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RESUMO

NOBREGA, GILZANE DANTAS. Avaliacdo da Prevaléncia do calazar em raposas
(Cerdocyon thous) e caes (Canis lupus familiares) provenientes do municipio de Jodo
Pessoa, Paraiba, Brasil. Patos, UFCG. 2010, 58 p. (Monografia de conclusdo do Curso de
Medicina Veterinaria).

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose cujos reservatorios incriminados sdo o cdo, raposa e
marsupiais. A prevaléncia em cédes tem aumentado nos ultimos anos e ainda ha controvérsias
sobre a importancia das espécies de raposa no ciclo epidemiolégico. Este trabalho teve como
objetivo verificar a soroprevaléncia do calazar em cdes do Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) e em raposas que sdo capturadas pelo Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS-IBAMA/PB) e as que estdo em cativeiro no Parque Zoobotanico Arruda Camara
localizados em de Jodo PessoaPB. Um total de 13 amostras de raposas e 113 amostras de cées
foram testadas através da sorologia com ELISA S7, um kit comercial com o antigeno
constituido de um fragmento recombinanate da HSP70 de Leishmania chagasi. A prevaléncia
canina foi de 19,65%. As nove raposas capturadas pelo CETAS ndo apresentaram sorologia
positiva. As quatro raposas do parque zoobotdnico, por permanecerem em cativeiro, foram
testadas duas vezes e duas apresentaram uma aparente soroconversdo na segunda sorologia. 12
cées (57,17%) apresentaram pelo menos um dos sinais clinicos sugestivos da doenga. 86,9%
eram animais sem padrdo de raga definida (SPRD), 12 (52,1%) e 11 (47,1%) eram fémeas e
machos, respectivamente. Em relagdo a positividade por bairros, ha uma tendéncia a uma
maior ocorréncia na regifo sudeste da cidade. Em fungfo da alta prevaléncia do calazar nos
cées provenientes do CCZ, de informagdes sobre o niimero crescente de cdes positivos em
clinicas veterindrias e a evidéncia de sinantropia de raposas em Jodo Pessoa, sd0 necessarios
estudos epidemiologicos para avaliar o quadro atual da distribuigdo da doenga no municipio e
a influéncia destes animais silvestres no ciclo biolégico para que medidas de controle sejam
rotineiramente adotadas.

Palavras-chave: soroprevaléncia, animal silvestre, canideos, leishmaniose, nordeste



ABSTRACT

NOBREGA, GILZANE DANTAS. Evaluation of prevalence of kala-azar in foxes
(Cerdocyon thous) and dogs (Canis lupus familiares) from Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil.
Patos, UFCG. 2010, 58 p. (Monograph of the Course of Veterinary Medicine, Veterinary
Medicine Prevent and Animal Health).

Visceral leishmaniasis is a zoonosis whose main reservoirs are the dog, the fox and the
opossum. The prevalence in dogs has increased in the last years. Moreover, the role of foxes in
the epidemiological cycle is still controversial. This study was developed to determine the
prevalence of leishmaniasis among dogs from the Center for Zoonosis Control (CCZ) and
foxes captured by the Center for Screening of Wild Animals (CETAS-IBAMA/PB), as well as
those kept in captivity at the Arruda Camara Zoobotanical Park, all three institutions located in
Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil. An amount of 13 foxes and 113 dogs were tested by ELISA S7, a
commercial recombinant diagnostic assay based on a fragment of Leishmania chagasi HSP70.
Canine prevalence was 19.65%. Nine foxes caught by CETAS were serologically negative.
Four foxes from the Zoobotanical Park, since held in captivity, were tested twice and two of
them had an apparent seroconversion in the second serology. 12 dogs (57.17%) had at least one
clinical sign from visceral leishmaniasis. 86.98% animals were mongrels, 12 (52.1%) and 11
(47.1%) were females and males, respectively. In relation to neighborhood prevalence, there is
a tendency for a higher occurrence in the southeast region of the city. As the leishmaniasis
prevalence in dogs from CCZ is high and as small animal veterinarians have reported the
increasing number of positive dogs, associated to the fact that synanthropic foxes are
increasingly found in Jodo Pessoa, epidemiological studies are needed to establish the current
status of the disease distribution in the city and the influence of wild animals in the biological
cycle.

Keywords: seroprevalence, wild animal, dog, leishmaniasis, northeast



1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) apresenta grande importancia para a satide pablica por
se tratar de uma zoonose. Pode levar criangas a morte e as drogas utilizadas para
tratamento humano sdo toxicas e ndo podem ser utilizadas em gravidas, cardiopatas e
nefropatas. Outro agravante ¢ que o principal reservatério para o ser humano, o cdo, tem
uma relagdo afetiva direta com o homem cujo tratamento para esta espécie ndo ¢
autorizado pelo Ministério da Satde e as vacinas que s@o comercializadas ainda estdo em
fase de estudo, fazendo com que a medida de controle indicada seja o sacrificio do animal
positivo, o que gera conflitos entre os proprietarios, os Orgdos de saide publica e
veterindrios.

Animais silvestres, como a raposa, também sdo incriminados como reservatorios da
leishmaniose visceral, mas até 0 momento nio ha resultados que comprovem qual espécie
atua como reservatorio ou hospedeiro acidental em regides endémicas brasileiras. Em
especial no municipio de Jodo Pessoa - PB tem-se relatado que a espécie Cerdocyon thous
estdo desenvolvendo héabitos sinantrépicos.

Até 1999, a Fundagdo Nacional de Saide (FUNASA) era responsavel pela
execucdo das medidas de controle relacionadas ao calazar, incluindo o inquérito soroldgico
em cdes domiciliados. Com a Portaria n°® 1.399, de 15 de dezembro 1999, a execugdo de
tais medidas passou para a responsabilidade dos Estados e de Municipios, cabendo a
FUNASA a coordenagdo do programa. A partir de entdo, 0 que tem ocorrido na maioria
dos municipios é que as medidas de controle deixaram de ser preventivas e sO séo
executadas quando ha um caso humano, ficando restritas a um raio de 300 metros em torno
deste. Provavelmente, este fato tem levado ao aumento da prevaléncia dos casos caninos
em varias regides, como informado por médicos veterinarios responsaveis por clinicas nos
Estados da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.

Desta forma, com o apoio do Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAY/
IBAMA) e do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), ambos em Jodo Pessoa, o
objetivou-se com este trabalho obter dados sobre a prevaléncia de calazar canino no
municipio e verificar a participagdo de raposas no ciclo epidemiolégico da leishmaniose

visceral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico da Doenga

A primeira descrigiio da Leishmaniose Visceral (LV) foi na Grécia, em 1835 onde
anteriormente era conhecida como “ponos” (Deus da dor, na mitologia grega). Em 1869 foi
denominada na India de “Kala-jwar” (febre negra) ou “Kala-azar” (Calazar) em virtude do
escurecimento da pele ocorrido durante a doenga (MARZOCHI, 1981).

William Boog Leishman no ano de 1900, em Bengal na India, identificou a
presenca de um protozodrio no bago de um soldado que foi a 6bito em decorréncia da febre
“Dum Dum”. Em 1903, o agente etiolégico foi descrito por Donovan que demonstrou a
presen¢a dos parasitos em aspirados esplénicos de uma crianga que apresentava febre
irregular. Rogers, em 1904, foi o primeiro a cultivar o parasita em sangue citratado a 22°C
¢ observou que nas culturas o parasita se apresentava na forma flagelada. Nicolle e
colaboradores encontraram parasitos em cdes no ano de 1908, na Tunisia, sugerindo o
papel destes animais como reservatorios. Apenas no ano de 1931 é que os flebotomineos
foram incriminados como vetores , onde a transmissdo da doenga ficou conhecida através
de xenodiagnostico em hamsters (MICHALICK e GENARO, 2005).

No Brasil em 1934, Henrique Penna relatou os primeiros caso da infecgdo no pais a
partir de laminas histolégicas de figado examinadas post mortem para diagndstico de febre
amarela (LAINSON et al., 1986; GENARO, 2000; RANGEL e LAINSON, 2003).
Evandro Chagas estudando a epidemiologia da doenga suspeitou que o mosquito
responsavel pela transmissdo aos humanos fosse o flebotomineo L. longipalpis devido sua
constante presenga ao redor e no interior das residéncias de pacientes doentes (CHAGAS,
1936; RANGEL e LAINSON, 2003).

