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RESUMO

Os cées sdo susceptiveis a infeccdo por uma ampla diversidade de protozoérios, e dentro desse
grupo € importante ressaltar a Leishmania infantum causadora da Leishmaniose Visceral
Canina (LVC), o Trypanosoma cruzi que causa a Tripanossomose e a Babesia sp. que causa a
Babesiose. Clinicamente os animais acometidos por estes agentes apresentam-se desde
assintomaticos até manifestagdes clinicas variadas. Desta forma, objetivou-se neste estudo
detectar cdes expostos a L. infantum, e infectados por T. cruzi e Babesia sp. no municipio de
Aguas Belas, Pernambuco. Amostras sanguineas (n = 73) foram obtidas e analisadas através
do teste imunocromatografico TR-DPP Leishmaniose Visceral Canina e microscopia do
esfregaco sanguineo para deteccdo de T. cruzi e Babesia sp.. Das amostras analisadas 20,55%
(15/73) reagiram ao teste imunocromatografico. Por outro lado, na analise microscopica de
esfregaco sanguineo todas as amostras resultaram negativas. Diante disso, conclui-se que 0s
caes residentes no municipio de Aguas Belas foram expostos a L. infantum sendo importante
a adogdo de medidas preventivas para o controle da LVC e consequentemente da
leishmaniose humana.

Palavras chaves: Leishmania, Trypanosoma, Babesia, cdes, Nordeste.
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CAPITULO I - DESCRICAO DO LOCAL DO ESO E ATIVIDADES REALIZADAS

1 LOCAL DO ESO E CARACTERISTICAS

O Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) foi realizado no periodo de 10 de setembro a
22 de novembro de 2018, sendo cumprida uma carga horaria de 405 horas. As atividades
foram desenvolvidas no Setor de Doencgas Infectocontagiosas do Departamento de Medicina
Veterindria da Universidade Federal Rural de Pernambuco — DMV/UFRPE (Figura 1),
localizado na cidade de Recife. O ESO foi orientado pelo Prof. Dr. Rafael Antonio do

Nascimento Ramos e supervisionado pelo Prof. Dr. Rinaldo Aparecido Mota.

it a

falr L e,

Figra 1: Setor de Doengas Infectocontagiosas — D/UFRP (Fonte: Arquivo pessoal)

O setor de Doengas Infectocontagiosas é coordenado pelos Professores Dr. Rinaldo
Aparecido Mota e Dr. José Wilton Pinheiro Junior, e tem como objetivo realizar testes
diagndsticos de doencas infectocontagiosas de animais. Este setor compreende de trés
laboratérios, sendo eles o de Microbiologia, o de Biologia Molecular e o de Viroses. As
amostras processadas eram provenientes da rotina do Hospital Veterindrio Escola do
Departamento de Medicina Veterinaria — HOVET/DMV da UFRPE, coletadas por técnicos,
residentes e professores e também eram recebidas amostras externas que eram coletadas por
Médicos Veterinarios autbnomos. Além dos laboratérios, existe um biotério para realizagdo
de bioensaios, uma sala de autoclave destinada a realizagdo de esterilizacdo e
descontaminacdo de todo o material utilizado, trés salas de professores e dois banheiros

comuns.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo do ESO as atividades foram distribuidas nos laboratorios de
Microbiologia (Figura 2) e Biologia Molecular (Figura 3), sendo do dia 10 de setembro de
2018 ao dia 22 de outubro de 2018 no laboratério de Microbiologia e do dia 23 de outubro ao
dia 22 de novembro de 2018 no laboratorio de Biologia Molecular.

Figura 3: Laboratorio de Biologia Molecular — DMV/UFRPE (Fonte: Arquivo pessoal)

No laboratério de Microbiologia foi possivel acompanhar coleta de material,
elaboracdo de meios para cultivo, cultivo e isolamento microbiano, avaliacdo macroscopica de
colbnias, coloracdo de Gram, provas bioquimicas, antibiograma e exames diretos. No
laboratério de Biologia Molecular foi possivel acompanhar as seguintes atividades: Extracéo
de DNA, Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), eletroforese, cultivo celular, Reacdo de
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1 Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), sensibilizagdo de l&minas para RIFI, bioensaio em

2 camundongos e ELISA (Ensaio Imunoenzimatico) (Figura 4).

Figura 4: Atividades realizadas nos laboratérios de Microbiologia e
Biologia molecular (Fonte: Arquivo pessoal). A: coleta de Material em
felino; B: cultivo celular em placas de Petri; C: leitura de ldminas de RIFI;
> D: cultivo celular in vitro de Toxoplasma gondii; E: interpretacdo de provas
bioquimicas; F: contencdo de animais.
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Quadro 1: Atividades desenvolvidas no Setor de Doencas Infectocontagiosas do DMV/UFRPE
durante o ESO - Laboratério de Microbiologia.

Atividades

Detalhamento da atividade

Coleta de material

As coletas eram realizadas em pacientes do HVU-UFRPE, e quando
solicitado, de outros locais. Dentre as amostras coletadas tiveram
swab e imprint de lesdo, Puncao por Agulha Fina (PAF), puncdo de
liquido sinovial e coleta de plumas de ave. Sempre que se realizava
a coleta, quando necessario, era feito a antissepsia local com alcool
70° ou iodo, e as amostras eram armazenadas adequadamente até o

processamento laboratorial.

Elaboracdo de meios de

cultivo

A elaboragdo dos meios de cultivo, tanto para crescimento
bacteriano, como para crescimento fingico, era feito de acordo com
as informacdes do fabricante. A dgua destilada sempre era utilizada
como solvente, e em seguida o meio pronto era submetido a
esterilizacdo em autoclave vertical (121 °C/15 min). Os principais
meios liquidos utilizados na rotina eram o caldo Brain Heart
Infusion — BHI, e os s6lidos: dgar base enriquecido com sangue

ovino (5%), agar levine, a4gar Mueller Hinton e dgar sabouraud.

