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ASPECTOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CAES
SORORREAGENTES PARA LEISHMANIOSE VISCERAL, EM FOCO DE
TRANSMISSAO NO DISTRITO FEDERAL — DF — BRASIL

RESUMO - A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma antropozoonose de
distribuicdo cosmopolita. No Brasil, € causada pela Leishmania (Leishmania) chagasi, que
tem flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis como vetores e grande variedade de
mamiferos, inclusive pessoas, como hospedeiros. As infecgdes mais comuns ocorrem em
mamiferos silvestres; em areas urbanas e periurbanas, o cao é o hospedeiro de maior
importancia epidemiolégica. Assim, o objetivo do estudo foi verificar aspectos clinicos e
epidemioldgicos, e avaliar a bioquimica sérica, inclusive proteinas de fase aguda, em
proteinograma em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), de
120 caes de regido periurbana com foco de transmissdo no Distrito Federal. Sessenta
caes eram sororreagentes e sessenta animais ndo eram reagentes a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para LVC. A soroprevaléncia observada foi de 24,5%,
sendo animais assintomaticos a maioria entre os cées sororreagentes ou ndo-reagentes a
RIFI para LVC. Nos animais sororreagentes oligossintomaticos, os sinais clinicos mais
evidentes foram lesbes cutaneas (primarias e secundarias), inclusive alopecia de nariz
e/ou orelhas. As médias das concentracgdes séricas de uréia, creatinina, colesterol, calcio,
fésforo, magnésio e das atividades de AST, ALT, ALP e GGT situaram-se na faixa de
normalidade para a espécie canina. Os teores séricos de colesterol e de HDL foram
inferiores e as concentragcbes séricas de proteinas totais e imunoglobulinas foram mais
elevadas em caes sororreagentes a RIFI. Notou-se uma proteina de peso molecular 33
kDa em caes sororreagentes a RIFI, ndo constatada em cades soronegativos. Ainda, em
animais sororreagentes, evidenciaram-se teores séricos superiores — embora nao
significativos, mas com provavel importancia biolégica — das proteinas de fase aguda

ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina e glicoproteina acida.

Palavras-chave: Aspectos clinicos, bioquimica sérica, cao, epidemiologia, Leishmania sp.,

proteinograma.



CLINICAL, EPIDEMIOLOGICAL AND LABORATORIAL ASPECTS OF
SEROREAGENTS DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS AT DISTRITO
FEDERAL — DF — BRASIL.

SUMMARY - Canine visceral leishmaniasis (CVL) is an anthropozoonotic infection
of cosmopolitan distribution. In Brazil, it is caused by Leishmania (Leishmania) chagasi and
transmitted by vector Lutzomyia longipalpis (sandfly), having a great variety of hosts
(including humans). The most common infections take place in wild mammals; in urban and
periurban areas, dogs are the most important epidemiological host. The aim of this study
was to verify clinical and epidemiological aspects of 120 dogs from the periurban area of
transmission at Distrito Federal. Serum biochemical evaluation (including acute phase
proteins) was performed using SDS-PAGE method. Sixty dogs were seroreagents and sixty
were not reactive to the indirect immunofluorescence assay (IFA) for CLV. Seroprevalence
rate was of 24.5%; asymptomatic dogs were the majority of seroreagent or non-reagent to
IFA for CLV. In the seroreagent oligosymptomatic animals the most evident clinical signs
were skin lesions (primary and secondary) including alopecy of nose and/or ears. Mean
concentration of urea, creatinine, cholesterol, calcium, phosphorus, magnesium and the
activities of AST, ALT, ALP and GGT were within normal limits for canine specie. Serum
cholesterol and HDL were inferior and total serum protein concentration and
immunoglobulins were more elevated in dogs seroreagent to IFA. In the dogs seroreagent
to IFA, it was noticed a protein with molecular weight of 33 kDa, not noticed in seronegative
animals. In the seroreagent animals, it was noticed increased serum levels of acute phase
proteins (ceruloplasmine, transferrin, haptoglobin and acid glycoprotein), although not

significative but with a probable biological importance.

Keywords — dogs, clinical aspects, epidemiology, Leishmania sp., proteinogram,

serological aspects.



1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma antropozoonose de distribuicdo cosmopolita
causada por protozoarios pleomorficos intracelulares com formas promastigotas e
amastigotas, pertencentes a familia Trypanosomidae, género Leishmania spp. (RIBEIRO,
1997; FEITOSA et al., 2000; GREENE et al, 2006). No Brasil, a LV é causada pela
Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937) (LAINSON & SHAW, 1987;
LAINSON & SHAW, 1992; WHO, 1998), sendo vetores os flebotomineos da espécie
Lutzomyia longipalpis (PEARSON & QUEIROZ-SOUSA, 1996; ALVAR et al., 2004,
MATHIAS, 2004). Os hospedeiros incluem grande variedade de mamiferos, inclusive o
homem, sendo infecgdes mais comuns as que ocorrem nos mamiferos silvestres; em
areas urbanas e periurbanas, o cdo é o hospedeiro de maior importancia epidemioldgica,
pois, quando infectado, constitui o principal reservatério doméstico do parasita e tem papel
fundamental na transmissdo para humanos (RIBEIRO, 1997; FEITOSA et al.,, 2000;
ALVAR et al., 2004; MATHIAS, 2004; BRASIL, 2006; GREENE et al., 2006; SAO PAULO,
2006).

A LV humana torna-se um problema real de saude publica, porque € uma infeccao
oportunista em pacientes imunocomprometidos. Com a crescente consciéncia do controle
da doenga em seres humanos, pesquisas em cées sdo desenvolvidas com objetivo de
elucidar a epidemiologia, a fisiopatologia da doenga, métodos diagndsticos e condutas
terapéuticas. Os novos resultados permitem entender melhor a doenca, além de auxiliar no
desenvolvimento de novos métodos diagndsticos e de controle da infeccdo em céaes
(ALVAR et al., 2004; GRAVINO, 2004; MATHIAS, 2004; ALMEIDA et al., 2005; BRASIL,
2006; SAO PAULO, 2006). As principais medidas de controle da LV no Brasil baseiam-se
no diagndstico e no tratamento de casos humanos, no controle dos vetores por meio do
uso de inseticidas e na triagem sorologica (RIFI), com posterior eutanasia de caes
positivos para leishmaniose (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001).

No Distrito Federal, os primeiros dois casos autoctones diagnosticados de LV
humana foram observados no final do ano de 2005, no Condominio Serra Azul,
Sobradinho Il — local deste estudo (BRASIL, 2006). Outros casos foram diagnosticados no

Distrito Federal, localizando-se tais focos de transmissdo da doenga em regides



periurbanas invadidas e ocupadas as custas de desmatamentos, o que contribui para a
maior exposicao ao vetor da doenca. As condigdes socioeconémicas e ambientais, ao lado
dos habitos de vida, s&o importantes fatores na epidemiologia da leishmaniose visceral em
areas endémicas. Tais condigbes podem contribuir para que a leishmaniose visceral seja
perpetuada nas areas rurais e periurbanas, acometendo habitantes de aglomerados
urbanos com baixo nivel socioecondmico, cujas familias vivem em condi¢des precarias de
moradia (WHO, 2003; AZEVEDO, 2004; VIGILATO, 2004; COUTINHO, 2005; BRASIL,
2006).

O objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil bioquimico e o proteinograma,
inclusive das imunoglobulinas e das proteinas de fase aguda, do soro sanguineo de caes,
bem como avaliar aspectos clinicos e epidemiologicos da leishmaniose visceral em regido

geografica com foco de transmissao da doenca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Epidemioldgicos da Leishmaniose Visceral

2.1.1. Agente etiologico

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, € uma antropozoonose de distribuicdo
cosmopolita causada por protozoarios pleomorficos intracelulares com formas
promastigotas (com flagelo externo) e amastigotas (nao-flageladas), pertencentes ao filo
Mastigophora, que inclui todos os protozoarios com um ou mais flagelos e reprodugao
assexuada por divisdo binaria. Pertencem a ordem Kinetoplastida, caracterizada pela
presenca de um cinetoplasto e a familia Trypanosomidae, género Leishmania spp.
(LAINSON & SHAW, 1987; KONTOS & KOUTINAS, 1993; RIBEIRO, 1997; SANTA ROSA
& OLIVEIRA, 1997; FEITOSA et al., 2000; CIARAMELLA & CORONA, 2003; GREENE et
al., 2006). Todas as espécies de Leishmania exibem um ciclo heteroxénico semelhante.
Formas promastigotas desenvolvem-se no tubo digestivo de um inseto fleb6tomo
hospedeiro; formas amastigotas, arredondadas e sem flagelo, sendo parasitos
intracelulares obrigatérios, encontram-se nas células do sistema mononuclear fagocitario
de hospedeiros vertebrados (LAINSON & SHAW, 1987; FEITOSA et al., 2000; SAO
PAULO, 2006). Sua multiplicagdo em ambos os hospedeiros faz-se por divisdo binaria. O
tamanho da forma promastigota varia muito; o corpo mede, em geral, 10,0 a 20,0 x 1,5 a
3,00lm, com um flagelo frequentemente muito maior que o corpo. A forma amastigota
mede de 2,5 a 1,5 x 6,8 a 4,5('m, dependendo da espécie do parasito (LAINSON &
SHAW, 1987; GREENE et al., 2006).

As principais espécies causadoras de leishmaniose sao classificadas, de acordo
com seu desenvolvimento dentro do vetor, em dois subgéneros: Leishmania e Viannia. As
espécies do subgénero Leishmania tém seu desenvolvimento limitado ao intestino médio e
anterior do vetor; o subgénero Viannia adere seus flagelos as paredes do piloro e/ou ileo —
intestino posterior, onde se desenvolve antes de migrar para o intestino médio e anterior.
O subgénero Viannia esta dividido em quatro complexos: Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania
(Viannia) lainsoni. O subgénero Leishmania divide-se em onze complexos: Leishmania

(Leishmania) hertigi, Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania)



amazonensis, Leishmania (Leishmania) enrietti Leishmania (Leishmania) arabica,
Leishmania (Leishmania) aethiopica, Leishmania (Leishmania) gerbilli, Leishmania
(Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica, Leishmania (Leishmania) donovani e
Leishmania (Leishmania) infantum (FEITOSA et al., 2000; MATHIAS, 2004; MELO, 2005).
Segundo LAINSON & SHAW (1987), as espécies Leishmania (Viannia) panamensis e
Leishmania (Viannia) peruviana também pertencem ao subgénero Viannia e Leishmania
(Leishmania) chagasi, Leishmania (Leishmania) aristidesi e Leishmania (Leishmania)
venezuelensis ao subgénero Leishmania.

A leishmaniose visceral é encontrada em quatro dos seis continentes. Na india e no
leste da Africa, é causada pela Leishmania (Leishmania) donovani (LAVERAN & MENSIL,
1903), sendo responsavel pela forma visceral classica (antroponose) e pela leishmaniose
dérmica pds-calazar. Na China, na Asia Central e nos paises mediterraneos da Europa e
da Africa, é causada pela Leishmania (Leishmania) infantum (NICOLLE, 1908). Nas
Américas, a causa € a Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937),
sendo responsavel pela leishmaniose visceral (LV) em seres humanos e cdes (LAINSON &
SHAW, 1987; LAINSON & SHAW, 1992; SAO PAULO, 2006). Atualmente a L. (L.) chagasi
tem sido considerada idéntica a L. (L.) infantum (AZEVEDO, 2004).

2.1.2. Agente Transmissor

A ocorréncia das espécies de Leishmania € normalmente limitada a distribuicdo do
vetor, que é determinada geograficamente. Os vetores pertencem a subfamilia
Phlebotominae, que se divide em dois géneros principais: Phlebotomus e Lutzomyia. Na
Europa, na Asia e na Africa (Velho Mundo), os vetores das espécies causadoras das
leishmanioses visceral e cutédnea sdo do género Phlebotomus (LAINSON & SHAW, 1987;
GREENE et al., 2006). Nas Américas (Novo Mundo), os vetores sao do género Lutzomyia
(PEARSON & QUEIROZ-SOUSA, 1996). A Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (LUTZ &
NEIVA, 1912) é o vetor da Leishmania (Leishmania) chagasi, enquanto outras espécies de
Lutzomyia sao vetores dos agentes das leishmanioses tegumentares americanas
(MATHIAS, 2004; SANTOS, 2006). Diversamente, nos estados de Mato Grosso e Mato

Grosso do Sul (cidades de Corumba e Ladario), parece que a transmissao também esta a



cargo da Lutzomyia cruzi (SANTOS et al., 1998; ALVAR et al., 2004; MAROLI & KHOURY,
2004; SAO PAULO, 2006).

Certas espécies do flebotomo sdo encontradas em florestas, ao passo que outras
sdo endémicas em regides de deserto e algumas s&o peridomiciliares, residentes em
restos de lixo ou entulhos préximos as casas ou construgdes em areas rurais (LAINSON &
SHAW, 1987), embora também sejam encontradas em areas urbanas, tais como Teresina
(PI), Belo Horizonte (MG), Rio de Janeiro (RJ), Camacari (BA), Trés Lagoas (MS),
Corumba (MS), Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Palmas (TO), Aragatuba (SP), Bauru (SP),
entre outras (WHO, 1998; BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

O ciclo biolégico do vetor se processa no ambiente terrestre e compreende quatro
fases: ovo, larva (com quatro estadios), pupa e adulto. Desenvolvem-se em locais umidos,
sombreados e ricos em matéria organica em decomposi¢cdo. O desenvolvimento do ovo
até a fase adulta ocorre em cerca de 30 dias. Os flebotomineos adultos vivem em média
20 a 45 dias e caracterizam-se pelo tamanho reduzido (entre 2,0 e 3,0 mm), pelo corpo
densamente coberto de cerdas finas, com pernas e antenas relativamente longas e finas e
coloragcao amarelada ou de cor-palha. Por essas caracteristicas, sdo também conhecidos
como mosquito-palha e asa-dura, e, em algumas regides do estado de Sao Paulo, sao
chamados de birigii, cangalhinha, entre outros. Quando vivos e em repouso, mantém suas
asas em posigao semi-ereta. O abdome € formado por onze segmentos, cuja extremidade
posterior € bem diferenciada entre os sexos. Nas fémeas, a porcdo final do abdome
mostra-se ligeiramente arredondada e os ultimos segmentos sdo telescopados. Nos
machos, o nono e décimo segmentos sao bifurcados, e compdem, juntamente com outros
elementos, a genitalia masculina (BRASIL, 2006; SANTOS, 2006; SAO PAULO, 2006).

As fémeas de L. longipalpis tém pegas bucais do tipo sugador pungitivo,
constituidas de labro, um par de mandibulas, hipofaringe, um par de maxilas e labio. Na
altura da hipofaringe, desembocam os ductos das glandulas salivares, que sao
responsaveis pela producdo de uma saliva rica em biomoléculas ativas de grande
importancia no processo de hematofagia das fémeas, e pela capacidade de facilitar a
implantacao da infeccao de Leishmania sp. nos hospedeiros vertebrados. Os machos de L.
longipalpis tém mandibulas rudimentares e ndo sdo capazes de penetrar suas pecgas
bucais na pele de vertebrados (SANTOS, 2006).



Os flebotomineos adultos, cuja capacidade de véo é de cerca de trezentos metros,
tém habitos alimentares crepusculares e/ou noturnos: raramente sdo encontrados durante
o dia, devido a luminosidade. As formas aladas abrigam-se nos mesmos locais dos
criadouros e em anexos peridomiciliares, principalmente em abrigos de animais
domésticos. Somente as fémeas sdo hematdéfagas obrigatérias, pois necessitam do
sangue para o desenvolvimento dos ovos — alimentam-se de ampla variedade de animais
vertebrados de sangue quente, entretanto tém predilecdo por aves, geralmente, galinhas
domésticas (Gallus gallus domesticus), que nado mantém a infeccéo por Leishmania. Por
isso, elas nao sao consideradas fontes de infeccdo, mas somente elementos importantes
para a manutengao do vetor no meio ambiente. Vale a pena ressaltar que a presenga de
animais domésticos e silvestres em areas peridomiciliares provavelmente atrai um grande
numero de espécies de flebotomineos, contribuindo, assim, para a agregagdo das
espécies vetoras nas areas rurais e peridomiciliares (ALEXANDER et al.,, 2002;
COUTINHO, 2005; BRASIL, 2006; SANTOS, 2006; SAO PAULO, 2006). COUTINHO et al.
(2004) sugerem a capacidade vetorial do Riphicephalus sanguineus para L. chagasi,

abrindo, assim, novas perspectivas da epidemiologia da LV.

2.1.3. Reservatorios

Os reservatorios do parasito incluem grande variedade de animais mamiferos. As
infeccbes mais comuns ocorrem nos mamiferos silvestres, como cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous), raposas (Dusicyon vetulus), gambas (Didelphis albiventris), roedores,
edentados (tamandua, bicho-preguicga e tatu), procionideos (mao-pelada e quati), suinos e
primatas (inclusive o homem) e, ainda, animais domésticos como caes (Canis familiaris) e
equinos (Equus caballus) (LAINSON & SHAW, 1987; BRASIL, 2006; SILVA, 2006). Varios
estudos indicam que a metade dos caes com anticorpos anti-Leishmania nao apresenta
sinal algum de doenga (assintomaticos), embora infecgdes subclinicas e/ou assintomaticas
sejam potencialmente transmissiveis aos flebotomineos (FEITOSA et al., 2000; ALVAR et
al., 2004; GRAVINO, 2004; ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2006; GREENE et al., 2006;
SAO PAULO, 2006).

A transmissdo dos parasitos para os reservatorios humanos e animais é feita pela

picada da fémea do inseto vetor, quando do repasto sanguineo, porém outras formas de



transmissao tém sido observadas. Em humanos, ha relato de transmissao por via
congénita ou por transfusdao de sangue contaminado (PEARSON & SOUSA, 1996). Na
regidao do Mediterraneo, principalmente na Espanha, na Franga, na Italia e em Portugal,
um ciclo antropondético da leishmania visceral foi observado em pacientes com infeccéo
pelo HIV, usuarios de drogas endovenosas (MATHIAS, 2004).