Em 1953, apds um surto em humanos com LV no Ceara, os pesquisadores Lednidas
Deane, Maria Deane e Joaquim Eduardo de Alencar realizaram uma investigacio
epidemiologica da doenga e verificaram infec¢@io natural em raposas Lycalopex vetulus
(RANGEL e LAINSON, 2003). Lainson e colaboradores em 1969, na Amazonia, relataram

a infecgdo em Cerdocyon thous.
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2.2 Epidemiologia

Dos 500.000 novos casos anuais em humanos no mundo, estima-se que 90%
ocorrem em Bangladesh, Brasil, India, Nepal ¢ Suddo com estimativas de mais de 50.000
mortes. O nimero crescente dos casos estd relacionado principalmente ao deslocamento
das populagdes, exposigdo da populagdo nfo imunizada, fatores econdmicos e sociais, ma-

nutricdo e co-infecgdo de pessoas com HIV (WHO, 2007).
2.2.1 Distribuic¢io

A LV tem ampla distribui¢do, ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na
Africa e nas Américas, neste Gltimo continente também ¢é denominada leishmaniose
visceral americana (LVA) ou calazar neotropical (MISSAWA e LIMA, 2006). Nas
Américas, a LV ocorre na Argentina, Paraguai, Bolivia, Colombia, Venezuela, Costa Rica,
Guatemala, Guadalupe, Honduras, Martinica, Nicaragua, México, El Salvador e Brasil
(MELO, 2004).

No Brasil a LV, que anteriormente era restrita as areas rurais do Nordeste brasileiro,
avangou para outras regides consideradas livres da doenga alcancando inclusive a periferia
de grandes centros urbanos (GONTIJO e MELO, 2004; LAZARI, 2007). Atualmente esta
distribuida em 21 unidades da federacdo (MS, portal da satde) envolvendo além do
Nordeste outras regides como Norte, Centro-Oeste e Sudeste, com a prevaléncia
influenciada por aspectos geograficos, climaticos e sociais (LAZARI, 2007).

Na [talia, foi observada 18% de prevaléncia em raposas (Vulpes vulpes)
(MANCIANTI et al., 1994). Curi et al., (2006) perceberam que a prevaléncia foi mais
elevada nas raposas quando comparadas aos cdies usando os mesmos testes diagnosticos
para as duas espécies.

Batista (2008) observou prevaléncia de 5,02% para o municipio de Caic6-RN e
8,5% para cées enviados ao CCZ no mesmo periodo. Troncarelli et al., (2009) obtiveram

prevaléncia de 65% em cées no CCZ de Bauru-SP.
2.2.2 Etiologia

As espécies de parasitas responsaveis pela leishmaniose visceral estdo divididas
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mundialmente em trés géneros: Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania
(Leishmania) donovani e a Leishmania (Leishmania) infantum. A L. infantum e a L.
donovani séo os agentes causadores da doenga nas 4reas do mar Mediterraneo e do Oriente
Médio (FRASER, 2008) e a L. chagasi é responsavel pela forma clinica da leishmaniose
visceral nas Américas Central e do Sul, incluindo o Brasil (FERREIRA et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2005).

2.2.2.1 Classificacdo Taxonémica

A posigdo sistemdtica da espécie Leishmania chagasi segundo Kreutzer et al.,
(1987):

Reino: Protista (Haekel,1886)

Subreino: Protozoa (Goldfuss,1817)

Filo: Sarcomastigophora (Honiberg e Balamuth,1963)

Subfilo: Mastigophora (Diesing,1866)

Classe:Zoomastigophora (Calkins,1909)

Ordem: Kinetoplastida (VickKerman,1976)

Subordem:Trypanosomatina (Kent,1880)

Familia: Trypanosomatidae ( Grobben,1905)

Género: Leishmania (Ross,1903) Subgénero: Leishmania (Saf’Janoval982)
Espécie: Leishmania (Leishmania) chagasi (Cunha e Chagas,1937)

2.2.2.2 Morfologia do Parasito

A Leishmania chagasi apresenta semelhangas morfologicas com as diversas
espécies existentes. A forma aflagelada ou amastigota (Figura 1) esta presente nos tecidos
dos vertebrados, especialmente em macréfagos, medindo 3,7 x 2,1 um. E arredondada ou
ovoide com nucleo grande, oval e excéntrico sem flagelos; junto ao ntcleo encontra-se
uma estrutura denominada cinetoplasto (extensdo da mitocondria), rica em DNA
mitocondrial, o KDNA. Nos canideos (ces e raposas), estes protozoarios sdo encontrados
em grande quantidade na pele. A forma flagelada ou promastigota (Figura 2), observada

em cultura de células e no hospedeiro invertebrado, é alongada, com cinetoplasto



16

localizado na extremidade do flagelo. O niicleo € central, formado de feixes paralelos de
microtubulos, envoltos em uma bainha citoplasmatica (FERREIRA et al., 2003; BASANO
e CAMARGO, 2004; AHID, 2009).

v -
o

e o e
- o 7%3:1:: toplasto
B ¢
- T "
L -

Figura 1 - Formas amastigotas ou aflageladas do parasito. As setas estdo
indicando o nucleo e cinetoplasto.

~Nigcleo

Fonte: http://www.med.unimarburg.de/stpg/ukm/It/hygiene/schwarz/projects.html.

Figura 2 - Forma promastigota ou flagelada do parasito. As setas apontam para
o niicleo e o cinetoplasto.

Fonte: http://www.vet.upenn.edu/schoolresources/communications/publications/bellwether/48/f xh ounds html.


http://www.med.unirnarburg.de/stpg/ukm/lt/hygiene/schwarz/projects.html
http://www.vet.upenn.edU/schoolresources/communications/publications/bellwether/48/f
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2.2.2.3 Ciclo Biolégico

De acordo com Rey (2001), a forma infectante para os hospedeiros vertebrados sdo
os promastigotas metaciclicos, que se alojam no intestino anterior e faringe do
flebotomineo fémea. Os promastigotas metaciclicas sdo transmitidos aos hospedeiros
durante o repasto sanguineo e se dirigem para os Orgdos linféides secundérios,
principalmente no figado, bago, medula 6ssea e linfonodos, infectando células do sistema
fagocitico mononuclear, como mondcitos, histidcitos e macréfagos, onde se transformam
em amastigotas. As amastigotas se multiplicam por fissdo bindria até romperem a célula
hospedeira, disseminam-se pelas vias hematogénica e linfatica, iniciando uma reag#o
inflamatoria e proporcionando a atragdo de outros macr6fagos.

Um flebotomineo ndo infectado adquire o parasito ao se alimentar do sangue de um
mamifero infectado, através da ingestdo de amastigotas livres ou intramacrofagicos no
tecido subcutineo (BASANO e CAMARGO, 2004; SILVA, 2008), As formas
intracelulares sdo liberadas no trato digestivo do inseto, que se diferenciam para formas
promastigotas prociclicas, multiplicando-se por divisdo binaria. Estas formas prociclicas
diferenciam-se para formas infectivas metaciclicas e migram entfo para a probdscide do

inseto, de onde poderdo infectar um novo hospedeiro mamifero (SILVA, 2008) (Figura 3).

Promastigotas
Metaciclicas

Promastigotas migrando

para a vahmla faringeal

As promastigotas podem
invadit ativamente os
macrofagos. granulécitos
ou serem fagocitadas

g

Ponmastigotas
prociclicas se
transformando em

promastigotas Amastigotas

infectando novos

macisfagos Piromastigotas se
uwansformando em
amastigotas e se
mubtiplicando poy
divisio simples

metaciclicas por
divisio simples

Femea do flebotominio Mamiferos

Amastigotas se

transformando

em piomastigotas )

Transferéncia

durante o

iespasto de
sangue

Amastigotas rompendo

Amastigotas sendo as células infectadas

liberadas no intestino
médio do mosquito

Figura 3 - Ciclo biolégico da Leishmaniose Visceral.

Fonte adaptado de : http://commons.wikimedia.org/wiki/Template:Other_versions/Leishmaniasis_life_cycle_diagram


http://commons.wikimedia.0rg/wiki/Template:Other_versions/LeishmaniasisJife_cycle_diagj

18

2.2.3 Vetor e Transmissio

As viérias formas da doenga sdo transmitidas de animais silvestres ou domééticos
para o homem por intermédio da picada de mosquitos hematéfagos do género Lutzomyia
(CAMARGO e BARCINSKI, 2003).

A Lutzomyia longipalpis (Figura 4), presente nos paises da América Latina (exceto
no Chile), ¢ considerado o principal vetor da L. chagasi. Estes mosquitos sdo dipteros da
familia Psychodidae, sub-familia Phebotominae, conhecidas genericamente por
flebotomineos (GONTIJO e MELO, 2004).

Figura 4 - O vetor (Lutzomyia longipalpis) responsavel pela transmissdo da
Leishmaniose Visceral na América Latina.

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg

Os flebotomos sfo pequenos mosquitos de aproximadamente 0,5 cm de
comprimento, com pernas longas e delgadas, e o corpo densamente piloso. Tém como
caracteristica o voo saltitante e a manutengdo das asas eretas, mesmo em repouso, ao
contrario dos outros dipteros. Geralmente ¢ de cor parda (“mosquito palha™), sendo que as
fémeas € que sdo responsaveis pela transmisséo pelo fato do aparelho bucal estar adaptado
para picar a pele de vertebrados e sugar o sangue (CAMARGO e BARCINSKI, 2003).