Cultivo e isolamento

microbiano

O cultivo era feito em placas de Petri (meios s6lidos) e em tubos de
ensaio (meios liquidos). Nos meios so6lidos a técnica utilizada para
realizar a semeadura era através do esgotamento em estrias ou
estrias multiplas. Nessa técnica ¢ transferido uma algada da amostra
sobre o meio e realizado estrias em movimentos de zig-zag. Apos
semeadura as amostras eram incubadas em estufa a 37°C por 24 a
48 horas, e em seguida era realizado a leitura das coldnias. NO
cultivo em meios liquidos, uma porcdo da amostra era colocada no
tubo de ensaio contido do meio, através de uma al¢a microbiana,
em seguida esse era submetido a incubagéo em estufa, a 37°/24 a 48

horas.

Avaliagéo
macroscopica das

colbnias bacterianas

Essa técnica consiste em avaliar as caracteristicas das col6nias
bacterianas nos meios solidos a olho nu. As caracteristicas avaliadas
eram: cor, aspecto, tamanho, forma e hemdlise. Em seguida era
realizado a coloracdo de Gram para identificar a forma e o arranjo

das bactérias e se eram Gram positivas ou Gram negativas.
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Coloracédo de Gram

A coloracdo de Gram é uma técnica utilizada para diferenciar dois
tipos de bactérias, as Gram positivas e as Gram negativas, essa
técnica consiste em utilizar quatro reagentes diferentes, os quais
tém funcdes especificas quando atuam nos micro-organismos. Os
corantes utilizados atuardo no citoplasma das células diferenciando-
0s a visualizacdo em microscopio. As bactérias Gram positivas sao
visualizadas na cor purpura (violeta) e as Gram negativas na cor
rosa bengala. Além de fazer essa diferenga esta técnica permite
diferenciar as diferentes formas e arranjos que as bactérias sdo
encontradas. A partir das coldnias cultivadas, era pego com uma
alca microbiana, uma por¢éo de uma dessas col6nias e colocado em
uma lamina de vidro que previamente tinha sido colocado também
uma alcada de agua destilada, em seguida eram misturados e
fixados em chama no bico de Bunsen, para posterior coloracdo. Na
metodologia utilizada para coloracdo no laboratério, os reagentes
eram o Violeta Genciana, o Lugol, o Alcool absoluto (descorante) e
a Fucsina. O primeiro corante utilizado na técnica era o Cristal
Violeta, esse penetra no citoplasma de todas as bactérias,
independente se sdo Gram positivas ou negativas, tornando-as
purpura, em seguida utilizava-se o lugol que tem por funcéo fixar o
corante Cristal Violeta no citoplasma das células, apds realizar essa
fixacdo era lavado a ldmina com alcool absolto, o qual tem por
funcdo a destruicdo da parede das bactérias Gram negativas,
consequentemente eliminava o primeiro corante utilizado. Por fim
era utilizado o contracorante (Fucsina) que tem por funcdo a

coloracdo das bactérias Gram negativas.

Provas bioquimicas

A finalidade da realizacdo das provas bioquimicas é avaliar as
atividades metabdlicas das bactérias, afim de se aproximar da
espécie do agente isolado. As provas bioquimicas utilizadas no
LDIC eram: Ureia, Vermelho de Metileno (VM), Voges-Proskauer
(VP), Citrato, Lisina, Sulfato/Indol/Motilidade (SIM) e Triple
Sugar Iron (TSI).

Antibiograma

O uso de antibiogramas em laboratorios é para avaliar a acdo das

bactérias frente a determinados antibioticos. Os antibiogramas eram
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realizados através da técnica de difusio em disco, onde era
transferido a bactéria isolada do meio BHI para placa com meio
agar Mueller Hinton, em seguida era selecionado os antibidticos a
serem utilizados (de acordo com a origem da amostra). Esses
antibioticos tinham o formato de disco e em cada placa se fixava em
média de 5 a 7 farmacos. Apds fazer as placas de antibiograma, elas
eram colocadas em estufa para serem incubadas por 24 horas para
que em seguida fosse realizada a leitura que foi feita através de um
foco de luz sobre a placa, onde era medido o alo formado ao redor
do disco. Para cada antibidtico utilizado era especificado uma
medida ao redor do disco que condizia com a acdo do antibidtico
sobre o agente testado, podendo ele ser sensivel, intermediario ou

resistente.

Exame direto para
pesquisa de Leptospira

Spp.

A pesquisa direta de Leptospira spp. realizada no laboratério de
doencas infectocontagiosas era realizada em amostra de urina
obtida por cistocentese. A amostra era colocada em tubos de ensaio
e submetida a centrifugacdo durante 5 minutos a 3500 rpm. Durante
0 processo de centrifugacdo era formado um pellet no fundo do
tubo de ensaio, entdo 30 pl da urina era pipetado juntamente com o
pellet e colocado em uma lamina de vidro coberta com laminula.
Observacdes eram realizadas em microscopio de campo escuro. O
diagnostico positivo era confirmado quando observava-se

espiroquetas em movimentos espiral.

Exame direto para

pesquisa de Sporothrix
spp.

Os animais atendidos que apresentavam sinais clinicos sugestivos
de esporotricose eram submetidos ao exame. No exame direto, apos
ser coletado o material em ldminas de vidros, essas eram corados
através da técnica elaborada por Romanowsy (Panético Rapido) e
visualizadas em microscopio 6ptico na objetiva de 100X. Nos
animais  positivos  observavam-se  esporos com formato
caracteristico de charuto. Esses animais, a critério do tutor, eram

submetidos ao tratamento com itraconazol ou eutanasiados.
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Quadro 2: Atividades desenvolvidas no Setor de Doencas Infectocontagiosas do DMV/UFRPE

durante o ESO - Laboratdrio de Biologia Molecular.

Extracdo de DNA

Para realizacdo da extracdo do material genético, era levado em
consideracdo a origem do material. Dentre as técnicas utilizadas no
laboratério, estdo a extragdo teérmica, a extragdo por fenol-
cloroférmio e também através de kits, as quais eram seguidos

protocolos especificos.

Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR)

Previamente a realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), o material genético era quantificado, e quando obtido a
quantidade desejada realizava-se a PCR. Para tanto, o DNA era
homogeneizado com um MIX de reacdo (&gua ultrapura, solucdo
tamponada, magnésio, taq polimerase e primers especificos). Por

fim, a reacdo era realizada em termociclador automatico.

