Grande. D Andrea et al (2009) afirmaram que a L.longipalpis foi detectada nas
cidades que formam a microrregido de Dracena, interior paulista, entre um e trés anos antes da
identificacdo de casos humanos e caninos.

Mestre e Fontes (2007), em um levantamento entomologico realizado em 68
municipios do estado, incluindo 34 com casos de LV humana, afirmaram que em 32 destes foi
identificada a espécie vetora L. longipalpis. A presenca dos vetores L. longipalpis e L. cruzi
foi registrada em 14 dos 18 municipios com transmissdo de LV humana e de LVC. Destaque
para a ocorréncia de L. cruzi, encontrada em 78,6% dos municipios com registro simultaneo
de LV humana e LVC, o que sugere a possivel incriminacdo desta espécie na transmisséo da
LV no estado do Mato Grosso, assim como em Mato Grosso do Sul (Galati et al, 1997; Santos
et al, 1998).

Em um inquérito soroepidemioldgico de leishmaniose em cdes domiciliados na zona
urbana de Cuiaba-MT, Almeida et al (2009) encontraram prevaléncia de 3,4%, o0 que
corresponde a 16 positivos dentre 468 animais estudados. Os autores inferiram que a
ocorréncia de casos caninos em area urbana de Cuiaba pode ser entendida como reflexo de
mudanca nos aspectos da cadeia de transmissdo, que possibilitaram o acesso do vetor a essas
localidades. A cidade de Cuiaba passa por modificacbes ambientais intensas, com o
desmatamento para a construgdo civil, que favorecem o desenvolvimento dos vetores,
configurando quadro relevante para o entendimento da dindmica das leishmanioses em éareas

urbanas das cidades.

5.3 — Diagnostico Rapido para Leishmaniose Visceral

Métodos de diagnostico precisos para LV (elevadas sensibilidade e especificidade), de
facil realizacdo e interpretagdo, que fornecam resultados rapidos, que independam de infra-
estrutura laboratorial e de profissionais especializados, tém sido cada vez mais buscados
(Dourado et al, 2007). Assis et al (2008) acrescentaram que o discreto avanco no diagndstico

da LV nas ultimas décadas pode dever-se & complexidade bioldgica da infeccdo, bem como ao
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fato da LV ser uma doenca negligenciada e, portanto, com baixo lucro comercial, apesar de
ser atraente as pesquisas.

O Kalazar Detect™ Rapid Test (Kalazar Detect® InBios International, Seattle, WA,
USA) é um teste rapido imunocromatografico empregado para a determinacdo qualitativa de
anticorpos para o antigeno recombinate k39 de L.infantum (sin L.chagasi para os autores) em
seres humanos (Lemos et al 2003).

O DiaMed IT-LEISH® (produzido pela DiaMed AG Cressier sur Morat, Suica, e
distribuido pela DiaMed Latino América S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) é um teste
rdpido imunocromatogréfico que permite a deteccdo répida de anticorpos, também contra o
antigeno recombinante k39 de L.infantum em seres humanos (Sundar et al, 2003).

O TRALd (Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani) € um teste rapido que
detecta anticorpos anti-leishmania, que foi elaborado a partir da adaptacdo da proteina
recombinante k39 para um teste imunocromatografico (Badar6, 1996 apud Dourado et al,
2007).

5.4 — Métodos laboratoriais para o diagnoéstico da Leishmaniose Visceral Canina

Para Silva et al (2004), o diagndstico rapido e preciso da infeccdo por Leishmania sp
em cdes é de grande importancia, de forma a permitir a retirada dos animais infectados das
casas. Silva et al (2006) afirmaram, ndo obstante, que este diagnostico continua sendo
problematico, uma vez que o diagndstico parasitologico depende dos exames soroldgico e
parasitoldgico de puncdo de medula déssea. Este Gltimo é um procedimento doloroso para 0s
caes e requer a execucgdo por um médico veterinario experiente. Ainda assim, o diagndstico
parasitologico permanece como padrdo ouro quanto as leishmanioses devido a sua alta
especificidade (Romero et al, 2009). Todavia, ferramentas diagndsticas, as quais sao
consideradas para a implementacdo da vigilancia ou programas de controle, precisam ter
elevada sensibilidade e especificidade, a fim de evitar o sacrificio de cdes falsamente
positivos (Silva et al, 2006).

O padrdo de referéncia atual para o diagnostico da LV é a demonstracdo de formas
amastigotas de Leishmania em esfregacos de tecidos e/ou de formas promastigotas em cultura
dos mesmos tecidos (Gomes et al, 2007). As técnicas parasitologicas sdo altamente
especificas, mas sua sensibilidade varia de acordo com o tipo de tecido, e, além disso,

requerem experiéncia clinica e laboratorial (Boelaert et al, 2008).
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Em um estudo desenvolvido por Silva et al (2001b), os autores verificaram que em
644 cées estudados, 139 (21,6%) eram positivos pela RIFI; em 52 amostras soropositivas, 39
(75%) foram PCR positivas e todas as 52 amostras foram positivas pela hibridizacdo. Para a
realizacdo da PCR, um fragmento de DNA de 120 pb da regido conservada da molécula dos
minicirculos (DNA mitocondrial do cinetoplasto; kKDNA)  foi amplificado; nesse
procedimento hot-start PCR, foi utilizado primer A, 5’-
(G/C)(GIC)(CIG)CC(AIC)CTAT(AIT)TTACACCAACCCC-3” , e primer B, 5°-GGGGA-
GGGGCGTTCTGCGAA-3’. O produto esperado da amplificacéo

Portanto, para Silva et al (2001b), a combinacdo PCR-hibridizacdo é uma
metodologia de diagndstico altamente sensivel para deteccdo da LVC. Silva et al (2006)
enfatizaram que os testes soroldgicos constituiam-se em uma ferramenta auxiliar para o
diagnostico das leishmanioses caninas. O resultado de qualquer teste sorolégico deve ser
sempre julgado criteriosamente a partir dos dados clinicos, epidemiolégicos e outros dados
diagndsticos.

De modo a comparar formas de controle do calazar canino em areas endémicas do
Ceara, Braga et al (1998) empregaram um programa de eliminacdo rapida (em torno de sete
dias) de cdes sororreagentes para LV através do ELISA e outro de eliminacdo tardia (em torno
de 80 dias) de cées sororreagentes através da RIFI realizada com eluato de papel de filtro. Os
resultados encontrados atestaram a sensibilidade significativamente maior do ELISA em
detrimento da RIFI. Os autores afirmaram que a maior sensibilidade do ELISA seria
fundamental para o controle da LV, pela reducdo do tempo de permanéncia de um
reservatorio animal em uma comunidade. Apesar de ndo ser possivel definir com precisao o
que de fato provocou a reducdo na prevaléncia da LV canina nesse estudo, se foi a maior
sensibilidade do teste ou a eliminacdo imediata dos cées infectados, os autores concluiram que
ambas as a¢des sdo importantes para o incremento do controle da LV.

No entanto, o grande nimero de métodos empregados como testes soroldgicos
demonstra a dificuldade em desenvolver um método suficientemente confiavel para o
diagnostico clinico (Barroso-Freitas et al, 2009).

Técnicas moleculares tém contribuido para um melhor entendimento quanto a
infeccOes de reservatOrios primarios, 0s quais sdo responsaveis pela manutencdo do ciclo
enzodtico do parasita na natureza (Silva, Gontijo e Melo, 2005). Vérias técnicas moleculares
estédo sendo desenvolvidas para a deteccdo e a identificagdo de Leishmania sp. em hospedeiros

invertebrados e em mamiferos, sem a necessidade de cultivo, 0 que pode ser observado nos
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inimeros protocolos de PCR (Silva, Gontijo e Melo, 2005), como é o caso da PCR multiplex
(Harris et al, 1998).

Os alvos da PCR multiplex de Harris et al (1998) eram sequéncias para a regido SL
RNA das espécies de Leishmania do Novo Mundo; os primers escolhidos amplificam tanto
regides conservadas em todas as espécies de Leishmania (LU-5A [5’-TTT ATT GGT ATG
CGA AAC TTC-3"]) como regides especificas para cada complexo do Novo Mundo (LB-3C
[5’-CGT (C/G)CC GAA CCC CGT GTC-3’] — complexo L.braziliensis, LM-3A [5’-GCA
CCG CAC CGG (A/G)CC AC-3’] — complexo L.mexicana, e LC-3L [5’-GCC CGC G(CI/T)G
TCA CCA CCA T-3’] — complexo L.donovani). Os tamanhos esperados do produto da PCR
eram: 351 a 397pb para o complexo L.donovani, 218 a 240 pb para o complexo L.mexicana,
146 a 149pb para o complexo L.braziliensis.

Andrade et al (2006) utilizaram a RIFI, a microscopia 6tica e a PCR para investigar a
presenca de formas amastigotas de Leishmania em imprints de pele, bago, linfonodos, figado
e medula dssea de cdes provenientes de area endémica para as leishmanioses. A PCR foi
realizada empregando os primers 150 foward: [5’-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA-
3’], e 152 reverse: [5°-(G/C)(G/C)(G/C)(A/IT)CTAT(A/IT)TTACACCAACCCC-3’] que
amplificaram um fragmento de DNA de 120 pb da regido conservada dos minicirculos KDNA
de Leishmania. Para os autores deste estudo, a PCR provou ser superior a RIFI e ao exame
parasitologico direto através da microscopia Otica para o diagnéstico da LVC,
independentemente do tecido canino utilizado ou da manifestacédo clinica no cdo. Assim como
Solano-Gallego et al (2001), que utilizou os primers SP176  (5°-
TCTTGCGGGGAGGGGGTG-3") e SP177 (5’-TTGACCCCCAACCACATTTTA-3’) para
amplificar um fragmento de 120pb de DNA dos minicirculos do cinetoplasto da Leishmania,
o0s autores observaram ainda que a PCR foi capaz de detectar a presenca da L. infantum nos
cdes, mesmo naqueles com infec¢Ges subclinicas. Desta forma, Andrade et al (2006)
concluiram que a aplicagdo conjunta da PCR com a sorologia permite determinar a extensdo
das infecgdes subclinicas de areas endémicas para a LVC, e estimar o nimero de cédes que
serdo alvo das medidas de controle.

Tanto na medicina humana como na pratica veterinaria, a confiabilidade do
diagnostico da LV baseado na técnica da PCR (fragmento 116 pb da regido conservada do
KDNA) é bem conhecida (Manna et al, 2004). A PCR é um método mais sensivel do que a

microscopia para a identificacdo de Leishmania em aspirados de medula 6ssea e linfonodos,
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sendo especialmente Util na confirmagdo de casos suspeitos de LV em pacientes humanos
(Osman et al, 1997).

Ashford et al (1995) encontraram sensibilidade de 100% pela PCR em cées com
diagnostico parasitoldgico positivo para LV. O produto esperado da PCR empregada pelos
autores era a amplificacdo de um fragmento de 120pb de DNA da regido conservada dos
minicirculos do KDNA de todas as espécies do género Leishmania testadas, utilizando os
primers 13A [5’-dGTGGGGGAGGGGCGTTCT-3"] e 13B [5°-
dATTTTACACCAACCCCCAGTT-3’] e a amplificacdo de um fragmento de 650pb de DNA
da regido variavel do KDNA de Leishmania sp., através do par de primers V 1 [5°-
TTCG(G/C)AGAACGCCCCT(C/A)CCC-3’1e V2 [5’- GGGGTTGGTGTAA(AIT)ATAG
(GIT)(G/C)(GIC)C-3"].

A aplicacdo da PCR para a deteccdo do DNA da Leishmania a partir de espécimes
clinicos (sangue e aspirado de medula 6ssea para seres humanos e cées, além de bidpsias de
tecido cutaneo para caes) tem contribuido para resolver os problemas de diagndstico devido a
baixa sensibilidade do exame microscopico ou aos baixos valores preditivos da sorologia,
cujos resultados podem ser afetados tanto por anticorpos persistentes (falso-positivos) como
pela imunossupresséo (falso-negativos) (Manna et al, 2004). Os autores apontaram ainda que
a sensibilidade e a especificidade dos testes sorolégicos podem variar consideravelmente, e
podem subestimar a incidéncia da doenga.

Gomes et al (2007) desenvolveram um estudo cujo objetivo foi investigar uma
metodologia especifica e sensivel para distinguir L.infantum (sin L.chagasi para os autores)
de L.braziliensis em amostras bioldgicas (fragmentos de figado, baco e linfonodo e aspirados
do ultimo). L.(L.) chagasi foi determinada pelos primers RVI1 (sense) 5’-
CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3’ e RV2 (antisense) 5°-
CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3’, que amplificaram uma sequéncia de 145pb do
fragmento LT1 dos minicirculos e KDNA como alvo. L.braziliensis foi determinada por um
par de primers, que amplificaram uma sequéncia de 146-149pb do gene SL (multicopy spliced
leader) do RNA (mini-exon) como alvo. Um primer foi LU-5A (sense) 5’-
TTTATTGGTATGCGAAACTTC-3’, de um intron SL conservado ( 55-101 nucleotideos) em
Leishmania spp. O outro era LC-3L (antisense) 5’-GCCCGCG(C/T)GTCACCACCAT-3’ de
um espagador ndo-transcrito variavel, que é uma regido especifica para L.braziliensis.
Leishmania spp. foi determinada nas amostras por um par de primers que amplificaram uma

sequéncia de 120pb da regido conservada dos minicirculos de KDNA de Leishmania como
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alvo. Os primers foram: 150 (sense) 5’-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA-3’ ¢ 152
(antisense) 5°-(C/G)(C/G)(C/G)(A/IT)CTAT(A/T) TTACACCAACCCC-3’. A PCR utilizando
primers especificos demonstrou sensibilidade e especificidade suficientes, de modo a evitar-se
a hibridizacdo ou o tratamento do produto da PCR com enzimas de restricdo. Os resultados
obtidos pelos autores apontaram para a relevancia da inclusdo da PCR no diagndstico das
leishmanioses, pois esta técnica provou ser uma ferramenta eficaz o bastante de modo a
propiciar diagnosticos rapidos. Uma metodologia especifica baseada na técnica da PCR torna-
se interessante por ser rapida, sensivel e especifica, além de evitar a etapa de cultivo de
parasitas (Gomes et al, 2007). A PCR, portanto, apresenta potencial para ser empregada em
programas de vigilancia em leishmanioses, os quais requerem andlises laboratoriais eficientes
visando a a¢des rapidas e concisas (Gomes et al, 2007).

Manna et al (2004) obtiveram o melhor resultado de seu estudo através da realizacédo
da PCR em biopsias de pele de animais suspeitos. O alvo do DNA para a amplificacéo pela
PCR era um fragmento de 116 pb na regido conservada do DNA do cinetoplasto do
minicirculo. Os primers utilizados foram os pares 13A [5’-dGTGGGGGAGGGGCGTTCT-
3’] e 13B [5’-dATTTTACACCAACCCCCAGTT-3’]. Ainda assim, os autores salientaram
que o exame microscopico de fragmentos de pele ou de amostras de bidpsias de lesdo, apesar
de répidos e de baixo custo, possuem sensibilidade limitada, particularmente se as lesGes
forem cronicas. Por outro lado, as técnicas de cultura in vitro sdo ligeiramente mais sensiveis
gue o exame microscopico de esfregacos de bidpsias de lesdo ou de amostras histolégicas,
embora também sejam mais trabalhosas e onerosas, aléem de estarem mais suscetiveis a
contaminacdo microbioldgica (Manna et al, 2004).

Em seu estudo, Manna et al (2004) compararam analises de sangue, linfonodos ou
biopsias de pele de cdes infectados pela L. infantum, pela PCR, e verificaram que esses
insumos sdo mais sensiveis que a RIFI. Propuseram que este resultado deveria ser analisado
como uma desvantagem da sorologia, uma vez que os resultados da PCR foram validados
pela aplicagcdo do método em mais de um tipo de amostra clinica. Os autores entenderam que
o diagndstico baseado na técnica da PCR em sangue ou bidpsia de tecido cutaneo é vantajoso,
uma vez que as amostras podem ser obtidas de forma menos invasiva do que em aspirados de
linfonodos dos cées, alem de serem relativamente faceis de processar.

Os resultados do estudo de Manna et al (2004) indicaram que, independentemente da
presenca de lesBGes cutaneas, a pele representa um substrato confidvel para o diagnostico da
LVC para a PCR (fragmento 116 pb da regido conservada do KDNA).
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Madeira et al (2004) conseguiram isolar Leishmania infantum (sin L.chagasi para os
autores) a partir de fragmentos de pele sd de cdes sororreagentes, sintomaticos e
assintomaticos. Os autores ndo encontraram correlacéo entre os sinais clinicos e a presenca de
parasitos na pele.

Solano-Gallego et al (2001) comparam a prevaléncia da infecgéo por L. infantum com
os resultados obtidos pela sorologia em uma populacdo canina residente em area endémica.
Para o diagndstico, os autores realizaram sorologia e PCR, que empregou 0s primers SP176
(5’-TCTTGCGGGGAGGGGGTG-3") e SP177 (5-TTGACCCCCAACCACATTTTA-3)
para amplificar um fragmento de 120pb de DNA dos minicirculos do cinetoplasto da
Leishmania presente nas amostras de bidpsias da pele e da conjuntiva do olho e de puncéo da
medula d6ssea. Os autores concluiram que o tecido cutdneo é o substrato que apresenta a
principal reserva de L. infantum e que independe da presenca de lesdes e/ou outras indicagdes
da doenga.

Da mesma forma, Andrade et al (2006) encontraram positividade mais elevada,
guando empregavam, em seu estudo, a PCR, cujo alvo era um fragmento de 120pb da regido
conservada dos minicirculos de KDNA de Leishmania, em amostras de pele e baco.

Segundo Reale et al (1999), em muitos casos, a auséncia de lesdes visiveis ndo pode
excluir a presenca de infeccdo prévia, e o resultado da RIFI pode ser negativo para cdes
imunocomprometidos j& devido a doenga. Os autores afirmaram que os dados de exames
soroldgicos, por si s6, ndo sdo suficientes para diagnosticar corretamente as leishmanioses,
visto que esses exames dependem das condi¢bes gerais de salde do animal. Todavia, 0
diagndstico baseado na PCR é independente do estado imunolégico do cdo, bem como é um
teste direto que examina minuciosamente a presenca de DNA do parasito na amostra, o que
pode auxiliar na descoberta de mais casos de cdes infectados (Reale et al, 1999). Os autores
empregaram a PCR em seu trabalho, cujo alvo era um fragmento de 116pb de DNA na regido
conservada dos minicirculos de KDNA, e os primers foram o par de oligonucleotideos 13A
[5’-dGTGGGGGAGGGGCGTTCT-3’] e 13B [5-dATTTTACACCAACCCCCAGTT-3"].
Com o fragmento de 116pb, os autores desenharam uma sonda especifica de 70pb.

Ainda nesse trabalho, utilizando o exame parasitolégico como referéncia, 0s autores
encontraram 100% de sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo
quando os insumos utilizados eram aspirados de linfonodos de animais com sinais claros de
infeccdo. Entretanto, resultados diferentes foram encontrados quando analisadas amostras de

sangue: valores de 85%, 80%, 95% e 57%, respectivamente (Reale et al, 1999).

26



Moreira et al (2007) obtiveram os melhores resultados de sensibilidade em seu estudo
ao utilizar a técnica da PCR, cujo alvo era um fragmento de 120pb de DNA da regido
conservada dos minicirculos de kKDNA de Leishmania; os primers empregados foram 13A
[5’-dGTGGGGGAGGGGCGTTCT-3’] e 13B [5’-dATTTTACACCAACCCCCAGTT-3"].
Os autores concluiram, portanto, que este € um método bastante eficiente para o diagnostico
da leishmaniose canina, apesar de ndo refletir a gravidade da infeccdo nem o estagio da
doenca. Os autores encontraram valores de sensibilidade de 87,8%, 68% e 95,65% no teste
ELISA para as amostras de soro dos cdes sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos,
respectivamente, e 100% de especificidade nas trés categorias; os valores encontrados de
sensibilidade da PCR realizada com aspirado de linfonodos foram 100% para cées
sintomaticos, 96% para oligossintomaticos e 95,65% nos grupos assintomaticos, sendo 100%
de especificidade nas trés categorias também.

Nunes et al (2007) empregaram a PCR em seu estudo, cujo alvo era um fragmento de
120pb de DNA da regido conservada dos minicirculos de KDNA de Leishmania; utilizaram os
primers 13A [5’-GTG GGG GAG GGG CGT TCT-3’] e 13B [5’-ATT TTA CAC CAA CCC
CCA GTT-3’]. Os autores observaram a amplificacdo de kDNA referente a 0,1
parasita/500pl de sangue circulante. Os autores compararam ainda seus resultados com os
obtidos por Reale et al (1999) nas mesmas condi¢des e verificaram a deteccdo do parasito em
uma concentracdo dez vezes menor de sangue em seu estudo. Contudo, os autores afirmaram
gue a qualidade das amostras clinicas pode influenciar os resultados de sensibilidade e
especificidade observados na PCR. Coletas de sangue homogeneizadas incorretamente, por
exemplo, podem levar a formacdo de codgulos que vao dificultar a extracdo do DNA alvo.
Além disso, o grau de parasitemia dos animais infectados é outro fator que pode conduzir a
baixa sensibilidade da PCR em amostras de sangue.

Nunes et al (2007) concluiram, ao utilizar como insumo o sangue de cdes, que a PCR
ndo se revelou uma boa ferramenta para o diagndstico da LVC, em funcdo das baixas
sensibilidade (55%) e especificidade (66,3%) quando comparada a RIFI. Acrescentaram ainda
que os testes soroldgicos apresentaram maior facilidade de realizacdo e custo mais baixo em
areas endémicas.

No entanto, um estudo, que objetivou a avaliagdo da reprodutibilidade de um teste
diagnostico baseado na PCR-kDNA para leishmaniose tegumentar utilizando DNA extraido
de bidpsias de pele em papel de filtro, apresentou desempenho melhor quando comparado a

abordagem convencional de cultura parasitaria, além de ter conseguido superar também
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outros métodos baseados na PCR (Romero et al, 2009). A PCR foi realizada utilizando os
primers 150 forward: [5’-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA-3’] e 152 reverse: [ 5°-
(G/IC)(G/C)(GIC)(AIT)CTAT(A/IT) TTACACCAACCCC-3’] para amplificar um fragmento
de DNA de 120pb da regido conservada do minicirculo de kKDNA de Leishmania. Os autores
encontraram uma positividade extremamente satisfatoria quanto a técnica molecular: mais de
85% de deteccdo dos pacientes suspeitos, e mais de 95% de casos confirmados pelo cultivo de
parasitas quando do emprego da PCR-KDNA. Os autores concluiram que a sensibilidade do
papel de filtro é satisfatoria e poderia ser utilizada em ensaios clinicos e em trabalho de
campo.

Ressalta-se, no entanto, que a sensibilidade e a especificidade de qualquer técnica
diagnostica sdo passiveis de alteragdes durante o curso de uma infeccdo. Segundo Quinnell et
al (2001), no inicio da infec¢do, o0 exame parasitoldgico ou a técnica da PCR podem ser 0s
mais sensiveis, embora ndo haja um Unico teste que identifique, de forma confiavel, a
infeccdo em todos os cées. Dois pares de primers foram empregados nesse estudo. Os primers
DBY e AJS31, com sonda B4Rsa, amplificam e detectam um minicirculo de 805 pb e séo
especificos para os parasitas do grupo L.donovani. Os primers R221 e R332 amplificam um
segmento de 604 pb da subunidade pequena do ribossomo do RNA do gene de todas as
espécies de Leishmania; um oligonucleotideo interno (R331) foi usado como uma sonda.