Nas regides Norte e Nordeste, a L. longipalpis progressivamente foi deixando de
habitar apenas as matas e se adaptando ao ambiente rural, fato este somado também a

presenca de animais silvestres e sinantropicos nestas areas rurais. Recentemente, verificou-


http://commons.wikimediaorg//viki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg
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se a adaptacdo deste vetor aos ambientes urbanos, em periferias de grandes centros,
podendo ser encontrados no peridomicilio, abrigos de animais domésticos, intradomicilio e
entre outros ambientes, apresentando atividade crepuscular e noturna (MS, 2006).

A transmissdo peridoméstica das raposas para pessoas e/ou cdes através dos
flebétomos pode ocorrer quando os canideos silvestres entram nas cidades a procura de
alimento ou quando os cdes domésticos invadem extensas dreas desmatadas ao redor das
cidades (DIPINETO, 2007). A figura 5 demosntra o ciclo epidemiol6gico da LV mostrando
a relagdo da transmissdo entre animais silvestres, domésticos e o homem através do

mosquito L. longipalpis.

Figura 5 - Eco-epidemiologia da leishmaniose visceral americana no Estado do Pard: /. o parasita se mantém

no ciclo enzoético silvestre em raposas e possivelmente em outros animais por uma populagdo silvestre do
fleb6tomo Lutzomyia longipalpis; 2,3. A invasiio pelo vetor das moradias localizadas na proximidade da
floresta estabelece a infecgdio no cdo e no homem. Linhas continuas indicam a rota de transmissdo definida e
as linhas descontinuas representam uma possivel ftransmissdo entre outros animais silvestres, e
provavelmente o homem também serve de fonte de infecgdo para o flebétomo (Modificado de Lainson,
1989).

Apesar da transmissdo por flebotomineos ser a mais importante na epidemiologia

da leishmaniose, a participaggo de outros vetores tem sido avaliada.
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Cerqueira et al., (2000) observaram em raposas espécies de pulgas que infestam
humanos e outros mamiferos sugerindo a existéncia de uma possivel conexio
ecoepidemiolégica do hospedeiro silvestre para Leishmania chagasi com o ambiente
doméstico através do ectoparasito.

Macerado de carrapatos e pulgas provenientes de cdies positivos foi capaz de
infectar hamsters por via oral e inoculag¢@o intraperitoneal. Apesar da possibilidade da
infecgdo experimental, o fato ndo comprova a viabilidade destes ectoparasitos como
vetores uma vez que formas promastigotas ndo foram evidenciadas nos esfregados de
sangue do macerado (COUTINHO et al., 2005; COUTINHO e LINARDI, 2007).

Outro meio de transmissdo da doenga foi descrita por Shaw (2007) que relatou
casos de humanos com LV onde os fatores indicaram que a transmissdo da doenga

possivelmente tenha ocorrido apods a transfus@o sanguinea.
2.2.4 Reservatorios

A Leishmania (Leishamnia) chagasi tém a capacidade de infectar e produzir doenga
em canideos sejam eles domésticos ou silvestres (CABRERA, 1999), principalmente caes
(Canis lupus familiaris) e raposas (Figura 6), onde sdo considerados os principais
reservatorios da doenga (MELO, 2004). Diversos grupos de animais silvestres além dos
canideos como felinos, roedores e marsupiais também ja foram incriminados como
reservatorios da leishmaniose visceral (LUPPI et al., 2008; NOE, 2008).

Na década de 50, L. Deane, M. Deane e Alencar, estudando o calazar no Ceara,
estabeleceram a importdncia do cdo doméstico e a raposa como fonte de infecgdo e
manuten¢do da leishmaniose visceral (MICHALICK e GENARO, 2005; RANGEL e
LAINSON, 2003). Porém Courtenay et al., (2002) em seus trabalhos afirmou que embora
confirmada a alta estimativa da infec¢do por exames parasitoldgicos de raposas com LV, a
contribuigdo destas espécies na transmissdo por canideos foi muito baixa (9%) se

comparada aos cdes (91%).
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B o :
Figura 6 - Raposa Cerdocyon thous

O avango da agricultura e da pecudria proximo as areas naturais proporcionou um
contato entre as populagdes humanas e de seus animais domésticos com as populagdes de
animais silvestres nos seus habitats. Este estreito contato facilitou a disseminagdo de
agentes infecciosos e parasitarios para novos hospedeiros e ambientes, estabelecendo-se
assim novas relagdes entre hospedeiros e parasitas, e novos nichos ecoldgicos na cadeia de
transmissdo das doengas (CORREA e PASSOS, 2001).

A importéncia dos animais sinantropicos para a LV se deve ao fato de viverem em
ambiente florestal e circularem em habitagdes humanas podendo ter relagdo entre a
transmissdo silvestre, peridomiciliar e domiciliar do parasito (CABRERA et al., 2003).

De acordo com Silva (2004), muitos animais silvestres da fauna brasileira estido
vivendo ou no seu habitat natural (vida silvestre) ou em cativeiros como parques
zoologicos (zdos), criadouros conservacionistas, cientificos ou comerciais, institutos de
pesquisa, centros de triagem e reabilitagdo, ou em residéncias de municipes (criados
ilegalmente como animais de estimagio).

Ap6s um estudo comparativo dos crinios e da morfologia dental de exemplares de
raposas, a Cerdocyon thous foi considerada como sendo a tunica espécie de canideo
neotropical, além dos cdes, que podem comprovadamente se infectar com a L. chagasi
supondo que, provavelmente, Deane e Deane identificaram a Cerdocyon thous como sendo
Lycalopex vetulus. (COURTENAY et al., 1996).

Com relagdo & nomenclatura cientifica das raposas do Nordeste Junior et al., (2002)
classificaram-nas como Cerdocyon thous baseando-se na distribuigdo geografica, como

mostra a Figura 7, e pelas caracteristicas fisicas desta espécie.
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Figura 7 - A érea em verde indica a distribui¢3o geogréfica da
espécie Cerdocyon thous no Brasil.

Fonte: Janior et al (2002).

Em éareas onde as leishmanioses enzodticas sdo descritas, a L. chagasi se apresenta
circulando entre raposas (CABRERA, 2003). Individualmente, uma raposa é fonte de
infecgdo tdo eficiente quanto o cdo, onde serve como fator de disseminac¢io da doenga para
regides afastadas das édreas endémicas (REY, 2001), principalmente pela doenga se
apresentar na forma assintomatica (LAINSON et al., 1990).

O significado das raposas como reservatérios da LV dependera de sua capacidade
de transmitir a infec¢dio com sucesso aos flebotomos ou da sua possibilidade de
reintroduzir o patégeno nas populagdes caninas livres da doenga (COURTENAY, 2002).
Lainson et al., (1990) infectaram uma com raposa Leishmania (L.) chagasi por intermédio
da picada flebotomos infectados de cdes doentes indicando a alta susceptibilidade deste

hospedeiro.
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Segundo o Ministério da Saude (2003) na 4rea urbana, o co ¢ a principal fonte de
infecgéo. A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infec¢do em
cdes tem sido mais prevalente do que no homem. Genaro (2000) relata que os cdes tém
sido encontrados infectados em todos os focos da doenga humana, sendo considerado o
principal elo na cadeia de transmissdo da leishmaniose visceral.

Néo ha predisposi¢do sexual, racial ou etéria relacionada com a infec¢do canina
(GONTIIO e MELO, 2004; CABRERA et al., 2003; NAVEDA et al., 2006 ¢ ALMEIDA
et al., 2009). Batista (2008) e Franga-Silva (1997) relataram uma maior probabilidade em
animais com pelo curto Naveda et al., (2006) verificaram uma maior frequénncia em
animais de 1 a 3,9 anos.

Cabrera et al., (2003) relataram que cdes que habitavam proximo a matas estavam

mais sujeitos a infecgdo comparados aos que moravam a 100 metros de distancia.

2.3 Manifestacoes Clinicas

As manifestagdes clinicas da doenga nos cdes podem variar consideravelmente,
dependendo da interag@o da espécie do parasita, da resposta de cada hospedeiro e da fase
atual da doenca (LANOTTE et al., 1979).

Os sinais clinicos da leishmaniose visceral (LV) surgem progressivamente e as
lesdes cutdneas podem estar presentes em combinagdo com a doenga visceral (LACHAUD
et al., 2002). Nos cées, os sinais clinicos mais frequentes na avaliagdo feita por Almeida et
al., (2005) foram o emagrecimento, tlceras de pele, seguido de onicogrifose, conjuntivite,
descamacdo, linfadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia. Outras manifesta¢es
podem estar incluidas como diarréia, envolvimento articular, fraqueza, reducdo das
atividades, anorexia, anemia, linfadenopatia local ou generalizada, atrofia muscular e
faléncia renal onde normalmente esta é a principal causa de morte de cdes infectados
(Pumarola et al., 1991; Solano-Gallego et al., 2001).