Eletroforese

A técnica de Eletroforese consiste em identificar o agente através da
leitura de bandas de DNA. Era realizada em um gel de agarose a
diferentes concentracdes contendo varios po¢os modelados durante
a confeccdo do mesmo. Em cada poco era colocado uma aliquota da
amostra amplificada juntamente com um corante. O gel era
submetido a uma corrente elétrica a qual estimulava a corrida do
material genético pelo campo eletromagnético. Por fim, o gel era

levado ao fotodocumentador e fotografado.

Cultivo celular

No laboratério de biologia molecular essa pratica era destinada a
proliferacdo de células in vitro, as quais serviam como substrato
para a manutencdo dos agentes Toxoplasma gondii e o Neospora
caninum. O tipo de células utilizadas no cultivo, eram as células
aderentes, que se aderem a superficie de contato das garrafas de
cultivo celular. A linhagem de células é a MARC 145, tendo como
origem o rim de macacos. O meio utilizado para o cultivo dessas
células era o Dulbecco MEM (DMEM), e sua concentragdo era

dependente da atividade que iria ser realizada.

Reacéo
Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI).

de

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é uma técnica de
diagndstico soroldgico, que tem por funcdo a identificacdo de
anticorpos através da reagdo antigeno-anticorpo. Inicialmente era

realizado a diluicdo da amostra em solugdo PBS (phosphate buffer
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solution), essa diluicdo era de acordo com 0 agente e a espécie
analisada. ApoOs ser diluido, 10 ul eram colocados no poco da
lamina de RIFI j& sensibilizada com o antigeno, em seguida era
feito a primeira incubacdo dessa lamina em camara umida (37°C/
30 min.), depois da incubacdo realizava-se duas lavagens em
solucdo PBS por 10 minutos cada. Posteriormente era colocado o
conjugado (marcado com Isotiocinato de fluoresceina) o qual iria se
ligar ao anticorpo caso 0 animal fosse reagente. Posteriormente as
laminas eram lavadas (10 minutos cada) e incubadas no mesmo
binbmio tempo-temperatura da anterior. Por fim, as laminas eram

observadas em microscopio de fluorescéncia.

Sensibilizacao

de

laminas para RIFI

Os antigenos utilizados eram taquizoitos oriundos do cultivo celular
0s quais estavam diluidos em formol e solugdo PBS. A técnica
consistia em fazer a contagem desse taquizoitos em uma cdmara de
Neubauer, apos contagem era colocado em cada poco da Iamina de
RIFI 10 ul da solucdo, em seguida as laminas eram levadas para
estufa para que ocorresse a secagem, por fim eram fixadas com

acetona e armazenadas a - 20°C.

Bioensaio

camundongos

em

Nesta atividade, os roedores eram inoculados com amostras de
agentes infecciosos no intuito de avaliar a viruléncia da cepa que
tinha sido inoculada. Em seguida os mesmos eram submetidos a
eutanasia por deslocamento cervical. Apds serem eutanasiados, era
colhido um dos hemisférios cerebrais e macerado em solugdo de
PBS com 5% de antibidtico. Esse macerado entdo era inoculado em

outros camundongos ou levados para o cultivo celular in vitro.

ELISA
Linked

(Enzyme

ImmunoSorbent Assay)

indireto

O teste de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) € um
método de diagndstico que tem por objetivo a deteccdo de
anticorpos a partir de reagdes enzimaticas. No protocolo realizado
no laboratdrio, inicialmente as amostras foram submetidas a uma
diluicdo em solucdo presente no kit, o processo de diluicdo é
completado apo6s incubacdo das amostras. Em seguida essas
amostras diluidas foram transferidas para a placa de ELISA ja
sensibilizada com o agente, onde ocorre a segunda incubagdo que

tem por finalidade a ligacdo do antigeno ao anticorpo, passada essa
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incubacédo foi feito trés lavagens da placa, colocado o conjugado
(anti-anticorpo) e incubado novamente (esse conjugado se ligara ao
anticorpo caso o animal seja positivo). Em seguida foi colocado o
substrato e incubado mais uma vez, depois dessa Ultima incubagéo é

colocado a solucdo de parada e feita a leitura em espectrofotémetro.

Durante o periodo de atividades no laboratério de microbiologia, foram processadas
um total de 124 amostras. As tabelas 1 e 2 mostram detalhadamente as amostras que foram
processadas para exames micoldgico e bacteriolégico segundo espécie e sexo. Ja no
laboratério de biologia molecular as atividades eram realizadas com amostras provenientes

das pesquisas conduzidas no local pelos discentes de pos-graduacéo.

Tabela 1: Total e percentual de amostras processadas para exame micolégico no laboratério de
microbiologia segundo espécie e sexo animal.

Sexo
Espécie Animal M F Percentual (%) Total
Felina 31 15 77,97 46
Canina 08 05 22,03 13
Percentual (%) 66,10 33,90 100 -
Total 39 20 - 59
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Tabela 2: Total e percentual de amostras processadas para exame bacteriol6gico no laboratério
de microbiologia segundo espécie e sexo animal.

Sexo
Percentual

Espécie animal M F (%) Total
Canina 28 20 73,85 48
Felina 07 04 16,92 11
Equina 01 00 1,54 01
Caprina 01 00 1,54 01
Ovina 01 00 1,54 01
Bovina 00 02 1,54 01
Avestruz 01 02 3,07 02

Percentual (%) 60 40 100 -

Total 39 26 - 65
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CAPITULO Il: PESQUISA CIENTIFICA

1 INTRODUCAO

As infecgBes por protozoérias em animais Sdo responsaveis por importantes doencas,
algumas delas de carater zoondtico como as leishmanioses, toxoplasmose e malaria (Sibley,
2004). Estas parasitoses acompanham o homem desde os primordios e muitas afetam também
0s animais de companhia como os cdes. Recentemente, com as a¢fes antropicas muitas dessas
enfermidades tem reemergido, afetando a populagcdo animal e humana em grandes centros
urbanos (Arias et al., 1996).