Os autores encontraram sensibilidade da PCR de 97,6% nas amostras positivas
(confirmacéo dos parasitos pela cultura ou microscopia ética), enquanto a sorologia foi menos
sensivel (sensibilidade= 80-84%). No entanto, a especificidade, tanto da PCR como da
sorologia, foi alta (98-100%) para as mesmas amostras. Quinnell et al (2001) afirmaram que a
sensibilidade da sorologia em detectar as amostras PCR-positivas foi de 86% quando o ponto
de corte era mais baixo, e 77,7% quando o ponto de corte era mais elevado. Ja a PCR
apresentou resultado positivo em apenas 59% das amostras soropositivas, enquanto apenas
15% das amostras soronegativas eram PCR-positivas.

Os resultados de Quinnell et al (2001) sugerem que a sorologia, quando bem definida,
pode ser um teste altamente sensivel para a maior parte do curso da infecgdo, além de ser mais
sensivel que a PCR para detectar todos os animais infectados pela L. infantum. Quinnell et al
(2001) apontaram que estudos ja verificaram que nem a sorologia nem a PCR sdo capazes de
identificar todos os animais infectados; divergéncias entre os estudos podem refletir
diferengas entre as populacdes caninas estudadas ou variagdes na sensibilidade relativa as

técnicas utilizadas nos estudos.
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Quinnell et al (2001) complementaram que o tipo de material para a bidpsia também é
importante, uma vez que a medula 6ssea (material utilizado pelos autores) pode apresentar
altas cargas parasitarias, embora seja possivel que os parasitos sejam mais facilmente
identificados pela PCR realizada em material oriundo de baco, linfonodos ou bidpsias de
pele.

Silva et al (2004) utilizaram amostras de sangue em papel de filtro para diagnosticar
LV humana por meio da PCR. Foi utilizada hot-start PCR, cujo alvo era um fragmento de
120pb de DNA da regido conservada do minicirculo do cinetoplasto da Leishmania, e que
empregaram os primers [5°(G/C)(G/C)(C/G)CC(A/C)CTAT(A/T)TTACACAACCCC-3’] e
[5’-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3’]. Os autores afirmaram que o papel de filtro
consistiu em uma técnica simples, rapida e que dispensou o uso de solventes organicos para a
extracdo do DNA da amostra, durante a realizacdo em laboratério. A metodologia de
utilizacdo do papel de filtro com esfregaco de sangue mostrou que detém atributos que
permitem sua utilizacdo como diagnostico em areas carentes de infra-estrutura nos servicos de

salide ou no caso de cdes, quando as coletas sdo realizadas no campo.

5.5 — A Qualidade da Medida

Os parametros para descrever a confiabilidade de um teste diagnostico geralmente
incluem a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo e o valor preditivo
negativo (Barroso-Freitas et al, 2009).

A sensibilidade de um teste pode ser entendida como a probabilidade desse teste
resultar positivo quando a infeccdo esta presente (Barroso-Freitas et al, 2009), isto é, a
capacidade do teste de identificar os resultados verdadeiramente positivos (Palmeira, 2000).
Nada mais é do que o numero de resultados positivos obtidos pelo teste dividido pelo nimero

de resultados positivos obtidos pelo padrdo ouro (Palmeira, 2000).

amostras positivas (teste)

amostras positivas (padrdo ouro)

A especificidade, por sua vez, pode ser entendida como a capacidade de um teste de

identificar as amostras verdadeiramente negativas (Palmeira, 2000). Esquematicamente, é 0
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nimero de resultados negativos obtidos pelo teste dividido pelo nimero de resultados
negativos obtidos pelo padrdo ouro (Palmeira, 2000).

amostras negativas (teste)

amostras negativas (padréo ouro)

O Valor Preditivo Positivo, de acordo com Palmeira (2000), pode ser entendido como

a proporcéo de verdadeiros positivos entre os identificados como positivos pelo teste.

Verdadeiros positivos
VP+ =

amostras positivas (teste)

Ja o Valor Preditivo Negativo pode ser entendido como a propor¢do de verdadeiros

negativos entre os identificados como negativos pelo teste (Palmeira, 2000).

Verdadeiros negativos

VP -
amostras negativas (teste)

De acordo com a tabela a seguir, 0s conceitos apresentados acima podem ser assim

apresentados:

Tabela de concordancia

Teste Doente Né&o Doente Total
Positivo A B A+B
Negativo C D C+D

Total A+C B+D A+B+C+D
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S= — VP+ =
A+C A+B
D D
E= ———— VP-=
B+D C+D

5.6 - Caracterizacdo bioquimica por eletroforese de isoenzimas das espécies de

Leishmania

A técnica de eletroforese de isoenzimas permite a identificacdo da espécie de isolados
de microrganismos. Estudos realizados por Cupolillo, Grimaldi e Momen (1994) e Pacheco et
al (1999), classificaram, por espécie, cepas de Leishmania, provenientes do Novo e Velho
Mundo e, especificamente do Paraguai.

A caracterizacdo das espécies de Leishmania € necessaria para fins epidemiologicos,
como a documentacao da distribuicdo das espécies de Leishmania, bem como para a definigéo
de um programa de controle apropriado (Harris et al, 1998).

A partir da analise isoenzimatica foi possivel a deteccdo do agente etiologico da
infeccdo por Tripanosomatideo monoxeno (um Unico hospedeiro) de um paciente com sinais
clinicos de LV e que era HIV positivo, a partir do crescimento em cultura de amostra de
puncdo de medula 6ssea (Pacheco et al, 1998).

Da mesma forma, a eletroforese de isoenzimas permitiu a identificacdo da Leishmania
infantum, isolada de pele sa de cées sororreagentes para LV, sintométicos e assintomaticos, no
Rio de Janeiro-RJ (Madeira et al, 2004). Segundo os autores, a identificacdo das espécies de
Leishmania circulantes, possibilitada por técnicas como a eletroforese de isoenzimas, € muito
importante para estudos epidemioldgicos e para a compreensao do papel do céo nos ciclos de
transmissédo da LV e da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA).

A relevancia da técnica de isoenzimas pode ser ainda ratificada pela identificacdo das
especies de Leishmania no primeiro caso de co-infeccdo de um céo naturalmente infectado no
Rio de Janeiro: Leishmania (Viannia) braziliensis e L. infantum (sin L.chagasi para os
autores) (Madeira et al, 2006). Nesse estudo, foram identificadas ambas as espécies em

material colhido de lesdo cutdnea, sangue e linfonodos do céo.
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6 — MATERIAIS E METODOS

6.1 — Desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo voltado para o desenvolvimento de tecnologia para
diagnostico de LVC, por meio da PCR, utilizando como insumo, o aspirado de tecido
subcutaneo de cdes infectados, e a caracterizacdo da espécie de Leishmania circulante entre
esses animais no municipio de Cuiabd-MT. Para este estudo serdo utilizadas as seguintes
anélises de diagnostico laboratorial: exame parasitologico direto (leitura de laminas com
esfregaco de medula Ossea coradas com Giemsa), soroldgico (ELISA e RIFI) e
imunocromatogréfico (DPP™).

Para a caracterizagdo bioquimica foi realizada a técnica de eletroforese de isoenzimas,
com amostras provenientes de cultivo de puncbes de medula dssea, baco e figado e aspirado

de pele de céaes naturalmente infectados por Leishmania sp em Cuiaba-MT, Brasil.
6.2 — Area de estudo

O presente estudo foi realizado com cédes domiciliados na cidade de Cuiab4, capital de
Mato Grosso e mantidos nas dependéncias do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ-
Cuiabd), nos meses de julho e novembro de 2009. A cidade de Cuiaba esta localizada na
latitude 15°35°56° ao sul da linha do Equador, e longitude 56°06°05°” a oeste do meridiano de
Greenwich (site da Camara Municipal de Cuiaba, <http://www.camaracbha.mt.gov.br >). De
acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, em 2009, Cuiaba
apresentava populagdo aproximada de 550.562 habitantes, distribuida em 3.538 km? de area.
A cidade limita-se, geograficamente, com os municipios Vérzea Grande, Chapada dos
Guimardes, Campo Verde, Santo Antdnio do Leverger, Jangada e Acorizal. A pégina
eletronica da Prefeitura de Cuiaba (www.cuiaba.mt.gov.br) caracteriza 0 municipio como um
entroncamento rodoviario-aero-fluvial, que interliga o norte do Brasil e 0 oeste da América do
Sul, além de representar o centro geodésico da América do Sul. O quadro geomorfologico do
municipio é, em grande parte, representado pela Chapada dos Guimarées, predominando-se
relevo de baixa amplitude com altitudes que variam de 146 a 250 metros na area da propria
cidade (site da Prefeitura de Cuiaba, <www.cuiaba.mt.gov.br>).

O perimetro urbano de Cuiaba apresenta extensas areas de vegetacdo de Cerrado,

subsistema matas, onde o clima que predomina é o tropical, apresentando duas esta¢fes bem
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definidas: uma chuvosa, entre outubro e abril; e outra seca, entre maio e setembro. A cidade é
cortada por rios e corregos, configurando um ecossistema adequado para o desenvolvimento
de vetores (Fernandes et al, 2000). Cuiaba apresenta, durante todo o ano, temperaturas
elevadas (media das maximas em torno de 35°C no més de setembro e média das minimas
15,3°C no més de julho para o ano de 2004) e estacdo chuvosa bem definida de outubro a
marco. O municipio esta a 165 metros do nivel do mar e, no verdo, de dezembro a fevereiro,
apresenta clima tropical umido, enquanto no inverno (de junho a agosto), o clima € seco (site

da Prefeitura de Cuiaba, <www.cuiaba.mt.gov.br>). Vide Figura 1.
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Figura 1: Delimitacdo do municipio de Cuiaba, estado de Mato Grosso, Brasil, a partir de mapas da
cidade. Imagem retirada de Google Earth 2009. Disponivel em <http://earth.google.com>. Acesso em
abril 2010.

6.3 — Critérios de selecao dos cées

Os critérios de selecdo dos cées, recolhidos ou levados pelos proprietarios ao CCZ-
Cuiaba, eram baseados em: (i) sorologia prévia positiva, por RIFI e/ou ELISA; (ii)
procedéncia de areas onde outros animais eram reconhecidamente infectados e/ou (iii) areas

vizinhas, e ainda em (iv) localidades com presenca de vetores do calazar e/ou (V) limitrofes.
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6.4 — Animais do estudo

Durante os meses de julho e novembro de 2009 foram selecionados, segundo o0s
critérios do CCZ-Cuiab, 45 cdes de ambos os sexos e diferentes racas, identificados por
ordem crescente de manipulacéo (do n° 1 ao n° 45), sendo todos acima de seis meses de idade,
com residéncias distribuidas nas quatro regides urbanas: Norte, Sul, Leste e Oeste de Cuiabé-
MT.

Por diferentes motivos, o nimero de amostras diferiu para os ensaios de diagnostico
laboratorial e de caracterizacdo bioquimica, da seguinte forma: nas reagdes sorologicas (RIFI,
ELISA e DPP™) foram analisados 45 soros, referentes ao niimero total de animais. Para o
Exame Parasitologico Direto, feito a partir da puncdo de medula dssea, foram confeccionados
44 esfregacos, referentes a cada animal do estudo; o cdo de n° 33 foi a dbito antes do
procedimento. Para o cultivo in vitro, foram coletadas punc¢Ges de medula 6ssea, de bacgo e de
figado, perfazendo o total de 44 amostras em meio de NNN/Schneider ou NNN/salina 0,85%
autoclavada. Algumas puncdes foram realizadas nos animais ainda vivos, sob efeito de
anestésico, e outras, ap0s a eutanasia dos cdes. O aspirado de tecido subcutdneo para
impregnagéo em papel de filtro FTA® Card foi feito em 44 animais, visto que nao foi possivel

a coleta do cdo n° 38.
6.5 — Procedimentos metodoldgicos

Apos a selecdo dos cdes, procedia-se ao preenchimento da Ficha Clinico-Epidemiolégica
e Laboratorial Canina (Anexo 1), na qual constavam as seguintes informacdes: (i)
identificacdo e dados epidemioldgicos: nome do cdo e do proprietario, endereco, raca, sexo e
idade do animal, tipo de residéncia e moradia anterior do céo, além de origem e deslocamento
recente do animal; (ii) aspectos clinicos: exame fisico dos animais, como presenca de apatia
ou se 0 mesmo mostrava-se ativo, alopecia local ou generalizada, onicogrifose,
cerotoconjuntivite, observacdo das mucosas (gengivas), se estavam hipo ou normocoradas, se
havia paresia dos membros posteriores, presenca e quantificacdo de lesdes, descamacéo
cuténea, diarreia, edema de focinho e condigdo de escore corporal (se havia caquexia); (iii)
caracterizagdo do quadro clinico, se sintomatico, oligossintomatico ou assintomatico. Em
seguida, os animais eram contidos adequadamente, segundo as recomendagfes do Ministério
da Saude (2006b), para a coleta dos seguintes insumos:
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» sangue, a partir da veia cefélica, para a realizagdo da RIFI (Bio-Manguinhos/
FIOCRUZ), ELISA (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) e o teste rapido
imunocromatogréafico DPP™ (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ);

» puncdo de medula dssea do esterno ou da crista iliaca: para a confecgdo de esfregaco
em lamina e posterior coloracdo por Giemsa, e cultivo in vitro, com meio bifasico de
NNN e Schneider (Anexo 2) ou NNN e salina 0,85% (Anexo 2), para isolamento
parasitario. O meio era suplementado com 10% de soro fetal bovino para crescimento
dos parasitos e realizacdo da analise eletroforética isoenzimatica (Cupolillo, Grimaldi
e Momen, 1994);

* puncdo de baco e/ou figado: para cultivo in vitro, com meio bifasico de NNN e

Schneider (Anexo 2) ou NNN e salina 0,85% (Anexo 2), para isolamento parasitario.

= aspirado de tecido subcutaneo: o material aspirado era absorvido na area delimitada do
papel de filtro (Silva et al, 2006), denominado FTA® Card (Whatman® - USA), para a
realizacdo da PCR Multiplex (Harris et al, 1998).

Do total de animais selecionados para o estudo, 44 foram posteriormente eutanasiados,
conforme procedimentos internos do CCZ-Cuiaba (animais soronegativos que ndo foram
adotados, e 0s soropositivos, esses ultimos conforme regulamentacdo preconizada pelo
Ministério da Saude do Brasil, 2006b), e um céo foi a 6bito, durante a noite.

Para a realizacdo da eutanasia, tomou-se como base a Resolucdo 714, de 20 de junho
de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), que dispde sobre o0s
procedimentos e métodos de eutanadsia de animas, e d& outras providéncias. O método
escolhido foi pelo uso do cloreto de potassio (KCI), via intravenosa, realizado por médico
veterinario do CCZ-Cuiab4, posterior a anestesia geral com o tiopental sédico (25 mg/kg), via
intravenosa.

Os insumos coletados para andlises foram enviados, segundo as Normas de
Biosseguranga para transporte de materiais bioldgicos (IATA, 2010), ao Laboratorio de
Zoonoses, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas/ENSP/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, onde
foram feitas as leituras das laminas e a realizagdo do teste rapido imunocromatografico

DPP™. Contudo, devido & falta de condicdes adequadas no referido departamento, contamos
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com a parceria do Laboratério de Imunomodulacéo e Protozoologia (LIP) e do Laboratério de

Referéncia Nacional para Tipagem de Leishmania (LRNTL), ambos pertencentes ao Instituto

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), para realizacdo das demais andlises.

Este estudo fez parte do projeto de pesquisa intitulado “Leishmaniose Visceral no

Municipio de Cuiabé: Investigacdo sobre o Processo de Expansdo e Urbanizacéo da Infeccdo

Natural Canina ¢ Humana”, de P6s-Doutorado de Saulo Teixeira de Moura. Segue abaixo o

fluxograma (Figura 2) com a sequiéncia de procedimentos que foi empregada neste estudo.

Figura 2: Fluxograma da sequéncia de procedimentos:

Cies suspeitos de calazar selecionados segundo critérios do CCZ — SMS / Cuiaba-MT
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6.6 — Diagnostico Laboratorial

Os caes selecionados para o estudo eram mantidos no canil do CCZ-Cuiaba, com
alimentacdo balanceada e agua ad libitum, até o momento da manipulacdo, quando eram
transferidos para a sala de procedimentos. Antes de iniciar a colheita dos insumos (medula
Ossea e sangue) e do aspirado de tecido subcutéaneo, os cédes recebiam acepromazina (0,05
mg/kg), via intramuscular, como medicacdo pré-anestésica (Olsson et al, 2008).

A manipulacdo dos animais era realizada de acordo com as recomendac6es do Manual
de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (Brasil, 2006b). Todos os procedimentos
laboratoriais foram executados de acordo com as boas praticas de laboratorio segundo o0s
Principios das Boas Praticas de Laboratério (Inmetro, Norma NIT-DICLA-035 aprovada em

julho de 2009) para protecao do manipulador, amostra e ambiente.

6.6.1 — Puncdo de Medula Ossea

Sob efeito do pré-anestésico Acepram a 1% (acepromazina 0,1 mg/kg IM, 30 a 40
minutos antes), alguns cées eram facilmente contidos para tricotomia na regido referente a
ponta do esterno ou a crista iliaca para a puncdo de medula dssea (Olsson et al, 2008; Miller
et al, 2009). Porém, outros, ainda agitados, requeriam anestesia geral, com uso de 25 mg/kg
de tiopental sdédico para a realizacdo do procedimento. Para a tricotomia, era realizada a
assepsia do local, com o uso de detergente, seguida de lavagem com &gua corrente, secagem e
rinsagem com &lcool a 70%.

A medula 6ssea foi puncionada em 44 cdes (o cdo n° 33 foi a 6bito um dia antes da
realizacdo da puncdo de medula Ossea), com auxilio de agulhas, tamanho 40 x 12 mm
(Embramac®) e seringa de 20ml (Becton Dickinson Ind. Cirur. Ltda), segundo procedimentos
adotados por Silva (1997) e Miiller et al (2009). Em seguida, o material recolhido era
separado: parte destinada a confeccdo de esfregacos em laminas de vidro para o diagnostico
parasitologico direto e o restante transferido para os tubos contendo meio s6lido NNN para
cultivo.

Ap0s a conclusdo da puncdo de medula 6ssea, 0s animais eram observados até o seu
restabelecimento completo, quando, entdo, eram devolvidos ao canil e mantidos sob mesma

dieta alimentar.
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Posteriormente, 0 CCZ-Cuiaba procedia a eutanasia conforme procedimento interno,

mencionado anteriormente (item 6.5).

> Cultivo in vitro

O material recolhido da medula éssea e da puncéo de figado e\ou baco dos 44 caes era
transferido para tubos de cultura com NNN e Schneider ou NNN e salina estéril 0,85%, e
mantidos em estantes, dentro de caixas de isopor. Por ocasido da viagem para o Rio de
Janeiro, os tubos eram colocados em embalagem apropriada (categoria da embalagem: A —
P620).

Ao chegarem & Fundacdo Oswaldo Cruz, os tubos de cultivo eram encaminhados ao
Laboratorio de Referéncia Nacional de Tipagem de Leishmania (LRNTL). No LRNTL, os
cultivos eram mantidos em estufa biolégica Umida a temperatura de 26°C, e semanalmente
eram feitas observacbes para o acompanhamento do isolamento e crescimento de Leishmania
sp. Os cultivos negativos eram mantidos até quatro semanas. Os cultivos positivos eram
mantidos por mais tempo, com as passagens semanais regulares, para crescimento suficiente

de parasitos, que permitisse a caracterizacdo bioquimica da espécie de Leishmania isolada.

» Exame parasitologico direto

As 44 laminas feitas com o esfregaco de parte da medula éssea eram identificadas e,
em seguida fixadas com metanol e posteriormente secas a temperatura de 28°C, no laboratério
do CCZ-Cuiaba. As laminas fixadas eram, entdo, guardadas em caixas apropriadas para o
transporte. Ao chegarem no Laboratério de Zoonoses, do Departamento de Ciéncias
Biologicas-DCB/ENSP/FIOCRUZ, as laminas eram coradas por Giemsa (VETEC).

A solucdo de coloracdo de Giemsa foi realizada em duas fases: a preparacdo da
solugdo corante e do tampdo de Sorensen, ambos conforme instru¢cbes no Anexo 2. Em
seguida, foram misturadas trés gotas da solucdo corante para cada 2ml de tampdo de
Sorensen. Apos, as laminas eram cobertas com 3ml desta solucdo, durante 12 minutos,
quando, entdo, eram lavadas em agua corrente e, por ultimo, em agua destilada. A secagem
era feita em estufa a 37°C.

Os campos das laminas eram observados em microscépio Otico, com auxilio de uma
objetiva de 100X (imersdo). Foram examinados 200 campos antes de se considerar uma

lamina como negativa. O resultado positivo indicava a presenca de formas amastigotas
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(formas arredondadas, com presenca de nucleo e cinetoplasto) livres e/ou inclusas em células

do sistema fagocitico mononuclear.

6.6.2 — Puncdo de baco e figado

Dos 45 cédes selecionados, exceto um que foi a 6bito (nimero 33), os demais foram
eutanasiados, sendo 0s animais soronegativos que ndo foram adotados e 0s soropositivos,
conforme regulamentacdo preconizada pelo Ministério da Salde do Brasil (2006b). A
eutanasia seguiu os procedimentos recomendados pelo CFMV (Resolucdo 714, de 20 de
junho de 2002). Apds o recebimento do anestésico tiopental sddico, por via intravenosa, 0s
animais receberam cloreto de potéassio, conforme descricdo no item 6.5. Seguiram-se a
tricotomia e assepsia da area referente a cavidade abdominal dos caes, de modo a minimizar a
contaminacdo do material a ser coletado e, em seguida, a incisdo da area. A coleta do material
foi realizada a partir do movimento consecutivo, com auxilio de uma seringa de 5 ml e agulha
hipodérmica 25 x 0,70 mm (Becton Dickinson Ind. Cirdr. Ltda), de: introdugdo e retirada de
2,0 ml de salina estéril 0,85% ou de meio de cultura liquido Schneider, de cinco (animais de
n° 35, 36, 42, 43 e 45) e 36 cdes (animais de n°® 1 a 32 e 38 a 41), respectivamente até a
obtencdo de um liquido viscoso originario do baco ou do figado. As amostras colhidas eram
transferidas para tubos com meios de cultura NNN e Schneider, ou NNN e salina 0,85%.

» Cultivo in vitro

Para o cultivo in vitro, seguiram-se 0s mesmos procedimentos adotados no item 6.6.2.

6.6.3 — Coleta de sangue

Foram coletados 5ml de sangue periférico da veia cefalica do membro torécico, direito
ou esquerdo, dos 45 cdes, com auxilio de agulha 25 x 0,8 mm e seringa de 5ml ou de 10 ml.
Em alguns cées, quando néo foi possivel a coleta a partir desta veia, a coleta foi realizada na
veia femural do membro pélvico, direito ou esquerdo, do cdo. O sangue coletado foi

acondicionado em tubos de vidro com dimens&o 16 x 100 mm (tubo e tampa siliconizados).
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» Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI

A reacdo de imunofluorescéncia indireta para o diagnostico da LVC foi realizada com
o Kit IFI — Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ, de acordo com as
orientacdes do fabricante. A relacdo dos insumos esta no Anexo 3.

Os insumos, antigeno de Leishmania, o conjugado anti-cdo/ FITC, a glicerina
tamponada pH 9,0 £ 0,5, o azul de Evans 0,1% e os controles negativo e positivo eram
estocados entre 2°C e 8°C e conservados nessa temperatura durante a realizagédo da reacéo.

