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“Vocé conhece o coragdo de um homem ja na forma como ele trata os animais”

(Immanuel Kant, 1724-1804)
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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) ¢ uma doenga parasitaria causada por protozoarios do
género Leishmania, principalmente por Leishmania infantum. A epidemiologia da doenga
varia de regido para regido e o entendimento dos fatores associados a infec¢do em caes pode
ajudar na elaboracdo de medidas de controle mais especificas. O diagnéstico sorologico da
infec¢do sofreu mudancgas importantes nos ultimos anos com a introdugao do TR-DPP® ¢ do
estabelecimento de novos critérios de diagnostico (TR-DPP® + EIE-LVC) pelo Ministério da
Satde. Dentro desse contexto, no presente estudo objetivou-se estudar a epidemiologia da
LVC no municipio de Goiana, estado de Pernambuco, nordeste do Brasil. Para tal, realizaram-
se testes sorologicos (TR-DPP® e EIE-LVC) e anélise clinico-epidemiolégica em 360 cies
semi e domiciliados, de ambos os sexos, racas e idades variadas, nos distritos de Atapuz,
Tejucupapo e Pontas de Pedra no referido municipio. No TR-DPP®47 (13,1%) animais foram
reagentes, onde se observou associagdo significativa dos resultados com os seguintes sinais
clinicos: alopecia, lesdes na pele, paresia e linfonodomegalia. J4 no EIE-LVC 21 (5,8%)
animais foram reagentes, havendo associacdo significativa entre a classificacdo clinica dos
animais, condi¢do corporal, alopecia, lesdes na pele, secrecdo ocular, paresia e
linfonodomegalia. Ja de acordo com o critério do Ministério da Satide do Brasil, apenas 15
(4,2%) animais foram classificados como positivos. De fato, verificou-se uma fraca
concordancia (Kappa = 0,39) entre os dois testes sorologicos. Conclui-se que a LVC
encontra-se estabelecida em Goiana e que o uso do TR-DPP® como teste de triagem e do EIE-
LVC como teste confirmatério pode levar a perda de caes infectados, uma vez que caes
positivos do TR-DPP® sio negativos no EIE-LVC e vice-versa.

Palavras-chaves: Leishmania infantum, leishmaniose visceral — epidemiologia, fatores de
risco, caes, sinais e sintomas.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CanLl) is a parasitic disease caused by protozoa of the
Leishmania genus, mostly by Leishmania infantum. The disease epidemiology varies from
region to region, and the knowledge about associated factors with the infection in dogs may
assist in the development of more specific control measures. The serological diagnosis of the
infection in Brazil experienced important changes in recent years, such as the introduction of
a rapid test (TR-DPP®) and the establishment of new diagnostic criteria by Brazilian Ministry
of Health. In this context, the present study aimed to study the epidemiology of CanL in
Goiana city, Pernambuco State, northeastern of Brazil. Therefore, serological tests (the rapid
test TR-DPP® and the enzyme-linked immunosorbent assay-based kit EIE-LVC) and clinical-
epidemiological analysis were conducted on 360 dogs of both sexes, different breeds and
ages, at the districts of Atapuz, Tejucupapo and Pontas de Pedra. Forty-seven animals (13.1%)
were reactive at TR-DPP®, with positivity being significantly associated with clinical signs
such as alopecia, skin lesions, paresis and lymphadenopathy. On the other hand, 21 dogs
(5.8%) were EIE-LVC-positive, with significant association with clinical signs such as
alopecia, skin lesions, eye discharge, paresis and lymphadenopathy. According to the criteria
of the Brazilian Ministry of Health (TR-DPP® + EIE-LVC), only 15 animals (4.2%) were
classified as positive. Indeed, we found a weak correlation (kappa = 0.39) between the results
of both serological tests. In conclusion, CanL is established in Goiana and the use of TR-
DPP® as a screening test and EIE-LVC as a confirmatory test may not be the best option,
since some dogs positive at TR-DPP® are negative at EIE-LVC and vice versa.

Keywords: Leishmania infantum, leishmaniasis visceral — epidemiology, risk factors, dogs,
signs and symptoms.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma zoonose cronica causada pelo protozoario
Leishmania infantum (sinonimo de Leishmania chagasi) cuja transmissdao ocorre através do
repasto sanguineo de uma fémea de flebotomineo infectada (MAROLI et al., 2013). Além do
homem, L. infantum também pode infectar canideos silvestres e domésticos, marsupiais,
roedores, felideos, dentre outros (DANTAS-TORRES, 2007; QUINNELL; COURTENAY,
2009). Nao obstante, os cdes sdo os principais reservatorios de L. infantum no ambiente
doméstico (QUINNELL; COURTENAY, 2009), devido a alta susceptibilidade desses animais
a infeccdo, ao intenso parasitismo cutaneo e a sua presenga nas residéncias, servindo assim
como fonte de infecgdo para os vetores ali presentes.

A leishmaniose visceral canina (LVC) ¢ uma doenca em que os aspectos clinicos
podem se apresentar de diversas maneiras, desde quadros subclinicos, com animais
aparentemente sadios, até um estagio cronico generalizado que fatalmente leva & morte do
animal, caso esse nao seja tratado adequadamente (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Os
caes infectados, especialmente os sintomaticos, sdo potencial fonte de infeccao para o vetor,
representando assim um potencial risco para a transmissdo indireta do parasito ao homem
(COURTENAY et al.,, 2014), caso ndo estejam protegidos com repelentes, por exemplo
(OTRANTO et al.,, 2013). Por estarem geralmente na linha de frente, ficando expostos
diariamente aos vetores, os cdes se infectam mais frequentemente que os homens. Por isso,
geralmente diz-se que os casos caninos normalmente precedem espaco-temporalmente a
ocorréncia dos casos humanos de LV.

Contudo, a ocorréncia da LVC com um fator de risco para a LV humana tem sido
tema de intenso debate. Embora alguns estudos tenham apontado uma associacdo entre a
eutanasia de cades soropositivos e a reducao da LV humana (OLIVEIRA et al., 2006), uma
revisdo sistematica da literatura deixou claro as limitagdes desses estudos e apontou para a
necessidade de novas pesquisas (ROMERO; BOELAERT, 2010).

Estudos de soroprevaléncia realizados em algumas regides de paises como Espanha,
Franca, Italia e Portugal indicam que os caes sdo frequentemente expostos a L. infantum, seja
em dareas rurais ou urbanas. Estima-se que mais de 2,5 milhdes de cdes que vivem nesses
paises estejam infectados pelo parasito (MORENO; ALVAR, 2002). Nas Américas, estima-se
também que milhdes de caes estejam infectados, ndo s6 por L. infantum, mas também por

outras espécies de Leishmania, como Leishmania (Viannia) braziliensis (DANTAS-TORRES,
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2009). No Brasil, a prevaléncia da infec¢ao nos caes ¢ bastante variavel em diferentes regides,
podendo atingir niveis superiores a 60% em alguns focos (DANTAS-TORRES et al., 2006a).

Em regides endémicas, ¢ fato comprovado que a frequéncia de cdes com doenca
clinica aparente ¢ bem menor que o numero real de caes infectados (BANETH et al., 2008).
Em um estudo realizado na Ilha de Mallorca (Espanha), por exemplo, entre 100 caes de um
canil municipal, 13% tinham doenga aparente, 26% eram soropositivos e 63% eram positivos
na técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (SOLANO-GALLEGO et al., 2001).
Isso também sugere que os resultados de estudos soroldgicos representam apenas a ponta do
iceberg.

Diante da diversidade de cenarios epidemioldgicos e a constante expansdo da LVC
no ambiente urbano, surge a necessidade de novos estudos para uma melhor compreensao da
epidemiologia da doenca e para a elaboracao de estratégias de controle e/ou prevengdo mais

efetivas.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Breve histérico da LVC

Os primeiros relatos da infeccdo por L. infantum em caes no Velho Mundo foram
aparentemente relatados em 1908 na Tunisia (NICOLLE; COMTE, 1908). Ja naquela época,
estudos experimentais demonstraram pela primeira vez o parasito na pele destes animais,
sugerindo o possivel papel dos mesmos como reservatorios do agente. Na década de 30,
demonstrou-se que flebotomineos alimentados sobre cdes infectados se infectavam e que a
taxa de infeccdo nos vetores era proporcional a carga de parasitos na pele dos caes (ADLER;
THEODOR, 1932; PARROT et al., 1930).

No Novo Mundo, o primeiro trabalho relatando infec¢ao canina nas Américas foi
publicado em 1937 no Brasil quando Chagas et al. (1937) encontraram uma positividade de
4,1% entre os caes das cidades de Moju e Abaetetuba, no Estado do Para. Desde os primeiros
relatos de infeccdo em caes se pensava que esses animais seriam reservatorios secundarios do
agente causador da LV no Brasil e que os reservatorios primdrios seriam animais silvestres
(CHAGAS et al., 1937). Entretanto, na década de 50, no Ceard, Deane (1956) incrimina o cao
como o reservatorio principal do parasito e pouco tempo depois se iniciaram as campanhas de
controle que incluiam, dentre outras medidas, a eliminacdo dos cades infectados em dareas

endémicas.

2.2 Epidemiologia e Fatores de risco

A LVC esta entre as mais importantes doencas parasitarias transmitidas por vetores,
afetando cdes em todos os continentes, exceto na Oceania (DANTAS-TORRES et al., 2012).
J& foram relatados casos caninos em 50 dos 88 paises onde a LV em seres humanos ¢
endémica (ALVAR et al., 2004). A doenga ¢ altamente prevalente na regido Mediterranea e
na América do Sul, contudo estudos recentes tém relatado a difusdo da LVC em areas
anteriormente consideradas como nao-endémicas, por exemplo, do norte da Argentina ao
norte dos Estados Unidos e algumas provincias do sul do Canadd (DANTAS-TORRES et al.,
2012). Em alguns estudos realizados em regides endémicas para a doencga foi encontrada uma
prevaléncia de aproximadamente 20% de cdes positivos, como na China (SHANG et al.,
2011), Grécia (ATHANASIOU et al., 2012) e no México (PASTOR-SANTIAGO et al.,

2012). Estima-se que cerca de 60% dos caes infectados sdo assintomaticos para a doenga na
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América do Sul e regido do Mediterraneo (DANTAS-TORRES et al., 2012). A prevaléncia da
Leishmania spp. em cdes no Velho Mundo e na América do Sul varia bastante entre as
regides e depende muito do método de diagndstico utilizado, ficando geralmente entre 25% a
75% (CORTADA et al., 2004). Contudo, a prevaléncia global da LVC ¢ dificil de ser
estimada devido a quantidade limitada de dados publicados de alguns paises, como a
existéncia de diferencas metodoldgicas entre os estudos e as limitagdes inerentes aos testes
soroldgicos, como por exemplo, a possibilidade de reacdes cruzadas (DANTAS-TORRES,
2009). A maioria das informagdes sobre a prevaléncia da infec¢do por Leishmania spp. em
caes sdo decorrentes de inquéritos soroldgicos realizados em diferentes regides do Brasil e
seus resultados variam conforme o tipo de avaliagdo, fatores de riscos associados a infec¢ao,
sintomatologia clinica e condi¢des de peridomicilio onde estes animais estdo inseridos
(BORASCHI; NUNES, 2007; DANTAS-TORRES, 2009).

Os riscos de infeccdo por L. infantum e/ou desenvolvimento da doenga nos caes
parece estar relacionado a uma série de fatores, desde a susceptibilidade genética do animal
até fatores de nutri¢do e estado imunolédgico. Dentre estes fatores estdo a co-infecgdo com
outros parasitos ou imunossupressao (ARESU et al., 2007; CORTESE et al., 2011). A
susceptibilidade genética vem sendo apontada por alguns autores como um fator para o
desenvolvimento da doenga (ESCH; PETERSEN, 2013), incluindo polimorfismos em genes
codificadores do metabolismo de ferro, quimiocinas e citocinas (BLACKWELL et al., 2009).
No entanto, apesar da importancia da LVC, tem havido poucos estudos sobre a
susceptibilidade genética dos caes para a doenga, concentrando estes estudos na analise de
alguns genes candidatos a essa possivel susceptibilidade (QUILEZ et al., 2012).