Um exemplo cléssico é a Leishmaniose Visceral Canina (LVC), zoonose de distribuicdo
mundial, que tem os cdes como principais reservatérios no meio urbano (Gramiccia e
Grandoni, 2005). No Brasil, o agente etioldgico e a Leishmania infantum e sua transmisséo se
da pela espoliacdo de flebotomineos vetores, sendo a espécie Lutzomyia longipalpis, a mais
importante de um ponto de vista epidemiologico (Gontijo e Melo, 2004). Clinicamente 0s
animais apresentam diversas manifestacdes, variando de portadores assintomaticos (Brasil,
2014) a animais apresentando uma ampla gama de sinais clinicos, como dermatopatias,
onicogrifose, alteragdes oculares e emagrecimento (Ramsey et al., 2010).

Sabe-se também que cdes podem ser acometidos por alguns protozoarios pertencentes
ao género Trypanosoma, sendo a especie Trypanosoma cruzi a mais importante por ser
considerada o agente etioldgico da doenca de Chagas (Roux et al., 2011; Bezerra et al., 2012;
Coelho, 2013). Mais de 100 diferentes mamiferos sdo considerados reservatdrios competentes
para T. cruzi, mas envolvidos principalmente no ciclo silvestre da doenca (Teixeira et al.,
2009). Os cées por sua vez, desempenham um importante papel no ciclo peri-doméstico
atuando como elo entre o meio silvestre e domiciliar (Gurtler e Cardinal, 2015).

Além dos agentes supracitados, a infeccdo em cdes por Babesia sp. tem sido
frequentemente reportada em todo o mundo. Babesia canis e Babesia gibsoni sao
considerados 0s agentes etiologicos da babesiose canina. A B. canis é dividida em trés
subespecies (Babesia canis canis, Babesia canis vogeli e Babesia canis rossi), que sdo
caracterizadas por sua distribuicdo geogréfica, vetor e patogenicidade (Uilenberg et al., 1989).
Sabe-se que em quase todo o Brasil a B. canis € predominante e frequentemente transmitida
pelo carrapato marrom do cdo, o Rhipicephalus sanguineus (s.l.) (Maroli et al., 1996).

Considerando a importancia destes patdgenos para a salde Unica e canina e a presenca
de condicBes ambientais favoraveis para proliferacdo de seus vetores e disseminagdo dos
agentes, objetivou-se neste estudo pesquisar infec¢fes protozoarias em cdes domésticos

provenientes do Municipio de Aguas Belas, regido Nordeste do Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

2.1.1 Agente etiologico

Os agentes responsaveis pela Leishmaniose sdo protozoarios intracelulares que
pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (Dantas
Torres, 2006) e subgéneros Leishmania e Viannia (Lainson et al., 1987). Nas Américas e
Europa a espécie responsdvel pela Leishmaniose Visceral Canina (LVC) pertence ao
subgénero Leishmania, sendo conhecida como Leishmania (Leishmania) infantum (Dantas
Torres, 2006).

A Leishmania apresenta formas distintas no seu ciclo biolégico, o que a torna um
agente pleomorfico. As formas encontradas sdo a promastigota (Figura 5) que apresenta um
flagelo e é identificada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado, e a forma amastigota

(Figura 6) que se localiza nos macrofagos de hospedeiros vertebrados (Fortes, 2004).

Figura 5: Formas promastigotas de Leishmania spp. (Fonte: FIOCRUZ)
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Figura 6: Forma amastigota de Leishmania spp. (Fonte: Brasil, 2014)

2.1.2 Distribuicao

A Leishmaniose & comumente observada em areas onde prevalece um clima tropical
ou subtropical, pois nessas regides 0s vetores estdo presentes (Oliveira et al., 2004). Dentro do
territorio brasileiro ela ocorre em locais onde as condicdes, climaticas, geograficas e sociais
sdo variadas (Harhay et al., 2011). A soro frequéncia de Leishmania spp. tém sido relatada em
todo o Brasil (Dantas-Torres, 2008). Historicamente, o Nordeste é a regido onde ha a
predominancia de casos de LVC, com prevaléncias variando de 0,7% a 51,61% (Abreu-Silva
et al., 2008; Barboza et al., 2009; Fernandes et a., 2016).

No estado de Pernambuco, estudo realizado pela Fundacdo Nacional de Salde
(FUNASA), obteve uma taxa de infeccdo em cdes de 2,5% (Alexandrino, 2001). No entanto,
nesse mesmo estado com o passar dos anos, observa-se uma ampla variacdo nesta
positividade com frequéncias de 40,3% em Paulista (Dantas-Torres et al., 2006), 19% em
Petrolina (Pimentel et al., 2015) e 2,4% (Lins et al., 2018) e 16% em Garanhuns (Santos et al.,
2010).

2.1.3 Reservatorios

A infeccdo causada por esse parasito pode acometer uma ampla variedade de
hospedeiros, como mamiferos silvestres e domeésticos (Bhargava e Singh, 2012). Dentro do
ciclo silvestre, alguns animais apresentam grande importancia na epidemiologia, como € o
caso dos canideos silvestres que intermediam o agente para as areas rurais pelo fato de terem

como habito o deslocamento para essas areas (Ashford, 2000). Por outro lado, o cdo (Canis
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lupus familiaris) é o principal reservatorio no ambiente domeéstico e peridoméstico (Franga-
Silva et al., 2005). Nesses animais 0s locais em que se encontra 0 parasito Sdo as visceras € a
derme, no entanto, o animal que se apresenta infectado pode ou nao apresentar sinais clinicos,
e 0S que ndo apresentam sintomatologia sdo importantes fontes de infeccdo para a
disseminacéo do agente (WHO, 2010).

2.1.4 Vetores

Os vetores responsaveis pela transmissdo do agente aos vertebrados sdo 0s insetos
hematdfagos conhecidos como flebotomineos (Figura 7), estes pertencem a ordem Diptera,
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. O seu tamanho varia de 1 a 3 mm, e séo
encontrados com maior frequéncia em locais que estejam presentes animais, assim como lixo
e matéria organica em processo de decomposicdo (Feliciangele, 2004). A principal espécie
responsavel pela transmissdo no Brasil é a Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912), no
entanto, estudo realizado por Missawa et al., (2011), revelou que a espécie Lutzomyia cruzi
tem grande importancia na epidemiologia da LV no estado do Mato Grosso. Além desses
vetores, estudos também foram realizados com carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) para
saber a importancia no ciclo epidemiolégico dessa enfermidade (Coutinho et al., 2005;
Dantas-Torres, 2006). Outras formas de transmissdo ja foram também relatadas, como a

venérea e a transplacentaria (Dantas-Torres, 2006).