2.1.4. Ciclo Evolutivo

O ciclo bioloégico da Leishmania (Leishmania) chagasi € do tipo heteroxénico e
inicia-se com o repasto do flebétomo infectado (fémeas de L. longipalpis ou L. cruzi) com a
forma promastigota metaciclica (infectante). As formas infectantes sao liberadas na
epiderme e fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario (SMF). No interior
dos macrofagos, elas diferenciam-se em formas amastigotas (aflageladas), que sédo ovais
ou redondas, possuindo geralmente um cinetoplasto visivel, as quais se multiplicam
intensamente por divisdo binaria. Os macréfagos, repletos de formas amastigotas, ficam
desvitalizados e rompem-se, liberando estas formas, que, em um processo continuo, serao
novamente fagocitadas por tecidos ricos em células do SMF, como figado, rins, baco,
linfonodos, pele, entre outros. Os vetores ingerem as formas amastigotas quando sugam o
sangue com macrofagos parasitados de um hospedeiro vertebrado infectado. Os
macrofagos parasitados, apds passagem pelo intestino anterior, rompem-se no intestino
médio abdominal, liberando ali as formas amastigotas. Tais formas sofrem nova diviséo
binaria no tubo digestivo do inseto e diferenciam-se para formas promastigotas
(flageladas). Estas, por sua vez, sofrem por divisdo binaria, multiplicacao e diferenciagcao
em formas paramastigotas, que sédo formas flageladas fixas encontradas no intestino
médio toracico (estomodeu) do vetor. As formas paramastigotas possuem o nucleo
adjacente ao cinetoplasto, portanto, ndo s&o consideradas promastigotas. Em seguida,
diferenciam-se em formas promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes. O
ciclo do parasita no inseto ocorre em torno de 72 horas (CASTRO, 1996; BRASIL, 2006;
GREENE et al., 2006; SANTOS, 2006; SAO PAULO, 2006). Os sinais clinicos podem
apresentar-se de trés meses a sete anos depois da infeccdo (LINDSAY, 2004).

A média de casos verificados em humanos é de 3.400/ano (2003-2004), com

incidéncia de 2/100.000 habitantes e letalidade de 5,3%. A faixa etaria mais predisponente



€ a de individuos com menos de 10 anos de idade (58% dos casos). De acordo com a
Organizagao Mundial de Saude (OMS), ha 2 milhées de novos casos a cada ano e 10% da
populacdo do mundo corre risco de infecgdo. Caes infectados constituem o principal
reservatorio domiciliar do parasita e tém papel fundamental na transmissao para humanos,
que sao considerados hospedeiros acidentais, nos quais o parasita produz leishmaniose
visceral (ALVAR et al., 2004; GRAVINO, 2004; MATHIAS, 2004; ALMEIDA et al., 2005;
BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

2.1.5. Aspectos Ambientais

No Brasil, a leishmaniose visceral apresenta aspectos geograficos, climaticos e
sociais diferenciados, em fungdo da sua ampla distribuicdo geografica, envolvendo as
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Na década de 1990, aproximadamente
noventa por cento (90%) dos casos notificados de leishmaniose visceral em humanos
ocorreram na regido Nordeste. A medida que a doenca se expandiu para as outras regides
e atingiu areas urbanas e periurbanas, esta situagdo modificou-se e, no periodo de 2000 a
2002, a regiao Nordeste ja apresentava uma reducéo para 77% dos casos do pais.

Os dados epidemiolégicos dos ultimos dez anos revelam a periurbanizagéo e a
urbanizagdo da leishmaniose visceral, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de
Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS),
Teresina (PI), Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacgari (BA) e, mais
recentemente, as epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo
Grande (MS) e Palmas (TO). No estado de Sao Paulo, ha registros de leishmaniose
visceral humana em 34 municipios das regides de Aragatuba, Bauru, Marilia e Presidente
Prudente; em caes, a doenga ja foi notificada em 45 municipios no estado, ocorrendo nas
regides de Aracgatuba, Bauru, Marilia, Presidente Prudente, Grande Sao Paulo e Sao Joao
da Boa Vista (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

A leishmaniose visceral € conhecida comumente como doenga propria de area de
clima seco com precipitacdo pluviométrica anual inferior a 800mm, e de ambiente
fisiografico composto por vales e montanhas, onde se encontram os chamados
“boqueirdes” e “pés-de-serra”. Com a urbanizacdo da LV, principalmente, nas periferias

dos grandes centros urbanos, ha areas conhecidas de terra firme nas diferentes regides e



em faixas litorAneas do nordeste. As transformagdes no ambiente, provocadas pelo
intenso processo migratorio, por pressdes econdmicas ou sociais, a pauperizagao
consequente de distor¢cdes na distribuicdo de renda, o processo de urbanizacio crescente,
0 esvaziamento rural e as secas periddicas acarretam a expansao das areas endémicas e
o aparecimento de novos focos. Este fenbmeno leva a redugéo do espago ecoldgico da
doenga, facilitando a ocorréncia de epidemias. O ambiente caracteristico e propicio a
ocorréncia da leishmaniose visceral é aquele de baixo nivel socioecondmico, pobreza,
promiscuidade, prevalente em grande medida no meio rural e na periferia das grandes
cidades. Estas caracteristicas vém-se modificando, principalmente, nos estados das
regides Sudeste e Centro-Oeste, onde a leishmaniose visceral se encontra urbanizada
(BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

2.1.6. Aspectos Clinicos da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

A leishmaniose visceral canina é uma doenga com manifestagdes clinicas variadas,
havendo desde a forma assintomatica — encontrada em areas endémicas e caracterizada
por sorologia positiva para leishmaniose sem nenhuma manifestagao clinica —, passando
pela forma oligossintomatica — caracterizada por sorologia positiva e presenga de sinais
inespecificos como febre, linfoadenopatia, perda de peso, hepatomegalia e/ou
esplenomegalia de pequeno grau —, até a forma classica ou sintomatica, que € a doenga
plenamente manifesta por hepatomegalia, febre intermitente, lesdes de pele né&o-
pruriginosas, caracterizadas por Uulceras, nddulos (mais freqientes em gatos), pustulas
locais ou generalizadas, letargia, alopecia, onicogrifose, linfoadenomegalia, anorexia,
perda de peso, glomerulopatia, lesdes oculares (ceratoconjuntivite), epistaxe, com grande
comprometimento do estado geral. Os fatores que determinam suscetibilidade ou
resisténcia contra leishmaniose visceral permanecem obscuros, mas a genética do
hospedeiro pode desempenhar papel fundamental (BADARO et al., 1986; ALVAR et al.,
2004; GRAVINO, 2004; MAROLI & KHOURY, 2004; MATHIAS, 2004; ALMEIDA et al.,
2005; BRASIL, 2006; GREENE et al., 2006; SAO PAULO, 2006).

Nao ha evidéncias de predisposi¢cao sexual, racial ou etaria relacionada com a
infeccao (FERRER, 1992; FEITOSA et al., 2000; IKEDA, 2004). O parasita usualmente

causa uma doenca sistémica cronica, no entanto, dependendo de suas propriedades e da



imunocompeténcia do hospedeiro, a evolugao pode ser aguda e grave, o que leva o animal
a 6bito em poucas semanas (FEITOSA et al., 2000; IKEDA, 2004). Os sintomas tornam-se
evidentes dentro de um periodo que varia de trés meses a varios anos (FERRER, 1992;
IKEDA, 2004). Ainda, segundo varios autores, uma pequena parcela dos animais pode ser
assintomatica, contribuindo, assim, para a manutencdo da doenca no meio ambiente
(VIGILATO, 2004, BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

Em humanos, febre irregular de longa duragdo, sinais de desnutricdo
proteicocaldrica, hepatoesplenomegalia e alteragbes na pele sdo os principais sintomas da
leishmaniose visceral americana nos seres humanos. A evolucdo é crbnica e pode ser
fatal, se ndo for diagnosticada e tratada precoce e adequadamente, sendo as criangas
menores de cinco anos e idosos os mais frequentemente acometidos. Pode ainda estar
associada a severa desnutrigdo (VIGILATO, 2004, BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

2.1.7. Diagnéstico

O diagnastico, tanto nos seres humanos quanto nos animais, é baseado nos sinais
clinicos, nos dados epidemiolégicos (ocorréncia ou ndo da enfermidade no individuo ou
animal) e no diagndstico laboratorial (VIGILATO, 2004, BRASIL, 2006; SAO PAULO,
2006).

O diagndstico laboratorial da leishmaniose visceral recomendado para os seres
humanos € o exame parasitologico direto, utilizando-se a pungdo da medula éssea para a
colheita do material. As amostras para exame direto sdo preparadas em laminas com
coloracdo apropriada (Giemsa ou Leishman) e examinadas a microscopia otica. Este
meétodo tem positividade em torno de 85%, quando se faz leitura em pelo menos duzentos
campos, em cinco a seis laminas (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006). Outros autores
relatam que a sensibilidade do esfregago de medula 6ssea é de aproximadamente 60% a
91%. Ja o aspirado esplénico, apesar do risco de hemorragia fatal em maos inexperientes,
€ um dos mais valiosos métodos para diagnostico de LV com uma sensibilidade acima de
83% (KOUTINAS et al.,, 2001; SUNDAR & RAI, 2002; BARROUIN-MELO et al., 2006).
Formas caracteristicas estdo presentes em macréfagos da medula éssea, linfonodos,

baco, figado, rim e pele. Formas amastigotas s&o reconhecidas pela presenga de um



nucleo roxo pequeno e um cinetoplasto caracteristico, moldado por corante Romanowsky
ou outro comercial (WHO, 1998; LINDSAY, 2004; BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

Nos cées, a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido utilizada nas
investigacdes de foco de transmissdo em inquéritos soroldégicos amostrais ou censitarios
para avaliar a prevaléncia da doenga e para a confirmagédo das amostras reagentes pelo
ensaio imunoenzimatico (ELISA) (VIGILATO, 2004, BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

Assim, o diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC) pode ser obtido por
meio de testes sorologicos para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, sendo a RIFI,
segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), o "padrao-ouro", com o qual outros
testes soroldgicos sdo comparados, possuindo alta sensibilidade (96%) e especificidade
(98%), e cujo diagnostico constitui um instrumento essencial (FERRER, 1999;
CIARAMELLA & CORONA, 2003; WHO, 2003; BRASIL, 2006).

O teste de RIFI consiste na reacdo de soros com os parasitos, formas
promastigotas (Leishmania sp.), fixados em laminas de microscopia. Em uma etapa
subsequente, é utilizado um conjugado de anti-imunoglobulina de cao, fragado IgG,
marcada com produto fluorescente (isotiocianato de fluoresceina), para evidenciagdo da
reacao (BIO-MANGUINHOS, 2004). Animais doentes desenvolvem principalmente
resposta imune humoral e produzem altos titulos de IgG anti-Leishmania, e a
soroconversao ocorre aproximadamente trés meses apos a infeccdo e os titulos
permanecem elevados por, pelo menos, dois anos (FERRER, 2002). Exames sorologicos
por RIFI com uma titulagdo igual ou maior que 1:40 sdo normalmente considerados
positivos para leishmaniose. Em areas onde o Trypanosoma cruzi também esta presente,
ha uma possibilidade de reatividade soroldgica cruzada em muitos testes diagndsticos.
Esta reatividade cruzada pode ser superada, utilizando-se um teste ELISA com uma
proteina especifica isolada da fase amastigota da Leishmania (rK39) ou de fragdes
ligantes (fucose-manose ligantes). A rK39 é uma proteina recombinante constituida de
uma sequéncia de 298 aminoacidos que se repetem 5,5 vezes, e tem peso molecular de
32,7 kDa (WHO, 2003; LINDSAY, 2004; NASCIMENTO et al., 2005; BRASIL, 2006).

A demonstracdo de DNA-Leishmania mediante a reacdao em cadeia de polimerase
(PCR) foi recentemente desenvolvida como método muito especifico e sensivel ao
diagndstico (AZEVEDO, 2004; LINDSAY, 2004; GREENE et al., 2006), entretanto



AZEVEDO (2004) relata que o PCR nao é um bom instrumento diagndstico para vigilancia

epidemioldgica da LVC, devido as baixas sensibilidade (55%) e especificidade (67%).

2.1.8. Vigilancia Epidemiolégica na Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral humana passa a constituir um problema real de saude
publica, porque € uma infecgcao oportunista em pacientes imunocomprometidos. Com a
crescente consciéncia do controle da doengca em seres humanos, pesquisas em caes
estdo em desenvolvimento, com objetivo de elucidar a epidemiologia, a patologia da
doenca e possiveis tratamentos. Estes novos resultados propiciardo maior entendimento
da doenca e também ajudardo no desenvolvimento de novos métodos diagndsticos e de
controle da infeccdo, como novas drogas, protocolos para tratamento e vacinas de
segunda geracado, tudo isso com a expectativa de ndo s6 reduzir o pesado fardo da
doenca entre caes, mas também reduzir a incidéncia da leishmaniose visceral humana
(ALVAR et al., 2004; GRAVINO, 2004; ALMEIDA et al., 2005).

A vigilancia epidemioldgica, segundo a Lei 8.080, tem como conceito o conjunto
de acbes que proporciona o conhecimento, a detec¢cdo ou a prevencao de qualquer
mudanca nos fatores determinantes e condicionantes de saude individual ou coletiva,
com a finalidade de recomendar e adotar as medidas de prevencédo e controle das
doengas ou agravos. Assim, a vigilancia epidemiolégica tem como proposito fornecer
orientacdo técnica permanente aos responsaveis pela decisdo e pela execugao de
acdes de controle de doengas e agravos. Para subsidiar esta atividade, deve tornar
disponiveis informacgdes atualizadas sobre a ocorréncia dessas doengas ou agravos,
bem como dos seus fatores condicionantes, em uma area geografica ou populagado
determinada. A vigilancia epidemioldgica constitui-se, ainda, em importante instrumento
para o planejamento, a organizagao e a operacionalizagao dos servigos de saude, bem
como para a normatizagao de atividades técnicas correlatas (BRASIL, 2002).

A investigacdo epidemiolégica € um meétodo de trabalho utilizado com muita
frequéncia, em casos de doencgas transmissiveis, mas que se aplica a outros grupos de
agravos. Consiste em um estudo de campo realizado a partir de casos notificados
(clinicamente declarados ou suspeitos) e de portadores. Tem como objetivo avaliar a

ocorréncia, do ponto de vista de suas implicagdes para a saude coletiva. Sempre que



possivel, deve conduzir a confirmagdo do diagndstico, a determinagcdo das
caracteristicas epidemiolégicas da doencga, a identificagdo das causas do fendmeno € a
orientacdo sobre as medidas de controle adequadas para impedir a ocorréncia de
novos casos. E utilizada na ocorréncia de casos isolados ou de epidemias (BRASIL,
2002).

O Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral Americana
(PVCLVA) tem como objetivo geral a redugdo da morbidade e da letalidade por LV, e,
como objetivos especificos, 0 monitoramento da distribuicdo da L. longipalpis; a redugao
da densidade do vetor; a deteccido precoce da transmissdo da LV; o monitoramento dos
niveis de prevaléncia na populagdo canina nos municipios com transmissao; a reducéo da
prevaléncia canina; a deteccéo e o tratamento precoce dos casos humanos; e a redugao
da morbidade e da letalidade em seres humanos. O PVCLVA é subdividido em atividades
relacionadas a vigilancia epidemioldgica e as medidas de prevencéo e controle do vetor,
do reservatério doméstico e para seres humanos (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

Na vigilancia epidemioldgica, tem-se como caso canino suspeito todo cdo que
apresente pelo menos um dos trés seguintes sintomas: descamacgao (mais frequente na
regido periocular e bordas da orelha), ulceras de pele (geralmente nas extremidades) ou
onicogrifose (alongamento das unhas), em associagao com dois ou mais dos seguintes
sintomas: ceratoconjuntivite, coriza, apatia, emagrecimento, diarréia, hemorragia intestinal,
voémitos, edema das patas, paresia das patas posteriores e/ou caquexia (BRASIL, 2006;
SAO PAULO, 2006).

Ao mesmo tempo, um caso canino suspeito passa a ser confirmado se, na
avaliacao laboratorial, ocorrer identificagdo de L. (L.) chagasi, com base na cultura e/ou na
inoculacdo em hamster e/ou por técnicas moleculares; ou o encontro de Leishmania sp em
exame parasitoldgico direto, nos municipios onde ja houver confirmagao de transmissao
de LV; ou pesquisa positiva de anticorpos contra antigenos de Leishmania sp, nos
municipios onde ja houver confirmag¢ao de transmissédo de LV — aonde se enquadra o local
deste estudo. Ainda, um caso canino suspeito passa a ser confirmado por um critério
clinico-epidemiolégico, se proveniente de area endémica ou onde esteja ocorrendo surto,
sem a confirmacédo de diagndstico laboratorial, mas com quadro clinico compativel com

LV, isto é, cédo que apresente descamagao e Uulceras de pele e onicogrifose,



acompanhados de dois ou mais dos seguintes sintomas: ceratoconjuntivite, coriza, apatia,
emagrecimento, diarréia, hemorragia intestinal, vdmitos, edema de patas, paresia de patas
posteriores e/ou caquexia (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

O inquérito soroldgico canino censitario devera ser realizado em zona urbana de
municipio silencioso receptivo vulneravel com populagdo canina igual a trezentos caes,
anualmente; ou em setores urbanos de municipios com transmissao e setores com
transmissao humana, anualmente, quando a prevaléncia canina estimada anteriormente
em inquérito censitario ou amostral for igual a 2%; ou em zona rural receptiva
(aglomerados ou casas dispersas) de municipios com transmissdo e de municipios
silenciosos receptivos vulneraveis, com periodicidade bienal (BRASIL, 2006; SAO PAULO,
20006).

Em municipios com transmissé&o, ou seja, com confirmag¢ao de casos humanos e/ou
caninos autéctones, como € o caso de Brasilia — DF, o inquérito canino censitario visa,
além de avaliar a prevaléncia canina, ao controle pela identificacdo de caes infectados
para a realizagdo da eutanasia. Estes inquéritos devem ser realizados, de preferéncia, no
periodo de agosto a novembro, por no minimo trés anos consecutivos, independentemente
da notificagcdo de novos casos confirmados de LV em humanos e/ou caninos e da
prevaléncia canina (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

Entre as atividades de prevencdo e controle dirigidas ao controle reservatorio
domeéstico canino, esta preconizada a eutanasia em caes sem controle de proprietarios ou
de familias (errantes), mantidos em canis publicos, devido as atividades de recolhimento,
apds o tempo de espera estabelecido para o dono recupera-lo, independentemente de
qualquer exame; em caes sem controle de proprietarios ou de familias (errantes) ou
domiciliados confirmados pelo critério clinico-epidemiolégico em municipios com
transmissao confirmada; em cdes com resultado positivo de exame sorologico e/ou
parasitoléogico em municipios com transmissdo confirmada; e em caes com identificacao
de L. (L.) chagasi, em qualquer municipio (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

Com relacdo as medidas de prevencao, destaca-se a utilizacdo de coleiras
impregnadas com deltametrina 4%, que é indicada como medida de protegao individual
para os caes contra picadas de flebotomineos, devendo ser utilizadas ininterruptamente e

trocadas a cada quatro meses. Em larga escala, quando utilizadas em experimento



populacional controlado, seu emprego mostrou resultados promissores quanto a
efetividade na reducao da prevaléncia canina e incidéncia humana, porém sua aplicagao
como programa de saude publica merece ainda mais estudos de custo-beneficio (BRASIL,
2006; SAO PAULO, 2006).

Quanto a vacina contra a LVC registrada no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), ainda nao existe avaliacdo de seu custo-beneficio e efetividade
para o controle da LVC em programas de saude publica. Até o momento, os estudos
realizados referem-se somente a eficacia vacinal. Diante disto, o Ministério da Saude
determinou a n3o-utilizagdo da vacina Leishmune®' como medida de controle da
leishmaniose visceral no Brasil. Além disto, a vacina possui baixa eficacia vacinal (76%),
nao tendo sido demonstrado seu efeito na prevencao da infecgdo e na infectividade do céo
para o vetor (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

A estratégia de controle do vetor deve ser organizada com base nas informagdes
obtidas com as atividades de: (i) vigilancia entomoldgica, principalmente as relativas as
condigdes de saneamento dos imoveis; (ii) vigilancia da populagao canina e (iii) ocorréncia
de casos humanos, devendo ser implementada nos municipios receptivos e,
prioritariamente, naqueles com transmissdo. Trata-se de uma estratégia de controle
integrado cujas atividades visam a modificar as condi¢gées sanitarias que favoregam a
proliferacdo de L. longipalpis em areas urbanas, intensificando as acdes, prioritariamente,
nos setores com prevaléncia canina igual a 2%; reduzir a densidade de L. longipalpis a
niveis proximos de zero no intradomicilio, no periodo mais favoravel ao aumento da
densidade do vetor, nas areas onde tenham sido confirmados casos humanos autéctones
de LV (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

O manejo ambiental consiste na poda de arvores, na eliminagdo de matéria
organica do solo e de vegetagdo em quintais e jardins (peridomicilio), pragas, parques
publicos e terrenos baldios, a fim de reduzir a quantidade de matéria organica e locais
sombreados, que fornecam condi¢cdes favoraveis para o estabelecimento de criadouros do
vetor. Esta atividade devera ser realizada em todos os municipios, principalmente nos
municipios com transmissao e nos municipios silenciosos receptivos (vulneraveis ou nio),

prioritariamente nos setores em que o vetor ja foi detectado.

' Fort Dodge Satide Animal Ltda. — Campinas — SP — Licenciada no Ministério da Agricultura sob n° 8.627 de 11/06/03.



Para tanto, serdo recomendadas as seguintes medidas de manejo aos responsaveis
pelos imoveis: poda de arvores, arbustos e gramados, capinagcao e eliminacdo de matéria
organica. Recomenda-se, também, que a opg¢ao de criar animais seja acompanhada por
posturas de posse responsavel, condicdo que inclui a adogao de habitos de higiene e de
preservacdo do meio ambiente (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

A pesquisa entomolégica em foco de transmissdo tem como objetivo mapear os
locais favoraveis a proliferacdo de formas imaturas de L. longipalpis, em areas urbanas, de
modo a sistematizar as agbdes de orientacdo e vigilancia sanitaria voltadas aos
responsaveis por imoéveis que apresentem tal condicdo. E realizado o diagndstico
ambiental, ou seja, a avaliagao sobre as condi¢des sanitarias de todos os imdveis da area
urbana dos municipios, pelas equipes municipais responsaveis pelo controle de vetores.
Durante a visita casa a casa, os moradores sao orientados sobre os cuidados com os
jardins e quintais, para evitar criadouros de L. longipalpis, além das orientagbes dos
cuidados com a criacédo de animais domésticos (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

Em setores com prevaléncia canina igual a 2%, as agbes dirigidas aos imoveis “de
risco” deverao ser intensificadas, por meio de visitas especificas para acompanhamento
das condicbdes sanitarias e reforco das orientacbes para a manutengdo adequada do
peridomicilio destes imoveis. Em areas com ocorréncia de casos humanos, devem ser
intensificadas as a¢gées de manejo ambiental, antes da aplicagao de inseticida. A aplicagéo
de inseticida de acdo residual devera ser realizada apenas nos municipios com
transmissao humana, em periodos do ano que possam otimizar o poder residual do
inseticida e diminuam a densidade do vetor. Quando da ocorréncia do primeiro caso
humano, o controle quimico sera adotado para os casos detectados dentro de um periodo
de seis meses contados a partir da deteccéo do primeiro caso humano autdctone, devendo
ser considerada a data de inicio dos sintomas. A area de borrifacdo sera de, no minimo,
duzentos metros ao redor do local provavel de infeccdo do caso detectado. Também é
preciso levar em conta, para a delimitagcdo da area a ser borrifada, a proximidade espacial
dos casos e as condigdes socioecondmicas da populacdo residente, que pode ser
estendida, a fim de cobrir toda a populacéo sob risco (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

No Distrito Federal, os focos de transmissdo da doencga localizam-se em regides

periurbanas originadas de areas invadidas e ocupadas a custa de desmatamentos,



contribuindo, assim, para a maior exposicdo ao vetor da doenca. As condigcdes
socioeconOmicas, ambientais e os habitos de vida sao fatores significativos na
epidemiologia da leishmaniose visceral em areas endémicas. Tais condi¢des podem
contribuir para que a leishmaniose visceral seja perpetuada nas &reas rurais e
periurbanas, acometendo aglomerados humanos com baixo nivel socioeconédmico, que
vivem em condicdes precarias de moradia (BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

Estudos na América Latina, baseados em modelos matematicos, verificaram que
inseticidas representam um meio de controle dos mosquitos, portanto um modo mais
efetivo de reducdo da transmissédo de Leishmania chagasi, comparados a atual estratégia
de eutanasiar caes infectados, tendo em vista também ser mais aceitavel pela populagao
humana. A interrupcéo do ciclo pelo controle dos vetores pode oferecer uma solugao mais
barata e mais pratica em relagdo ao custo do tratamento, além de melhorar o
conhecimento das opcdes disponiveis. Felizmente os insetos permanecem suscetiveis a
todos os principais grupos de inseticidas. Em locais de focos de transmissdo de
leishmaniose visceral canina, onde cées sao os reservatorios domésticos, € esperada uma
reducdo na transmissao da Leishmania, combinando-se o tratamento de massa efetivo
(inexistente) em caes infectados e a protegao para caes saudaveis e infectados, quanto as
picadas de insetos. Avaliagcdes laboratoriais € de campo mostraram que coleiras saturadas
e aplicagdo topica de inseticidas, com efeito repelente e letal, poderiam proteger os cées
das picadas dos insetos (ALVAR et al., 2004; MAROLI & KHOURY, 2004).

Levantamentos epidemioldgicos realizados no Brasil, apés casos diagnosticados
de leishmaniose visceral humana e implantagdo de programas de controle realizados nos
estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, evidenciaram a presenca de Leishmania spp.
na populacdo canina entre 9,5% (Montes Claros — MG) a 25% (Guaratiba — RJ).
Verificaram-se maior soropositividade em animais oriundos de regides rurais € a presenca
de Lutzomyia longipalpis no ambiente peridomiciliar, demonstrando a possibilidade de
aparecimento de novos casos humanos (SILVA et al., 2001; CABRERA et al., 2003;
FRANCA-SILVA et al., 2003; MADEIRA et al., 2003). Ao mesmo tempo, estudos realizados
na llha de Sao Luis (MA) evidenciaram que a presenga do cdo no domicilio e peridomicilio
parece nao ser um fator de risco tao significante para infecgcdo como a presenga do vetor.

Mediante modelo matematico relativo a dindmica da transmissao de leishmaniose visceral



na ilha de Sao Luis, demonstrou-se que o controle vetorial € mais efetivo no combate a
doenga e que a presenca do cado nao esteve associada a infeccdo por L. chagasi
(NASCIMENTO et al., 2005).

Em estudo realizado em regido endémica para a leishmaniose visceral humana no
nordeste brasileiro, foram avaliados os sinais clinicos da leishmaniose visceral canina, o
perfil protéico sérico e a produgao de anticorpos IgG anti-Leishmania em 86 caes, sendo
utilizados 30 cédes de uma area livre de Leishmania como grupo controle. Os principais
sinais clinicos da LVC observados foram emaciagao e ulceras de pele (80%), onicogrifose
e conjuntivite (73%), alopecia (60%), enquanto linfoadenomegalia, esplenomegalia,

glomerulopatia foram menos frequentes (< 20%)(ALMEIDA et al., 2005).

2.2. Achados clinicopatoldgicos
2.2.1. Bioguimica Sérica

As enzimas utilizadas como indicadoras de disfungao hepatica em caes e gatos sao
a atividade da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), a
gama glutamiltransferase (GGT), a fosfatase alcalina (ALP) (KANEKO, 1997). A
determinacdo da atividade da alanina aminotransferase (ALT), que € uma enzima sensivel
e especifica de dano do hepatécito, € um teste considerado hepato-especifico, porque um
significativo aumento em sua atividade sérica somente €& observado em casos de
degeneracao ou necrose hepatocelular. A atividade da aspartato aminotransferase (AST)
esta presente na mitocdndria do hepatdcito e nos musculos esquelético e cardiaco. Dessa
forma, seu aumento pode ser interpretado como consequéncia de uma lesdao hepatica,
desde que se excluam lesdes musculares e cardiacas (LOPES et al., 1996; KANEKO et al,
1997).

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima mitocondrial que pode ser encontrada em
varios tecidos, principalmente no tecido 6sseo, no sistema hepato-biliar, na mucosa
gastrointestinal e, em menor grau, nos rins, na placenta e no baco. E bastante utilizada
para confirmar colestase em caes, pois, nesta espécie, a fosfatase alcalina aumenta
consideravelmente em caso de obstrugdo dos canaliculos biliares. Em disturbios
colestaticos, o aumento na atividade da fosfatase alcalina precede a hiperbilirrubinemia
(LOPES et al., 1996; KANEKO et al, 1997). A GGT apresenta uma grande atividade nos



rins € no figado, mas somente a de origem hepatica é encontrada normalmente no soro,
pois a de origem renal é excretada na urina. O aumento de sua atividade sérica, em todas
as espécies, ocorre apos desordens colestaticas (KANEKO, 1997).

SLAPPENDEL & FERRER (1998) reportaram que, em um estudo com oitenta caes
portadores de leishmaniose visceral, as elevacdes das atividades séricas de ALT e ALP
ocorreram em 61% e 51% dos animais, respectivamente.

A avaliacdo da fungdo renal pode ser estabelecida mediante obtencdo da
concentracido de creatinina e uréia, catabdlitos que podem estar elevados em resposta a
fatores pré-renais e, particularmente, a desidratacéo e a exercicios (KANEKO, 1997). A
uréia é um produto nitrogenado nao-protéico, resultante do metabolismo das proteinas,
sintetizado pelo figado e eliminado pelos rins. A concentragdo elevada de uréia no soro
sanguineo (uremia) deve ser acompanhada, sempre, do exame completo da urina, para
sua adequada interpretagao (LOPES et al., 1996; KANEKO et al, 1997).

A creatinina € um produto nitrogenado nao-protéico, resultante do metabolismo da
creatina e fosfoscreatina, existente em grande quantidade nos musculos esqueléticos e
cardiacos, no figado e nos rins. E uma substancia de limiar baixo e toda quantidade que
chega aos rins é excretada pelos glomérulos, ndo havendo reabsorgdo tubular,
propriedade que a torna clinicamente utilizavel como indice de filtragdo glomerular renal.
Por ser facilmente eliminada, o seu aumento na circulagdo sanguinea n&do € observado tao
precocemente quanto a elevacao da uréia, quando existe uma leséo renal. O aumento de
creatinina no sangue ocorre em todas as doengas renais, em que ha diminui¢ao da taxa de
filtracao glomerular (LOPES et al., 1996; KANEKO et al, 1997).

O aumento das concentragdes séricas de uréia e creatinina ou azotemia pode ser
classificada de acordo com a natureza do processo em pré-renal, renal e pds-renal. A
azotemia pré-renal pode ocorrer devido ao catabolismo protéico, a ingestdo de dieta
hiperprotéica, a hemorragia do trato gastrointestinal e, em situagbes onde exista reducao
da perfusdo sanguinea renal, como nos casos de insuficiéncia cardiaca, hipovolemia e
desidratacido. A azotemia renal é evidenciada quando aproximadamente 70% dos néfrons
estao afuncionais e ocorre em todas as enfermidades intrinsecas dos rins, particularmente

nas nefrites, pielonefrites e glomerulonefrites. A azotemia pds-renal ocorre principalmente



em processos primarios de obstrugdo ou ruptura do trato urinario inferior (LOPES et al.,
1996; KANEKO et al, 1997).

Nieto et al. (1992a) estudaram dez caes naturalmente infectados por Leishmania
infantum e verificaram que 70% apresentavam elevacdo dos niveis séricos de uréia,
enquanto apenas trés animais também apresentavam hipercreatinemia. Slappendel &
Ferrer (1998) reportaram que, em um estudo com oitenta caes portadores de leishmaniose
visceral, em 45% dos caes foi observado aumento da concentragao sérica de uréia, além
de hipercreatinemia em 38% dos animais.

O colesterol é o principal componente das membranas eucaribticas e apresenta um
papel crucial na organizacdao da membrana celular, dindmica e fungao; metabolizado no
figado e transportado no sangue por lipoproteinas. A lipoproteina LDL tende a ser a fragao
predominante no cao, representando em torno de 65% do colesterol total na maioria das
racas e sendo responsavel pelo transporte do colesterol para os tecidos. O aumento dos
seus niveis leva ao acumulo no plasma e consequente aderéncia ao endotélio vascular, o
que pode acarretar os chamados ateromas. A fungao de transporte reverso do colesterol
realizado pela HDL confere a estas lipoproteinas o nome de “bom colesterol”, pois
contribuem de maneira significativa para a manutencdo dos niveis de lipoproteinas
fisiologicamente apropriados e saudaveis, ajudando assim a prevenir a aterosclerose por
facilitar a captagdo celular de LDL. Valores normais de HDL variam entre 25% e 60% do
colesterol total (KANEKO et al., 1997; SCHMIDT et al, 2006).

Na LV humana, foram observados hipocolesterolemia, leve hipertrigliceridemia,
diminuicao dos niveis séricos de HDL (lipoproteina de alta densidade) e LDL (lipoproteina
de baixa densidade) (LIBEROPOULOS et al., 2002). Nieto et al. (1992b) relatam que, em
caes naturalmente infectados com L. infantum, observaram o aumento dos niveis séricos
de colesterol e LDL e a diminuicdo de HDL. Estudos recentes revelam que o requerimento
especifico do colesterol na membrana celular e a internalizagdo do parasita em
macrofagos dos hospedeiros conduzem a uma infecgédo produtiva. Além disso, a redugéo
na habilidade do parasita para infectar macréfagos dos hospedeiros pode ser invertida,
reabastecendo de colesterol as membranas celulares (PUCADYIL et al. 2004).

Quando desequilibrios de eletrdlitos ocorrem, efeitos (logo, sinais clinicos) nao

afetam somente um 6rgdo especifico ou sistema isoladamente. A homeostasia do calcio



envolve 0s 0ssos, 0s rins e o trato digestorio; este eletrdlito afeta a permeabilidade das
membranas celulares, portanto, ajuda a regular a atividade neuromuscular. Os niveis de
fésforo (em suas varias formas organicas e inorgéanicas) desempenham varios papéis
diferentes e contribuem para a estrutura celular e a fungdo, enquanto ajudam a prover
energia (na forma de ATP), e facilitam a entrega de oxigénio aos tecidos (como 2,3-DPG),
como um segundo mensageiro intracelular (cCAMP). Finalmente, embora o papel de
magneésio seja bem menos compreendido que o dos outros eletrodlitos, acredita-se que sua
deficiéncia exacerba algumas condigbes clinicas e pode afetar potencialmente algumas
doencgas. Manifestagdes clinicas de hipomagnesemia normalmente incluem arritmias
cardiacas, alteragdes do sistema nervoso e anormalidades neuromusculares (KANEKO et
al., 1997; STEELE, 2005).

2.2.2. Proteinograma

Quanto as proteinas plasmaticas, estas sao sintetizadas no figado e constituidas de
aminoacidos, obtidos apds a quebra e a absorcao intestinais. As principais fracbes sdo a
albumina e as globulinas, representando a albumina de 35% a 50% do total das proteinas
séricas. Uma hipoproteinemia pode ocorrer por falha na ingestdo, na absorgao, na sintese
ou na perda protéica (LOPES et al., 1996).

A hiperproteinemia, a hipoalbuminemia, a hiperglobulinemia e a relagdo de
albumina/globulina diminuida ou invertida, inclusive a hipergamaglobulinemia, sdo os
achados mais frequentemente observados na leishmaniose visceral canina, decorrentes
de ativacao policlonal de células B e da producdo de anticorpos (FERRER, 1992;
CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; ALMEIDA et al., 2005; COUTINHO,
2005). Pode ocorrer hipoalbuminemia resultante de nefropatia e consequente perda
protéica, ou enfermidade hepatica ou de ma nutrigdo (KONTOS & KOUTINAS, 1993;
KOUTINAS et al.,, 1999; NOLI, 1999; COUTINHO, 2005). A eletroforese de proteinas
séricas geralmente apresenta diminuigdo da fracdo albumina associada a aumento das
fracbes gama e beta globulinas (MARZOCHI et al., 1985; KONTOS & KOUTINAS, 1993,
CIARAMELLA & CORONA, 2003).

Martinez-Subiella et al. (2002), por meio de métodos de imunoensaio e

colorimétricos em analisador bioquimico, com reagentes destinados a sorologia humana,



avaliaram caes sadios e portadores de L. infantum chagasi, sintomaticos e nao-
sintomaticos, e verificaram as concentracbes de proteinas de fase aguda como a
haptoglobina, ceruloplasmina e proteina C-reativa. Observaram que caes portadores
apresentaram maior concentragao de proteina C-reativa do que os caes assintomaticos.

Quanto a resposta de fase aguda, esta se refere a uma reagdo complexa e
inespecifica, que acontece logo apdés qualquer dano tecidual. A origem da resposta pode
ser atribuida a processos infecciosos, imunolégicos, neoplasicos, traumaticos, ou outras, e
0 proposito da resposta € restabelecer a homeostase e remover a causa do disturbio
(WHICHER & WESTACOTT, 1992; CERON et al., 2005). A resposta de fase aguda é
considerada uma parte do sistema de defesa inato do hospedeiro, que é responsavel pela
sobrevivéncia deste durante as fases criticas e iniciais da infeccdo e, em condi¢cbes
evolutivas, antecede a resposta imune adquirida (ECKERSALL, 2000).

A resposta de fase aguda é caracterizada por varios efeitos sistémicos, inclusive
febre, leucocitose, aumento de cortisol sangliineo e diminuicdo nas concentragdes de
tiroxina, mudangas metabdlicas (isto €, lipdlise, gliconeogénese, catabolismo protéico), e
diminuicdo das concentragcdes séricas de ferro e zinco. A resposta também inclui
mudancas nas concentragcdes de proteinas plasmaticas, chamadas de proteinas de fase
aguda (PFA) (KUSHNER & MACKIEWICZ, 1993; ECKERSALL, 1995), algumas das quais
diminuem suas concentragdes (PFA negativas; por exemplo, albumina ou transferrina), ao
passo que outras aumentam (PFA positivas; por exemplo, proteina C-reativa [CRP],
amildide A sérica [SAA], haptoglobina [Hp], glicoproteina alfa-1-acida [AGP],
ceruloplasmina (Cp), e fibrinogénio). A maioria das PFA positivas sdo glicoproteinas
sintetizadas principalmente pelos hepatdcitos devido a estimulagdo por citocinas pro-
inflamatorias e sua liberacdo na circulagdo sanglinea. As principais citocinas pro-
inflamatdrias sao a interleucina-6 (IL-6), IL-1 e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a). Em
humanos, a IL-6 é considerada a mais importante citocina capaz induzir a sintese de
diferentes PFA, como Hp, ou combinadas com IL-1, como no caso de CRP e SAA
(KUSHNER & MACKIEWICZ, 1993). Niveis séricos de IL-6 notadamente aumentam
durante uma resposta de fase aguda em caes (YAMASHITA et al., 1994). Testes para
deteccdo de citocinas poderiam ser usados para quantificar a resposta sistémica induzida

por uma infecgao ou inflamacao; porém os testes para deteccao e/ou quantificacdo de PFA



foram desenvolvidos como alternativa consistente para este proposito (CERON et al.,
2005).

Enquanto as PFA sdo convencionalmente estabelecidas como derivadas dos
hepatécitos, ha evidéncias crescentes de que elas também podem ser produzidas em
outros tecidos. Linfécitos produzindo AGP foram identificados, o que poderia explicar seu
nivel sérico elevado em caes e gatos com linfoma. A producao extra-hepatica de AGP
também foi descrita em outros 6rgdos em humanos, como rins, intestinos e coragao, e em
diferentes tipos de leucécitos. Além disso, AGP pode originar-se da préstata e pode ser
detectada no fluido seminal. A producdo de SAA foi demonstrada em tecidos como
intestino, rins, medula éssea, adipécitos (em casos de hiperglicemia) e glandula mamaria
(em casos de mastite), em diferentes espécies animais. Pulmdes, tecido adiposo, baco e
rins podem produzir Hp. Os rins podem produzir CRP em humanos, e CRP pode ser
utilizada como um indicador de rejeigao ao transplante renal. Foi postulado que a produgéao
de PFA no local da reacdo de fase aguda inicial além do figado pode contribuir para
manter a homeostase, reduzindo o dano tecidual associado ao processo inflamatorio
(ECKERSALL et al., 2001; CERON et al., 2005).

Devido a complexidade do grande numero de alteragdes fisioldgicas, imunoldgicas e
reagdes bioquimicas, evidenciam-se algumas caracteristicas da resposta de fase aguda
que apresentam aplicagao pratica do ponto de vista clinico: € muito rapida e desenvolve-se
antes mesmo da estimulacdo da resposta imune especifica, em muitos casos, antes do
inicio de sinais clinicos. Assim, pode ser considerada como um dos marcadores mais
rapidamente detectados para qualquer processo patolégico ou doenga; a resposta de fase
aguda é altamente inespecifica, pois se desenvolve secundariamente a numerosas
condigdes que podem produzir dano tecidual (infeccioso, imunologico, neoplasico,
traumatico, etc); a producao e a resposta das PFA variam, dependendo da espécie. Por
exemplo, no cao, apoés estimulo inflamatério, uma forte resposta ocorre com CRP; porém,
em gatos, ndo foram descobertos aumentos significantes de CRP (KUSHNER &
MACKIEWICZ, 1993; KAJIKAWA et al.,, 1999; PETERSEN et al., 2004; MURATA et al.,
2004; CERON et al., 2005).

Segundo Rodriguez et al. (2003), a leishmaniose visceral canina esta associada a

imunidade celular reduzida e a elevagao significativa de anticorpos de IgG de anti-



Leishmania, porém, enquanto foram estudadas elevacdes de IgG extensivamente na
leishmaniose, a distribuicdo de outras imunoglobulinas € pouco investigada. Assim o
estudo de imunoglobulinas parasita-especifico em leishmaniose visceral canina pode
evidenciar nas respostas imunes durante a progressao e resolugédo da infecgdo. Estudos
prévios sugerem que a leishmaniose visceral canina esta associada com a regulagao de
anticorpos especificos de todas as subdivisbes de classe de IgG, particularmente IgG1,
IgG3 e IgG4 (QUINNEL et al., 2003).



3. OBJETIVOS

S&o objetivos do estudo:

1. verificar a prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC) e os aspectos
clinicos e epidemiolégicos em caes sororreagentes e nao-reagentes a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) em foco de transmissdao no Distrito Federal — DF —
Brasil;

2. determinar o proteinograma de caes sororreagentes e nado-reagentes a RIF| para
LVC, investigando, em especial, as concentragées de imunoglobulinas e de proteinas de
fase aguda, em eletroforese em gel de poliacrilamida que contenha dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) e espectrometria de massa em MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization — time of flight);

3. avaliar componentes do soro sanguineo de caes sororreagentes e ndo-reagentes
a RIFI para LVC, sendo proteinas totais, colesterol, calcio, fésforo, magnésio, uréia e
creatinina e atividades das enzimas fosfatase alcalina (ALP), gamaglutamiltransferase
(GGT), alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), de modo a

avaliar parte do metabolismo, balango de alguns ions e fungdes renal e hepatica.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Area do estudo

Os parametros referentes aos caes (Canis familiaris — LINNAEUS, 1758) avaliados
neste estudo foram conduzidos com base na populagédo canina do Condominio Serra Azul,
situado na cidade-satélite de Sobradinho IlI, no Distrito Federal, delimitada pelas
coordenadas 15°37” 51’ S - 47° 50” 23’ W (Figura 1; seta amarela).

A instalagdo do condominio data de 1990. Constituido de 578 casas, proximo a
estrada DF-420, possui todas as ruas asfaltadas e estabelece limites com outros dois
condominios e, ao norte (fundos), com area de cerrado, que inclui vales e montanhas. O
condominio localiza-se a 12km do Plano Piloto e a 8km da cidade de Sobradinho. Sua
altitude é de 1.050 e 1.090 metros acima do nivel do mar. Atualmente contém 623 lotes,
dos quais 48 (7,7%) se encontram desocupados e sao utilizados como depésito de lixo.
Alguns representam local de proliferagcdo de roedores e insetos. A coleta publica de lixo é
realizada trés vezes por semana. A maior parte das 578 casas construidas € cercada com
muros altos; entretanto, o condominio € parcialmente murado nos limites com o cerrado. O
registro fotografico do condominio evidenciando as caracteristicas descritas acima esta
disposto no Apéndice A.

A regido de escolha para o estudo foi uma area periurbana com foco de

transmissao de leishmaniose visceral (Figura 2).

4.2. Inquérito soroldgico censitario canino e levantamento epidemiolégico

As coletas de dados e a obtencdo das amostras de sangue foram realizadas por
agentes da Divisdo de Vigilancia Ambiental em Saude (DIVAL) do Centro de Controle de
Zoonoses do Distrito Federal, no periodo de 6 de fevereiro a 11 de marco de 2006.
Previamente as coletas de sangue, os animais foram submetidos a inspegao fisica;
também se realizou um levantamento epidemioldgico (Figura 3). As informagdes foram
anotadas em fichas de identificacdo que continham dados do proprietario e do cdo (home,
enderego, raga, idade, sexo, entre outros) e informagdes epidemioldgicas (por exemplo,
presenca de aves ou animais silvestres, condi¢des do quintal e presencga de canil), e de

possiveis alteragcdes clinicas (inclusive alopecia, onicogrifose, ceratoconjuntivite, lesdes



cutdneas e presenca de ectoparasitas) que permitiram definir o quadro clinico da
leishmaniose visceral canina em assintomatico, oligossintomatico e sintomatico.

No Condominio Serra Azul, em Sobradinho Il — Distrito Federal, foram colhidas
amostras de sangue de 556 cdes da regido, na qual foram diagnosticados dois casos
humanos de leishmaniose visceral (foco de transmissédo). As amostras de 3 a 5mL de
sangue foram obtidas da veia jugular, utilizando-se agulhas 25x7mm e tubos Vacutainer®?
sem anticoagulante. Tais amostras foram centrifugadas a 800 G durante cinco minutos,
para obtencdo de amostras de soro, que foram armazenadas em temperatura de -20°C até

o momento das analises.
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Figura 1 - Foto aérea, obtida por satélite, mostrando as regiées do Distrito
Federal: Condominio Serra Azul (seta amarela), Sobradinho (seta
azul), Fercal (seta verde) e Lago Norte (seta vermelha).
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Figura 2 - Foto aérea obtida por satélite ampliada, mostrando em detalhes o Condominio
Serra Azul — Sobradinho Il — Distrito Federal.



GDF - SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
| SUBSECRETARIA DE VIGILANCIA A SAUDE - DIRETORIA DE VIGILANCIA AMBIENTAL
GERENCIA DE CONTROLE DE RESERVATORIOS E ZOONOSES

? LEISHMANIOSE CANINA — FICHA DE IDENTIFICACAO ANIMAL

!N° da Ficha: Data da Celeta: / /2006,
i
|Nome Proprietario:

Endereco Proprietario:

| Cidade: Fone: >
'Nome do tio: Raca:

;Sexo: ( ) Macho ( )} Fémea Idade:

!Pelagem-: ( YCurto ( ) Médio ( )Llongo Cor:

Endereco do cao: : ; =
iLocal onde adquiriu o cdo: Quando? _ o

EComo vive: { ) Lote fechado ( ) Lote Aberto

|Mobilidade: ( ) Acessoarua ( ) Préso

=(.'3:1de dorme: ( ) Dentrodecasa { ) Foradecasa: ( ) Livre( ) Canil
0 cao foi para outro lugar nos Gitimos 6 meses: ( ) Sim ( ) Nio
|Qual lugar: Usa coleira repelente: ( ) Sim ( )N3o

iSintomas e sinais: ( ) Emagrecimento ( ) Lesdop de pele ( ):Unha
crescida () Queda de pelo na regiao dos olhos { ) Falta de apetite
( ) Secretdo ocular { ) Sangramento tipo __

&

-

Presenca de Ectoparasitos: ( ) Pulgas ( ) Carrapatos
()Outros: ___ { )Coletado ( ) N&o coletado

Origem do material: ( ) Canil ( ) Inquérito ( ) Particular ( ) Clinica

Qual:

s

| &
{Outras informacgoes:

- -
Responsavel pelo preenchimento:

%NO do Laboratorio: Resultado: _____ Data:

=t e e e £

Figura 3 - Ficha da Secretaria de Estado de Saude para obtencéo de dados de
identificagao, epidemioldgicos e quadro clinico de animais suspeitos
de leishmaniose visceral canina, no Distrito Federal — DF.



4.3. Inquérito entomoldgico

A captura de vetores foi realizada por agentes da Divisdo de Vigilancia Ambiental
em Saude (DIVAL) e pela Divisdo de Controle de Vetores do Centro de Controle de
Zoonoses do Distrito Federal, no periodo de 6 de fevereiro a 11 de margco de 2006. Para a
realizacdo do levantamento entomoldgico, foram utilizadas armadilhas de isca luminosa,
instaladas em residéncias da area delimitada com foco de LV humana. As armadilhas
foram instaladas a aproximadamente 1 metro do solo, preferencialmente, nos quintais
junto aos abrigos ou canis dos animais domeésticos. Foram instaladas vinte armadilhas em
dez residéncias do condominio em estudo. Os insetos coletados foram acondicionados em
camaras coletoras mantidas sob refrigeracdo até o momento do preparo e da identificagao,
realizados no Laboratério de Entomologia da Divisdo de Controle de Vetores do Distrito

Federal.

4.4. Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

As amostras de soro coletadas dos 556 caes foram submetidas a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para Leishmania sp. pelos técnicos da Vigilancia
Ambiental do Distrito Federal — 6rgao oficial vinculado ao Ministério da Saude (Laboratério
Central — LACEN); as leituras foram realizadas em ftriplicada, isto €, a mesma lamina foi
examinada por trés técnicos diferentes e, apos trés leituras positivas ou reagentes, tais
animais foram submetidos a nova coleta, com intervalo inferior a quinze dias, e o resultado

do exame confirmado.

4.5. Amostragem

4.5.1. Tamanho da amostra e formac¢ao dos grupos experimentais

Com base nos resultados da RIFI da populacdo canina do Condominio Serra Azul
fornecidos pela Vigilancia Ambiental do Distrito Federal, foram separadas, aleatoriamente,
60 amostras nao-reagentes e 60 amostras sororreagentes a reagcao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), com titulacdo =1:80 para Leishmania sp., compondo-se dois grupos
experimentais, a saber:
Grupo I: 60 caes, machos ou fémeas, ndo-reagentes (RIFI) a Leishmania sp.

Grupo II: 60 caes, machos ou fémeas, sororreagentes (RIFI) a Leishmania sp.



4.6. Anédlises laboratoriais

As analises laboratoriais que incluiram os parametros de bioquimica sérica e o
proteinograma em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
foram realizadas no Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/ UNESP/ Campus
de Jaboticabal, e no Centro Integrado de Diagndsticos Veterinario — CID-Vet — Brasilia —
DF; e as anadlises da espectrometria de massa em MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization — time of flight)® foram realizadas nos Laboratérios de Integracéo
Planta-Praga e no de Biologia Molecular/ Espectrometria de Massa do CENARGEN -
EMBRAPA - Brasilia — DF. O resultado sorolégico (RIFI) foi fornecido por 6rgao oficial
(LACEN).

4.6.1. Analise de constituintes bioquimicos séricos

As atividades das enzimas alanina aminotransferase-ALT e aspartato
aminotransferase-AST (método cinético UV), fosfatase alcalina-ALP (método de Roy
modificado) e gamaglutamiltransferase-GGT (método de Szas modificado) e os teores de
célcio total (método do azul de metiltimol), proteinas totais (método do biureto), uréia
(método de urease), creatinina (método de Basques-Lustosa), magnésio (método Labtest)
e fosforo (método Daly-Ertingshausen modificado) do soro sanguineo dos caes foram
determinados com a utilizagdo de conjuntos de reagentes de uso comercial
LABTEST®*.?. A leitura das amostras foi conduzida em espectrofotdmetro semi-
automatico LABQUEST®®, em comprimentos de onda apropriados a cada componente do
soro sanguineo (RIBEIRO et al., 2004).

Na discussao dos resultados das determinacdes bioquimicas, foram utilizados
valores de referéncia do Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria e do Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital
Veterinario "Governador Laudo Natel" — UNESP — Campus de Jaboticabal, bem como

informagdes de Kaneko et al. (1997).

8 Ultraflex I™TOF/TOF MS — Bruker - Alemanha.
* LABTEST - Belo Horizonte — MG
® Analisador bioquimico semi-automatico LABQUEST — CELM



4.6.2. Proteinograma sérico

O proteinograma foi obtido por fracionamento eletroforético em sistema vertical pela
técnica SDS-PAGE, segundo método de preparo de gel descrito por LAEMMLI (1970).
Foram utilizadas amostras de soro sanguineo (10 pL) diluidas em tampéo fosfato (30 (1L
PBS) e gel mix (20 [1L); estas amostras foram aquecidas sobre agua em ebuligdo durante
10 minutos. Uma fragcao de 5 [IL desta mistura foi depositada no fosso do gel (Apéndice
B). A placa que continha o gel foi colocada em suporte apropriado, em contato com
solucdo tampédo com pH 6,5 e submetida a corrente elétrica de 50 mA, em fonte
apropriada. Terminada a separagao, o gel foi corado durante 60 minutos em solugéo de
azul de Comassie 0,2% e, em seguida, descorado em solugcédo de acido acético glacial a
7%, até que as fragdes se apresentassem nitidas. Os pesos moleculares e as
concentracbes das fracbes protéicas foram determinados mediante leitura em
densitdmetro computadorizado® e calculos manuais (NAOUM, 1999; THOMAS, 2000;
FAGLIARI & SILVA, 2002). Para a identificacdo das proteinas no gel, foram utilizados 12
marcadores de pesos moleculares que variavam de 24 kDa a 205 kDa, além das proteinas
purificadas haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina, as-antitripsina e imunoglobulina G”.

As 120 amostras de soro de caes sororreagentes e daqueles nao-reagentes foram
processadas para leitura qualitativa das proteinas, em analisador de espectrometria de
massa em MALDI-TOF? sendo tais amostras inicialmente dialisadas com sulfato de
amoénia 4M (0 a 90%), para precipitagdo das proteinas e retirada de outras substancias
(entre elas, lipidios e carboidratos). Apdés este periodo as fragdes protéicas foram
coletadas e armazenadas a -20°C. Aplicando-se o método de Bradford (1976) foi verificada
a presenca de proteinas em todas as amostras. As amostras foram liofilizadas utilizando
centrifuga de Speed vac®, por 12 horas a temperatura ambiente até obtencdo de
desidratacdo completa. Apds, foram ressuspendidas com agua Milli-Q e tratadas com uma
matriz ionizante, o acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), que contribui para
cristalizacdo das amostras na placa de MALDI-TOF. Na sequéncia, as amostras
homogeneizadas com a matriz foram aplicadas em placa de ouro, deixadas em

temperatura ambiente durante a noite. Em seguida todas as amostras foram processadas

® Densitdmetro Shimadzu CS-9301 — Toquio — Japéao.
! Sigma Chemical Company — St. Louis - MO — EUA.
8 Centrivap Concentrator — Labconco Corporation — Kansas City — Missouri - USA



em analisador de espectrometria de massa. O espectrdometro de massa?® é utilizado para
promover o sequenciamento direto de peptideos obtidos apds processo de separagao e
refinamento das amostras. Todos os peptideos de interesse foram fragmentados e seus
residuos de aminodacidos foram obtidos por meio da técnica de indug¢ao de dissociagao por
colisdo (Collision-induced dissociation -CID) (BLOCH JR et al., 2001; KAMOUN-
ESSGHAIER et al., 2005).

4.7. Analise estatistica

Para determinar se os resultados da bioquimica sérica, inclusive do proteinograma,
diferiram entre os caes nao-reagentes e os sororreagentes, os dados foram submetidos a
andlise estatistica pelo programa Statistical Analysis System — SAS®, obtendo-se média,
desvio padrao, coeficiente de variacao, limites extremos e analise de variancia. Havendo

diferenga, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

® SAS INSTITUTE. SAS user's guide: Statistics. Sas Institute Cary, 1985, 956p.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Inquérito soroldgico censitario e aspectos clinicos e epidemioldgicos

No inquérito sorolégico e epidemioldgico realizado pela Vigilancia Ambiental em
Saude do Distrito Federal, notou-se que, do total de 578 residéncias visitadas no
Condominio Serra Azul, em Sobradinho Il — DF (considerada regido periurbana do Distrito
Federal), em que foram realizadas 556 coletas, somente em 330 havia caes (57%). Ao
mesmo tempo, houve pendéncia em seis casas (1%), que ndo puderam ser avaliadas por
estarem fechadas, e recusa a visitacdo por parte dos proprietarios de duas residéncias
(0,3%).

Os resultados sorologicos obtidos no teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI;
Figura 4) para leishmaniose visceral canina (LVC) dos 556 caes examinados e
pertencentes ao Condominio Serra Azul, na cidade de Sobradinho Il — DF estéo

apresentados na Tabela 1 e na Figura 5.

Figura 4 - Fotomicrografia de Leishmania sp. evidenciada pela

técnica de reacao de imunofluorescéncia indireta (400X).



Tabela 1: Nimero de caes reagentes e ndo-reagentes a RIFI para Leishmania sp. em relacdo a idade,
de foco de transmisséo no Distrito Federal -DF (Condominio Serra Azul - fev./ marco 2006).

Titulacdo RIFI
Idade (anos) 1/40 1/80 Total de reagentes Nao-reagentes Total de Animais
<1 9 6 15 65 80
1 11 13 24 51 75
2 6 11 17 45 62
3 5 9 14 69 83
4 8 10 18 35 53
5 2 8 10 25 35
6 3 5 8 25 33
>6 11 13 24 77 101
Ignorada 2 4 6 28 34
Total 57 79 136 (24,5%) 420 (75,5%) 556 (100%)
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Figura 5 - Representacéo grafica do numero de cées reagentes a RIFI
para LVC em relacéo a idade.

Apesar de a legislagao sanitaria propor que o inquérito soroldgico canino amostral
deva ser realizado em foco de transmissao, de modo a avaliar as taxas de prevaléncia nos
setores nao trabalhados anteriormente, como foi o caso do Condominio Serra Azul, optou-

se pelo inquérito sorolégico censitario, abrangendo quase a totalidade das residéncias do



condominio. O inquérito censitario deu-se pelo fato de que, em se tratando de saude
publica, apresenta ampla avaliagdo da situagdo da LVC no condominio em estudo,
levando-se em consideragdo o método diagnostico preconizado pelo Ministério da Saude
(RIFI), a escassez de mao-de-obra qualificada e o fator temporal, haja vista que as
medidas de controle deveriam ser impostas rapidamente. Cabe ressaltar que este foi o
primeiro inquérito soroldgico para LVC realizado no Distrito Federal.

Os casos de LV humana, que levaram a este levantamento epidemioldgico,
acometeram dois adultos: um homem de 50 anos, cujo quintal da residéncia continha
entulho e mato, bem como uma cadela de seis meses de idade, oligossintomatica
(alopecia de pescoco, linfoadenomegalia e intensa pulicose) sororreagente a RIFI para
LVC (>1:80); e uma mulher de 18 anos de idade que, nos ultimos seis meses, havia
residido em dois locais diferentes do mesmo condominio e que nao tinha animal
domeéstico.

No Condominio Serra Azul, na cidade-satélite de Sobradinho Il — DF, das 556
amostras coletadas, 136 (24,5%) foram sororreagentes a RIFI para LVC. A reagédo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido o método mais utilizado. A alta soroprevaléncia
observada foi compativel com as descrigdes de Paranhos-Silva et al. (1996), que
observaram 23,5% de prevaléncia em caes do municipio de Jequié — BA, e de Silva et al.
(2005), que verificaram 25,0% de reagbes positivas na populacdo de cdes de Guaratiba
(RJ). Difere da taxa de soroprevaléncia de 12% verificada em Aracatuba — SP por
Camargo-Neves et al. (2001); de 11,9% descrita em ltaipu — RJ por Madeira et al. (2003);
de 2,94% notificada em Birigti — SP por Vigilato (2004); de 7,8% relatada em Poxoréo —
MT por Azevedo (2004); de 3% constatada em Bom Sucesso — MG por Silva & Santa-
Rosa, (2005); de 2,5% descrita em Pernambuco por Dantas-Torres (2006) e de 87%
relatada no Estado da Bahia por Barrouin-Melo et al. (2006).

A maioria das residéncias visitadas (95,9%) apresentava até trés caes, de 36 ragas
diferentes, com predominio de animais sem raga definida (42%), seguidos por cées das
racas Pinscher (10,4%) e Poodle (9,5%). Estes resultados assemelham-se aqueles
relatados por Moreira Jr. et al. (2003), ou seja, 91,9% dos caes eram de raca indefinida, e

por Vigilato (2004), que constatou que 65,5% dos caes nao tinham raga definida.



Pode-se verificar que os caes com até trés anos de idade foram os mais acometidos
por LVC, representando 51,5% dos casos, entretanto notou-se um declinio gradual em
cées até a faixa etaria dos seis anos; na faixa etaria acima dos seis anos, notou-se
acentuado aumento do numero de casos por LVC (Figura 5). Provavelmente, isso ocorreu
por se tratar do primeiro inquérito epidemioldgico realizado nesta populagdo canina, que,
possivelmente, mantém ao longo dos anos animais reagentes e assintomaticos (ou seja,
municipio silencioso). Alguns autores, entre eles Vigilato (2004), relatam que a média de
idade dos cades reagentes se situa entre trés e cinco anos; no entanto, outros
pesquisadores como Azevedo (2004) relata média de idade acima de 84 meses. Feitosa et
al. (2000), em estudo de caes positivos para LVC em Aragatuba — SP, observaram maior
ocorréncia em animais de um a trés anos de idade. Franga-Silva et al. (2003) constataram
prevaléncia semelhante em todas as idades de caes avaliados em Montes Claros — MG.

Optou-se por descrever os aspectos clinicos e epidemiolégicos dos animais
utilizados na avaliagcdo da bioquimica sérica e do proteinograma, com o intuito de
estabelecer, se possivel, correlacdo entre os dados clinicos e os resultados dos exames
laboratoriais. Assim, na Tabela 2, sdo apresentadas as caracteristicas clinicas (caes
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos) e alguns dados epidemiolégicos de

caes sororreagentes e daqueles nao-reagentes a RIFI para LVC.

Tabela 2 - Aspectos clinicos e epidemiolégicos de caes reagentes e ndo-reagentes a RIFI para Leishmania sp.,
de foco de transmisséo no Distrito Federal - DF (Condominio Serra Azul - fev./mar. 2006)

Nao-reagentes (n=60) Reagentes (n=60)
Sinais Clinicos
Assintomaticos 42 (70%) 43 (71,7%)
Oligossintomaticos 15 (25%) 15 (25%)
Sintomaticos 3 (5%) 2 (3,3%)
Sexo
Macho 32 (53,3%) 33 (55%)
Fémea 28 (46,7%) 27 (45%)
Pelagem
Curta 35 (58,3%) 37 (61,7%)
Média 13 (21,7%) 19 (31,7%)
Longa 12 (20%) 4 (6,7%)
Como vivem?
Presos 41 (68,3%) 40 (66,7%)
Soltos / Acesso a rua 19 (31,7%) 20 (33,3%)
Onde dormem?
Dentro de Casa 5 (8,4%) 0 (0%)

Fora de Casa 55 (91,6%) 60 (100%)




Em relagdo ao sexo dos caes sororreagentes para LVC, 54% eram machos e 46%
eram fémeas, ndao havendo influéncia significativa do sexo entre os caes soronegativos a
RIFI. Estes resultados sdo concordantes com aqueles dos estudos de Carrera et al.
(2003), que identificaram 51% de fémeas; de Moreira Jr. et al. (2003), em que 55,1% eram
machos; e de Vigilato (2004), em que 51,8% eram machos.

Em sua maioria, os caes, durante o dia, permaneciam no ambiente domiciliar, sem
acesso a rua, porém constatou-se que todos os cées reagentes dormiam fora de casa, em
canis ou em abrigos; condicdo também observada em 91,6% dos cdes nao-reagentes.
Devido aos habitos alimentares e a dificuldade de véo do vetor, o fato de um cdo dormir
fora de casa, em area peridomiciliar, pode facilitar o contato deste com o hospedeiro e
predispor a LVC.

A avaliagao clinica realizada no momento da colheita da amostra de sangue revelou
que 71,7% dos animais reagentes a RIFI eram assintomaticos e que 28,8% destes animais
reagentes eram oligossintomaticos ou sintomaticos, mas as caracteristicas clinicas
(assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos) n&o diferiram entre os animais
reagentes e ndo-reagentes a RIFI. Em estudo realizado em Poxoréo — MT, somente 6,8%
dos animais soropositivos para LV canina foram classificados como assintomaticos, 12,9%
eram sintomaticos (AZEVEDO, 2004). Em Teresina — Pl, 19% dos caes sororreagentes
eram assintomaticos (MENDONCA et al., 1999).

As caracteristicas clinicas observadas no inquérito soroldgico dos 120 caes do
Condominio Serra Azul, em Sobradinho Il — DF estéo listadas na Tabela 3. Sinais clinicos
como emagrecimento, lesdes de pele, ulcera cutanea, alopecia periocular, de orelha e/ou
nariz, onicogrifose, secregdo ocular e presenga de ectoparasitas, entre outras afecgdes,

foram verificados.



Tabela 3 - Aspectos clinicos de cées oligossintomaticos e sintomaticos, reagentes e ndo-reagentes para Leishmania sp.
(RIFI), de foco de transmissé&o no Distrito Federal - DF (Condominio Serra Azul - fev./mar. 2006).

Nao-reagentes (n=18) Reagentes (n=17)
Sinais Clinicos Oligossintométicos Sintoméaticos Oligossintomaticos Sintomaticos
Emagrecimento/caquexia 1(5,6%) 1(5,6%) 2 (11,8%) 1(5,9%)
Lesdes de pele (primarias/secundarias) 1 (5,6%) 2 (11,2%) 5 (29,4%) 1(5,9%)
Alopecia orelha/nariz 1(5,6%) 1(5,6%) 5 (29,4%) 1(5,9%)
Alopecia peri-ocular 1 (5,6%) 1 (5,6%) 1 (5,9%) 1(5,9%)
Onicogrifose 3 (16,7%) 2 (11,2%) . - 1(5,9%)
Pulicose 4 (22,2%) 1(5,6%) 4 (23,5%) 1(5,9%)
Ixodidiose 5 (27,7%) 1(5,6%) 3 (17,6%) 1 (5,9%)
Secregdo ocular - - 1(5,9%) -
Outros (diarréia, Ulceras orais) : - 1(5,6%) 1(5,9%) -

Os sinais clinicos identificados em cées sororreagentes para LVC sintomaticos
incluiram alteragbes compativeis com o quadro clinico classico induzido pela leishmaniose
visceral americana canina, conforme descrito por Santa Rosa & Oliveira (1997) e Soares
(2003). As manifestacdes clinicas das leishmanioses dependem das interagdes complexas
entre as caracteristicas de viruléncia da espécie de Leishmania infectante e da resposta
imune do hospedeiro (PEARSON & SOUSA, 1996).

Os caes sintomaticos (oligossintomaticos e sintomaticos) sororreagentes (17/28,8%)
e nao-reagentes (18/28%) apresentaram diferentes tipos e graus de sintomas. Os sinais
clinicos mais freqientes em caes sororreagentes sintomaticos (oligossintomaticos e
sintomaticos) foram lesbes cutdneas que incluiam pustulas, Ulceras, descamacao,
paquidermizacdo e hiperpigmentacdo (35,3%). Alopecia de orelha e/ou nariz
compreenderam 35,3% do total de casos clinicos. Entre os caes nao-reagentes
sintomaticos (oligo e sintomaticos), o sinal clinico mais frequente foi onicogrifose (27,9%),
ao passo que a infestagao por ectoparasitos foi notada em 61,1% dos caes. Vale ressaltar
que apenas um cao sororreagente sintomatico apresentou varios sinais clinicos
concomitantes, que estdo descritos na Tabela 3, coluna [reagentes sintomaticos] (Figura
6).



Figura 6 - Foto de cadela, sem raga definida, com trés anos de idade,
sintomatica, criada no Condominio Serra Azul, Sobradinho Il —
DF, reagente a RIFlI para LVC. Nota-se grau de caquexia
acentuado, lesées de pele (alopecia periocular e nos membros,
descamacao e paquidermizagao) e onicogrifose.

As caracteristicas clinicas verificadas diferem daquelas descritas por Azevedo
(2003), Soares (2003) e Almeida et al. (2005). Azevedo (2003) relata que, nos animais
positivos de Poxoréo — MT, os sinais clinicos mais observados foram ceratoconjuntivite
(12,1%), lesdes cutdneas (11,2%), onicogrifose (11%) e linfoadenomegalia (10%).
SOARES (2003) relata que, nos animais positivos e sintomaticos examinados em Teresina
— PI, os sinais clinicos de maior ocorréncia foram linfoadenomegalia (85,3%), secrecéo
ocular (20,6%) e caquexia (17,6%). Almeida et al. (2005) relataram que os principais sinais
clinicos da leishmaniose visceral canina foram emaciacao e Uulceras de pele (80%),
onicogrifose e conjuntivite (73%) e alopecia (60%); linfoadenomegalia, esplenomegalia,

glomerulopatia foram menos frequentes (< 20%).



5.2. Inquérito entomoldgico

A Divisdo de Controle de Vetores vinculada a Vigilancia Ambiental em Saude do
Distrito Federal instalou vinte armadilhas em dez domicilios do Condominio em que havia
criacdo de galinhas ou de alguma espécie de ave silvestre (Figura 7), inclusive nas
residéncias onde habitavam pessoas comprovadamente portadoras de LVA. Em sete
destas residéncias, foram encontrados flebotimineos (n=84), pertencendo 71 deles a
espécie Lutzomyia longipalpis. Obteve-se a média de 10,1 flebotimineos da espécie L.
longipalpis por residéncia pesquisada. Apenas em uma das casas coletadas foram

encontrados 49 flebotimineos da espécie L. longipalpis dentro de um galinheiro (Tabela 4).

Tabela 4 - Dados de coleta de flebotomineos em foco de transmisséo para LVA r
Distrito Federal — DF (Condominio Serra Azul — 07 a 09 fev. 2006)

Total de casas trabalhadas 10
Total de armadilhas instaladas 20
Total de casas com flebotomineos 07
Total de flebotomineos coletados 84
Média de flebotomineos/casa 12
Total de Lutzomyia longipalpis coletados 71 (100%)
Média de Lutzomyia longipalpis/casa 10,1
Total de Lutzomyia longipalpis coletados em apenas 1 casa* 49
Total de Lutzomyia longipalpis coletados no galinheiro 49 (70,42%)
Total de Lutzomyia longipalpis coletados no canil / quintal 15 (21,13%)
Total de Lutzomyia longipalpis coletados dentro de casa 6 (8,45%)

* dentro de um galinheiro
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Figura 7 - Mapa que mostra pontos de instalacdo de armadilhas para captura de
flebotomineos (armadilhas positivas: pontos vermelhos; armadilhas
negativas: pontos amarelos), distribuicdo de caes sororreagentes a RIFI
para LVC (pontos verde-claro) e distribuicdo de casos de LVA em humanos
(pontos verde-escuro), no Condominio Serra Azul — DF.

Os dados observados no inquérito entomoldgico comprovam as informagdes
relatadas anteriormente de que os locais de maior incidéncia de flebotomineos vetores da
LV foram locais sabidamente de predilecdo ao repasto das fémeas hematédfagas
obrigatorias. Tais fémeas necessitam de sangue para o desenvolvimento dos ovos,
alimentando-se de uma ampla variedade de animais vertebrados de sangue quente;
todavia, tém predilegdo por aves, geralmente galinhas domésticas (Gallus gallus

domesticus). Vale a pena ressaltar que a presenga de animais domésticos em canis e/ou



quintais em areas peridomiciliares provavelmente também atrai grande numero de
flebotomineos, contribuindo para a agregacdo das espécies vetoras nestas areas
(ALEXANDER et al., 2002; COUTINHO, 2005; BRASIL, 2006; SANTOS, 2006; SAO
PAULO, 2006).

5.3. Bioquimica sérica

As atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT),

aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), gamaglutamiltransferase (GGT) e as

aspartato

concentragbes de proteinas totais, uréia, creatinina, calcio, féosforo e magnésio do soro
sanguineo de caes reagentes e nao-reagentes a RIFI para leishmaniose visceral canina
estdo apresentados na Tabela 5. Os valores individuais obtidos na bioquimica sérica estao

apresentados nos Apéndices C e D.

Tabela5—Valores normais, médias e desvios-padrdo de constituintes do soro sangiiineo de cées reagentes e ndo-reagentes
aRIA para Leishmania sp. , de foco de transmissao no Distrito Federal (Condominio Serra Azul - fev./mar. 2006).

Caes reagentes Caes ndo-reagentes

Parametros n Média + Desvio Padréo n Média + Desvio Padréo Valores Normais (a)
ALT (UL) 50 35,85+ 23,36 52 43,05+15,64 10-88
AST (UL) 50 20,80+11,07 49 18,50+14,50 10-88
ALP(UL) 50 527142562 52 56,93+29,32 20-150
GGT (UL 2 8,9946,70 4 8,16£347 0-10
Colesterd (mg/dL) 49 161,90455,36 57 158,38+46,35 125-270
Colesterd HDL (mg/dL) 2 448442665 * 15 6245+18,32* 40-78
PT (mg/dL) 60 825+1,60* 60 7.33+1,2* 58-79
Cregtinina (mg/dL) 50 1,0240,34 52 09840,28 05-15
UWréia (mg/dL) 48 34271574 52 3251£17,30 15-65
Cado (mg/dL) 50 9,79+1,38 37 895+1,28 86-11,2
Fésforo (mg/dL) 50 590#1,32 53 571+1,68 22-59
@mio (m\_;’d_) 49 1,9840,32 51 1,6440,24 18-24
ALT (UL) danina aminatransferase  AST (UL) aspartato aminotransferase PT (mg/dL) Proteinas totais
ALP (UL) fosfatase dlcalina GGT (UL) gama dutamiltransferase (a) Fonte: Kanekoet dl., 1997; Thrall, 2007)

Médias seguidas por asterisco (*) na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

As médias das concentracdes séricas de uréia, creatinina, colesterol, calcio, fosforo,
magnésio e das atividades da AST, ALT, FAS e GGT dos cdes ndo-reagentes e

sororreagentes encontram-se na faixa de normalidade para a espécie canina (KANEKO et



al., 1997; THRALL, 2007), a semelhanca dos resultados obtidos por Mattos Jr. et al. (2004)
em caes soropositivos a RIFIl. Tais achados sao diferentes daqueles relatados por
Slappendel & Ferrer (1998), que verificaram aumento das atividades séricas de ALT e ALP
de 61% e 51%, respectivamente, em animais com LVC.

Quanto as concentragdes de uréia e creatinina, Slappendel & Ferrer (1998)
observaram que houve aumento da concentracao sérica de uréia em 45% dos caes e
hipercreatinemia em 38% dos animais. Nieto et al. (1992a), em estudo com dez caes
naturalmente infectados por Leishmania infantum, verificaram aumento do teor sérico de
uréia em sete dos animais; trés apresentavam concentracido de creatinina elevada.
Coutinho (2005) relatou aumento da atividade da ALT; entretanto, alteracbées renais nao
foram estabelecidas, pois as concentracbes de uréia e creatinina se apresentavam
normais.

Os teores séricos de proteinas totais e colesterol HDL foram superiores aqueles
situados na faixa de normalidade descrita por Kaneko et al (1997), corroborando os relatos
de Nieto et al. (1992b), Liberopoulos et al. (2002) e Pucadyil et al. (2004).

Em estudo a respeito da LV humana, Liberopoulos et al. (2002) relatam a ocorréncia
de hipocolesterolemia, discreta hipertrigliceridemia, diminuicdo dos teores séricos de HDL
(lipoproteina de alta densidade) e LDL (lipoproteina de baixa densidade). Nieto et al.
(1992b) descrevem que, em caes naturalmente infectados por L. infantum, houve aumento
das concentragdes séricas de colesterol e LDL e diminui¢do do teor de HDL. Kaneko et al.
(1997) relatam que o colesterol é o principal componente das membranas eucaribticas e
tem participacdo fundamental na organizacédo, na dindmica e na fungdo da membrana
celular; € metabolizado no figado e transportado no sangue por lipoproteinas (cerca de
70% por LDL, 25% por HDL e 5% por VLDL). Estudos recentes revelam, ainda, que o
requerimento especifico do colesterol na membrana celular e a internalizacdo do parasita
em macrofagos dos hospedeiros conduzem a uma infecgao latente. Além disso, a redugao
na habilidade do parasita em infectar os macrofagos dos hospedeiros pode ser observada,

reabastecendo de colesterol as membranas celulares (PUCADYIL et al., 2004).



5.4. Proteinograma sérico obtido em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) e espectrometria de massa (MALDI-TOF)

Apos confecgdo do gel pela técnica SDS-PAGE, coloragdo e descoloragdo desta
matriz (Figura 8), realizou-se a leitura em densitometria computadorizada, notando-se até
39 proteinas no soro de caes reagentes a LVC (Figura 9) e, no maximo, 32 proteinas no
soro de caes nao-reagentes (Figura 10). Em razdo do grande numero de proteinas, optou-
se pela analise das proteinas de interesse clinico, entre elas as proteinas de fase aguda e
as imunoglobulinas, bem como aquelas ndo constatadas no tragado densitométrico de
caes nao-reagentes.

Os valores dos proteinogramas do soro sanglineo dos caes soropositivos e
daqueles soronegativos a RIFI para leishmaniose visceral canina, obtido pela técnica SDS-
PAGE, sao apresentados na Tabela 6. Os valores individuais das fracbes protéicas séo
mostrados nos Apéndices E e F.

A analise por espectrometria de massa em MALDI - TOF das fragbes protéicas do
soro de caes reagentes e n&o-reagentes (RIFI) para LVC nado foi satisfatoria,
impossibilitando a obtencdo de espectros para analise da massa molecular das proteinas.
Provavelmente, ndo houve uma ionizagdo adequada das proteinas, o que impediu a

deteccgao delas e a consequente obtencao dos espectros de massa.

»

N&o-
reagentes |

Reagente

Reagente 5 '

Padrao

PM (kDa) 205 116 97 66 55 45 36 33 29 24

Figura 8 - Tracados densitométricos em SDS-PAGE de amostras de caes nao-reagentes e de céaes
reagentes a RIFI para LVC, bem como tragado padrdo com os respectivos pesos moleculares
(PM; kDa). Notar presenca de proteina com 33 kDa (seta) presente somente nas amostras de
soro de caes reagentes para LVC.
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Figura 9- Exemplo de tragado densitométrico (em SDS-PAGE)

de amostra de soro sangliineo de cado reagente a
RIFI para leishmaniose visceral canina com 31
proteinas, com destaque para albumina, 1gG de
cadeia pesada, haptoglobina e IgG de cadeia leve.
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Figura 10 - Exemplo de tragado densitométrico (em SDS-PAGE)

de amostra de soro sanglineo de cao nao-reagente a
RIFl para leishmaniose visceral canina com 29
proteinas, com destaque para albumina, IgG de cadeia
pesada, haptoglobina e IgG de cadeia leve.



Tabela 6: Média e desvio-padréo das concentracdes séricas das proteinas (mg/dL) constatadas no proteinograma
sérico obtido em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de cdes soropositivos em comparagao aos caes
ndo-reagentes a RIFl para leishmaniose visceral canina, no Distrito Federal - DF - Brasil.

Caes soropositivos Caes nao-reagentes
Proteinas/Bandas PM (kDa) Média + Desvio Padrao Média + Desvio Padrao
Proteinas Totais . 8250+1660 7330+1240
Ceruloplasmina 115 24,30+25,76 14,53+14,32
Transferrina 80 142,55480,93 121,49+4,54
Abumina 66 3003,87+998,40 2758,104679,82
Proteina 13/14 60 118,83+41,22 169,19+118,05
Proteina 14/15 57 707,03+279,92 680,31+331,13
Imunoglobulina G (cadeia pesada) 55 1320,14+684,39 * 987,014401,78 *
Proteina 21/24 51 17,59+11,40 14,33+7,53
Proteina 22/25 48 58,52+21,48 39,64+20,84
Haptoglobina 45 231,14+118,91 218,05+166,27
Proteina 25/27 4 54,22481,84 * 27,95+14,76
Glicoproteina o-1-acida 43 116,21+125,24 71,87+48,09
Imunoglobulina G (cadeia leve) 36 1020,41+662,98 * 773,97+685,27 *
Proteina 28/30 35 492,67+214,44 430,57+287,14
Proteina 29 A 609,28+378,62 * ausente *
Proteina 30/31 29 107,93463,03 * 73,44+32 44 *

PM = peso molecular aproximado
Meédias seguidas por asterisco (*) na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

No proteinograma, observaram-se teores séricos significativamente maiores de IgG
de cadeia pesada, das proteinas nominalmente desconhecidas de pesos moleculares 33
kDa e 29 kdA e de IgG de cadeia leve. E importante ressaltar que apenas os caes
soropositivos apresentaram, em seu tragcado densitométrico, a proteina de peso molecular
33 KDa, possivelmente importante indicador deste estado sororreagente (Figura 11).
Coincidentemente, o rK39, que é proteina especifica isolada da fase amastigota da
Leishmania, utilizada em ensaio imunoenzimatico (ELISA), tem peso molecular de 32,7
kDa e tem valor preditivo da doencga (SINGH & SIVAKUMAR, 2003; NASCIMENTO et al.,
2005). Kamoun-Essghaier et al. (2005) relataram que as proteinas entre 30 e 36kDa da
fase promastigota da membrana da Leishmania infantum s&o antigenos imunodominantes
para a LV e marcadores sorolégicos consistentes desta doenca.

E de bom senso destacar, em animais soropositivos, os teores séricos superiores,
embora nao significativos, mas com provavel importancia bioldgica, das proteinas de fase

aguda ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina e glicoproteina acida, corroborando os



achados de Martinez-Subiella et al. (2002), que, entretanto, em caes sororreagentes,
evidenciaram maior teor de proteinas C-reativa.

Hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia sdo os achados mais
frequentemente observados na leishmaniose visceral canina, decorrentes de ativacao
policlonal de células B e da producao de anticorpos (FERRER, 1992; CIARAMELLA et al.,
1997; KOUTINAS et al., 1999; ALMEIDA et al., 2005; COUTINHO, 2005). A eletroforese de
proteinas séricas em gel de agarose geralmente revela diminuicdo da fragdo albumina
associada ao aumento das fragbes gamaglobulina e betaglobulina (MARZOCHI et al.,
1985; KONTOS & KOUTINAS, 1993, CIARAMELLA & CORONA, 2003). Neste estudo,
embora tenha ocorrido hiperproteinemia e hiperglobulinemia, nado foi evidenciada a
hipoalbuminemia, pois as concentragées meédias de albumina, embora ndo significativas,
apresentaram-se superiores em animais sororreagentes.

Segundo Rodriguez et al. (2003), a leishmaniose visceral canina esta associada a
diminuicao da imunidade celular e ao aumento significativo no teor de IgG induzido pela
Leishmania. Estudos prévios sugerem que a leishmaniose visceral canina esta associada
a regulacdo de anticorpos especificos de todas as subdivisbes de classe de IgG,
particularmente 1gG1, 1gG3 e 1gG4 (QUINNEL et al., 2003). Apesar da evidenciagéo do
aumento significativo no teor de imunoglobulinas, a técnica utilizada neste estudo nao
permitiu diferenciagcdo adicional destas imunoglobulinas nos caes examinados. Assim, é
provavel que o estudo de tais imunoglobulinas em cées soropositivos para leishmaniose
visceral possa auxiliar no entendimento das respostas imunes durante a progressao e a

resolucao da infecgao, bem como no diagndstico.
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6. CONCLUSOES

segue.

Em funcao dos resultados obtidos no presente estudo, é possivel concluir o que se

O proteinograma em SDS-PAGE evidenciou a presenga de proteina de 33 kDa
somente em caes sororreagentes a RIFI para LVC.

As concentragdes séricas de proteina de 29 kDa e as proteinas de fase aguda
ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina e glicoproteina acida foram mais
elevadas em cédes sororreagentes a RIFI para LVC.

As concentragdes séricas de proteinas totais e imunoglobulinas (cadeia pesada e
leve) foram mais elevadas em caes sororreagentes a RIFI para LVC.

A soroprevaléncia observada em foco de transmisséo no Distrito Federal — DF foi de
24.5%.

Animais assintomaticos sao a maioria dentre os caes sororreagentes ou nao-
reagentes a RIFI para LVC.

Em animais sororreagentes oligossintomaticos, os sinais clinicos mais evidentes
sdo as lesdes de pele (primarias e secundarias) e alopecia de nariz e/ou orelha.

Os teores séricos de colesterol HDL foram inferiores em cées sororreagentes a RIFI
para LVC.

As médias das concentragdes séricas de uréia, creatinina, colesterol, calcio, fosforo,
magnésio e as atividades da AST, ALT, ALP e GGT encontravam-se dentro dos
parametros de normalidade para a espécie canina.

A analise por espectrometria de massa em MALDI - TOF das fragbes protéicas do
soro de caes reagentes e nao-reagentes (RIFI) para LVC nao foi satisfatoria,
impossibilitando a obtencdo de espectros para analise da massa molecular das

proteinas.
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APENDICES



APENCICE A

Apéndice A: fotos do Condominio Serra Azul — Sobradinho Il — Distrito Federal,
evidenciando caracteristicas como ruas asfaltadas, limpas (a -b) e
sistema de coleta de lixo (c), limites com mata de cerrado (d — e),
presenca de galinheiros (f) e materiais orgéanicos em
decomposicao em terrenos desocupados (g — h).



APENCICE B

ELETROFORESE — SDS-PAGE

1. Preparacéo das placas

e Lavar com agua corrente, enxaguar com agua destilada e secar com alcool ABS.

e Passar vaselina em ambos os lados dos espacadores.

e Prender as placas com clips (7), sendo 2 em cada lado da placa e 3 na parte

inferior.

e Fixar ou manter a placa na posigao vertical (em pé).

e Marcar 2 pontos de referéncia um centimetro abaixo do comprimento do pente

(marca para o gel de separagéao)

2. Preparacao do Gel de Separacao de Acrilamida 10% (Usar um Becker de 100

mL)

Gel de Separacao 30 mL 60 mL 33mL |66 mL
Agua deionizada 11,3mL | 226mL | 124 mL | 24,8 mL
Tris HCI2 M, pH 8,8 £ 0,1 56mL | 112mL | 62mL | 124 mL
Acrilamida/Bis (30% T/ 2,67% C ou 1,8666 C) | 10,0 mL | 20,0 mL | 11,0 mL | 22,0 mL
Glicerol 1,6 mL 3,2 mL 1,8 mL 3,6 mL
EDTA0,5M, pH 8,3+ 0,1 060mL | 1,2mL | 0,66 mL | 1,32 mL
Lauril sulfato de sédio (SDS) a 20% 060mL | 12mL | 0,66 mL | 1,32mL
380 uL de persglfato de aménio 10%, 230 plL 460 L 253 L 506 L
preparado no dia do uso.
TEMED 25 uL 50 uL 28 pL 56 pL




3. Preenchimento das Placas

Preencher com o gel de separagdo até a marca dos 2 pontos de referéncia
anteriormente anotados.

Adicionar algumas gotas de alcool absoluto (etanol), suficientes para formar uma
pelicula no topo do gel (£ 0,5 mL).

Aguardar a polimerizacdo (aproximadamente 30 a 60 minutos). Caso nao
solidifique em 1 hora, fazer nova solugao, aumentando a quantidade de TEMED
ou de persulfato de aménio.

Remover o etanol da placa.

Adicionar o gel de empilhamento “Stacking Gel” até preencher totalmente a
placa.

Colocar o pente.

Aguardar 1 hora para polimerizar. A partir dai pode ser recoberta por plastico e

guardada em geladeira por 1 ou 2 dias.

4. Preparacao do Stacking Gel 4% (12 mL) /(6 mL) ( 1 ou 2 placas)

7,9/ 3,95 mL de agua deionizada

1,2 /0,6 mL de Tris HCI 0,617 M, pH 6,8 + 0,1

1,7 /0,85 mL de Acrilamida/Bis (30% T/ 2,67% C)

600 / 300 pL de glicerol (cortar a ponta da ponteira para pipetar)
246 /123 yL de EDTA 0,5 M, pH 8,3

246 /123 yL de SDS a 10%

120 / 60 pL de persulfato de aménio a 10%

26 /13 yL de TEMED

5. Fixacao das Placas na Cuba

Retirar 3 clips da parte inferior da placa e o espagador correspondente.
Retirar os demais clips.
Retirar o pente.

Colocar a placa na cuba e fixar com 2 clips (1 de cada lado).



e Adicionar solugdo tampao de corrida na parte superior da cuba até cobrir o gel
com os espacos onde receberdo as amostras (+ 1 cm acima do gel).
e Observar se existe vazamento.

e Colocar as amostras (5 uL com pipeta de Hamilton).

6. Preparacdo das Amostras e Corrida Eletroforética
¢ |dentificar os eppendorfs e adicionar: 30 uL de DPBS;
10 uL da amostra de soro a ser analisada;

20 uL de gel mix.

e Aquecer sobre agua em ebulicdo por 10 minutos.

e Retirar amostras de 5 uL e adicionar na placa contendo o gel e o tamp&o de
corrida. Nao esquecer de usar a amostra referéncia.

e Adicionar tampéao na parte inferior da cuba (no minimo 1 cm acima do final do
gel), evitando o excesso de espuma. Retirar as bolhas de ar que se formam no
local onde existia o separador, com o auxilio de uma seringa e agulha.

e Conectar a cuba a fonte de energia, regulando para 30 a 35 miliamperes. Apds
a passagem da amostra para o gel de separagao “separating gel”
(aproximadamente 90 minutos), aumentar para 40 a 45 miliamperes.

e Terminar a corrida, desligar imediatamente a fonte.

e Retirar o gel da placa cuidadosamente, coloca-lo para corar em Coomassie blue
0,2% durante 2 horas.

e Retirar o excesso de corante.

e Fazer leitura em densitdmetro.



REAGENTES PARA ELETROFORESE (SDS-PAGE)

TRIZHCL —3,78 M — PH 8,9 (GEL DE CORRIDA)
Triz Base (PM: 121,1) 114,375 g

Completar para 250 mL com agua deionizada.

Acertar para pH 8,9.

Filtrar a solugao e guardar em geladeira.

TRIZ HCL 0,617 M (GEL EMPILHADOR)

Trz Base (PM: 1271,1) oot 7,475¢g
Completar para 100 mL com agua deionizada.

Acertar pH 6,8.

Filtrar a solugéo e guardar em geladeira.

ACRILAMIDA/BIS (30% T /1,866% C)
Acrilamida para eletroforese Sigma (PM: 71,08) ......covvveviiiiiiiiiiiiiiniiis 73,60 g

N,N-metileno-bis-acrilamida para eletroforese Sigma ..............cc.coeeees 1,40 g

Completar para 250 mL com agua deionizada. (Aquecer, se necessario.)

EDTA 0,5M
(Etilenodinitrilo) acido tetracético tetrassodico (PM: 380,20).................... 19,01 ¢

Completar para 100 mL com agua dionizada.

Acertar para pH 8,3.

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDS) 10%
Lauril sulfato de sédio Sigma (PM: 288,4) ..........ooovvvieviiiiieiceeeenn. 10,00 g
Completar para 100 mL com agua deionizada.




COOMASSIE BLUE 0,2% (BRILLIANT BLUE R - 250)

MELANOI ... 500 mL
ACIAO BCELICO ..., 100 mL
Agua bidestilada ............cccooveueeeeeeeieeeeee e 400 mL
Coomassie blue (Brilliant blue R) .....cccoooiiiiiiiee e, 29

Deixar em repouso durante 2 horas e filtrar.

GEL MIX (TAMPAO DA AMOSTRA PARA PROTEINAS DESNATURADAS)

Lauril sulfato de SOAIO 100 .....uuuuue e 10,0 mL
EDTA 0,5 Mo nnnnnnnn 4,0 mL
Triz-fosfato 0,617 M, pH 6,8 .......coooreeee e, 5,0 mL
Mercaptoetanol ...........ccoooiiiiiii e 3,0 mL
GlICEIOL . 10,0 mL
AQUA dEIONIZATA ..., 18,0 mL
Azul de bromofenol (Bromphenol BlU€)............coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 5,0 mg

Separar em fragdes de uso (450 ou 900 pL e manter no freezer até o momento do uso.

PERSULFATO DE AMONIA 10%

Persulfato de amoOnia .........coouniiiiiiii e 0,149

Agua dIONIZAAA ......o.eoveeeeeeeee e 1,0 mL

(Preparar no momento da confecgao do gel.)

PREPARACAQ DAS ALIQUOTAS DO MARKER E DAS PROTEINAS PURIFICADAS
8 uL de marker

2 uL de gel mix

Congelar até o momento do fracionamento (ou preparar na hora do uso).



PBS — CALCIO FREE (TAMPAO FOSFATO SALINA)

1 = T OO PRRPPRRTIPN 2,009
O PRSPPI 0,0625 g
NazHPO 4. 12 HoO e 0,2875¢
KH 2P O 4 1 annnnnnnnnnnnnnnna 0,050 g

Completar para 250 mL com agua deionizada.

Ajustar pH para 7,2. Conservar em geladeira.

DESCORANTE
VY = o Lo TR 250,00 mL
ACIHO ACELICO ..ottt 100,00 mL

Completar para 1000 mL com agua destilada
Para acelerar o processo de descoloragéo, os géis podem ser colocados em estufa a
40°C.

TAMPAO DE CORRIDA CONCENTRADO (10 X) (novo)

THZMA BASE ... 63,29
(€11 o7 o = OO RUPRPRPRPI 39,9¢
S S . 10g

Completar para 1000 mL com agua destilada.

Obs: para uso na corrida, usar o tampao de corrida diluido.

TAMPAO DE CORRIDA DILUIDO (tampé&o de uso na cuba)
Medir 100 mL do Tampé&o de corrida concentrado (10 X) e completar o volume para
1000 mL (1 litro).






APENDICE C
C - VALORES INDIVIDUAIS DE COMPONENTES DO SORO SANGUINEO DE CAES SORORREAGENTES A REACAO DE
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC).

Tabela 1C - Valores individuais de componentes do soro sanguineo de cées sororreagentes a RIFI para LVC, em foco de transmiss&o do Distrito
Federal (2006).

Animal ALT ALP AST GGT COLESTEROL HDL PT CRE UREIA CALCIO FOSFORO MAGNESIO
1 25,1 138,5 5,23 19,09 106,90 13,40 5,37 0,53 20,90 9,15 5,10 2,05
2 19,3 33,1 26,19 12,73 102,70 49,40 7,41 0,55 38,18 9,98 5,80 1,77
3 35,8 47,2 20,95 6,36 234,20 62,90 7,00 0,67 70,91 11,61 6,90 1,49
4 26,2 76,9 15,71 12,73 156,10 72,80 5,93 0,53 30,00 10,66 4,50 2,14
5 14,3 84,0 26,19 6,36 119,50 . 10,76 0,78 24,54 9,92 4,90 2,24
6 45,5 66,4 10,48 6,36 332,70 65,20 6,41 0,75 . 11,44 7,40 1,79
7 35,8 46,0 10,48 6,36 128,50 . 8,38 1,05 51,81 11,07 5,90 1,92
8 13,2 14,7 10,48 6,36 109,90 55,20 9,35 0,73 23,63 10,51 4,10 1,66
9 19,7 79,1 15,71 6,36 138,10 15,30 7,93 0,75 31,81 11,25 6,10 2,03
10 26,9 65,1 10,48 6,36 122,50 51,40 9,94 0,74 33,63 10,65 7,50 1,96
11 85,8 42,4 20,95 . . . 7,80 0,82 88,18 10,51 6,00 2,41
12 15,5 19,5 15,71 6,36 132,70 . 6,51 1,55 32,72 9,85 4,40 2,38
13 27,6 37,6 10,48 19,09 210,20 60,20 7,59 0,69 30,90 11,14 8,60 1,83
14 47,6 42,3 15,71 6,36 260,60 . 6,48 1,80 9,69 9,66 6,20 2,07
15 68,5 24,3 20,95 6,36 149,50 19,10 7,31 0,87 34,54 10,35 7,10 1,95
16 22,4 41,2 15,71 6,36 103,90 . 10,70 1,40 61,81 9,57 6,10 1,53
17 15,6 70,3 15,71 . 246,20 34,10 6,73 1,55 37,27 11,01 5,30 1,63
18 41,8 54,7 47,14 6,36 178,30 102,40 6,64 1,50 49,09 8,40 6,80 2,19
19 35,5 42,3 20,95 12,73 116,50 56,70 6,44 1,50 22,72 8,36 4,90 2,42
20 39,4 57,9 20,95 6,36 142,90 46,00 7,47 1,20 28,18 9,52 4,00 2,61
21 11,6 55,1 26,19 6,36 181,30 . 6,56 1,60 14,54 8,56 4,60 2,18
22 92,3 55,9 20,95 6,36 153,70 . 8,31 0,85 28,18 9,59 4,10 2,26
23 68,5 32,0 26,19 6,36 174,70 48,30 6,93 1,30 14,54 11,16 9,10 2,35
24 38,4 66,5 36,67 6,36 127,90 16,40 6,54 0,82 27,27 9,83 4,50 2,02
25 86,5 54,7 26,19 6,36 134,50 13,00 6,50 1,30 25,45 10,95 6,30 2,23
26 33,8 41,2 26,19 6,36 108,10 7,20 6,95 1,25 55,45 10,89 5,90 1,84
27 26,3 82,9 31,43 . 138,10 . 7,29 1,65 14,54 8,94 4,90 2,18
28 21,5 74,3 47,14 6,36 275,00 85,90 6,93 0,71 45,45 11,46 7,60 2,37
29 128,0 109,4 20,95 . 275,00 21,80 7,57 1,00 43,63 12,52 7,90 2,06
30 26,1 28,1 26,19 6,36 105,70 . 7,85 1,55 . 8,94 5,80
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Tabela 1C - Valores individuais de componentes do soro sanguineo de cées sororreagentes a RIFI para LVC, em foco de transmiss&o do Distrito
Federal (2006). (continuacéo)

31 24,1 37,0 31,43 . 163,90 . 6,64 1,20 55,45 11,43 6,20 1,60
32 25,5 19,6 15,71 6,36 215,00 . 8,98 1,25 26,36 9,41 7,80 2,07
33 39,4 35,3 26,19 . 126,70 . 11,10 1,50 44,54 9,51 7,00 1,82
34 29,9 24,8 26,19 . 143,50 . 10,50 1,00 50,91 6,89 8,80 2,08
35 40,5 49,0 15,71 . 106,30 . 9,42 1,15 21,81 7,75 5,20 1,46
36 16,6 33,3 57,62 38,18 258,80 . 10,30 1,05 23,63 8,60 5,10 2,39
37 11,8 12,9 10,48 . 137,50 . 9,53 1,05 40,00 7,25 4,50 2,14
38 36,6 89,9 41,90 . 145,30 . 8,99 0,95 32,72 9,35 5,80 2,10
39 29,4 55,9 15,71 . 142,90 . 11,20 0,90 18,18 12,91 4,50 1,89
40 13,5 31,4 15,71 6,36 165,10 . 12,00 0,54 19,09 9,51 3,60 2,31
41 20,6 43,0 15,71 . 120,70 . 10,80 0,49 35,45 11,43 6,60 2,17
42 40,5 75,7 10,48 . 151,90 . 8,31 0,85 53,63 8,56 6,30 1,57
43 52,0 44,7 26,19 . 129,70 . 9,00 0,81 28,18 7,54 5,50 1,89
44 48,8 42,3 10,48 . 167,50 . 10,80 1,15 49,09 8,80 5,90 1,96
45 48,8 55,9 10,48 . 198,70 . 9,41 0,80 28,18 8,43 5,60 1,55
46 19,8 60,5 26,19 . 255,20 . 11,10 1,00 36,36 7,93 6,10 2,30
47 23,2 10,8 15,71 . 167,50 . 7,91 0,74 23,63 8,30 7,10 1,26
48 14,2 99,4 15,71 . 114,10 . 9,73 0,90 39,09 10,52 5,30 1,79
49 23,2 69,9 5,23 . 160,90 . 8,00 0,85 17,27 7,87 7,40 1,22
50 39,4 60,4 5,23 . 97,89 . 8,20 1,02 23,63 10,04 4,40 2,05
51 . . 10,48 . 236,60 . 8,80 . 23,63 10,38 7,60 1,78
52 . . 10,48 . 57,65 . 7,66 . 23,69 10,27 4,20 1,82
53 . . 10,48 . 157,90 . 5,93 . 42,72 9,81 6,20 1,88
54 . . 10,48 . 107,50 . 8,80 . 43,63 9,45 7,00 1,42
55 . . 5,23 . 165,10 . 8,51 . 37,27 9,87 5,90 1,85
56 . . 10,48 . 165,10 . 6,27 . 38,18 11,77 3,70 2,01
57 . . 26,19 . 153,70 . 7,93 . 19,09 9,26 6,20 1,93
58 . . 36,67 . 103,90 . 8,59 . . 10,16 5,40 2,05
59 . . 20,95 . 207,20 . 7,96 . . 7,05 6,90 2,03
60 . . . . 253,40 . 9,06 . . 10,99 6,80 1,72
MEDIA 35,8 52,7 20,8 9,0 161,9 44,8 8,25 1,02 34,27 9,79 5,94 1,98
DESV PADR 23,4 25,6 11,07 6,70 55,36 26,65 1,60 0,34 15,74 1,38 1,32 0,32
MINIMO 11,6 10,8 5,2 6,4 57,7 7,2 5,4 0,5 9,7 6,9 3,6 1,2
MAXIMO 128,0 138,5 57,6 38,2 332,7 102,4 12,0 1,8 88,2 12,9 9,1 2,6
N 50 50 50 29 49 20 60 50 48 50 50 49
ALT Alanina Aminotransferase (L AST Aspartato Aminotransferase (U/L) Uréia (mg/dL)
ALP Fosfatase Alcalina (U/L) GGT Gama Glutamiltransferase (U/L) Caélcio (mg/dL)
PT Proteinas Totais (g/dL) Col Colesterol (mg/dL) Fosforo (mg/dL)

CRE Creatinina (mg/dL) Col HDL Colesterol HDL (mg/dL) Magnésio (mg/dL)



APENDICE D
D - VALORES INDIVIDUAIS DE COMPONENTES DO SORO SANGUINEO DE CAES SORONEGATIVOS A REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA (RIFI) PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC).

Tabela 1D - Valores individuais de componentes do soro sanguineo de cédes soronegativos a RIFI para LVC, em foco de transmissao do Distrito
Federal (2006).

Animal ALT ALP AST GGT COLESTEROL HDL PT CRE UREIA CALCIO FOSFORO MAGNESIO
50 24,5 35,7 10,48 6,36 177,70 52,90 6,78 0,96 40,91 11,18 6,50 1,40
51 44,8 71,3 10,48 6,36 233,00 39,80 9,58 0,86 75,45 8,13 8,00 1,50
52 81,6 37,1 15,71 6,36 99,70 31,80 7,79 0,78 27,27 8,45 7,90 1,61
53 27,8 44,4 20,95 . 114,70 50,20 6,79 0,71 38,18 . 5,70 1,42
54 . 53,8 10,48 12,73 182,50 51,00 8,50 0,78 12,72 9,36 5,80 1,78
55 29,5 81,3 10,48 6,36 269,60 . 7,23 1,19 19,09 . 4,90 .
56 53,0 101,2 15,71 12,73 127,90 . 7,86 0,76 . 8,60 . 2,10
57 27,9 . 5,23 12,73 208,40 77,80 6,56 0,87 36,36 9,66 6,30 1,25
58 43,5 25,3 10,48 12,73 163,30 . 7,00 1,45 32,72 11,62 2,40 1,69
59 49,4 34,2 5,23 6,36 172,30 . 7,90 1,30 24,54 . 6,50 2,12
60 74,5 37,4 20,95 6,36 243,80 103,90 7,32 1,25 51,81 8,53 4,20 1,52
61 59,0 75,0 10,48 6,36 93,09 . 9,91 1,70 40,00 7,20 4,90 1,74
62 44,4 47,9 15,71 6,36 269,00 81,30 6,58 1,45 30,90 8,28 4,50 1,65
63 44,4 69,2 15,71 . 150,10 . 6,48 1,00 50,00 . 4,20 .
64 22,3 62,8 5,23 12,73 160,90 45,60 6,82 1,00 47,24 11,06 7,90 1,74
65 28,5 59,5 10,48 19,09 127,30 . 7,26 0,65
66 48,4 71,8 10,48 6,36 . 6,12 1,11 . . . .
67 28,1 53,0 . 12,73 174,10 . 5,93 22,72 10,41 3,60 1,79
68 64,5 103,0 5,23 6,36 136,30 . 5,50 1,20 32,72 8,28 3,70 1,74
69 69,5 34,9 10,48 6,36 121,90 . 5,69 1,50 27,27 . 4,60 .
70 27,5 56,0 15,71 6,36 120,10 . 9,35 0,73 24,54 9,72 11,00 1,62
71 54,1 25,5 31,43 19,09 113,50 . 6,60 1,12 15,45 11,05 6,10 1,62
72 26,7 29,4 . 6,36 115,30 . 6,45 1,18 . . . .
73 17,5 50,7 41,90 6,36 144,70 69,80 6,55 0,72 60,00 9.3 7,00 2,12
74 46,2 48,6 20,95 6,36 186,70 . 6,90 1,00 . . . .
75 61,2 36,4 15,71 6,36 142,90 . 5,82 0,80 48,18 9,98 7,10 1.4
76 37,1 42,8 20,95 6,36 146,50 75,50 7,32 1,35 48,18 9,99 8,90 2.01
77 23,5 152,8 26,19 6,36 127,30 69,80 7,95 0,58 112,72 11,61 5,30 1,58
78 43,5 42,2 20,95 6,36 180,70 . 6,07 1,04 30,90 . 4,70 1,52
79 25,2 87,6 . 6,36 206,60 62,50 5,34 0,52 21,81 8,09 4,80 1,58
80 . 50,9 31,43 ) ) ) 8,02 0,63 32,72 9,45 7,20 1,67
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Tabela 1D - Valores individuais de componentes do soro sanguineo de caes soronegativos a RIFI para LVC, em foco de transmissao do Distrito
Federal (2006).(continuagao)

Animal ALT ALP AST GGT COLESTEROL HDL PT CRE UREIA CALCIO FOSFORO MAGNESIO
81 44,1 62,9 10,48 6,36 186,70 7,32 1,27 34,54 7,40 5,60 2,37
82 31,2 104,9 26,19 124,30 8,65 0,76 42,82 7,72 4,80 1,59
83 51,7 24,2 36,67 . 169,30 7,43 0,88 49,54 8,74 9,10 1,84
84 33,8 . 15,71 12,73 175,90 8,38 0,94 21,81 . 5,20 1,62
85 52,0 45,9 15,71 6,36 . 6,89 . . 8,31 . 1,56
86 52,0 36,7 57,62 6,36 162,70 8,56 1,40 20,00 . 6,20 1,56
87 . 44,2 10,48 6,36 41,44 7,86 1,15 . 7,77 . 1,36
88 43,3 27,9 15,71 6,36 99,09 7,18 1,30 22,72 5,70 1,81
89 70,5 62,9 15,71 6,36 197,50 6,85 . 19,09 2,00 1,75
90 63,0 16,1 10,48 6,36 144,10 5,92 1,40 16,36 5,70 1,57
91 . 77,3 5,23 6,36 112,30 7,08 0,61 37,27 . 4,90 1,94
92 28,3 28,6 47,14 6,36 146,50 6,81 1,04 40,00 7,90 6,00 1,48
93 36,1 36,0 6,36 209,60 5,75 0,77 21,81 7,35 5,10 1,81
94 50,5 . 200,00 6,40 40,00 5,20 1,56
95 62,7 . 20,95 140,50 8,00 . 20,00 6,00 1,37
96 21,2 133,1 10,48 202,40 5,72 0,58 . . 8,50 1,10
97 . . 10,48 121,30 8,60 0,76 16,36 10,35 5,30 1,84
98 17,3 117,3 166,90 10,70 0,81 13,63 7,77 5,60 1,74
99 35,8 35,1 . 119,50 10,00 0,78 18,18 6,90 5,20 1,68
100 245 48,1 15,71 210,80 8,50 0,81 17,27 8,01 8,80 1,47
101 51,6 100,4 10,48 149,50 8,59 0,58 32,72 . 4,90 1,50
102 56,6 65,5 . 139,30 5,72 1,04 15,45 9,26 4,30 1,76
103 51,4 33,5 83,81 269,00 7,38 1,00 27,27 . 5,80 1,41
104 . 130,30 8,51 31,81 8,77 4,70 1,10
105 5,23 169,90 8,80 18,18 . 4,40 1,46
106 . . 99,70 7,93 . 24,54 8,27 3,60 1,52
107 46,7 24,3 . . 112,90 . 5,65 1,00 20,00 8,19 4,70 2,03
108 43,3 56,6 18,20 8,20 159,40 62,15 7,53 0,98 32,72 9,00 5,70 1,66
109 42,7 57,2 18,80 8,11 157,40 62,65 7,13 0,98 32,22 8,90 5,70 1,62

MEDIA 43,05 56,93 18,50 8,16 158,39 62,45 7,33 0,98 32,51 8,95 571 1,64

DESV PADR 15,64 29,32 14,50 3,47 46,35 18,32 1,22 0,28 17,30 1,28 1,68 0,24
MINIMO 17,3 16,1 5,2 6,4 41,4 31,8 53 0,5 12,7 6,9 2,0 1,1
MAXIMO 81,6 152,8 83,8 19,1 269,6 103,9 10,7 1,7 112,7 11,6 11,0 2,4

N 52 52 49 41 57 15 60 52 52 37 53 51
ALT Alanina Aminotransferase (LAST Aspartato Aminotransferase (U/L) Uréia (mg/dL)
ALP Fosfatase Alcalina (U/L) GGT Gama Glutamiltransferase (U/L) Calcio (mg/dL)
PT Proteinas Totais (g/dL) Colesterol (mg/dL) Fosforo (mg/dL)
CRE Creatinina (mg/dL) Colesterol HDL (mg/dL) Magnésio (mg/dL)



APENDICE E

E - VALORES INDIVIDUAIS DO PROTEINOGRAMA §ERICO OBTIDO EM GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENDO DODECIL SULFATO DE
SODIO (SDS-PAGE) DO SORO SANGUINEO DE CAES SORORREAGENTES A REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC), EM FOCO DE TRANSMISSAO NO DISTRITO FEDERAL - DF.

Tabela 1E - Valores individuais do proteinograma sérico obtido em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) do soro
sanguineo de caes sororreagentes a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para leishmaniose visceral canina (LVC), em foco

de transmissao no Distrito Federal — DF.

ANIMAL PROTEINA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Cerulplasmina Transferrina Albumina 13
142 9,45 16,48 1,57 25,20 3,36 3,99 7,66 3,04 5,67 . 327,07 4346,58 .
439 4,17 12,52 49,46 17,36 31,76 11,17 4,98 36,47 17,36 . 117,23 1208,11 48,86
583 30,05 19,80 7,76 32,53 3,27 . 39,66 11,40 9,54 . 108,65 2730,30 .
105 9,41 15,97 4,51 23,13 4,31 13,03 2,25 14,41 15,09 . 66,84 3246,35 108,98
538 19,80 44,82 2,79 38,25 2,25 7,83 12,69 22,50 3,69 . 117,72 4181,67 187,38
483 66,34 20,32 49,35 0,54 2,61 0,72 2,25 18,88 26,79 . 89,54 5090,59 .
371 14,46 29,90 19,04 52,17 6,29 3,14 3,41 10,68 23,17 20,19 64,56 3415,45 140,18
163 6,24 46,81 10,62 36,51 3,48 4,77 13,72 3,99 3,22 6,37 . 3275,44 184,19
67 10,15 96,59 96,59 27,20 40,28 4,52 6,42 14,51 55,19 14,99 146,23 2955,91
450 9,14 63,02 11,50 29,60 3,40 . . 40,22 6,50 60,95 4405,26
203 10,90 20,16 . 4,40 23,92 . 2,72 . 11,20 . 180,56 3103,84 .
187 10,25 19,67 25,69 31,83 3,19 4,40 12,65 3,94 18,05 46,50 . 2076,53 98,81
166 3,30 35,05 . 4,51 26,65 8,71 2,00 5,70 14,60 1,75 37,37 3312,40 .
100 12,94 42,18 18,42 29,46 1,46 3,22 2,27 16,74 12,94 34,36 . 3402,30 97,66
70 8,54 20,63 . 19,21 21,52 . 4,03 8,06 20,16 . 65,58 2866,80
59 3,39 16,37 . 19,12 23,98 . 7,48 3,23 19,50 3,08 55,43 2779,45 .
554 6,02 13,64 5,93 48,46 2,35 5,83 10,44 7,62 21,17 4,70 78,10 2318,06 123,00
552 0,65 8,96 . 3,35 45,68 1,73 10,26 . 20,20 35,64 218,16 3016,44
401 11,40 19,95 . 16,22 11,53 . 1,43 1,20 2,30 87,40 198,11 3454,75
334 15,20 10,22 46,21 29,48 17,86 3,52 11,02 17,73 15,80 10,50 188,91 1723,14 .
262 18,24 35,43 . 54,35 24,37 31,41 13,17 30,43 25,96 20,90 236,56 3230,84 123,84
58 27,37 30,51 . 17,82 30,83 . 3,65 4,55 20,32 . 205,12 2919,55
506 12,43 17,81 1,79 35,84 4,48 13,55 2,24 4,48 9,29 79,41 284,25 2558,50
497 9,34 26,49 7,72 1591 5,53 0,38 0,86 8,96 2,86 10,20 194,98 4017,10
402 4,98 27,62 . 19,00 14,70 12,38 1,60 9,41 11,41 7,52 41,34 3499,80
296 17,09 14,77 . 16,40 30,83 . 6,27 7,04 5,58 10,13 246,87 3476,80 .
254 9,84 11,57 . 22,80 37,21 2,08 11,30 14,69 16,84 11,16 129,11 1086,90 77,89
206 4,45 13,54 . 27,80 29,24 3,40 8,50 16,35 8,70 8,00 104,57 2016,74 .
168* 10,90 56,35 . 29,20 43,56 . 2,43 9,38 21,91 20,73 . 3715,84 116,37
157 17,00 26,43 . 13,68 23,90 5,04 . 40,92 9,90 70,25 . 684,65

Continua.....



Continuagéo...... Tabela 1E - Valores individuais do proteinograma sérico obtido em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) do soro sanguineo de cées sororreagentes a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para leishmaniose visceral canina
(LVC) , em foco de transmissao no Distrito Federal — DF.

ANNAL 14 IgGcaddapesak 16 17 18 19 20 21 2 Hegajdira 24 2% Qicpoeinaadda
142 88872 88098 %17 15 178 6,19 430 1900 1617 21210 . . 17220
439 3060 223664 545 235 6387 . 1282 1514 7013 3188 . 14,34 17,70
583 588,18 109790 5088 . . 192 1374 1233 7908 4860 1¥4B 528 5867
106 . 194961 270 . 519 2568 . 648 2658 . . 2490
538 91944 694,89 66,76 . 801 . 2043 @5 380G . 267 133,74
483 6RR 0026 9143 2131 . . B01 5B 4&2483 185 . 205 7956
371 . 262584 B 80 . . %65 . 806 AR5 B4 10731 67880
163 100329 555,06 6832 1661 . . 1816 . 4527 11051 . 3149 2357
67 817,18 133323 . 25 7% 9% 1M 1316 TI1 205 . 1824 6257
450 142355 87,45 6810 . 7% 537 250 12272 091 R3B . . 10084
28 8084 81,00 6700 480 7% 224 3% 50 B 28 . . 1362
187 01,50 435 3673 . 469 448 813 8% 2938 1613 . 1345 5204
166 54530 84,06 4326 . . 671 . 5% 013 1258 . 1310 54,20
100 61623 37k 5848 . . . 1010 252 7018 1943 . . 10230
70 4776 71824 3834 . . . 1803 1838 4667 303 . 1453 5242
5 68858 140406 2806 . 6% 1048 1203 1033 4711 41611 . 2845 6885
554 505,64 170061 3043 . . 07 1704 47 B/ 421,00 . . %20
562 106499 1301,84 4784 . . 1318 1415 HUET A3 20u . 257 19721
401 . 184257 4540 3% . . 500 1375 706 11106 . . %,10
B4 103360 146,03 47,70 . 2% 1760 800 604 5040 6460 185 4% 10062
po%) 41600 132413 47,70 . . B3R 543 590 468 15308 . 3,12 10833
58 567,48 7802 47,70 . 71 9% 506 872 541 216 . 17.% 20,8
506 . 300674 . . . . 573 A8 1438 325 . 3875 12992
497 102333 90,70 4040 . . . 263 13% 680 575 . . 1002
42 4033 73060 206 . . 856 870 710 4085 M9 . . 57,50
2% 43200 106144 . . . 704 7% 1580 8% 573 . 2053 67,77
254 . 2584,80 776 1@ 249 353 873 I 138 158 . 138,15 .
206 H870 120255 47,70 . . 981 673 647 54 16781 . . 86,00
168¢ 43565 617,50 51,8 . . . 880 224 &0 163 . 6362
157 50523 211284 . . . . 764 268 740 18010 . 3B

.................................................................................................................................................. Continua.....



Continuagéo...... Tabela 1E - Valores individuais do proteinograma sérico obtido em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) do soro sanguineo de cées sororreagentes a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para leishmaniose visceral canina
(LVC) , em foco de transmissao no Distrito Federal — DF.

ANIMAL  IgGcadeialeve 28 29 30 31 32 33 A 35 36 37 38 39
142 2062,93 . 976,92 258,93 2 19,11 62,26 5,56 . 20,58 43,78 49,56
439 550,92 661,15 62515 6885 . 8,48 72,21 7,4 . . 18,57 40,31
583 468,07 356,43 301,96 120,82 . 7,62 93,48 8,68 . 15,94 156,50 170,38
105 2202,45 . 101420 157,30 . 25,00 57,33 12,46 5,78 28,81 86,34 9,73 412
538 111312 . 607,77 110,97 . 22,86 66,33 10,89 . 15,21 31,86 84,15
483 562,05 . 81377 2248 . 9,7 43,9% 19,87 . 9,7 40,90 54,03
371 643,24 5152 7767 . 2054 . 20,5 . . . 17,06 21,82
163 240,73 32644 30345 37,29 10,76 11,97 . . . 15,91 18,35
67 1003,%4 . 592,21 55,51 . 47,82 14,91 . . . 12,29 59,47 .
450 1155,36 . 51340 8695 17,33 59,53 7,25 39,60 . . 47,66 50,30 4,9
203 726,00 910,00 57512 11272 792 47,20 . 13,00 . 11,76 12,72 16,10
187 433,47 . 184,30 . . 25,31 . . . 15,44 10,87 14,94
166 287,23 20440 467,20 . 14,42 20,25 . 740 . 220 44,10 63,10
100 396,27 49357 504,70 88,67 21,34 23,32 . 13,82 . 2954 19,08 21,64
70 611,38 . 28636 34,63 7.1 81,71 527 9,48 11,20 13,52 65,40 54,61
59 637,88 637,88 562,21 50,11 9,56 89,13 8,01 10,02 . . 940 43,79
554 2136,07 . 126244 181,33 7,62 90,80 10,72 . 30,58 26,16 29,83 25,90
552 2313,79 . 167972 17906 21,92 93,20 . 32,83 . 21,92 3542 97,10
401 1071,66 34463 29980 117,50 10,10 19,00 . 7,71 . 9,93 19,31 25,04
334 992,70 . 529,72 10520 3,92 843 . . . 13,74 27,70 .
262 924,67 . 40040 100,53 . 24,37 . 9,31 . . 46,80 42,92
58 820,93 . 38395 10520 8,78 43,97 . 10,96 269 . 18,07 46,60
506 253299 . 166286 231,73 . 79,18 19,38 35,50 14,11 . 2542 51,30
497 1837,76 . 727114 211,85 . 21,54 . 12,39 . . 17,91 6,29
402 260,76 186,04 367,30 2270 10,92 26,77 . . . . . 10,68
296 1471,29 . 556,72 6562 . 102,73 . 11,76 . 12,63 46,21 53,00
24 1056,40 77047 596,39 118,02 . 23,63 . . . . . .
206 684,93 46080 511,30 6580 6,60 32,83 . 8,63 . . . 14,25
168" 532,02 441,00 . 23,35 30,50 . 11,68 1,25 26,44 12,26 15,81

157 881,20 4N43 45338 96,35 14,28 46,28 . 18,26 11,95 54,45 85,39 34,39




APENDICE F

F - VALORES INDIVIDUAIS DO PROTEINOGRAMA SERIS:O OBTIDO EM GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENDO DODECIL SULFATO DE
SODIO (SDS-PAGE) DO SORO SANGUINEO DE CAES NAO-REAGENTES A REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC).

Tabela 1F - Valores individuais do proteinograma sérico obtido em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) do soro
sanguineo de caes ndo-reagentes a reagéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para leishmaniose visceral canina (LVC), em foco de
transmissdo no Distrito Federal (2006).

ANIMAL PT _ PROTEINA1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ALBUMINA 14 15 16
1591 5749,77 1,38 741 36,86 5,05 8,40 13,62 10,80 741 26,62 10,06 21,10 68,25 2909,55 . . .
1550 3789,99 1,70 26,53 1,36 117 10,84 6,37 7,84 15,40 792 27,40 6,60 12810  1503,60 107,18 13,20 15,92
1633 5720,01 2,69 12,18 19,67 . 41,87 20,59 10,24 3,37 12,30 36,89 14,87 85,17 323055 107,18 . .
1725 5199,97 6,50 20,17 11,34 . 56,06 22,31 21,77 11,20 18,00 5,10 712 389,11 245940 10720 1320 124,75
1653 10700,16 2,78 3,63 1,28 1,71 17,33 32,10 3,00 11,23 2,46 10,91 10411 3173,94

8,22 21,01 1035 137,33  2885,36 . 107,18 60,37

1652 4350,00 14,57 15,10 . . .
1512 8380,13 10,98 2,10 5,53 2,68 7,46 19,94 2,51 16,84 9,47 8,88 18,60

44,02 10,05 12,22

. 3073,86 . . .

1772*  5648,14 8,70 19,94 243 2,90 13,05 17,85 11,53 6,61 12,54 5,00 7,34 58,70 318666 12853 21,52 43,00
1540 5919,96 1,65 18,50 27,90 12,55 22,70 . . 5,80 20,36 . 9,00 161,02 265991 . 38,80

1227 6600,20 2,64 2,00 23,63 13,40 21,52 . . . 1,91 6,10 2712 10448  2302,28

1708 572114 17,62 12,30 15,30 14,90 9,04 . . 15,16 31,46 . 11,46 85,60 1571,30

1247 6900,23 2,76 1,66 9,94 22,15 . . . 2,76 2,35 19,46 19,18 67,27 3184,70

1066 6480,09 23,71 5,83 . . 27,41 . . 1,73 2,20 9,85 5,83 18319 2810,89

1637 6850,00 4,45 4,80 7,81 8,56 13,50 . . . 17,00 13,70 84,00 45374 132047

1439 4559,98 2,74 7,50 . . 6,84 40,13 . . . 3,51 10,35 33,65 2170,80

1284 4900,01 15,04 37,09 . 21,75 28,02 . . . . 3,68 1063 107,75  2768,40
1235*  6550,02 1,00 5,83 2,75 9,23 25,35 . . 11,07 . 7,66 15,13 23,51 2427,04

1118 6120,00 5,08 17,38 . . 14,38 . . . 1,10 3,24 10,16 98,71 3878,12

1145 5930,07 18,20 25,50 . 6,64 17,37 . 3,08 . . . 10,85 71,04 2648,10

1101 6820,04 2,52 3,88 15,20 6,34 21,41 8,59 . . . . 1275 102,16 2279,04

971 7323,67 241 12,58 . 4,10 36,52 38,94 14,13 . . 9,15 4,46 181,10 3244,00 . . .
1713 738020 14,54 87,45 . 13,21 18,60 . . 5,75 12,76 5,46 10,40 72,91 2825,80 . 15,05 97,60
1601 6399,99 1523 . 16,26 . 14,40 17,92 1,13 . . 9,60 16,26 64,96 1911,36

1519 7179,98 0,57 1,22 2,90 . . . 2,60 . . 3,23 6,90 82,85 3031,11 . .

1516 6890,01 17,70 12,54 . 12,81 14,33 . . . 3,10 5,37 3,37 85,80 2563,60 11252 34,83

1446 5340,22 15,60 10,73 . 3,47 20,72 . 34,55 . . . 23,92 54,10 2506,10

1264 7320,00 3,30 39,40 . 6,88 28,91 . 592 . . 2,93 1230 10423 428586

1259 5820,08 11,81 . . 5,30 27,88 . 5,18 1216 116,00  3562,71

1226 6449,85 1,74 10,74 . 30,50 7,35 23,54 . . . . 17,40 . 3781,95

1169 5499,97 7,20 . . . 32,34 18,53 . 10,56 2,42 9,02 5,50 176,82 2586,54

Continua........



Continuagdo.... Tabela 1F - Valores individuais do proteinograma sérico obtido em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) do soro sanguineo de cdes nao-reagentes a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para leishmaniose visceral canina

(LVC), em foco de transmissao no Distrito Federal (2006).

ANIMAL 17 18 19 20 21 2 YAl 24 2 2% i 28 2 30 31 32
1591 20889 80006 5022 . . 329% 506 1208 2300 11960 3404 5250 736,57 . . 3835
1550 21,083 17225 79N,73 527 13,60 7,12 16,75 9,36 31,00 29656 727 1057 31627 14963 3574 2471
1633 21427 4301 64699 . . 3249 8,69 270 7333 16828 11,44 1350 23852 18035 568 38,89
1725 . . 109143 3416 348 16,07 3,60 4,16 11,50 %36 2142 #8371 17524 81,07
1653 51436 154272 9BH508 203 11,66 1947 2418 11,98 11213 . 2012 3691,60 . 163,07
1652 14281 12697 25430 36,63 17,57 7,70 2453 8926 1030 2675 130,15 11271 44
1512 13391 58769 133837 . 255 7,37 1508 3712 20606 . 14933 1597656 911,66 . 191,48
17722 808 29713 %6743 1306 2040 11,80 8,13 3730 17910 1757 294 23460 . 113% 4080
1540 102780 64315 35,75 201 10,65 361 2090 15540 138 4210 63545 2%610 4600
1227 . 11325% 88829 3920 10,10 11,68 4,16 A#A32 19070 3HA12 7451 75214 81550 107,84
1708 %50 731,50 171760 9% 320 6,35 1790 37,70 26680 41,24 7933 901,30 27163
1247 102486 846,01 4027 9%9 15,11 9130 183% 7300 6486 111745 . 93,01
1066 680,07 1061,29 37,06 4,14 8,10 1348 61,95 28920 3266 7601 3Pr42 66128 7679
1837 761,80 186200 6,85 1370 21,16 4330 20187 . 8007 118032 64280 108,10 .
1439 . 26730 70840 37,30 041 743 1780 5052 60584 2850 4596 25235 2015 61,10
1284 96,72 . 862,40 3940 1857 15,60 1044 5762 2612 2783 4260 22061 181,84 . 63,80
1235° 53893 115090 . 22721 2594 22 498 3B2D B  1333F 153407 . 100,67 .
1118 54,00 80832 52,51 231 15,17 477 1880 17436 . 6034 41470 23250 54,05
1145 87752  HA975 46,13 3,02 16,4 978 1,9% 7341 31,31 6185 9056 . 67,07
1101 65820 157937 36,35 7,39 1,77 641 4003 18823 . W71 WS 71044 53,74
971 81332 113306 . . 6398 592 1391 %2 19742 41,00 7334 74290 914 86,37
1713 . 93740 166005 2930 4885 1480 2480 7900 B53 6221 91,73 47760 . 13840
1601 147656 61216 17538 21,57 . . . 2ror 19238 1837 4941 143513 . 54,40 985
1519 21942 79762 587,82 . . 290 288 14,00 926 227,10 10296 82455 109165 115,52
1516 17750 8642 2451 1522 2090 1040 21,50 177,21 . 7200 80840 T70HA 69,04
1446 . 113042 3H2A4 2718 6,20 2472 1815 8461 3500 8768 147 2302% . 10,10
1264 . 604 76235 2630 71,60 . 1750 4992 11726 2540 5065 47858 47367 97,00 .
1250 14701 40315 61692 54,18 . 262 2002 4801 107,78 826 5290 3793 186,70 7356
126 16890 3665 71033 57,30 451 980 1025 4566 22472 2683 5682 40532 407,60 . 8204
1169 31631 99577 6204 1364 325 75,80 80,00 11700 59812 23144 6836
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