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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Viviane Marques de Andrade Vieira

Dirofilaria immitis € o bioagente patogénico da dirofilariose, agravo frequente a
saude dos cdaes, principalmente em areas costeiras de regifes tropicais e
subtropicais. A dirofilariose humana €& uma zoonose considerada acidental,
presente em diferentes paises, inclusive no Brasil. O objetivo deste estudo foi
analisar a ocorréncia da infec¢cdo canina por filarideos nos municipios de Magé,
Duque de Caxias, Guapimirim e Nova lguagu, na Baixada Fluminense, Estado do
Rio de Janeiro. O estudo foi desenvolvido a partir de amostras de sangue de caes
nascidos, criados e atendidos em servicos veterinarios. Amostras diagnosticadas
como positivas apds analise pelos testes laboratoriais foram submetidas a PCR-
Multiplex e sequenciamento, para identificacdo especifica. Em todos os municipios
estudados foram detectados cées infectados. A frequéncia geral em relacdo aos
casos positivos de caes microfilarémicos foi de 76,9% (113/147) e deste total, 100
amostras (88,5%) amplificaram o fragmento do gene 12S. As maiores frequéncias
de animais parasitados das amostras do laboratério de patologia clinica foram
observadas em Magé (51%; 51/100) e Duque de Caxias (40%; 40/100) (p<0,00;
¥x?=23,7; OR=8,71). Cdes machos foram os mais parasitados (62,3%; x°=1,26;
p=0,25), a faixa etaria entre 1 a 6 anos foi a mais acometida (62,1%; x?=1,96;
p=0,16), e a chance de um animal de porte grande ser parasitado é 3,6 vezes maior
em relacdo a um cédo de porte médio (63,6%; x>=7,47; p=0,02; OR=3,64). Das
amostras submetidas a reacdo de sequenciamento, 93,6% (73/78) foram
identificadas como D. immitis e 6,4% (5/78) como Achantocheilonema reconditum.
A alta frequéncia e a consideracdo de que as areas onde vivem o0s cédes com D.
immitis sdo ambientes naturais para criadouros dos vetores culicideos, permitem
inferir sobre o estabelecimento e a manutencdo do ciclo enzo6tico na regido
analisada, sinalizam sua vulnerabilidade para a ocorréncia do ciclo epidémico e
apontam para a possibilidade de ocorréncia de casos humanos. O estudo permitiu
caracterizar e determinar a ocorréncia de filarioses caninas na regido e possibilitou
a avaliacdo de risco para a populacdo humana e orientacdes de medidas integradas
de prevencao.

Palavras-chave: Filarioses canina; Dirofilaria immitis; Acanthocheilonema
reconditum; zoonose; promocéo da saude
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ABSTRACT
THESIS ON TROPICAL MEDICINE

Viviane Marques de Andrade Vieira

Dirofilaria immitis is the pathogenic bioagent of dilofilariasis, a frequent health problem
to dogs, mainly in coastal areas of tropical and subtropical regions. Human dirofilariasis
IS a zoonosis considered to be accidental, present in different countries, including
Brazil. The aim of this study was to analyze the occurrence of the canine infection
caused by filarids in Magé, Duque de Caxias, Guapimirim and Nova Iguacu
municipalities, located at Baixada Fluminense, Rio de Janeiro. This study included
blood samples of dogs who were born, raised and treated at veterinary services.
Samples diagnosed as positive after laboratorial tests were submitted to Multiplex-
PCR and DNA sequencing for specific identification. Infected dogs were found in all
studied municipalities. General frequency related to the positive microfilaremic dogs
was 76.9% (113/147) and of these, 100 samples (88.5%) amplified the gene fragment
12S. The highest frequencies obtained from samples analyzed at the clinical pathology
laboratory were from Magé (51%; 51/100) and Duque de Caxias (40%; 40/100)
(p<0,00; x2=23,7; OR=8,71). Male dogs were the most parasitized (62,3%; x?=1,26;
p=0,25), 1 to 6 years age group was the most affected (62,1%; x?>=1,96; p=0,16) and
the chance of a large-sized dog of being parasitized is 3.6 times higher when compared
to the chance of a medium-sized dog (63,6%; x?=7,47; p=0,02; OR=3,64). Of the
samples submitted to sequencing, 93.6% (73/78) were identified as D. immitis and
6.4% (5/78) as Achantocheilonema reconditum. The high frequencies observed and
the fact that the areas where the infected dogs live are natural environments for
Culicidae vectors’ reproduction, allow to infer about the presence and maintenance of
the enzootic cycle at the analyzed region, signalize for its’ vulnerability related to the
epidemic cycle and suggest the possibility of the occurrence of human cases. This
study allowed characterizing and determining the occurrence of canine filariasis at the
region, evaluating the risk for the human population and guidance related to
prevention.

Keywords: Canine Filariasis; Dirofilaria immitis; Acanthocheilonema reconditum;
Zoonosis; Health Promotion
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1 INTRODUCAO

1.1 Filarioses caninas

1.1.1 Agente etioldgico

A dirofilariose € uma doenca cujo agente biolégico é o filarideo do género
Dirofilaria, capaz de infectar mais de 30 espécies de hospedeiros vertebrados. O
género inclui duas espécies de importancia médico veterinaria: Dirofilaria immitis
(Leidy, 1856) Raillet e Henry, 1911, e Dirofilaria repens (Railliet e Henry, 1911). D.
immitis acomete com maior frequéncia os cédes (Canis lupus familiaris Linnaeus
1758) em relacdo aos gatos (Felis catus Linnaeus 1758) domésticos e animais
silvestres. Em humanos (Homo sapiens Linnaeus 1758) e gatos domésticos, a
infeccdo é acidental (Acha e Szyfres 2003).

D. immitis é vulgarmente conhecido como o “verme do coragdo”
(“Heartworm”) por alojar-se nas artérias pulmonares e camaras direitas do céo. D.
repens causa dirofilariose subcutanea em caes, gatos e € patogénica para o
homem, havendo registros na Asia, Africa e Europa (CDC 2012; Acha e Szyfres

2003).

1.1.2 Classificacao taxondmica — Anderson (2000):
Filo Nematoda
Classe Secernentea
Ordem Spirurida
Subordem Spirurina
Superfamilia Filarioidea (Weiland, 1858) Stiles 1907
Familia Onchocercidae Leiper, 1911
Subfamilia Dirofilariinae Sandground, 1921
Género Dirofilaria Railliet & Henry, 1911
Espécie D. immitis (Leidy, 1856) Railliet & Henry, 1911



1.1.3 Epidemiologia da dirofilariose canina

A dirofilariose € considerada uma zoonose pela Organizacao Mundial da Saude
(OMS) desde 1979 (OMS 1979), sendo umas das filarioses que acometem o0s
humanos acidentalmente. A expansao global da area endémica nos ultimos anos tem
sido constatada através do aumento da distribuicdo geografica da parasitose em
humanos e em animais ndo humanos, caracterizando-a como reemergente
(Rodrigues-Silva et al. 2004; Simén et al. 2012). No entanto, apesar da importancia
meédica atribuida a doenca, a dirofilariose ainda é negligenciada pelas politicas
publicas dos paises nos quais ha elevada prevaléncia. Regides litoraneas tropicais e
subtropicais sdo consideradas enzodticas para ocorréncia de D. immitis devido ao
clima caracterizado por elevadas temperaturas e umidade, pois estdo relacionadas a
ocorréncia de culicideos vetores (Klinge et al. 2011).

A distribuicdo de D. immitis é global (Cirio 2005; McCall et al. 2008), com
registros na Africa, Austréalia, Europa e parte da regido mediterranea (Marquardt et al.
2000; Ciuca et al. 2016), América do Sul, América do Norte e Asia (Wang et al. 2016).
A maior prevaléncia encontra-se nos EUA (Schmidt e Roberts 1996), América do Sul
(Argentina, Colémbia, Brasil, Peru e Venezuela), Japdo, Australia e lItalia, sem
ocorréncia documentada no Canada e Alaska (CVBD 2014).

Em areas endémicas a prevaléncia € considerada alta em cées (40 a 70%) e
baixa nos gatos (1 a 4%) (Acha e Szyfres 2003). Bendas et al. (2017) em recente
revisdo da literatura sobre a ocorréncia da dirofilariose em paises da Ameérica do Sul
e México constataram que o Chile foi o Unico pais em que nédo se encontrou D. immitis
pelos testes de Knott modificado e pela técnica molecular e a maior prevaléncia foi
detectada no México (59,8%) (Caro-Gonzalez et al. 2011 apud Bendas et al. 2017).
Desta forma, os valores de prevaléncia podem mudar a depender do teste diagnéstico
utilizado.

A prevaléncia no Brasil ao longo dos anos decresceu de 7,9 % em 1988 para
2% em 2001, devido as medidas educativas apresentadas aos tutores por médicos
veterinarios quanto a quimioprofilaxia com a utilizacdo de farmacos para tratamento
da dirofilariose canina (Costa et al. 2004; Silva e Langoni 2009), porém sabe-se que
devido as mudancas climéticas recentes, o panorama epidemioldgico tem-se alterado

com o aumento de casos frequentes (Meireles et al. 2014). Labarthe et al. (2014)
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avaliaram a prevaléncia da infeccdo em cédes da regiao litoranea do Brasil (Que no
passado eram enzooticas) e constataram que na regido Sudeste, especificamente na
regido oceéanica de Niteroi (Rio de Janeiro) ocorre uma soroprevaléncia de 58,6% e
no Guaruja (Sao Paulo) cerca de 2,8%, ja no Parana em Guaraquecaba foi de 31,8%
e no Nordeste (Pernambuco) 49,5%, na llha de Itamaraca.

A alta prevaléncia de cées errantes infectados por D. immitis representa fator
de risco para a saude publica (Garcez et al. 2006; Martinez et al. 2015; Wang et al.
2016), pois o0 céo €é o principal hospedeiro do parasito, e por sua grande mobilidade
entre areas endémicas contribui para a manutencao da transmissao e consequente
aumento do numero de casos (Labarthe et al. 2003). Os gatos sdo considerados
hospedeiros acidentais e a susceptibilidade € mais baixa em relagdo ao cdo, pois a
microfilaremia é rara e transitoria, pela acdo do sistema imune destes felinos (Nelson
2012; AHS 2014). Estudos demostraram que a ocorréncia de dirofilariose felina esta

relacionada a prevaléncia de dirofilariose canina em regides endémicas (Venco et al.

2011; Pereira et al. 2018) e néo litoraneas (Branco et al. 2009).

D. tenuis
D. ursi A
D. subdermata

; )
__,,Mgamm‘fg;g _:A’_MMN____,_,_,V/-I szf),ﬂ- i M‘?J
Figura 1 Distribuicdo geografica de diferentes espécies de Dirofilaric em animais no

mundo.
B O. immitis [ D. repens [l D. immitis e D. repens
[ | Ausencia de informac8o
(*) Casos esporadicos de infeccdo subcutanea

Fonte: Adaptado de Simon et al. (2017)



1.1.4 Potencial zoon6tico de Dirofilaria immitis

A ocorréncia ou manutenc¢do do potencial zoonético de um parasito em uma
determinada localidade esta relacionada a existéncia de fatores ambientais
intrinsecos a regido geografica e populacionais e comportamentais dos cées e
tutores. De acordo com Silva e Langoni (2009) a manutenc¢éo da transmisséo de
Dirofilaria spp. esta associada as condicbes geograficas e climaticas, a acao
antropica e ao aumento da densidade populacional de animais domésticos errantes
e da fauna de insetos da familia Culicidae.

O crescimento urbano desordenado tem contribuido para a criagéo de ilhas
de calor urbana (ICU), onde construcdes civis retém o calor durante o dia e
favorecem o microambiente para desenvolvimento das microfilarias nos insetos
vetores condicionando a transmissao, bem como outros aspectos envolvidos para
as condicdes de disseminacdo: o cao deve estar microfilarémico para que haja a
transmissdo, tornando-se a fonte de infeccdo, enquanto os vetores devem
apresentar elevada abundancia, possuirem comportamento zoofilico e competéncia
vetorial de desenvolver as microfilarias, além de fatores abioticos como temperatura
e umidade podem contribuir na longevidade de algumas espécies (Rey 2008;
Ledesma e Harrigton 2011; AHS 2014).

Ha regibes em que a prevaléncia ndo é significativa, sendo a intensidade da
transmissao baixa em casos onde a microfilaremia pode estar ausente, mas a
transmissao ainda pode ocorrer. Viagens frequentes de caes microfilarémicos para
regibes indenes condicionam que os culicideos susceptiveis locais sejam fontes de

infeccdo nessa regido, estabelecendo novo foco da doenca (Labarthe et al. 2002).

1.1.5 Hospedeiro Intermediario

Os dipteros da familia Culicidae (Nematocera: Diptera) possuem grande
importancia na transmissédo de agentes patogénicos como Viroses, protozooses e
helmintoses e no Brasil, 500 espécies foram descritas até 0 momento onde cerca
de 20 ou mais estdo envolvidas na transmisséo de bioagentes patogénicos para o

homem e animais ndo humanos (Lozovei 2011). Para atuarem como transmissores
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os culicideos devem ser susceptiveis a infeccao por microfilarias L1, permitindo seu
desenvolvimento de estadios L1 a Lz (microfilarias) e a capacidade de atuarem como
vetores, ou seja, atuando como hospedeiro intermediario (Neves et al. 2011). Cerca
de 70 espécies de mosquitos ja foram descritas como potenciais vetores da
dirofilariose canina, entre eles os géneros Aedes, Culex, Anopheles, Mansonia,
Psorophora, Ochlerotatus, Armigeres e Coquillettidia (Rodrigues-Silva et al. 1995;
Cirio 2005; Simsek et al. 2016).

A fauna culicidica foi descrita no bairro de Engenho Novo - RJ, onde as
espécies Aedes (Stegomya) aegypti (Linnaeus, 1762), Culex quinquefasciatus Say
1823, Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848) e Aedes (Stegomya)
albopictus (Skuse, 1894) foram encontradas infectadas pelo filarideo (Branco et al.
2009). Ae. albopictus foi registrada pela primeira vez no territério brasileiro por
Forattini (1986), e sugeriu que esta espécie pode coexistir com Ae. aegypti em
ambientes antropicos. Serrdo et al. (2000) mencionaram que Ae. aegypti pode vir a
ser um vetor potencial para infec¢do por D. immitis no Rio de Janeiro, no entanto,
ainda segundo os autores, este inseto apresenta baixo indice de eficiéncia vetorial.
Ribeiro et al. (2009) realizaram estudo semelhante e confirmaram
experimentalmente que Ae. aegypti € um vetor susceptivel para D. immitis. Esta
espécie é a principal transmissora de arboviroses como Dengue, Zika, Chikungunya
e Febre amarela urbana (Rodriguéz-Morales 2016); possuem habito diurno e as
fémeas depositam os ovos em recipientes onde haja agua rica em matéria organica
(Rey 2008). As espécies Oc. taeniorhynchus e Oc. scapularis, como vetores
primarios (Labarthe e Guerrero 2005), Cx. quinquefasciatus, Cx. declarator, Cx.
saltanensis e Wy. bourrouli também foram descritas como potenciais vetores de D.
immitis (Lourengo-de-Oliveira e Deane 1995; Labarthe et al. 1998). Cx.
quinquefasciatus é o vetor de Wulchereria bancrofti (Cobbold, 1877) Seurat, 1921
agente da filariose linfatica popularmente conhecida como elefantiase (Rey 2008).
Este inseto € considerado vetor secundario de D. immitis (Labarthe et al. 1998),
possui habito crepuscular, alta capacidade de voo e habita o ambiente
intradomiciliar com caracteristica antropofilica. Como os ovos séo depositados em
agua rica em matéria organica, locais com auséncia de saneamento basico séo
criadouros propicios para o desenvolvimento do ciclo vital e manutencdo da

transmissao (Rey 2008). Paiva (2009) num estudo realizado na regidao da Baixada
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Litordnea do Rio de Janeiro, detectou que as espécies mais frequentemente
capturadas foram Ae. taeniorhynchus, Cx. quinquefasciatus e Oc. scapularis
(71,32%).

Estes insetos sdo holometabolos, e passando pelos trés primeiros estagios
biolégicos de ovo, larva e pupa, a imprescindibilidade da agua condiciona o
desenvolvimento e manutencdo do ciclo. Os dipteros dependem de fatores
obrigatérios para tornarem-se competentes a infeccao. As fémeas sao hematofagas
e necessitam dos nutrientes do sangue do hospedeiro para maturacdo dos ovos,
associado a sua longevidade que mantém a propagacao do bioagente patogénico
em determinada regido, muitas vezes indenes para ocorréncia de determinada
doenca. Influéncias do clima e alteracbes no habitat podem contribuir para a

manutencao ou a dispersdo da espécie em determinada regido (Lozovei 2011).

1.1.6 Ciclo biolégico de Dirofilaria immitis em cées

O ciclo de vida de D. immitis é heteroxeno, e ocorre quando um culicideo
susceptivel faz o repasto sanguineo num hospedeiro microfilarémico ingerindo as
larvas de primeiro estadio (Li) ou microfilarias, que migram até os tubulos de
Malpighi e desenvolvem-se para Lz e para L3 (larva infectante). As Ls migram da luz
dos tubulos pela hemocele a probdscide, onde se tornam aptas para a transmissao,
sendo o tempo necessario para maturagao das larvas de 10 a 14 dias (temperatura
de 27 °C e umidade relativa de 80%) AHS (2014).

Apos esse periodo, quando o diptero realiza um novo repasto sanguineo, as
Ls rompem o labro e penetram na pele por solugéo de continuidade (numa gota de
hemolinfa) e migram, mudando para L4 durante a migracdo até as artérias
pulmonares, num periodo de 9 a 12 dias pés-infec¢édo. De 50 a 70 dias pds-infeccdo
ocorre a Ultima muda de L4 para Ls e no dia 67 os helmintos imaturos (Ls), medindo
de 2,5 cm a 3,8 cm, chegam aos vasos pulmonares ocasionando acao traumatica
entre 90 a 120 dias. Os helmintos adultos parasitam as artérias pulmonares e se
houver uma intensidade parasitaria alta pelo refluxo sanguineo migram para o
coracdo, onde ocorre a reproducdo sexuada e as fémeas com 120 dias poés-

infeccdo liberam microfilarias (L1) para a corrente sanguinea e o culicideo fara um
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novo repasto sanguineo recomecando assim o ciclo. O ciclo de vida é longo e o
periodo patente varia de 7 a 9 meses (Ibid).

O dimorfismo sexual € acentuado. As fémeas medem de 25 a 31 cm e os
machos medem de 12 a 20 cm de comprimento. As microfilarias medem em média
308 pm (295-325 um) de comprimento e até 7um de diametro, apresentando menor
motilidade em relacdo a outras espécies (Urquhart 1998). Estudos de morfometria
e morfologia tém sido realizados reportando a variedade de tamanhos de
microfilarias avaliadas, bem como a realizacdo de estudo de redescricdo
morfoloégica por microscopia de varredura (Ciocan et al. 2010; Furtado et al. 2010;
Magnis et al. 2013) para adequada identificacdo dos caracteres taxondmicos.

Os adultos podem viver no hospedeiro por mais de sete anos e as
microfilarias por cerca de 2 anos, mantendo assim a microfilaremia. I6nica et al.
(2017) avaliaram a periodicidade de D. immitis e D. repens em cées naturalmente
co-infectados e mostraram que o periodo de maior microfilaremia foi entre cinco e

nove da manha.

Figura 2 Ciclo de Dirofilaria immitis em céo. Adaptado de AHS (2014)

MF= microfilaria; L1=larva de 1° estadio; L2= larva de 2° estadio; L3=
larva de 3° estadio; L4=larva de 4° estadio; L5= adulto jovem (forma
imatura)



1.1.7 Controle e profilaxia

A fim de reduzir a morbidade da doenca e sua transmissdo, algumas
medidas podem ser associadas e implantadas. A prevencao a base de ivermectina
pode comecar a ser realizada desde filhote para os cées, bem como as orientacées
do Médico Veterinario sobre frequentar areas endémicas com risco para a saude
do céo. O controle de caes microfilarémicos se realiza com farmacos da classe das
lactonas macrociclicas sendo recomendado associar doxiciclina (tetraciclina), de
acordo com AHS (2014). O uso da doxiciclina atuara no endossimbionte Wolbachia
sp., afetando diretamente o helminto em sua reproducdo e desenvolvimento,
interrompendo o ciclo de transmissao, principalmente os estadios de Lz e La (AHS
2014).

O tratamento é prolongado, contudo auxilia na reducdo da transmissao e
requer do tutor visitas frequentes com o cdo ao consultério para realizacdo de
avaliacdo clinica, além dos exames complementares, principalmente knott
modificado associado ao teste rapido para o acompanhamento do quadro clinico.

Além do controle farmacoldgico, programas integrados auxiliam no combate
ao vetor visando a erradicacdo, mas podem alcancar um alto custo econémico e
ambiental com o uso de piretréides, saneamento com rede de drenagem de aguas
pluviais, o controle quimico com drogas que sao capazes de inibir o crescimento
dos insetos, bem como o controle biolégico. Também, a conscientizagdo nos
domicilios com telagem das casas e uso de mosqueteiros, impregnados ou nao

com piretréides podem ser Uteis (Rey 2008).

1.2 Dirofilariose Humana

Dos filarideos em geral, apenas oito espécies sdo parasitos de seres
humanos como Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877), Brugia malayi (Brug, 1927),
B. timori Partono, Dennis, Atmosoedjono, Oemijeti and Cross, 1977, Onchocerca
volvulus (Leuckart, 1893), Loa Loa (Cobbold, 1864), Mansonela ozzardi (Manson,
1897), Mansonella perstans (Manson, 1891) e M. streptocerca (Macfie and Corson,

1922). Entre os filarideos capazes de infectarem acidentalmente o homem,
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encontram-se D. immitis, D. repens, D. tenuis e D. ursi, D. subdermata que
envolvem animais domeésticos e silvestres no ciclo de transmissdo, sendo
considerado como zoonose reemergente ao redor do mundo (Cabrera et al. 2018).

O parasitismo é considerado acidental para humanos, uma vez que o ciclo
do helminto ndo se completa. Ao fazer o repasto sanguineo em humanos o culicideo
infectado com a Lz de D. immitis propicia a infeccdo e apos migragéo faz o ciclo
erratico do tecido subcutaneo para o coracdo e chega ao parénquima pulmonar
gerando nédulos o qual é formado quando ocorre a morte do parasita e este é
embolizado causando a Dirofilariose Pulmonar Humana.

Campos et al. (1997) reportaram a ocorréncia de 27 casos de dirofilariose
pulmonar em S&o Paulo, Brasil. Os sintomas sao raros, muitas vezes
assintomaticos e quando ocorrem produzem dor retroesternal, tosse e hemoptise,
sibilo, febre, fadiga, sincope e emagrecimento (Neto et al. 1993; Klinge et al. 2011).
Pode haver um ou mais nédulos de forma esférica, podendo chegar até quatro
centimetros de diametro, envolto por fibrina. Mediante aos sintomas apresentados
o médico pode solicitar exame radiografico de torax associado a tomografia
computadorizada, porém vem sendo confundido no diagnéstico clinico como nédulo
tumoral, e para um diagnadstico diferencial, a fim de elucidar a etiologia realiza-se a
bidpsia excisional ou transbrénquica para confirmacdo através da histopatologia
(Cavallazzi et al. 2002). Entretanto, como consequéncia trazem injlria ao paciente
por ser um procedimento invasivo.

Ha ocorréncia documentada de dirofilariose ocular ocasionada por D. repens
e D. immitis como descreveram Otranto et al. (2009) e Mirahmadi et al. (2017),
relatando sintomas como hiperemia conjuntival, blefaroespasmo, fotofobia e até
mesmo edema de coérnea. Ha relatos em outras partes do corpo como vasos
mesentéricos e corddo espermatico (Klinge et al. 2011). As espécies Dirofilaria ursi,
D. tenuis, D. subdermata parasitam o tecido subcutaneo de humanos (Cirio 2005;
Silva e Langoni, 2009; Otranto et al. 2009).

D. repens € a espécie de maior ocorréncia na Europa (ltalia, Franca, Grécia
e Ucrania) causando nédulo subcutaneo (granuloma focal), porém pode fazer o
ciclo erratico e parasitar o pulmdo (CVBD 2014; Benzaquen et al. 2015). Essa
espécie foi descrita parasitando o tecido subcutaneo da perna (coxa) de uma mulher

em Israel, onde o exame hematoldgico mostrou elevada eosinofilia (7,7%) (Govrin-
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Yehudain et al. 2017). Um segundo relato de caso foi reportado na Romenia em
uma mulher, onde esta relatou dor, febre e artralgia com nddulo localizado na regiéao
temporal da cabega e como tratamento foi prescrito Dietilcarbamazina (DEC), sendo
o0 teste soroldgico apos o tratamento resultado negativo para a infeccéo (Gheorghita
et al. 2017).

Desde a descoberta da DEC em 1947, com agéo antifilarial (Dreyer e Noroes
1997), este farmaco tem sido usado em tratamentos de filarioses linfaticas (W.
bancrofti, B. malayi e B. timori), associado com outros farmacos como albendazol,
porém com risco de efeitos adversos (Supali 2002), a fim de reduzir e prevenir a
morbidade bem como a Ivermectina a qual possui efeito microfilaricida prolongado
(Rey 2008). Na ocorréncia da dirofilariose subcutédnea e ocular humana nédo ha
indicacdo de tratamento na literatura médica com anti-helmintico sendo
recomendada a remocao cirdrgica seguida da identificacdo morfologica e/ou
molecular do parasita, j& que os nédulos sao delimitados e o nematoide nédo
consegue desenvolver o ciclo de vida, sendo a doenca considerada de carater
benigno (Mirahmadi et al. 2017).

1.3 Justificativa

A estreita relacdo entre humanos e cédes de guarda e de companhia, pode
facilitar a disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios dos caes para 0s
humanos (Thrusfild 2004; Clarke et al. 2014). Martinez et al. (2015), destacaram a
importancia dos bioagentes patogénicos hemotrépicos (Babesia spp., Rickettsia
spp. e Borrelia spp.) ocasionando diversas enfermidades para a salde publica,
incluindo a D. immitis bioagente da dirofilariose canina.

As politicas publicas e programas de controle relacionados aos vetores de
arboviroses (Dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela) tém contribuido para a
conscientizacdo da populacdo sobre a importancia do controle dos culicideos na
transmissao de bioagentes patogénicos, o que tem contribuido para a reducdo da
prevaléncia de dirofilariose canina nos ultimos anos, bem como o uso preventivo de

medicamentos a base de Ivermectina e de Doxiciclina, todavia ha locais onde esses
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programas nao sao efetivos pela auséncia de uma investigacdo epidemioldgica
eficaz (Garcez 2006; Labarthe et al. 2014).

Segundo dados do IBGE (2010), a regido da Baixada Fluminense do Estado
do Rio de Janeiro compreende areas de vegetacdo de Mata Atlantica onde estéo
inseridas reservas ambientais bem como parques e areas de protecdo ambiental
em alguns municipios como Duque de Caxias, Nova lguacu, Guapimirim e Magé.
Esses locais ttm em comum a formacdo de colegbes de &gua propicias para a
formacdo de criadouros dos mosquitos vetores da microfilarias, tornando-se
potenciais ambientes de infeccdo. Casos frequentes de dirofilariose canina tém sido
observados para alguns bairros desses municipios no contexto do atendimento
clinico veterinario, quando os animais apresentam sinais clinicos da doenca, e
empregando testes laboratoriais de rotina (teste rapido - hematoldgico a fresco para
pesquisa de microfilarias) e teste de Knott modificado (dados néo publicados/
comunicacdo pessoal). Curiosamente, apesar de diagnostico positivo para D.
immitis invariavelmente alguns desses cées apresentam manifestacdo subclinicas
e histérico de nédo terem frequentado a regido endémica da Baixada Litoranea
(Niterdi, RJ) o que suscita a necessidade de estudos acerca da dinamica de
transmissao nessas localidades. Visto que temos constatado alguns relatos de
dirofilariose canina na Baixada Fluminense, mais especificamente em alguns
municipios préximos a reservas ambientais, tais como Magé, Duque de Caxias,
Guapimirim e Nova Iguacu, questionou-se se a transmissao estaria ocorrendo com
elevada frequéncia nesta regido, 0 que representaria aumento do potencial
zoonotico.

Para avaliar esta questdo foram formuladas as seguintes hipoéteses:

Hipotese alternativa: A infeccé@o canina por filarideos apresenta alta frequéncia nos

municipios de Magé, Duque de Caxias, Guapimirim e Nova Iguacu, na regido da

Baixada Fluminense, RJ representando alto potencial zoonético.

Hipdtese nula: A infeccdo canina por filarideos apresenta baixa frequéncia nos

municipios de Magé, Duque de Caxias, Guapimirim e Nova Iguacu, na regido da

Baixada Fluminense, RJ, representando baixo potencial zoonético.
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A investigacdo dos casos de infeccdo por microfilarias em cées fez-se
necesséria para levantar a situacdo local e um estudo de frequéncia para obter
melhor entendimento de possiveis casos de transmissédo para humanos que podem

estar ocorrendo nesses municipios da Baixada Fluminense, RJ.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a ocorréncia da infec¢do canina por filarideos nos municipios de
Magé, Duque de Caxias, Guapimirim e Nova Iguacu, na Baixada Fluminense,

estado do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos Especificos

i) Detectar a circulacdo de filarideos entre cdes domésticos com base em
técnicas laboratoriais de rotina a partir de amostras sanguineas de caninos atendidos
em servicos veterinarios;

i) Determinar a frequéncia de animais microfilarémicos nas localidades;

iii) Avaliar o conhecimento, atitudes e praticas de tutores de animais acerca da
dirofilariose canina em Duque de Caxias;

iv) Caracterizar através de técnicas moleculares as espécies de filarideos
circulantes em cées;

v) Analisar os fatores de risco para a infec¢ao canina por Dirofilaria sp.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado na Baixada Fluminense (Area total de 43,696 Km?),
Estado do Rio de Janeiro, nos municipios de Nova Iguagu (22° 45'33"S; 43°
27'04"W), Magé (22° 39'10"S; 43° 02'26"W), Guapimirim (22° 32'14"S; 42° 58'55"W)
e Duque de Caxias (22° 47'08"S; 43° 18'42"W) (Figura 3), por ser uma regidao com
casos de infeccbes caninas, diagnosticadas pelos médicos veterinarios que
atendem em clinicas nos bairros desses municipios, além de compreender uma
vasta area de reserva ambiental, estagBes ecoldgicas e parques, considerados
ambientes propicios para criadouro dos culicideos vetores das microfilarias. .