Figura 7: Flebotomineo fémea ingurgitada (Fonte: Brasil, 2014)
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2.1.5 Ciclo biologico

Para que o ciclo bioldgico da Leishmania aconteca é necessaria a participagdo de um
hospedeiro invertebrado e um vertebrado (Alves e Faustino, 2005). O ciclo é iniciado quando
a fémea ja infectada pelo agente realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado,
ocorrendo no local da inoculacdo a liberacdo de saliva com a forma promastigota do parasito.
No ponto inoculado o parasito é fagocitado por macréfagos, onde é transformado para a sua
forma amastigota e realizado sua multiplicacdo. Apos ter um grande nimero de parasitos
dentro do macrofago, este se rompe liberando os agentes para que outras células possam
fagocita-los (Figura 8). Além disso, ha a migracdo da forma aflagelada para diversos 6rgaos

através da via hematdgena, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (Brasil, 2006).

Promastigota
em amastigotas
()

ansformam-se
tro do macréfago

Promastigotas sao
fagocitados por

e Amastigotas se multiplicam nas células Promastigotas sao fagocitadas
& by " \ - g
macréfages N L3 (incluindo macrofagos) de pelos macrofagos

varios tecidos

" O vetor ao alimentar-se de
sangue injeta promastigotas,
na pele
Ciclo
QD Humano
Promastigotas transformam-se
em amastigotas no Interior
@ d 5
Promastigotas dividern-se LN do macréfago
ne intestino A
-2,
f &
e
A Ciclo no
Ve Amastigotas multiplicam-se
- nas células de varios tecidos
Amastigotas transformam-se V2
em promastigotas no intestino \
O vetor ingere macrofagos infectados
o o com amastigotas quando alimenta-se
) @’ ¥ de sangue

s/ Ingestdo da
| célula parasitaria

Figura 8: Ciclo bioldgico da Leishmania infantum (Fonte: Adaptado de Almeida, 2017)

2.1.6 Sinais clinicos

A LVC é uma doenca de carater crénico (Marcondes e Rossi, 2013) podendo se
apresentar de forma assintomatica (auséncia de sinais clinicos) ou sintomatica que se
caracteriza por varios sinais clinicos inespecificos. Desta forma, 60% dos animais se
apresentam como assintomaticos, e os que apresentam clinica o periodo de incubacdo pode
variar de meses a anos (Brasil, 2014). Além dos sinais ja citados os animais apresentam
também epistaxe, baco e figado aumentados, lesdes cuténeas e problemas digestivos, nervosos
e renais (Feitosa et al., 2000; Paltrinieri et al., 2010). Ademais, Ramsey et al., (2010)
descreveu como lesbes cutaneas a presenca de dermatite esfoliativa, alopecia ao redor da
Orbita, onicogrifose, uUlceras nodulares na pele e hiperceratose de coxim, e claudicacdo
(Figuras 9,10 e 11).



Figura 10: Lesdes na face de cdo (Fonte: Brasil, 2006)
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Figura 11: Céo apresentando emagrecimento (Fonte: Brasil, 2006)

2.1.7 Diagnostico

O diagnostico dessa enfermidade pode ser realizado através dos sinais clinicos, exames
parasitoldgicos, sorologicos (Brasil, 2014; Almeida, 2009) e moleculares (Almeida, 2009).
Porém, devido ao grande quantitativo de casos assintomaticos, o diagnostico clinico torna-se
dificil (Brasil, 2014).

O diagnostico parasitologico pode ser realizado a partir da coloracdo de esfregacos de
amostras de tecido hepatico, esplénico, da medula 6ssea e sangue, onde sera visualizado a
forma amastigota do parasito (Laurenti, 2009; Brasil, 2006). Existe também a possibilidade de
realizar a inoculacdo do parasito em animais de laboratério e os cultivos do parasito in vitro,
tendo como meios para seu crescimento o Novy, Mc Neal e Nicolle (NNN) e Liver Infusion
Triptofane (LIT) (Santa-rosa e Oliveira, 1997).

Ja as técnicas sorologicas utilizadas sdo: Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica
(ELISA), Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (Faria e Andrade, 2012), Teste de
Aglutinacédo Direta (DAT), Fixacdo de Complemento (FC) (Feitosa et al., 2000), immunoblot
e imunocromatografia (Lira, 2005). Porém, dentre estes o Ministério da Salde preconiza para
o0 diagnostico a utilizacdo de dois, o imunocromatografico como triagem e o ELISA para a
confirmacdo (Almeida, 2009; Faria e Andrade, 2012). Na técnica molecular, € realizado a
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), sendo sua sensibilidade e especificidade em torno de
100% (Roura et al., 1999).
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2.1.8 Profilaxia

No Brasil, para que tenha um efetivo controle da doenga, o Ministério da Salde
preconiza que seja realizado testes diagnésticos em humanos para que aqueles que sejam
positivos realizem o tratamento, e 0s cdes sororreagentes devem ser eutanasiados, somando-se
a essas medidas, ainda é realizado o controle de flebotomineo vetor e trabalhos de educacéo
em saude com a populagdo (Brasil, 2006). A partir de 2016 o Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) autorizou a utilizacdo do medicamento Milteforan para o
tratamento da Leishmaniose Visceral em cdes, sendo assim outra medida de controle da
enfermidade (Brasil, 2016).

2.2 Tripanossomose canina

2.2.1 Agente etioldgico

A Tripanossomose Americana ou Doenca de Chagas é a doenca causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (Rey, 2010; Junqueira, 2011). Esse protozoario pertence a
ordem Kinetoplastida (Vickerman, 1994) e familia Trypanosomatidae. Seu ciclo bioldgico é
caracterizado por apresentar varias formas (Stevens, 2008) nos vertebrados e invertebrados,
sendo elas a forma amastigota (intracelular) e tripomastigota (extracelular) encontradas no
hospedeiro vertebrado e epimastigota que se localiza no intestino médio do hospedeiro
invertebrado (Brener, 1997).