No cdo, o sexo ndo ¢ considerado até o momento importante na determinagao da
doenca e o maior nimero de casos ocorre geralmente na faixa de idade até trés anos e entre
oito ¢ dez anos (MORENO; ALVAR, 2002). Em relacdo as ragas, existem relatos de maior
prevaléncia em caes das racas Boxer, Pastor Alemdo, Cocker, Doberman e Rottweiler
(FRANCA-SILVA et al., 2003; QUILEZ et al.,, 2012), sendo os cdes da raca boxer
considerados mais predispostos (FRANCINO et al., 2006) e os caes da raga Ibizan Hound mais
resistentes a doenga (SOLANO-GALLEGO et al., 2000). Outro fator a ser considerado ¢ o
tamanho do pelo e a funcdo do animal, se de companhia ou de caga, pois foi observado que
caes de pelo curto e de caga sao mais frequentemente infectados (MORENO; ALVAR, 2002).
Animais mantidos fora de casa estio mais expostos aos vetores da L. infantum. E neste
contexto, os caes de porte médio a grande sao mais suscetiveis a este contato, pois sdo

justamente os que passam maior parte do tempo fora de casa. Além disso, a maior area
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corporal destes animais pode ser um facilitador para os flebotomineos (PENAFORTE et al.,
2013). A presenca de outros animais no domicilio e no peridomicilio também tem sido
relatada como fator de risco para a LVC, principalmente animais de producao como galinhas
e porcos, pois provavelmente a presenca destes animais aumenta a densidade da populacao do

vetor, favorecendo a transmissao da infecgao (MORENO et al., 2005).

2.3 Agente etioldgico

A partir de uma perspectiva global, o principal agente etiologico da LVC ¢ o
protozoario L. infantum, pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. A
espécie L. chagasi foi descrita na década de 30 por Cunha e Chagas (1937), como sendo o
agente responsavel pela LV nas Américas. Entretanto, estudos moleculares confirmaram a
suspeita de Cunha (1938) de que L. chagasi seria idéntica a L. infantum (MAURICIO et al.,
2000). Embora alguns autores tenham utilizado a classificacdo subespecifica Leishmania
infantum chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005), atualmente as espécies ja sao listadas como
sinonimia (SHAW, 2011).

Muitas espécies de Leishmania ja foram isoladas de cdes na América do Sul,
incluindo L. amazonensis, L. braziliensis, L. colombiensis, L. infantum, L. panamensis e L.
peruviana, sendo L. infantum e L. braziliensis os principais agentes causadores da LVC e

leishmaniose tegumentar canina, respectivamente, nessa regiado (DANTAS-TORRES, 2009).

2.4 Ciclo bioldgico e transmissao

O ciclo biologico de L. infantum ¢ do tipo heteroxénico, envolvendo vetores
invertebrados (os flebotomineos) e hospedeiros vertebrados (varias espécies de mamiferos).
Onde apenas as fémeas destes insetos sao hematéfagas (FORATTINI, 1973), e a infec¢do do
vetor ocorre justamente pela ingestdo, durante o repasto sanguineo, de formas amastigotas do
parasito existentes no interior dos macréfagos, presentes na pele do hospedeiro infectado. Na
por¢ao média do tubo digestivo do inseto, as amastigotas transformam-se em promastigotas e
se multiplicam por fissdo binaria desenvolvendo-se até o estdgio infectante, as promastigotas
metaciclicas. O parasito leva aproximadamente de 6 a 9 dias para completar seu
desenvolvimento no vetor, mas esse tempo pode variar dependendo da espécie de
flebotomineo (KAMHAWI, 2006; MONTALVO et al.,, 2012). Quando o flebotomineos

infectado realiza um repasto sobre um novo hospedeiro susceptivel, as formas infectantes sao
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inoculadas juntamente com a saliva que contém inumeras moléculas com propriedades
vasodilatadoras e anti-inflamatdrias que facilitam o estabelecimento da infeccdo. Uma vez no
hospedeiro, as formas promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos e no interior do
vactolo transforma-se em amastigotas e multiplicam-se at¢ rompé-los. As amastigotas sao
fagocitadas por novos macréfagos e ocorre a sua disseminagdo hematogénica, sobretudo para
os tecidos ricos em células do sistema fagocitico monuclear como linfonodos, figado, baco e
medula 6ssea (URQUHART et al., 1998).

No Velho Mundo, a transmissdo de L. infantum ocorre através de flebotomineos do
género Phlebotomus € no Novo Mundo do género Lutzomyia, que sdo encontrados em regioes
de climas quentes e temperados, apresentando atividade crepuscular e noturna (MAROLI et
al., 2013). No Brasil, a LV ¢ transmitida classicamente por Lutzomyia longipalpis, inseto bem
adaptado ao ambiente peri-doméstico e distribuido em toda a América Latina (LAINSON;
RANGEL, 2005). Outros vetores também tém sido incriminados na transmissdo de L.
infantum nas Américas, incluindo Lutzomyia cruzi no Brasil, L. evansi na Colombia e
Venezuela, e L. migonei no Brasil e Argentina (MAROLI et al., 2013).

Formas secundarias de transmissdo da infec¢do por L. infantum a cdes t€ém sido
demonstradas, tais como transmissdo congénita (ROSYPAL et al., 2005), venérea (SILVA et
al., 2009) e por meio de transfusdo sanguinea (OWENS et al., 2001). As hipoteses sobre a
participagdo de carrapatos e pulgas ainda carecem de maiores estudos (DANTAS-TORRES,
2011).

2.5 Hospedeiros

Vérios animais ja foram encontrados naturalmente infectados por L. infantum
(MOLINA et al., 2012; QUINNELL; COURTENAY, 2009). Como os mamiferos das Ordens:
Xenarthra (por exemplo, preguigas e tatus); Carnivora (por exemplo, raposas, caes e gatos);
Rodentia (por exemplo, ratos e gerbilos); Primatas (como seres humanos e macacos);
Marsupialia (por exemplo, gambas); e Perissodactyla (como os cavalos) (DANTAS-TORRES
2007; MOLINA et al., 2012).

Desde os primeiros relatos da infecgdo em caes na Tunisia (NICOLLE; COMTE,
1908), varios estudos tém apontado estes animais como os principais reservatorios do parasito
(LAINSON; SHAW, 2005). De fato, alguns fatores favorecem o papel dos caes como
reservatorios, como a grande susceptibilidade dos mesmos a infecgdo e o intenso parasitismo

cutaneo, além da alta prevaléncia da infeccio em areas endémicas (DANTAS-TORRES,
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2007). Portanto, os cdes também podem servir como animais sentinelas, pois a ocorréncia da
LVC indica a existéncia do ciclo de transmissdo em determinada 4rea e, consequentemente, a
presenca de flebotomineos e o risco de infec¢do para outros cdes e hospedeiros susceptiveis,

inclusive seres humanos.

2.6 Aspectos clinicos e imunologicos da LVC

O desenvolvimento da leishmaniose em caes depende de inimeros fatores, inclusive
da espécie do parasito e da resposta imunologica de cada animal. Podendo o periodo de
incubacdo da doenga, variar de meses a anos (BANETH et al., 2008). De acordo com as
manifestagdes clinicas, os caes infectados podem ser classificados como: assintomaticos (que
ndo apresentam sinais clinicos caracteristicos de infec¢do) ou doentes (com sinais clinicos
evidentes da doenga).

Os principais sinais clinicos da LVC incluem alteragdes dermatoldgicas, (alopecia,
dermatite furfuracea e ulceras cutaneas), bem como onicogrifose, atrofia muscular,
linfadenopatia, caquexia, ceratoconjuntivite e hepatoesplenomegalia (SOLANO-GALLEGO
et al., 2011). No entanto formas amastigotas de Leishmania spp. podem se distribuir em
varios outros tecidos dos cdes podendo resultar em manifestagdes clinicas atipicas (SOUZA et
al., 2005; TAFURI et al., 2004), como desordens neuroldgicas (BLAVIER et al., 2001;
MARQUEZ et al., 2013), nefropatias (COSTA et al., 2003; GARCIA-MARTINEZ et al.,
2012), cardiopatias e pneumopatias (ALVES et al., 2010; SILVESTRINI et al., 2012;
TORRENT et al., 2005), alteragdes gastrintestinais (ADAMAMA-MORAITOU et al., 2007),
bem como lesdes no sistema genital (AMARA et al., 2009; BENITES et al., 2011; DINIZ et
al., 2005). Ademais, a imunossupressao causada pela doenga também pode favorecer
infec¢des secundarias como cistite, piodermite, malasseziose, dermatofitose e demodicose.

Em 68% dos casos de LVC ocorrem alteragdes dermatologicas, podendo o animal
afetado apresentar um quadro clinico caracterizado por alopecia local ou generalizada, lesdes
crostosas em geral no focinho, orelhas e nas extremidades, descamagao furfurdcea, entre
outros sinais (FEITOSA et al., 2000).

A resisténcia a infecgdo por L. infantum em cdes depende da resposta Thl, a qual
estd associada a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como o interferon gama (INF-y), o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas 2 e 12 (IL-2 e IL-12), além de
linfoécitos T (CD4+ e CD8+). Por outro lado, a ocorréncia de lesdes sistémicas esta

diretamente relacionada com a resposta imune do hospedeiro e a evolugdo da infeccdo.
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Alguns autores afirmam que um aumento de IgG1 esta relacionado a manifestacdo clinica
severa nos caes, ja o aumento nos titulos de IgG2 esta relacionado aos cdes naturalmente
resistentes a doenca ou protegidos por vacina (RIBEIRO et al., 2011; SOLANO-GALLEGO
etal., 2001).

O surgimento dos sinais clinicos em caes susceptiveis deve-se a uma resposta imune
exacerbada do tipo Th2, com proliferagdo de linfocitos B e das citocinas anti-inflamatdrias
como a interleucina 4 (IL-4), a interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 10
(IL-10), que vdo promover uma formacdo de imunocomplexos (BARBIERI, 2006). Esses
imunocomplexos sdo os responsaveis pela grande variedade de sinais clinicos presentes na
LVC, que se depositam em varios 6rgaos e tecidos dos caes, o que conduz ao aparecimento de

diversos sinais clinicos da doenca (CIARAMELLA; CORONA, 2003).

2.7 Diagnostico da LVC

O diagnostico da LVC ¢ bastante complexo, principalmente devido a variedade de
sinais clinicos semelhantes aos observados em outras doengas caninas e ao dificil acesso da
populacdo em geral a um teste de diagnodstico bastante especifico e sensivel. De modo geral, é
realizado por meio de testes sorologicos, parasitologico ou testes moleculares (QUINNELL et
al., 2013). Cada teste possui vantagens e desvantagens em termos de sensibilidade e
especificidade, por exemplo, além das possiveis dificuldades na execug¢dao de testes que
necessitam de amostras mais invasiva, por exemplo, medula dssea. Preferencialmente, estes
testes devem possuir alta sensibilidade, para detectar o maior nimero de doentes e uma alta
especificidade para evitar que cdes falso-positivos sejam sacrificados (ALVES;

BEVILACQUA, 2004).

2.7.1 Diagnostico clinico

Em 4reas endémicas o diagnostico da LVC ¢ dificultado pelo fato de os sinais
clinicos ndo serem patognomonicos, pois outras enfermidades como babesiose, erliquiose e
tripanossomiase canina possuem alteracdes clinicas semelhantes (OTRANTO; DANTAS-
TORRES; BREITSCHWERDT, 2009), e a imunossupressao causada pela infec¢cao pode gerar
infec¢des oportunistas, dificultando ainda mais o diagndstico clinico. Além disso, cerca de
60% a 80% dos cdes que vivem em areas endémicas podem ter contato com o parasito,

permanecendo assintomaticos por longos periodos (QUEIROZ et al., 2010).
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Desta forma o diagndstico clinico isoladamente, ndo ¢ suficiente para identificar um
cdo infectado por L. infantum (CAMARGO; LANGONI, 2006), fazendo-se necessaria a
associacao entre os parametros clinicos, epidemioldgicos, parasitologicos e sorologicos para o

diagnostico definitivo da doenga (FREITAS et al., 2012).

2.7.2 Diagnostico parasitologico

A observagado direta das formas amastigotas do parasito fornece prova definitiva da
infec¢do, pois sua visualiza¢do confirma a infec¢do, sendo assim considerado o padrdao ouro
no diagnoéstico das leishmanioses (ROMERO et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
Pode ser realizada em esfregacos de medula 6ssea, linfonodo, baco ou ainda através de
biopsia cutanea (QUEIROZ et al., 2009). A observagdo das formas amastigotas em esfregacos
de sangue periférico ndo ¢ um achado frequente em cdes infectados por L. infantum
(GIUDICE; PASSANTINO, 2011). O diagndstico parasitologico pode apresentar
especificidade que chega a 100%, em detrimento da sensibilidade, que ¢ bastante variavel,
tendo em vista que a distribuigdo tecidual do agente etiologico da doenca nao ¢ homogénea

(OTRANTO et al., 2009).

2.7.3 Diagnostico sorologico

Por muitos anos, a imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi considerada o teste de
referéncia soroldgica para diagnostico da LVC no Brasil. No entanto, esta técnica apresenta
limitagdes principalmente pela baixa reprodutibilidade e resultados falso-positivos devidos a
reacoes cruzadas com Trypanosoma cruzi, Trypanosoma caninum, Leishmania braziliensis e
Ehrlichia canis (SILVA et al., 2011). Além disso, a RIFI pode ser impraticavel em &reas
rurais por causa da falta de equipamentos de laboratério e técnicos qualificados para
interpretar os resultados (COURA-VITAL et al., 2014). Sendo assim, o Ministério da Saude
do Brasil, por meio da Nota Técnica Conjunta 01/2011, modificou o protocolo de diagnostico
oficial da LVC, substituindo o RIFI pelo teste rapido TR-DPP®, que passou a ser o teste de
triagem e o EIE o teste confirmatério (BRASIL, 2011; FARIA; ANDRADE, 2012).