A regido metropolitana do Estado do Rio de Janeiro mantém 36,07% da area
conservada estadual, onde 10,96% representa areas de reserva ambiental dentre
0s 13 municipios da Baixada Fluminense (IBGE 2010), como: o Parque Municipal
da Taquara e a Reserva Biologica Municipal do Parque Equitativa, em Duque de
Caxias, o Parque Nacional da Serra dos Orgéos e a Area de Protecdo Ambiental
em Guapimirim, além da Reserva Biolégica Federal do Tingud em Nova Iguacu,
abrangendo inclusive, parte de Duque de Caxias.

As coletas foram realizadas no periodo de marco a dezembro de 2018.

Figura 3 Area de estudo na Baixada Fluminense, Estado do Rio de
Janeiro. A - Parque Municipal da Taquara, Duque de Caxias; B — Parque
Municipal do Parque Equitativa, Duque de Caxias; C — Praia de Maua,
Magé e D — Parque Nacional da Serra dos Org&os, Guapimirim. Fonte:
Google Earth
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3.1.1 Identificacdo da area de estudo

Para delimitagdo dos bairros dos municipios foi utilizado a ferramenta
Dissolve do Sistema de Informacdo Geografica (SIG), ArcGis 10.4, tendo como
referéncia a base de dados do setor censitario do ano de 2010 do IBGE, e para
elaboracdo do mapa do municipio de Magé, foi realizado um recorte por localidade,
através do Cadastro Nacional de Enderecos para Fins Estatisticos (CNEFE).

3.2 Populacédo amostral

A amostra foi composta por animais de companhia, os caes (Canis lupus
familiaris) domiciliados, criados ou mantidos no espaco geopolitico do Estado do
Rio de Janeiro, nos municipios de Nova lguacu, Magé, Guapimirim e Duque de
Caxias, na regido metropolitana da Baixada Fluminense (Figura 4). As amostras de
sangue dos cées foram obtidas de:

a) Coletas em dois estabelecimentos veterinarios (clinica e consultério) que
aceitaram participar do estudo. Foram realizadas coletas de sangue dos animais
submetidos ao atendimento veterindrio, com consentimento dos tutores
responsaveis que responderam um questionario sobre Conhecimentos, Atitudes e
Praticas (CAP) (adaptado de Moraes Neto et al. 2010) (Apéndice 4) acerca da

dirofilariose canina, caracterizando-se a amostra de conveniéncia.

b) Laboratorio de patologia clinica veterinaria, através de parceria entre as
equipes do Laboratorio de Inovacdes em Terapias, Ensino e Bioprodutos
(LITEB/IOC/FIOCRUZ), do Laboratério de Referéncia Nacional em Vetores das
Riquetsioses (LIRN/IOC/FIOCRUZ) e do Laboratorio de Analises Clinicas Laborlife
Ltda. As amostras de sangue de caes eram provenientes de municipios da Baixada
Fluminense, recebidas pelo Laboratério Laborlife que apresentaram resultado
positivo para microfilarias por método de concentragdo e hemograma e foram

encaminhadas ao LITEB e ao LIRN, sendo analisadas no estudo.

Todos os estabelecimentos receberam uma carta de solicitagéo e termo de

anuéncia (Apéndice 2; Anexos 1, 2, 3 e 4), ao concordarem em participar do estudo.
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3.3 Delineamento do estudo
O estudo foi do tipo descritivo, observacional, transversal, ndo aleatorio por
conveniéncia. O tamanho amostral foi calculado através do software estatistico Epi
Info 7.2, obtendo-se um n amostral de 142 amostras, com intervalo de confianca de
95%.

3.4 Considerac0des éticas

O presente estudo envolveu coleta e recebimento de material biolégico de
animais e o protocolo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do
IOC (CEUA-IOC; L-003/2018) (Anexo 6) e pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do I0C (CEP CAAE: 82490118.1.0000.5248) (Anexo 7), pela
participagdo dos tutores, no acompanhamento do seu animal, cadastrados
mediante o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1).
Foi garantida a confidencialidade sobre os dados pessoais dos participantes da
pesquisa, e respeitada a voluntariedade do tutor e 0 bem-estar do animal durante
a coleta das amostras de sangue, sendo mantido o anonimato (Apéndice 5).

3.5 Questionario sobre Conhecimentos, Atitudes e Praticas (CAP) acerca da
dirofilariose

O questionario sobre CAP acerca da dirofilariose canina foi aplicado aos

tutores dos animais, 0s quais respondiam perguntas que abordavam noc¢des sobre

a etiologia e a prevencado (Apéndice 3), para que fossem avaliados possiveis

fatores de risco associados a transmissao da doenca. Os tutores, mesmo com mais

de um céo, responderam sobre os conhecimentos da doenca somente uma vez,

porém sobre as praticas com seus animais, foi realizada a analise de frequéncia

de resposta de cada animal.
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3.6 Coletas das amostras de sangue dos cées

a) Clinicas e consultérios veterinarios

Para a coleta de sangue em consultorio e clinica veterinaria, foi realizada
a contencao fisica do cdo em decubito lateral ou em estacdo, com colocacao de
focinheira, e antissepsia com &lcool 70% no local da puncao (Figura 5). O sangue
foi coletado por puncéo das veias cefalica, jugular ou safenas lateral ou média,
respeitando o porte do animal e suas condi¢cdes clinicas) e em seguida foram
acondicionadas em tubo contendo EDTA e armazenadas sob refrigeracéo a 8 °C
até a realizacdo da triagem pela técnica de Knott modificado. Os tubos das
amostras de sangue foram identificados com data da coleta, coletor, procedéncia
e nome do animal, registrados em seguida na ficha de coleta, com estas mesmas
informacdes (Apéndice 4).

Figura 4 Animais atendidos nos estabelecimentos veterinarios da Baixada
Fluminense, RJ no periodo de marco a dezembro de 2018. A- Aplicacdo do
questionario sobre CAP ao tutor acerca da dirofilariose canina e
preenchimento da ficha clinica do animal. B- Contencgé&o e coleta de amostra
de sangue do cdo em consultério veterinario.

b) Laboratério de patologia clinica veterinéaria

O laboratério de patologia clinica veterinaria Laborlife Ltda, recebia amostras
bioldgicas diversas de estabelecimentos veterinarios do Grande Rio para andlise
de parametros hematologicos. Através da parceria estabelecida, amostras

submetidas aos exames complementares de hemograma e teste de concentracéo
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positivas para microfilarias de animais atendidos na Baixada Fluminense, foram
selecionadas para o estudo e armazenadas a -20°C, até serem transportadas ao
LITEB e ao LIRN. Estas amostras também continham as informacdes relevantes
sobre os animais nas requisicdes preenchidas pelos meédicos veterinarios
solicitantes do exame em suas respectivas clinicas e consultérios, como: nome,

idade, sexo, raga, procedéncia e data de coleta da amostra.

C) Transporte e conservacéao do Material

As amostras biolégicas foram transportadas dos estabelecimentos de
servicos veterinarios para o LITEB e o LIRN de acordo com o manual de vigilancia
sanitaria (ANVISA 2015) em caixa isotérmica com refrigeracdo por gelo quimico
reutilizavel (2 a 8 °C) até 24 horas apo0s a coleta, sendo processadas até 48 horas
e armazenadas a — 20 °C, até a extragdo de DNAg.

3.7 Pesquisa do Bioagente

As amostras de sangue coletadas nas duas clinicas veterinarias foram
submetidas ao teste de concentragédo de Knott (Knott 1936) modificado por Newton
e Wright (1956), para pesquisa de microfilarias, onde era pipetado 1 ml de sangue
e adicionava-se 9 ml de formalina a 2%, centrifugando a 1500 rpm, por 5 min.
Descartava-se em seguida o sobrenadante e adicionava-se corante Wright,
pipetando uma gota (50pL) entre lamina e laminula (24 X 32 mm), visualizando em
seguida no microscopio optico (Nikon Eclipse e€200; objetiva de 40X). Foi utilizado
o teste imunologico (ELISA) Snap 4DX plus (IDEXX®) e o teste
imunocromatogréfico (Alere®) de acordo com o manual do fabricante, quando o
veterinario solicitava no plantdo para confirmacao do diagndstico clinico do animal
(Figura 6).

As amostras que foram recebidas do Laborlife e ja triadas pelos métodos de

Knott modificado e pesquisa de microfilarias em hemograma foram encaminhadas
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para o LITEB e o LIRN/IOC/FIOCRUZ (Anexo 5), e armazenadas a -20°C para

posterior realizagdo dos ensaios moleculares.

3.8 Extracédo de DNAg

As amostras de sangue total foram removidas do freezer e mantidas a
temperatura ambiente até o completo descongelamento, quando a extracdo de
DNA gendmico (DNAg) foi realizada utilizando QlAamp® DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Alemanha) seguindo recomendacdes do fabricante. Os DNAg
extraidos foram quantificados em espectrofotbmetro (NanoDrop® 2000) e

armazenados a -20°C.

3.9 Reacédo em Cadeia da Polimerase Multiplex (PCR-Multiplex)

As Reacdes em Cadeia pela Polimerase Multiplex (PCR-Multiplex) para
pesquisa de filarideos foram realizadas utilizando dois pares de oligonucleotideos
iniciadores na mesma reacdo (Tabela 1), sendo um par para detec¢cdo do gene
12S rDNA de nematoides filarideos (12SF e 12SR), um especifico para D. immitis
(12SF2B) e um especifico para D. repens (12SR2), conforme protocolo
previamente estabelecido (Simsek e Ciftci 2016). O preparo das solucdes e as
condicbes das corridas de PCR foram adequados para cada tipo de gene
pesquisado (Casiraghi et al. 2004; Gioia et al. 2010). Como controle positivo, foi
utilizado DNAg de adulto (uma fémea e um macho) de D. immitis (c&o macho,
procedente de necropsia), cedido pela Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro/lUFRRJ) e como controle negativo dgua deionizada. Para a visualizacao
do fragmento de DNA amplificado, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose a 2%, coradas por brometo de etideo e observadas em luz

ultravioleta (Sambrook e Russel 2001).
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Tabela 1 Oligonucleotideos utilizados para identificacdo genotipica de espécies de
Dirofilaria sp.

Oligonucleotideo Tamanho
Gene Alvo sonucle ' Sequeéncia 5- 3° do
Iniciador
Fragmento
")l "
(}léigﬁli\;:s 128F GTTCCAGAATAATCGGCTA 500 b *
.. 128R ATTGACGGATG(AG)TTTGTACC P
filariais)
128 1DNA
(Dirofilaria 125F2B TTTTTACTTTTTTGGTAATG 204 pb **
iminitis)
128 tDNA
(Dirofilaria 12SR2 AAAAGCAACACAAATAA(CA)A 327 pb **
repens)

Fonte: Casiraghi et al. (2004); **Gioia et al. (2010)

3.10 Sequenciamento

O produto da PCR foi purificado utilizando o Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up TM System Protocol Kit (Promega, Madison, EUA), seguindo as orientacées do
fabricante, e submetidas a reagéo de sequenciamento utilizando Big Dye Terminator
Cicle Sequencing Kit v3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA). As sequéncias
foram lidas por sequenciador automatico ABI 3730xI DNA analyzer (Applied

Biosystems) da Plataforma de Sequenciamento da Fundag&o Oswaldo Cruz.

3.11 Analise das sequencias

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente utilizando o programa
SegMan™ |I, Expert Sequence Analysis Software 5.00©0 1989-2001, do pacote
DNASTAR Inc. A avaliagdo da similaridade das sequéncias de nucleotideos foi
obtida através da analise comparativa com as sequéncias existentes no banco de
dados GenBank com o auxilio do programa BLASTN (Nacional Center for
Biotechnology Information 2011). Os alinhamentos das sequéncias foram
realizados utilizando o software Clustal Omega (European Bioinformatics Institute

2011; Larkin et al. 2007). Para visualizacdo dos alinhamentos foi empregado o
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programa Boxshade (European Molecular Biology — EMBnet 2018). Os
filodendogramas foram construidos pelos métodos de Distancia (Neighbor Joining)
e Maxima Parciménia com auxilio do programa MEGA 7.0 (Tamura et al. 2011), o
calculo de distancia foi realizado através do algoritmo kimura 2 parametros. O
suporte dos ramos das arvores filogenéticas foi calculado, utilizando um bootstrap

de 1000 réplicas.

3.12 Anédlise estatistica

Foram elaborados bancos de dados através do Microsoft Acces (Office 2010)
para a realizacdo da plotagem dos dados, a fim de analisar os resultados no Excell
(Office 2013) realizando calculo de frequéncias e Software SPSS (IBM SPSS
Statistics v.19) para testar possiveis associa¢cfes entre a infeccdo e as variaveis
avaliadas, utilizando a razdo de Chances (Odds Ratio-OR) e teste Qui-quadrado
(Chi Squared Test - x?), com intervalo de confianga de 95%, onde valores de p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos (Medronho 2009). As variaveis

analisadas foram: sexo, faixa etéria e porte.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Distribuicao de frequéncia de coleta das amostras de sangue dos céaes

Um total de 147 amostras de sangue foi obtido dos estabelecimentos de
atendimento e servicos veterinarios no periodo de marco a dezembro de 2018,
provenientes dos municipios de: Nova lguacu, Duque de Caxias, Magé e Guapimirim.

Magé e Dugue de Caxias resultaram nos maiores nimeros de coleta (Figura 7).
Das 36 amostras de clinica veterinaria em Duque de Caxias, a coleta de sangue foi
mais frequente no bairro da Taquara (51,4%) (Tabela 2), e das 111 amostras obtidas
do laboratério de patologia clinica (Tabela 3), o municipio de Duque de Caxias obteve
a maior amostragem com destaque para os bairros de Santa Cruz da Serra (41,3%) e
Imbarie (30,4%), respectivamente. A segunda maior frequéncia observada foi para o
municipio de Magé (37,8%), com destaque para os bairros de Vila Esperanca (71,4%)
e Vila Vitéria (17,9%). Guapimirim e Nova Iguacu obtiveram menor niumero de coletas

realizadas.

Tabela 2 Distribuicdo de frequéncia de coleta das amostras de sangue dos cées
provenientes das duas clinicas veterinarias dos municipios de Duque de Caxias e
Nova Iguacu na Baixada Fluminense, Rio de Janeiro (n=36), no periodo de marco
a julho de 2018.

Area de coleta n Bairros n (%)
Taquara 18 (51,4)
Imbarie 2(5,7)
Duque de Caxias 35 Nova Campinas 11 (31,4)
Saracuruna 3 (8,6)
Barro Branco 1(2,9)
Nova Iguagu 1 Centro 1 (100)
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Tabela 3 Distribuicdo de frequéncia das amostras de sangue dos caes positivos
para microfilarias procedentes do laboratério Laborlife, nos bairros dos municipios
de Duque de Caxias, Magé, Nova lguagu e Guapimirim na Baixada Fluminense, Rio
de Janeiro (n= 111), no periodo de marco a dezembro de 2018.

Area de coleta n Bairros n (%)
Taquara 2 (4,3)
Santa Cruz da Serra 19 (41,3)
Imbarie 14 (30,4)
Nova Campina 2 (4,3)
Duque de Caxias 46 Centro 4 (8,7)
Eden 2 (4,3)
Capivari 1(2,2)
Figueira 1(2,2)
Vila Sape 1(2,2)
Vila Esperanca 40 (71,4)
Vila Vitoria 10 (17,9)
Magé 56 Piabeta 4 (7,1)
Centro 1(1,8)
Flexeiras 1(1,8)
Guapimirim 7 Centro 5(71,4)
Parada Modelo 2 (28,6)
Nova lguagu 2 Centro 1 (50,0)
Caonze 1 (50,0)
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Figura 5 Mapa das cidades de Duque de Caxias e Magé, localizadas na Baixada
Fluminense, RJ, evidenciando os pontos de maior frequéncia de coleta das
amostras de sangue dos cées atendidos nos estabelecimentos veterinarios. Fonte:
IBGE (2010)

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE

As analises das caracteristicas biométricas foram realizadas mediante
caracterizacdo do sexo, faixa etéria, raca e porte dos animais.

Das amostras positivas provenientes do Laboratorio Laborlife, foi constatado
qgue 60,4% dos caes machos e 39,6% das fémeas estavam microfilarémicos. Houve
predominancia no parasitismo da faixa etaria entre 1 a 6 anos (45%), e do porte
grande (17,1%). Das racas avaliadas, os caes sem raca definida (SRD) (22,5%)
foram os mais parasitados, assim como Labrador (9%) e Pit Bull (6,3%). Houve
dificuldade na obtencéo de dados sobre a raca dos caes, pois 36% foram de animais
cuja raca nao era informada, devido a algumas requisi¢coes de exame hematolégico
nao estarem preenchidas por completo pelos médicos veterinarios requisitantes
(Tabela 4).
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Tabela 4 Frequéncia das caracteristicas fenotipicas e faixa etaria dos caninos positivos
para microfilarias, provenientes das amostras de sangue recebidas do laboratério Laborlife,
Rio de Janeiro (n=111) no periodo de marco a dezembro de 2018.

Categoria Caracteristicas/ Faixa etaria n (%)
Sexo Macho 67 (60,4)
Fémea 44 (39,6)
6 meses a 11 meses 2(1,8)
Faixa etaria 1 ano a 6 anos 50 (45,0)
7 anos a 14 anos 30 (27,0)
Nao informado 29 (26,1)
Pequeno (até 5kg) 14 (12,6)
Porte Médio (5-15 kg) 13 (11,7)
Grande (15-30 kg) 19 (17,1)
Nao informado 65 (58,6)
SRD 25 (22,5)
Labrador 10 (9,0)
Pit Bull 7 (6,3)
Chow Chow 2(1,8)
Pinscher 5 (4,5)
Rottweiler 5 (4,5)
Pastor Aleméo 3(2,7)
Pastor Canadense 1(0,9)
Poodle 2(1,8)
Raca Cocker Spaniel 2(1,8)
Shih Tzu 1(0,9)
Yorkshire Terrier 1(0,9)
Basset Hound 1(0,9)
Beagle 1(0,9)
Border Collie 1(0,9)
Boxer 1(0,9)
Daschund 1(0,9)
Pug 1(0,9)
Terrier Brasileiro 1(0,9)
N&o informado 40 (36,0)
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Tabela 5 Frequéncia das caracteristicas fenotipicas e faixa etaria dos caninos positivos
para microfilarias, provenientes das coletas de sangue de clinica e consultério veterinario
na Baixada Fluminense, Rio de Janeiro (n=36) no periodo de marco a dezembro de 2018.

Categoria Caracteristicas/ Faixa etaria n (%)
Sexo Macho 24 (66,7%)
Fémea 12 (33,3%)
6 meses a 11 meses 4 (11,1%)
1 ano a 6 anos 18 (50,0%)
Faixa etéria 7 anos a 14 anos 8 (22,2%)
Nao informado 6 (16,7%)
Pequeno (até 5kg) 6 (16,7%)
Médio (5-15 kg) 25 (69,4%)
Porte Grande (15-30 kg) 3(8,3%)
Gigante 1(2,8%)
N&o informado 1(2,8%)
SRD 20(55,6%)
Bulldog Francés 1(2,8%)
Pit Bull 3(8,3%)
Chow Chow 4(11,1%)
Colie 1(2,8%)
Raca Délmata 1 (2,8%)
Dog Aleméo 1(2,8%)
Husky Siberiano 1 (2,8%)
Poodle 1(2,8%)
Shih Tzu 1(2,8%)
Yorkshire Terrier 1(2,8%)
Nao informado 1(2,8%)

Dos animais avaliados durante a coleta de sangue na clinica veterinaria,
66,7% era macho, a faixa etaria de 1 a 6 anos (50%) e o porte médio (69,4%) foram
as categorias mais analisadas. Os cdes SRD (55,6%) foram os animais mais
avaliados na categoria raca, bem como Chow Chow (11,1%) e Pit Bull (8,3%) (tabela
4).

A frequéncia geral em relacdo aos casos positivos das amostras obtidas nos

quatro municipios estudados foi de 76,9% (113/147), sendo dois casos positivos na
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clinica veterinaria (1,76; 2/113). Das amostras provenientes do laboratorio, Magé foi
0 municipio onde houve maior predominancia de cades infectados com microfilarias
(50,5%), em relacdo a Duque de Caxias (41,4%) (Tabela 5).

Tabela 6 Frequéncia dos casos de caninos microfilarémicos por municipios da Baixada
Fluminense, de amostras processadas no Laboratério Laborlife no periodo de marco a
dezembro de 2018 (n=111)

Localidades Casos positivos  Frequéncia (%)

Magé 56 50,5
Duque de Caxias 46 41,4
Guapimirim 7 6,3
Nova Iguacu 2 1,8

z 111 100

Das amostras de sangue provenientes do laboratério, 22,5% dos cdes SRD
eram portadores de microfilaremia, corroborando os achados de Leite et al. (2007)
e Montoya-Alonso et al. (2017). Atualmente as campanhas de ado¢do sdo mais
efetivas e caes errantes tém sido acolhidos pelas familias, entretanto a populacéo
destes animais nas ruas ainda é numerosa, com risco de infeccdo e contribuindo
para a manutencao do ciclo enzod6tico. O peso esta diretamente relacionado ao
porte, determinando a manutencdo da carga parasitaria dos vermes adultos no
coracdo. Outras caracteristicas avaliadas de acordo com o resultado na PCR-
Multiplex estédo descritas no item 4.3.2.

Na analise da triagem, 64,6% (73/113) das amostras foram positivas no
achado em hemograma (pesquisa de hemoparasitos), 33,7% (38/113) no teste de
Knott modificado, 1,77% (2/113) no teste imunoenzimatico. Nenhuma amostra foi
positiva pelo teste de imunocromatografia. Das amostras coletadas em Duque de
Caxias e Nova Iguagu, das duas clinicas veterinarias, 5,5% (2/36) foi positiva na
triagem pelo teste rapido (Snap 4DX Plus).
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Flgura 6 Deteccao de microfilarias durante a triagem das amostras de sangue dos caes
provenientes da Baixada Fluminense, RJ. A- Achado de microfilaria em hemograma
(Pesquisa de hemoparasitos). B- Deteccdo de microfilaria através da Técnica de Knott
modificado. Microscopio Optico Zeiss Axio Scope A.1 (Camera fotografica Zeiss Axio
CamMRc/ Programa ZENS lite).
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4.2 Conhecimentos, atitudes e praticas dos tutores dos animais
cadastrados acerca da dirofilariose canina

O guestionario sobre conhecimentos, atitudes e praticas (CAP) dos tutores
dos animais acerca da dirofilariose canina foi aplicado a 18 tutores durante as
coletas nas clinicas e consultério veterinario. A fim de facilitar o entendimento em
relacdo as respostas dos mesmos, quanto para avaliar o conhecimento sobre a
doenca e das praticas de rotina realizadas com seus animais para analise, 0s
resultados sobre o questionario CAP foram divididos em duas tabelas (Tabelas 6 e
7) e as frequéncias das respostas foram avaliadas, categorizadas e quantificadas.

Na Tabela 6 a maioria dos tutores entrevistados (61,1%) respondeu que
“nunca ouviu falar sobre o verme do coragcao” e, 94,4% disseram “néo sei” quando
indagados sobre como ocorre a patologia no homem. Ainda, 33,3% dos
respondentes disseram que a transmissdo para o animal era pela ‘picada do
mosquito” enquanto 66,7% disseram que “ndo sabiam como prevenir a doenca nos
animais”. Estes dados sdo preocupantes, pois retratam a auséncia de
conhecimento dos tutores dos cées sobre a parasitose e forma de transmisséo, o
gue reporta a necessidade dos meédicos veterinarios orientarem acerca das praticas
de prevencéao durante a consulta clinica, considerando o histérico do paciente e o
melhor protocolo para o tratamento destes animais.
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Em relacdo a rotina das praticas com os caes, 47,2% disseram gue seus
cdes “tomam remédio de verme a cada trés meses”, 75% vivem no ambiente
peridomiciliar, 83,3% convivem com outros animais, 83,3% nasceram na regiao do
estudo, 94,4% néo realizaram nenhuma viagem recente e 83,3% nao apresentavam
sintomas clinicos que poderiam ser caracteristicos da dirofilariose, sendo estes
resultados semelhantes a achado de Movilla et al. (2016). E possivel que a
prevencdo esteja sendo realizada corretamente, dependendo da base
farmacoldgica utilizada, pois se for prescrita uma das lactonas macrociclicas, a
profilaxia podera até mesmo evitar a reinfeccédo, sendo recomendada a prevencéao
durante todo o ano na area endémica. O ambiente de vivéncia do cdo também pode
favorecer a infeccdo, pois animais que vivem em ambiente peridomiciliar podem
infectar-se mais facilmente, e a convivéncia com outros animais pode ser
responsavel pela epizootia dos casos. As condi¢cdes socioecondmicas e ambientais
também favorecem a infecc¢éo.

Portanto, € necessério dar continuidade ao estudo, aumentar o nimero de
amostras e investigar se 0s casos de autoctonia podem estar ocorrendo na regido
da Baixada Fluminense, RJ, visto que, dos 36 animais atendidos nos
estabelecimentos veterinarios, a maioria nasceu na regido e dois caninos estavam
positivos pelo teste rapido, sugerindo que os cdes considerados negativos na
triagem pelo teste de Knott modificado, poderiam estar apresentando infeccéo
oculta.

Os estudos sobre a entomofauna na regido da Baixada Fluminense sao
escassos. Correa et al. 2014 realizaram um estudo no Parque Municipal de Nova
Iguacu, RJ onde foram identificadas 16 espécies de 9 géneros de culicideos
adultos, dentre eles: Ae. aegypti, Ae. albopictus, Oc. scapularis e Culex sp., todos
de importancia médico veterinaria na transmissao de arboviroses e microfilarias.
Neste mesmo municipio Lourenco-de-Oliveira et al. (2002) identificaram Ae. aegypti
e Ae.albopictus, num estudo de isolamento do virus Dengue. Guimaraes e Arlé
(1984) identificaram 44 espécies de culicideos relatando o encontro de Culex sp.,
Oc. scapularis e Oc. taeniorhynchus no Parque Nacional da Serra dos Orgdos
(localizado na Serra de Teresopolis-RJ) que abrange parte do municipio de Magé
e Guapimirim e possui 20.020,75 hectares (ICMBio- http://www.icmbio.gov.br). Um

levantamento da fauna entomoldgica de culicideos na regido da Baixada
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Fluminense, RJ deve ser realizado nas areas de reserva a fim de identificar quais
espécies de vetores das microfilarias de D. immitis podem estar ocorrendo na
regido, bem como avaliar a densidade populacional, as condi¢ées do ambiente e a
distribuicdio sazonal. E necessario aplicar o mapeamento de areas endémicas na
regido, visando as areas de foco da doenca, o que pode ajudar a entender a
circulacdo do parasita e todas as caracteristicas que condicionam a manutencao do
ciclo enzodtico.

Venco (2011) e Carlos et al. (2007) mostraram a importancia da
conscientizacdo da populacdo sobre as medidas profilaticas integradas orientada
pelos médicos veterinarios aos tutores, abarcando vigilancia epidemioldgica ativa,
saneamento ambiental e educacdo em saude. Igualmente, se faz necessario
assegurar o acesso a informacao sobre a doenca e seus possiveis fatores de risco

para a saude humana, visando assim a promocéao da saude.
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Tabela 7 Respostas dos tutores (n=18) ao questionario sobre conhecimentos, atitudes e
praticas acerca da dirofilariose canina, aplicado nas clinicas veterinarias em Duque de Caxias
na Baixada Fluminense, Rio de Janeiro, no periodo de marco a julho de 2018.

Aspecto avaliado Respostas n (%)

J& ouviu falar sobre verme do coragédo? Sim 7 (38,9)

N&o 11 (61,1)
Vocé sabe o que essa doencga causa no Sim 4 (22,2)
animal? Nao 14 (77,8)
Se sim, o que causa? Obito 1 (25,0)

Parada cardiaca 1 (25,0)

N&o respondeu 2 (50,0)
Vocé sabe 0 que essa doenca causa no Sim 1 (5,6)
homem?

Nao 17 (94,4)
Se sim, o que? Falta de ar 1 (100)
Sabe como ocorre a transmisséo para o Sim 6 (33,3)
animal?

Nao 12 (66,7)
Se sim, como? Picada de mosquito 5(83,3)

N&o respondeu 1(25)
Sabe como ocorre a transmissao para o Sim 3(16,7)
homem?

Nao 15 (83,3)
Se sim, como? Picada de mosquito 3 (100)
Vocé sabe como se previne essa doenga o Sim 6 (33,3)
animal?

Nao 12 (66,7)

Coleira repelente 1(16,6)
Se sim, como? Vacina e vermifugo 3 (50,0)

Vermifugo 2 (33,3)
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Tabela 8 Frequéncia das praticas realizadas pelos tutores em relagdo aos caes atendidos
(n=36), relatadas nos questionarios aplicados nas clinicas veterinarias em Duque de Caxias
na Baixada Fluminense, Rio de Janeiro, no periodo de marco a julho de 2018.

Aspecto avaliado Respostas n (%)
Ha 3 meses 17 (47,2)
Qual a Ultima vez que o cédo tomou preventivo Ha 6 meses 8 (22,2)
para verme do coracao? HA mais de um 1(2,8)
ano
N&o sabe 10 (27,8)
Onde vive o cao? Dentro de casa 9 (25,0)
Fora de casa 27 (75,0)
Seu céo vive com outro animal? Sim 30 (83,3)
N&o 6 (16,7)
Se sim, com qual? Cao 21 (70,0)
Gato 3 (10,0)
Céao e Gato 6 (20,0)
Seu cdo nasceu aqui na regiao? Sim 30 (83,3)
N30 6 (16,7)
Fez alguma viagem recente? Sim 1(2,8)
N&o 34 (94,4)
N&o sabe 1(2,8)
Se sim, pra onde? Regido dos lagos 1 (100)
Seu animal tem tosse, cansago? Sim 5(13,9)
N30 30 (83,3)
N&o sabe 1(2,8)
Se sim, o que? Cansaco 2 (40,0)
Tosse 3 (60,0)
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4.3 Deteccéo e caracterizagdo molecular das amostras de filarideos

Foram realizadas reacdes de PCR-Multiplex para deteccao de espécies de
filarideos em 111 amostras do Laborlife e de duas amostras de clinica veterinaria,
no teste rapido (ELISA), totalizando 113 amostras positivas analisadas. Deste total,
100 amostras (88,5%) amplificaram o fragmento do gene 12S. Magé apresentou a
maior frequéncia (51%) quando comparado a Duque de Caxias (40%) (Tabela 9).

A Figura 9 apresenta foto do gel obtido de corrida de PCR (utilizando os
conjuntos de oligonucleotideos para deteccdo do 12S) do DNAgQ extraido de 12
amostras, provenientes dos municipios investigados. As amostras 126, 182, 183,
184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191 e 192 apresentaram resultado positivo para
0 12S.

A espécie D. repens néo foi detectada nos municipios estudados da Baixada

Fluminense.

Tabela 9 Distribuicdo por localidades da Baixada Fluminense, RJ dos casos positivos
confirmados pela técnica PCR-Multiplex das amostras de sangue provenientes do laboratério
de patologia clinica Laborlife, no periodo de marco a dezembro de 2018.

Localidades Casos positivos  Frequéncia (%) OR (IC)
Magé 51 51,0
Duque de Caxias 40 40,0 *8,71 (3,36-22,56)
Guapimirim 6 6,0
Nova lIguacu 3 3,0
3 100 100

*OR= Odds ratio (valor referente as cidades de Magé e Duque de Caxias); IC= Intervalo de Confian¢a;
p-valor<0,00; x2=23,7
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Figura 7 Gel de agarose a 2% evidenciando amplificacdo de fragmento do gene 12S de
nematoides filarideos em amostras de sangue de caes atendidos em servicos veterinarios
na Baixada Fluminense, Estado do Rio de Janeiro. PM: Marcador de Peso Molecular de
100 pb com destaque para as bandas formadas de 200 e 500 pb. Amostras positivas para
0 12S: 1 (126), 2 (182), 3 (183), 4 (184), 5 (185), 6 (186), 7 (187), 8 (188); 9 (189), 10
(190); 11 (191), 12 (192). CN: Controle negativo; CP: Controle positivo (DNAg extraido
de Dirofilaria immitis adulto).

No municipio de Magé a populacdo da ultima estimativa do IBGE (2010)
chegou a 243.657 habitantes, com 63,2% dos domicilios apresentando
esgotamento sanitario adequado. A Praia de Maua é uma localidade de Magé onde
os moradores praticam atividades de pesca justificando-se que seja um ambiente
natural para criadouro dos dipteros culicideos vetores, porém € improprio para
banho, pela poluicdo no mar. Duque de Caxias foi a segunda cidade com maior
frequéncia, sendo o bairro da Taquara o local onde mais cdes foram avaliados
(30,4%). Nesse bairro ha areas de reserva ambiental, como o Parque Municipal da
Taquara, frequentado por pessoas para pratica de lazer e atividades ecolégicas.
Segundo dados do IBGE (2010), estimou-se que em 2018 a populagdo humana
neste municipio era de 914.383 pessoas, indicando que 85,3% dos domicilios
possuem esgotamento sanitario adequado. A outra parcela esta sujeita a auséncia
de saneamento basico, estando vulneravel as doencas infecciosas e parasitarias.

Os dados apresentados sao de suma importancia, pois chamam a atengao
para o possivel risco de infeccdo humana por D. immitis, espécie detectada pela
ferramenta molecular. Nosso estudo demonstrou uma frequéncia elevada para os
municipios de Magé e Duque de Caxias (tabela 9), com possivel potencial risco de
exposicao para casos humanos, pelo perfil ecoepidemiolégico que a regido

apresenta. A diferenca entre as frequéncias destas cidades foi estatisticamente
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significativa (p<0,05; x> =23,7), onde ha oito vezes mais chance de infec¢édo por
microfilarias em Magé em relagdo a Duque de Caxias (OR =8,71). Labarthe et al.
(2014) realizaram um levantamento nas regides costeiras de Santa Catarina,
Parana, S&do Paulo, Bahia, Pernambuco e Rio de Janeiro constatando uma
prevaléncia geral de 23,1%.

Apesar de a dirofilariose ser considerada uma doenca endémica para a
regido costeira ha relatos em que esta ocorre fora do litoral. Brito et al. (2001),
visando comprovar a autoctonia, diagnosticaram D. immitis no Centro de Maceio
(1,8%), Alagoas, porém com prevaléncia maior para a regiao litoranea (3,7%). No
Rio de Janeiro em Seropédica na Baixada Fluminense foi confirmado dois casos
autoctones em caes por D. immitis pelo teste 4DX plus (Pedroso et al. 2017).

Nos municipios e bairros estudados os focos de infeccdo podem estar se
formando devido as areas limitrofes da Baixada Fluminense (Guerra 1993) e fatores
abioticos (temperatura do ambiente, afluentes e fontes hidricas) e bibticos
(vegetacao) das localidades de reserva, favorecendo a manutengcédo do criadouro
dos culicideos vetores, sua dispersdo e transmissdo com frequéncia devido a
grande pela mobilidade dos caes microfilarémicos, oriundos possivelmente de
regibes endémicas.

As técnicas moleculares sdo formas de diagndéstico mais especifico na
deteccao e diferenciacdo entre espécies de filarideos que possam ocorrer em uma
determinada regido. Casos de deteccao molecular para D. immitis foram relatados
no Norte da Algéria e na costa do mediterraneo (Tahir et al. 2017), confirmando
autoctonia nessa localidade.

4.3.1 Andlise estatistica dos fatores de risco

Foi possivel comparar a frequéncia das caracteristicas fenotipicas dos cées
infectados (Tabela 10). Os resultados mostram a frequéncia em relacdo as
categorias sexo e faixa etaria, com o destaque para os cdes machos (62,6%;

p>0,05) e faixa etéria entre 1 e 6 anos (62,1%; p>0,05).
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Tabela 10 Andlise estatistica das variaveis das amostras positivas dos caes da Baixada
Fluminense, Rio de Janeiro analisadas pelo Laboratério de patologia clinica Laborlife e
confirmadas pela técnica da PCR-Multiplex, no periodo de marco a dezembro de 2018.

Categorias Casos Total % Analise estatistica
Positivos

Sexo
Macho 53 85 62,3 ¥2=126; p-valor=025
Fémea 38 53 61,8

Faixa etaria ¥2=196; p-valor=016
1 anoa 6 anos 41 66 62,1
7 anosa 14 anos 28 af 79,6

Porte ¥2=747; p-valor=0,02
Pequeno 12 19 63,1 "OR=1,02
Medio 12 37 324 0OR=3,64
Grande 14 22 63,6

*OR=Portes: Grande e pequeno; ™0OR= Portes: Grande e Méedio
0=5%; 1C=95%

Neste estudo os cdes machos foram os mais parasitados, corroborando com
os achados de Brito et al. (2001), Almeida et al. (2001) e Ferreira et al. (2004), os
quais justificaram que os animais podem conviver mais facilmente em ambientes
peridomiciliares atuando como cées de guarda, ficando expostos aos vetores
culicideos. Os animais na faixa etaria de 1 a 6 anos foram os mais parasitados
corroborando com os achados de Serréo et al. (2001) que observaram que 36% dos
animais parasitados em Itacoatiara (Niter6i) estavam entre 2 a 4 anos, porém sem
significancia estatistica, concordando com o estudo de Argolo et al. (2018). Justifica-
se que esta faixa etaria observada € a que mantém a microfilaremia circulante,
contribuindo para a manutencado do ciclo biolégico deste filarideo naquela regido.
Além disso, nossos resultados mostraram que a chance de um animal de porte
grande ser parasitado na localidade é 3,6 vezes maior (p=0,02), em relacdo a um
cao de porte médio.

O encontro de cédes infectados corrobora a hipotese de que outras espécies
de animais possam estar sendo acometidas, principalmente em areas de
proximidade de reservas ecologicas e ambientes ruralizados, onde vivem outros
cdes e gatos domeésticos e animais silvestres, pois se houver infeccdo para os
felinos, estima-se que a prevaléncia representa de 5 a 20% em relagéo a populacao

dos cées (Venco et al. 2011). A importancia de realizar um estudo de monitoramento
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da prevaléncia na populacéo de caes, com o controle quimioprofilatico pode diminuir

0s riscos de infec¢ao para humanos na regido (Wang et al. 2016).

4.3.2 Analise das sequencias

As amostras positivas na PCR-Multiplex e purificadas foram submetidas a
reacao de sequenciamento e 93,6% (73/78) identificadas como D. immitis e 6,4%
(5/78) identificadas como A. reconditum. A Tabela 11 resume o resultado da
andlise comparativa das sequéncias obtidas com cepas de Dirofilaria sp.
depositadas no banco de dados do GenBank, utilizando a ferramenta BLAST e
evidenciando as respectivas identidades. Além disso, as amostras 21, 176, 177,
185 e 198 apresentaram sequéncia com 98 e 99% de identidade com sequéncias
de A. reconditum.
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Tabela 11 Espécies de filarias detectadas por anélise de sequéncias de nucleotideos de fragmento
do gene 12S em amostras de sangue coletadas em cées atendidos em servi¢os veterinarios na
Baixada Fluminense, Estado do Rio de Janeiro, no periodo de marco a dezembro de 2018.

Cadastro

Localidade d Identidade
a Amostra
12 Dirofilaria immitis 148/148 - 100% (MH051846)
22 Dirofilaria immitis 328/328 - 100% (MF059093)
27 Dirofilaria immitis 458/458 - 100% (KF707482)
69 Dirofilaria immitis 342/342 - 100% (MF059093)
72 Dirofilaria immitis 425/425 - 100% (KF707482)
75 Dirofilaria immitis 365/365 - 100% (KU885998)
76 Dirofilaria immitis 366/366 - 100% (KU885998)
83 Dirofilaria immitis 359/362 - 99% (KF707482)
87 Dirofilaria immitis 341/344 - 99% (EU182328)
95 Dirofilaria immitis 482/482 - 100% (KF707482)
97 Dirofilaria immitis 356/357- 99% (MF059093)
99 Dirofilaria immitis 484/485 - 99% (MF059093)
101 Dirofilaria immitis 485/486 - 99% (MF059093)
124 Dirofilaria immitis 486/486 - 100% (KF707482)
126 Dirofilaria immitis 384/387 - 99% (KF707482)
Duque de 143 D_irof_ilar_ia_imm_it_is 322/323 - 99% (KU885998)
Caxias 146 Dlrofl!arlg immitis 325/325 - 100% (KU885998)
147 Dirofilaria immitis 432/433 - 99% (MF059093)
148 Dirofilaria immitis 369/369 - 100% (KU885998)
149 Dirofilaria immitis 364/364 - 100% (KU885998)
151 Dirofilaria immitis 454/455 - 99% (MF059093)
153 Dirofilaria immitis 486/487- 99% (MF059093)
160 Dirofilaria immitis 477/478 - 99% (MF059093)
164 Dirofilaria immitis 489/490 - 99% (MF059093)
166 Dirofilaria immitis 447/447 - 100% (KF707482)
167 Dirofilaria immitis 487/487 - 100% (KF707482)
169 Dirofilaria immitis 483/483 - 100% (KF707482)
171 Dirofilaria immitis 491/491 - 100% (KF707482)
173 Dirofilaria immitis 457/458 - 99% (MF059093)
175 Dirofilaria immitis 448/449 - 99% (MF059093)
176 Acanthocheilonema reconditum 438/441- 99% (AJ544853)
186 Dirofilaria immitis 482/482 - 100% (KF707482)
200 Dirofilaria immitis 408/408 - 100% (MH051846)
93 Dirofilaria immitis 488/490 - 99% (MF059093)
100 Dirofilaria immitis 432/433 - 99% (MF059093)
Guapimirim 128 Dirofilaria immitis 487/487- 100% (KF707482)
162 Dirofilaria immitis 487/488 - 99% (MF059093)
198 Acanthocheilonema reconditum 438/441- 99% (AJ544853)
N 177 Acanthocheilonema reconditum 438/441 - 99% (AJ544853)
ova lguacu
188 Dirofilaria immitis 478/479 - 99% (MF059093)

Continua
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF707482.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2Z0RU3JA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF059093.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2YSRGPHS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ544853.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2YZC53NW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ544853.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2YWY7TU2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF059093.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2YYS14NR014

Tabela 11 (continuac&o) Espécies de filarias detectadas por analise de sequéncias de nucleotideos
de fragmento do gene 12S em amostras de sangue coletadas em cées atendidos em servicos
veterinarios na Baixada Fluminense, Estado do Rio de Janeiro.

Cadastro da

Localidade Amostra Identidade

11 Dirofilaria immitis 157/157 - 100% (KU885998)
16 Dirofilaria immitis 147/147 - 100% (MH051846)
21 Acanthocheilonema reconditum 191/194 - 98% (J544853)
26 Dirofilaria immitis 456/457 - 99% (MF059093)
70 Dirofilaria immitis 421/423 - 100% (KF707482)
71 Dirofilaria immitis 490/490 - 100% (KF707482)
77 Dirofilaria immitis 451/451 - 100% (KF707482)
82 Dirofilaria immitis 394/395 - 99% (MF059093)
84 Dirofilaria immitis 487/487 - 100% (KF707482)
89 Dirofilaria immitis 489/491 - 99% (KF707482)
91 Dirofilaria immitis 485/487 - 99% (MF059093)
94 Dirofilaria immitis 492/492 - 100% (KF707482)
96 Dirofilaria immitis 362/362 - 100% (MF059093)
125 Dirofilaria immitis 493/493 - 100% (KF707482)
127 Dirofilaria immitis 486/487 - 99% (KF707482)
144 Dirofilaria immitis 457/457 - 100% (KF707482)
145 Dirofilaria immitis 365/365 - 100% (KU885998)
152 Dirofilaria immitis 490/491 - 99% (MF059093)

Magé 154 Dirofilaria immitis 475/475 - 100% (KF707482)
155 Dirofilaria immitis 452/453 - 99% (MF059093)
156 Dirofilaria immitis 398/398 - 100% (KU885998)
157 Dirofilaria immitis 488/488 - 100% (KF707482)
159 Dirofilaria immitis 371/371 - 100% (KU885998)
161 Dirofilaria immitis 473/474 - 99% (MF059093)
163 Dirofilaria immitis 462/463 - 99% (MF059093)
165 Dirofilaria immitis 487/488 - 99% (MF059093)
168 Dirofilaria immitis 488/488 - 100% (KF707482)
170 Dirofilaria immitis 453/453 - 100% (KF707482)
174 Dirofilaria immitis 454/454 - 100% (MF059093)
185 Acanthocheilonema reconditum 428/432 - 99% (AJ544853)
187 Dirofilaria immitis 475/475 - 100% (KF707482)
189 Dirofilaria immitis 229/229 - 100% (MH051846)
191 Dirofilaria immitis 440/440 - 100% (KF707482)
192 Dirofilaria immitis 443/444 - 99% (MF059093)
194 Dirofilaria immitis 483/484 - 99% (MF059093)
197 Dirofilaria immitis 491/492 - 99% (MF059093)
199 Dirofilaria immitis 306/306 - 100% (MH051846)

Conclusao
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4.3.3 Analise filogenética

A andlise dos alinhamentos demonstrados nos Apéndices 6, 7 e 8 processados
no programa “Boxshade” para melhor visualizagdo, evidencia a elevada identidade
entre as sequéncias relativas as amostras 22, 69, 72, 75, 76, 95, 97, 99, 101, 124,
143, 146, 147, 148, 149, 151, 153, 160, 164, 166, 167, 169, 171, 173, 175, 183, 186 e
200 (Apéndice 6, amostras de Duque de Caxias); as amostras 93, 100, 128 e 162
(Apéndice 7, amostras de Guapimirim); e as amostras 16, 70, 71, 77, 82, 84, 89, 91,
94, 125, 127, 143, 144, 145, 152, 154, 155, 156, 157, 159, 161, 163, 165, 168, 170,
174, 187, 189, 191, 192, 194, 197 e 199 (Apéndice 8, amostras de Magé). Assim, as
sequéncias obtidas das amostras 84, 128, 167 e 188 (uma amostra de cada municipio
investigado) foram selecionadas como representantes das demais amostras para as
andlises no filodendograma (Figura 10).

Da mesma forma, o alinhamento demonstrado no Apéndice 9 evidencia a
elevada identidade entre as sequéncias relativas as amostras 21, 176, 177, 185 e 198,
sendo que as sequéncias obtidas destas ultimas quatro amostras foram selecionadas
para as analises no filodendograma (Figura 10).

Para andlise das sequéncias do 12S para nematddeos filarideos, foram
empregadas as sequéncias de: Dirofilaria immitis (AJ54483), Dirofilaria repens
(AJ544832), Brugia malayi (AJ544843), Brugia pahangi (AJ544842),
Acantocheilonema reconditum (AJ544853), Dipetalonema gracile (AJ544854),
Litomosoa westi (AJ544854), Litomosoides brasiliensis (AJ544850), Litomosoides
galizai (AJ544849), Litomosoides sigmodontis (AJ544848), Litomosoides hamletti
(AJ544847), Litomosoides yutajensis (AJ544846), Setaria tundra (AJ544834), Setaria
equina (AJ544835), Setaria labiatopapillosa (AJ544833), Ochoterenella sp.
(AJ544836), Thelazia callipaeda (AJ544858), Thelazia gulosa (AJ544857), Thelazia
lacrymalis (AJ544856) disponiveis no banco de dados do GenBank. Como grupo
externo foi incluida a sequéncia do 12S de Filaria martis (AJ544855) (Figura 10).

Analises realizadas por maxima parcimonia apresentaram arvores filogenéticas
com topologias semelhantes (dados ndo mostrados), dessa forma sdo demonstrados,

neste estudo, os filodendogramas analisados por Neighbor Joining.
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Figura 8 Filodendograma da comparagdo das sequéncias parciais do gene 12S rDNA,
utilizando o método Neighbor-Joining e distancias evolutivas determinadas pelo algoritmo
Kimura 2 parametros. Os numeros de acesso das sequéncias no banco de dados do GenBank
estdo apresentados entre parénteses. Os valores de bootstrap superiores a 70% estdo

demonstrados.
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O filodendograma construido pelo método de Neighbor Joining, a partir das
sequéncias parciais do gene 12S (Figura 10), agrupou sequéncias de amostras
provenientes de todos os municipios investigados com D. immitis (AJ544831)
(bootstrap de 100%) e bem como outras sequéncias também provenientes de todos
0s municipios investigados com A. reconditum (AJ544853) (bootstrap de 99%).

O filarideo A. reconditum pertence a subfamilia Onchocerninae e tem como
hospedeiro intermediario as pulgas (Ctenocephalides felis, C. canis e Pulex irritans) e
piolhos (Heterodoxus spiniger) sendo descrito parasitando o tecido subcutaneo de
cédes domésticos, selvagens e hienas na Africa, india, Américas do Norte e do Sul
(Anderson 2000). As ocorréncias encontradas no Brasil s&o de Maceid- AL (Brito et al.
2001), Natal (Ferreira et al. 2004), Recife-PE (Ramos et al. 2016), llha de Maraj6 — PA
(Argolo et al. 2018).

A importancia da diferenciacéo entre as espécies de microfilarias no momento
do diagndéstico parasitologico orienta o médico veterinario durante a prescricdo do
tratamento para que ndo ocorra intervencédo desnecesséria no caso de diagnoéstico de
A. reconditum, j& que este ndo é patogénico para os animais. No entanto, esta espécie
ja foi descrita parasitando o olho humano (Huynht et al. 2001; John et al. 2012).

No Brasil somente D. immitis ja foi descrita parasitando o homem (Campos et

al. 1997, Cavallazi et al. 2002; Rodrigues-Silva et al. 2004).

Este é o primeiro registro da deteccao e caracterizagdo molecular de D. immitis

e A. reconditum para a regidao da Baixada Fluminense, RJ.
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5 CONCLUSOES

) Foi confirmada a infecgdo por Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema
reconditum em caes nos municipios de Duque de Caxias, Magé, Guapimirim e Nova
Iguacu da Baixada Fluminense, RJ com a utilizacdo de métodos de diagndstico de

rotina da clinica veterinaria aliada a técnica molecular;

1)) A frequéncia de parasitismo por microfilarias em caninos nos municipios de
Magé (50,5%) e Duque de Caxias (41,4%) apresentaram-se elevadas em relacao a
Nova Iguacgu (1,8%) e Guapimirim (6,3%).

) Ha necessidade de dinamizagcdo de praticas (palestras para os tutores e
divulgacdo de guia metodologico) com a participacdo dos médicos veterinarios e
tutores dos animais, envolvendo medidas integradas de prevencgédo a dirofilariose

canina na localidade;
IV)  Os municipios de Magé e Duque de Caxias e o porte dos animais se mostraram

como fatores de risco predisponentes a infecgdo e manutencao da dirofilariose canina

na Baixada Fluminense, RJ.
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6 PERSPECTIVAS

1) Dar continuidade ao projeto, no ambito da Pés-Graduacéao, abrangendo
a area de estudo para os demais municipios da Baixada Fluminense, RJ, além de
realizar um levantamento da fauna entomoldgica das localidades, com proposta de
estudar a coinfeccao entre filarideos de potencial zoondtico;

2) Elaboracdo de um Guia Metodolégico com os meédicos veterinarios
visando junto aos tutores dos animais a adocdo de medidas integradas de

prevencao relacionadas a transmissdo da dirofilariose canina na localidade;

3) Redacéo e submisséo de artigo cientifico em periédico indexado.
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APENDICE 1

FIOCRUZ

Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

Laboratorio de Inovacbes em Terapias, Ensino e Bioprodutos - LITEB

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, de maneira voluntaria, de uma
pesquisa intitulada: ESTUDO SOBRE A DIROFILARIOSE CANINA NA
BAIXADA FLUMINENSE, RJ.

O objetivo dessa pesquisa € identificar os casos de dirofilariose canina em animais da Baixada
Fluminense, RJ, mostrando a importancia dessa doenga como zoonose com risco de transmissao para
a saude da populacdo humana. A dirofilariose canina é causada por um verme conhecido como
“verme do coragdo” que ¢ transmitida por mosquitos (Aedes aegypti, 0 mosquito da dengue e Culex
sp., 0 pernilongo). No cdo pode levar a um comprometimento cardiorrespiratério e no homem
acomete o pulméo (forma um nédulo que é confundido com tumor maligno).

A pesquisa contara com o Medico Veterinario responsavel realizando a orientacdo
necessaria em relacdo ao manejo dos animais, incluindo sobre a forma de prevencédo e
duvidas relacionadas ao estudo. Esse profissional ird informar ao final do estudo o
resultado da pesquisa (teste diagndstico) que foi realizado e solicitar encaminhamento para
o animal realizar tratamento na prépria clinica participante da pesquisa.

A pesquisa pode oferecer um certo desconforto para seu animal (riscos) devido ao
procedimento de coleta de sangue (Quantidade: até um ml) como leve vermelhiddo e inchago
(devido a puncéo pela agulha), porém o senhor (a) sera orientado como cuidar do animal ap6s o
procedimento e o veterinario responsavel pela coleta podera realizar um curativo com pomada
cicatrizante, caso ocorra alguma lesdo de maior gravidade, sem custo algum. O senhor (a) ao
acompanhar o procedimento podera se sentir mal (tonteira ou desmaio) e neste caso iremos
imediatamente parar a coleta de sangue e recomecar assim que se sentir bem, podendo haver
desisténcia de sua parte na participacdo da pesquisa com seu animal. Caso queira ver 0
questionario antes de assinar o termo de consentimento, basta solicitar e as questfes serdo
mostradas ao participante, pois ao ler o senhor (a) podera se sentir constrangido (a) com alguma
pergunta. Vocé podera abandonar a pesquisa com seu animal a qualquer momento sem que haja
problema algum e continuar com a rotina de seu cdo normalmente. Como beneficios, o senhor
(a) estara colaborando com a ciéncia e esta obtendo orientagdes importantes sobre a doenca, bem
como formas de prevencdo. As informacdes dadas para a pesquisa séo confidenciais. Durante a
fase do estudo, fotos podem ser tiradas para fins de comprovacao cientifica.

O participante ndo terd compensacao financeira, caso aceite participar da pesquisa.

Em caso de algum dano provocado diretamente pela pesquisa, a pessoa sera orientada como
proceder sob supervisdo do responsavel pelo Projeto de Pesquisa.

Rubrica do Pesquisador Rubrica do participante da pesquisa
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Caso precise entrar em contato com os Pesquisadores responsaveis, Drs. Viviane
Marques de Andrade Vieira, Antonio Henrique Almeida de Moraes Neto e Gilberto Salles
Gazéta sobre a pesquisa, a fim de esclarecer alguma ddvida entre em contato pelo
telefone:(21) 2562-1054 (LITEB/IOC-FIOCRUZ).

Caso tenha alguma reclamacao ou problema relacionado com a ética de como esta
sendo conduzida a pesquisa, por favor entrar em contato com os Comités de Etica
responsaveis pela aprovacdo do projeto de pesquisa, descritos abaixo:

a. Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz — CEUA
FIOCRUZ/IOC. Instituto Oswaldo Cruz / Fundagdo Oswaldo Cruz Avenida
Brasil, 4.036 — Pav. Arthur Neiva, Expansdo/Sala 6-Manguinhos - Rio de
Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360

Telefone: (21) 2562-1056
e-mail: ceua.ioc@ioc.fiocruz.br

b. Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC.
Instituto Oswaldo Cruz / Fundagdo Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala
705 -Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360.
Tel.:(21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815
e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Eu declaro ter
lido e ter esclarecido todas as minhas dividas acerca do termo de consentimento e aceito
participar da pesquisa. Receberei uma via de igual teor desse termo de Consentimento.

Assinatura do participante da pesquisa

ASSInatura do Pesquisador responsavel

, de de 2018.
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APENDICE 2

Apéndice 2
A Misbatiio do Saikte 10
' wammm Dygifitetn Osewakdo Crus
{ labmiﬁm&lmﬁmm'&er@x&a&msﬁﬁm&m - LITER
Carta de solicitaciio

Ea, Viviane Margues de Andrade Vieira, juniamente coni s pesiuisade
Furdagiie Oswaldo Ch/FINCRUZ/MRiy de Janeiro, Brasil, D, A!mmm Henrigue
Almeida de Moraes Nets ¢ Dr. Gilberto Salles Gazlta vimos atravds desta, bosear
pareeria com 4 Clinica Velerindrin / Laboraidrio de Paiologia Clinica. para realizar o
projete “Estade sobre a Direfilaviose eamina na Baixada Fluminense, RF® que
compreenderd o periode de Absil de 2018 a Janeiro de 2019, Sende este estude de grande
imporiincia para p da saiide humana e o8 resultagdos esperados constitirio dados
qque poderfio servir de base para aplicagio na sadde piblica do pais, Sendo sssim, solivita-
se @ aulorizacho da chefia da clinica Veterindria responsdvel/ Labosatdeio de Palologia
Clinica, para a realizachn da pesquisa em pacientes caninos para dirofilariose.

Vale ressaliar que o apoip finasceiro, logfstice e de recurses humanos serg- de*
mpﬁfﬁsﬁﬁlﬁl@ﬁdﬁ dos pesgnisadorss

TOIIGHG

Labogasbrie dé lnovagfes, Baslie & Biopeodutos
T, nstituto Desaldd Crisz, Avénida Brasil, 4363, Paviliso Lamo Travassds Tées Sales 16 ¢ 18
Nenguinbes, Rio de Jareing, B, Beazil
CEP: 21002901
Tols: (21} 2362-1034 su 1604

56



APENDICE 3

Taititiita Ml&sf‘ﬂm
Ladboydaiionde oo vegtes &t Terdpias, Ensing £ Bidpiadutes - LITEB.

BADKADA mes&,m
1. O senhor (a) ji ouviu falar sobre dirofilariose (vermedo coracio)?
Sim [] Nio [

2. Vocé sabe o queessa doenca pode cavsar-no animal? K no homem?

I sim™ © que? [ nae
[ s @ gue? =

dio para o animal? E para o homem?

Sabe¢ como ocorye & (ransmis

Clisim Gorits 2. [
I sim Corio? - e

4, Vwﬁmkmowpmmmmmw

5. Quala Gltinia véz quie 6 Eio tomou rermédio de verme?

1

l:inaama&es -Hﬁsmms [:]Hématsdeum;no -Ngosef

6. Onde vive o ¢io?

Dentradecasa [ ]  foradecasa [-] tem acesso a rua e/ou ao banhoe tosa

7. Srauﬁu vive:com auhaanfmi? L Sim  Qual?.
a Sim_‘[: -Nﬁn

[

10. Sen animal tent fosse, cansago ou desmaio? St -1 Naio[=]
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APENDICE 4

Ministério da Saide

FIOCRUZ Instituto Oswaldo Cruz
Fundagio Oswaldo Cruz o @
Institutoy Oswaldo Cruz e - 8
Luboratorio de Inovagoes em Terapias, Ensino e Bioprodutos - LITEB " .
@
Q. L 3

Termo de Confidencialidade e Sigilo

Titulo do Projeto: Estudo sobre a Dirofilariose canina na Baixada Fluminense, RJ

Pesquisadores responsaveis: Viviane Marques de Andrade Vieira, Dr. Antonio Henrique Almeida
de Moraes Neto e Dr. Gilberto Salles Gazéla

Telefones para Contato: (21) 99775-9267 (21) 2562-1054 (LITEB/10C/Fiocruz )
Local de Coleta de Dados: Clinica Veterindria / Laboratério de Patologia Clinica Veterindria
Local e Data: Rio de Janeiro, 02 de marco de 2018.

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem:

1- Recolher os dados dos participantes s6 ap6s a permissdo do projeto pelo CEUA e CEP:

2- A nio efetuar nenhuma gravagio ou cépia da documentagiio confidencial a que tiver acesso
relacionado a tecnologia apresentada na defesa acima mencionada:

3- A nio apropriar-se para si ou para outrem de material confidencial ou sigiloso que venha a
ser disponibilizado através da defesa acima mencionada:

4-

A nao repassar o conhecimento das informacoes, por seu ml-;.l‘mcdl:;n wum‘.ll.ﬂ"‘{’“&

l/[‘v%}\a. Ytlu’

Viviane M‘quu s de Andndu ieira ade pooie®
wﬂ" w
. o

Laboratorio de Inovagoes, Ensino e Bioprodutos
Fiocruz, Instituto Oswaldo Cruz, Avenida Brasil, 4365, Pavilhio Lauro Travassos Témeo Salas 16 e 18
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil
CEP: 21040-900
Tels: (21) 2562-1054 ou 1604
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APENDICE 5

1 — VETERINARIO

FICHA N°

DATA

NoME:

2 — PROPRIETARIO DO ANIMAL

NoME

TELEFONE

ENDERECO (RUA, N°, BAIRRO, CIDADE, ESTADO)

CEepP

IDADE:
ESCOLARIDADE:
RENDA:
OcUPACAOQ:

3 — ANIMAL

NoME BAIRRO

VIAGENS

[ ]

TEMPO DE RESIDENCIA

COR PREDOMINANTE

1-[ ]BRANCA 2-[  ]PRETA 3-1

] boURADA

4 -] ]MARROM

5-1

] cinza

PELAGEM

1—[ ]curtO 2-[ ]wépo 3-[ ] LonGo

TIPO DE PELAGEM

1-1

] com sUBPELO

2-1

] SEM SUBPELO

SEXO IDADE RAQA
MacHo / FEMEA [ ]

PEso

Tosa

Sim/
NAo

TIPO DE TOSA

FREQUENCIA DA
TOSA

FINALIDADE DO CAO

1-[ ]cuarpa 2—[ ]comPANHIA 3 —[] outrROs

PREVENTIVO FREQUENCIA/QUAL? / ULTIMA ADMINISTRAGAD
Sim /[ Nao

MICROFILARIA
Posimivo / NegaTivo

QUEIXA CLINICA/Q UAL?
Sm/ Nio

PROCEDIMENTO: COLETA DE SANGUE
QUANTIDADE:

ASSINATURA DO VETERINARIO
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22

69

72

75

76

95

97

99

101
124
143
146
147
148
149
151
153
160
164
166
167
169
171
173
175
183
186
200

22
69
72
75
76
95
97
99
101
124
143
146
147
148
149
151
153
160
164
166
167
169
171
173
175
183
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APENDICE 6

TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG

TGGATTAGTACCCAGGTAATCAAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG
kkokkokkokkkkkkkkkkokkkkokkkkkkkkkkkkkkxkkkkkkkkkkkkkk ok kkxkxkx ok x k%

AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC




186
200

22

69

72

75

76

95

97

99

101
124
143
146
147
148
149
151
153
160
164
166
167
169
171
173
175
183
186
200

22
69
72
75
76
95
97
99
101
124
143
146
147
148
149
151
153
160
164
166
167
169
171
173
175
183

61
61

121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121

181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181

AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC
AAAAAATATTGACTGACTTTAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTC

Ak kA hkhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhkhhhkhkhhkkhhdhhkhkhhkkhkhdhhkhkhhkkhkhdhhkhkhhkkhkrhkhkhkhhkkhkhrhkhkkkkkxx

TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG

TTTTATAGTGAATTTTGTTGGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATG
hkokkokkkkkkkkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok xkk ok kkxkxkxkx k%

CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
CTTTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT




186 RSN C T T TGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT
200 RSN C T TTGTGTTTTATACATTTAAAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGT

R i I I S I S I b I b b I I b b b b S i S b e b b I b b I b b I b b b I b b I 2 b a1

22 241
69 241
72 241
75 241
76 241
95 241
97 241
99 241
101 241
124 241
143 241
146 241
147 241
148 241
149 241
151 241
153 241
160 241
164 241
166 241
167 241
169 241
171 241
173 241
175 241
183 241
186 241
200 241

Alinhamento realizado pelo Clustal W das sequéncias de nucleotideos das amostras
provenientes do municipio de Duque de Caxias 22, 69, 72, 75, 76, 95, 97, 99, 101, 124, 143,
146, 147, 148, 149, 151, 153, 160, 164, 166, 167, 169, 171, 173, 175, 183, 186 e 200 obtidas
para o gene 12S. A apresentacdo do Boxshade evidencia residuos idénticos indicados por
asteriscos.
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93

100
128
162

93

100
128
162

93

100
128
162

93

100
128
162

93

100
128
162

93

100
128
162

93

100
128
162

e

APENDICE 7

TATTACGATTTTTTTTGTTTTTTTGTTTTATGTTTTTTTTTGTAAAATATTTAAATTTAT
TATTACGATTTTTTTTGTTTTTTTGTTTTATGTTTTTTTTTGTAAAATATTTAAATTTAT

TATTACGATTTTTTTTGTTTTTTTGTTTTATGTTTTTTTTTGTAAAATATTTAAATTTAT
TATTACGATTTTTTTTGTTTTTTTGTTTTATGTTTTTTTTTGTAAAATATTTAAATTTAT

R R I I I I I S S I S I e S I b S I R i b e I I R b e b b I b b b 2 e

TTATGTTTTTTTGTAATATTGAAAATTTGGTGTTTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATC
TTATGTTTTTTTGTAATATTGAAAATTTGGTGTTTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATC
TTATGTTTTTTTGTAATATTGAAAATTTGGTGTTTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATC
TTATGTTTTTTTGTAATATTGAAAATTTGGTGTTTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATC

121
121
121
121

181
181
181
181

241
241
241
241

301
301
301
301

R R I b S b S b S b I S b i Sb b I S b S b I b S b S b e S IR A S b S b I b b S b I 2b b I db S 2b b3

AAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTA
AAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTA)
AAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTA
AAAATTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTA

R R I A b I a4 I ah dh I db SR B S SR B S S S S R S S R S I R S b e S b S SR S R S S S b R S I R S 2 R S 2 S b 4

GATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTTGG
GATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTTGG
GATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTTGG
GATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTTGG

Ak Ak kA Ak hkhhAhhkhAhhkhkhAhkhkhkhhd o hkhhkhhdhhrhkhkhkhhkdrhkhkhhhkkhkrhkhhhrhkkhkrhkhkhkhdxx

CGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTTAA
CGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTTAA
CGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTTAA
CGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTTAA

Ak khkhkhhkhkhkkhhkhhhAhhhkhAhhkhkhhkhhrhhhkhhkkhhrhhkhkhhkkhhkhhkdhrhkkhhdhkhdhrhkkhhhkhkrxkxk*

AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTCTT
AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTCTT
AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTCTT
AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTCTT

R R e A b I a4 I S b I S SR B S b S R S S R S S R S b R S b e S b S SR e S b B A SR S S R S S SR S I R S 2 S g b 4

361 TGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGAAATTGGAAAR
361 TGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGAAATTGGAAAR
361 TGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGAAATTGGAAAR
361 TGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGAAATTGGAAAR

khkkhkhkhkkhkh A hkhhkhkhkkhhrhkhhkhrkhkkhkhrhkhhrkhkkhrhkhhrxkhkxx

Alinhamento realizado pelo Clustal W das sequéncias de nucleotideos das amostras
provenientes do municipio de Guapimirim 93, 100, 128 e 162 obtidas para o gene 12S. A
apresentacdo do Boxshade evidencia residuos idénticos indicados por asteriscos.
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16

70

71

77

82

84

89

91

94

125
127
143
144
145
152
154
155
156
157
159
161
163
165
168
170
174
187
189
191
192
194
197
199

16
70
71
77
82
84
89
91
94
125
127
143
144
145
152
154
155
156
157
159
161
163
165
168
170
174
187
189
191

=

PR R RRRPRRPRRRRRPRRRPRRRRRPRRPRRRERRRRRRRRRRRP P

APENDICE 8

TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT,
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT|
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT|
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT|
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT|
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT|
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT]
TAGATTTTTCTTTGGAATATGTGTTTTTTTGGAGAGCCCTCTTTTATAGTGAATTTTGTT)

TTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT]
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT]
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
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192 GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT

194 GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
197 GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT
199 GGCGCATGTATGATTGTTTAGTTTTTACTTTTTTGGTAATGCTTTGTGTTTTATACATTT

KAK KA KA KA AR A AR A A A AN A A A A A A A A A A AR A A A A A A Ak kK

16 YO NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
70 I\ \AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
71 [N\ A\ AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC]
77 I\ \AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
82 [N\ A\ AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC]
84 I\ \AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
89 [N\ A\ AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC]
91 I\ \AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
94 [N\ A\ AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
125 I\ ANAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
127 IZNN " N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
143 I\ ANAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
144 IZNN " N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
145 I\ ANAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
152 IZNN " N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
154 I\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
155 2NN N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
156 2NN\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
157 2NN N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
159 I\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
161l I\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
163 2NN N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
165 I\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
168 2NN N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
170 I\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
174 2NN N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
187 I\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
189 2NN N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
191 I\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
192 IR N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
194 I\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC

197 2NN N AACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC
199 2NN\ NAACAGATATATATTTGGCTTATGGATTTATTTTTCATGTGTTACTATTGTTAATTTTC

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR A kA AR A *k*

16 100 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
70 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
71 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
77 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
82 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
84 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
89 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
91 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
94 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
125 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
127 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
143 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
144 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
145 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
152 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
154 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
155 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
156 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
157 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
159 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
161 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
163 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
165 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
168 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
170 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA

174 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
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187 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA

189 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
191 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
192 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
194 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA)
197 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA
199 181 TTTGGATTAATTTTTAATTTTTTTGTTGA]

Ak A hkkhkhkhkhkhk A hkk Ak hkkrhkkhkhkkkxkk*x*

Alinhamento realizado pelo Clustal W das sequéncias de nucleotideos das amostras
provenientes do municipio de Magé 16, 70, 71, 77, 82, 84, 89, 91, 94, 125, 127, 143, 144, 145,
152, 154, 155, 156, 157, 159, 161, 163, 165, 168, 170, 174, 187, 189, 191, 192, 194, 197 e
199 obtidas para o gene 12S. A apresentacdo do Boxshade evidencia residuos idénticos
indicados por asteriscos.
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21

176
177
185
198

21

176
177
185
198

21

176
177
185
198

21

176
177
185
198

e

APENDICE 9

TTTTAATTGAATAAATGTTTAAAATTTGTTTTGTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATCA
TTTTAATTGAATAAATGTTTAAAATTTGTTTTGTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATCA

TTTTAATTGAATAAATGTTTAAAATTTGTTTTGTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATCA
TTTTAATTGAATAAATGTTTAAAATTTGTTTTGTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATCA
TTTTAATTGAATAAATGTTTAAAATTTGTTTTGTGAACTGGATTAGTACCCAGGTAATCA

Ak kA hkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhkhkhrhhkhkhhkkhkhrhkhkhkhhkkhkrhkhkhkhhkkhkrhkhkhkhhkkhkdhkhkxkkkxx

AAGTTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTGTATTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTAG
AAGTTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTGTATTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTAG
AAGTTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTGTATTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTAG
AAGTTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTGTATTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTAG

121
121
121
121
121

AAGTTTATTAATTCGGGAGTAAAGTTGTATTTAAACCGAAAAAATATTGACTGACTTTAG

R R I B I e I I I I I I A i S i e S I b S e b I b b b b I b b i S g

ATTTTTCTTTGGAATATGTGTTAGGAGAGCCCTCCTTATTTGTTTAATTTTTTTTGGCAC
ATTTTTCTTTGGAATATGTGTTAGGAGAGCCCTCCTTATTTGTTTAATTTTTTTTGGCAC
ATTTTTCTTTGGAATATGTGTTAGGAGAGCCCTCCTTATTTGTTTAATTTTTTTTGGCAC
ATTTTTCTTTGGAATATGTGTTAGGAGAGCCCTCCTTATTTGTTTAATTTTTTTTGGCAC
ATTTTTCTTTGGAATATGTGTTAGGAGAGCCCTCCTTATTTGTTTAATTTTTTTTGGCAC

Ak khkhkhhkhkhkhhAhhkhAhhhhAhkhhkhhdrhkhkhkhhhhrhkhkhkhhkdrohkhkhhhkhkrhkhhrhkkhkrhkkhkhxkhkxx

181 ATGTATGATTGTTT
181 ATGTATGATTGTTT
181 ATGTATGATTGTTT
181 ATGTATGATTGTTT
181 ATGTATGATTGTTT

*AhkAkkkhk Ak Ak Ak hkkk

Alinhamento realizado pelo Clustal W das sequéncias de nucleotideos das amostras 21, 176,
177, 185 e 198 obtidas para o gene 12S. A apresentacdo do Boxshade evidencia residuos
idénticos indicados por asteriscos.
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ANEXO 1

(P LamoRLIFE

TERMODE ANUENCIA

Yigthe por mgie declarae @ pacers com o desnvedvinesto
asm “Eetidn sobre s Direlilsriose usﬁu me Balvada Flumisonse
ssponsabilidade de Vivione Murques de Andrade Vivira, que send m pele
MDr Amtoatd Henrigee Alinelda de Mars Note, do Lubunadito de Trhowgies,
memfmfmfmm@ co-oricniads pelp Prof, D, Clbwie
. Safles Guefls do  Lsborativio de fxedides Referencin Wacioes! em Vetores das
Riguetsieses (LIRN/ 10C / FIOERUZ). Este estudo cottard som o nosso apoio paa
wilsto de sahge, & fim de identifiear espdaies do Diroisria pels Wenlss de PCR.

)

Rie de Jznsiro, 26 de fverciio de 20%
"} 3 78 :
B éa“*ﬁ 2o o w57 e
Priseiln do Amwrnl Permandes
Bidloga CRBio 7953702

Divetors téenics

Feletie: 23793300
Tnds Ry Towern CoutmurSs, 197 Botabgn, RS (CEP: 32380080
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ANEXO 2

Ministério da Smide

FIOCRUZ

Fundagiio Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

Laboratdrio de Inovagies em Terapias, Ensino e Bioprodutos - LITEB

Menmo. /2018-LITEB/10C

De: Dra Andrea Henrique Pons
Pesquisador Titular em Sadde Piblica
Chefe do LITEB

Para: Dra Martha Suarez Mutis
Coordenadora do Curso de Pés-Graduacio em Medicina Tropical / 10C / FIOCRUZ

TERMO DE ANUENCIA

Venho por meio deste autorizar o desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulado
“Estudo sobre a Dirofilariose canina na Baixada Fluminense, RJ” sob
responsabilidade de Viviane Marques de Andrade Vieira, que serd orientada pelo Prof.
Dr. Antonio Henrique Almeida de Moraes Neto, do Laboratorio de Inovacdes, Ensino e
Bioprodutos (LITEB / 10C / FIOCRUZ) e co-orientada pelo Prof. Dr. Gilberto Salles
Gazéla do Laboratorio de Referencia Nacional em vetores das Riquetsioses (LIRN/ 10C
{ FIOCRUZ). Este estudo contard com o apoio do POM do LITEB / 10C / FIOCRUZ ¢
da Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Rio de Janeiro, 02 de marco de 2018,

Atenciosamente, . u@*
T AT
G e
6““\;‘{“ ";ﬁ

sV

afmm loriintse.,

Dra, Andrea Hemj‘ﬁiﬂ’@vPons

Laboratdrio de Inovagdes, Ensino e Bioprodulos
Fiocruz, Instituto Oswalde Cruz, Avenida Brasil, 4365, Pavilhido Lauro Travassos Térreo Salas 16 e 18
Manguinhos, Rio de Janeiro, R, Brasil
CEP: 21040-900
Tels: (21) 2562-1054 ou 1604
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ANEXO 3

Clingta VETERINARIA
o $ i s

TERMO DE ANURNCIA

Venho por meio deste sutorizar o desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulado
“Estude sebre a Direfilariose canine na Bahsda Fluminense, RJ™ wob
responsabilidade de Viviame Marques de Andrade Vieirs, que sord oriontada pelo
Prof. Dr. Antonio Henrique Almeida de Moraes Neto, do Laboretdrio de Inovapdes,
Ensino ¢ Bioprodutos (LITEB / 10C / FIOCRUZ) e co-orientada pelo Prof. Dr. Gilberto
Salles Gazéta do Laboratorio de Referencia Nacional em Vetores das Riguotsioscs
(LIRN/ IOC / FIOCRUZ). Este estudo contaré com o nosso poio pars coleta do sangue
em pacientes caninos, a fim de identificar cspécies de Dirofilaria pole téonica de
Reacdio em Cadeia da Polimersse (PCR)

Rio de Janeiro, 02 de margo de 2018,

Atenclosamonts, D.'.‘.m'.'.'.‘&‘.‘.s.‘\‘?

.%’;\ e ’ : CREV-RJ 10.208

Suzana Bento da Siiva
Médica Veterindria (CRMV RJ - 10265)
Clinica Médica e Cirtirgica/ Ortopedia
Responsével Técnica da Clinica Veterinaria

ouuvmmmc-m
Av.a,qmnmoa,auwtqaoz-manm—macmm
CEP 25268000
reums:mnxooslms-m
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ANEXO 4

<ERINg

_:S", o '9{7 .

o A
&' \nl_l.f\l:..\*"n

TERMO DE ANUENCIA

Venho por meio deste autorizar o desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulideo
“Estudo sobre a Dirofilariose canina na Baixada  Fluminense, " <ol
responsabilidade de Viviane Marques de Andrade Vicira, que serd orienticda pelo
Prof. Dr. Antonio Henrique Almeida de Moraes Neto, do Laboratorio de Inovagoes,
Ensino e Bioprodutos (LITEB / 10C / FIOCRUZ) ¢ co-orientada pelo Prof. Dr, Gilberto
Salles Gazéta do Laboratério de Referencia Nacional em Vetores das Riquetsioses
(LIRN/ 10C ¢ FIOCRUZ). Este estudo contard com o nosso apoio paracoleta de sungue
€m pacientes caninos, a fim de identificar espécies de Dirofilaria pela téenica de Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR)

Rio de Janeiro, 02 dc margo de 201K,

i Atenciosamente, v
_‘l,r-///‘él &t’-t \/)f Uceiony 4 &;’(/‘é)‘(ﬂz

Dra. Valéria Moreira de Souza ._’9

Médica Veterinaria (CRMV RJ - | 1334}5 =4

Clinica Médica e Cirtirgica/ Anesucsiologiai‘.’%’f-
Responsavel Técnica

Consultério Veterinaria Taquara
Rua José Julio de Figueiredo n. 29 — Taquara — Duque de Caxias/RJ
Telefones: 98783-3713/ 2787-3648
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ANEXO 5

Ministério da Swide
FIOCRUZ

Fundagio Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz
Laboratério de Referencia Nacional em Vetores das Riquetsioses- LIRN LIRN

TERMO DE ANUENCIA

Venho por meio deste autorizar o desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulado
“Estudo sobre a Dirofilariose canina na Baixada Fluminense, RJ sob
responsabilidade de Viviane Marques de Andrade Vieira, que serd orientada pelo Prof.
Dr. Antonio Henrique Almeida de Moraes Neto, do Laboratério de Inovacoes, Ensino e
Bioprodutos (LITEB /10C / FIOCRUZ) ¢ co-orientada por mim, Prof. Dr. Gilberto Salles
Gazéta do  Laboratério de Referencia Nacional em vetores das Riquetsioses

(LIRN/IOC/FIOCRUZ). contando com o apoio e Infraestrutura do mesmo.

Rio de Janeiro, 02 de marco de 2018.

Atenciosamente, |

GAZETB\
Z “ REF. NAL. VETCGE'S.Q‘EQ\IJE‘;;:?E?'!:
7" cuor 1284393 1910707

20, GERTO SALLES

Pesquisador titular e Coordenador do Servig Referencia Nacional em Vetores das Riquetsioses
(LIRN) da Fundacio Oswaldo Cruz.

Laboratorio de Referencia Nacional e Vetores das Riquetsioses
Fiocruz, Instituto Oswaldo Cruz, Avenida Brasil, 4365, Pavilhdo Lauro Travassos Anexo salas 01 a 10
Manguinhos. Rio de Janeiro, RJ, Brasil
CEP: 21040-900
Tels: (21) 2562-1340/ 1364/1448/1313

72



ANEXO 6

Instituto Oswaldo Cruz
. Comissio de Etica no Uso de Animals - CEUA/I0C

LICENGA L-003/2018
Cerlificamos que o protocolo (CEUAAOC-036/2017), infilulado “ Estudo sobre a Dirofilariose
Canina na Baixada Fluminense RJ.", sob a responsabilidade de Gilberto Salles Gazeta atende
ao disposto na Lei 11794/08, que dispbe sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos
licenga o exime a observéncia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legistagdo nacional.

Esta licencga tem validade até 31/03/2019 e inclui 0 uso total de:

Animal Espéciee | quant. | & | § Idade Peso | Orgem(’) |
linhagem | _(total)
{X) Outros Canis lupus . — |Maiorqueb|3 kg a

familiaris 142 meses a 18 | G0kg | Clinicas e
' anos Consultérios
: Veterinarios
da Baixada
Fluminense,

RL

Observagdo: Esta liceriga nfio substini outras licengas necessdfias, como Certificado de
Cualidade em Biosseguranga para animais geneticamente modificados, certificado do IBAMA para
captura de animais siivestres ou outros.

Rio de Janeiro, 14 de margo de 2018,

JC L~

Flavio Alves Lara
Coordenador da CEUA/nstituto Oswaldo Cruz
Fundagéio Oswaldo Cruz

MM“ mm R - Brasi
5 ongon o
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ANEXO 7

FIOCRUZ/IOC

| IOC FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ - .. Q“ Plobeforma

Trwciopnn Owwalibo Cras

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO SOBRE A DIROFILARIOSE CANINA NA BAIXADA FLUMINENSE, RJ.
Pesquisador: ANTONIO HENRIQUE ALMEIDA DE MORAES NETO

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 82490118.1.0000.5248

Instituicao Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.629.509

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado de Viviane Marques de Andrade Vieira Viviane, orientada pelo
pesquisador principal Dr Antonio Henrique A. Moraes Neto. O estudo, segundo o pesquisador, “sera do tipo
descritivo, transversal, observacional, ndo aleatério por conveniéncia, envolvendo cdes de companhia
atendidos em servico veterinario na Baixada Fluminense, RJ.”

A dirofilariose € uma zoonose, cujo agente etiolégico é o filarideo Dirofilaria immitis. O hospedeiro mais
frequente € o cdo, acomete o coracdo, também conhecida como o “verme do coragdo”. No homem,
hospedeiro acidental, pode comprometer o parénquima pulmonar gerando nddulo. A possibilidade da
infeccdo acometer o homem pode ser influenciada pelo tamanho da populacdo canina, a prevaléncia da
infeccdo em caes, a densidade dos vetores e a exposicdo do homem aos culicideos. Casos tém ocorrido na
regido da Baixada Fluminense no RJ. Sendo assim, os pesquisadores propdem o estudo da infecgdo na
regido, enfatizando a prevaléncia da dirofilariose canina, os fatores de risco associados e o seu potencial
zoondtico, na Baixada Fluminense, RJ. O estudo sera realizado em clinicas, consultérios e laboratérios de
patologia clinica veterinaria. Para tanto, os pesquisadores irdo coletar 142 amostras de sangue total (1 mL)
de cada animal, por pungdo venosa, acondicionadas em tubo contendo EDTA, armazenadas a -20°C até a
extracdo de DNA, para realizacédo da técnica molecular de PCR. A prevaléncia (1,81 %) em cées para trés
bairros da regido entre 2014 a 2016, em clinicas da Taquara, Imbarié e Nova Campinas foi calculada
utilizando-se dados secundarios. A frequéncia entre as racas também foi

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansao)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Pagina 01 de 07
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FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - £
FIOCRUZ/IOC A 2\

calculada, sendo que 40,8% eram de raca e 42,9% sem raga definida (SRD). Por faixa etaria, 46,1%
aduftos, 25,92% de idosos, 19,2% filhotes e 76,9% ndo estavam identificados. Os pesquisadores pretendem
avaliar a prevaléncia da infecgdo na localidade, os fatores de risco que predispdem o aumento de casos, a
fim de despertar nos profissionais de salde o interesse e adogio de métodos preventivos.

Analisar a presencga de-Dirofilariose canina no municipio de Duque de Caxias, Baixada Fluminense, RJ,
observando o risco de infecgdo humana.

i) Detectar casos da dirofilariose canina, em Dugue de Caxias, a partir de amostras sanguineas de cdes
domiciliados ou que forem atendidos em servigos veterindrios;

iy Identificar molecularmente espécies de Dirofilaria;
iiiy Obter a prevaléncia da Dirofilariose canina na localidade;

V)Analisar os corhecimentos, atitudes e praticas de profissionais da drea da salide e tutores de animais
acerca da dirofilariose canina;

v) Analisar o risco de infecgdo humana por Dirofilaria spp.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador principal:

Riscos:

“A pesquisa pode oferecer um certo desconforto para o animal devido ao procedimento de coleta de sangue
eomo hiperemia e edema (devido a pungiio pela agulha). O tutor, a0 acompanhar o procedimento, podera
apresentar algum mal estar (tonteira ou desmaio) e neste caso a coleta de sangue serd suspensa, até que
se recupere o bem estar do tutor.”

Beneficios:

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 708 {Campus Expansio}.

Bairro: Manguinhos , CEP: 21.040-360

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)3882.9011 Fax: (21125614815 E-mail: cepfioctuz@ios fivcruz br

Paclsa 02ds OF
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FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - ¢~ Platalfc
FIOCRUZ/IOC - ‘

Inciuir o contato do CEP Fiocruz/IOC no TCLE;

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC. Instituto Oswaldo Cruz /
Fundagdo Oswaldo Cruz Avenida Braslil, 4.036 - sala 705 -Manguinhios - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-
360 Tel.i(21) 38829011 Fax: (21) 2561-4815 e-mail: cepfiocruz@ioc. fiocruz.br.

Considerages Finais a critério do CEP;

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz/IOC), de
acordo com as atribuicies definidas na Res. 466/12 do CNS, manifesta-se por APROVAR o projeto em tela
em Ad-Referendum conforme resolug@o em sua 237" Reunidio Ordindria, uma vez que a pendéncia emiitida
pelo piesente CEP foi atendida.

Cabe ressaltar que a responsabilidade do pesquisador principal é indelegavel e indeclindvel e compreende
0§ aspectos éticos & legais,

Apresentar relatérios parciais (anuais) e relatério final do projeto de pesquisa é responsabilidade
indelegavel do pesquisador principal.

Qualquer modificagio ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida 4 apreciacio do
CEP Fiocruz/lOC,

O participante de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deverd rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -TCLE apondo sua assinatura na Gitima pagina do referido
Te

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na itima pagina do referido Termo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséio) v
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882.9011 Fax: (21)2561-4818 E-mail: cepliocrua@ioc fiecruz b
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Confingagic da Pagecer: 2 629:509

“Identificar a possibilidade de casos de Dirofilariose canina na Baixada Fluminense e identificar as
possiveis espécies dé ocorréncia na regido; Elaboragao de proposias para novos protocolos clinico para
prevengdo, diagndstico, tratamerito e controle da dirofilariose canina na Baixada Fluminense, RJ.*

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto estd bem fundamentado e tem relevéincia para o conhecimento epidemiolégico de dirofilariose
canina na Baixada Fluminense. O estudo proposto é pertinente e a metodologia parece adequada para
permitir o alcance dos objetives propostos.

O estudo serd desenvolvido em cées, os participantes humanos 6 serdio contatados para permitir ¢
acompanhar os seus pats. Além de responder um questiondiio sobre dados referentes aos cdes e ao seu
conhecimento sobre a infecgéio,

Segundo o pesquisador principal, © grupo pretende elaborar um Guia metodoldgico para preverncéo e
controle da Dirofilariose canina na Baixada Fluminense, RJ. Coleta de amostra de sangue para andlise
diagnéstica e orientacfo de tratamento, conforme a necessidade identificada.

O projeto foi aprovado em 14 de margo de 2018 pela CEUA IOC/Fiocruz Licenga L-003/2018.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:
Foram apmmiadose analisados os seguintes documentos:
FORMACOES BASICAS DO PROJETO 1067634;
24-103“@05%
3-Carta resposta “ponto a ponto”, em papel timbrado, datada e assinada pelo pesquisador principal e pela
aluna;
4-Cronograma atualizado;
5-Projeto detalhado atualizado e
8-TCLE atualizado.

O projeto deve ser desenvelvido na forma em que foi aprovado.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto estd em conformidade com a Resolugdo 466/12 do CNS, pols a pendéncia emitida no parecer n®
2 572 842 de 01 de abril de 2018 foi atendida:

| Enderego: Av. Brasi 4036, Sall 705 (Campus Expansio)

Bairro: Manguinhos CEP: 21 040-360

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRG

Telefone:  (21j38826011 Fax: (21)2561-4815 E-mail; cepflocruz@ios fiocruz.br

Figha 03 de &7
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Tipo Documento Postagem
doProjeto  |ROJETO 1067634.pdf 14:08:39
14:08:06
20/04/2018
13:59:17  [He
I:m ] Dete i
13:57:14 IRl
(TCLE/ Termos de | TCLE_Alualizado_viviane.pdf 20/04/2018 |ANTONIO
: 13:51,08
Cronograma_atualizado.pdf 04/2018
13:49:57
Folha_de_rosto_Atualizada.pdf 12/03/2018
12:46:01
declaracao_concordancia. pdf 08/03/2018 |
Parecer_CEP.pdf 08/03/20 7 “1‘8' ‘
_ 13:44:48
carta_solicitacao_troca_pesquisador.pdf| 08/03/2018 |\
10:54:51
Parecer_CEP_Viviane.paf 08/03/2018 |
10:54:51
TCLE/ Termosde | carta_resposta_CEP_atualizada.pdf 08/03/2018
Assentimento / 10:4645 |
Justificativa de
chusnm de |Termo_anuencia_LITEB.pal 07/03/2018 |
Assentimento / 13:12:52
Justificativa de
Auséncia —r : ) Mnmm—
TCLE / Termosde | Termo_confidencialidade_Sigilo_atuahzal 06/03/2018
Assentimento / da.pdf 10:40:32
Justificativa de
TCLE ! Termos de | Termo_anuencia_Vetnovacampina_atua| 06/03/2018
Assertimento / lizado pdf 10:40:18
Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 706 (Campus Expansdo)
Bairro: Manguinhos. CEP: 21.040-360
UF: R Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (2113882-9011 Fax: (21)2561-4815 Eanwil: ceplisciuz@iot fiocruz.bi ]
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