2.2.2 Distribuicao

Estudos sobre a prevaléncia da Doenca de Chagas em cées foi descrita em varios
estados do Brasil e observada diferentes prevaléncias, como no trabalho realizado por Amora
et al. (2006) que constatou uma prevaléncia de 34% em Mossord, no Rio Grande do Norte.
Outro estudo também no Nordeste, especificamente na Bahia, constatou uma prevaléncia de
0,7% (2/272) de positividade (Leca-Junior et al., 2013). Também foram desenvolvidas
pesquisas na regido Sudeste do pais, a citar uma no municipio de Aragatuba em Sdo Paulo
com uma prevaléncia de 10,29% (42/408) (Viol et al., 2010). J& na regido Centro-Oeste Souza
et al. (2007) encontrou uma prevaléncia de 45,33% reagentes a RIFI e 24% ao ELISA em

cdes do estado de Mato Grosso do Sul.

2.2.3 Reservatorios

Inicialmente a Doenca de Chagas era encontrada comumente no ambiente silvestre,

entretanto, com a invasdo do homem nesse ambiente ela passou a ter importancia em areas
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domésticas (Barretto, 1967; Forattini, 1980). Dentro do ciclo bioldgico é encontrado diversos
mamiferos no mundo que servem como reservatorios da doenca, incluindo nesse grupo os da
ordem Marsupialia que tem como destaque o género Didelphis por ser o mais importante
reservatorio da doenca, ordem Xenarthara que tem como principais representantes os tatus
preguicas e tamanduds, ordem Rodentia representada pelos roedores, ordem Primata incluindo
as familias Cabidae (micos) e Callitrichidae (saguis), ordem Carnivora sendo que o quati, a
irara e 0 cachorro do mato sdo as espécies que foram encontradas naturalmente infectadas e
ordem Chiroptera e Artiodactla representados pelos morcegos e porcos, respectivamente
(Roque e Jansen, 2010).

2.2.4 \Vetores

Os vetores sdo insetos conhecidos como triatomineos, também chamados de barbeiro ou
procotd, sdo hematofagos e estdo incluidos na familia Reduviidae e subfamilia Triatominae
(Galvéo, 2009). Dentro dessa familia as principais espécies que transmitem o agente causador
da doenca de Chagas na Ameérica Latina sdo Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e
Panstrongylus megistus (Coura, 2015).

2.2.5 Ciclo biologico

A principal via de transmissdo do T. cruzi é vetorial (Schofield, 1994), entretanto, ja
foram relatadas outras formas de transmissdo, como transplante de 6rgaos, transfusdo de
sangue e transplacentaria (Forés et al., 2007; Prata, 2001).

Para que ocorra a transmissao, o triatomineo infectado realiza o repasto sanguineo no
hospedeiro vertebrado, e nesse local libera a forma tripomastigota em suas fezes. Apds
penetrar as células sanguineas, essa forma se transforma na forma amastigota e sofre divisao
celular por fissdo binaria, em seguida volta a sua forma tripomastigota a qual é liberada na
corrente sanguinea podendo contaminar outros triatomineos durante o repasto sanguineo,

iniciando assim um novo ciclo (Figura 12) (Nelson e Couto, 2006).
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Figura 12: Ciclo biol6gico do Trypanosoma cruzi (Fonte: sobiologia.com.br/)

2.2.6 Sinais clinicos

Nos cées € observado um quadro clinico cronico ou agudo (Barr et al., 1995). Quando o
animal apresenta a fase aguda, a sintomatologia observada é uma miocardite decorrente de
uma disfuncdo miocérdica, com varias formas amastigotas nas fibras do musculo cardiaco. Ja
na fase crbnica pode ser sintomatica ou latente (indeterminada), na primeira o animal
apresentara miocardite crénica, fibrose e insuficiéncia cardiaca congestiva, enquanto que na

forma crénica latente o animal ndo vai desenvolver nenhum sinal clinico (TECSA, 2018).

2.2.7 Diagnéstico

Para realizacdo do diagnostico de tripanossomose pode ser utilizado testes
parasitolégicos diretos (Portela-Lindoso e Shikanai-yasuda, 2003), bem como sorolégicos e
moleculares (OPAS, 2009).

Quando se trata do exame parasitoldgico direto, alguns inconvenientes podem ser
observados nessa técnica, como a forma clinica que o animal apresenta, pois aqueles
cronicamente infectados por apresentarem uma parasitemia discreta levam os testes a
apresentarem uma baixa sensibilidade frente ao agente, podendo apresentar falsos negativos
(Portela-Lindoso e Shikanai-Yasuda, 2003). Além disso, os moleculares, como a PCR
apresentam altos custos sendo mais aplicados em pesquisas ou como testes confirmatorios
(OPAS, 2009).
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2.2.8 Profilaxia

A profilaxia da Doenca de Chagas esta relacionada com o controle do vetor. Dessa
forma o Ministério da Saude recomenda para esse controle a utilizagdo de agentes inseticidas
por pessoas treinadas, além de impedir a entrada desses insetos por frestas ou aberturas

através do uso de mosquiteiros ou telas metalicas (Brasil, 2018).

2.3 Babesiose Canina
2.3.1 Agente etioldgico

O agente causador da babesiose € um protozoario pertencente ao Filo Apicomplexa,
Ordem Piroplasmida, Familia Babesiidae e género Babesia (Irwin, 2009). As espécies que
podem acometer os cdes sdo a Babesia canis e a Babesia gibsoni. A espécie B. canis ainda €
dividida em trés subespécies, sendo elas a B. canis canis e B. canis vogeli (Bowman, 2006)
que tém como vetor o carrapato Rhipicephalus sanguineus, e B. canis rossi transmitida pelo
Haemaphysalis leachi (Lewis et al., 1996).

2.3.2 Distribuicéo

A babesiose canina tem sido descrita em todo o pais com prevaléncias variando de
7,69% a 57, 9% por PCR e RIFI, respectivamente (Aradjo et al., 2015; Galeno et al., 2018).
Por exemplo, na Bahia, frequéncia de 33,95% tem sido observado (Ungar de Sa et al., 2007).
Ja na regido sudeste frequéncias de 31,44% (61/194) no estado de Minas Gerais (Bastos et al.,
2004), e 10,3% em Sdo Paulo através da RIFI tém sido observadas (Dell Porto et al., 1993).