O EIE ¢ bastante util para andlises de laboratorio, possibilitando a analise de grande
quantidade de amostras em pouco tempo (MAIA; CAMPINO, 2008), sendo, por isso, um
teste mais rapido e de facil execucao (CAMARGO; LANGONI, 2006) quando comparado a

RIFI. Contudo, segundo Otranto et al. (2009) a sorologia pode ndo ser um bom indicador de
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infeccdo canina quando ¢ utilizada em estudos transversais, devido as varias vezes que o0s
mesmos se estendem entre o periodo de infeccdo a soroconversdo dos animais (de meses a
anos). Além disso, animais assintomaticos infectados podem permanecer soronegativos como
consequéncia de sua resposta imunoldgica individual (BARBIERI, 2006).

Mesmo com tais limitagdes, o diagnéstico da LVC no Brasil ¢ realizado
oficialmente por meio de testes sorologicos (BRASIL, 2011). O kit EIE-LVC, fabricado por
Bio-manguinhos, ¢ preconizado pelo Ministério da Satide que utiliza o antigeno solavel e
lisado de Leishmania major-like, possui uma sensibilidade de 72% e especificidade de 87,5%
(LIRA et al., 2006). Esta diminui¢cdo na especificidade observada no kit EIE-LVC pode ser
devido ao uso de antigeno ndo especifico para L. infantum. A sensibilidade e a especificidade
do EIE dependem do tipo de antigeno empregado e de outros fatores como tempo de
incubagdo ou tipo de microplacas utilizadas (REITHINGER et al., 2002).

A fim de solucionar a reducdo da especificidade do teste pela utilizagdo de parasitos
totais ou lisados, pesquisas tém sido realizadas para a identificagdo de antigenos dominantes,
que se caracterizam por induzir a formacdo de anticorpos especificos e detectaveis nestes
testes, contribuindo para a sua maior confiabilidade (ALVES; BEVILACQUA, 2004). Por sua
vez a utilizagdo de antigenos brutos ¢ limitada em termos de especificidade, apresentando
reagdes cruzadas ndo somente com outras espécies da familia Trypanosomatidae, mas
também com outros organismos filogeneticamente distantes (GONTIJO; MELO, 2004).

Cada vez mais se buscam técnicas de diagnosticos que apresentem resultado rapido,
sensivel e especifico e que possam ser realizados em campo, com baixas condigdes de
infraestrutura. Neste contexto, o teste TR-DPP® foi desenvolvido por Bio-Manguinhos em
parceria com a ChemBio (USA) (FRAGA et al., 2014). O TR-DPP® possui vantagens como:
facil armazenamento, rapidez, praticidade e flexibilidade no tipo de amostras biologicas
utilizadas (sangue, soro ou plasma) (GRIMALDI et al., 2012). Nesse teste, o antigeno
recombinante rK28 (fusdo de rK9, rK26, rK39) (FRAGA et al., 2014) impregnado em uma
membrana de nitrocelulose reage com imunoglobulinas especificas presentes nas amostras de
animais positivos, sendo a reacao revelada pela interacdo de proteina A, acoplada a particulas
de ouro coloidal, com a por¢do Fc (fragmento cristalizavel) das imunoglobulinas (LEMOS et
al., 2008; LIMA et al., 2010).

Grimaldi et al. (2012) demostraram que o TR-DPP® teve bom desempenho, com
sensibilidade que variou entre 93% a 100% e especificidade de 92% a 100%. No entanto, os
mesmos autores observaram que a sensibilidade dependente da situagdo clinica do animal,

sendo a sensibilidade do teste mais elevada em cdes sintomaticos. Uma possivel explicacao
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para a variagio na sensibilidade do TR-DPP® entre estudos incluem diferencas na severidade
na avalia¢do dos sinais clinicos destes animais (QUINNELL et al., 2013). Além disso, falsos
positivos no TR-DPP® foram relatados em cées infectados por Ehrlichia canis, Trypanossoma
cruzi € Neospora caninum (LEMOS et al., 2008).

Geralmente, os testes sorologicos sdo mais acessiveis que os moleculares, sendo o

custo do EIE-LVC, menos que o TR-DPP® (COURA-VITAL et al., 2014).

2.7.4 Diagnostico molecular

Dentre as mais modernas técnicas utilizadas para o diagndstico das leishmanioses,
destacam-se as técnicas moleculares. A reagdao em cadeia da polimerase (PCR) baseia-se na
amplificacdo in vitro de sequéncias de nucleotideos do parasito, sendo um método bastante
sensivel e especifico para detectar DNA de Leishmania spp. em uma ampla variedade de
amostras bioldgicas, como por exemplo: sangue, pele, urina, biopsia de linfonodo e medula
ossea (ALVAR et al., 2004). Em seu estudo, Quaresma et al. (2009) foi capaz de detectar
kDNA (DNA do cinetoplasto) em concentragdes tdo baixas como 0,1 fg de DNA/ml,
sabendo-se que 1 parasito contém aproximadamente 300 fg de DNA (VERGEL; WALKER;
SARAVIA, 2005). No entanto, o uso da PCR encontra-se ainda bastante restrito as pesquisas
e na elucidagdo de casos inconclusivos (NUNES et al., 2007), talvez por possuir custo ainda
maior que as técnicas sorologicas e exigir equipamentos sofisticados e pessoal treinando
(MAIA et al., 2009).

A PCR em tempo real quantitativa (QPCR) permite o monitoramento dos ciclos de
amplificagdo do DNA durante o decorrer da reacdo e possibilita a eliminagdo da etapa de
eletroforese em gel de agarose, necessaria para visualizagao do produto amplificado na PCR
convencional (MAIA; CAMPINO, 2008). Essa técnica permite a quantificacdo da carga
parasitaria e a detec¢do de quantidades infimas de DNA (GALLETTI et al., 2011). Como uma
das caracteristicas da infeccdo por Leishmania spp. ¢ o animal apresentar parasitos em
laténcia, as abordagens quantitativas sdo necessarias para elucidar caes infectados por L.
infantum em areas endémicas para a doenga, facilitando o monitoramento da carga parasitaria

€ sua resposta ao tratamento, bem como o acompanhamento do desenvolvimento de novas

vacinas (FRANCINO et al., 20006).
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2.8 Medidas de controle e/ou prevengdo da LVC

Recentemente o conceito “One Health” (Uma s6 saude) vem sendo redescoberto e
busca-se uma visdo holistica do conceito de satde, propondo a interacao entre a medicina
humana, a medicina veterindria, as ciéncias ambientais ¢ da conservag¢do da vida selvagem
(PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011). Neste contexto, o gerenciamento e controle da LVC
deverdo ser alicer¢ados em: educagdao em saude, controle da populacdo canina, diagnostico e
tratamento de caes com LVC e combate ao vetor (RIBEIRO et al., 2013).

O controle da populagdo canina infectada por L. infantum no pais ¢ realizado,
sobretudo, através da eutandsia desde 1963, em cumprimento do decreto n® 51.833 do
Ministério da Saude do Brasil, o qual estabelece que os cades soropositivos devem ser
eutanasiados (QUEIROZ et al., 2009). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda
que o controle da doenca seja adaptada a situacdo local, preconizando que em determinadas
situacdes os cdes sintomaticos ou soropositivos sejam de fato eutanasiados. Contudo, segundo
Romero; Boelaert (2010) essa estratégia de controle nao surtiu efeito em alguns paises como,
por exemplo, o Brasil, onde cerca de mais de 160 mil caes soropositivos ja foram
eutanasiados, no entanto a incidéncia de LV humana ndo foi reduzida a nivel aceitavel. Em
paises do Mediterraneo a eutanasia dos cdes infectados ndo ¢ realizada, exceto em casos
especiais (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

A eutanasia dos caes soropositivos € uma estratégia de controle bastante polémica e
gera varias discussoes, inclusive sobre sua legitimidade. Contudo, a eutandsia se tornou no
Brasil a ferramenta mais utilizada para o controle da doenga, s6 perdendo para as acdes de
controle e monitoramento dos flebotomineos (PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011). No
entanto a eutandsia desnecessaria de caes falsos positivos sobrecarrega o programa e alimenta
o discurso contra o sacrificio de cdes, aumentando a aversdao da sociedade contra o atual
modelo do programa de controle da doenca no pais (FERROGLIO et al., 2007).

Para alguns autores o controle vetorial pode ser mais efetivo que a eutanésia de caes
no combate & infeccio (MIRO et al., 2009), pois quebraria o ciclo de transmissio da
Leishmania e assim contribuiria para a prevencao da doenga (GRAMICCIA, 2011),
protegendo os caes da infeccdo e consequentemente reduzindo o risco de infec¢do humana
(NASCIMENTO et al., 2005). Sendo os principais produtos empregados na borrifagdo de
casas € anexos para controle aos vetores: a cipermetrina, na formulacao pé molhavel (PM) e a

deltrametrina, em suspensao concentrada (SC) (BRASIL, 2006).
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O uso nos cdes de coleiras impregnadas de deltametrina a 4% (por exemplo,
Scalibor™) tem demonstrado efeito inseticida sobre os flebotomineos e podem reduzir os
riscos de infeccdo em caes e impedem que os cdes ja infectados possam transmitir o agente
etiologico da doenca aos flebotomineos, tendo em vista sua acdo repelente (DAVID et al.,
2001). Este composto de natureza lipofilica requer algum tempo para atingir as secre¢des
dérmicas em todo o corpo do animal, sendo recomendada sua aplicacdo cerca de duas
semanas antes da época de maior risco a infeccao (REITHINGER; TEODORO; DAVIES,
2001). David et al. (2001) relataram uma inibicao alimentar de 99,3%, e mortalidade de 96%
em L. longipalpis, apds quatro semanas de aplicagdo dos colares em caes em condigdes de
laboratério. J4 Manzillo et al. (2006), em estudo de campo, obtiveram uma taxa acumulativa
de 50,8% para prote¢do contra a infeccao de L. infantum nos caes.

A apresentagao em forma de coleiras tem a vantagem de ser de facil utilizagdo e ter
uma duracdo média de até seis meses de uso, sendo uma situagdo em que esta apresentacao
possa requerer mais cuidados € no caso de haver mais de um animal no mesmo espago, pois
existe o risco das coleiras serem arrancadas devido a interagdo entre os animais (MAROLI et
al., 2001). Porém, o custo dessas coleiras ainda ¢ elevado o que inviabiliza a sua utilizagdo
por parte de muitos proprietarios de cdes que vivem em 4reas rurais e suburbanas. Além disso,
as coleiras precisam ser substituidas a cada 5-6 meses (DANTAS-TORRES, 2009; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). Outra coleira impregnada de imidadoprid a 10% e flumetrina a 4,5%
se mostrou 100% eficaz na prevencdo da infeccdo por L. infantum em caes de areas
endémicas para a doenga por um periodo de até oito meses (OTRANTO et al., 2013). Aliados
ao uso dessas coleiras recomenda-se manter o cao dentro de casa no periodo do crepusculo ao
amanhecer, além de reduzir os microhabitats favoraveis aos flebotomineos (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). J4 a permetrina ¢ comercializada sob a forma de spot-on, em
pequenas pipetas, cujo contetido devera ser aplicado na pele do cdo, a cada quatro semanas.
Essa substancia tem efeito mais precoce que a deltametrina, embora de menor duragdo
(REITHINGER et al., 2002).

Destaca-se também como alternativa de prote¢ao individual para a doenga canina, a
vacinacdo. No Brasil ha duas vacinas licenciadas para uso em cdes: Leishmune® constituida
por uma frag¢do de glicoproteina de L. donovani, apresentando 76-80% de eficéacia e a Leish-
Tec® que é fabricada a partir de um adenovirus que expressa um antigeno A2 de L. donovani
(DANTAS-TORRES, 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Na Europa, foi lancada a
vacina CaniLeish® que ¢ fabricada a partir de proteinas secretadas de L. infantum onde

estudos revelaram que apos a vacinagdo todos os cdes desenvolveram forte resposta de 1gG2,
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tipo de imunoglobulina associada por muitos autores como fator de protecdo/resisténcia a
infeccdo (INIESTA et al., 2005; SOLANO-GALLEGO et al., 2001), que durou em média seis
meses, apos a ultima, das trés doses recomendadas pelo protocolo da vacina (MORENO et al.,
2014).

Embora Palatnik de Sousa et al. (2009) tenham demonstrado que a vacinacdo canina
promove reducdo na incidéncia da LV humana e canina, ainda sdo necessarios mais estudos
para melhor compreensao do efeito da vacinagdo em caes como medida de controle da LV

humana (ROMERO; BOELART, 2010).

2.9 Tratamento da LVC

Um dos grandes desafios para a falta de eficacia da cura parasitologica do tratamento
da LVC esté associado a localizag@o estritamente intracelular do parasito e a sua presenga em
tecidos menos vascularizados do organismo do animal, como a pele, o corpo vitreo e os
tecidos queratinizados, o que dificulta a obtencdo de doses terapéuticas no local da infecao e
consequentemente o sucesso terapéutico (CIARAMELLA; CORONA, 2003).

A ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (2010) recomenda que os mesmos
medicamentos utilizados no tratamento da doenga em seres humanos ndo sejam utilizados
para o tratamento dos caes, sendo o alopurinol a droga recomendada para o tratamento dos
caes infectados. Essa droga possui acao leishmaniostatica, atuando na sintese da Leishmania
spp. incorporando-se ao seu RNA, consequentemente inibindo o seu crescimento. Possui
segundo Noli; Auxilia (2005) como principais efeitos colaterais: xantintria, eritema cutaneo,
hipertermia, leucopenia, hepatite e transtornos gastrintestinais (vomitos e diarreias).

Conforme o grupo LeishVet, o antimoniato de meglumina (75-100 mg/kg SID,
durante 4-8 semanas, SC), combinado com o alopurinol (10 mg/kg BID, 6-12 meses, PO) ¢
considerado o tratamento de primeira linha para a LVC. Os principais efeitos adversos do
antimoniato de meglumina ¢ o seu potencial efeito nefrotéoxico e formagdo de abcessos
cutaneos. O alopurinol (10 mg/kg BID, 6-12 meses PO) também ser utilizado sozinho, como
tratamento de segunda linha para a doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). No entanto,
ndo hi cura parasitologica e sim clinica da LVC, até o momento (MIRO et al., 2008;
SOLLANO-GALLEGO et al., 2009).

A imunomodulagdo adicionada ao tratamento convencional pode ser a chave para o
sucesso terapéutico da LVC (GOMEZ-OCHOA et al., 2009). Nesta perspectiva, alguns

estudos avaliaram a utilizagdo da domperidona (antagonista do receptor de Dopamina D2),
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para prevencao da infeccdo e controle dos sinais clinicos da doenga. A substincia ativa os
linfocitos T que secundariamente ativam os macréfagos, melhorando assim a resposta imune
do animal (RIBEIRO, 2007). Em estudos realizados por GOMEZ-OCHOA et al. (2009) a
domperidona foi eficaz no controle dos sinais clinicos e na reducao de titulos de anticorpos
anti-Leishmania nos caes participantes de seus estudos. Sabat¢ et al. (2014) conseguiram uma
taxa de até 80% de prevencao contra a infeccdo em caes na Espanha e concluiram que o risco
para os caes tratados com domperidona em desenvolver a doenca clinica ¢ sete vezes menos
que nos cdes ndo tradados. Recentemente na Europa, foi lancado o Leishguard®, produto a

base de tal substancia, destinado para prevencdo e tratamento da forma clinica da LVC

(SABATE et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil tem testemunhado nos ltimos anos a expansao e urbanizagdo da LV com
casos humanos e grande numero de caes soropositivos em varias cidades em todas as regides
do pais. Da mesma maneira, a LVC encontra-se amplamente distribuida no territdrio
pernambucano, embora os dados sobre a dinamica e caracteristicas epidemioldgicas da
doenca em algumas areas sejam ainda fragmentados e incipientes. Esse ¢ o caso do municipio
de Goiana, onde casos humanos tém sido registrados. De fato, o conhecimento dos fatores
epidemioldgicos, ambientais e individuais associados com a LVC nessa localidade ainda nao
sdo bem compreendidos. Assim a investigacdo de potenciais fatores associados a infecc¢ao e
aspectos clinicos apresentados pelos animais soropositivos sao de extrema importancia para
melhor compreensdo da dindmica da doenga e para a defini¢do de medidas de controle mais
eficazes na localidade. Ademais, a comparagdo dos testes diagnosticos atualmente
recomendados pelo Ministério da Satde se faz necessaria no intuito de verificar a

concordancia desses testes em diferentes areas endémicas para a doenga no Brasil.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

e Qual a soroprevaléncia, os principais aspectos -clinicos-epidemioldgicos e a
concordancia entre os testes sorologicos recomendados pelo Ministério da Satde do
Brasil para o diagnoéstico da leishmaniose visceral canina no municipio de Goiana,

estado de Pernambuco, Brasil?
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Estudar os aspectos clinicos-epidemiologicos e a estratégia de diagnostico sorologico

da LVC no municipio de Goiana, estado de Pernambuco, Brasil.

5.2 Especificos

a) Verificar a prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania spp. em caes;

b) Avaliar a existéncia de possiveis fatores associados a soropositividade canina;

¢) Comparar o quadro clinico apresentado pelos animais e o resultado da sorologia;

d) Verificar a concordancia apresentada nos testes sorologicos recomendados pelo

Ministério da Saude do Brasil para o diagnostico da infec¢do canina por L. infantum.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Tipo e area do estudo

O presente estudo, descritivo do tipo transversal, foi realizado no municipio de
Goiana, Pernambuco (Figura 1), localizado na mesorregido Mata e na Microrregido Mata
Setentrional do Estado de Pernambuco a 60 km da capital Recife, limitando-se a Norte com o
Estado do Paraiba, a Sul com Itaquitinga, Igarassu, Itapissuma e Itamaraca, a leste com o
Oceano Atlantico e a Oeste com Condado e Itambé. O municipio possui uma area territorial
de 501,884 km?, e esta dividido em trés distritos: Sede, Pontas de Pedra e Tejucopapo. Sua
populagdo ¢ estimada (2013) em 77.945 habitantes. O clima ¢ do tipo tropical chuvoso com

verao seco e o bioma predominante ¢ a Mata Atlantica (IBGE, 2010).

Figura 1 — Localizagdo geografica de Goiana-PE (em destaque).

Fonte: Wikimedia Commons (2009).

6.2 Amostragem

Para o calculo da amostra minima necessaria, considerou-se a populagao canina (3.500
animais) estimada pela Vigilancia Epidemioldgica de Goiana, adotando-se um erro amostral de
5% e nivel de confianca de 95%. A amostra minima representativa da populagdo foi entdo
estimada em 347 cdes. Com base nessa informacao, incluiram-se no estudo 360 cdes de ambos os
sexos, com idade e racas variadas, domiciliados (ou semi-domiciliados) nas localidades de

Atapuz, Tejucupapo e Pontas de Pedra.
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6.3 Exame clinico e coleta das amostras

Todos os animais incluidos no estudo foram submetidos a um exame fisico
minucioso, onde as manifestagdes clinicas e aspectos epidemiologicos foram anotados em
fichas individualizadas para cada animal (ver Apéndice A). Sendo os cdes divididos em dois
grupos: grupo I (animais doentes: apresentando sinais clinicos sugestivos da doenca) e grupo
II (animais saudéveis: sem sinais clinicos aparentes). Os parametros analisados tiveram como
base: o estado nutricional, tamanho dos animais, tamanho das unhas, condi¢do da pelagem,
coloracdo das mucosas, presenga de secre¢do ocular, presenca de linfonodomegalia e de
problemas de locomogdo. Os animais inspecionados quanto ao estado nutricional foram
classificados em caquético, magro, normal ou obeso, sendo respeitada a caracteristica
corporal de cada raca. O tamanho das unhas foi classificado em grandes ou normais. A
presenca de alopecia foi classificada em localizada ou disseminada. Alteragdes cicatriciais,
manchas, escoriacdes e pelo sujo ndo foram levados em consideragdo. A coloragdo da mucosa
foi classificada em palida ou rosea. A secrecao ocular foi classificada em presente ou ausente.
Por palpagdo, os animais foram avaliados quanto a presenca ou auséncia de linfonodomegalia
(JONES, 2003).

A coleta das amostras dos animais foi realizada através de busca ativa, com visita a
todos os domicilios de cada area previamente definida, de acordo com o censo animal
realizado pela Secretaria de Saude do Municipio de Goiana. Os animais foram devidamente
contidos fisicamente, com focinheiras de polipropileno. Quando necessario, foram submetidos
a tranquilizagdo quimica (acepromazina a 1%, por via intramuscular), com o objetivo de
acalmar a agitacdo e a hiperatividade dos mesmos para que os procedimentos necessarios
(exame fisico e coleta de sangue) fossem realizados (FANTONI, 2002).

Em seguida foi realizada a tricotomia e a antissepsia do local de coleta do sangue
com algoddo embebido em élcool iodado. Foram coletados de 2 a 5 ml de sangue da veia
cefdlica de cada animal utilizando uma seringa descartdvel acoplada a uma agulha
hipodérmica 25 x 7 mm. O sangue foi depositado em tubo de ensaio sem anticoagulante para
realizagdo de centrifugacdo (2.500 rpm por 10 minuto) e obtencdo do soro. O soro foi

estocado a -20°C para posterior analise objetivando a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania

Spp.
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6.4 Teste rapido imunocromatografico (TR-DPP®)

O teste rapido TR-DPP® (Bio-Manguinhos/Fiocruz) foi realizado conforme as
instrucdes do fabricante. Foram adicionados 5 pl de soro ao pogo 1 intitulado “Amostra +
Tampao”, a seguir adicionadas 2 gotas do tampdo. Apds 5 minutos as duas linhas azuis,
controle (C) e teste (T), desapareceram. Entdo, colocaram-se 4 gotas do tampao no poco 2
intitulado “Tampao”. A leitura dos resultados foi realizada 10 a 15 minutos apos esta etapa,
avaliando-se o resultado como negativo (aparecimento de uma linha vermelha) ou positivo

(duas linhas vermelhas).

6.5 Ensaio imunoenzimatico (EIE-LVC)

Para a realizagdo do ensaio imunoenzimatico, utilizou-se o kit EIE-Leishmaniose-
Visceral-Canina-Bio-Manguinhos (EIE-LVC), seguindo as orienta¢des do fabricante, com as
diluicdes dos soros deste estudo a 1:100. Os controles positivos € negativos, assim como o
conjugado e as molduras com os dispositivos de pocos ja sensibilizados, foram mantidos a —
20°C. Enquanto que o diluente de amostra/conjugado, a lecitina de leite, o tampao de
lavagem, o diluente do substrato, o cromdgeno (TMB), o substrato (H202) e o acido sulfurico
2M foram mantidos entre 2°C e 8°C.

Mediante os cuidados e precaucdes alertados pelo fabricante, deu-se o procedimento
do teste com as amostras de soro dos caes. Foram utilizadas as molduras com os dispositivos
de pocos 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 proporc¢ao 1:100 e, em seguida, distribuidos nas colunas e fileiras da
placa. Os controles (positivo, negativo e sem soro) foram distribuidos em duplicata. As placas
sensibilizadas foram seladas com a folha adesiva e foi incubada a 37°C. Depois de preparado
o tampao de lavagem e removida a folha adesiva da placa, o contetido foi aspirado e lavado
seis vezes, sendo 200 pl/orificio, a cada 30 a 60 segundos entre uma lavagem e outra.

A leitura das placas foi realizada no leitor para microplacas (Benchmark, Bio-Rad
Laboratories) equipado com filtro de 450 nm, sem a utilizagdo de filtro de referéncia. O

calculo do ponto de corte obedeceu as orientagdes do fabricante.
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6.6 Analise dos dados

Os dados foram analisados descritivamente através de frequéncia absolutas e
percentuais. Para avaliar a diferenga entre localidades ou associagdo entre varidveis
categoricas foi utilizado o teste qui-quadrado de Pearson ou o exato de Fisher quando as
condig¢des para utilizagdo do teste qui-quadrado ndo foram verificadas. Para avaliar a for¢a da
associacao nos cruzamentos das variaveis categoricas foi obtido o valor do Odds Ratio (OR)
ou razdo de chances com respectivo intervalo de confianga. Para avaliar o grau de
concordancia entre os testes aplicados foi obtido o percentual de concordancia e o valor do
kappa (ALTMAN, 1991; CONOVER, 1980).

A margem de erro utilizada nas decisdes dos testes estatisticos foi de 5% e os
intervalos foram obtidos com 95% de confianga. Os dados foram digitados na planilha Excel®
e 0 programa estatistico utilizado para digitacao dos dados e obtengao dos calculos estatisticos

foi o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao 21.