Inicialmente, foi preparada a solucdo de tampédo fosfato (PBS) pH 7,2 (Anexo 2) para
a titulagdo do conjugado anti-cdo/FITC, conforme as instrugdes contidas no kit. Procedeu-se a
utilizacdo de soro positivo, com titulo conhecido e diluido, nas concentragdes de 1:40 a
1:1280, em duplas seriadas e soro negativo a 1:40, sobre leishmanias fixadas em campos
delimitados nas laminas; as dilui¢cdes séricas foram realizadas em placas de fundo em U.

Em seguida, as laminas eram incubadas em cdmara Umida a 37°C. Apds o periodo de
30 minutos, as laminas eram lavadas em PBS, trés vezes, por cinco minutos cada e rinsadas
com agua destilada. Por altimo, o conjugado era diluido em azul de Evans, de 1:50 a 1:600 e
adicionado sobre as areas demarcadas nas laminas; seguia nova incubacdo e lavagem nas
condigdes citadas acima. Em seguida, as laminas eram montadas com glicerina tamponada pH
9,0 e laminula.

Para a leitura e interpretacdo das reacGes, foi empregado o microscopio de
fluorescéncia (ZEISS AXIOLAB), com os filtros de UV HBO 50/ac € objetiva de 40 X. O
titulo do conjugado foi definido baseado na ultima diluicdo do mesmo que confirmava o titulo
do soro positivo conhecido. No presente estudo, o titulo obtido do conjugado foi de 1:600.

Os procedimentos para a titulagdo dos soros dos cées do estudo seguiram 0 mesmo
protocolo descrito acima, com algumas modifica¢fes: as amostras foram diluidas de 1:40 a
1:1280, em duplas seriadas e os controles positivos e negativos foram diluidos apenas a 1:40.
Foram adicionados 10ul de cada diluicdo dos soros obtidos dos animais nos campos
previamente definidos, assim como os controles positivos e negativos que foram repetidos em
todas as laminas.

Seguindo o protocolo, as laminas eram incubadas (com o soro e posteriormente com o
conjugado), lavadas, montadas e lidas em microscopio 6tico de fluorescéncia (ZEISS
AXIOLAB), utilizando os mesmos filtros de UV HBO 50/ac.

Para a leitura e interpretacdo da reacdo de fluorescéncia focalizavam-se, inicialmente,

0s controles positivos e negativos de cada lamina para confirmagdo do padrdo esperado:
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fluorescéncia esverdeada, com contorno completo dos parasitas (controle positivo) ou
auséncia/contorno parcial/embagamento de fluorescéncia (controle negativo). Os titulos dos
soros dos animais suspeitos seguiam 0 mesmo padrdo visualizado na ultima diluicao sérica.
De modo a confirmar os resultados obtidos pela leitura e interpretacdo da reacéo,
contou-se com auxilio de profissional experiente nesta técnica, objetivando minimizar

possiveis vieses.

> Ensaio Imunoenzimatico — ELISA

Para a realizagdo do ensaio imunoenzimaético (EIE ou ELISA) foi utilizado o Kit EIE —
Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, seguindo as orientacdes do
fabricante, com as dilui¢des dos soros deste estudo a 1:100. A relacdo dos insumos esta no
Anexo 4.

Os controles, positivo e negativo, assim como o conjugado e as molduras com 0s
dispositivos de pocos ja sensibilizados, foram mantidos a 20°C negativos. Enquanto o diluente
de amostra/conjugado, a lecitina de leite, o tampédo de lavagem, o diluente do substrato, o
cromdgeno (TMB), o substrato (H,0;) e o &cido sulfarico 2M foram mantidos entre 2°C e
8°C.

Mediante os cuidados e precaucgdes alertados pelo fabricante, deu-se o procedimento
do teste com as 45 amostras de soro dos cédes. Foram utilizadas as molduras com 0s
dispositivos de pogos sensibilizados de acordo com o nimero de amostras e controles; da
mesma forma, procedeu-se a preparacdo do diluente de amostras/conjugado, da lecitina de
leite e da agua destilada.

Os controles e as amostras de soro foram diluidos no diluente de amostras/conjugado
na propor¢do 1:100 e, em seguida, distribuidos nas colunas e fileiras da placa. Os controles,
positivo, negativo e sem soro, foram distribuidos em duplicata. Os dispositivos de pocos
sensibilizados foram selados com a folha adesiva, e a placa foi incubada a 37°C. Depois de
preparado o tampéo de lavagem, e removida a folha adesiva da placa, o contetdo foi aspirado
e lavado seis vezes, sendo 200 pl/orificio, a cada 30 a 60 segundos entre uma lavagem e outra.

O conjugado foi diluido no diluente de amostra/conjugado, homogeneizado
devidamente e 100upl da diluicdo do conjugado foram distribuidos em cada pogo dos

dispositivos da moldura. Os dispositivos de pocos foram selados com a folha adesiva
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novamente e incubados a 37°C durante 30 minutos, aspirados e lavados como feito
anteriormente.

Em seguida, o substrato foi preparado, tomando-se o cuidado de fazé-lo em um frasco
escuro. Obedeceram-se as recomendacdes do fabricante quanto aos volumes e reagentes. O
substrato foi distribuido rapidamente, 100pl/orificio. Os dispositivos com os pocos foram
incubados a temperatura ambiente durante 30 minutos ao abrigo da luz. Para bloquear a
reacao, foram adicionados 50ul de &cido sulfarico 2M em todos os orificios.

A leitura foi realizada no leitor de ELISA (BIO-RAD Benchmark) para microplacas
equipado com filtro de 450nm, sem a utiliza¢do de filtro de referéncia. O célculo do ponto de
corte obedeceu as orientagdes do fabricante: dobro da média da densidade ética dos orificios
do controle negativo. Sendo assim, as amostras consideradas reagentes foram aquelas que
apresentaram densidade Otica igual ou superior ao ponto de corte; enquanto as amostras nao
reagentes apresentaram densidade Otica inferior ao ponto de corte.

O teste foi considerado valido, uma vez que atendeu aos critérios determinados pelo
fabricante, isto é, os valores da densidade ética do controle positivo foram iguais ou
superiores a 0,500 (0,557 e 0,560), assim como os valores da densidade Gtica do controle
negativo estavam compreendidos entre 0,050, inclusive, e 0,120, inclusive também (0,071 e
0,073).

> Teste rapido imunocromatografico DPP ™

O teste rapido imunocromatografico DPP™ Leishmaniose Visceral Canina — Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ (Figura 4), foi realizado segundo as instrugdes contidas no kit. Os
dispositivos do teste (igual ndmero de soros) foram removidos de suas respectivas
embalagens e dispostos sobre uma superficie plana. Os soros, armazenados a 20°C negativos,
foram descongelados em temperatura ambiente, 25°C. Em paralelo, procedia-se a
identificacdo dos soros (codigo do cdo e data da reacdo), em local determinado nos

dispositivos.
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Identificacdo
da amostra

pT™

Figura 3: Dispositivo DPP"™ Leishmaniose Visceral
Canina — Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ
Tamanho Original: 6,7cm X 5,0 cm X 0,5¢cm

Para facilitar a leitura do teste, inicialmente, foram realizadas trés amostras de cada
vez (trés dispositivos), sendo o nimero de dispositivos aumentado gradativamente, até
completar os 45 soros do estudo, a medida que se adquiria mais pratica e confianca na
manipulacdo do teste. Inicialmente, foram aplicados 5 ul do soro e duas gotas do tampé&o no
poco sample+buffer #1 do dispositivo, em seguida, aguardamos cinco minutos. Continuando
a reacdo, foram adicionados, no poco buffer well #2, quatro gotas do tamp&o. Ap6s o periodo
de 10 a 15 minutos, a leitura do resultado era feita visualmente, a partir da observacdo do
aparecimento de linhas avermelhadas na janela definida do dispositivo. Nos soros positivos
era possivel observar duas linhas, ao passo que nos soros negativos, apenas uma linha.

Nas instrucdes do kit DPP™ estdo os modelos de verificacdo da positividade e
negatividade. Uma reacdo positiva pode ser graduada em trés estagios crescentes: P1, P2 e P3
e para a leitura negativa, a mesma podera ser identificada, de forma também crescente em: N1
ou N2. Para esse estudo optou-se por trabalhar com os trés niveis de positividade, mas apenas
um de negatividade. Importante ressaltar ainda, que o fabricante recomendou ndo ler o
resultado do teste ap6s 15 minutos do ultimo procedimento. Os resultados obtidos com os

soros dos animais foram anotados em cada dispositivo.
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6.6.4 — Aspirado de tecido subcuténeo

Apds tricotomia e assepsia da area eleita para o aspirado de tecido subcutaneo (terco
médio dorsal e/ou regido inguinal), foram injetados de 0,5 a 0,7 ml de solucéo salina a 0,85%,
autoclavada, no tecido subcutaneo de 44 cdes (ndo foi possivel a coleta de aspirado do cdo n°
38), com auxilio de seringa de 1,0 ml e agulha hipodérmica de dimensdo 13 x 4,5 mm. O
aspirado de pele foi obtido a partir de movimentos em leque com a agulha acoplada a seringa.

O volume obtido foi minimo, muitas vezes, menos de 0,1 ml; outras vezes, o volume
restringia-se apenas a uma gota aderida a parede da seringa, apesar de ter sido injetado
volume muito superior no tecido subcutaneo dos cdes. Todavia, foi o suficiente para a
absorcéo pelo papel de filtro FTA® Card.

O papel de filtro FTA® Classic Card Whatman® (Whatman International Ltd,
Maidstone England, Cat N° WB120205, Lote J11467704) é composto por quatro &reas
circulares de 2,65 cm de didmetro (Figura 3), nos quais, as amostras foram aspergidas,
tomando-se o cuidado de evitar o contato no interior dessas areas. O papel de filtro foi sempre
manipulado com luvas descartaveis. Foi necessario aguardar alguns minutos até que as
amostras estivessem completamente adsorvidas no papel de filtro e secassem. Em seguida,
foram acondicionadas, junto aos demais, em temperatura ambiente, em torno de 30°C, até sua
utilizacdo na reacdo em cadeia pela polimerase multiplex (PCR multiplex), no Laboratério de
Imunomudulacéo e Protozoologia (LIP — I0C/ FIOCRUZ).

Figura 4: FTA® Classic Card Whatman®
Tamanho original de 7,6cm X 12,65cm X 0,05cm 44



» Reacdo em Cadeia pela Polimerase Multiplex (PCR multiplex)

De cada 4rea do papel de filtro FTA® Card, impregnada com o aspirado de tecido
subcutaneo, foi removido, com auxilio de um puncher, um circulo de trés milimetros de
diametro dos FTA® Cards impregnados pelo tecido subcutaneo dos cées 5, 16, 19, 26, 27, 31,
36, 40 e 42. O critério para selecdo das amostras desses animais levou em consideracdo o
reduzido numero de primers. Como consequéncia, as nove amostras foram escolhidas em
funcdo da combinacdo da avaliacdo clinica com os resultados obtidos nas analises
laboratoriais.

O circulo de FTA® Card referente a cada animal foi acondicionado em tubos de fundo
conico, com tampa, da marca Axigen, com capacidade para 200ul, e devidamente
identificados. Entre a manipulacdo do papel de filtro de cada animal, o puncher era limpo com
&lcool a 92,8° GL, de modo a remover qualquer vestigio de DNA presente no FTA® Card
manipulado anteriormente. Os tubos contendo os circulos do papel de filtro foram mantidos a
24° C até a manipulacdo para a preparacdo da amostra de DNA.

Para a preparacdo da amostra de DNA, os tubos contendo os discos de trés milimetros
de didmetro receberam, individualmente, 200ul do Reagente de Purificagdo de FTA
(Whatman Cat. N° WB120204), foram incubados durante cinco minutos a 23°C, e em
seguida, o volume adicionado do Reagente de Purificacdo de FTA foi removido (utilizou-se
uma pipeta). Esse procedimento foi repetido duas vezes, de modo que houvesse trés lavagens
com o Reagente de Purificacdo de FTA. Em cada tubo, depois das trés lavagens, foram
acrescidos 200ul de tampédo TE (10 mM Tris-HCl e 0,1 mM EDTA pH 8,0); os tubos foram
incubados durante cinco minutos a 23°C. O volume de tampé&o TE foi removido utilizando-se
uma pipeta. O procedimento de lavagem com tampéo TE foi repetido, de modo que houvesse
duas lavagens com tampdo TE em cada tubo. Em seguida, os tubos permaneceram
destampados em uma placa aquecedora a 56°C, aproximadamente 10 minutos, até secarem.

Para a realizacdo da PCR multiplex (Harris et al, 1998), em cada tubo com as amostras
de FTA® Card foram acrescidos Tampao da Tag 10X (SIGMA D1806), 400 pM do primer
LU-5A (Gene Link), 5°-TTT ATT GGT ATG CGA AAC TTC-3’; 200 pM de cada primer:
LB-3C (Gene Link), 5’-CGT (C/G)CC GAA CCC CGT GTC-3’; LM-3A (Gene Link), 5’-
GCA CCG CAC CGG (A/G)CC AC-3’; e LC-3L (Gene Link), 5’-GCC CGC G(C/T)G TCA
CCA CCA T-3%; 0,2 mM de dNTP’s (MP cat. #NTPMX100); 1,5 mM MgCl, (Promega cat.

45



A351B); 0,5 U de Tag DNA polimerase (SIGMA D1806); e 4gua destilada até que o volume
total no tubo atingisse 50 pl.

A PCR multiplex foi realizada em um termociclador NYXTECHNIK modelo ATC
401. Inicialmente, deu-se uma etapa de desnaturacdo, durante cinco minutos, a 95°C. Em
seguida, foram 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 45 segundos a 54°C, e 30 segundos a 72°C.
A etapa de extensdo teve duragdo de cinco minutos a 72°C, mantendo-se a 4°C até a retirada
dos tubos do termociclador.

Os produtos da PCR multiplex foram analisados em um gel de agarose 1,5% em TBE
(89 mM Tris Base, 89 mM &cido bérico, 2 mM EDTA pH 8,3). Foram necessarios 5 pl do
marcador de peso molecular para 100 pb (Fermentas 100bp DNA ladder ready-to-use
O’Gene Ruler ™), 8l de cada amostra e 2l do Tampéao de Aplicagdo (25% glicerol, 0,25%
azul de bromofenol e 0,25% xileno cianol). A eletroforese foi realizada em uma cuba com
oito pocos, a 80v em tampédo TBE, durante, aproximadamente, 40 minutos. Em seguida, o gel
foi removido da cuba de eletroforese e acondicionado em um recipiente contendo brometo de
etidio 1 pg/ml durante 10 minutos, sendo transferido para outro recipiente contendo agua
destilada para remover o excesso de brometo de etidio. O gel foi analisado em
transiluminador UV SIGMA T1201, e fotografado utilizando o sistema de documentacao Gel
Logic 100 Imaging System (Kodak).

O tamanho esperado dos produtos da PCR multiplex eram de 351pb para L.infantum,
397pb para L.donovani, 218pb para L.amazonensi, 240pb para L.mexicana, e 146 a 149pb

para o Complexo L.braziliensis.

6.6.5 — Analise estatistica

A analise estatistica empregada nessa pesquisa fez uso da porcentagem de
concordancia observada segundo Gomes et al (2007), considerando o namero de resultados
concordantes/ o numero total de amostras x 100. E o coeficiente Kappa, para a medicdo da
concordancia entre as técnicas laboratoriais propostas, retirando o efeito do acaso, e aferindo a
confiabilidade dos testes. Para Landis e Koch (1977), o coeficiente Kappa pode apresentar
concordancias classificadas como pobre (k < 0), leve (0 < k < 0,2), razoavel (0,2 <k <0,4),
moderada (0,4 < k < 0,6), substancial (0,6 < k < 0,8), quase perfeita (0,8< k <1), perfeita
(k=1).
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6.7 — Caracterizacao bioquimica por isoenzimas

Todos os cultivos in vitro foram processados para obtencdo de massa parasitaria
suficiente para a realizacdo da caracterizagdo bioquimica das amostras com Leishmanias

isoladas.

6.7.1 — Aplicacdo das amostras no gel de corrida

As amostras, ao todo 16, foram aplicadas em um gel de agarose a 1,0% (Anexo 5),
preparado no dia anterior e mantido a temperatura de 4°C até o seu uso. Inicialmente utilizou-
se uma folha de papel absorvente para retirar o excesso de umidade do gel. Colocou-se sobre
o0 gel a fita de aplicagdo EPH (Sample Application FO1®) com 24 orificios, sendo marcados
com corante o inicio, 0 meio e o final das amostras que foram aplicadas em seguida.

As 16 amostras, referentes a oito cdes foram retiradas do container de nitrogénio
liquido e colocadas em uma caixa de isopor com gelo. A aplicacdo das amostras teve inicio
apos a absorcdo do corante pelo gel. As amostras foram aplicadas individualmente, em cada
orificio da fita de aplicacdo, e respeitando o volume de 3ul/orificio.

Aguardou-se até que o gel secasse para entdo coloca-lo em uma cuba de eletroforese
horizontal Multiphor 11®, preenchida com solucdo tampdo Tris Maleico pH 7,4, e
devidamente refrigerada, com temperatura de aproximadamente 5°C. O gel, ja aplicado na
cuba, foi colocado a partir da linha trés, tomando-se o cuidado para ndo haver formacéo de
bolhas entre o gel e a placa da cuba. A parte superior do gel foi coberta rente a linha do
marcador com as placas de esponja vegetal (Limpano®) umedecidos em solucdo tampéao Tris
Maleico pH 7,4, sendo parte da esponja mergulhada no liquido e parte sobre o gel. A parte
inferior do gel, final da corrida, seguiu 0 mesmo procedimento. Em seguida, aplicou-se tenséo

de 15 v/cm e finalizou-se a corrida quando o segundo corante tocou a esponja.

6.7.2 — Revelagéo

Ao final da corrida, o gel foi retirado da cuba, e nele, proximo a marca da aplicagéo,

foi feito um pequeno corte de modo a indicar onde as amostras comegaram a ser aplicadas.
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Em seguida, o gel foi acondicionado em um recipiente pléastico ou de vidro, retangular, com
tampa.

Os reagentes utilizados nesta etapa que eram mantidos congelados foram previamente
descongelados, a temperatura de 4°C. Para o preparo do Tampdo de Revelacdo, foram
utilizados Tampédo de Reagdo Tris-HCI pH 8,0, o substrato 6-fosfo-gluconato 20mg/ml, a
coenzima NADP 4mg/ml, o ativador MgCl, 4mg/ 10ml, e visualizacdo por MTT, PMS e
agarose. A reacdo era cessada com banhos de acido acético glacial a 5%, até que a mistura se
tornasse translicida. Segue abaixo o protocolo de reagentes utilizados para a revelagdo dos
géis (Tabela 1).
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Tabela 1: Tabela de Revelagdo Enzimatica para um gel contendo até 12 amostras

. Tampao de Reacao Substratos * Coenzimas® Ativadores . .y ) . -
Enzima Tris-HCI H,O 20 mg/ml 4 mg/ml ag/10mP° Enzimas de ligacéo Método de Visualizagéo
2ml MTT
6PGDH 2 ml 6-fosfo-gluconato
EC11143 4 ml pH 8,0 (Sigma P7877) 1 ml NADP 500 pl MgCl, 1 ml PMS

10 ml Agarose

As quantidades indicadas na tabela foram suficientes para a revelagdo de um gel contendo até 12 amostras. Quando o gel era maior, isto é, para 24 amostras no maximo, era

necessario dobrar a quantidade de todos os reagentes.

! Todos os substratos cujas quantidades estdo indicadas em ml foram diluidos em agua Tipo Il em uma concentragio de 20 mg/ml. Foram preparados 15 ml que ficaram

estocados em temperatura de -20° C, sendo descongelados na hora do uso.

2 As coenzimas foram dissolvidas em agua Tipo Il em uma concentragdo de 4mg/ml. Foram preparados 15 ml que ficaram estocados em temperatura de -20° C, sendo

descongelados na hora do uso.

® MgCl, foi dissolvido em agua Tipo Il na concentraco indicada 4 g/10 ml). Foram preparados 10 ml que ficaram estocados em temperatura de -20° C, sendo descongelados

na hora do uso.

* As enzimas foram diluidas em agua Tipo Il de forma a obter a concentracéo indicada.

> Foi preparada uma solucdo de 200 ml de MTT a 3 mg/ml, que foi estocada em frasco de vidro protegido da luz, em geladeira.

® Foi preparada uma solugéo de 200 ml de PMS a 2 mg/ ml, que foi estocada em frasco de vidro protegido da luz, em geladeira.

" A agarose a 1% foi dissolvida em &gua Tipo II.
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6.8 — Consideracdes éticas

Esse projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA -
FIOCRUZ), como parte integrante do projeto de pesquisa de Pos-Doutorado de Saulo
Teixeira de Moura, intitulada: “Leishmaniose Visceral no Municipio de Cuiaba: Investigagdo
sobre o Processo de Expansédo e Urbanizagéo da Infec¢ao Natural Canina e Humana” e obteve

parecer favoravel a sua execucédo, sob o nimero 0300/2006 com validade de cinco anos.
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7 - RESULTADOS
7.1 — Animais do estudo

Para a obtencdo dos dados referentes aos cées, foi utilizada a Ficha Clinico-
Epidemioldgica e Laboratorial (Anexo 1). A partir desse instrumento, foi possivel o
conhecimento acerca do sexo, idade, quadro clinico, residéncia de todos os animais
manipulados no CCZ-Cuiaba, nos meses de julho e novembro de 2009.

Dos 45 cédes capturados ou levados ao CCZ-Cuiab4, todos pertenciam a proprietarios
conhecidos. A Ficha Clinico-Epidemioldgica e Laboratorial elaborada para esse estudo, ndo
pode ser preenchida totalmente em funcdo da falta de informacgdes nos registros desses
animais, junto ao CCZ-Cuiaba. Assim sendo, dados como: “outras localidades onde o céo

residiu”, “o periodo”, “se o c@o viajou nos ultimos seis meses”, “a origem do cdo”, Ndo

puderam ser registrados.

7.1.1 — Sexo, idade e raca

O numero de animais, segundo o sexo, foi muito proximo: 23 (51,1%) machos e 22
(48,9%) fémeas. Todos os cdes foram avaliados com idade superior a seis meses e possuiam
racas variadas: Basset (4,4%), Rottweiler (8,9%), Pit Bull (4,4%), Boxer (2,2%), Daschund
(2,2%), Pinscher (2,2%) e Sem Raca Definida (SRD) (75,5%).

7.2 — Distribuicéo da procedéncia dos animais por bairros e regies

Os animais eram oriundos de diferentes bairros do municipio, distribuidos nas regies
Norte, Sul, Leste e Oeste. Um nimero maior de cdes concentrou-se nos bairros da regido
Norte e Oeste, com 16 (3555%) e 12 (26,66%) animais, respectivamente, conforme

apresentado na Tabela 2 e Figura 5.
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Tabela 2: Distribuicdo por bairros, regides, nimeros e percentuais de caes capturados ou levados ao
CCZ-Cuiaba (MT), nos meses de agosto e novembro de 2009.

AREAS

° - TOTAL DE
BAIRROS (N- de Animais) ANIMAIS (%)

Norte

Sul

Leste

Oeste

Morada do Ouro (um), Jardim Unido (um), CPA 2 (um), 1° de
Marco (dois), CPA (um), CPA 3 (dois),CPA 4 (dois), Alto da 16 (35,55)
Serra (dois), Altos da Gléria (um), Trés Barras (um), Novo :
Horizonte (um) e CPA 1 (um).

Parque Atalaia (um), Parque Cuiaba (dois), Jardim Gramado
(dois), Nossa Senhora Aparecida (um), Real Parque (um) e 08 (17,78)
Nova Esperancga 3 (um).

Jardim Italia (dois), Jardim Leblon (um), Bandeirante (um),
Pedregal (um), Dom Aquino (dois), Residencial Dom Bosco 09 (20,00)
(um) e Santa Cruz 2 (um).

Alvorada (dois), Jardim Novo Colorado (um), Duque de
Caxias (trés), Santa Angelita (um), Araés (um), Flor do 12 (26,66)
Cerrado (dois) e Estrada da Guia (dois).

TOTAL

45 (100)
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Alvorada, Araés, Flor do
Cerrado, Estrada da Guia,
Jardim Novo Colorado,
Santa Angelita, Duque de
Caxias.

A
OESTE /V\H

Parque Atalaia,
Parque Cuiab4,
Jardim Gramado,
N.S? Aparecida, Real
Parque e Nova
Esperanca 3.

CUIABA

Morada do Ouro, Jardim Unido,
CPA,CPA1,CPA 2, CPA3,
CPA 4, Novo Horizonte, 1° de
Marco, Alto da Serra, Trés Barras,
Altos da Gléria

Pedregal, Dom

Dom Bosco, Santa

Jardim Italia, Jardim
Leblon, Bandeirante,

Aquino, Residencial

/ Cruz 2.

LESTE

PERIMETRO URBAND DE CUIAEA
RIOS E CORREGOS
AREA DE PRESERVAGCAD AMBIENTAL

LOGRADOUROS

LIMITE REGIAD ADMIMISTRATIVA

Figura 5: Localizagdo das regides, com 0s respectivos bairros, de acordo com a procedéncia dos cées
estudados, no municipio de Cuiaba (MT).
Disponivel em: < www.webbusca.com.br/pagam/cuiaba/mapa_cuiaba.gif>. Acesso em: margo 2010.
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7.3 — Descricéo dos sinais clinicos

Os animais ao chegarem ao CCZ-Cuiaba eram imediatamente examinados por
médicos veterinarios que registravam a presenca ou auséncia de sinais clinicos compativeis
com o calazar. Em 34 (75,56%) animais, foram observados um ou mais sinais
patognomonicos, e em 11 cdes (24,44%), auséncia destes. No Anexo 6, encontra-se a
descricdo completa de cada animal estudado.

Os principais sinais observados, em forma decrescente de percentual, foram:
descamacdo (53,33%), alopecia (44,44%), presenca de Ulceras (40,00%) e, mucosas
hipocoradas (26,67%), ceratoconjuntivite (26,67%), caquexia (26,67%) e onicogrifose
(26,67%) (Tabela 3).

Tabela 3: Relacdo dos sinais clinicos com o0s respectivos nimeros e percentuais descritos nos
cdes estudados:

Sinais Clinicos N° de caes %

Presenca de um ou mais sinais clinicos 34 75,56
Auséncia de sinais clinicos 11 24,44
Descamacéo 24 53,33
Alopecia 20 44,44
Ulceras 18 40,00
Mucosas hipocoradas 12 26,67
Ceratoconjuntivite 12 26,67
Onicogrifose 12 26,67
Caquexia 12 26,67
Apatia 6 13,33

A Tabela 4 foi elaborada com os dados completos acerca dos sinais clinicos descritos

nos respectivos caes para melhor compreensao desses resultados:
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Tabela 4: Relagdo completa dos sinais clinicos identificados pelos médicos veterinarios nos cées do estudo

Aspectos Clinicos

mucosas

Cdo apatia alopecia hipocoradas Ceratoconjutivite Ulceras onicogrifose ~ descamacéo caquexia
1 - - - - X - X -
2 - - - - - - X -
3 X X - X X X X X
4 - - - - - - - -
5 - - - - - - - -
6 - - - X - - - -
7 X X X X X X X X
8 - X - - - - X -
9 X X - X X - X -

10 X - - - - - - -
11 - - X - X - - -
12 - - - - - - - -
13 - - - - X - - -
14 - X - - X - X X
15 - X X - - - - -
16 - - - - X - - -
17 - - - - - - - -
18 - - - - - - - -
19 - X - - X - X -
20 - - - - - - - -

N
H
|
X
1
1
1
X
1
1
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Os sinais clinicos compativeis com a LVC, como: edema de focinho e paresia dos
membros posteriores, apresentaram pequena representatividade, sendo encontrados, em
apenas trés animais (n° 9, 16 e 38) e um cdo (n° 40), respectivamente; nenhum animal

apresentou diarreia.

7.4 — Diagnostico Laboratorial

7.4.1 - Exame Parasitoldgico Direto

» Esfregaco de medula 6ssea

O exame parasitologico direto realizado com o esfregago obtido da puncdo de medula
Ossea foi empregado nesse estudo como padrdo ouro para comparacdo com 0s demais
resultados de anéalises laboratoriais. As distensfes foram preparadas com amostras de 44
animais; o cdo de numero 33 foi a ébito antes de ter sido realizada a puncao, inviabilizando a
confeccdo de esfregaco do mesmo, e uma lamina (n° 43) apresentou falha na fixacdo e foi
descartada. As demais laminas (total de 43) puderam ser lidas em microscopio ético, com
aumento de 100X, em cerca de 200 campos para definicdo do resultado. Em 16 laminas
(37,21%), foram observadas amastigotas livres e inclusas em células do sistema fagocitico
mononuclear, portanto, revelando-se positivas, e em 27 laminas (62,79%), o resultado foi
negativo (Tabela 5).
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Tabela 5: Resultados do Exame Parasitologico Direto verificado em cada um dos cées estudados.

Céo Exame Parasitoldgico Direto Céo Exame Parasitoldgico Direto
1 negativo
2 negativo 24 Negativo
3 Positivo 25 Negativo
4 negativo 26 Positivo
5 Positivo 27 Negativo
6 Positivo 28 Negativo
7 negativo 29 Positivo
8 negativo 30 Negativo
9 negativo 31 Positivo
10 negativo 32 Negativo
11 negativo 33 Obito
12 negativo 34 Positivo
13 negativo 35 Positivo
14 negativo 36 Positivo
15 Positivo 37 Positivo
16 Positivo 38 Positivo
17 negativo 39 Positivo
18 negativo 40 Positivo
19 Positivo 41 Negativo
20 negativo 42 Negativo
21 negativo 43 Falha na fixacéo
22 negativo 44 Negativo
23 negativo 45 Negativo

Na Tabela 6, pode-se observar a distribuicdo dos animais positivos para 0 exame

parasitologico direto por regides de moradia.
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Tabela 6: Distribuicdo por area de procedéncia e frequéncia de infeccdo por Leishmania sp. dos
cées estudados

Zona N° dc_e cées N° o_Ie_ cées % caes po_sjtivos % caes positi_\ios em
examinados positivos* nas regides cada regido
Norte 16 09 56,25 56,25
Sul 08 03 18,75 37,50
Leste 09 01 6,25 11,11
Oeste 12 03 18,75 25,00
45 16 100,00

*Exame Parasitolégico Direto

> Cultivo in vitro

Dos animais da pesquisa, 44 foram submetidos a puncdo de medula 6ssea; desses, 41 e
40 também tiveram, respectivamente, o bago e o figado puncionados, ap6s a eutanasia. Houve
crescimento de Leishmania em 16 amostras (nove de medula 0ssea, trés baco e quatro de
figado), referentes a oito cdes (31, 32, 36, 40, 41, 42, 43 e 45). Os cultivos positivos foram

expandidos para a realizacdo da caracterizacdo bioguimica por eletroforese de isoenzimas.

7.4.3 — Reac0es Soroldgicas

> RIFI

Ao todo, de 45 amostras de soro referentes aos caes estudados, 38 amostras (84,44%)
apresentaram-se sororreagentes para Leishmania sp. pelo kit IFI - Bio-Manguinhos/
FIOCRUZ para LVC,; os titulos variaram de 1:40 a > 1:1280. Ao fracionarmos os resultados
dos titulos positivos, observamos que: 65,79% (25/38) apresentaram titulacdo elevada, acima
de 1:160; destes, 13,16% (5/38) possuiam titulo >1:1.280, 10,53% (4/38) com titulacdo de
1:640, 18,42% (7/38) com titulo de 1:320 e 23,68% (9/38) com titulacdo de 1:160. Os demais,
sete cées (15,56%), foram negativos (Tabela 7).
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Tabela 7: Distribuicdo dos titulos fluorescentes e negativos detectados nos soros dos animais

Céo RIFI Cao RIFI
1 negativo
2 1: 160 24 1:160
3 1:320 25 1:80
4 1:80 26 >1:1280
5 1:160 27 1:320
6 1:80 28 1:320
7 1:80 29 1:320
8 1:80 30 1:80
9 1:40 31 1:160
10 1:80 32 1:640
11 negativo 33 1:160
12 negativo 34 1:160
13 negativo 35 1:320
14 1:160 36 >1:1280
15 1:320 37 1:40
16 1:640 38 >1:1280
17 1:40 39 1:40
18 negativo 40 1:640
19 >1:1280 41 1:40
20 1:160 42 >1:1280
21 negativo 43 1:320
22 negativo 44 1:40
23 1:160 45 1:640
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» ELISA

Em 45 amostras de soro, 19 (42,2%) apresentaram-se positivas e 26 (57,78%)

negativas para Leishmania sp pelo kit de Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ para LVC (Tabela 8).

Tabela 8: Apresentacdo dos resultados verificados em cada cdo quando analisados pelo ELISA

Cao ELISA Cao ELISA
1 negativo
2 negativo 24 negativo
3 negativo 25 negativo
4 negativo 26 Positivo
5 Positivo 27 Positivo
6 negativo 28 Positivo
7 negativo 29 negativo
8 negativo 30 Positivo
9 negativo 31 Positivo
10 negativo 32 Positivo
11 negativo 33 Positivo
12 negativo 34 Positivo
13 negativo 35 negativo
14 negativo 36 Positivo
15 Positivo 37 negativo
16 Positivo 38 Positivo
17 negativo 39 negativo
18 negativo 40 Positivo
19 Positivo 41 Positivo
20 negativo 42 Positivo
21 negativo 43 Positivo
22 negativo 44 negativo
23 negativo 45 Positivo
> DPP™

O teste rapido imunocromatografico DPP™ Leishmaniose Visceral Canina — Bio-

Manguinhos/ FIOCRUZ, realizado nas 45 amostras de soro, revelou 21 (46,67%) resultados

positivos. O teste DPP™ ¢ qualitativo, porém a linha de verificacdo de positividade varia na
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intensidade da cor vermelha, desde o mais suave (P1), passando pelo intermediério (P2) até o

mais forte (P3), de acordo com o manual incluido no kit. No presente estudo, encontramos

para P1 e P2, quatro soros distintos e para P3, 13 amostras. Os resultados negativos para LVC

foram observados em 24 (53,33%) soros (Tabela 9).

Tabela 9: Resultados obtidos com o teste rapido imunocromatografico DPP™ nas amostras séricas

dos respectivos caes.

Céo Teste DPP™ Céo Teste DPP™
1 negativo
2 negativo 24 Negativo
3 Positivo P3 25 Negativo
4 negativo 26 Positivo P3
5 Positivo P2 27 Positivo P3
6 Positivo P1 28 Positivo P2
7 negativo 29 Negativo
8 negativo 30 Negativo
9 negativo 31 Positivo P3
10 negativo 32 Positivo P2
11 negativo 33 Positivo P3
12 negativo 34 Positivo P1
13 negativo 35 Positivo P1
14 negativo 36 Positivo P3
15 negativo 37 Negativo
16 Positivo P3 38 Positivo P3
17 negativo 39 Positivo P1
18 negativo 40 Positivo P3
19 Positivo P3 41 Positivo P3
20 negativo 42 Positivo P3
21 negativo 43 Positivo P3
22 negativo 44 Negativo
23 negativo 45 Positivo P2

As Figuras 6 e 7 mostram, respectivamente, dois dispositivos DP

pT™

com uma

amostra positiva (P3) e outra negativa. Nos testes imunocromatograficos deverd ser

observada, inicialmente a presenca da linha controle para validar a reagdo. O aparecimento de

uma segunda linha, referente ao teste, comprova a positividade da amostra.
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Figura 6: Dispositivo DPP™ com amostra Figura 7: Dispositivo DPP™ com

sérica positiva (P3). amostra negativa.
Tamanho Original: 6,7cm X 5,0 cm X 0,5cm Tamanho Original: 6,7cm X 5,0 cm X 0,5¢cm
7.4.4-PCR

Dentre os 44 animais submetidos ao aspirado subcutaneo, para a reacdo em cadeia pela
polimerase multiplex (PCR multiplex) foram selecionados nove cées (n° 5, 16, 19, 26, 27, 31,
36, 40 e 42), sendo que oito apresentavam um ou mais sinais clinicos compativeis com a LVC
(exceto o de n° 5) e dois (n° 27 e n°® 42) nao foram positivos pelo exame parasitologico direto,
porém todos obtiveram resposta positiva aos testes sorolégicos de RIFI, ELISA e DPP™. A
PCR, realizada com fragmentos de papel de filtro FTA® Card, utilizou como controle positivo
a cepa de referéncia I0C/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75) de L. infantum.

Pode-se observar, nas figuras 6 e 7, que houve formacdo de bandas referentes ao
produto da PCR multiplex do controle, mas ndo houve formacdo de bandas referentes aos
produtos da PCR multiplex provenientes das amostras selecionadas. Desta forma, configurou-
se um quadro de resultado negativo para a reacdo, utilizando fragmentos de papel de filtro
FTA® Card impregnados com aspirado de tecido subcutaneo, segundo a metodologia

empregada nesse estudo.
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400 pb
300 pb

Figura 8: PCR multiplex de DNA obtido a partir de aspirado de tecido subcutaneo impregnado em
FTA® Card de cées com Exame Parasitolégico Direto positivo para Leishmania sp e sororreagentes
para infeccdo por Leishmania sp pelo ELISA e pela RIFI. Linha (1), Marcador de peso molecular para
100 pb; linha (2), Controle positivo cepa de referéncia I0C/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75) L. (L.)
infantum; linha (3), cdo 5; linha (4), cdo 19; linha (5), cdo 26; linha (6), cdo 27; linha (7), cdo 31; e
linha (8), céo 36.

Figura 9: PCR multiplex de DNA obtido a partir de aspirado de tecido subcutaneo impregnado em
FTA® Card de cées com Exame Parasitolégico Direto positivo para Leishmania sp e sororreagentes
para infeccdo por Leishmania sp pelo ELISA e pela RIFI. Linha (1), marcador de peso molecular para
100 pb; linha (2), cdo 42; linha (3), céo 16; e linha (4), cdo 40.
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7.4.5 — Panorama dos resultados do diagnostico laboratorial

Para esse estudo foram coletadas amostras de pun¢do de medula 6ssea e/ou baco e/ou
figado de 18 animais, manipulados no més de novembro de 2009; ao todo eram 19 cdes, mas
um foi a obito. A partir dessas amostras foi possivel o cultivo in vitro, diferente do que
ocorreu em julho, quando a falta de infra-estrutura, na ocasido, em Cuiabda, ndo permitia o
mesmo procedimento com 0s 26 animais puncionados.

Das amostras que foram cultivadas, oito ou 44,44% apresentaram Leishmanias. A
sensibilidade da técnica de cultivo in vitro foi de 42,86% (3/7) e a especificidade de 40,0%
(4/10). Os valores preditivos positivo e negativo foram, repectivamente, 33,33% e 50,0%.

A partir dos exames laboratoriais propostos para serem realizados em cada animal
desse estudo: Parasitoldgico Direto, ELISA, RIFI, DPP™ — Bio-Manguinhos/FIOCRUZ e
PCR foram apresentados em conjunto os resultados obtidos em cada uma das analises, sob
forma de tabela e de gréaficos. A Tabela 10 apresenta os resultados descritivos alcangados nas
amostras analisadas. Nos Gréaficos 1 e 2 estdo representados, respectivamente, os dados

quantitativos e de percentuais, referentes aos resultados positivos e negativos.
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Tabela 10: Comparacdo entre as andalises realizadas (parasitoldgico direto, RIFI,
ELISA e DPP™) nas amostras do estudo.

Exame
Caéo Parasitologico RIFI ELISA DPP™
Direto

1 Negativo negativo negativo Negativo
2 Negativo 1:160 negativo Negativo
3 Positivo 1:320 negativo P3

4 negativo 1:80 negativo Negativo
5 Positivo 1:160 Positivo P2

6 Positivo 1:80 negativo P1

7 Negativo 1:80 negativo Negativo
8 Negativo 1:80 negativo Negativo
9 Negativo 1:40 negativo Negativo
10 Negativo 1:80 negativo Negativo
11 Negativo negativo negativo Negativo
12 Negativo negativo negativo Negativo
13 Negativo negativo negativo Negativo
14 Negativo 1:160 negativo Negativo
15 Positivo 1:320 Positivo Negativo
16 Positivo 1:640 Positivo P3

17 Negativo 1:40 negativo Negativo
18 Negativo negativo negativo Negativo
19 Positivo 21:1280 Positivo P3

20 Negativo 1:160 negativo Negativo
21 Negativo negativo negativo Negativo
22 Negativo negativo negativo Negativo
23 Negativo 1:160 negativo Negativo




Exame

Cdo Parasitologico RIFI ELISA Dpp™
Direto

24 negativo 1:160 negativo negativo
25 negativo 1:80 negativo negativo
26 positivo >1:1280 Positivo P3
27 negativo 1:320 Positivo P3
28 negativo 1:320 Positivo P2
29 positivo 1:320 negativo negativo
30 negativo 1:80 Positivo negativo
31 Positivo 1:160 Positivo P3
32 negativo 1:640 Positivo P2
33 OBITO 1:160 Positivo P3
34 positivo 1:160 Positivo P1
35 positivo 1:320 negativo P1
36 positivo >1:1280 Positivo P3
37 positivo 1:40 negativo Negativo
38 positivo >1:1280 Positivo P3
39 positivo 1:40 negativo P1
40 positivo 1:640 Positivo P3
41 negativo 1:40 Positivo P3
42 negativo 21:128 Positivo P3
43 Felhana fixacio 1:320 Positivo P3
44 negativo 1:40 negativo Negativo
45 negativo 1:640 Positivo P2
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DPP

N@ Cdes positivos

Ne Cies negativos

EPD RIFI ELISA DPP
m N2 Cdes negativos 16 38 19 21
m N2 Cdes positivos 27 7 26 24

Gréfico 1: Distribuicdo grafica do numero de cdes positivos e negativos pelas técnicas

Exame ParasitolégicoDireto, RIFI, ELISA e DPP™
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Grafico 2: Percentuais de cdes positivos e negativos pelas técnicas Exame Parasitologico

Direto, RIFI, ELISA e DPP™
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Ao compararmos as cinco técnicas, foi necessario reduzir a amostra para nove, as
mesmas empregadas na PCR (n° 5, 16, 19, 26, 27, 31, 36, 40 e 42), e que resultaram em
auséncia de positividade. Observou-se concordancia de positividade nas reacfes em sete
amostras, exceto as de n° 27 e 42, cujos resultados do parasitoldgico direto foram negativos,
embora apresentassem sinais clinicos caracteristicos da LVC, como descamagdo, Ulceras
cuténeas, apatia, alopecia, mucosas hipocoradas e ceratoconjuntivite. Por outro lado, o animal
de n° 5, ndo apresentou sinais clinicos caracteristicos, mas foi positivo em todas as analises
laboratoriais.

Diante da possibilidade de titulacdo dos soros na RIFI, foi constatado que todas as
amostras positivas apresentavam titulos relativamente elevados, variando de 1:160 a > 1:1280
(Tabela 11).

Tabela 11: Comparacdo entre as analises realizadas (parasitologico direto, PCR, RIFI, ELISA e
DPP™) nas amostras do estudo.

Exame
Cdo Parasitol6gico PCRm RIFI ELISA DPP™
Direto
5 Positivo SF 1:160 Positivo P2
16 Positivo SF 1:640 Positivo P3
19 Positivo SF >1:1280 Positivo P3
26 Positivo SF >1:1280 Positivo P3
27 Negativo SF 1:320 Positivo P3
31 Positivo SF 1:160 Positivo P3
36 Positivo SF >1:1280 Positivo P3
40 Positivo SF 1:640 Positivo P3
42 Negativo SF >1:1280 Positivo P3

SF — Sem formagdo da banda

O exame parasitologico direto, realizado em 43 amostras, foi considerado padréo ouro
para a comparacdo com as andlises laboratoriais (RIFI, ELISA, DPP™ e PCR). Os
percentuais de resultados concordantes (entre o exame parasitoldgico direto e cada teste)
foram calculados segundo Gomes et al (2007) e o coeficiente Kappa, seguindo a classificacdo
de Landis e Koch (1977).
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» Exame Parasitoldgico Direto e Cultivo in vitro

Para esse estudo foram coletadas amostras de puncdo de medula 6ssea e/ou bago e/ou
figado de 18 animais, manipulados no més de novembro de 2009 (ao todo eram 19 cdes, mas
um foi a 6bito). A partir dessas 18 amostras, foi possivel o cultivo in vitro, diferente do que
ocorreu em julho, quando a falta de infra-estrutura, na ocasido, em Cuiabda, ndo permitia que
se executasse 0 mesmo procedimento com 0s 26 animais puncionados. Das amostras
cultivadas, oito ou 44,44% foram positivas para Leishmanias.

Ao estabelecermos os pardmetros de comparagédo entre as duas técnicas, foi necessario
excluir o resultado de uma amostra positiva de cultivo (c&o n° 43), em funcdo da ndo fixagéo
da lamina no exame parasitoldgico deste animal (Tabela 12). A sensibilidade da técnica de
cultivo in vitro foi de 42,86% (3/7), a especificidade de 40,0% (4/10) e os valores preditivos
positivo e negativo foram, repectivamente, 33,33% e 50,0%. A concordancia encontrada foi
de 41,18% (7/17) e o coeficiente kappa foi igual a (-) 0,16, portanto, considerada uma

concordancia pobre, segundo Landis e Koch (1977).

Tabela 12: Comparagéo dos resultados obtidos no Exame Parasitologico Direto e no Cultivo in vitro

o . Cultivo in vitro
Exame Parasitologico Direto

Positivos Negativos Total
Positivos 3 6 9
Negativos 4 4 8
Total 7 10 17

» Exame Parasitolégico Direto e RIFI — Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ

Na Tabela 13 estdo os resultados obtidos pelo Exame Parasitoldgico Direto e pela
RIFI. Foram obtidos 16 resultados positivos concordantes e sete resultados negativos
concordantes entre a RIFI Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ e o padrdo ouro, representando
53,49% {[(16+7)/43]x100} de concordancia entre estas duas técnicas. A RIFI foi discordante
em 20 amostras (46,51%). O coeficiente Kappa encontrado foi de, aproximadamente, 0,21,
portanto, a concordancia encontrada entre as duas técnicas é considerada razoavel, de acordo

com Landis e Koch (1977).
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A sensibilidade encontrada para a RIFI foi 44,44% (16/36); a especificidade, 100%
(7/7); valor preditivo positivo, 100% (16/16); e valor preditivo negativo, 25,93% (7/27).

Tabela 13: Comparacdo dos resultados obtidos pelo Exame Parasitologico Direto e pela RIFI

] ) ] RIFI
Exame Parasitolégico Direto*
Positivos Negativos Total
Positivos 16 0 16
Negativos 20 7 27
Total 36 7 43

*0Os cées 33 e 43 foram excluidos desta tabela por ndo terem resultado do Exame Parasitoldgico Direto. Ambos
eram positivos para o teste RIFI.

» Exame Parasitoldgico Direto e ELISA — Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ

Como pode ser observado na Tabela 14, foram obtidos 10 resultados positivos
concordantes e 20 resultados negativos concordantes entre o ELISA e o padrdo ouro, 0 que
representou 69,77% {[(10+20)/43]x100} de concordancia entre estas duas técnicas. O teste de
ELISA foi discordante em seis amostras (13,95%). O coeficiente Kappa encontrado foi de,
aproximadamente, 0,36, portanto, a concordancia encontrada entre as duas técnicas &
considerada também razoavel (Landis e Koch, 1977).

Os valores de sensibilidade e especificidade corresponderam a 58,82% (10/17) e
76,92% (20/26), respectivamente. E os valores preditivos positivo e negativo foram 62,5%
(10/16) e 74,07% (20/27), respectivamente.

Tabela 14: Comparagdo dos resultados obtidos pelo Exame Parasitologico Direto e pelo ELISA

ELISA
Exame Parasitoldgico Direto*
Positivos Negativos Total
Positivos 10 6 16
Negativos 7 20 27
Total 17 26 43

*QOs caes 33 e 43 foram excluidos desta tabela por ndo terem resultado do Exame Parasitolégico Direto. Ambos
eram positivos para o teste ELISA.
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> Exame Parasitolégico Direto e DPP™ — Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ

Como pode ser observado na Tabela 15, foram obtidos 13 resultados positivos

concordantes e 21 resultados negativos concordantes entre o teste DPP™

e 0 padrdo ouro, 0
que representou 79,07% {[(13+21)/43]x100) de concordancia entre estas duas técnicas. O
teste rapido imunocromatogréafico DPP™ foi discordante em nove (20,93%) amostras. O
coeficiente Kappa encontrado foi, aproximadamente, 0,57, portanto, a concordancia
encontrada entre as duas técnicas foi moderada (Landis e Koch, 1977).

Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados para o teste DPP™ foram,
respectivamente, 68,42% (13/19) e 87,5% (21/24). Os valores preditivos positivo e negativo

encontrados foram, respectivamente, 81,25% (13/16) e 77,78% (21/27).

Tabela 15: Comparacio dos resultados obtidos pelo Exame Parasitologico Direto e pelo teste DPP™

i . ppp ™
Exame Parasitoldgico Direto*
Positivos Negativos Total
Positivos 13 3 16
Negativos 6 21 27
Total 19 24 43

*QOs cées 33 e 43 foram excluidos desta tabela por ndo terem resultado do Exame Parasitoldgico Direto. Ambos
eram positivos para o teste DPP ™.

> Comparacdo entre as técnicas de EPD, RIFI, ELISA e DPP™ com seus
respectivos materiais mediante seus atributos de potencialidades e limites

As técnicas laboratoriais empregadas neste estudo (exame parasitoldgico direto, RIFI,
ELISA e DPP™) foram analisadas segundo os aspectos: material necessério para a realizacio
de cada uma, potencialidades e limites. De forma simplificada, esses atributos das técnicas
utilizadas nesta pesquisa foram organizados no Quadro 1.

O exame parasitologico direto é uma técnica empregada como diagnostico de certeza da
LVC e, em funcéo desta caracteristica, foi utilizado como padréo ouro neste estudo. Contudo,
pode fornecer resultados falso-negativos. Para um diagndstico preciso pelo exame
parasitologico direto, é importante ter um banco de imagens. Além disso, deve-se ter

esfregacos em lamina das amostras (medula 6ssea, imprint de baco e/ou figado) fixados em
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metanol, solucdo corante Giemsa, tampdo de Sorensen, pipeta Pasteur, microscopio 6tico
(aumento de 100 X) e 6leo de imersdo.

Para a realizacdo da RIFI, que € uma técnica quantitativa, precisamos de amostras de soro,
kit IFI Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ), pipetas volumeétricas,
PBS (Tampdo Salina Fosfato), estufa a 37° C e microscopio de fluorescéncia. A RIFI
mostrou-se de simples realizacdo. No entanto, esta técnica pode apresentar leitura subjetiva,
requerendo pessoal qualificado para a leitura das laminas. O kit deve ser mantido em
temperatura de 4° C e pode apresentar resultados falso-negativos (anticorpos inativos, janela
imunolégica) e falso-positivos (sangue hemolisado, anticorpos persistentes de infecgdo
antiga). Titulos baixos podem apresentar reagcdes cruzadas com outras parasitoses.

O teste ELISA ¢é uma técnica qualitativa de simples realizacdo. Contudo, assim como a
RIFI, pode apresentar resultados falso-positivos (sangue hemolisado, anticorpos persistentes
de infeccdo antiga) e falso-negativos (anticorpos inativos, janela imunoldgica). Para o
diagndstico pelo ensaio imunoenzimatico, precisamos do Kit EIE-Leishmaniose Visceral
Canina (Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ), amostras de soro, PBS, pipetas volumétricas e estufa a
37°C.

Ambos os Kits (EIE Leishmaniose Visceral Canina e IFI Leishmaniose Visceral Canina)
sdo produzidos por Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ e distribuidos gratuitamente pelo Mimistério
da Salde para os Laboratorios Centrais Estaduais de Salde Publica (LACEN) para o
diagnostico da LVC.

Para a obtencdo do diagndstico pelo teste rapido imunocromatogréafico DPP™

, utilizamos
o kit DPP™ Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ), amostras de soro
(também pode ser sangue) e pipeta Pasteur (mesmo nimero de amostras). Neste estudo, o
DPP™ apresentou-se como um bom preditor de infeccdo e/ou doenca ativa, além de ser um
procedimento simples, rapido (resultados em até 15 minutos) e facil, podendo ser realizavel
tanto em campo como em laboratério. O DPP™

Manguinhos/ FIOCRUZ.

estd em fase de experimentacdo por Bio-
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Quadro 1: Comparacdo das técnicas EPD, RIFI, ELISA e DPP™

mediante seus atributos de potencialidades e limites

com seus respectivos materiais

Técnicas Material Necessario Potencialidades Limites
Esfregaco em lamina
Metanol (fixacdo) Ne° ra;oével de resultados falso-
Pipeta Pasteur . negativos
EPD Corante Giemsa o Diagnostico de certeza Necessidade de um banco de
) imagens para um diagnostico
Tampéo de Sorensen preciso.
Microscopio 6tico
Oleo de imerséo
Soro
Kit IFI-Leishmaniose Técnica de leitura subjetiva
\'\illsrtierazlnﬁanma (Bio- Resultados falso-negativos
rangu 0s) e Simples realizacao (anticorpos inativos, janela
RIFI Pipetas o o imunoldgica)
. . e Técnica quantitativa .
PBS (tampdo salina Resultados falso-positivos
fosfato) (sangue hemolisado, anticorpos
Estufa a 37°C persistentes de infeccdo antiga)
Microscdpio de
fluorescéncia
Soro
Kit EIE-Leishmaniose Resultados falso-negativos
Visceral Canina (Bio- (anticorpos inativos, janela
ELISA Manguinhos/ FIOCRUZ) e  Simples realizagdo imunoldgica)
Pinetas e Técnica qualitativa Resultados falso-positivos
P 3 ) (sangue hemolisado, anticorpos
?st (tz;mpao salina persistentes de infecgdo antiga)
osfato
Estufa a 37°C
Leitura subjetiva: P1, P2, P3, N1
Kit DPP™ Leishmaniose reall?af;ao Resultados falso-negativos
Visceral Canina (Bio- e Realizavel em campo (anticorpos inativos, janela
DPP™ Manguinhos/FIOCRUZ) . imunologica)

Pipeta Pasteur

Bom preditor de
infeccdo/ doenca ativa

Resultado visivel quase
imediatamente (15 min)

Resultados falso-positivos
(sangue hemolisado, anticorpos
persistentes de infeccdo antiga)

Em fase de experimentacdo
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» Exame Parasitolégico Direto e PCRm

A técnica de PCR multiplex funcionou, conforme demonstrado no item 7.4.4, porém
ndo houve formacdo de bandas para as nove amostras selecionadas, comprometendo, assim, a

sua comparacdo com o exame parasitologico direto.

» ELISA Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ e RIFI Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ

Como pode ser observado na Tabela 16, foram obtidos 19 resultados concordantes
positivos e sete concordantes negativos entre a RIFI e o ELISA, representando 57,78%
{[(19+7)/45] x100} de concordancia entre estas duas técnicas. O coeficiente Kappa

encontrado foi, aproximadamente, 0,24 (razoavel) (Landis e Koch, 1977).

Tabela 16: Comparagéo dos resultados obtidos pelo ELISA e pela RIFI

RIFI
ELISA
Positivos Negativos Total
Positivos 19 0 19
Negativos 19 7 26
Total 38 7 45

» ELISA Bio-Manguinhos/FIOCRUZ e DPP™ Bio-Manguinhos/FIOCRUZ

Como pode ser observado na Tabela 17, foram obtidos 17 resultados concordantes
positivos e 22 concordantes negativos entre o teste DPP™ e o ELISA, o que representou
86,67% {[(17+22)/45]x100} de concordancia entre estas duas técnicas. O coeficiente Kappa
encontrado foi, aproximadamente, 0,73, portanto, a concordancia encontrada entre as duas

técnicas é considerada substancial (Landis e Koch, 1977).
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Tabela 17: Comparacao dos resultados obtidos pelo ELISA e pelo teste DPP™

pPp ™
ELISA
Positivos Negativos Total
Positivos 17 2 19
Negativos 4 22 26
Total 21 24 45

> RIFI Bio-Manguinhos/FIOCRUZ e DPP™ Bio-Manguinhos/FIOCRUZ

Como pode ser observado na Tabela 18, foram obtidos 21 resultados concordantes
positivos e sete concordantes negativos entre o teste DPP™ e a RIFI, o que representou
62,22% {[(21+7)/45]x100} de concordancia entre estas duas técnicas. O coeficiente Kappa
encontrado foi, aproximadamente, 0,28, com concordancia razoavel (Landis e Koch, 1977).

Tabela 18: Comparacao dos resultados obtidos pela RIFI e pelo teste DPP™

ppp ™
RIFI Positivos Negativos Total
Positivos 21 17 38
Negativos 0 7 7
Total 21 24 45

7.5 — Caracterizacdo Bioquimica
7.5.1 — Cultivo in vitro

A partir do cultivo in vitro, em meio NNN e Schneider, e/ou NNN e salina 0,85%,
realizado com 44 amostras biologicas, referentes aos 44 cdes estudados, foi observado
crescimento de Leishmania sp em 16 amostras (nove de medula 6ssea, quatro de aspirado de
figado e trés de aspirado de baco), equivalentes a oito cdes. As culturas com isolamento
parasitario foram utilizadas para a caracterizacdo da espécie de Leishmania pela técnica de

eletroforese de isoenzimas.
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7.5.3 — Caracterizacao por eletroforese de isoenzimas

A caracterizacdo da espécie de Leishmania, que foi cultivada em meio de cultura in
vitro, foi realizada utilizando a técnica de eletroforese de isoenzimas. Ao todo houve
crescimento de Leishmania sp nas amostras bioldgicas de oito cdes. No entanto, foi possivel a
caracterizagdo isoenzimatica, realizada com a enzima 6PGDH, das amostras (medula 6ssea
e/lou baco e/ou figado) de cinco cdes. A caracterizagdo isoenzimatica comprovou que a
espécie de leishmania presente nas amostras foi compativel com o padrdo da espécie
Leishmania (Leishmania) infantum. O perfil isoenzimatico das nove amostras pode ser

observado na Figura 10.

- '." .

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

Figura 10: Gel das amostras por eletroforese isoenzimética com a enzima 6PGDH. A numeragdo
acima corresponde a: (1) cepa de referéncia 10C/L0566 (MHOM/BR/1975/M2903) L. (V.)
braziliensis; (2) cepa de referéncia I0C/L0575 (IFLA/BR/1967/PH8) L.(L.) amazonensis; (3) cepa
de referéncia 10C/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75) L. (L.) infantum; (4 e 8) amostras de aspirado de
baco; (5 e 7) amostras de aspirado de figado; (6, 9, 10, 11 e 12) amostras de puncéo de medula dssea.
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8 — DISCUSSAO

O CCZ-Cuiaba desenvolve um trabalho para a vigilancia e controle da LVC por meio
de trés abordagens. A primeira consiste na demanda voluntaria da populacdo da cidade: os
proprietéarios de cdes que apresentam alteragdes cutdneas sugestivas (Ulceras, hiperqueratose,
alopecia) telefonam para o CCZ-Cuiaba e relatam a suspeita. Em seguida, o CCZ-Cuiaba
envia sua equipe de campo para a verificacdo dos sinais clinicos compativeis com a LVC
(onicogrifose, caquexia, Ulceras nas orelhas, ceratoconjuntivite), faz o preenchimento do
prontuario e solicita, verbalmente, a permissdo para a coleta de sangue para fins da analise
soroldgica no LACEN-MT. Tendo em maos os resultados da andlise sorologica (RIFI e
ELISA), o proprietario é comunicado; quando os resultados sdo positivos (em um dos testes
ou em ambos), a Secretaria de Vigilancia Epidemiologica do municipio de Cuiaba é
notificada, e a equipe de campo do CCZ-Cuiaba retorna ao domicilio para recolher caes
sororreagentes.

Da mesma forma, o CCZ-Cuiaba recolhe cdes infectados mediante solicitacdo do
proprietario que realizou sorologia do animal em laboratério particular. Para isso, é necessario
que o proprietario apresente o laudo laboratorial no qual conste a sororreatividade do animal.

A segunda abordagem ¢ feita a partir de notificacdo de caso(s) humano(s): no bairro de
procedéncia do(s) individuo(s) infectado(s), o CCZ-Cuiaba realiza uma investigacao,
envolvendo 100% dos cédes domiciliados proximo(s) ao(s) caso(s) indice(s). Na Zona Rural, a
investigacdo abrange um raio de um quildometro a partir do foco, e na Zona Urbana, 200
metros, sendo esse raio ampliado a medida que forem identificados cdes positivos. Os
procedimentos sdo: a coleta de sangue dos animais, o preenchimento do prontuario, e das
fichas de bloqueio e de captura de flebotomineo. Os cdes sororreagentes, com titulos
elevados, acima de 1:160, para leishmaniose sdo recolhidos pelo CCZ-Cuiaba. Em paralelo,
sdo distribuidas armadilhas para captura de flebotomineos pela area. Realiza-se o0 inventério
entomoldgico a partir das coletas realizadas com armadilhas do tipo CDC durante trés dias
consecutivos. Os vetores do calazar em Cuiaba sdo L. cruzi e L. longipalpis; uma vez
realizada a identificacdo dos flebotomineos pelo Nucleo de Entomologia da Secretaria de
Saude do estado, tem inicio a borrifacdo no domicilio e arredores a um raio de 100 metros.

A terceira abordagem consiste em um levantamento que abrange a cidade inteira: sdo
distribuidas armadilhas para flebotomineos pelos bairros da cidade, que apresentaram maior
namero de notificacbes de cées infectados no ano anterior. Se houver captura apenas de L.

witmani e L. flaviscutelata em determinados bairros, 0 CCZ-Cuiaba realiza uma investigacédo
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amostral, segundo a qual, a coleta de sangue e o preenchimento do prontuério sdo realizados
apenas em uma pequena porcentagem desses bairros. O procedimento € 0 mesmo que nas
abordagens supracitadas: a equipe de campo do CCZ-Cuiaba preenche o prontuério e realiza a
coleta de sangue dos cées; os resultados positivos sdo notificados a Secretaria de Vigilancia
Epidemioldgica do municipio de Cuiabd e os cdes em questdo sdo recolhidos pelo CCZ-
Cuiaba. Todos os cées recolhidos, em qualquer uma das abordagens, sdo transferidos para o

CCZ-Cuiaba para serem eutanasiados.

8.1. — Anélise descritiva da amostra

A amostra consistiu de 45 cées, doados ao CCZ-Cuiaba, e que foram mantidos nos
meses de julho e novembro de 2009 para execucao desta pesquisa. Foi observado que néo
houve diferenca entre os sexos (machos, 51,11% e fémeas, 48,9%), todos possuiam idade
estimada superior a seis meses, sendo a maioria de adultos, segundo seus proprietarios, e sem
raca definida (75,5%). A distribuicdo dos cdes nas quatro regifes de Cuiaba mostrou que o
maior numero de animais era proveniente das regides Norte (35,55%) e Oeste (26,21%).
Nessas regides, encontra-se o Parque Nacional Mae Bonifacia e durante visita ao local, pode-
se constatar que parte da mata do referido Parque houve construcdes de casas recentemente,
porém sem equipamentos publicos, caracterizando invasfes. Essa forma de ocupacdo do
espaco beneficia a adaptacdo de flebotomineos, préximo a essas residéncias, onde comumente
vivem cdes, que adentram a mata com fins de caca. Além disso, no lado oeste, Cuiaba faz
fronteira com Varzea Grande, onde se observa intenso comércio de mercadorias e individuos
e onde ha alguns anos foram registrados casos de LVC.

A tendéncia de maior prevaléncia de cdes positivos para LV serem provenientes das
regides Norte e Oeste sdo semelhantes aqueles encontrados por Almeida et al. (2009), em um
estudo realizado entre setembro de 2007 a marco de 2008. E possivel que esteja havendo o
deslocamento da area de maior acometimento de LVC, visto que em 1999, Moura et al, a
partir do levantamento aleatorio de cdes da cidade de Cuiaba, observaram maior prevaléncia
(72,5%) de animais sororreagentes para RIFI nas regides Leste e Sul.

A urbanizacdo da LVC e decorréncia de mudancas na organizacdo do espaco nas
grandes cidades, principalmente das regides Sudeste, Sul e Centro Oeste. Almeida et al (2009)
apontaram a permanéncia do cdo no peridomicilio e a proximidade das residéncias em relagdo

a mata como os principais fatores de risco para a infeccdo canina: 100% dos cées
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sorroreagentes pesquisados pelos autores permaneciam em ambiente peridomiciliar. No
entanto, também foi observada prevaléncia significativa de LVC em residéncias sem 0s
fatores ambientais analisados (presenca de mata, proximidade de terreno baldio, proximidade
de rio, cArrego/ represa, auséncia de equipamentos urbanos, entre outros). Portanto, podemos
inferir que fatores ambientais analisados isoladamente podem né&o ser determinantes para a

infeccéo canina por Leishmania sp.

8.2. — Anadlise clinica dos animais estudados

Esses animais eram registrados pela equipe do CCZ. As informagdes quanto ao quadro
clinico, epidemiolodgico e os resultados laboratoriais previamente realizados de alguns eram
compartilhados e repassados para a Ficha Clinio-Epidemioldgica e Laboratorial, elaborada
para este estudo.

Os sinais clinicos mais frequentemente encontrados nos animais estudados foram
descamacdo (53,33%), alopecia (44,44%) e Ulceras, como Ulcera de ponta de orelha (40%),
sendo que caguexia, onicogrifose, ceratoconjuntivite e mucosas hipocoradas, cada uma, foram
verificadas em 26,67% dos cdes. Comportamento semelhante quanto aos sinais clinicos
verificou-se na regido nordeste do Brasil (Deane, 1956), em Belo Horizonte-MG (Silva, 1997;
Silva et al, 2001a; Quaresma et al, 2009), no Rio de Janeiro-RJ (Madeira et al, 2004),
Aracatuba-SP (Tolezano et al, 2007), no estado de Sdo Paulo (Gomes et al, 2007) e nos
Estados Unidos (Rosypal et al, 2003).

Na cidade de Belo Horizonte-MG, Silva (1997) observou emagrecimento, dermatite
com perda de pelo, onicogrifose, Ulceras no corpo, ceratoconjuntivite, descoordenacdo
motora, diarreia de sangue, vOmitos, ascite, catarata e pneumonia nos cdes com LV,
procedentes de area urbana de Belo Horizonte. O autor encontrou emagrecimento como sinal
clinico mais frequente, diferentemente do observado neste estudo, no qual os sinais clinicos
dermatoldgicos foram os mais frequentemente encontrados.

Almeida et al (2009), em area urbana de Cuiaba, encontraram resultados préximos,
sendo os de maior frequéncia: alopecia, Ulcera de ponta de orelha e descamacdo, ou seja,
sinais dermatologicos. Da mesma forma, os autores também observaram onicogrifose e
conjuntivite em menor frequéncia.

Em area urbana de Natal-RN, Queiroz et al (2009) encontraram com maior frequéncia

sinais de emagrecimento, conjuntivite e onicogrifose nos cées estudados. Os autores

80



observaram também, porém com menor frequéncia, lesdes crostosas, especialmente ao redor
dos olhos, nas orelhas e nos membros, alopecia, lesdes ulceradas, hiperqueratose e
descamacao.

A descamacéo foi verificada ao longo do corpo dos cées, sendo que alguns animais
apresentavam-se intensamente acometidos com generalizacdo do processo. Ao passo que
outros animais apresentavam &reas localizadas de descamagdo, principalmente no dorso.
Acreditamos que a descamacédo encontrada pode dever-se ndo somente a LV, mas também a
infeccdes que acometiam 0s animais provavelmente pela baixa imunidade como consequéncia
do calazar. O fato de os animais permanecerem confinados nas baias do canil sem serem
higienizados adequadamente (banhos semanais, por exemplo) pode explicar a elevada
frequéncia de descamacdo em detrimento da caquexia, sinal clinico marcante na LV e mais
frequentemente encontrado que a descamacao, segundo a literatura (Silva et al, 2001a).

Outra possivel explicacdo deve-se ao fato de os animais permanecerem nas baias
enguanto as mesmas sao lavadas e higienizadas diariamente. Os animais se molhavam durante
0 processo, ndo tinham acesso a ambiente aberto para se secarem ao sol e, portanto,
permaneciam com o0 pelo e a pele Umidos ao longo do dia, sendo o processo repetido
diariamente. Essa rotina é prejudicial aos animais, favorecendo a descamacdo cutdnea nos
mesmos.

A alopecia foi encontrada tanto generalizada quanto localizada no corpo dos animais,
assim como a descamacao. Havia cdes que apresentavam corpo quase sem pelagem, tinham
apenas pequenas areas com pelo, ao passo que outros apresentavam falhas ao redor dos olhos,
no focinho, nas orelhas e nas patas.

Perda de pelo e dermatite no corpo foram observadas nas orelhas, em torno dos olhos e
no dorso dos cdes, e estavam presentes em 61% dos animais estudados por Silva (1997).

Foram observadas lesdes cutdneas unicas ou maltiplas, crostosas ou ndo, sem prurido,
nas orelhas, no dorso, no focinho e nas patas. Silva (1997) e Silva et al (2001a) também
encontraram lesdes com caracteristicas semelhantes em seus estudos.

Apenas 24,44% (11/45) dos cées estudados ndo apresentavam sinais clinicos para LV.
Ao passo que Queiroz et al (2009) encontraram, em area urbana de Natal-RN, 37% (20/54)
dos animais sem sinais clinicos para LV.

Tolezano et al (2007), ao analisarem cé&es com sinais clinicos de LV em Aragatuba-SP,
observaram que a infec¢do dos animais ndo era pela Leishmania (L.) infatum (sin L.(L.)

infatum chagasi para os autores), e sim pela L. (L.) amazonenesis. Os autores concluiram que

81



sinais clinicos semelhantes aqueles causados pela Leishmania (L.) infantum em cées, podem
estar associados a outras Leishmanias sp., assim como L. (L.) amazonenesis, e que 0
diagnostico da LVC na America Latina deveria ser feito pela PCR que é capaz de definir
género e espécie. Os autores complementaram que resultados do passado, assim como atuais,

sugeriram que a L. (L.) amazonensis zoonotica ocorre em ambiente peridoméstico.

8.2 — Analises Laboratoriais

8.2.1 — Exame Parasitologico Direto

O exame parasitoldgico direto € um dos métodos de certeza para o diagnostico da
leishmaniose visceral canina, haja vista a observacdo direta de formas amastigotas da
Leishmania sp., por microscopia Otica, em esfregacos confeccionados a partir de material
bioldgico oriundo de punc¢des de figado, linfonodos, baco ou medula 6ssea, além de bidpsias
ou de escarificagdo da pele (Brasil, 2003; Brasil, 2006a) e foi utilizado nesse estudo como
padrdo ouro. Segundo ainda Brasil (2003) e Brasil (2006a), o exame parasitolégico direto é
altamente especifico (aproximadamente 100%), com sensibilidade de aproximadamente 80%
para cdes sintomaticos, podendo ser inferior em cées assintomaticos, dependendo do grau de
parasitemia do animal, tipo de material biol6gico coletado e tempo de leitura da lamina.

A partir do exame parasitologico direto, realizado em 43 esfregacos provenientes dos
cdes deste estudo, foram obtidos 16 resultados positivos, 0 que corresponde a uma frequéncia
de 37,21% dos animais com resultados positivos utilizando, como insumo, a pun¢do de
medula 6ssea. Embora a frequéncia obtida tenha sido baixa, 37,21%, o exame parasitoldgico
direto € sabido como pouco sensivel, porém altamente especifico.

Saridomichelakis et al (2005) encontraram especificidade de 100% para microscopia
Otica utilizando como insumos puncdo de linfonodos e de medula 6ssea. Os autores,
utilizando a PCR como padrdo ouro em seu estudo, encontraram sensibilidade maior da
técnica em caes sintomaticos para LVC, 92,6%, em detrimento dos cées assintomaticos, 7,8%.
Portanto, o exame parasitologico direto, realizado pela microscopia ética e tendo puncéo de
linfonodos e de medula 6ssea como substratos, € um método altamente sensivel e especifico
para o diagndstico das leishmanioses caninas, apesar da sensibilidade ser relativamente baixa

em infecgdes assintomaticas.
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Igualmente, Dourado et al, 2007 afirmaram que a forma de diagnostico laboratorial da
LV, segura e determinante, é o exame parasitologico direto, por meio do qual é possivel a
observacao de formas amastigotas em amostras de medula dssea.

N&o obstante, o Ministério da Saude (Brasil, 2006a) preconiza o0 exame parasitoldgico
direto como forma diagnostica laboratorial da LV C. Este método foi eleito como padrdo ouro
neste estudo, assim como fizeram Reale et al (1999), Gomes et al (2007), Diro et al (2007),

Pedras et al (2008), Romero et al (2009), dentre outros autores.

8.2.2 - Cultivo in vitro

Vale apontar que outros métodos parasitoldgicos, como o cultivo in vitro ou a
inoculacdo em animais de experimentacdo, apresentam interferéncias complexas, como
contaminacgdes bacterianas, dificultando a observacdo de parasitos nos esfregacos corados
com Giemsa (Gomes et al, 2007; Boelaert et al, 2008). Ashford et al (1995) sugeriram que a
PCR fosse 0 método empregado como padréo ouro para o diagnostico laboratorial da LVC em
detrimento do isolamento pelo cultivo in vitro ou da inoculacdo em hamster.

De 18 amostras cultivadas, oito (44,44%) foram positivas, com a observacdo do
crescimento de promastigotas de Leishmanias, resultado semelhante ao alcancado por
Tolezano et al (2007), quando observou positividade de 40% em seu estudo. Nesse estudo,
ndo foi possivel realizar o cultivo in vitro com todas as amostras puncionadas dos 44 animais
(um foi a Gbito). Essa impossibilidade deveu-se a falta de acondicionamento adequado para as
culturas durante o periodo de permanéncia em julho de 2009. Contudo, na segunda viagem de
trabalho de campo, as condigdes foram melhoradas para permitir a manutencdo das amostras.

Fato é que as condi¢cdes exigidas por algumas técnicas, como o cultivo in vitro,
requerem infra-estrutura que nem sempre €é possivel, quando realizamos trabalhos em
laboratdrios de poucos recursos. A manutencdo do cultivo in vitro para Leishmanias implica a
compra de insumos (reagentes), manutencdo de animais (suprimento de sangue),
equipamentos (camara de seguranca bioldgica entre outros) e pessoal treinado para a sua
execucdo. Portanto, tantas demandas acabam dificultando a utilizacdo desse método para o
diagndstico da leishmaniose visceral. Contudo, nesse estudo, encontramos 44, 44% de
positividade (visualizacdo de formas promastigotas nas culturas) no cultivo in vitro,
porcentagem superior a frequéncia de positividade encontrada no padrdo ouro (exame

parsitoldgico direto).
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Desta forma, parece ainda faltar um método especifico e sensivel o bastante para servir
como referéncia para avaliar a sensibilidade e a especificidade de outros métodos

diagnosticos.

8.2.3 — Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

Pela reagdo de imunofluorescéncia indireta, foram obtidos 38 resultados positivos
dentre as 45 amostras de soro, 0 que representou a frequéncia de 84,44% (38/45) de
positividade. De modo semelhante, Manna et al (2004) encontraram 85,3% (81/95) de
resultados positivos pela RIFI (ponto de corte igual ou superior a diluicdo 1:40), quando
analisaram cdes naturalmente infectados do sul da Italia; desses, 12 (15%) apresentaram
titulacdo préxima ao ponto de corte.

No entanto, Silva et al (2001b), ao estudarem cdes com LVC na regido metropolitana
de Belo Horizonte-MG, encontraram frequéncia inferior, 21,6% (139/644) de resultados
positivos pela RIFI. Semelhante ao encontrado por Tolezano et al (2007), em Aracatuba-SP,
guando foram detectados 15,54% (71/457) de resultados positivos, com diluicdes iguais ou
superiores a 1:40.

Moura et al (1999), ao realizarem um trabalho de investigacdo epidemioldgica canina
na cidade de Cuiaba, encontraram resultados inferiores aos obtidos nesse estudo para o
percentual de soros positivos pela RIFI. Enquanto observamos positividade de 84,44%, 0s
autores detectaram 64,5% (40/62). Essa diferenca deveu-se a utilizacdo para essa pesquisa de
uma amostragem selecionada, isto €, direcionada, em que 0s cdes eram suspeitos de calazar.
Contudo, Moura et al (1999) encontraram 88% (37/40) de soros com valores de titulagcdo
elevada, isto é, >1:160, enquanto registramos 65,79%. Portanto, concluimos que a utilizacdo
apenas da RIFI ndo é suficiente para a identificacdo da etiologia das leishmanioses, mas que

titulacGes elevadas sugeririam forte indicio da presenca de calazar.

8.2.4 — Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

No ensaio imunoenzimatico, ELISA, foram obtidos 19 resultados positivos dentre as
45 amostras de soro analisadas, 0 que correspondeu a frequéncia de 42,22% (19/45). Bisugo
et al (2007), em um inquerito com cdes domiciliados e provenientes de regides endémicas

para LV no estado de Sdo Paulo, utilizaram o mesmo kit empregado nesse estudo, o kit EIE-
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Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ) e obtiveram 27,2% (271/997)
de positivos para infec¢do por Leishmania, resultado inferior ao alcangado no presente estudo,
provavelmente devido a amostra.

Reithinger et al (2002), na cidade de Capitdo Enéas, area endémica para L.infantum no
estado de Minas Gerais, empregou a técnica de ELISA em um ensaio com cdes domiciliados e
encontraram 37% (65/175) de positividade.

Positividade, também baixa, foi observado por Figueiredo et al (2009), em éarea de
LTA, Santa Rita de Cassia (municipio de Barra Mansa, RJ), quando realizaram um inquérito
com cdes domilciliados. Os autores registraram percentual de positividade de 10,7% (19/177)
pelo teste ELISA; na ocasido foram utilizadas, como antigeno, proteinas provenientes de
promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Observamos que o teste ELISA, com o emprego do kit EIE-Leishmaniose Visceral
Canina (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ), mostrou-se de simples realizagdo e interpretacdo em
laboratério, pratico, rapido, e ndo demandou conhecimento técnico especializado nem
experiéncia prévia com a prética.

Contudo, acreditamos que o ELISA, assim como outras sorologias, apresente
resultados falso-negativos, devido ao comprometimento da estrutra dos anticorpos presentes
nos soros, em funcdo da manutencdo, nem sempre assistida, da temperatura ideal de
congelamento das amostras. Portanto, ainda que sejam tomados cuidados com a refrigeracéo e
com o isolamento dos soros em relacdo a temperatura mais elevada do meio externo, pode
ocorrer diminuicdo do nivel de anticorpos, principalmente quando sdo utilizadas amostras
originarias do campo.

De forma semelhante, resultados positivos sdo obtidos de cdes sem infeccdo (ativa ou
ndo) por Leishmania sp. Amostras de sangue sob movimentacdo brusca e continua, aléem de
exposicdo a calor mais intenso que a temperatura corporal, ou, mesmo a congelamento,
sofrem hemolise e liberam o pigmento croméatico hemoglobina. Uma vez que o ELISA é uma
técnica colorimétrica, o ensaio de amostras hemolisadas pode acarretar leituras elevadas,
propiciando possivel resultado positivo.

Apesar de ndo termos medido esforcos para manter condi¢cGes adequadas para a
execucdo da técnica referida, ndo excluimos a possibilidade de algumas amostras terem
sofrido com adversidades do trabalho de campo, favorecendo a obtencdo de resultados falso-

positivos e falso-negativos.
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8.2.5 — Teste Réapido Imunocromatogréafico DPP™

O teste rapido imunocromatogréafico DPP™ apresentou 21 resultados positivos dentre
as 45 amostras de soro analisadas, 0 que representou 46,67% (21/45) de positividade.

Bisugo et al (2007) realizaram um ensaio imunocromatografico com a rkK39, com
sangue total e soro de cédes capturados aleatoriamente, no estado de S&o Paulo. Os autores
observaram que, entre aqueles que residiam em municipios autotones para LVC, o teste
apresentou intensidade de reatividade positiva em ambas as amostras: 17,4% e 31,3% para 0
sangue total e soro, respectivamente; embora resultados negativos tenham sido observados
nas amostras dos animais de areas de LTA.

O antigeno rK39 é um epitopo repetitivo altamente conservado entre os membros do
complexo L.donovani. Esse antigeno foi validado para o diagnostico da LV humana por Assis
et al (2008), e segundo Badaré et al (1996), o antigeno rK39 pode ser usado no diagndstico
soroldgico da LV como um indicador da doenca ativa.

J& o teste rapido imunocromatografico DPP™" foi desenvolvido por Bio-Manguinhos
(FIOCRUZ) em parceria com a Chembio (USA) para o diagndstico rapido do calazar canino.
Esta técnica, embora ainda experimental, mostrou-se mais sensivel que as demais técnicas, de
facil manipulacdo e adaptada para ser utilizada no campo ou no laboratério. A leitura do
dispositivo pode ser feita tanto sem auxilio de instrumentos, como com o leitor

imunocromatografico apropriado.
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8.2.6 — Comparacao entre as Técnicas Laboratoriais e 0 Padrdo Ouro

A validade de uma técnica laboratorial pode ser aferida por meio de seu desempenho
frente aos resultados obtidos com outras técnicas consideradas ‘“verdadeiras” para
determinada infeccdo/doenca; essa técnica considerada “verdadeira” ¢ denominada “padrio
ouro”.

Para essa pesquisa, comparamos as analises, parasitoldgica (cultivo in vitro),
sorolégicas (RIFI, ELISA e DPP™) e molecular (PCR), com o exame parasitolégico direto,
recomendado pelo Ministério da Sadude (Brasil, 2006a), como padréo ouro.

Inicialmente, foram comparados em conjunto os resultados obtidos separadamente em
cada uma das andlises acima referidas. Entretanto, como o numero de amostras provenientes
dos cdes variou, foi necessario reduzir esse nimero para um denominador comum, que foi
nove (cées de n° 5, 16, 19, 26, 27, 31, 36, 40 e 42); essas amostras selecionadas séo referentes
as mesmas processadas na PCR. O critério de selecdo dessas amostras foi baseado na
combinacdo dos melhores resultados obtidos nas avaliacBes clinica (sinais clinicos
compativeis com a LVC) e laboratoriais (RIFI > 1:160 e parasitoldgico direto, cultivo in vitro,
ELISA e DPP™ positivos).

Embora as amostras empregadas fossem positivas em trés ou mais critérios, a PCR
utilizando o papel de filtro impregnado com aspirado de tecido subcutaneo, como insumo, foi
negativa. A utilizacdo de outros insumos (sangue, soro, papel de filtro impregnao com sangue,
fragmentos de pele, figado e baco e puncdo de medula 6ssea e de linfonodos) garantiu a
eficacia da técnica da PCR (Reale et al, 1999; Silva et al, 2001b; Manna et al, 2004; Francino
et al, 2006; Nunes et al, 2007; Saridomichelakis et al, 2005; Andrade et al, 2006; Madeira et
al, 2006; Silva et al, 2006; Tolezano et al, 2007; Gomes et al, 2007). Esse resultado pode ter
sido devido ao volume insuficiente de infiltrado de tecido subcutaneo.

Diante dos resultados negativos encontrados na PCR, este foi excluido das
comparagOes, enquanto os demais foram mantidos. Os resultados encontrados mostraram
concordancia com o parasitoldgico direto em: 41,18%, 53,49%, 69,77% e 79,07%,
respectivamente, para o cultivo in vitro, RIFI, ELISA e o teste DPP™ .

A sensibilidade do cultivo in vitro foi de 42,86% (3/7) e especificidade de 40,0%
(4/10). A analise desses resultados ficou prejudicada em funcéo da eliminacdo das amostras

recolhidas na primeira viagem. No entanto, a inser¢do dessa técnica foi orientada para a
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caracterizagdo bioquimica da espécie circulante de Leishmania na amostra do estudo. De fato,
o cultivo in vitro ndo é regularmente utilizado em inquéritos ou para confirmacdo de
diagnostico devido a sua pouca praticidade.

O valor de sensibilidade encontrado neste estudo para a RIFI correspondeu a 44,44%
(16/36), enquanto o valor de especificidade encontrado foi de 100% (7/7), quando comparada
ao exame parasitolégico direto (padrdo ouro). Segundo as orientagdes contidas no kit IFI —
Leishmaniose Visceral Canina de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, os valores esperados para
sensibilidade e para especificidade sdo mais elevados, e oscilam em torno de 90% e 80%,
respectivamente.

Silva et al (2006), em Belo Horizonte-MG, ao estudarem 103 cées, encontraram
valores superiores de concordancia. Os referidos autores encontraram sensibilidade de
61,02%, mas especificidade igual, 100%, quando compararam a RIFI com o padrdo ouro
utilizado no estudo (combinagdo de microscopia direta-cultura-PCR). A concordancia entre
ambas as reacGes foi de 77,67%, também mais elevada que a encontrada nessa pesquisa, que
foi de 53,49%, acompanhada do coeficiente kappa igual a 0,57. Pode-se afirmar que 0s
autores obtiveram resultados mais satisfatdrios para o uso da RIFI no diagnéstico da LVC, em
relacdo a esse estudo.

Quanto ao ensaio imunoenzimatico, encontramos sensibilidade de 58,82% (10/17), e
especificidade de 76,92% (20/26). Nesse caso, Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ tomou como
padrdo ouro a RIFI, em seu kit EIE-Leishmaniose Visceral Canina, e obteve 94,54% de
sensibilidade e 91,76% de especificidade, valores também elevados. Quando o fabricante
empregou o papel de filtro como substrato para coleta de sangue, encontrou percentuais um
pouco mais baixos: 79,45% de sensibilidade e 90,24% de especificidade.

Lira et al (2006), ao compararem os Kits EIE-Leishmaniose Visceral Canina e IFI-
Leishmaniose Visceral Canina, ambos fabricados por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ,
encontraram sensibilidade de 72% para o ELISA e 68% para a RIFI, e especificidade de
87,5% para ambas as técnicas. Os autores concluiram que os resultados obtidos foram
inferiores aos valores indicados pelo fabricante dos Kits, tal como encontrado nesse estudo.

No teste rapido imunocromatogréafico DPP™
a 6842% (13/19), e a especificidade, 87,5% (21/24). O DPP™ como explicado

anteriormente, ainda € um teste em fase experimental. No entanto, devido a sua praticidade

, a sensibilidade encontrada correspondeu

para utilizagio no campo e no laboratorio, e a sua relativa sensibilidade e elevada

especificidade, podemos afirmar que se justifica sua introdugdo na busca de casos ativos de
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calazar canino, como os verificados no presente estudo, quando todos (exceto o de n° 5)
exibiam sinais clinicos (descamac®es, alopecia, onicogrifose, lesdes ulceradas e apatia).

Quando comparados ao padrdo ouro, o valor preditivo positivo encontrado nas analises
foram: no cultivo in vitro foi de 33,33% (3/9), para a RIFI, 100% (16/16), enquanto para o
ELISA foi de 62,5% (10/16) e para o teste rapido DPP™, 81,25% (13/16). O valor preditivo
negativo calculado para os mesmos testes foram, respectivamente: 50,0% (4/8), 25,93%
(7/27), 74,07% (20/27) e 77,78% (21/27).

A concordancia total ou acuracia, medida entre os testes, revelou que no cultivo in
vitro obteve-se a menor concordancia: 41,18%, ou 58,82% de discordancia. Nas demais
reagOes, obtiveram-se, em ordem crescente, oS seguintes valores de concordancia e
discordancia, respectivamente: na RIFI, 53,49% e 46,51%; no ELISA, 69,77% e 30,23% e,
finalmente, no DPP™, 79,01% e 20,99%. O DPP™ apresentou a melhor concordancia.

Os valores do indice Kappa (Landis e Koch, 1977), que medem a concordancia
retirando o efeito do acaso para aferir a confiabilidade dos testes, foram: k=(-)0,16 (cultivo in
vitro — concordancia pobre), k=0,21(RIFI — concordancia razoavel), k=0,36 (ELISA -
concordancia razoavel) e k=0,57 (DPP ™ - concordancia moderada). Podemos concluir que
para esse estudo, que a concordancia da técnica do cultivo in vitro com o parasitolégico direto
foi menor que o acaso, provavelmente em funcdo do n® amostral baixo (sete). Quanto aos
testes de RIFI e ELISA, ambos mostraram concordancia razoavel, terceira na escala de Landis
e Koch (1977), quando o acaso foi préximo (RIFI) e menor (ELISA). Entretanto, no DPP™, a
concordancia foi maior, significando que o acaso foi, ainda mais, inferior (Landis e Koch,
1977).

Os valores baixos encontrados para os coeficientes de concordancia entre o padréo
ouro e as técnicas RIFI (53,49%), ELISA (69,77%) e entre a RIFI e 0 ELISA (57,78%),
ambas recomendadas pelo Ministério da Saude (Brasil, 2003), refletem a incerteza quanto aos
resultados do diagnostico laboratorial da LVC. Podendo ocasionar, até mesmo com
frequéncia, resultados falso-positivos e falso-negativos. Desta forma, acreditamos que a
realizacdo das técnicas de RIFI e ELISA, mesmo em conjunto (Brasil, 2003), ndo se
mostraram suficientemente confiaveis neste estudo, podendo incorrer em equivocos quando
da notificacédo e consequente eliminacdo dos cées sororreagentes.

Quando analisamos os resultados do teste rapido imunocromatografico DPP™,
embora apresentasse concordancia moderada, o acaso foi inferior, revelando ser a técnica que

obteve os melhores resultados quando comparada ao padréo ouro. Para esse estudo, o DPP™
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foi o teste mais confidvel para ser utilizado, como diagndstico de certeza de doenca ativa
canina, independentemente da presenca de sinais clinicos caracteristicos do calazar canino,
como mencionado anteriormente.

Na comparacdo entre as técnicas de RIFI e ELISA, a concordancia encontrada foi de
57,78%, com kappa igual a 0,24 (razoavel) (Landis e Koch, 1977). Entretanto, Tavora et al
(2007) encontraram concordancia bem superior, de 97,6% quando compararam esses testes
para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania sp em cdes errantes apreendidos em Campos dos
Goytacazes-RJ, area presumivelmente de LTA. Nos dois estudos foram utilizados os Kits
elaborados por Bio-Manguinhos e que sdo adquiridos pelo Ministério da Saude para o
diagndstico do calazar canino no Brasil. Vale ressaltar que o Ministério da Saude (Brasil,
2006a) preconiza a eutanasia dos animais, quando 0s mesmos Sao sororreagentes em ambas as
analises.

Quando o ELISA foi comparado ao DPP™ a concordancia positiva encontrada entre
seus resultados foi de 86,67%, exibindo um Kappa de 0,73 e considerada uma concordancia
substancial (Landis e Koch 1977). Este foi o melhor indice de concordancia Kappa verificado
nesse estudo. Podemos presumir que na composicdo do antigeno do kit de ELISA (EIE —
Leishmaniose Visceral Canina, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ), a proteina rK39 de L. infantum
esteja presente.

Na comparacgdo da técnica de RIFI (como padrdo ouro) com o ELISA, utilizando como
antigeno, o rK39y,s, Scalone et al (2002) encontrou resultados altamente concordantes, 99,4%
(156/157) nas amostras séricas de cdes com ou sem sinais clinicos de infeccdo por L.
infantum, no sudeste da Italia. A concordancia pelo indice Kappa foi quase perfeita (k=0,89)
(Landis e Koch, 1977), e o Unico soro que foi negativo no ELISA obteve titulo de 1:40 na
RIFI.

A concordancia alcancada nesse estudo para as anélises de RIFI e DPP™ foi de
62,22%, com coeficiente Kappa igual a 0,28, o que significa concordancia razoavel (Landis e
Koch, 1977). Interessante ressaltar que os resultados positivos do teste rapido DPP™
coincidiram com os resultados positivos da RIFI cujos titulos eram superiores a 1:160, exceto
por dois com titulos de 1:40 e um soro com titulo de 1:80.

Otranto et al (2004) realizaram um estudo comparativo entre o teste rapido
imunocromatografico, dipstick, que utiliza a proteina rK39 e a RIFI, realizado com cdes com
parasitologico positivo, oriundos de area endémica para o calazar na Italia. A concordancia

calculada, seguindo dados fornecidos pelos autores, foi de 98,53% e Kappa de 0,66, que
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corresponde a concordancia substancial (Landis e Koch, 1977). Valores superiores aos
alcancados nesse estudo.

O teste DPP™ (68,42%) apresentou maior sensibilidade quando comparado as
técnicas ELISA (58,82%) e RIFI (41,67%). Da mesma forma, quanto a especificidade, o teste
DPP™ apresentou 0 maior valor, 87,5%, seguido pela RIFI (85,71%) e pelo ELISA (76,92%).
Esses resultados nos permitem inferir que o DPP™ pode ser utilizado como o teste de eleicdo
para o diagnostico da LVC.

O DPP™ emprega em sua composicéo antigénica, entre outros antigenos, o rk39,
extraido de L infantum (sin L.chagasi para os autores) e comprovado como marcador de
infeccdo ativa do calazar humano (Burns et al, 1993; Badaro et al, 1996) e da doenca canina
(Otranto et al, 2005).

Cada vez mais, procura-se desenvolver técnicas de diagnostico que apresentem
resultado rapido, sensivel e especifico, e que possam ser utilizadas em campo, em baixas
condicBes de infra-estrutura. O TRALd é um teste rdpido imunocromatogréafico contendo
rK39como antigeno (Dourado et al, 2007) e foi testado por Genaro et al (1997) em cées de
area endémica de calazar em Minas Gerais. Embora os autores tenham observado elevadas
sensibilidade (92%) e especificidade (99,5%), o teste, segundo os autores, ndo foi capaz de
detectar infeccdo em cdes que apresentaram titulos de imunofluorescéncia entre 1:40 e 1:320.

Otranto et al (2005) consideraram o teste imunocromatografico Dipstick, com o
antigeno rK39, uma ferramenta atil para o diagndstico soroldgico de leishmaniose canina,
tanto em cdes sintomaticos quanto em assintomaticos. Os autores ainda constataram a rapidez,
a sensibilidade, a especidade, e a utilidade do teste em condicGes de campo e em inquéritos de
larga escala, além de ser importante também na rotina veterinaria por demandar um minimo
de equipamentos e de treinamento do manipulador.

Em um estudo para a avaliacdo do antigeno recombinante K39, especifico para as
espécies do complexo L.donovani (Gontijo e Melo, 2004), como um marcador para as
leishmanioses caninas, a técnica de ELISA com rK39 foi avaliada e padronizada, mostrando-
se relativamente simples e rdpida para a avaliacdo do status da infeccdo em cées, além de
poder ser uma alternativa a técnica RIFI, principalmente ao se trabalhar com grande ndmero
de amostras. Interessante notar que o uso de uma proteina recombinante purificada e
especifica como o K39 permite uma melhor padronizacdo do que a cultura de leishmania
(Scalone et al, 2002).
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Ainda nesse estudo, os anticorpos que reagiram com o rK39 eram mais comuns em
infeccOes caninas assintomaticas do que em infecgdes subclinicas humanas para LV (Gontijo
et al, 2002). Os autores observaram que, tanto a RIFI quanto o ELISA com o rK39, falharam
em revelar anticorpos especificos quando se tratava de cdes com infeccdo em estagio inicial,
ao longo de um periodo varidvel de tempo (Scalone et al, 2002), o que é explicado por Acedo-
Sanchez et al (1998) como laténcia sorolégica, comum em cées, e diz respeito tanto ao
periodo de incubacdo quanto ao periodo transiente de soroconversao negativa.

Porrozzi et al (2007) avaliaram, comparativamente, as técnicas de ELISA baseadas em
antigenos recombinantes e brutos de L. infantum para o sorodiagndstico de cdes sintométicos
e assintomaticos. Os autores observaram que o rK39 utilizado no ELISA conferiu maior
sensibilidade (100%) nas amostras provenientes dos animais sintomaticos, comprovando a
elevada antigenicidade deste antigeno.

No presente estudo, houve concordancia de 62,22% entre o teste rapido
imunocromatogréafico DPP™ e a RIFI, e de 86,67% quando o DPP™ foi comparado ao
ELISA. Embora com uma amostragem de 45 soros, esse resultado pode apontar para a
possibilidade de compartilhamento de antigenos comuns entre as duas técnicas. Nesse caso, 0
DPP™ poderia, no futuro, substituir o ELISA como uma das técnicas recomendadas pelo
Ministério da Salude para o diagnostico da LVC, que ainda traz a vantagem de ser um teste
rapido e apropriado ao campo.

Quanto ao valor preditivo positivo encontrado, a RIFI apresentou o valor mais
expressivo, 93,75%, seguida pelo teste DPP™ (81,25%) e pelo ELISA (62,5%). No entanto, 0
valor preditivo negativo mostrou comportamento diferente: o valor mais expressivo
encontrado foi o do teste DPP™, 77,78%, seguido pelo ELISA (74,07%) e pela RIFI
(22,22%).

Reithinger et al (2002), ao estudarem caes de Capitdo Eneas-MG, area endémica para
L.infantum, encontraram 100% de especificidade para o ELISA e para a PCR, enquanto a
sensibilidade do ELISA oscilou entre 71% e 88%, e a sensibilidade da PCR, entre 51 e 64%.
Os autores encontraram sensibilidade de 72% a 77% para o teste rapido imunocromatografico
com rK39, e especificidade de 61% a 75%. As amostras testadas em condi¢Ges de campo
apresentaram 53% de positividade para o teste rapido com rK39, 37% para o ELISA e 27%
para a PCR. Os valores preditivos positivo e negativo do teste rapido foram de 58% a 77% e
75%, respectivamente. Os autores concluiram que o teste rapido imunocromatografico com

rK39 pode ser uma alternativa vantajosa quanto ao custo-beneficio frente aos testes
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diagndsticos disponiveis, especialmente quando em inquéritos. O teste possibilita o
processamento de um grande nimero de amostras rapidamente com minimo de esforco, além
de demandar treinamento técnico basico para sua realizacdo quando comparado a microscopia
Otica, ao ELISA e a PCR, apesar de ser comparativamente oneroso

Bisugo et al (2007) empregaram o teste rapido imunocromatogréfico com rK39 e o
compararam com as técnicas soroldgicas RIFI e ELISA em cées de municipios paulistas com
transmisséo de LV. Para as amostras de soro, a positividade do teste com rK39 foi de 31,3%,
e para as amostras de sangue total, 17,4%. A positividade para a RIFI foi de 25,1% e para 0
ELISA, 27,2% das amostras. No entanto, quando realizado com sangue total e em condicdes
de campo, o teste rapido com rK39 ndo demonstrou boa performance quando comparado com
0 mesmo teste realizado com soro e, portanto, em condicdes de laboratério, com a RIFI e com
0 ELISA. Segundo os autores, o teste rapido com rK39 foi negativo nas amostras
provenientes de cdes domiciliados nos municipios autoctones para LTA e em cdes portadores
de outras mazelas, o que reforca a especificidade do teste rapido com rK39 para defini¢do do
complexo L. donovani. Os autores afirmaram que o teste rapido com rK39 , ao empregar soro
como substrato, mostrou-se ensaio simples, rapido, de baixo custo, e satisfatoriamente
especifico para as espécies do complexo Leishmania donovani, sendo, desta forma, adequado
para ser empregado como técnica alternativa de triagem diagndstica.

Em funcdo dos resultados obtidos neste estudo, confirmamos que o teste rapido
imunocromatogréafico DPP™ foi capaz de detectar com maior frequéncia os cdes com
suspeita de infec¢des por Leishmania infantum, quando comparado com as técnicas de RIFI e
ELISA. Essa assertiva é comprovada pelo percentual de 79,07% de concordancia entre o
DPP™ e o padréo ouro, enquanto entre 0 ELISA e o padréo ouro apresentaram percentual de
69,77% de concordancia, e entre a RIFI e o padréo ouro, 53,49%.

O teste DPP™, realizado com soro canino, apresentou elevada concordancia com as
técnicas soroldgicas RIFI e ELISA, sendo também capaz de identificar cdes sororreagentes
assim como essas, além de ter-se mostrado mais sensivel e especifico, com maior valor
preditivo negativo que as mesmas, e ainda com satisfatorio valor preditivo positivo.

O teste imunocromatografico DPP™ foi desenvolvido por Bio-Manguinhos em
parceria com a Chembio (USA), e mostrou-se de realizacdo simples e rapida quando em
laboratdrio, permitindo o diagnostico do calazar canino com letura facil e demandando pouca

pT™

capacitacdo técnica. O teste DP permite, ainda, que as intervengdes ocorram in situ, uma
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vez que o resultado pode ser visto no momento da realizacdo do teste pelos proprietarios dos
caes.

De acordo com Dye, Vidor e Dereure (1993), até os métodos soroldgicos mais
eficientes perderdo mais de 20% de positividade em estagios iniciais. Portanto, técnicas
soroldgicas deveriam ser complementadas por outras técnicas (Campino et al, 2000), e
também entre si. Para o diagndstico confiavel da LVC, é necessario haver a confirmacdo do
diagnostico por mais de uma técnica diagnostica, dai a importancia conferida a

complementariedade entre os testes. Desta forma, acreditamos que o teste DPP™

, pelo
presente estudo, configura-se como um método diagndstico adequado, e poderia ser
preconizado pelo Ministério da Saude, em substituicdo a RIFI e ao ELISA, especialmente

guando em inguéritos caninos em areas endémicas para LVC.

8.3 — PCR de aspirado de tecido subcuténeo impregnado em FTA® Card

A utilizacdo da técnica de PCR para o diagndstico do calazar canino tem se mostrado
eficiente, segundo alguns autores, que empregam como insumos: sangue (Reale et al, 1999;
Silva et al, 2001b; Manna et al, 2004; Francino et al, 2006; Nunes et al, 2007), medula 6ssea
(Saridomichelakis et al, 2005; Francino et al, 2006; Andrade et al, 2006), bidpsia de tecido
cutaneo ( Manna et al, 2004; Madeira et al, 2006; Andrade et al, 2006; Tolezano et al, 2007;
Gomes et al, 2007) e de baco e figado (Andrade et al, 2006; Tolezano et al, 2007; Gomes et
al, 2007) e linfonodos (Reale et al, 1999; Manna et al, 2004; Andrade et al, 2006; Tolezano et
al, 2007; Gomes et al, 2007).

A conjugacdo desta técnica com o papel de filtro FTA Card, impregnado com 0s
insumos acima referidos, mostrou-se um excelente conjunto para o diagndstico,
principalmente para utilizagdo no campo (Silva et al, 2004). A elevada carga parasitaria
presente em tecido subcutaneo de animais infectados com L.infantum (sin L.chagasi para
Deane, 1956) nos levou a acreditar na possibilidade de diagnosticar a LVC, por PCR,
utilizando papel de filtro FTA® Card, porém substituindo os insumos conhecidos pelo
aspirado de tecido subcutaneo.

Esse procedimento foi realizado em 44 cdes da amostra e selecionamos nove (n° 5, 16,
19, 26, 27, 31, 36, 40 e 42) para a analise pela PCR multiplex, segundo os critérios clinicos

(exceto o de n° 5) e laboratoriais, como titulos elevados, em torno de 1:160 na RIFI, positivos
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pelo ELISA, pelo DPP™ (P2 e P3) e pelo parasitolégico direto (exceto os de n® 27 e 42),
encontrados nesse estudo. Foram selecionados os cdes que apresentavam melhor combinacao
de resultados clinico-laboratoriais.

Importante acrescentar que a opg¢do pelos primers empregados e pelo ciclo da PCR
multiplex € devida aos achados de Harris et al (1998), segundo os quais o ensaio utilizado
mostrou-se Util para a identificacdo de Leishmania sp em raspados de lesGes cutaneas de
leishmanioses, particularmente quando diferentes complexos do parasita eram encontrados na
mesma area geografica.

Houve formacdo da banda, referente ao controle positivo, com a cepa de Leishmania
infantum (I0C/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75), equivalente a 351 a 397 pares de base (pb).
Porém, houve formacdo de uma segunda banda, entre 100 e 200pb, também referente ao
mesmo controle positivo, mas que foi devida a acdo sobreposta dos primers especificos
empregados. E provavel que os primers especificos LB-3C, LM-3A e LC-3L, que deveriam,
junto com o primer universal LU-5A, amplificar fragmentos de DNA especificos dos
Complexos de Leishmania braziliensis, Leishmania mexicana e Leishmania donovani,
respectivamente, acabaram formando pares entre si: LB-3C e LM-3A, LB-3C e LC-3L, e LM-
3A e LC-3L, amplificando o fragmento de DNA inespecifico e indesejado, resultando na
formacéo da banda entre 100 e 200 pb.

Os primers utilizados nesse estudo foram os mesmos empregados por Harris et al
(1998) para a identificacdo simultanea de trés complexos de Leishmania (Leishmania
braziliensis, Leishmania mexicana e Leishmania donovani), em apenas uma Unica etapa da
PCR multiplex. Segundo os autores, essa metodologia é especifica para o género Leishmania,
ndo sendo capaz de reconhecer protozoarios como Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei
ou Crithidia fasciculata, e consiste na formacédo de produtos da PCR com tamanhos diferentes
para cada complexo. A metodologia conseguiu minimizar o material necessario para analise e
maximizar a simplicidade, rapidez e contetdo informativo de modo a tornar possivel sua
utilizacdo em laboratorios de areas endémicas.

A PCR € uma técnica diagndstica mais precisa que a microscopia para a deteccéo da
Leishmania em aspirados de linfonodos e medula 6ssea, sendo especialmente Gtil para a
confirmacéo de casos suspeitos de LV (Osman et al, 1997). Assim como a coleta de sangue
atraveés de uma Unica picada no dedo de individuos, o aspirado de tecido subcutaneo em caes é
muito menos invasivo e de simples obtencdo que a puncdo de medula 6ssea, de baco e de
linfonodos (Osman et al, 1997).
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Resultados positivos e satisfatorios foram obtidos com a PCR a partir de biopsias de
pele de cdes com LV (Manna et al, 2004; Oliveira et al, 2005; Andrade et al, 2006; Gomes et
al, 2007; Tolezano et al, 2007; Quaresma et al, 2009). Madeira et al (2004) afirmaram que o
parasitismo cutaneo € encontrado na pele integra de cées naturalmente infectados com L.(L.)
infantum (sin L.(L.) chagasi para os autores), independentemente da presenca de sinais
clinicos sugestivos de LV. Os autores utilizaram fragmentos de pele integra dos cées
estudados, e encontraram o parasita na pele integra do abdémen desses animais.

Manna et al (2004) também encontraram resultados que sugerem que a amostra de
pele é a melhor opcdo para o diagnostico baseado na PCR (fragmento 116 pb da regido
conservada do KDNA) e o acompanhamento da LVC. Para Andrade et al (2006), o maior
valor encontrado para a sensibilidade da técnica PCR foi para amostras de fragmento de pele
(87,2%) em detrimento das amostras de baco (84,6%), figado (80%), linfonodos (76,9%) e
medula déssea (66,7%).

De fato, a técnica da PCR ou mesmo a PCR multiplex sdo vistas por muitos autores
como eficientes para o diagnoéstico rapido da LV e que poderia ser incluida nos programas de
vigilancia e controle da doenca (Silva et al, 2001b; Silva et al, 2004; Gomes et al, 2007),
principalmente, introduzindo o papel de filtro como insumo. O papel de filtro FTA® Card
mostrou ser de simples utilizacdo e armazenamento, ideal para o trabalho de campo, podendo
permanecer em temperatura ambiente, 25°C, acondicionado em recipientes comuns como
vasilhames de plastico ou sacos plasticos, devendo apenas ser mantido sem umidade (Rab e
Evans, 1997; Marques et al, 2001; Silva et al, 2004; Romero et al, 2009).

Apesar dos resultados negativos obtidos nesse estudo, o controle positivo, com a cepa
de referéncia 10C/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75) de L. (L.) infantum, se confirmou,
comprovando, assim, a integridade da reacdo de PCR multiplex realizada simultaneamente
com as amostras.

Considerando o intenso tropismo parasitario detectado em tecido cutaneo e subcutaneo
de cdes infectados por L. infantum, facilitando, assim, a infeccdo dos flebotomineos, a
impossibilidade de detectar os parasitos pode ainda ter sido causada pelo protocolo
empregado. Acreditamos que este requeira ajustes (como de temperatura, nimero de ciclos,
quantidade de MgCl,, entre outros), quando da utilizacdo do papel de filtro embebido em

aspirado subcutaneo para a eficiéncia da técnica no diagnostico do calazar canino.
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8.4 — Caracterizacdo Bioquimica

A eletroforese de isoenzimas foi empregada visando a caracterizacdo da espécie de
Leishmania circulante nos cdes reunidos para esse estudo, provenientes da area urbana da
capital Cuiabd-MT. A partir das amostras positivas, quando cultivadas em meio de NNN com
Schneider e suplementado com soro fetal bovino, as culturas foram expandidas para obtencéo
de massa parasitaria e posterior caracterizacdo bioquimica pela técnica de eletroforese de
isoenzimas.

Quando foram utilizadas as enzimas IDH (Isocitrato desidrogenase, E.C.1.1.1.42),
PGM (Fosfo-glucose-mutase, E.C.1.4.1.9), G6PDH (Glicose-6-fosfato-desidrogenase,
E.C.1.1.1.49) e NH (Nucleotidase, E.C.3.2.2.1), para a realizacdo da eletroforese de
isoenzimas, nao obtivemos visualizacdo satisfatdria dos géis revelados. Porém, quando foi
empregada a isoenzima 6PGDH (6-fosfo-glicose-desidrogenase, E.C.1.1.1.43), esta se
mostrou satisfatoria para a caracterizacdo da espécie de Leishmania presente nas amostras
selecionadas, confirmando o perfil da Leishmania (Leishmania) infantum, como responsavel
pelo calazar canino nas amostras selecionadas.

Dentre as técnicas de caracterizacdo da espécie de Leishmania em amostras bioldgicas,
esta também a hibridizacdo (Silva et al, 2004) e os diversos tipos de PCR (Gomes et al. 2007).
A realizacdo da caracterizacdo, obtida a partir da eletroforese de isoenzimas, envolve
procedimentos de longa duracdo e que podem ser onerosos (Antinori et al, 2007), dependendo
do numero de enzimas utilizadas (Cupolillo, Grimaldi e Momen, 1994) e demandam o cultivo
de leishmanias em larga escala, bem como aparato laboratorial sofisticado (Harris et al, 1998).
Ainda assim, a eletroforese de isoenzimas tem se mostrado valiosa para a caracterizagao de
diferentes espécies de Leishmania (Madeira et al. 2006).

No Brasil, onde a LVC é encontrada, a espécie incriminada € a Leishmania infantum.
Porém, Toledo et al. (2007) identificou a espécie Leishmania amazonensis como a
responsavel pelo quadro de calazar apresentado por um cédo. Esse registro confirma a
relevancia da caracterizacdo da espécie nos estudos envolvendo cées em areas de calazar ou
mesmo silenciosas, como contribuicdo ao conhecimento do género Leishmania e como
medida de (re)orientacdo das medidas de vigilancia epidemioldgica para o controle das

leishmanioses.
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9 — CONCLUSOES

A amostra consistiu em 45 cées, doados ao CCZ-Cuiaba. Ndo houve diferenca entre os
sexos (51,11% de machos e 48,9% de fémeas). Todos possuiam idade estimada
superior a seis meses, sendo a maioria adultos, e sem raca definida (75,5%). O maior
nimero de animais procedia da regido norte (56,25%). Essa regido apresentou,

também, o maior nimero de cdes infectados (56,25%).

Os sinais clinicos verificados nos cdes amostrados, provenientes de area urbana de
Cuiabg, em ordem decrescente de frequéncia, foram: descamacao (53,33%), alopecia
(44,44%), lesbes ulceradas (40%), caquexia (26,67%), onicogrifose (26,67%),
mucosas hipocoradas (26,67%), ceratoconjuntivite (26,67%) e apatia (13,33%).

Os resultados positivos, obtidos pelas técnicas exame parasitologico direto, cultivo in
vitro, RIFI, ELISA e DPP™ corresponderam a: 37,21% (16/43), 44,44% (8/18),
84,44% (38/45), 42,22% (19/45) e 46,67% (21/45), respectivamente.

O cultivo in vitro apresentou sensibilidade de 42,86% (3/7), especificidade de 40%
(4/10), valores preditivos positivo e negativo, respectivamente, iguais a 33,33% (3/9) e
50% (4/8), e concordancia de 41,18% com o padrédo ouro (k= - 0,16).

A RIFI apresentou sensibilidade de 44,44% (16/36), especificidade de 100% (7/7),
valores preditivos positivo e negativo, respectivamente, iguais a 100% (16/16) e
25,93% (7/27), e concordancia de 53,49% com o padréo ouro (k=0,21).

A técnica ELISA apresentou sensibilidade de 58,82% (10/17), especificidade de
76,92% (20/26), valores preditivos positivo e negativo, respectivamente, iguais a
62,5% (10/16) e 74,07% (20/27), e concordancia de 69,77% com o padrdo ouro
(k=0,36).

O teste rapido imunocromatografico DPP™ apresentou sensibilidade de 68,42%
(13/19), especificidade de 87,5%, valores preditivos positivo e negativo,
respectivamente, iguais a 81,25% (13/16) e 77,78% (21/27), e concordancia de 0,57.
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A concordancia de 57,78% (k=0,24) foi detectada entre as técnicas ELISA e RIFI.

Entre ELISA e o teste rapido imunocromatografico DPP™

, a concordancia foi de
86,67% (k=0,73) e, finalmente, entre a RIFI e o teste rdpido imunocromatografico
DPP™! houve concordancia de 62,22% (k=0,28).

pT™

O teste rapido imunocromatografico DPP "™ mostrou-se mais sensivel e especifico que

os testes RIFI e ELISA, e apresentou a maior confiabilidade dentre os trés.

O teste rapido imunocromatogréafico DPP™ foi, nesta pesquisa, um bom preditor de

infeccdo/doenca ativa nos caes amostrados.

O protocolo empregado para a realizagdo da PCR multiplex, a partir do papel de filtro
FTA® Card, impregnado com aspirado de tecido subcutaneo de nove cdes amostrados

nesta pesquisa, ndo obteve resultados positivos, necessitando de ajustes.

A espécie de Leishmania circulante entre os cdes amostrados, provenientes de area

urbana de Cuiab4, é a Leishmania infantum.
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ANEXO 1

Departamento de Ciéncias Bioldgicas — DCB

Escola Nacional de Saude Publica - ENSP

Ministério da Salde — Fundacéo Oswaldo Cruz

Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 — Manguinhos — Rio de Janeiro — RJ
CEP 21041-210 Tel: (21) 2598-2592

Setor de 7Znnonnses

FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA E LABORATORIAL CANINA

NG Cod
DATA __ [__[___
NOME DO CAO:
RACA: SEXO: (M) (F) IDADE: PELAGEM:
PROPRIETARIO:
ENDERECO:
TIPO DE RESIDENCIA:
OUTRAS LOCALIDADES ONDE O CAO RESIDIU:
LOCAL: TEMPO:
LOCAL: TEMPO:
CAO VIAJOU NOS ULTIMOS SEIS MESES (SITIO, ...)?
ORIGEM DO CAO:
ASPECTOS CLINICOS:
(+)(-)ATIVO (+)(-) ONICOGRIFOSE
(+)(-)APATICO (+)(-) PERDA DE PELO
(+)(-)MUCOSAS HIPOCORADAS (ANEMIA) (+)(-) CAQUEXIA
(+)(- )DESCAMACAO (+)(-) ESPLENOMEGALIA
(+)(-)CERATOCONJUTIVITE ) (+)(-) EDEMA DO FOCINHO
(+)(-)PARESIA DOS MEMBROS PELVICOS
(+)(-)LESOES Ne°: REGIAO DO CORPO:
SINTOMATICO ( ) OLIGOSSINTOMATICO ( ) ASSINTOMATICO ( )
EXAMES / DATA:
ASPIRADO DE TECIDO SUBCUTANEO: (+) (-)_
CULTURA DO ASPIRADO DE TECIDO SUBCUTANEO: (+) (-)
FTA® Card/ PCR: (+) (-)
CULTURA DE MEDULA OSSEA: (+) (-)
ISOENZIMA: (+) (-)
RIFI: Titulo (-) ELISA: (+) (-) DPP™: (+) (-)

Obs.:
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ANEXO 2

> Meio de Cultura de Fase Sélida NNN

Para o preparo do meio de cultura de fase so6lida NNN foi necessario obter sangue
desfibrinado e estéril de coelho (Centro de Criagcdo de Animais de Laboratorio — IOC). J& com
0 material requisitado em maos, 0,75 ml de Penicilina — estreptomicina foram adicionados a
cada 40 ml de sangue, permanecendo, em seguida, sob agitagcdo durante 30 minutos.

Enquanto isso, 52 g de BHI-Agar (SIGMA B-7278) foram pesados e, junto com 1000
ml de agua Tipo Il (g.s.p.), foram adicionados em um baldo de fundo chato. A solucédo foi
autoclavada durante 15 minutos a 121°C (z 1°C).

Em cabine de seguranca bioldgica, apds resfriar em banho-maria a 40°C (+ 2°C), 100
ml (ou 10%) do sangue desfibrinado e estéril de coelho foram adicionados a solucédo, sendo o
meio, entdo, mantido a 40°C (x 2°C) em banho-maria controlado. Em seguida, o meio foi
transferido para tubos de ensaio com tampa de rosca com o auxilio de seringa repetidora
graduada. Importante acrescentar que, tanto os tubos de ensaio com tampa rosqueéavel quanto
a seringa repetidora, foram previamente esterilizados por meio de autoclavacdo durante 29
minutos (= 1 minuto) a 121°C (£ 1°C); os tubos passaram dois dias no forno Pasteur a 36°C (+
2°C) para secar. Foram empregadas pipetas sorologicas descartaveis e estéreis.

Os tubos, que acabaram de receber o meio, permaneceram inclinados (45°) enquanto o
meio solidificava dentro deles nesta posicdo. Uma vez solidificado, 0 meio contido nos tubos
foi mantido em teste de esterilidade, sendo observado durante 24 horas (x 2 horas). Uma vez
que ndo foi observado crescimento de microrganismos no meio, provando o0 meio estar estéril,
os tubos foram armazenados em geladeira a 4°C (+ 2°C) até serem utilizados (menos de 90
dias, que € o prazo considerado méaximo para a validade do meio).

» Meio de Cultura de Fase Liquida Schneider

Para o preparo de 1000 ml do meio de cultura de fase liquida Schneider foram pesados
24,49¢g do Meio Schneider (SIGMA 9895), adicionados, em seguida, a um béquer juntamente
com 800 ml de agua Tipo Il a 18°C (x 2°C), permanecendo no agitador magnético até a

completa dissolugdo do meio. Foram pesados 0,4 g de NaHCOg (Isofar 302), adicionados ao
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béquer com o meio, até dissolver. O pH foi aferido e estava em torno de 5,0, sendo
necessario, entdo, ajusta-lo para 9,2 (x 0,2°C) por meio da adicdo de NaOH a 5M (20g de
NaOH homogeneizados com 100 ml de &gua Tipo Il até a completa dissolucdo). O meio ficou
em agitacdo durante 10 minutos, aproximadamente. Em seguida, o pH foi ajustado para 6,7 (+
0,2) por meio da adigdo de HCI puro, permanecendo em agitacdo, novamente, durante 10
minutos. Cautelosamente, de modo a evitar precipitacdo, a solugdo de CaCl, (6 g de CaCl,
homogeneizados com 50 ml de agua Tipo Il até a completa dissolucéo) foi adicionada e o pH
ajustado para 7,1 (x 0,1).

Para que o meio tivesse uma concentracdo de 1 U/ml de penicilina e 200ug/ml de
estreptomicina, 10 ml da solu¢do de penicilina-estreptomicina (SIGMA P0781) foram
adicionados e transferidos para uma proveta graduada, sendo completada até atingir 1000 ml
com &gua Tipo Il. O volume final foi filtrado em membrana 0,22 um com auxilio da bomba
de vacuo, permanecendo em teste de esterilidade por quatro horas a 21°C (+ 3°C). Uma vez
que ndo houve crescimento de microrganismos no meio, ou seja, estando o meio estéril, foi

armazenado na geladeira na faixa de 4°C (+ 2°C).

» Solucdo de Tampéo Salina-Fosfato - PBS 0,018M pH 7,2

Apos pesar os reagentes (Tabela 19), a solugdo foi homogeneizada em um misturador,
em velocidade 7,0, até que todos os reagentes estivessem dissolvidos. Em seguida, a solucéo
foi armazenada em um frasco autoclavado, que foi identificado, e acondicionado em geladeira

na temperatura de 4° C para uso nas dilui¢6es de soro e conjugado e lavagem das laminas.

Tabela 19: Reagentes e medidas para o preparo da solucdo de tampéo salina-fosfato (PBS) 0,018M
pH7,2

PBS 0.018M pH 7,2

NaCl 8,18 ¢
Na,HPO, 1,98¢g
NaH,PO, 0,310 g
H,O MilliQ gsp 1000 ml
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» Corante Giemsa (concentrado) para 100 ml

Para o preparo de 100 ml do corante Giemsa, concentrado, foram necessarios 0s

seguintes reagentes:

- 01 g de corante em p6 VETEC (eosina azul de metileno segundo Giemsa, 25g, cod
000598.04, lote 0902851);
- 60 ml de glicerol;

- 56 ml de metanol.

Os insumos foram adicionados e homogeneizados, por duas horas, em um agitador
mecanico agregado a uma placa aquecedora a 60°C. A temperatura foi aferida de instantes em
instantes, sofrendo pequena oscilacdo: de 56°C a 64°C. Completadas duas horas, o corante foi
filtrado duas vezes em filtro de papel Melitta® n° 100 e armazenado em recipiente adequado,

de utilizacéo exclusiva, vedado e em temperatura ambiente.

» Tampao de Sorensen pH 7,2

Para o preparo do tampédo de Sorensen, foram necessarios 0s seguintes reagentes e

suas respectivas medidas (Tabela 20):

Tabela 20: Reagentes e medidas para o preparo do tampéo de Sorensen pH 7,2

Tampado de Sorensen pH 7,2

Solucéo A
Na,HPO, .7 H,0a 0,067 M 17,96 g
H,O MilliQ gsp 1000 mi
Solucéo B
KH,PO, a2 0,067 M 9,11¢g
ou
NaH,PO,. H,0 a 0,067 M 9,24 ¢
H,O MilliQ gsp 1000 mi

As solucbes A e B foram preparadas segundo as proporg¢des: 13 ml da solugcéo B para

37 ml da Solucdo A, de modo a obter pH 7,2.
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ANEXO 3

O material fornecido pelo Kit IFI — Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos/
FIOCRUZ consiste em:

- 4 frascos, de 6 ml cada um, com antigeno de Leishmania;
- 1 frasco de 1 ml com conjugado anti-cdo/ FITC;

- 1 frasco de 25 ml com glicerina tamponada pH 9,0 = 0,5;
- 1 frasco de 2,5 ml com azul de Evans 0,1%;

- 1 frasco de 0,5 ml com controle negativo;

- 1 frasco de 0,5 ml com controle positivo;

- 4 caixas com 50 laminas;

- manual de instruc@es de uso.

Foram necessarios também os seguintes insumos e equipamentos (ndo

fornecidos pelo kit):

- 4gua destilada;

- vidraria basica em geral (tubos, pipetas, provetas, etc.);

- pipetador monoclonal ajustavel e ponteiras;

- luvas descartaveis;

-hipoclorito de sodio a 2,5% ou &gua sanitaria;

- estufa a 37°C;

- tampéo fosfato/salina (PBS) — pH 7,2;

- laminulas;

- microplacas;

- camara umida e cubas de lavagem;

- microscopio para fluorescéncia.
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ANEXO 4

O material fornecido pelo Kit EIE — Leishmaniose Visceral Canina — Bio-
Manguinhos/ FIOCRUZ para LVC consistiu em:

- 02 frascos de 45 ml do diluente de amostra/conjugado [5X];

- 01 saco de 10g de lecitina de leite;

- 02 frascos de 60 ml de tampé&o de lavagem [20X];

- 01 frasco de 60 ml de diluente do substrato;

- 01 frasco de 0,7 ml de cromogeno (TMB);

- 01 frasco de 0,2 ml de substrato (H205);

- 01 frasco de 30 ml de &cido sulfarico 2M;

- 01 frasco de 0,25 ml do controle positivo;

- 01 frasco de 0,25 ml do controle negativo;

- 01 frasco de 0,4 ml do conjugado;

- 04 molduras

- 06 dispositivos contendo, cada um deles, 16 pocos (distribuidos em

duas fileiras de oito pocos) sensibilizados;

- 08 folhas adesivas;

- manual de instrucdes de uso.

De acordo com orientacdes provenientes do fabricante foi necessario providenciar o
seguinte material, que ndo constava no kit EIE — Leishmaniose Visceral Canina — Bio-
Manguinhos/ FIOCRUZ:

- 4gua destilada;

- vidraria basica em geral (tubos, pipetas, provetas, etc);

- micropipetadores multicanal e monoclonal ajustaveis e ponteiras;

- luvas descartaveis;

- estufaa 37° C;

- lavador automatico de microplacas (BIO-RAD IMMUNOWASH modelo 1575);

- hipoclorito de sodio a 2,5%);

- espectrofotdbmetro para leitura de microplacas equipado com filtro de 450nm (BIO-
RAD Benchmark);

- balanga semi-analitica.
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ANEXO 5

Quanto a Eletroforese de Isoenzimas:

» Cultivo de Leishmania para o preparo de massa parasitaria

A eletroforese de isoenzimas é uma técnica que requer massa parasitaria de
Leishmania para sua realiza¢do. Portanto, o cultivo das leishmanias, presentes nas amostras de
medula Ossea e de aspirados de baco e de figado dos cées estudados, foi necessario
objetivando o preparo da massa parasitaria.

Sendo assim, o material proveniente da cultura celular foi transferido para garrafas
plasticas, proprias para cultivo de células, de 25 cm®. Foi utilizado um pipetador automatico e
pipetas volumétricas plasticas descartaveis. Em seguida, o contetdo das garrafas de cultivo de
meio de cultura Schneider (Anexo 2) foi adicionado, na proporcdo de uma parte de material
em cultura para trés partes de meio frasco. O material foi acondicionado por 48h em estufa
BOD/ 25° C. Apos as 48h de incubacéo, foi preparada uma ldamina com uma gota de material
para avaliacdo de possiveis contaminantes bioldgicos, por microscopia 6tica. O contetdo das
garrafas de cultura foi, entdo, transferido, com o auxilio de um pipetador automatico, para um
tubo cdnico de centrifuga, devidamente identificado. O material foi centrifugado a 4000 rpm
durante 10 min a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento,
ressuspendido em 5 ml de solucédo de lavagem.

Para o preparo da solucdo de lavagem, os reagentes (Tabela 21) foram pesados e
colocados em um béquer, no qual se adicionou agua suficiente para atingir 1 litro de volume.
Em seguida, a solugdo foi homogeneizada, com a ajuda de um agitador magnético, até sua
completa dissolucdo. A solucdo de lavagem foi estocada na geladeira a temperatura que

variou entre 4°C e 8°C.

Tabela 21: Reagentes e medidas para o preparo da solucdo de lavagem

Reagentes Medidas
NaCl 859
EDTA 3,7224 ¢
H,O Tipo | gsp 1000 ml
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O sedimento foi acondicionado em tubo de criogenia. Os tubos foram rotulados com a
identificacdo da amostra, data e responsavel pelo preparo. Novamente, entdo, os tubos foram
centrifugados a 4000 rpm durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi desprezado como
anteriormente, e o material foi mantido em recipiente de isopor contendo gelo seco. As
amostras, em seguida, foram transferidas para o container de nitrogénio liquido, com o auxilio
de EPIs (méscara de protecdo para criogenia, luvas para manipulacdo de material de

criogenia, EPIs para manipulacdo em risco NB2).

» Preparo do tampao de corrida

O tampdo de corrida foi preparado seguindo as quantidades pré-estabelecidas de
acordo com as tabelas 22, 23 e 24. As solugbes tampdo foram preparadas em funcdo das

enzimas que foram ensaiadas.

Tabela 22: Solucéo tampéo Tris-Maleico pH 7.4

H,O Trisma® Base Na,EDTA MgCl, anidro Acido maleico
P.M121.11 P.M 372.2 P.M 95.21 P.M 116.1

2L 24.229 0,749 0.19g 10g

6L 72.669 2.22¢ 0.57g 30g

8L 96.88g 2.96¢ 0.76g 40g

Tabela 23: Solucéo tampéo Tris-Fosfato pH 8.0

H,O Trisma® Base NaH,PO,.H,O
P.M 121.11 P.M 137.99

2L 22.229 27.829

4L 48.449 55.649

8L 96.88g 11.299
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Tabela 24: Solugao tampéo Tris-Citrico pH 8.1

H,O Trisma® Base Acido Citrico
P.M121.11 P.M192.1

2L 83.29 33g

4L 166.4g 669

8L 332.8g 132g

» Preparo do gel de corrida

Em um frasco de erlenmeyer de vidro, de 200 ml de volume, foram misturados 50 ml
de solucdo tampdo com 50 ml de agua Tipo Il. A solucdo foi entdo reservada. Em seguida,
1,0g de agarose grau biologia molecular foi pesado e adicionado a mistura de liquidos para
levar ao forno de microondas em poténcia por 5 ou 10 minutos (até que a mistura estivesse

transparente e sem grumos).

» Preparo da base de corrida

Uma placa de vidro de dimensdes 3 mm x 125 mm x 260 mm foi apoiada sobre um
suporte nivelador. Sobre o suporte com o vidro, foi posicionado um nivel de modo a nivelar
este suporte. Em seguida, uma folha de GelBond®, com a superficie hidrofilica voltada para
cima, foi colocada sobre o suporte com o vidro. Em uma proveta de vidro de 100 ml, verteu-
se 60 ml de gel. O gel, entdo, foi despejado sobre a folha de GelBond®, posicionado na base
nivelada, sem permitir formagéo de bolhas ou imperfei¢gdes. Uma vez solidificado, colou-se o
gel em camara dmida empilhavel, de dimensdes 290 mm x 140 mm x 8 mm, levando-o, em
seguida, para a geladeira (4°C). As folhas de gel utilizadas neste estudo permaneceram o
tempo minimo de 08 horas na geladeira antes de serem empregadas, e foram estocadas por até

sete dias.
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» Preparo da agarose a 1%

Colocou-se 1,0g de Agarose (Sigma A9539) em um frasco de erlenmeyer de volume
igual a 500ml e adicionaram-se 100ml de agua Tipo II. A solucdo foi levada ao forno de
microondas por 5 minutos (até que a mistura estivesse transparente e sem grumos).

Quando a agarose néo era utilizada na hora, a boca do baldo de vidro era coberta com
papel aluminio e estocada em geladeira, sem prazo de validade definido.

» Preparo do &cido acético a 5%

Em um baldo volumétrico de vidro, fundo chato e pescoco longo, estéril e com tampa
de volume igual a 2000ml, colocaram-se 1990ml de &gua Tipo Il e 10ml de &cido acético. O

acido acético a 5% foi mantido em temperatura ambiente.
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ANEXO 6

Conteldo das 45 fichas Clinico-Laboratoriais e Epidemioldgicas preenchidas:

O cdo de n° 1 estava ativo, apresentava apenas uma lesdo na orelha e descamacao.
Apesar de apresentar sorologia positiva para LV (titulagdo > 1:40), era assintomatico. A
sorologia foi realizada pelo Lacen-MT.

O cédo de n° 2 estava ativo e apresentava apenas descamacdo. Assim como 0 cédo
anterior, apresentava sorologia positiva para LV (titulagdo > 1:40), apesar de ser
assintomatico. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT.

O céo de n° 3 era sintomatico: estava apatico, apresentava alopecia ao longo do corpo,
ceratoconjuntivite, lesdes ulceradas nas duas orelhas, onicogrifose, descamacdo e caquexia.
Apresentava sorologia positiva para LV (titulagdo > 1:40). A sorologia foi realizada pelo
Lacen-MT.

Os cdes de n° 4, 5 e 6 ndo eram suspeitos de LV, ndo apresentavam sorologia positiva
para LV nem sinais clinicos.

O céo de n° 7 ndo apresentava sorologia positiva para LV. No entanto, estava apatico,
apresentava alopecia, mucosas hipocoradas, ceratoconjuntivite, lesdes ulceradas nas orelhas e
ao longo do corpo, onicogrifose, descamacdo e caquexia.

O céo de n° 8 era suspeito de LV, segundo dados do CCZ-Cuiab4, apesar de ndo ter
sorologia positiva para a infecgdo, mas apresentava alopecia e descamacao.

O céo de n° 9, da mesma forma, era suspeito de LV apesar de ndo ter sorologia
positiva para a infeccdo. Este cdo estava apatico, com alopecia, ceratoconjuntivite, lesées
ulceradas pelo corpo, descamacdo e edema de focinho.

O céo de n° 10 ndo era suspeito de LV. Estava apéatico sim, porém em decorréncia de
sua condicgdo: atropelamento. N&o apresentava sinais clinicos da doenca. Foi encontrado
nddulo no bago.

O cédo de n° 11 também ndo era suspeito para LV, apesar de apresentar mucosas
hipocoradas e lesGes ulceradas nas orelhas, provavelmente adquiridas em uma das suas
tentativas de fuga da baia do canil.

O céo de n° 12 era suspeito de LV, uma vez que dois outros cdes da mesma moradia
apresentavam sorologia positiva para LV além de sinais clinicos. No entanto, o cdo estava
ativo e sem sinais clinicos.
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O céo de n° 13 n&o era suspeito de LV, nem foi feita a sorologia para a infecgéo.
Apesar de ter o membro pélvico direito lesionado em funcéo de atropelamento, estava ativo e
sem sinais clinicos para LV.

O céo de n° 14 ndo era suspeito de LV, a sorologia para a infec¢do nao foi feita, mas o
animal apresentava alopecia, lesdes ulceradas no dorso, descamacéo e caquexia.

O céo de n° 15 apresentava sorologia positiva para LV, além de alopecia e mucosas
hipocoradas. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT.

O céo de n° 16 estava ativo, apresentava necrose na ponta das duas orelhas, focinho
seco e edemaciado. N&o era suspeito de LV nem foi feita a sorologia para a infecgéo.

O cdo de n° 17 ndo era suspeito para LV. Estava ativo, apresentava focinho seco e
cegueira de um olho.

O céo de n° 18 também ndo era suspeito de LV, estava ativo e sem sinais clinicos da
doenca.

O céo de n° 19 era suspeito de LV, embora ndo apresentasse sorologia positiva para a
infeccdo. O animal estava ativo, apresentava alopecia pelo corpo todo, lesbes em necrose no
dorso, descamacdo e a pele estava demasiadamente espessa (semelhante a couro).

Os cées de n° 20, 21, 22, 23, 24 e 25 ndo eram suspeitos de LV e estavam ativos.
Todos os cdes, com excecdo do n° 21, ndo apresentavam sinais clinicos da doenca. O cdo de
n° 21 apresentava apenas onicogrifose. O cdo de n° 22 apresentava-se em avangado estado de
caquexia.

O cdo de n° 26 apresentava sorologia positiva para LV. O animal adoecera ha dois
anos e meio, aproximadamente. Estava ativo, apresentava alopecia, ceratoconjuntivite, e
lesGes ulceradas na ponta das orelhas e no focinho. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT.

O céo de n° 27 apresentava ELISA positivo para LV e titulacdo 1:80 pela RIFI,
mucosas hipocoradas, lesdes ulceradas na virilha e descamacéo. A sorologia foi realizada por
laboratério particular.

O cdo de n° 28 apresentava titulagdo > 1:40 para LV pela RIFI, ceratoconjuntivite,
lesbes ulceradas no dorso, descamacgdo. De acordo com a ficha clinico-epidemioldgica do
CCZ-Cuiaba, foi informado que o cdo adoecera ha dois meses da data de preenchimento da
ficha. Foi encontrado granuloma no figado. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT.

O céo de n° 29 apresentava titulagao > 1:40 para LV pela RIFI, alopecia intensa pelo
corpo todo, mucosas hipocoradas, descamagédo e caquexia. A sorologia foi realizada pelo
Lacen-MT.
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O céo de n° 30, da mesma forma, apresentava titulagdo 1:40 para LV, ELISA positivo,
apesar de estar ativo e ndo apresentar sinais clinicos da doenca. A sorologia foi realizada por
laboratdrio particular.

O céo de n° 31 apresentava ELISA positivo, RIFI com titulacdo 1:40 para LV e, dentre
os sinais clinicos, apenas onicogrifose. A sorologia foi realizada por laboratorio particular.

O céo de n° 32 apresentava titulagdo > 1:40 para LV na RIFI, além de alopecia,
mucosas hipocoradas, ceratoconjuntivite, lesdes no membro toraxico esquerdo (miiase),
onicogrifose, descamacéo e caquexia. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT.

O céo de n° 33 apresentava titulagdo > 1:40 para LV na RIFI, alopecia intensa pelo
corpo todo, mucosas hipocoradas, ceratoconjuntivite, onicogrifose, descamacgdo e intensa
caquexia. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT.

O céo de n° 34 apresentava sorologia positiva pelo ELISA, titulacdo 1:40 para LV pela
RIFI, lesbes ulceradas no ventre e no focinho, descamacéo, caquexia e edema de focinho. A
sorologia foi realizada por laboratério particular. Na ficha clinico-epidemioldgica do CCZ-
Cuiaba constava que a mae deste cdo era LV positiva.

O céo de n° 35 também apresentava sorologia positiva pelo ELISA, titulacdo 1:40 para
LV pela RIFI, mucosas hipocoradas, ceratoconjuntivite intensa, onicogrifose, descamacéo e
caquexia. A sorologia foi realizada por laboratério particular.

O céo de n° 36 apresentava sorologia positiva pelo ELISA, titulagdo 1:80 para LV pela
RIFI, alopecia nas duas orelhas, ceratoconjuntivite, lesbes ulceradas no membro toraxico
direito, descamacédo (focinho e dorso) e caquexia. O figado apresentava-se com bordas
espessas, porém liso e de boa coloracdo. A sorologia foi realizada por laboratério particular.

O céo de n° 37 apresentava sorologia positiva pelo ELISA, titulagdo 1:40 para LV pela
RIFI, alopecia, mucosas hipocoradas, lesdes ulceradas no membro pélvico esquerdo e
descamacdo. A sorologia foi realizada por laboratério particular.

N&o foi realizada a sorologia do cdo de n° 38. No entanto, o animal apresentava
alopecia intensa (dorso, ventre e membros sem pelo), lesGes ulceradas e crostosas no focinho,
nos membros, no dorso e ventre, onicogrifose, descamacado, caquexia e edema de focinho. O
baco estava fibrosado e aumentado de tamanho. O figado também estava aumentado de
tamanho.

O cdo de n° 39 apresentava titulacdo > 1:40 para LV pela RIFI, alopecia (focinho),
lesGes ulceradas (orelha esquerda) e descamacgédo discreta. A sorologia foi realizada pelo
Lacen-MT.
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O cdo de n° 40 apresentava titulagdo > 1:40 para LV pela RIFI, alopecia (focinho),
mucosas hipocoradas, ceratoconjuntivite, lesdes nas orelhas (miiase), descamagao e caquexia.
O animal ndo caminhou, foi arrastado, mas parecia ndo sofrer de paresia dos membros
pélvicos. O cdo estava com o coxim do membro toraxico esquerdo edemaciado. Foi
encontrado granuloma no bago. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT.

O céo de n° 41 apresentava sorologia positiva pelo ELISA, titulagdo 1:40 para LV pela
RIFI, alopecia, onicogrifose e descamacéo. Foi encontrado granuloma no figado. A sorologia
foi realizada por laboratério particular.

O céo de n° 42 apresentava sorologia positiva pelo ELISA e titulagdo 1:40 para LV
pela RIFI. A sorologia foi realizada por laboratério particular. O animal estava apético e
apresentava alopecia (orelhas), mucosas hipocoradas e ceratoconjuntivite. O baco apresentava
borda espessada. Foram encontradas rugosidades e granulomas.

O cdo de n° 43 apresentava titulagdo > 1:40 para LV pela RIFI, alopecia intensa e
disseminada (animal estava quase totalmente sem pelo), mucosas hipocoradas, necrose na
ponta das duas orelhas, onicogrifose, descamacdo intensa e caquexia. A sorologia foi
realizada pelo Lacen-MT.

O céo de n° 44 também apresentava titulagdo > 1:40 para LV pela RIFI, onicogrifose e
descamacdo. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT. Na ficha clinico-epidemioldgica do
CCZ-Cuiaba constava que o cdo residia ha sete meses no local, sendo que antes deste periodo,
residia em uma chécara.

O céo de n° 45, de modo semelhante, apresentava titulagdo > 1:40 para LV pela RIFI,
onicogrifose e caquexia. A sorologia foi realizada pelo Lacen-MT. Em sua ficha clinico-
epidemiolédgica do CCZ-Cuiaba constava que o cdo estava somente ha dois dias no bairro

Estrada da Guia, procedendo anteriormente do bairro Pico do Amor.
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Livros Gratis

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

Milhares de Livros para Download:
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Baixar livros de Biologia Geral
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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
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Baixar livros de Educacao
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Baixar livros de Educacao Fisica
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Baixar livros de Farmacia
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