2.3.3 \Vetores

Para que a transmissdo da Babesia spp. ocorra, € necessario a participacao de ixodideos.
O R. sanguineus, o carrapato marrom do cdo, tem sido considerado a principal espécie vetora,
entretanto outras espécies podem ter participacdo, como a Dermacentor spp., Haemaphysalis
leachi e Hyalloma plumbeum (Branddo e Hagiwara, 2002; Tilley e Smith, 2003). Ja foi
demonstrada também a transmissdo através de transfusdo sanguinea (Stegeman et al., 2003) e

congenitamente (Fukumoto et al., 2005).
2.3.4 Ciclo bioldgico

Para que a transmissdo ocorra € necessario que um carrapato infectado realize o repasto
sanguineo em um animal susceptivel, nesse momento ocorre a inoculagdo do agente no
animal (Uilenber, 2006). Depois que o carrapato faz o repasto sanguineo o periodo de

incubacdo pode variar de 10 dias a 3 semanas (Lappin, 2004). O parasito adentra o0s
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eritrocitos, onde se multiplica e consequentemente ocasiona a lise dessas células (Ettinger e

Feldman, 2004), podendo infectar outras hemacias (Irwin, 2010).
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Figura 13: Ciclo bioldgico da Babesia sp. (Fonte: Birkenheuer, A. J., 2014)

2.3.5 Sinais clinicos

Clinicamente os animais podem apresentar-se na condicdo hiperaguda, aguda, crénica
(Nelson e Couto, 2015; Lobetti, 1998) e subclinica (Lobetti, 1998). Dentre os principais sinais

observados destacam-se palidez de mucosas, hipertermia, taquipneia, taquicardia, ictericia e

anorexia (Taboada e Merchant, 1997; Lobetti, 1998). Em situa¢cdes mais graves 0s animais

podem apresentar até insuficiéncia renal aguda, disturbios hepéaticos e de coagulacéo,

comprometimento cardiaco, sinais nervosos, hemoconcentragdo, anemia ictericia e choque
(Lobetti, 1998; Lobetti et al., 2002) (Figuras 11 e 12).
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Figura 14: Mucosa pélida (Fonte: Pinto, 2009)

2.3.6 Diagnostico

O diagnostico é realizado através de exame parasitolégico (Nelson e Couto, 2015),
testes soroldgicos como Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio
Imunoenzimético, Fixacdo de Complemento (FC), Aglutinagdo em capilar e
Imunocromatografia (Aboge et al., 2007) e também por testes moleculares a citar a Reacao
em Cadeia de Polimerase (PCR) que é utilizado com maior frequéncia em levantamentos
epidemioldgicos (Bose et al., 1995).

Para realizacdo do exame parasitoldgico é necessario a confeccdo de esfregacos
sanguineos com sangue periférico e posterior coloracdo por alguma das técnicas de
Romanowsky. Ao microscdpio serdo observados os protozoarios dentro das hemacias, quando
se apresentam aos pares se tem a sugestdo de infeccdo por B. canis, enquanto que por B.
gibsoni o parasitos se encontram separados (Nelson e Couto, 2015). Apesar dessa técnica
possuir baixo custo e especificidade elevada, quando o animal apresenta uma parasitemia
branda a sensibilidade torna-se baixa (Dantas-Torres e Figueredo, 2006).

Em relagdo aos testes soroldgicos citados, sdo indicados quando o animal esta na fase
crbnica ou sem apresentar sinais clinicos (Aboge et al., 2007). A RIFI é a que tem uma maior
utilizacdo para o diagndstico, pois apresenta sensibilidade elevada e é de facil realizacdo

(Bose et al., 1995; Aboge et al., 2007). J& a técnica molecular (PCR) apresenta alta
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sensibilidade e especificidade, e isso faz com que ela seja utilizada nos casos agudos, crénicos
e também naqueles animais sem sinais clinicos dando bons resultados (Macintire et al., 2002).
2.3.7 Profilaxia

A principal forma para prevenir a doenca é realizando o controle dos vetores
(Vasconcelos, 2010), através do uso de acaricidas. A utilizacdo de vacina elaborada com
antigeno de B. canis tem sido explorada na Europa, mas apresenta pouca importancia no
Brasil (Matias, 2011).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
e Pesquisar protozoarios em cdes domésticos provenientes do municipio de Aguas
Belas, Nordeste do Brasil.
3.2 Objetivos especificos
e Detectar a exposicao de caes domesticos a Leishmania infantum atraves de teste
imunocromatografico.
e Pesquisar Babesia sp. em cdes domésticos através de microscopia sanguinea.

e Pesquisar Trypanosoma spp. em cdes domésticos através de microscopia sanguinea.

39
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram autorizados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE (nGimero da licenca: 128/2017).
4.2 Area de estudo

O estudo foi realizado no Municipio de Aguas Belas (Latitude: 09°06°41>> Sul e
Longitude: 37°07°23’ OQOeste), situado na regido do Agreste Meridional, estado de
Pernambuco (Figura 15). A cidade se encontra a 315 km da capital pernambucana, uma area
territorial é de 887,5 km?, e populacéo estimada de 43.195 pessoas (IBGE, 2018).

Figura 15: Municipio de Aguas Belas, Pernambuco (Fonte: IBGE)

4.3 Obtencado de amostras

Amostras sanguineas (n = 73) foram coletadas de cées de diferentes idades, sexo e racas
variadas (Figura 16). Incialmente cada animal foi contido fisicamente, e a venopuncao
cefalica realizada apds assepsia do local. O material obtido foi armazenado em tubos plasticos
contendo Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) e armazenados em caixas isotérmicas
(4 a 8°C) até o processamento laboratorial.