6.7 Consideragoes éticas

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes sob o niumero 36/2012 (ver Anexo A). Conforme o
Apéndice B, todos os proprietarios de cdes participantes nessa pesquisa assinaram um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), autorizando a participagao do seu animal no

estudo.
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7. RESULTADOS

Dos 360 animais avaliados, 73 (20,3%) eram da localidade de Atapuz, 155 (43,0%)
de Tejucupapo e 132 (36,7%) de Pontas de Pedra (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise descritiva dos cées por localidade estudada em Goiana-PE

Localidades
Variavel Atapuz Tejucupapo Pontas de Pedra Valor de p
n % n % n %o

TOTAL 73 100,0 155 100,0 132 100,0

o Idade
Até 1 ano - - 10 6,5 13 9,8 pV'=0,022%
Mais de 1 ano 73 100,0 145 93,5 119 90,2

® Sexo
Macho 29 39,7 81 52,3 74 56,1 p"'=0,076
Fémea 44 60,3 74 47,7 58 439

e Raca
CRD 5 6,8 20 12,9 7 53 p"'=0,062
SRD 68 93,2 135 87,1 125 94,7

o Porte
Grande 16 21,9 5 3,2 7 53 p"<0,001*
Médio 50 68,5 145 93,5 107 81,1
Pequeno 7 9,6 5 32 18 13,6

e Cor dos pelos
Claro 54 74,0 97 62,6 85 64,4 p"=0,226
Escuro 19 26,0 58 37,4 47 35,6

e Comprimento dos pelos
Curto 65 89,0 136 87,7 118 89,4 p=0,901
Longo 8 11,0 19 12,3 14 10,6

e Moradia
Urbana - - - - - - *k
Rural 73 100,0 155 100,0 132 100,0

e Proximidade da mata
Sim 73 100,0 155 100,0 132 100,0 o
Nao - - - - - -

e Animais de producdo
Sim 27 37,0 39 252 28 21,2 pV=0,045*
Nao 46 63,0 116 74,8 104 78,8

e Forma de criagdo
Domiciliado 45 61,6 89 57,4 46 34,8 pV'<0,001*
Semidomiciliado 28 38,4 66 42,6 86 65,2

o Lugar de criagdo
Dentro de casa 9 12,3 31 20,0 16 12,1 p"'=0,126
Quintal 58 79,5 120 77,4 109 82,6
Rua 6 8,2 4 2,6 7 53

e Funcdo do cdo
Guarda 58 79,5 122 78,7 104 78.8 p?=0,213
Companhia 13 17,8 33 21,3 28 21,2

Caca 2 2,7 - - - -

Fonte: O autor.

Nota: (*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
(**): Nao foi possivel determinar devido a auséncia de categorias.
(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.
(2): Através do teste Exato de Fisher.
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A maioria dos animais possuia mais de um ano de idade (93,6%), eram machos
(51,1%), de porte médio (83,9%), com pelos claros (65,6%) e curtos (88,6%). A maior parte
(91,1%) dos caes era sem raga definida (SRD). Dentre os animais com raca definida (CRD),
os poodles corresponderam a 59,3%. Todos os animais viviam em area rural, onde era comum
encontrar resquicios de Mata Atlantica e inimeras constru¢des precarias, muitas vezes sem

iluminagdo publica e/ou saneamento basico (Figura 2).

Figura 2 — Resquicios de Mata Atlantica circundam grande parte do
municipio de Goiana-PE.

Fonte: O autor.

Em algumas moradias onde se encontravam os caes, também foi constatada a criagdo
de animais de producdo (26,1%) (caprinos, bovinos, equinos, suinos e galinaceos), que
segundo os proprietarios destinavam-se a subsisténcia da propria familia e/ou comercializagao
e, no caso dos equinos, para tragdo e/ou transporte. Basicamente o local para criacdo destes
animais era o quintal, proximos aos caes, sendo observada também grande quantidade de
animais soltos nas ruas (Figura 2). A localidade onde se encontra em maior frequéncia esses
animais foi em Atapuz (37,0%). Dentre as moradias onde os proprietarios dos cdes possuiam
algum animal de producdo, foi bastante comum a existéncia de galinhas nos quintais (87,2%)

(Figura 3).
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Figura 3 — Criagdo de galinhas em quintal de uma residéncia no
municipio de Goiana-PE.

O percentual de caes domiciliados (Figura 4) foi mais elevado em Atapuz (61,6%),
variando de 34,8% a 57,4% nos outros dois locais. Este percentual sofreu bastante influéncia
da variavel raga, chegando a 84,3% para cades CRD. Foram bastante frequentes animais cujos
proprietarios os criavam com a fun¢do de guarda (78,9%). Também foi constatado que a

maioria dos cdes passava maior parte do tempo no quintal (79,7%) (Figura 4).

Figura 4 — Cées domiciliados, presos em quintal no municipio de
Goiana-PE.

Fonte: O autor.



36

Em relacdo aos aspectos clinicos (Tabela 2), foram verificadas diferencas
significativas entre as trés localidades, em relacdo as varidveis: classificacdo clinica do cdo, e
alopecia, lesdes da pele, onicogrifose, paresia e linfonodomegalia. O percentual de animais
sintomaticos (Figura 5) foi mais elevado entre os animais de Atapuz (58,9%), variando de

29% a 48,5% nas outras duas localidades.

Tabela 2 — Anadlise clinica dos cées por localidade estudada em Goiana-PE.

Localidades
Variavel Atapuz Tejucupapo Pontas de Pedra Valor de p
n Y% n Y% n Y%

TOTAL 73 100,0 155 100,0 132 100,0

o Classificagdo
Sintomatico 43 58,9 45 29,0 64 48,5 p"'=0,001*
Assintomatico 73 100,0 145 93,5 119 90,2

o Condig¢ao nutricional
Normal 53 72,6 128 82,6 96 72,7 p?@ =10,090
Magro 17 23,3 22 14,2 33 25,0
Caquético 2 2,7 1 0,6 - -
Sobrepeso 1 1,4 4 2,6 3 2,3

o Coloragdo da mucosa ocular
Palida 10 13,7 37 23,9 34 25,8 p"=0,122
Rosea 63 86,3 118 76,1 98 74,2

® Alopecia
Sim 14 19,2 5 3.2 22 16,7 pM'<0,001*
Nao 59 80,8 150 96,8 110 83,3

o Lesdes de pele
Sim 54 74,0 97 62,6 85 64,4 p'=0,001*
Nio 19 26,0 58 37,4 47 35,6

o Onicogrifose
Sim 19 26,0 - - 8 6,1 pP'=<0,001*
Nio 54 74,0 155 100,0 124 93,9

o Secre¢do ocular
Sim 8 11,0 6 3,9 8 6,1 p"'=0,114
Nao 65 89.0 149 96,1 124 93,9

e Paresia do trem posterior
Sim 2 2,7 - - - - p?=0,041*
Nao 71 97,3 155 100,0 132 100,0

e Incoordenagdo motora
Sim 2 2,7 - - 1 0,8 p®=0,053
Nio 71 97,3 155 100 131 99,2

o Linfonodomegalia
Sim 15 20,5 3 1,9 10 7,6 pV'=<0,001*
Nao 58 79,5 152 98,1 122 92,4

Fonte: O autor.

Nota: (*): Diferenga significativa ao nivel de 5,0%.
(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.
(2): Através do teste Exato de Fisher.

A maioria dos cdes apresentou condi¢do nutricional normal (76,9%). A coloragao da
mucosa ocular résea foi observada em 77,5%, e apenas trés animais (0,8%) tinham

incoordenagdo motora. O percentual com onicogrifose foi mais elevado (26,0%) entre os de
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Atapuz. Ja o percentual com alopecia e/ou lesdo de pele (Figura 6) foi mais elevado entre os

animais de Atapuz e Pontas de Pedra, com 19,2% e 16,7% respectivamente.

Figura 5 — Cdo apresentando sintomatologia clinica sugestiva de
LVC (onicogrifose, alopecia, lesdes de pele e apatia, além de
linfonodomegalia e dificuldade de locomogdo, ndo mostradas na
imagem), no municipio de Goiana-PE.

Fonte: O autor

Figura 6 — C3o apresentando alopecia e lesdes de pele no municipio
de Goiana-PE.

F one: O autor.
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Na Tabela 3, analisa-se a positividade no teste TR-DPP® segundo as diferentes
variaveis consideradas. No geral, 13,05% nas amostras analisadas foram positivas. Nao foram
verificadas associacdes significativas (p > 0,05) entre os resultados do TR-DPP® ¢ as

variaveis analisadas.

Tabela 3 — Avaliagio dos resultados do TR-DPP” segundo a anélise descritiva dos cées.

TR-DPP®
Variavel Reagente Nio reagente Valor de p OR (ICa 95%)
n % n %
TOTAL 47 13,1 313 86,9
e Idade
Até 1 ano 1 43 22 95,7 p"=0,335 **
Mais de 1 ano 46 13,6 291 86,4
® Sexo
Macho 20 10,9 164 89,1 p@=0,208 1,00
Fémea 27 15,3 149 84,7 1,49 (0,80 2 2,76)
e Raca
CRD 3 9.4 29 90,6 p"'=0,783 1,00
SRD 44 13,4 284 86,6 1,50 (0,44 2 5,13)
o Porte
Grande 5 17,9 23 82,1 p"'=0,202 *E
Médio 41 13,6 261 86,4 o
Pequeno 1 33 29 96,7 w3
e Cor dos pelos
Claro 33 14,0 203 86,0 p?=0,471 1,28 (0,66 a 2,49)
Escuro 14 11,3 110 88,7 1,00
o Comprimento dos pelos
Curto 45 14,1 274 85,9 p?@=0,099 ok
Longo 2 4,9 39 95,1
e Animais de producdo
Sim 13 13,8 81 86,2 p?®=0,795 1,10 (0,552 2,18)
Nio 34 12,8 232 87,2 1,00
o Forma de criagdo
Domiciliado 20 11,1 160 88,9 p?=0,274 1,00
Semidomiciliado 27 15,0 153 85,0 1,41 (0,76 2 2,62)
o Lugar de criagdo
Dentro de casa 3 5,4 53 94,6 p?®=0,163 1,00
Quintal 41 14,3 246 85,7 2,94 (0,88 2 9,87)
Rua 3 17,6 14 82,4 3,79 (0,69 a 20,83)
e Funcdo do cdo
Guarda 43 15,1 241 84,9 p"'=0,067 *E
Companhia 4 54 70 94,6 wk
Caca - - 2 100,0 o

Fonte: O autor.

Nota: (**): Nao foi determinado devido a de auséncia de categorias, frequéncias nulas ou muito baixas.
(1): Através do teste Exato de Fisher.
(2): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se uma associagio significativa (p < 0,05) entre os resultados do TR-DPP®
e os seguintes sinais clinicos: alopecia, lesdes na pele, paresia e linfonodomegalia. Com

excegdo de paresia, os intervalos de confianca da OR excluiram o valor 1,00 (Tabela 4).
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Tabela 4 — Avaliagio dos resultados do TR-DPP” segundo a anélise clinica dos caes.

TR-DPP®
Variavel Reagente Nio reagente Valor de p OR (IC 2 95%)
n % n %

TOTAL 47 13,1 313 86,9

o (Classificagdo
Sintomatico 25 16,4 127 83,6 p"'=0,102 1,66 (0,90 a 3,08)
Assintomatico 22 10,6 186 89,4 1,00

o Condig¢ao nutricional
Normal 33 11,9 244 88,1 p?=0,082 o
Magro 11 15,3 61 84,7 *k
Caquético 2 66,7 1 33,3 Hok
Sobrepeso 1 12,5 7 87,5 Hok

o Coloragdo da mucosa ocular
Palida 15 18,5 66 81,5 p"'=0,097 1,75 (0,90 a 3,43)
Rosea 32 11,5 247 88,5 1,00

e Alopecia
Sim 11 26,8 30 73,2 p"'=0,005* 2,88 (1,33 a 6,24)
Nio 36 11,3 283 88,7 1,00

o Lesoes de pele
Sim 15 28,8 37 71,2 pV'<0,001* 3,50 (1,73 a 7,06)
Nao 32 10,4 276 89,6 1,00

¢ Onicogrifose
Sim 5 18,5 22 81,5 p?=0374 1,57 (0,57 2 4,38)
Nio 42 12,6 291 87,4 1,00

o Secrecdo ocular
Sim 6 27,3 16 72,7 p?=0,052 2,72 (1,01 a7,34)
Nio 41 12,1 297 87,9 1,00

e Paresia do trem posterior
Sim 2 100,0 - - p?=0,017* o
Nao 45 12,6 313 874

o Incoordenacgdo motora
Sim 1 33,3 2 66,7 p?=0,344 o
Nio 46 12,9 311 87,1

o Linfonodomegalia
Sim 8 28,6 20 71,4 p@=0,019* 3,05 (1,24 27,28)
Nio 39 11,7 293 883 1,00

Fonte: O autor.

Nota: (*): Associacdo significativa ao nivel de 5,0%.
(**): Nao foi determinado devido a ocorréncia de frequéncias nulas ou muito baixas.
(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.
(2): Através do teste Exato de Fisher.

Nas Tabelas 5 e 6, analisou-se a positividade no teste EIE-LVC segundo os dados de
caracterizacdo e os sinais clinicos apresentados pela populacdo canina estudada. Nao foram

verificadas associagdes significativas entre os resultados do teste EIE-LVC com nenhuma das

variaveis de caracterizacao (Tabela 5).



Tabela 5 — Avaliacdo dos resultados do teste EIE-LVC segundo a analise descritiva dos caes.

EIE-LVC
Variavel Reagente Nio reagente Valor de p OR (IC a 95%)
n % n %
TOTAL 21 58 339 94,2
o Idade
Até 1 ano - - 23 100,0 p"'=0,382 o
Mais de 1 ano 21 6,2 316 93,8
® Sexo
Macho 9 4,9 175 95,1 p@=0,436 1,00
Fémea 12 68 164 93,2 1,42 (0,58 2 3,47)
e Raca
CRD 1 , 31 96,9 p"'=0,708 o
SRD 20 , 308 93,9
e Porte
Grande 2 7.1 26 92,9 p"'=0,339 o
Médio 19 63 283 93,7 *x
Pequeno - - 30 100,0 *x
e Cor dos pelos
Claro 17 72 219 92,8 p?=0,126 2,33 (0,77 a 7,08)
Escuro 4 32 120 96,8 1,00
o Comprimento dos pelos
Curto 20 63 299 93,7 p"'=0,490 o
Longo 1 2,4 40 97,6
e Animais de producdo
Sim 5 53 89 94,7 p?®=0,805 1,00
Nio 16 6,0 250 94,0 1,14 (0,41 2 3,20)
e Forma de criagdo
Domiciliado 9 5,0 171 95,0 p@=0,500 1,00
Semidomiciliado 12 67 168 93,3 1,36 (0,56 a3,31)
e Lugar de criagdo
Dentro de casa - - 56 100,0 p"'=0,092 o
Quintal 20 7,0 267 93,0 *x
Rua 1 5,9 16 94,1 o
o Fungdo do cdo
Guarda 20 7,0 264 93,0 p"'=0,194 o
Companhia 1 1,4 73 98,6 w3k
Caga - - 2 100,0 o

Fonte: O autor.

Nota: (**): Nao foi determinado devido a de auséncia de categorias, frequéncias nulas ou muito baixas.

(1): Através do teste Exato de Fisher.
(2): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.

Verifica-se uma associagdao significativa entre os resultados do EIE-LVC

€
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seguintes sinais clinicos: classificacdo clinica, condi¢ao corporal, alopecia, lesdes na pele,

secrecdo ocular, paresia e linfonodomegalia (Tabela 6). Com exce¢do de paresia os intervalos

de confianga da OR excluiram o valor 1,00.
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Tabela 6 — Avaliagdo dos resultados do EIE-LVC segundo a analise clinica dos caes.

EIE-LVC
Variavel Reagente Nio reagente Valor de p OR (IC a2 95%)
n % n %

TOTAL 21 58 339 94,2

o (Classificagdo
Sintomético 17 11,2 135 88,8 p" <0,001* 6,42 (2,12 2 19,50)
Assintomatico 4 1,9 204 98,1 1,00

o Condig¢ao nutricional
Normal 14 5,1 263 94,9 p? =10,020* *E
Magro 5 6,9 67 93,1 Hk
Caquético 2 66,7 1 33,3 Hk
Sobrepeso - - 8 100,0 **

o Coloragdo da mucosa ocular
Palida 8 9,9 73 90,1 p?®=0,103 2,24 (0,90 a 5,62)
Rosea 13 4,7 266 95,3 1,00

e Alopecia
Sim 9 22,0 32 78,0 p@<0,001* 7,20 (2,82 a 18,38)
Nio 12 3,8 307 96,2 1,00

o Lesoes de pele
Sim 11 21,2 41 78,8 p? <0,001* 8,00 (3,20 a 19,99)
Nio 10 3,2 298 96,8 1,00

¢ Onicogrifose
Sim 4 14,8 23 85,2 p?@=0,062 3,23 (1,00 a 10,40)
Nio 17 5,1 316 94,9 1,00

o Secrecdo ocular
Sim 5 22,7 17 77,3 p@=0,006* 5,92 (1,94 a 18,08)
Nio 16 4,7 322 95,3 1,00

e Paresia do trem posterior
Sim 2 100,0 - - p?=10,003* *E
Nao 19 53 339 94,7

o Incoordenacgdo motora
Sim 1 333 2 66,7 p?=0,165 *E
Nio 20 5,6 337 94,4

o Linfonodomegalia
Sim 5 17,9 23 82,1 p?@=0,017* 4,29 (1,44 2 12,77)
Nio 16 4.8 316 95,2 1,00

Fonte: O autor.

Nota: (*): Associagao significativa ao nivel de 5,0%.
(**): Nao foi determinado devido a de auséncia de categorias, frequéncias nulas ou muito baixas.
(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.
(2): Através do teste Exato de Fisher.

Conforme os dados incluidos na Tabela 6, destaca-se que o percentual de animais
reagentes foi mais elevado entre os caes sintomaticos (Figuras 7), caquéticos, com alopecia,

com lesao de pele, com secrecdo ocular, com paresia e linfonodomegalia.
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Figura 7 — Caes positivos no EIE-LVC para LVC apresentando sinais clinicos como onicogrifose,
caquexia e lesdes de pele, além de secrecdo ocular, linfonodomegalia e paresia do trem posterior
observados no momento da consulta veterinaria, mas ndo mostrados nas fotos.

Fonte: O autor.

Nas Tabelas 7 e 8 estdo incluidos os resultados da LVC considerando como critério
de soropositividade a positividade no TR-DPP® (triagem) e no EIE-LVC (confirmatério). De
acordo com esse critério, apenas 4,2% dos animais foram classificados como reagentes, nao

sendo registrada associa¢do significativa com as variaveis estudadas (p > 0,05).
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Tabela 7 — Analise descritiva dos animais reagentes e nio reagentes para LVC segundo a recomendacdo do
Ministério da Satide do Brasil (TR-DPP® + EIE-LVC).

TR-DPP® + EIE

-LVC

Variavel Reagente Niéo reagente Valor de p OR (IC 2 95%)
n % n %
TOTAL 15 42 345 95,8
e Idade
Até 1 ano - - 23 100,0 pP=0,611 ok
Mais de 1 ano 15 4,5 322 95,5
e Sexo
Macho 5 2,7 179 97,3 p?=0,159 1,00
Fémea 10 57 166 94,3 2,16 (0,72 a 6,44)
e Raca
CRD 1 3,1 31 96,9 p®=1,000 **
SRD 14 43 314 95,7
e Porte
Grande 2 7,1 26 92,9 p®=0,330 ok
Médio 13 43 289 95,7
Pequeno - - 30 100,0
e Cor dos pelos
Claro 11 47 225 95,3 p@=0,517 1,47 (0,46 a 4,71)
Escuro 4 32 120 96,8 1,00
e Comprimento dos pelos
Curto 15 47 304 95,3 p®=0235 ok
Longo - - 41 100,0
e Animais de producdo
Sim 4 43 90 95,7 p®=1,000 1,03 (0,32 a 3,32)
Nio 11 41 255 95,9 1,00
e Forma de criagdo
Domiciliado 7 3,9 173 96,1 p@=0,792 1,00
Semidomiciliado 8 4.4 172 95,6 1,15 (0,41 a 3,24)
o Lugar de criagdo
Dentro de casa - - 56 100,0 p M=0,174 Hk
Quintal 14 49 273 95,1
Rua 1 59 16 94,1
e Funcdo do cdo
Guarda 14 49 270 95,1 p®=0,379 *ok
Companhia 1 1,4 73 98,6
Caga - - 2 100,0

Fonte: O autor.

Notas: (**): Nao foi determinado devido a de auséncia de categorias, frequéncias nulas ou muito baixas.
(1): Através do teste Exato de Fisher.
(2): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que, com exce¢do das variaveis: coloracdo da

mucosa ocular e

incoordenagdo motora, as demais varidveis estavam associadas com os resultados de

positividade em ambos os testes. Destaca-se que o percentual de animais reagentes foi mais

elevado entre os sintomaticos do que assintomaticos. O percentual de animais reagentes

também foi mais elevado entre os animais que tinham as seguintes manifestacdes clinicas (em

detrimento aos que ndo as apresentaram): alopecia (19,5% x 2,2%); lesdo de pele (19,2% x

1,6%); onicogrifose (14,8% x 3,3%); secrecdo ocular (18,2% x 3,3%); linfonodomegalia

(17,9% x 3,0%). Os dois animais que apresentaram paresia do trem posterior também foram

reagentes em ambos os testes.
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Tabela 8 — Andlise clinica dos animais reagentes ¢ ndo reagentes para LVC segundo a recomendacdo do
Ministério da Satide do Brasil (TR-DPP® + EIE-LVC).

TR-DPP®+ EIE-LVC

Variavel Reagente Nio reagente Valor de p OR (IC 2 95%)
n % n %

TOTAL 15 4,2 345 95,8

e (Classificagdo
Sintomético 13 8,6 139 91,4 p©<0,001* 9,63 (2,14 a 43,35)
Assintomatico 2 1,0 206 99,0 1,00

e Condig¢do nutricional
Normal 9 32 268 96,8 p @=0,007* **
Magro 4 5,6 68 94,4
Caquético 2 66,7 1 333
Sobrepeso - - 8 100,0

o Coloragdo da mucosa ocular
Palida 6 7.4 75 92,6 p?=0,114 2,40 (0,83 2 6,96)
Roésea 9 32 270 96,8 1,00

e Alopecia
Sim 8 19,5 33 80,5 p @ <0,001* 10,80 (3,68 a 31,69)
Nio 7 2,2 312 97,8 1,00

o Lesoes de pele
Sim 10 19,2 42 80,8 p @ <0,001* 14,43 (4,70 a 44,26)
Nio 5 1,6 303 98,4 1,00

® Onicogrifose
Sim 4 14,8 23 85,2 p@=0,019% 5,09 (1,50 a 17,24)
Nio 11 33 322 96,7 1,00

e Secregdo ocular
Sim 4 18,2 18 81,8 p @ =0,009% 6,61 (1,91 a22,80)
Nio 11 33 327 96,7 1,00

e Paresia do trem posterior
Sim 2 100,0 - - p @ =0,002% ok
Nio 13 3,6 345 96,4

o Incoordenagdo motora
Sim 1 33,3 2 66,7 p@=0,120 **
Nio 14 3,9 343 96,1

o Linfonodomegalia
Sim 5 17,9 23 82,1 p @ =0,003* 7,00 (2,21 a22,19)
Nio 10 3,0 322 97,0 1,00

Fonte: O autor.

Nota: (*): Associagao significativa ao nivel de 5,0%.
(**): Nao foi determinado devido frequéncias nulas ou muito baixas.
(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.

(2): Através do teste Exato de Fisher.

Por fim, na Tabela 9 foram analisados os resultados conjuntos dos testes de TR-DPP®

e EIE-LVC, onde ¢ possivel verificar que a maioria (85,3%) dos caes foi ndo reagente nos dois

exames, 8,9% foram reagentes apenas no TR-DPP® e 1,7% apenas no EIE-LVC. Houve 89,4%

de resultados concordantes, obtendo-se um valor do kappa de 0,39 (intervalo de confianca de

95%: 0,24 a 0,54), indicando uma fraca concordancia entre os testes.



Tabela 9 — Comparagio dos resultados obtidos pelo TR-DPP® ¢ pelo EIE-LVC.

EIE-LVC Concordéncia
TR-DPP® Reagente Nio reagente Observada Kappa (IC a 95%)
N % N % N %
e Reagente 15 4,2 32 8,9 322 89,4 0,39 (0,24 a 0,54)
e Nao reagente 6 1,7 307 85,3
TOTAL 21 5,8 339 94,2

Fonte: O autor.
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8 DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se que nos cies positivos no TR-DPP® (n=47), EIE-
LVC (n=21) e de acordo com o critério do Ministério da Satde do Brasil (n=15), 53,1%,
80,9% e 86,6%, respectivamente, apresentou sinais clinicos sugestivos de LVC. A existéncia
de muitos animais sintomaticos dentre os reagentes para a infec¢ao na sorologia também ja foi
observado por outros autores (DANTAS-TORRES et al., 2006b; MAIA; CAMPINO, 2008;
MORALES-YUSTE et al.,, 2012). Embora a sintomatologia da LVC seja bastante
diversificada, a doenga estd fortemente associada as alteragdes dermatoldgicas (CORTES et
al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2014; RONDON et al., 2008).

Segundo Nunes et al. (2007), 20 a 40% da populagdo canina que se encontra em
areas endémicas para LVC possui anticorpos anti-Leishmania spp., porém a prevaléncia da
doenga clinica ocorre entre 3 a 10%. De fato, a maioria dos caes infectados por Leishmania
spp. sdo assintomaticos (CASTRO-JUNIOR et al., 2014). No municipio de Goiana, através da
analise sorologica por meio do TR-DPP®, pelo EIE-LVC e seguindo o protocolo
recomendado pelo Ministério da Satde do Brasil (TR-DPP® + EIE-LVC), foram encontradas
prevaléncias de anticorpos anti-Leishmania spp. de 13,1%, 5,8% e 4,2%, respectivamente.

Ao avaliar a soroprevaléncia da infec¢ao por L. infantum em caes em algumas cidades
no estado de Pernambuco, foram encontradas frequéncias de 40,3% no municipio de Paulista
(DANTAS-TORRES et al., 2006), 12,3% no municipio de Sao Vicente Férrer (SILVA;
BRAGA, 2008) e de 4,41% em Ipojuca (BEZERRA et al., 2011). No estado do Ceara, 26,2%
dos caes domiciliados e 21,4% dos cades errantes, que participaram do estudo possuiam
anticorpos anti-Leishmania spp. (RONDON et al., 2008). No Rio Grande do Norte, Amora et
al. (2006) encontraram soroprevaléncia de 45% em caes da zona rural e 35% da zona urbana
de Mossoro. Na Bahia, Julido et al. (2007) demonstraram prevaléncia de 21,7% de infeccao
entre os cdes estudados. E na Paraiba, Vidal (2008) encontrou positividade em 3% dos caes.
Em Alagoas, Martins (2008) obteve 1,95% de positividade entre os cdes avaliados. J& no
Tocantins, na cidade de Araguaiana, 51,35% dos caes avaliados foram soropositivos para a
infeccdo por Leishmania sp. (MORALIS et al., 2013). Em Minas Gerais, Penaforte et al. (2013)
na cidade de Divinopolis e Castro-Junior et al. (2014) na cidade de Juiz de Fora encontraram
soropositividade de 28,08% e 3,8% respectivamente entre os caes avaliados. Por fim, no Rio
de Janeiro, no municipio de Itaguai, Silva et al. (2013) detectaram uma soropositividade de

28,24%.
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Como visto, a infec¢do encontra-se distribuida em todas as regides do Brasil, assim
como em outros paises, como, por exemplo, em Portugal, onde Cortes et al. (2012) obtiveram
positividade em 5,86% dos cdes estudados. Na cidade de Orense, na Espanha, Mir6 et al.
(2012) detectaram soroprevaléncia de 35,6% dentre os cdes avaliados. No México, Lopez-
Céspedes et al. (2012) encontraram 6,07% de soroprevaléncia nos cdes da Peninsula de
Yucatan. Na cidade de Gizé, no Egito, Rosypal et al. (2012) relataram que 10% dos caes
avaliados foram sororeagentes. Na Palestina, Hamarsheh et al. (2012) encontraram uma
prevaléncia de 7,5%. Na China foi obtida prevaléncia de 59,43% de infec¢do para Leishmania
sp., sendo destes cdes, 57% assintomaticos para a doenga (WANG et al., 2011). Por fim,
Salvatore et al. (2013) em San Marino, na Italia, encontraram soroprevaléncia de 3,9% entre
os caes analisados. Recentemente foi descrito na Roménia um caso autdctone de LVC, apds
80 anos sem relatos da doenga (MIRCEAN et al., 2014). Como visto, a LVC trata-se de uma
doenca com distribuicdo cosmopolita e em processo de expansao.

Em relacdo aos sinais clinicos mais frequentemente encontrados entre os caes
sintomaticos no municipio de Goiana-PE foi encontrado, sobretudo: mucosas oculares
hipocoradas, lesdes de pele, alopecia, linfonodomegalia e onicogrifose. Ja Gongalves (2010)
encontrou descamacao, alopecia, ulceras (principalmente na orelha), caquexia, onicogrifose,
ceratoconjuntivite e mucosas oculares hipocoradas. Comportamento semelhante também ja
foi encontrado em Belo Horizonte por Quaresma et al. (2009). No municipio de Paulista,
Dantas-Torres et al. (2006) encontraram caes apresentando perda de peso, dermatite, alopecia,
ulceras cutaneas, conjuntivite e onicogrifose. J4 em area urbana de Natal, Queiroz et al.
(2009) encontraram sinais como emagrecimento, conjuntivite e onicogrifose, lesdes crostosas,
especialmente ao redor dos olhos, nas orelhas e nos membros, alopecia, lesdes ulceradas,
hiperqueratose e descamacao. Almeida et al. (2010), em area urbana de Cuiab4, encontraram
resultados semelhantes, sendo os de maior frequéncia: alopecia, tlcera de ponta de orelha,
descamacdo, onicogrifose e conjuntivite. Recentemente em Minas Gerais, Castro-Junior et al.
(2014) encontraram dentre os cdes com LVC, a onicogrifose como o sinal clinico mais
prevalente. Como visto, a LVC possui um repertorio variado de manifestagdes clinicas, nao
existindo sinais patognomonicos para a doenca. No entanto, o que se pode inferir a partir da
analise clinica dos animais com LVC ¢ que grande parte deles, apresentam sinais
dermatoldgicos, o que também foi concluido por Perego et al. (2014).

Em detrimento do vasto repertério clinico que os animais sororeagentes podem
manifestar com a doenga, a maioria dos cdes estudados (57.8%) eram assintomaticos para

LVC, resultado semelhante encontraram Dantas-Torres et al. (2006) onde 88,5% dos
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apresentaram-se assintomaticos para a doenca na cidade do Paulista. Ja Queiroz et al. (2009)
encontraram, em area urbana de Natal, 37% dos animais assintomaticos para a LVC.
Geralmente costuma-se encontrar uma prevaléncia alta de assintomaticos dentre os animais
infectados por L. infantum. Além da influéncia do sistema imunologico do animal, o exame
veterinario pode mascarar alguns sinais clinicos e alteragdes hematoldgicas e bioquimicas,
potencialmente levando a um erro diagndstico.

Os aspectos relacionados a presenga da LVC em uma determinada populacao de caes
ainda nao sdao bem compreendidos (RONDON et al., 2008). Assim como no presente estudo,
outros pesquisadores ndo conseguiram identificar fortes associagdes entre potenciais fatores
de risco e a doenga (BELO et al., 2013; MIRANDA et al., 2008; PENAFORTE et al., 2013).
A maioria dos caes sororeagentes em Goiana tinha idade acima de 1 ano. Para alguns autores
a prevaléncia de infecg¢do canina de L. infantum tem distribuicdo bimodal, com um pico entre
cdes com menos de trés anos e outra entre oito ¢ dez anos de idade (CORTES et al., 2012;
COURA-VITAL et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2014; MIRO et al., 2012), embora este
padrao nao tenha sido observado por outros autores (PENAFORTE et al., 2013). Neste
trabalho ndo foram encontradas diferengas significativas na prevaléncia entre machos e
fémeas, o que estd de acordo com outros autores (CORTES et al., 2012; DANTAS-TORRES
et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2014; HAMARSHEH et al., 2012), embora alguns estudos
tenham encontrado maior prevaléncia em cdes machos (DANTAS-TORRES et al., 2006;
HAMARSHEH et al., 2012), justificado pelo fato de que muitos caes machos tém habitos de
caca, de dominagdo de territorio e de busca por fémeas o que poderia expor mais esses
animais ao contato com os vetores (MIRANDA et al., 2008).

No presente estudo, também ndo houve diferengas significativas na prevaléncia de
cdes SRD e CRD, concordando com os achados de Figueiredo et al. (2014). No entanto,
Cortes et al. (2012) concluiram que a raca dos cdes foi um fator de protecao, sendo os SRD
mais resistentes a infec¢do, em seu estudo em Portugal. Em teoria, todas as racas de caes sao
suscetiveis a infec¢do por Leishmania spp. embora, como ja mencionado, algumas racas, tais
como o cao de Ibiza e os caes SRD, desenvolveram um certo nivel de resisténcia (SOLANO-
GALLEGO et al., 2000).

Houve maior prevaléncia da infec¢do em caes de pelo curto, o que suporta a hipotese
de que os pelos curtos poderiam facilitar o repasto sanguineo do vetor no cdo, aumentando
assim a chance do animal contrair a infec¢ao (CORTES et al., 2012; COURA-VITAL et al.,
2013; MIRO et al., 2012; RONDON et al., 2008). Rondon et al. (2008) encontraram

associacdo significativa entre o tamanho e a funcdo dos animais, sendo aqueles de porte
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médio ou grande e/ou com fungdo de guarda os que tinham maior probabilidade de estarem
infectados. No presente estudo foi observada maior prevaléncia entre os caes de porte médio
ou grande e/ou com fung¢do de guarda, o que pode ser explicado pelo fato de esses animais
serem geralmente mantidos fora de casa, tornando-os mais disponiveis para o vetor (CORTES
et al., 2012; COURA-VITAL et al., 2013). Além disso, Penaforte et al. (2013) sugerem que a
maior area corporal também poderia ser um facilitador para os flebotomineos.

A maioria dos animais deste estudo passava grande parte do tempo no quintal, tantos
os domiciliados quanto os semidomiciliados, mesmo ndo havendo uma associagdo
significativa para tal forma de criagdo e a infec¢do nos caes. Ademais, em varias residéncias
foram encontrados animais de producdo tanto nos quintais como soltos nas ruas, sendo
importante ressaltar, as precarias condi¢des sanitarias na maioria destes criadouros. Para
Coura-Vital et al. (2013) a presenca de esterco e/ou folhas secas no quintal foi associado a
infeccdo canina por L. infantum. A presenga de matéria organica depositada no peridomicilio
pode favorecer o desenvolvimento do vetor propiciando habitat e alimentagdo para as fases
imaturas (LAINSON; RANGEL, 2003). Dentre os animais de produgdo encontrados nas
residéncias visitadas em Goiana, grande parte eram galindceos (87,2%), talvez pela facil
manuten¢do da criagdo dessas espécies e sua comum utilizagdo para subsisténcia de muitas
familias, seja pela producdo de ovos e/ou carne. Os galinheiros sdo ecotopos que atraem
bastantes flebotomineos, principalmente a espécie L. longipalpis (BRANDAO-FILHO et al.,
2011), aumentando assim o risco de contato entre o vetor e os caes (OLIVEIRA et al., 2010).
Além de galinhas, este inseto também se alimenta em outras espécies como bovinos, equinos,
caprinos dentre outros, o que comprova o seu carater oportunista. Além da presenca destes
animais de producao, os locais onde eles sdo criados podem contribuir para a manutencao da
endemicidade da doenga na regido, pois segundo Rondon et al. (2008) o risco de infecgdo
canina ¢ maior em casas com abundante vegetacdo vizinha, cenario este encontrado nas trés
areas estudadas no municipio de Goiana. A identificacdo desses fatores pode contribuir para a
delimitacdo de areas de maior risco para a LVC, no entanto estudos sobre fatores de risco para
a doenga em areas endémicas ainda sdo escassos (DA SILVA et al. 2012). Em relacao aos
desafios do diagnodstico da LVC, ¢ consenso entre os pesquisadores, que um teste de
diagnostico eficaz deve ser capaz de confirmar uma suspeita clinica em um paciente, detectar
a infec¢do em animais assintomaticos, possuir alta sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade, ser de facil execucdo, de baixo custo, serem viaveis em laboratérios ou
adaptaveis para condi¢des de campo e utilizar coletas ndo invasivas de amostras biologicas

(MAIA; CAMPINO, 2008). No entanto, essas condi¢des ainda ndo sdo uma realidade na
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rotina do diagnostico da LVC. Os testes sorologicos empregados rotineiramente pelas
autoridades de saude piblica para o diagnostico da infecgdo em cées sdo o TR-DPP® ¢ o EIE-
LVC.

O EIE-LVC ¢ um teste qualitativo de simples realizagdo. Contudo, assim como a
pode apresentar resultados falso-positivos (sangue hemolisado, anticorpos persistentes de
infec¢do antiga) e falso-negativos (anticorpos inativos, janela imunologica). O kit EIE-LVC
requer amostras de soro, certo conhecimento prévio e aparato laboratorial como pipetas
volumétricas e estufa a 37°C. Esse kit ¢ produzido por Bio-Manguinhos e distribuido
gratuitamente pelo Ministério da Saude do Brasil para os Laboratorios Centrais Estaduais de
Saude Publica (LACEN) para o diagnéstico da LVC.

J4 o teste TR-DPP® LVC permite o uso de amostras de soro ou de sangue, nio
fazendo necessario aparato laboratorial nem experiéncia prévia. Neste estudo, o TR-DPP®
apresentou-se como um bom preditor de infec¢do e/ou doencga ativa, além de ser um
procedimento simples, rapido e facil, podendo ser realizado tanto em campo como em
laboratorio.

Os resultados do TR-DPP® para diagnostico da LVC sofrem grande influéncia do
estado clinico e imunoldégico do animal. Quinnell et al. (2013) utilizando um outro teste
rapido (Kalazar Detect Canine Rapid Test™) encontraram uma sensibilidade global de 46% e
de 77% entre os caes sintomaticos. Havendo forte associac¢do entre a gravidade da doenca e a
positividade do teste, variando a sensibilidade entre os animais assintomaticos (33%),
oligoassintomaticos (96%) e polisssintomaticos (89%). Resultados semelhantes ja tinham sido
encontrados por GRIMALDI et al. (2012) onde o TR-DPP® teve sensibilidade de 98% entre
cdes sintomaticos, no entanto houve drastica redugdo deste valor entre caes assintomatico,
onde foi encontrada sensibilidade de apenas 47%. Ja Otranto et al. (2004) ao utilizar um outro
teste rapido (RapydTest™) em soros de cdes da Italia (area endémica) e na Suécia (4rea ndo
endémica), encontraram sensibilidade de 97% e especificidade de 100%. Resultado que
fizeram os autores a concluir que o emprego do teste ¢ uma alternativa rapida, sensivel e
especifica para o diagnostico da LVC. A utilizagdo de antigenos recombinantes pode
aumentar a sensibilidade do teste (TEIXEIRA et al., 2007). Nesta perspectiva, Fraga et al.
(2014) avaliaram a sensibilidade do um prototipo de um teste rapido (DPP rLcil A/rLci2B)
em soros de cdes sintomaticos de areas endémicas para LVC e concluiram que o formato
multi-antigénico, aumentaria a sensibilidade do teste de 88% para 93,5% e que esse prototipo

poderia oferecer resultados semelhantes ao TR-DPP®.



51

Desde 2011 o Ministério da Saude do Brasil passou a adotar o EIE-LVC como teste
sorologico confirmatério para LVC (BRASIL, 2011). Para Oliveira et al. (2006) essa
recomendacdo ¢ valida devido a otimizacao das agdes de controle ¢ monitoramento dessa
zoonose em suas areas de ocorréncia endémica. No entanto, Assis et al. (2010) ao
compararem técnicas de diagnostico da LVC baseadas na identificacdo direta do parasito, na
sorologia e em ferramentas moleculares, encontraram um indice de positividade de 65% no
EIE com antigeno soluvel de “L. (L.) chagasi” (=L. infantum) enquanto que na PCR
encontraram 97%. FEles concluiram que nenhuma prova diagnostica, quando testada
isoladamente, identificou adequadamente os cdes com LVC, sendo a PCR o método que
apresentou melhor desempenho.

Considerando que o TR-DPP® passou a ser o teste de triagem ¢ o EIE-LVC o teste
confirmatorio no programa de controle da LVC no Brasil, ¢ de grande importancia que haja
concordéncia entre os dois testes para que animais falso-negativos no TR-DPP® nio deixem
de ser submetidos ao teste EIE-LVC. Neste contexto, Gongalves (2010), ao comparar o EIE-
LVC com o TR-DPP®, observou uma concorddncia positiva de 86,67% (kappa = 0,73),
diferindo do presente estudo, onde foi verificada uma fraca concordancia entre os testes. De
fato, 1,7% dos animais foram negativos no TR-DPP® ¢ positivos no EIE-LVC, o que sugere
que um percentual considerado de animais falso-negativos permanecera longe das medidas de
controle e/ou tratamento.

Recentemente, Coura-Vital et al. (2014) sugeriram que o protocolo para diagnostico
soroldgico da LVC fosse modificado, passando o EIE-LVC a ser o teste de triagem e o TR-
DPP® o teste confirmatério. Eles alegaram, dentre outros motivos, que o TR-DPP" possui
sensibilidade que varia entre 93 e 100% e especificidade de 92 a 100% (GRIMALDI et al.,
2012; MARCONDES et al., 2013). Coura-Vital et al. (2014) enfatizam ainda que segundo
GRIMALDI et al. (2012) embora o TR-DPP® tenha a vantagem de facil armazenamento e
utilizacdo, rapidez no diagndstico e proporcionar flexibilidade no tipo de amostra biologica
utilizada (sangue, soro ou plasma), o uso de um leitor Optico, necessario no caso do EIE-LVC,
aumentaria a credibilidade dos testes. Segundo os mesmos autores, municipios com grande
demanda por diagnostico da LVC deveriam passar a utilizar o EIE-LVC para a triagem e o
TR-DPP® como teste confirmatério, no entanto, sabe-se que a sensibilidade do teste depende
da situacdo clinica dos cdes, sendo mais elevada em caes sintomadticos, os quais s3o a minoria
dentre os caes infectados por L. infantum. De fato, a maioria dos cdes classificados como
positivos, de acordo com o protocolo preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil, no

presente estudo, apresentavam sinais clinicos sugestivos LVC. Isso pode ser considerado
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como um grande avanco do programa de controle da LV, tendo em vista que esses animais
sd0 0s principais reservatorios responsaveis para manutencao da infec¢do em areas endémicas
(QUINNELL; COURTENAY, 2009). No entanto, novas pesquisas no intuito de aumentar a
sensibilidade do teste de triagem (TR-DPP®), principalmente em caes assintomaticos, devem
ser estimuladas.

Além do mais, nos ultimos anos, o municipio de Goiana vem sendo palco de
iniimeras transformagdes econdmicas, sendo apontado como o novo poélo industrial, logistico
e farmaco-quimico do estado de Pernambuco, com grandes empresas se estabelecendo na
regido, dentre elas Fiat (automoveis), Hemobras (hemoderivados), Vita Derm (cosméticos) e
Multilab (genéricos e similares), inclusive, com promessas de construcdo de um porto
maritimo na cidade. A cidade também possui grande potencial turistico, com belas praias e
monumentos histdoricos. As praias de Atapuz e Pontas de Pedra sdo destino de veraneio de
muitos turistas, que na maioria das vezes desconhecem que a LV ¢ endémica na regido, o que
pode contribuir para que veranistas e seus caes sejam infectados por L. infantum durante a sua
permanéncia nessas localidades. Sem duvida, com todas essas mudancas e crescimento,
espera-se que a populagdo da cidade cresga substancialmente nos préximos anos devido a
chegada de turistas, veranistas, trabalhadores, dentre outros. Além disso, o desmatamento de
areas de florestas e as precarias condi¢des de saneamento e infraestrutura da regido poderao
contribuir para que mais pessoas e/ou animais fiquem expostos a infec¢do caso o
enfrentamento dessa doenc¢a nao seja priorizado pelas autoridades de satide publica. Tendo em
vista que os resultados de soroprevaléncia da LVC sdo apenas a ponta do iceberg, acredita-se
que o numero de animais infectados com L. infantum seja bem mais expressivo em Goiana.

De qualquer forma, outros estudos, preferencialmente longitudinais, sdo necessarios
para melhor compreensdo dos diversos fatores relacionados a clinica, transmissdo e

diagnéstico da infecgdo por L. infantum em caes.
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9. CONCLUSOES

a) A LVC encontra-se estabelecida no municipio de Goiana-PE, com prevaléncia
relativamente baixa;

b) O repertdrio de sinais clinicos em caes soropositivos ¢ bastante diversificado, sendo os
problemas dermatologicos os mais frequentes;

¢) O uso do TR-DPP® como teste de triagem e do EIE-LVC como teste confirmatorio
pode levar a perda de caes infectados, devido a baixa concordancia entre os testes

encontrada neste estudo.
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APENDICE A - FICHA DE AVALIACAO DOS CAES

FICHA DE INVESTIGACAO CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

PROJETO: SOROPREVALENCIA, FATORES E ASPECTOS CLINICOS ASSOCIADOS A
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA EM GOIANA, ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL

CODIGO UNICO:

1. IDENTIFICACAO DO CAO

Nome do proprietario:

Nome do animal: Idade:

Raga:

Sexo: () macho ( ) fémea

Enderego:

2. INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA

e  Areademoradia: ( )rural ( )urbana

e  Proximidade da moradia com mata/floresta: () sim ( ) nao

e  Animais* de produ¢ao no domicilio/peridomicilio: () sim ( ) ndo

*Quais?

e  Animais silvestres (raposa, roedores, marsupiais) proximos ao domicilio: () sim ( ) ndo

*Quais?

e Forma de criagdo do animal: ( ) domiciliado ( ) semidomiciliado
e Lugar onde o animal passa mais tempo? () dentro de casa () no quintal () narua

e Fungdo do animal: ( ) caca ( )companhia ( ) guarda ( ) pastoreio

Outras observagoes relevantes (presencga de ectoparasitos, casos de leishmaniose canina ou humana na

moradia, uso de repelentes):

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpqam.fiocruz.br
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3. EXAME CLINICO GERAL

Porte (tamanho) do animal: ( ) pequeno ( ) médio ( ) grande
Animal castrado: () sim ( ) ndo

Condigdo corporal: () caquético () magro ( )normal ( ) sobrepeso ( ) obeso
Colorag@o da mucosa ocular: () résea ( ) palida
Cumprimento dos pélos: () curto () longo

Cor dos pélos: () claro () escuro

Alopecia*: () sim () ndo

* Apresentacdo: () localizada ( ) disseminada

Descamacio furfuracea na pele (seborréia): () sim () ndo
Queratite: () sim () ndo

Lesoes de pele: () sim () ndo

* Localizagdo: () focinho ( ) orelha ( ) outros:

Onicogrifose: () sim ( ) ndo
Conjuntivite: () sim ( )nao

Secregdo ocular: () sim () ndo

Paresia do trem posterior: () sim ( ) ndo
Incoordenacdo motora: () sim () ndo
Aumento de linfonodos*: () sim () ndo

*Quais? () mandibular ( ) pré-escapular ( ) axial ( )inguinal ( ) popliteo

4. COLETA DE AMOSTRAS

Ectoparasitos: ( ) sim ( )ndo

Sangue: () sim () ndo

Soro: ( )sim ( ) ndo

Pele: ( )sim ( )ndo

Medula: () sim ( ) ndo

Linfonodo: () sim ( ) nao

Swab ocular: () sim () nao

Data: / /2013 Responsavel:

Médico Veterinario
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AGGEU MAGALHAES APENDICE B-TCL Ministério da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Convido o senhor (a): responsavel pelo animal: ,
da espécie: canina a participar do projeto de pesquisa: SOROPREVALENCIA, FATORES DE
RISCO E ASPECTOS CLINICOS ASSOCIADOS A LEISHMANIOSE VISACERAL CANINA
EM AREA ENDEMICA NO ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL. que tem como finalidade

avaliar a soroprevaléncia de leishmaniose (calazar) em cdes em area endémica da doenga no Estado de
Pernambuco, correlacionando os principais fatores de risco. Para tal, é necessaria que o senhor (a)
responda um questionario e autorize a coleta de sangue do seu animal equivalente a 5 ml
(correspondente a uma colher de sopa). Caso porventura, apos a coleta o local ficar um pouco
edemaciado (inchado), hematoma (arroxeado) e dolorido, tais sinais desaparecerdo em cerca de sete
dias, sem nenhum dano & satide de seu animal. E importante ressaltar que sua participagdo nio é
obrigatoria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar. Sua recusa ndo trara nenhum
prejuizo em relagao com o pesquisador ou com a instituigdo. Caso algum pergunta do questionario lhe
cause constrangimento, ndo € necessario que o senhor (a) a responda. As informagdes obtidas por
meio desta pesquisa serdo publicadas em meio académico e asseguramos o sigilo sobre sua
participagdo. Este termo sera assinado em duas vias, ficando uma de posse do pesquisador responsavel
e a outra entregue a vocé, onde consta o telefone e o endereco do pesquisador responsavel, podendo
tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento. Nao havera
incentivo financeiro para a sua participagdo nesta pesquisa. Em caso de dentncias a respeito de
alguma questdo ética sobre a mesma, vocé poderé entrar em contato com a Comissdo de Etica no Uso

de Animais do CPqAM/Fiocruz através do telefone (81) 2101-2639.

Pesquisador Responsavel: Thiago André S. de Andrade:

Endereco profissional: Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fiocruz, Campus da UFPE — Av. Moraes Rego,
s/n — Departamento de Imunologia.

E-mail: thiago.biovet@gmail.com Fone: (81) 9752-0276

Declaro que entendi os objetivos, riscos ¢ beneficios de minha participagdo, ¢ concordo,
voluntariamente, em participar.

Nome:
Assinatura: RG:

Goiana/PE, de de 2013.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpqam.fiocruz.br
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COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacio

Certificamos _que o projeto infitulado SOROPREVALENGIA E VARIAVEIS
EPIDEMIOLOGICAS ASSOCIADAS A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA E

FELINA EM ARE

Protocolado so
BRANDAQ. Est
COMISSAOQ DE

'ENDEMICA NO ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL.

6/2012 pelo (a) pesquisador (a) Dr. SINVAL PINTO
e acordo com a Lei 11.794/2008 e foi aprovado pela
A NO USO DE ANIMAIS do Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhdes/Fundacao Oswaldo Cruz (CEUA/ICPGAM) em 06/12/2012. Na

presente versio

‘este projeto esta licenciado e tem validade até 31 de

N° He Animais

Amostragem por conveniéncia
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