Apesar da grande diversidade de manifestagdes clinicas, existem animais que
apresentam sinais leves (oligossintomaticos) ou se encontram aparentemente saudaveis
(assintomaticos) (MS, 2006). Aproximadamente 50% a 60% dos cdes infectados sdo
assintomaticos, o que sugere a existéncia de animais resistentes ou com infec¢do recente na
populagdo. Caes infectados, mesmo assintomaticos, podem apresentar grande quantidade

de parasitos na pele (HERMONT, 2008). Estes animais permanecem com a doenga
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clinicamente inaparente por longos periodos (TESH, 1995) favorecendo ainda mais a
infecg¢do do vetor.

Deane e Deane, descrevendo a doenga nas raposas, observaram que alguns animais
infectados tinham aparéncia saudavel, mas que outras mostravam os mesmos sinais que
sdo relatados nos cdes com a infecgdo (MICHALICK e GENARO, 2005). Alteragdes
clinicas foram descritas por Courtenay (2002) em uma raposa infectada que tinha sinais da
doenga caracterizada por leve aumento no linfonodo popliteo, onicogrifose e algumas 4reas
de dermatite e por Bonamigo e Oliveira (2009) que além destas manifesta¢des relataram
lesbes no pavilhdo auricular, ulcera de cérmmea com secregdo ocular purulenta,

hepatomegalia e esplenomegalia.

2.4 Diagnéstico

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagndstico da leishmaniose
visceral humana e canina. Muitos avangos tém ocorrido nos tltimos anos, mas a despeito
do grande nimero de testes disponiveis para o diagnodstico da LV, nenhum apresenta 100%
de sensibilidade e especificidade ao mesmo tempo (GONTIIO e MELO, 2004).

O diagnostico definitivo da doenga depende da demonstragio do parasito em
tecidos ou do isolamento do organismo através de cultura (CAMARGO-NEVES e
SANTUCCI, 2000-2001).

2.4.1 Diagnéstico Clinico

O diagnostico clinico da LV € dificil de ser realizado devido a variedade de sinais
que a doenga pode apresentar que podem ser confundidas com outras enfermidades e por
isso deve-se incluir outros exames para confirmag@o da doenga (DEANE, 1938; SUNDAR
e RAI 2002; GONTIJO e MELO, 2004).

2.4.2 Diagnéstico Laboratorial

O diagnostico laboratorial ¢ baseado em métodos parasitolégicos, sorologicos e
moleculares (NOGUEIRA et al., 2009).
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2.4.2.1 Métodos parasitologicos

Os métodos parasitologicos estdo relacionados com a demonstragio do parasito em
material de bidpsia ou pungdo aspirativa do bago, figado, medula éssea ou linfonodos.
Podem realizar o isolamento do parasito em cultura in vitro de fragmentos ou aspirado de
tecidos em meio bifasico, Novy-Mac—Neal-Nicole (NNN) obtendo-se crescimento de
formas promastigotas (SUNDAR e RAI, 2002; ALMEIDA, 2009;). A taxa de positividade
ao exame direto de aspirado medular avaliado em canideos silvestres foi de 8,06%
(BONAMIGO e OLIVEIRA, 2009) e 26% em cultura do parasito em trabalhos com
Cerdocyon thous (COURTENAY et al., 2002).

O cultivo de aspirado de bago é mais eficiente (95%) na detecgfio do parasito do
que quando a cultura € feita com amostras de medula 6ssea (54 a 86%) ou linfonodo (64%)
(SIDDIG et al., 1988).

2.4.2.2 Métodos sorolégicos

Essas técnicas sdio utilizadas no diagnodstico da leishmaniose visceral visando
detectar anticorpos especificos ao parasita. Em geral, os métodos mais utilizados sdo a
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenziméatico(ELISA), o teste de
aglutinagdo direta (DAT) e o Western Blot por apresentarem sensibilidade e especificidade
que podem variar entre 80 e 100% (HERMONT, 2008).

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnéstico de LV humana e canina,
relatados por Gontijo e Melo (2004), sdo a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
o0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), este ultimo se mostra como um teste rapido, de facil
execucdo e leitura, e ainda mais sensivel e especifico que a RIFI (ALMEIDA et al., 2005;
FERREIRA et al., 2007).

E importante ressaltar que, geralmente, nos estagios iniciais da doenga os cées sdo
soronegativos, portanto, deve-se estar atento quando exames sorologicos forem utilizados
no diagnostico da doenga (HERMONT, 2008).

2.4.2.3 Métodos moleculares

A Reag@o em Cadeia da Polimerase (PCR) € a técnica que tem sido utilizada com



26

finalidades de diagnéstico, monitoramento do tratamento e estudos epidemiolégicos e tem
sido descrita como um método sensivel para a detecgdio do parasito. O diagnéstico é
baseado na amplificagdo in vitro de sequéncia de DNA mitocondrial do parasita (GOMES,
2008; HERMONT, 2008).

A concentragdo de uma solugdo de DNA pode ser precisamente medida pela
espectrometria de absorbancia de ultravioleta (UV). A quantidade de radiagio UV
absorvida por uma solugéio de DNA ¢é diretamente proporcional a quantidade de DNA da
amostra. A absorbancia ¢ medida a 260 nm e, nesse comprimento de onda, uma
absorbéncia (Aze0) de 1.0 corresponde a 50 ug de DNA de fita dupla por mL (BROWN,
2003). A pureza do 4cido nucléico extraido € obtida baseada na relagfo entre a absorbéancia
de proteina e do DNA (A260/A280). As preparagdes puras de DNA e RNA apos a extragfo
devem ter uma absorbancia esperada >1.8 e >2.0, respectivamente, onde valores abaixo de
1.8, podem ser indicativo da presenga de proteinas nas amostras, como validado por Glasel
(1995).

O DNA pode ser extraido por diversas técnicas como kits comerciais, silica,
isopropanol a partir de amostras de sangue, pung¢do de linfonodo e medula dssea, e tecidos
como pele, bago e swab conjuntival (SOLANO-GALEGO et al., 2001; LACHAUD et., al,
2002; COURTENAY et al., 2002; ANDRADE et., al, 2006; DIPINETO, 2007; FERREIRA
et al., 2008; NOBREGA et al., 2009).

A sensibilidade e especificidade do teste podem variar de acordo o tecido utilizado.
Nunes et al., (2007) analisando amostras de sangue revelou uma sensibilidade de 55% e
especificidade de 66,3%; Troncarelli (2009) encontrou uma sensibilidade de 85,1% e
85,7% de especificidade em amostras de figado e 88,1% de sensibilidade e 90,2% de

especificidade para o bago.
2.5 Tratamento

De acordo com o MS (2006), o tratamento de ces ndo ¢ uma medida recomendada,
porque a terapia pode proporcionar o desaparecimento dos sintomas, mas 0s animais
continuam portadores da doenga, ndo previne a ocorréncia de recidivas, tem efeito limitado
na infectividade de flebotomineos e levam ao risco de selecionar parasitos resistentes as
drogas utilizadas para o tratamento humano.

A portaria interministerial n® 1.426 de 11 de Julho de 2008, proibe o tratamento de
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leishmaniose visceral canina com produtos de uso humano ou néo registrado no Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. A portaria foi criada levando-se em
consideragdo as normas do Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral

Americana do Ministério da Saude.

2.6 Medidas de Controle

O controle da leishmaniose visceral tem como objetivo principal interromper a
cadeia de transmissfio da doen¢a em uma populagio (HERMONT, 2008). Um maior
conhecimento cientifico sobre o papel especifico de cada elemento da cadeia de
transmissdo (agente etioldgico, vetor, o ser humano e os reservatorios silvestres e
domésticos) representa um dos maiores desafios para o aprimoramento das estratégias de
controle. As medidas de controle usualmente empregadas ndo tem apresentado efetividade
suficiente para redugdo da prevaléncia, ainda que importantes avangos tenham sido
alcangados na reducdo da letalidade (FUNASA, 2002).

Para Rey (2001) o controle desta doenga deve ser baseado no conhecimento prévio
das condig¢des epidemioldgicas de cada regido para que se possa elaborar um plano que se
enquadre a cada ecossistema e aos recursos disponiveis.

O Ministério da Satde (2006) recomenda o diagnostico precoce e tratamento dos
casos humanos, diagndstico e sacrificio dos animais soropositivos, a identifica¢do e
eliminagdo do vetor e a educagdo em saide da populagdo como medidas de controle da
doenga.

Todo caso humano suspeito deve ser submetido a investigagdo clinica,
epidemiologica e aos métodos auxiliares de diagndstico. Caso seja confirmado, inicia-se o
tratamento segundo procedimentos terapéuticos padronizados fazendo o acompanhamento
dos pacientes mensalmente para avaliagdo da cura clinica.

A prética da eutanasia canina ¢ recomendada a todos os animais sororreagentes e/ou
parasitologico positivo.

Para a realizagdo da eutandsia, deve-se ter como base a Resolugdo n.° 714, de 20 de
junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre os
procedimentos € métodos de eutandsia em animais.

O destino dos cadaveres destes animais deverdo obedecer ao previsto na Resolugdo

RDC n°. 33, de 25 de fevereiro de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que
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segundo essa resolugdo, os cadaveres de animais errantes ou domésticos sdo considerados
do Grupo D (residuos comuns) que por suas caracteristicas, nio necessitam de
procedimentos diferenciados. O destino dos cadéveres destes animais poderfio ser valas
comuns de aterros sanitérios.

O controle quimico por meio da utilizagdo de inseticidas de agdo residual é a
medida de controle vetorial recomendada no dmbito da prote¢dio coletiva. Esta medida ¢é
dirigida apenas para o inseto adulto e tem como objetivo evitar e/ou reduzir o contato entre
0 inseto transmissor e a populagdo humana e canina consequentemente, diminuindo o risco
de transmissdo da doenga.

Devem se realizar atividades de educagdo em saude, visando a participagdo ativa da
comunidade e com isso obtenham informagdes sobre o atendimento precoce das pessoas
com diagnéstico positivo da doenga, bem como contribua, de forma participativa, para as
medidas de controle da doenga (manejo ambiental, controle vetorial, controle do

reservatorio entre outras).

2.7 Medidas de Prevencio

O Ministério da Satde (2006) afirma que os programas preventivos sdo voltados
para populag¢do humana, para o vetor e para a populagdo canina.

Com relagdo aos humanos, as medidas mais comuns para evitar os riscos de
transmissdo se baseiam no uso de mosquiteiros impregnados com inseticida, uso de
repelentes, telas nas janelas e portas e evitar exposigdo aos horarios de atividade do vetor
nos locais em que sdo descritos a presenga destes insetos.

O combate ao vetor ndo ¢ um método facil, se realizado apenas pelo controle
quimico, por isso torna-se necessario a limpeza de quintais, terrenos e pragas publicas para
possivelmente evitar condi¢des que favoregam o desenvolvimento de criadouros de formas
imaturas do vetor.

A captura de cdies errantes € essencial, especialmente em areas urbanas, por ser
fonte disseminadora de diversas doengas de importincia médico-sanitéria, entre elas a LV.
No caso das doagdes de cies, é recomendado a realizagéio de exames soroldgicos antes da
doacdio destes animais, principalmente em areas de transmissdo da LV. Outro fator

importante a ser considerado € o uso de telas em canis individuais ou coletivos nos canis
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domiciliares, de clinicas veterindrias, pets shops, abrigos de animais, hospitais veterinarios
€ com isso prevenir a entrada dos insetos vetores da doenga.

Os resultados obtidos por Camargo-Neves et al., (2004) demostraram uma redugio
da prevaléncia em cdes com o uso de coleiras impregnadas com deltametrina.

Dois laboratérios estdo comercializando no Brasil, as vacinas contra a leishmaniose
visceral canina, a Fort Dodge Satde Animal (Leishmune®) e Hertape Calier Saide Animal
( Leish—Tec®), ambas registradas no Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento
- MAPA (MS, 2009). A Leishmune® é uma vacina composta pelo antigeno complexo
glicoprotéico ligante da fucose-manose (FML) de Leishmania donovani utilizando como
adjuvante a saponina (RIBEIRO, 2003) enquanto que a Leish-Tec® é composta pela
proteina recombinante A2 com adjuvante a base de saponina (HERMONT, 2008).

Apesar de serem autorizadas pelo MAPA, o Ministério da Satide ndo recomenda a
utilizagdo destas vacinas por entender que ainda ndo terem realizado o estudo de fase 3,

isto é, avaliagdo em campo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A cidade de Jodo Pessoa estd localizada na Mesorregido da Mata Paraibana,
Microrregido de Jodo Pessoa, situada entre as coordenadas de 07°06°54” de latitude e
34°51°47” de longitude e a uma altitude de 47,5 metros acima do nivel do Oceano
Atlantico (IBGE, 2005). Seus Limites sdo com os municipios de Bayeux (6 km), Alhandra
(36 km), Conde (16 km), Cabedelo (18 km) e Santa Rita (12 km).

A populagdio é composta por cerca de 702.235 habitantes em uma 4rea de 211 km?
(IBGE 2009) e a populagdo estimada de cées € de 65.000 animais.

O clima € quente, com minimas de 20° e maximas de 31°. A umidade relativa do ar
¢ sempre elevada, nunca inferior aos 74%. O inverno tem seu inicio normalmente em
marco, prolongando-se até agosto. A vegetagdo € do tipo Mata Latifoliada Perenif6lia
Costeira (Mata Atlantica) recoberta por vastas areas de florestas em torno da cidade. A
Mata Atlantica abriga muitas espécies de animais silvestres, dentre eles a raposa que

notadamente visitam as dreas peridomicialiares na busca de alimentagéo.

3.2 Populagdes estudadas
3.2.1 Raposas (Cerdocyon thous)

Do total de treze amostras coletadas desta espécie no periodo de setembro de 2007
a fevereiro de 2010, nove (9) foram de animais que deram entrada no Centro de Triagem
de Animais Silvestres (CETAS-IBAMA/PB) e quatro (4) do Parque Zoobotanico Arruda
Camara/JP.

Sangue de todos os animais foi coletado sem adigdo de anticoagulante para
separa¢do do soro e com anticoagulante (20 pL de heparina sédica 5.000 U.I/mL para 5
mL de sangue) para servir de fonte de DNA para a PCR.

Dos animais provenientes do CETAS-IBAMA/PB, foi retirado um fragmento de
orelha para extragdo de DNA para a PCR. N&o foram coletados fragmentos de orelha dos
animais do Parque Zoobotinico Arruda Camara pelo fato de serem animais de exposi¢do.

As quatro raposas do zooldgico foram reavaliadas sorologicamente apés um ano da
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primeira coleta.

Para coleta de sangue venoso, inicialmente foi realizada a conten¢fio fisica dos
animais pelos tratadores através dos pugds e das luvas de raspa de couro. Apbs a
imobilizagdo fisica promovia-se a conten¢do quimica com cloridrato de cetamina +
xilazina + diazepan (10 mg/kg a 5% + 2 mg/kg a 10% + 1 mg/kg a 1% IM - Intra
Muscular) garantindo uma sedag@o mais segura no manuseio com as raposas. A assepsia da
regido a ser puncionada foi realizada com algoddo embebido com iodopovidina e o sangue
venoso coletado da veia céfalica ou da veia safena. Quando necesséria, a coleta de sangue
foi realizada na veia jugular ap6s a tricotomia e assepsia do local.

As amostras foram acondicionados em microtubos de 1,5 mL e refrigerados a -
20°C até a realizag@io dos ensaios.

As raposas também foram avaliadas quanto a presenga de sinais clinicos sugestivos

de leishmaniose visceral.

3.2.2 Caes (Canis lupus familiares)

O total de 117 cdes deu entrada no Centro de Controle de Zoonoses de Jodo
Pessoa/PB nos meses de janeiro e fevereiro de 2010.

Sangue e linfonodo popliteo foram coletados de todos os animais eutanasiados
independente de suas caracteristicas fisicas e idade. Os animais eram encaminhados ao
CCZ por diferentes motivos: sorologia positiva para LV, sinais sugestivos de LV, cdes
deixados no CCZ pelos proprietarios, animais com patologias diversas e capturados na rua.

A coleta de sangue venoso também foi realizada por pungéo da veia céfalica ou da
veia safena, apos a contengdo fisica do animal através do uso do cambdo.

O soro foi obtido por centrifugacdo do sangue sem anticoagulante a 3.000 rotagdes
por 10 minutos no laboratério na propria sede no CCZ. Para obten¢io de sangue total
foram adicionados 20 pl de heparina sédica (5.000 U.l/mL). As amostras foram
acondicionados em microtubos de 1,5 mL e refrigerados a -20°C até a realizagdo dos
testes.

Apos a coleta de sangue venoso, os cdes foram sacrificados por aprofundamento
anestésico com Pentobarbital (40 g) sodico e Difenilhidantoina sédica (5 g) ' na dose

indicada para cdes (1mL para cada Skg de Peso vivo por via endovenosa ou intracardiaca),

' Euthanyle®
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proporcionando uma eutandsia rapida cerca de 15 segundos e aparentemente indolor. Os
fragmentos de linfonodo popliteo foram obtidos durante a necropsia e acondicionados em
tubos de 1,5 mL e armazenadas a -20°C até a realizagdo dos testes. As carcagas foram
descartadas no aterro sanitdrio local.

Para todos os animais foi preenchida uma ficha individual com os seguintes dados:
n® da ficha, enderego, raga do animal, idade, pelagem, sinais clinicos (presenga ou

auséncia), sexo, procedéncia e resultado do ensaio.

3.3 Local de execucio

Todas as amostras foram transportadas em caixa térmica contendo gelo até o
Laboratério de Biologia Molecular do Semi-arido do CSTR/Patos-PB, onde foram

realizados todos os testes.

3.4 Ensaios

3.4.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Todas as amostras de ambas as espécies foram sorologicamente testadas através do
ELISA/S7 recombinante’ quanto a pesquisa de anticorpos especificos para L. chagasi.
As raposas que ndo reagiram ao teste foram tatuadas e soltas em dreas

supervisionadas pelo IBAMA.

3.4.1.1 Protocolo da reacio

Sensibilizaciio e neutralizacdo da placa

1. A sensibilizagdo foi feita com a distribui¢do de 100 pL do antigeno (solugdo S7)
por pogo na placa. A placa era incubada overnight a 4° C em geladeira ou por 4
horas em temperatura ambiente (T.A.).

2. Depois do periodo de incubag@o a solugdo S7 foi desprezada, e em seguida a placa

? Biogene Ind. & Com. LTDA®
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lavada com tampdo PBST (solugdo de lavagem fornecida pelo kit e adicionada de
0,05 % de tween 20) por trés vezes.

3. Realizada a lavagem, a placa foi bloqueada com 100 pL por pogo de uma solugdo
composta de PBST + 2% de leite em p6 desnatado e posterior incubagdo por 30
minutos em temperatura ambiente. Apos esse tempo a solugdo foi desprezada e a

placa lavada duas vezes com PBST.

Dilui¢do dos soros

1. Todos os soros caninos foram diluidos 1:100 em solugéo de coleta. Os soros das
raposas foram diluidos nas concentragdes (1:40, 1:50 e 1:100); em seguida
mantidas por 12 horas na geladeira (4° C) ou por 4 horas em T.A.

2. Os soros utilizados como controles negativo e positivo foram fornecidos pelo kit.
Realizacio do teste

1. A placa bloqueada foi lavada uma vez com o tampdo PBST e distribuidos 100 pL
de soros controles negativos e positivo € a amostra teste, previamente diluidos. Em
seguida a placa foi incubada por 30 minutos a T.A.

2. Ap0s a incubag@o a placa foi lavada por trés vezes com PBST.

3. O conjugado (Proteina A-Peroxidase) preparado no momento do uso foi diluido
1:10000 em PBST. Foram distribuidos 100 uL em cada pogo e novamente incubado
em T.A por mais 30 minutos.

4. O conjugado foi desprezado e a placa lavada por 3 vezes com PBS (tampdo
fosfato).

5. A solugdo de revelagdo para cada placa foi composta de 10 mL. de tampéo citrato
(pH 5.5) + 100 pL. de TMB (tetrametilbenzidina) e 50 pL de peroxido de
hidrogénio. O volume de 100 pL foi distribuido por pogo.

6. Apods 20 minutos em T.A., acrescentou-se duas (2) gotas da solugdo de parada
(H,SO4 2N).

7. A leitura foi efetuada em leitor de ELISA a A = 450 nm e os resultados foram
expressos em valores de densidade 6ptica (DO).

8. O ponto de corte (cut off) para o ELISA foi determinado para cada placa a partir da
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média dos valores dos dois (2) soros ndo reagente (fornecidos com o kit) somada a

um fator de corregéo (R= 0,142).

9. A amplitude da zona cinza foi determinada pela subtragio de 0,03 do ponto de
corte.

3.4.2 Extracio de DNA

As amostras de sangue total foram submetidas 4 extragdo de DNA seguindo as
técnicas do isopropanol (AUSUBEL et al., 2002), silica (descrita pelo Australian
Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation/CSIRO, Australia) e por

kit comercial® de acordo com o protocolos descritos abaixo:

Kit comercial

Inicialmente o material foi transferido para um tubo de reagdo de 1,5 mL e
adicionado 400 pL de tampéo de lise G e 40 pL de proteinase K e depois feita agitagdo do
tubo em vortex. Para promover a lise completa do tecido os tubos foram incubados em
banho-maria a 52° C em constante agitagdo.

1. Apos a lise as amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 14.000 rotagdes por
minuto (rpm) e o sobrenadante transferido para outro tubo de 1,5 mL. Para evitar
rastros de RNA nas amostras durante a PCR, foram adicionados 40 pL. de RNAse A
(10 mg/mL) agitando em vortex e em seguida incubando por 5 minutos em T.A.

2. Posteriormente, acrescentou-se 200 pL de tampdo de lise T e o tubo foi agitado em
vortex por 10 segundos. O contetido foi transferido para uma coluna e centrifugado
a 14.000 rpm por 2 minutos. Apds centrifugagdio, o filtrado foi descartado e a
coluna transferida para um novo tubo coletor.

3. A lavagem do DNA foi feita duas vezes pela adigdo de 550 pL de tampdo de
lavagem e centrifugacéo a 14.000 rpm por 1 minuto.

4. A eluigdo do DNA foi feita com 200 uL de tampdo D (previamente aquecido a 52°
C) e em seguida centrifugado por 2 minutos a 9.500 rpm. O DNA foi armazenado

por 3 minutos em T.A.

3 Invisorb Spin Blood Mini Kit®
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Técnica de extragio pela silica

1. Células provenientes da centrifugagdo de 50 pL de sangue foram lavadas 2 vezes
com 1 mL de PBS 1x pH 7.4. Em seguida, adicionou 200 plL de tampéo de lise
(100 mM TrisHCI pH 8, 5 mM de EDTA pH 8, 200 mM de NaCl e 2% SDS) e 4 uL
de proteinase K (do estoque 10 mg/mL).

2. O material foi incubado em banho-maria 4 56°C até sua completa dissolu¢do com
posterior acréscimo de 40 pL de acetato de potdssio e homogenizagdo com vortex ;

3. As amostras foram incubadas em gelo por 4 minutos, centrifugadas e o
sobrenadante recolhido para um microtubo de 1,5 mL;

4. Apos adicionar 240 pL de solugdo ligadora de DNA (10% w/v de silica, 3 M de
tiocianato de guanidina, pH 6 - 6.5), o tubo foi misturado por inversdo durante 5
minutos;

5. A silica foi peletizada por centrifugagdo a 14.000 rpm por 2 min e lavada duas
vezes com | mL de etanol 70% gelado. O tubo era novamente invertido para
homogeneizar da silica e o etanol em todas as lavagens.

6. A eluigdo do DNA era feita pela distribui¢io de 200 pL de tampdo TE (10mM de
Tris pH 8.0), homogeneizando o tubo, e centrifugando as amostras por 1 minuto a
8.000 rpm (= 6000 x g).

7. O sobrenadante contendo o DNA foi removido para um outro tubo e estocado a -

20°C até a realizagdo das dosagens.
Técnica de extragio pelo isopropanol

A técnica de extragdo por isopropanol seguiu o protocolo descrito por Ausubel et
al., (2002).

1. Células provenientes da centrifugag¢do de 50 pL de sangue foram lavadas 2 vezes
com 1 mL de PBS 1x pH 7.4. Em seguida, adicionou 200 pL de tampdo de lise
(100 mM TrisHCI] pH 8, 5 mM de EDTA pH 8, 200 mM de NaCl e 2% SDS) e 4 uL.
de proteinase K (do estoque 10 mg/mL).

2. O material foi incubado em banho-maria a 56°C até sua completa dissolugdo com
posterior acréscimo de 40 pL de acetato de potéssio e homogenizagéo com vortex ;

3. Recolheu-se a fase liquida e transferiu-se para um novo tubo com 210 uL de
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isopropanol homogeneizando a amostra;

4. Em seguida, a amostra foi centrifugada em méaxima rotagdo descartando o

sobrenadante;
5. O pellet de DNA foi lavado 3X com 1 mL de etanol 70% misturando-a por imerséo.
6. O tubo € secado por 1 hora em estufa a 37° C e apds esse tempo o pellet de DNA ¢é

ressuspenso com 200 pL de tampdo TE pH 8.0 e estocado a -20°C até a realizacdo

das dosagens.
3.4.2.2 Dosagem de DNA

Logo apds a extracdo, a concentragdo de DNA (pg/mL) das amostras e o grau de

pureza (coeficiente Azgp nm /A280 nm) foram verificados em fotdmetro®.
3.5 Analise estatistica

A andlise dos resultados foi realizada por porcentagem simples através do programa
Microsoft Office Excel.

* BioPhotometer plus Eppendorf
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Raposas

4.1.2 Sorologia

As 13 raposas avaliadas neste trabalho apresentavam-se sauddveis, sem nenhum
sinal sugestivo de LV ou de qualquer patologia.

O resultado da sorologia das amostras provenientes do CETAS foi negativo em
titulo 1:40. O ponto de corte foi 0 mesmo calculado para as amostras de cdo da mesma
placa uma vez que as duas espécies sdo filogeneticamente relacionadas (ZRZAVY e
RICANKOVA, 2004). Como os animais foram soltos ap6s o resultado do exame, néo foi

possivel verificar soro-converséo.

Tabela 1 - Resultado do ELISA S7, em _absorbé.ncia, das amostras de raposas do CETAS
avaliadas na diluigdo 1:40 utilizando pontos de corte entre 0,161 a 0,218.

Amostra Absorbancia Amostra Absorbancia
N° Diluigéo (1:40) N° Diluigio (1:40)
01 0,144 06 0,035
02 0,065 07 0,042
03 0,101 08 0,164
04 0,023 09 0,115
05 0,081

As quatro raposas do zoologico Parque Arruda Camara, por permanecerem em
cativeiro, foram avaliadas sorologicamente em dois periodos distintos. O soro foi diluido
1:40 na primeira avalia¢do e 1:40, 1:50 e 1:100 na segunda. Foi observado que na segunda
avaliacdo, na diluigdo 1:40, as raposas CN-02 e CN-03 tiveram uma soro-conversao
aparente, entretanto, na diluigdo 1:100, que € a utilizada no diagnéstico canino, as mesmas

ainda permaneceram negativas (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultado do ELISA S7, em absorbéncia, das amostras de raposas provenientes
do zooldgico, em duas avaliagdes com pontos de corte entre 0,207 a 0,218.

Amostra/Diluigio | 1 : 40 (1%)* 1:40 (2%)** 1: 50>+ 1:100%*
CN-01 0,063 0,037 0,011 0,005
CN-02 0,082 0,202 0,107 0,050
CN-03 0,064 0,222 0.136 0,087
CN-04 0,076 0,022 0,029 0,015

*(1*) Primeira avaliagdo

**(2%) Segunda avaliagdo

O soro das raposas foram diluidos 1:40 porque, teoricamente, vertebrados que
mantém patdgenos no ciclo silvestre ndo devem desenvolver uma resposta imune agressiva
contra 0o mesmo; haveria um balango entre a resposta imune do hospedeiro e a
sobrevivéncia do agente para que ambos sobrevivam e o ciclo seja mantido.

Raposas C. thous foram encontradas infectadas no Parque Nacional da Serra do
Cipé em Minas Gerais (CURI et al.,, 2006), entretanto, em 2002, Courtenay et al.,
verificaram que nenhum flebotomineo ficou infectado apds realizar repasto sanguineo
nestas raposas. Isto demonstra que é improvavel que estd espécie seja um reservatorio

importante para a introducdo de Leishmania em éareas livres de leishmaniose visceral

canina.

4.1.3 Dosagem de DNA

Durante a realizagdo da PCR varios fatores podem contribuir para a inibi¢do da
reagdo, como a contaminag@o com proteinas, residuos de EDTA e altas concentragdes do
DNA alvo. De acordo com Held (2009), baseado na relagdo A260/A280, preparagdes puras
de DNA e RNA apb6s a extragdo devem ter uma absorbincia esperada >1,8 e >2,0,
respectivamente; valores abaixo de 1,8 podem ser indicativos da presenga de proteinas nas
amostras, como validado por Glasel (1995).

Os kit comerciais sdo bastante eficientes demonstram boa reprodutibilidade em
relagdo a quantidade de DNA extraida da amostra e seu grau de pureza, mas ainda sdo
caros para procedimento de rotina. O uso de uma solugdo de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico tem custo mais baixo, mas libera vapores toxicos e €é corrosiva, exigindo

cuidados especiais no manudeio e descarte. Visando obter uma técnica que apresente boa
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eficiéncia de extragdo de DNA associada com grau de pureza satisfatorio para PCR e baixo
custo, o DNA de sangue total foi extraido por tres métodos diferentes: um kit comercial,
silica e isopropanol.

Os resultados da concentragio de DNA (ug/mL) e do grau de pureza (coeficiente
A260 nm /A2go nm) @0 apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. A média obtida com o
kit foi de 3,9 pg de DNA, estando de acordo com o informado no manual, que indica para
100 pL de sangue mamifero a obtengdo de 3 a 6 pg/mL de DNA. As médias obtidas com a
extragdo pela silica e isopropanol foram de 13,5 e 1,3 pg/mL, respectivamente. Sambrook
et al., (2003) recomendam a utiliza¢do de até 1 pg de DNA alvo em uma reagdo de PCR
realizada com célula de eucarioto. Baseado nesta recomendagdo, apesar de haver
diferengas quanto a quantidade de DNA extraido nas trés, a principio, todos estdo dentro da

concentragdo esperada.

Tabela 3 - Concentragdo de DNA (pg/mL) obtido a partir de sangue total das raposas
extraido com kit comercial, isopropanol e silica e medida por fotometria.

TECNICAS
ANIMAL KIT SILICA ISOPROPANOL
N° 01 5,7 2,5 1,8
N° 02 3,4 2,6 0,3
N° 03 3,6 23,0 0,6
N° 04 3,0 10,5 0,7
N° 05 4,1 38,5 1,2
N° 06 2,8 7,4 1,7
N° 07 3.4 3.4 1,4
CN-01 32 2,3 2,5
CN-02 3.4 3,5 1.5
CN-03 59 495 2,0
CN-04 4.9 53 0,7
MEDIA 3,9 13,5 1,3

DESVIO PADRAO 1,1 16,4 0,7
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Concentragdo de DNA (pg/mL)

Kit

Silica
Sangue total

Figura 8 - Concentragdo das médias obtidas pela extragdo de DNA.
de sangue total utilizando o kit comercial, a silica e o isopropanol.

Tabela 4 - Valores relativos ao grau de pureza do DNA de amostras de sangue total das
raposas extraido com kit comercial, técnica de isopropanol e da silica e medido por

fotometria (A260:A280).

TECNICAS
ANIMAL KIT SILICA ISOPROPANOL
Ne 01 1,34 1,30 1,10
N° 02 1,34 1,28
N° 03 1,65 1,14 1,95
N° 04 2,06 1,18 2,27
N° 05 1,39 1,14 1.33
N° 06 2,17 1,15 1,20
N° 07 1,88 1,19 1,17
CN-01 1,58 1,28 1,20
CN-02 1,64 1,17 1,19
CN-03 1,49 1,13 1,14
CN-04 1,17 1,23 1,71
MEDIA 1,6 1,2 1,4
DESVIO PADRAO 0,3 0,1 0,4

Em relagdo ao grau de pureza, baseados na média dos trés protocolos as melhores
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respostas em relagdo a absorbancia foram alcangadas com o kit (Figura 9). Com base na
relagdo A260/A280, Glasel (1995) interpreta que valores abaixo de 1.8 significa a
contaminagdo das amostras por proteinas o que poderia explicar o alto valor da
concentragdo de DNA obtido com a silica que pode ser explicado pela grande concentragdo
de proteinas contaminando as amostras, cujo problema pode ter ocorrido durante a etapa de
precipitagdo das proteinas com acetato de potdssio no momento da realizagio da técnica da
extracao.

Nobrega et al (2009) também analisou a pureza das amostras e a técnica de

isopropanol foi a que obteve o melhor grau médio de pureza.

Kit Silica
Técnicas de extracgéo

Figura 9 - Média do grau de pureza de DNA das amostras de sangue total obtido nas trés técnicas pela
relacdo de A260:A280.

Ao analisar os graficos de tendéncia (Figuras 10, 11 e 12 respectivamente),
observa-se que a alta concentragdo de DNA ¢ inversamente proporcional ao grau de
pureza. Nos casos em que o grau de pureza obtido foi inferior a 1,8, supde-se que o
aumento da concentra¢do foi devido a contaminagdo por proteinas. Percebe-se que o pior
desempenho foi obtido na extragdo pela silica, provavelmente na etapa de precipitagdo das
proteinas com acetato de potéssio.

Os dados corroboram com os de Nobrega et al (2009), que mostraram ter o método

da silica o pior desempenho na extragdo de DNA de tecidos e sangue de céo.
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Figura 10 - Tendéncia entre concentragdo de DNA e pureza das amostras apds a extragdo
com kit comercial.
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Figura 12 - Tendéncia entre concentragdio de DNA e pureza das amostras apos extragio
com isopropanol.

4.2 Caes
4.2.1 Sorologia

Entre as 113 amostras de cées, 23 apresentaram soropositividade ao teste de ELISA
S7, resultando em uma prevaléncia de 19,65%. Batista (2008) avaliando a sorologia de
cdes do CCZ de Caico-RN, encontrou uma prevaléncia de 8,5%, enquanto que a do
municipio, no mesmo periodo, foi de 5%. A diferenga entre a prevaléncia do municipio e
dos animais do CCZ foi justificada pelo fato destes, em sua maioria, serem provenientes
das ruas, onde se encontram mais expostos ao vetor ou porque sdo doados pelos
proprietéarios por manifestarem algum sinal relacionado ao calazar.

Em 1974, Guedes et al ao avaliarem a prevaléncia do calazar em éreas litoraneas de
Jodo Pessoa obtiveram resultado de 3,8%

Apesar da amostra do CCZ poder tendenciar resultados positivos, ndo deve-se
subestimar o aumento da prevaléncia do calazar em Jodo Pessoa. O aumento dos casos em
clinicas veterinarias do municipio tem sido comprovado por anélises laboratoriais.

O aumento da prevaléncia também foi observado por Batista (2008), em Caic6/RN,
ao comparar dados fornecidos pela FUNASA em 2003 (prevaléncia de 1,3%) e o inquérito
de 2008 (5% de prevaléncia).

Em Patos/PB, também foi verificado aumento da prevaléncia em inquéritos



realizados em 2000 e 2010 de 1,4% para 7,2%, respectivamente (Marcia Almeida de Melo,
2010, dados ndo publicados).

4.2.2 Sinais clinicos

Em fungdo da rotina do CCZ, ndo foi possivel relacionar os sinais clinicos por
animal, apenas assinalando nas fichas se havia ou ndo sintomas. De uma forma geral,
animais com sinais clinicos sugestivos apresentavam: onicogrifose, alopecia, wlceras na
pele, emaciagdo, ceratoconjuntivite, esplenomegalia, hepatomegalia e linfadenopatia do
popliteo. Estes sinais também foram vistos por Troncarelli et al. (2009) e Batista (2008).

No total dos 113 animais coletados 53 (46,9 %) dos animais apresentavam pelo
menos um dos sinais clinicos € que dos 23 animais soropositivos no ELISA S7, 12
(57,17%) foram caracterizados com alguma manisfestagdo clinica descrita, diferente do
obtido por Batista (2008) que de 16 amostras reagentes apenas 2 (12,5%) cdes
apresentaram sinais de LV e de Troncarelli et al. (2009) que em 65 animais, 64 (98,46%)
tinham sintomas da doenga. Essa varia¢do observada deve estar associada aos diferentes
aspectos clinicos que a doenga pode se apresentar dependendo da resposta de cada
hospedeiro ao parasita (LANOTTE et al., 1979).

A resposta imune protetora e o aparecimento de sintomas também estdo associados
a condigdo de estresse. Os cédes deste trabalho e os de Troncarelli et al. (2009) habitavam
em municipios com 359.429 e 702.235 habitantes, respectivamente (IBGE, 2009). O
municipio de Caic6-RN possui, atualmente, 63.006. Possivelmente, as condig¢des
ambientais e sociais as quais os cdes sdo submetidos em municipios com maiores
densidades populacionais podem proporcionar uma maior prevaléncia de cdes sintomaticos

em animais encaminhados ao CCZ.
4.2.3 Raca

Com relagdo a raca dos animais, 77 (68,14 %) deles eram Sem Padrdo de Raca
Definido, 11 (9,73 %) eram da raga Poodle, 5 (4,42 %) da raga Pastor Alemdo, 4 (3,53 %)
da raga Pinsher, 4 cdes (3,53 %) da raga Pit Bull, 3 (2,65 %) Doberman, 2 (1,76 %) Cocker
Spaniel, 2 (1,76 %) Pastores Belga, 1 (0,88 %) Piquinés, 1 (0,88 %) Rotwiller, 1 (0,88 %)
Dog Alemdo, 1 (0,88 %) Daschund e 1 (0,88 %) Chow Chow. Do total de 23 animais
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positivos, a maioria dos animais eram sem um padrdo de raga definida (SPRD), como
mostra a Tabela 5. Em Batista (2008), os 6 cdes reagentes eram SPRD. Como observado

por ALMEIDA (2009), ndo houve predisposigdo de raga para o calazar canino.

Tabela 5 - Prevaléncia dos animais soropositivos em relagdo ao total de animais
caracterizados quanto ao padrio da raca.

Raga Soropositivos/Total de cies Prevaléncia (%)
Chow Chow 0/1 0,0
Cocker Spaniel 0/2 0,0
Daschund 0/1 0,0
Doberman 0/3 0,0
Dog Alemio 0/1 0,0
Pastor Alemio 1/5 20,0
Pastor Belga 0/2 0,0
Pinsher 0/4 0,0
Piquinés 1711 100,0
Pit Bull 1/4 25,0
Poodle /11 9,0
Rotwiller 0/1 0,0
SPRD 19/77 24,6
TOTAL 23/113 20,3
4.2.4 Sexo

Quanto ao fator sexo, mostrou que dos 23 animais reagentes 12 (52,1%) eram
fémeas e 11 (47,1%) eram machos em um total de 58 (51,3 %) fémeas e 55 (48,7 %)
machos. Os dados corroboram com Cabrera et al. (2003), Naveda et al. (2006), Batista
(2008) e Almeida et al. (2009) por ndo haver predisposigdo da doenga por sexo.

4.2.5 Idade

Como mostra a Tabela 5, ndo houve variagdo em relagdio a faixa etaria. Animais

com idade inferior a 3 meses pode apresentar exame positivo devido a presenga de
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anticorpos maternos. Nos trabalhos de Naveda et al. (2006) em relagfio a idade verificaram

a maior frequéncia principalmente entre 1 e 3,9 anos.

Tabela 6 - Prevaléncia dos animais soropositivos em relagdo ao total de animais quanto a
faixa etaria.

Faixa etdria (anos) Soropositivos/Total de cies Prevaléncia (%)
0-2 10/43 232
2,1-4 5/25 20,0
4,1-6 4/18 22,2
6,1 -8 2/10 20,0
8,1-10 1/6 16,6
Acima de 10 1/10 10,0
TOTAL 23/113 20,3

Prevaléncia

R -

0-2 21-4 41-6 6,1-8 8,1-10 Acima de 10

Faixa etaria (anos)

Figura 10 - Distribuigdo dos animais soropositivos ao ELISA S7 de acordo com a faixa etdria (anos)
analisados quanto a preveléncia (%o).

4.2.6 Bairros

De acordo com a Tabela 6, os locais onde foram diagnosticados casos da doenga
sio os bairros de Agua Fria, Alto do Mateus, Bancarios, Centro, Funcionarios II,
Gramame, Jardim Planalto, Manaira, Mangabeira IV, Mangabeira VIII, Novais, Paratibe,
Treze de maio e Valentina I. Quando os casos foram distribuidos no mapa, percebe-se uma

tendéncia maior de ocorréncia na regifio sudeste do municipio.
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Tabela 7 - Prevaléncia da leishmaniose visceral canina do Centro de Controle de Zoonoses
de acordo com os bairros avaliados nos meses de janeiro/fevereiro de 2010 com base no
diagnostico soroldgico através do ELISA S7.

I?airros Soropositivos/Total de cdes Prevaléncia (%)
Agua Fria 2/2 100,0
Alto do Mateus 12 50,0
Bancarios 1/6 16,6
Brisamar 0/1 0,0
Cabo Branco 0/1 0,0
Centro 2/2 100,0
Cidade Verde 0/1 0,0
Cidade Universitiria 072 0,0
Cristo 0/2 0,0
Cruz das Armas 0/2 0,0
Estados 0/2 0,0
Expediciondrios 0/1 0,0
Funcionarios 1 0/1 0,0
Funcionarios 11 1/1 100,0
Geisel 0/1 0,0
Gramame 3/7 42,8
Hernany Satyro 0/2 0,0
Industrias 0/2 0,0
Jardim Planalto 1/4 25,0
José Américo 0/9 0,0
Manaira 1/5 20,0
Mangabeira | 0/6 0,0
Mangabeira 11 0/3 0,0
Mangabeira I11 0/1 0,0
Mangabeira IV 11 100,0
Mangabeira VI 0/1 0,0
Mangabeira VII 0/5 0,0
Mangabeira VIII 4/7 57,1
Monsenhor Magno 0/1 0,0

Nova Mangabeira 0/1 0,0
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Bairros Soropositivos/Total de cies Prevaléncia (%)
Novais 1/1 100,0
Padre Zé 02 0,0
Paratibe 172 50,0

Roger 0/2 0,0

Torre 0/1 0,0

Treze de maio 172 50,0
Valentina I 2/6 333
Valentina I1 0/3 0,0
Procedéncia desconhecida 1/7 17,2

TOTAL 23/100 20,3
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Figura 11 - Mapa de distribuigo dos bairros na cidade de Jo#o Pessoa. Fonte:
Prefeitura Municipal de Jodo Pessoa.
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5 CONCLUSAO

Em fung¢éo dos resultados da sorologia das raposas do zoologico, pode se concluir
que dois animais evidenciaram uma soroconversdo aparente, apds andlise pelo ELISA-S7.
As avaliagdes das técnicas de extragdo mostraram que ambas estdo dentro do esperado
quanto a concentragdo de DNA e pureza. Quanto a sorologia dos cées evidenciaram a alta
taxa de animais positivos para LV que ddo entrada no CCZ-JP. Das amostras positivas, 12
cées apresentaram pelo menos um dos sinais clinicos sugestivos da doenga e 86,9 % eram
animais sem padrdo de raga definida (SPRD), e pelos dados ndo ha predisposi¢do da
doenga por sexo ou faixa etdria, com relagdo aos bairros apresentou que ha uma maior

ocorréncia na regido sudeste da cidade.
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