As coletas foram realizadas mediante a autorizacdo dos tutores através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO ).
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Figra 16: Coleta de sangue (Fonte — Arquivo
pessoal)

4.4 Processamento laboratorial
4.4.1 Teste imunocromatografico para Leishmania infantum (TR-DPP® Leishmaniose

Visceral Canina Biomanguinhos)

Para realizagdo do diagndstico da Leishmaniose o material utilizado foi o kit TR DPP®
Leishmaniose Visceral Canina da Bio-Manguinhos. O kit € composto por suporte DPP,
tampédo de corrida, alca coletora descartavel de volume de 5 pL e lanceta descartavel. Os

procedimentos foram realizados de acordo com as instrucgdes do fabricante.

4.4.2 Pesquisa de Babesia sp. e T. cruzi

Esfregacos sanguineos foram confeccionados utilizando 20 pL de sangue total. A
aliquota foi colocada sobre a lamina, espalhada com auxilio de laminula, em seguida o
material secou a temperatura ambiente por 2 minutos. Por fim, as laminas foram coradas pelo
método pandético rapido e observadas em microscopio 6tico (40 e 100X).

4.5 Analise dos dados

Os dados foram analisados através da estatistica descritiva para obtencdo das

frequéncias absolutas e relativas.
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5 RESULTADOS

De todas as amostras analisadas 20,55% (15/73) foram reagentes ao teste
imunocromatografico para detec¢do de anticorpos anti-L. infantum. Nenhum animal resultou

positivo a pesquisa de Babesia sp. e/ou T. cruzi.

6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a presenca de infeccBes por protozoarias em cdes domésticos
provenientes de uma regido semiarida do Nordeste do Brasil.

Em um total de 20,55% (15/73) dos animais estudados foram detectados anticorpos
anti-L. infantum. Diversos estudos sorologicos conduzidos em todo o Brasil tem reportado
diferentes frequéncias para LVC. Por exemplo, estudos conduzidos no Maranh&o reportaram
uma soro-frequéncia de 51,61% (Abreu-Silva et al., 2008), no Rio Grande do Norte de 34%
(Amora, et al., 2006) e em Pernambuco de 19% (Pimentel et al., 2015). As diferencas
observadas em regifes distintas do Brasil sdo decorrentes de situacdes epidemioldgicas
diversas e diferenca nos testes diagnosticos empregados.

E importante destacar que o teste aqui empregado se trata de uma técnica qualitativa,
indicando apenas exposi¢cdo dos animais ao agente etiolégico. O TR-DPP® Leishmaniose
Visceral Canina Biomanguinhos é recomendado pelo Ministério da Saide como um teste de
triagem, sendo empregado em diversos inquéritos soroldgicos no Brasil. O teste DDP® utiliza
a proteina recombinante K39 (rK39) especifica para L. infantum que tem sido amplamente
avaliada no diagnostico da LV canina (Burns-Jr et al., 1993). A sensibilidade e especificidade
dos testes imunocromatograficos, que utilizam o antigeno recombinante rK39 apresentam
sensibilidade que variam de 89-98% e especificidade de 97-100% (Carvalho et al., 2003;
Chappuis et al., 2006).

De um ponto de vista epidemioldgico, os achados desse estudo servem como alerta para
a atual situacdo da LVC na regido Nordeste do Brasil. Sabe-se que o municipio de Aguas
Belas tem vivido um recente aumento no nimero de casos humanos, onde 12 casos foram
confirmados de 2006 a 2015 (SINAN, 2015). Dados sobre 0s casos caninos sdo inexistentes
na area de estudo, mas é sabido que os casos em cdes normalmente precedem 0s casos em
humanos. Além disso, € importante destacar que a area apresenta condi¢cdes sanitarias
deficientes com presenca de lixo acumulado e animais errantes, fator importante para
disseminacéo de vetores e patdgenos de importancia em Saude Publica (Pimentel et al., 2015).

Neste estudo, nenhum dos animais apresentou infeccdo por Babesia sp. e/ou

Trypanossoma cruzi. No entanto, o teste aqui empregado (microscopia) apresenta baixa
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sensibilidade, sendo possivel a detecgdo destes agentes apenas em estagios agudos da doenca.
Na verdade, estes animais quando cronicamente infectados desenvolvem uma parasitemia
branda, dificultando a deteccao do agente.

Conclui-se que cies domésticos residentes em Aguas Belas estdo expostos a L. infantum
e podem atuar como importantes indicadores da circulagdo do agente etioldgico em uma
populacdo animal. Os aqui obtidos sdo essenciais e servem de alerta para o servigo em saude,

sobretudo considerando que a infecgdo canina precede a infecgdo humana.
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7 CONSIDERA(;@ES FINAIS

Devido a presenca de cdes reagentes para Leishmaniose Visceral Canina, é importante
que as autoridades sanitarias realizem as medidas preconizadas pelo Ministério da Salude para
o controle desta enfermidade. Além disso, é de grande valia a realizacdo de programas de
educacdo sanitaria dentro do municipio para que a populacdo tenha conhecimento de tal
doenca. Em se tratando da tripanossomose e babesiose canina, é interessante destacar que
outros estudos com técnicas diagndsticas mais sensiveis devem ser conduzidas na tentativa de

elucidar a real situacdo epidemioldgica no local.
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ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
(DEPARTAMENTO E/OU UNIDADE ACADEMICA)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa
intitulada , Sob a responsabilidade do pesquisador
, a qual pretende . Sua

participacdo com seu animal é voluntaria e se dara por

meio de (inserir a forma de participacdo do sujeito da pesquisa explicando claramente em que
consiste tal participacdo).
Os riscos decorrentes da participacdo dos seu (s) animal (is) na pesquisa Sao

. Se vocé aceitar participar, os resultados decorrentes do

estudo com seu (s) animal (is) estara contribuindo para

Se depois de consentir em sua participagdo o (a) Sr (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem prejuizo a
sua pessoa.

O (a) Sr (a) ndo tera despesas e também ndo recebera remuneracdo. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade e de seu (s) animal (is) ndo serdo
divulgadas, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacdo, o (a) Sr (a) podera
entrar em contato com o pesquisador no endereco (inserir endereco profissional), pelo
telefone (81)
Consentimento P6s—Informacéo

Eu, , fui

informado sobre o projeto que o pesquisador quer fazer e

porque precisa da minha colaboracdo, e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em
participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser.
Data: __ / /

Assinatura do participante:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:



