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RESUMO

BASTOS, P.M. Comparagdes macroscopicas e histopatologicas de lesbes cutaneas em caes
com leishmaniose visceral. Macroscopic and histological comparisons of cutaneous lesions in
dogs with visceral leishmaniasis 2013. 47 p. Monografia de concluséo do curso de Medicina
Veterinria - Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia,
Brasilia, DF

Objetivou-se caracterizar macroscopica e histopatologicamente as lesdes cutaneas de animais
diagnosticados com Leishmaniose Visceral Canina. Fragmentos de lesdes difusas pelo corpo
dos animais foram classificados de acordo com suas caracteristicas clinicas, coletados, fixados
em solucdo de formalina tamponada 10% e submetidos a histoprocedimento e coloracdo de
rotina. A patir das lesdes, foram confeccionadas Iaminas, as quais foram analisadas a luz de
um microscopio optico. Quanto a localizagdo, observou-se maior ocorréncia das lesbes em
areas onde ha predominancia cartilaginosa, somando-se as lesdes que acometeram plano nasal
e borda de orelha (n=9 — 29,03%) e &reas de proeminéncias 6sseas (N=7 — 22,58%). A
observacdo macroscépica, o padrdo mais frequentemente identifcado foi o de dermatite
crostosa ( n= 14 — 45,16%), sequida da classificacdo de hipotricose ( n =13 — 41,93%). A
observacdo microscépica, a alteracdo histopatolégica de padrdo ndo inflamatério de maior
representatividade foi a hiperqueratose ortoqueratotica. Em 31 lesGes analisadas, 15 (48,49%)
foram identificadas esta alteracdo, seguida por colagendlise (n=13 — 41,93%) e incontinéncia
pigmentar melénico dérmica (n=12 — 38,71%). Do total de l&minas analisadas, 4 ndo
apresentaram alteracOes sugestivas de inflamagdo. Das 27 laminas restantes, mais da metade
apresentou inflamacéo intensa (n=14 — 51,85%), caracterizada pela densidade do infiltrado
inflamatério. O tipo celular mais comum no infiltrado inflamatério foi o
histiocitico/macrofagico (n=23 — 85,18%) seguido pelo linfocitico (n=16 — 59,25). As
alteracbes microscépicas auxiliam ainda na classificacdo das lesdes de maneira mais
completa, principalmente no que se refere ao grau de inflamacéo por esta apresentado para, no

caso de animais vivos, auxiliar no tratamento de feridas cutaneas.

Palavras chave: Leishmaniose Visceral Canina, histopatologia, lesées cutaneas
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ABSTRACT

BASTOS, P.M. Macroscopic and histological comparisons of cutaneous lesions in dogs with
visceral leishmaniasis. Compara¢des macroscopicas e histopatoldgicas de lesbes cutaneas em
cdes com leishmaniose visceral. 2013. 47 p. Monografia de conclusdo do curso de Medicina
Veterinéria - Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia,
Brasilia, DF

This study aimed to characterize macroscopic and histopathological cutaneous lesions of
animals diagnosed with Canine Visceral Leishmaniasis. Fragments of lesions spread on the
body were classified according to their clinical characteristics, collected and fixed in 10%
formalin and processed histologically using Hematoxylin Eosin staining. Blades, which were
analyzed in the light of an optical microscope were made. As for location, were observed a
higher incidence of lesions in areas where there are predominantly cartilaginous, adding to the
lesions in the nasal plane and the top of the ear (n = 9 to 29.03%) and areas of bony
prominences (n = 7 - 22.58%). In a macroscopic observation, most often pattern identificated
was crusted dermatitis (n = 14 to 45.16%), followed by hypotrichosis (n = 13 to 41.93%). On
microscopic examination, the histopathological changes of non-inflammatory pattern most
representative was hyperkeratosis. In 31 lesions analyzed 15 (48.49%) were identified this
change, followed by collagenolysis (n = 13 to 41.93%) and dermal melanin pigment
incontinence (n = 12 to 38.71%). However, each macroscopic lesion had more than one
standard non-inflammatory. From the total of slides analyzed, four showed no suggestive
chages of inflammation. Of the remaining 27 slides, over half showed intense inflammation
(n = 14 to 51.85%), characterized by the density of the inflammatory infiltrate. The most
common cell type in the inflammatory infiltrate was histiocytic / macrophage (h = 23 to
85.18%) followed by lymphocytic (n = 16 to 59.25%). Microscopic changes also help in
classification of lesions more thoroughly, particularly as regards the degree of inflammation

appear to this, in the case of live animals aid in the treatment of skin wounds.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis, histopathology, skin lesions
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PARTE | - RELATORIO DE ESTAGIO



1. INTRODUCAO

O Estagio Supervisionado é uma atividade preconizada ao fim da graduacéo do curso
de Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia que tem como objetivo inserir o aluno
nas praticas veterinarias.

O estégio foi realizado nas &reas de Clinica Cirlargica de Pequenos Animais do
Hospital Veterindrio da Universidade de Brasilia (HVet-UnB), no periodo compreendido
entre 12/08/2014 a 12/09/2014, sob a supervisdo da Prof® Dr* Ana Carolina Mortari e da
médica veterinaria Fernanda Natividade, perfazendo 172 (cento e setenta e duas) horas de
estagio e na Clinica Médica de Pequenos Animais, entre os dias 15/09/2014 a 14/11/2014,
sob a supervisao da Profé Dr® Glaucia Bueno, perfazendo um total de 324 (trezentas e vinte e

quatro) horas.



2. SETOR DE CLINICA CIRURGICA

2.1 Descricdo da area de trabalho

O hospital dispde de dois consultorios para o atendimento em clinica cirargica, além
do centro cirdrgico, local onde sdo realizadas as cirurgias da rotina médica do HVet-UnB. Ha
também a Técnica Cirurgica, local onde sdo realizadas as aulas préaticas da disciplina de
mesmo nome. O hospital conta com laboratérios de apoio: Patologia Veterinaria, Patologia
Clinica Veterinaria, e Microbiologia Veterinaria. Dispbe ainda de farméacia, sala de
radiografia, internacdo, sala para procedimentos pré-anestésicos e sala de esterilizacdo de
instrumentos cirdrgicos.

Cada consultério € equipado com uma mesa de atendimento, trés cadeiras (uma para o
veterinario e duas para os proprietarios), computador, uma mesa de aco inoxidavel, um
negatoscopio e uma pia. Em todos os consultérios sdo encontradas bandejas com clorexidine,
PVPI topico e degermante, alcool, &gua oxigenada, gaze e algodéo.

O centro cirargico é equipado e dispbe de mesas de aluminio, ar e oxigénio
canalizados, ar condicionado, material estéril, estoque de medicacBes de emergéncia,
anestésicos, analgésicos, ventiladores mecanicos e aparelhagem para monitoracdo do animal
anestesiado.

As especialidades disponibilizadas na area cirdrgica sdo: oftalmologia, ortopedia,
neurologia, odontologia e fisioterapia. Os atendimentos das especialidades ocorrem por
agendamento e horarios marcados.

O horério de funcionamento é de 07:30 as 12:00 horas e de 14:00 as 18:00 horas. N&o

ha plantdo noturno.

2.2 Atividades desenvolvidas

As principais atividades realizadas durante o periodo de estdgio foram:
acompanhamento de consultas e realizacdo de anamnese e exame fisico geral, que inclui
avaliacdo da frequéncia cardiaca, da frequencia respiratéria, dos linfonodos, do estado de
hidratacdo, coloracdo das mucosas e afericdo da temperatura retal.

Os estagiarios deveriam chegar as 8 horas da manha e as atividades encerravam-se as
18h. O horério de almogo era de 12h as 14h, a depender do ritmo das atividades. Cada
estagiario deveria trajar um jaleco ou pijama cirdrgico e ter sempre disponivel um

termdmetro, uma caneta e um estetosc()pio.



Quando requisitado, deveria acompanhar o paciente em exames de diagnostico por
imagem como radiografias e ultrassonografia. Apds acompanhar o exame, era de
responsabilidade da estagiaria receber o laudo e encaminha-lo ao veterinario responsavel pelo

paciente.

2.3 Casuistica
Os atendimentos eram geralmente realizados por ordem de chegada, desde de que nédo

houvesse emergéncia.

Espécies

m Caninos
M Felinos
Gréfico 1 - Proporcdo entre as espécies atendidas no Hospital
Veterinario da UnB no setor de Clinica Cirdrgica
Sexo - caes
B Fémeas
H Machos

Gréfico 2 — Proporcdo entre os sexos de cédes atendidos no Hospital
Veterinario da UnB no setor de Clinica Cirurgica



Sexo - gatos

B Fémeas

B Machos

Gréfico 3 — Proporcao entre os sexos de gatos atendidos no Hospital
Veterinario da UnB no setor de Clinica Cirdrgica

Média de idades

’

B Machos

B Fémas

o N B O ®

Caes

Gatos

Gréafico 4 — Médias de idades de cdes e gatos atendidos no Hospital
Veterinario da UnB no setor de Clinica Cirargica
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Gréafico 5 — Numero absolutos de racas de gatos identificadas durante

os atendimentos da Clinica Cirdrgica no Hospital Veterinario da UnB

Dogo Argentino
Bichon Frise
Akita

Dalmata
Sheepdog
American Staffordshire
Fox Paulistinha
Weimaraner
Fila Brasileiro
Pit Bull

Golden Retriever
Pinscher
Bulldog francés
Boxer
Schnauzer
Cocker
Rotweiller
ShiTzuh
Labrador
Daschund
Yorkshire
Poodle

SRD

o
N
i
[e)}
[o0]

10

12

Grafico 6 — Numeros absolutos de racas de cdes identificadas durante os

atendimentos da Clinica Cirargica no Hospital Veterinario de Pequenos Animais

da UnB




TABELA 1 - Relacdo de diagndsticos e suspeitas
diagnosticas para o0s pacientes caninos e felinos
acompanhados na Clinica Cirdrgica no Hospital

veterinario da Unb

Gastrointestinal

Corpo estranho

Doenca Periodontal
Torgdo volvulo gastrica
Neurolégico

Sindrome de Horner
Oncoldgico

Neoplasia maméria
Mastocitoma

Lipoma

Neoplasia cutanea
Neoplasia dssea
Hemangiossarcoma
Neoplasia testicular
Sarcoma histiocitico
Tumor Venéreo Transmissivel
Oftalmico

Ulcera de cornea
Ceratoconjuntivite seca
Blefarite

Conjuntivite

Uveite
Musculo-esquelético
Fraturas

Luxacéo patelar
Ruptura do Ligamento Cruzado
Cranial

Artrite

Displasia coxofemoral
Artrose
Discoespondilose
Luxacdo coxofemoral
Sindrome Lombossacra
Miosite

Reprodutor

Piometra

Urogenital

Urolitiase

Total 100
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2.4 Discussao e concluséo

As afeccBes muasculo-esqueleticas foram as mais frequentes, e dentre elas, destacam-se
as fraturas. Como observado durante a anamnese, as fraturas ocorreram principalmente em
animais jovens e filhotes, possivelmente por sua fragilidade 6ssea e por seram mais ativos.

As afeccOes oncologicas vieram logo em seguida em proporc¢do de ocorréncia, e dentre
elas, as neoplasias mamarias foram as mais comuns na Clinica Cirdrgica de Pequenos
Animais. As neoplasias mamarias apresentaram-se relacionadas a animais mais velhos e que

ndo haviam sido castrados, e esta é a possivel explicacdo para a maior frequéncia.

3. SETOR DE CLINICA MEDICA

3.1 Descricdo da area de trabalho

O hospital dispde de quatro consultorios para o atendimento em clinica médica. Conta
ainda com os laboratérios de Patologia Veterindria e Patologia Clinica Veterinéria,
Microbiologia e Parasitologia, farmacia, sala de radiografia, internacdo, além de sala para
ultrassonografia e ecocardiografia.

Cada consultdrio € equipado com uma mesa de atendimento, trés cadeiras (uma para o
veterinario e duas para os proprietarios), computador, uma mesa de aco inoxidavel, um
negatoscopio e uma pia. Em todos os consultérios sdo encontradas bandejas com clorexidine,
PVPI topico e degermante, alcool, agua oxigenada, gaze e algodao.

O hospital possui servico especializado na area de cardiologia veterinaria, o qual
fornece avaliacdo cardiaca completa ao paciente cardiopata além do servico especifico para
medicina felina, o qual possui um consultorio e uma internacdo propria. Ha ainda o servico do
Banco de Sangue Canino, o qual possui sala propria para armazenamento do sangue coletado
de cées doadores.

O horério de funcionamento é de 07:30 as 12:00 horas e de 14:00 as 18:00 horas. N&o

ha plantdo noturno.

3.2 Atividades desenvolvidas

As principais atividades realizadas durante o periodo de estagio foram:
acompanhamento de consultas e realizagdo de anamnese e exame fisico geral, que inclui
avaliacdo da frequéncia cardiaca, da frequencia respiratoria, dos linfonodos, do estado de

hidratacdo, coloragdo das mucosas e afericdo da temperatura retal. Os casos eram entdo



referidos as veterindrias responsaveis, as quais adotavam a conduta necesséria a cada caso.
Além destas atividades, a coleta de sangue e a administracdo de medicamentos sob supervisdo
das médicas veterinarias foram praticas executadas.

Os estagiarios devem chegar as 8 horas da manha e as atividades encerram-se as 18h.
O horario de almogo era de 12h as 14h, dependendo diretamente do ritmo das atividades.
Cada estagiario deve trajar um jaleco ou pijama cirdrgico e ter sempre disponivel um
termdmetro, uma caneta e um estetoscopio.

Quando requisitado, o estagiario deveria acompanhar o paciente em exames de
diagndstico por imagem como radiografias e ultrassonografia. Apds acompanhar o exame, era
de responsabilidade do estagiario receber o laudo e encaminh&-lo ao veterinario responsavel

pelo paciente.

3.3 Casuistica
Os atendimentos sdo geralmente realizados por ordem de chegada e possiveis

emergéncias sdo avaliadas e tratadas como prioridade.

Espécie

m Canina

M Felina

Grafico 7 - Proporcdo entre as espécies atendidas no Hospital

Veterinario da UnB no setor de Clinica Médica



Sexo - caes

B Fémeas

B Machos

Gréafico 8 — Proporcéo entre os sexos de cédes atendidos no Hospital
Veterinario da UnB no setor de Clinica Médica

Sexo - gatos

B Machos

B Fémeas

Gréafico 9 — Proporc¢do entre os sexos de gatos atendidos no Hospital
Veterinario da UnB no setor de Clinica Médica
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Gréafico 10 — Médias de idades de caes e gatos atendidos no Hospital
Veterinario da UnB no setor de Clinica Médica
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Gréfico 11 - Ndmero absolutos de racas de gatos identificadas

durante os atendimentos da Clinica Médica no Hospital Veterinario
da UnB
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Gréafico 12 — Numeros absolutos de ragas identificadas durante os atendimentos da

Clinica Médica no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da UnB




TABELA 2 - Relagdo de diagndsticos e suspeitas

diagnosticas para os pacientes felinos acompanhados na

Clinica Médica do Hospital veterinario da UnB

Diagnostico/Suspeita

NUmero de casos

Cardio-respiratorio

Complexo Respiratorio Felino

Bronquite

Digestorio

Pancreatite

Triade Felina

Gastrite

Gengivite

Megacolon

Abcesso dentario

Infeccioso

FELV*

FIV*

Musculo esquelético

Fratura

Luxacgdo coxofemoral

Luxacéo patelar

Neoplasia

Linfoma

Reprodutor

Piometra

Urogenital

Doenca Renal Cronica

Cistite

Urolitiase

Pielonefrite

TOTAL

U1 = = =
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*: Virus da Leucemia Felina
**: Virus da Imunodeficiéncia Felina
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TABELA 3 . Relacdo de diagndsticos e suspeitas

diagnosticas  para  0sS

pacientes  caninos

acompanhados na Clinica Médica no Hospital

Diagndstico/Suspeita

NUmero de casos

Cardio-respiratorio

17

Degeneracdo Valvar Mitral

Edema pulmonar

Bronquite

Colapso de traquéia

Bronquiectasia

Espirro reverso

Endrécrino

Hiperadrenocorticismo

Hipotireoidismo

Diabetes

Obesidade

Gastrointestinal

Gastrite

Gengivite

Corpo estranho

Ulcera géstrica

Abcesso dentario

Megacolon

Colelitiase

Linfangiectasia

Pancreatite

Colangite

Esofagite

Perfuracdo intestinal

Infeccioso

Erlichiose

Parvovirose

Cinomose

Giardiase

Leishmaniose

Leptospirose

Musculo esquelético

Fraturas

Neoplasia

Neoplasia mamaria

Mastocitoma

Neoplasia abdominal

Hemangiossarcoma

Linfoma

Neoplasia testicular

RlRvwlwla|5la s ao|wla|a|BI8|r|r|rrN NN NN w o o|Blw| v w| &S R R NN AN
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Tumor Venéreo Transmissivel
Reprodutivo

Vaginite

Piometra

Metrite

Prolapso uterino
Tegumentar

Otite

DAPE*

Demodiciose

Piodermatite

Atopia

Dermatofitose
Alergopatia a esclarecer
Pododermatite

Seborréia seca

Urogenital

Doenca Renal Cronica
Cistite

Urolitiase

Pielonefrite

Insuficiéncia Renal Aguda
Insuficiéncia Renal Cronica
Hidroneforse

Outros

Intoxicagao

Ferida por mordedura
Aplasia de medula
Epilepsia

TOTAL

*: Dermatite Alérgica a Picada de Ectoparasitas

R |v|w w|hlo|o|o|o||F | w w|o|-

O NNINNFRPIRPINW RO
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3.4 Discussao e conclusao

Doencas tegumentares e infecciosas foram as afeccGes mais comuns na Clinica
Médica de Pequenos Animais. A afeccdo tegumentar otite foi a mais frequente, ocorrendo
principalmente, como observado durante a anamnese, em animais que sdo levados com
frequéncias aos servigoes de banho e tosa de pet shops. Dentre as doencas infecciosas, a
erlichiose foi a mais frequentemente observada. Observou-se também quantidade
consideravel de animais que apresentaram leishmaniose, doenca endémica no Distrito

Federal.
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PARTE Il - COMPARACOES MACROSCOPICAS E HISTOPATOLOGICAS DE
LESOES CUTANEAS EM CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma grave doenca sistémica dos caes
causada por protozoarios do género Leishmania (LIMA et al., 2004). Por serem digenéticos,
vivem na forma amastigota em vertebrados e, em insetos vetores, na forma promastigota,
sendo fagocitados pelos macréfagos do hospedeiro, disseminando-se pelo organismo
(NELSON & COUTO, 2010).

A transmissdo ocorre por meio da picada da fémea do mosquito hematofago
flebotomineo. Transfuséo sanguinea, brigas, acasalamento e transmissao congénita sdo outras
formas de difusdo desta afeccdo (DUPREY, 2006). Silva (2012), e Campos & Costa (2014)
relatam a possivel participagdo do carrapato Rhipicephalus sanguineus como vetor do
protozoario aos animais. Ambientes Umidos sdo os mais favoraveis para a sobrevivéncia do

mosquito, que possui ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais (CFSPH, 2009).

Epidemiologicamente, a doenca pode ser classificada de duas maneiras: a forma
zoondtica e a forma antropoldgica. Os cdes sdo 0s principais reservatorios, com carater
especial para os centros urbanos, onde a doenca esta instalada (WERNECK, 2014). Isto é
decorrente do intenso parasitismo cutaneo descrito em animais infectados, incluindo os
portadores assintomaticos (SILVA, 2007). Costa et al. (2010) relatam a ocorréncia da doenca

em gatos de area endémica.

Em alguns animais, os sinais clinicos se desenvolvem logo apés o periodo de infecgdo.
Em outros casos, os animais infectados podem permanecer assintomaticos por toda a vida ou
manifestarem-se apenas em casos de imunossupressao (CFSPH, 2009). A pele é o local onde
mais comumente se manifestam os sinais clinicos da doenca. Apresenta ainda grande
importancia na LVC por ser o 6rgdo onde ocorre a primeira interacdo entre o parasita e 0
sistema imune canino (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999).

O diagnéstico laboratorial da doenca é realizado basicamente por meio de exames
soroldgicos e parasitolégicos como a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), ensaio
imunoenzimatico (ELISA), fixacdo do complemento, aglutinacdo direta, observacdo dos
amastigotas ou avaliacdo imunoistoquimica (IMIQ). A técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) vem sendo também utilizado como método de confiabilidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SILVA et. al., 2014).
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2. REVISAO DE LITERATURA

As manifestag0es cutdneas em cdes com Leishmaniose Visceral sdo bastante
frequentes. Nesta infeccdo, o parasito se multiplica no interior dos macréfagos causando
inflamacdo cronica na qual a pele é o primeiro ponto de contato e, consequentemente,
primeiro sitio de infeccdo (LIMA, 2007) A alta relevancia epidemioldgica da doenca esta
diretamente relacionada ao crescimento da incidéncia na ultima década, somada ao intenso
parasitismo cutaneo relatado em cées sintomaticos e assintomaticos. A combinacdo destes
fatores tem contribuido para a propagacdo desta grave enfermidade (CALABRESE et al.,
2010). Apesar da natureza visceotropica do protozoario, as lesdes cutaneas podem ser a Unica
manifestagdo em animais classificados como sintomaticos (KOUTINAS et al., 1999).

Em seu estudo, Queiroz et al. (2011) classificaram os animais diagnosticados como
assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos. Os animais assintomaticos
apresentaram pouca ou nenhuma leso visivel. A histoquimica, verificou-se que 62,5% dos
animais com esta classificacdo apresentaram resultado negativo quanto a presenca de
parasitos do género Leishmania. No entanto, 37,5% dos cédes apresentaram carga parasitaria
em graus que variaram de leve a intenso. Animais oligossintomaticos obtiveram resultado
considerado suspeito para 63,6% das amostras. Para 0s animais polissintométicos, a
porcentagem de amostras cutaneas positivas foi de 75%. Por outro lado, cées com
sintomatologia clinica tipica e com comprovada infeccdo podem apresentar auséncia de
formas amastigotas na pele, reduzindo sua participacdo como fonte de infeccdo (TAFURI et
al., 2001).

Classicamente, a LVC apresenta lesdes cutaneas, principalmente descamacdo e
eczema, em particular no espelho nasal e na orelha, pequenas Ulceras rasas (localizadas mais
frequentemente ao nivel das orelhas, focinho, cauda, articulacdes) e pelo opaco. Nas fases
mais adiantadas da doenca, observa-se onicogrifose, alopecia, dermatites, Glcera de pele e
hiperqueratose (QUEIROZ et al.,2011; NETO et al.,2008)

Em seu estudo, Aguiar et al. (2007) encontraram alteracGes cutaneas em 100% (61
cdes) dos animais avaliados, observando principlamente alopecia, despigmentacéo,
descamacdo, lesdes ulcerativas, formacgBes nodulares e pustulares, além de onicogrifose.
Queiroz et al. (2011) verificaram em seu estudo que as alteracOes cutaneas observadas na

maioria dos animais foram dermatite exfoliativa seca, crostas, hiperqueratose, hipotricose,
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alopecia, dermatite ulcerativa e hiperpigmentacéo. Neto et al. (2008) descrevem cdes com
padrdo dermatologico descamativo de distribuicdo generalizada. Este padrdo esteve
geralmente associado a presenca de onicogrifose e hiperqueratose em plano nasal. Além disto,
areas alopécicas ou hipotricoticas apesentaram distribuicdo simétrica em regides periocular e
do pavilhdo auricular. Os cdes com padrdo dermatoldgico ulcerativo apresentaram Glceras em

regides de proeminéncias 6sseas, pavilhdo auricular, narina, face e labios.

A analise microscopica, as amostras de pele demonstraram alteracbes compativeis
com dermatite, sendo as mais comuns do tipo perivascular e perifolicular. Formas amastigotas
foram identificadas principalmente nas regides superficial, média e profunda da derme, assim
como na hipoderme e em fibras musculares. No entanto, na maioria os casos, 0 parasito nio
foi identificado em cées com dermatite onde houve predomindncia de células
polimorfonucleadas, especialmente neutréfilos. Os animais com alta carga parasitaria
apresentaram intenso infiltrado de células mononucleares e abundante presenca de formas
amastigotas no interior dos histiocitos, além de inflamacdo dermal difusa com completo
desarranjo das fibras de tecido conjuntivo que foram substituidas por células mononucleares

inflamatdrias ou formacéo nodular e dermatite perivascular (QUEIROZ et al., 2011).
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Os animais utilizados no trabalho foram oriundos do Centro de Controle de Zoonoses
do Distrito Federal (CCZ — DF). Utilizaram-se 20 animais, todos diagnosticados com
Leishmaniose Visceral Canina a partir dos testes de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), Enzyme Linked Immunossorbent Assay (ELISA), ambos preconizados pelo
Ministério da Salde como métodos diagnosticos em cédes, e 0 DPP® (teste rapido para
diagnédstico da LVC). A condi¢do de positividade indicou a eutandsia destes animais de
acordo com o Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral, Ministério da
Salde,2006 e Portaria interministerial 1.426 de 11 de julho de 2008 . N&o houve critério

guanto a raca ou a idade e todos 0s animais selecionados apresentavam lesdes cutaneas.

3.2 Coleta de material e procedimento histologico

Fragmentos das lesbes cutaneas dos animais foram coletados na tentativa de capturar,
em profundidade e extensdo, as camadas de pele acometidas. Estes foram fixados em solucao
de formalina tamponada 10% por um tempo de, no minimo, 48 horas antes do inicio do
histoprocedimento. Apds a fixacdo, os fragmentos foram submetidos a técnica histologica
convencional para a realizagcdo de cortes de 4um de espessura e foram ainda corados pela
técnica Hematoxilina e Eosina para a caracterizacdo histopatoldgica das lesdes. Ao todo,
foram confeccionadas 31 laminas, uma para cada lesdo, visto que alguns animais possuiam

mais de uma alteracdo dermatoldgica.

3.3 Avaliacdo macroscopica

As lesdes foram observadas ainda nos animais e clinicamente categorizadas de acordo
com seu aspecto clinico ao olho nu. A auséncia ou presenca de pelo, secrecdo, nodulacéo,
crosta, pigmentacdo, eritema, descamacdo e aumento aparente da espessura da pele foram

caracteristicas relevantes para a classificacao das lesdes a nivel macroscépico.

3.4 Avaliacéo histopatologica
A avaliagdo histopatologica das lesdes foi realizada por um unico observador. As
laminas confeccionadas a partir das les6es foram analisadas com o auxilio de microscopio

Optico e software de imagens para captura destas. As lesdes foram classificadas em tipo
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inflamatorio (onde foram identificados tipos de infiltrado) e ndo inflamatério ( apontando

alteracdes teciduais).

3.5 Analise dos dados
Os dados clinicos referentes a classificagdo macroscopica das lesGes foram
correlacionados aos dados da avaliacdo histopatoldgica com a finalidade de caracteriza-las. A

estatistica foi realizada de maneira descritiva.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Localizacéo das lesdes

Observou-se maior ocorréncia das lesdes em areas onde ha predominancia
cartilaginosa, somando-se as lesdes que acometeram plano nasal e borda de orelha (n=9 —
29,03%). As areas de proeminéncias 6sseas foram expressivas (n=7 — 22,58%), assim como a
regido periocular (n=5 — 16,13%). Torax e abdémen obtiveram propor¢fes menores. A regido
lombar, 0 pescoco, e regido periauricular atingiram as mesmas proporcées. Os valores totais e

percentuais estdo descritos na tabela 1.

TABELA 1 — Localizacdo das lesbes cutaneas encontradas nos animais

diagnosticados para Leishmaniose Visceral Canina

Abddmen 3 9,68
Articulacdo metatarsica-falangiana 1 3,22
Acrticulacdo Glmero-ulnar 3 9,68
Lombar dorsal 1 3,22
Regido lateral do pescogo 1 3,22
Regido periocular 5 16,3
Regido periauricular 1 3,22
Regido triciptal do membro torécico 1 3,22
Ponta de orelha 5 16,3
Plano nasal 4 12,60
Tibia lateral 2 6,45
Torax 4 12,90

De acordo com Madeira et al. (2009), as lesdes de pele sédo observadas principalmente
em areas de proeminéncias 0sseas e orelhas em concordancia com este estudo, no qual as
lesbes localizaram-se principalmente em areas cartilaginosas como a regido nasal, borda das
orelhas, e ainda nos membros (articulagdo metatarsico-falangica, cotovelo e tibia). As lesGes
de proeminéncias Osseas sdo descritas por Lima (2007) como ulceras de decubito,
possivelmente decorrentes da prostracdo do animal frente a estagios avancados da doenca.
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4.2 Classificagdo macroscopica

A observacdo macroscopica, a classificagdo do tipo dermatite crostosa (Figura 1A) foi
a predominanante, seguida da hipotricose (Figura 1B). Dermatite ulcerativa (Figura 1C) e
dermatite esfoliativa seca (Figura 1D) foram também alteracdes frequentemente observadas.
A tabela 2 apresenta os padrbes de alteragbes macroscépicas identificados neste estudo e
aponta as frequéncias percentuais e 0 numero total de cada um dos tipos de classificacao.

TABELA 2 - Padrdes, nimeros totais e percentuais identificados
a observacdo macroscopica de 31 lesdes cutdneas em cdes com

Leishmaniose Visceral

Dermatite Crostosa 14 45,16
Hipotricose 13 41,93
Dermatite ulcerativa 11 35,48
Dermatite esfoliativa seca 8 25,81
Alopecia 6 19,35
Dermatite nodular 5 16,13
Dermatite eritematosa 4 12,9
Despigmentacao 1 3,22
Hiperpigmentacéo 1 3,22
Hiperqueratose 1 3,22

Liguinificacéo 1 3,22
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FIGURA 1 — A: Padrdo mascroscdpico de dermatite crostosa em aninmal diagnosticado com Leishmaniose
Visceral; B: Padrdo macroscdpico de hipotricose em regido periocular em animal diagnosticado com
Leishmaniose visceral; C: Padrdo mascroscopico de dermatite ulcerativa em regido nasal de céo diagnosticado
com Leishmaniose Visceral; D: Areas de padrdo macroscépico de dermatite esfoliativa seca difusa pelo corpo
do animal, diagnosticado com Leishmaniose Visceral.

As alteracbes do tipo dermatite esfoliativa seca, alopecia, dermatite ulcerativa,
dermatite nodular, dermatite crostosa, hiperqueratose e hiperpigmentacdo séo descritas na
literatura como mais frequentes (TAFURI et al.,2001; CALABRESE et al.,2010; QUEIROZ
et. al., 2011). Estas duas Gltimas foram identificadas neste estudo, cada uma, em uma Unica
lesdo, assim como a liquenificacdo, esperada devido a presenca de inflamacdo crdnica
identificada ao padrdo microscopico em muitas das lesdes. Esperou-se uma frequéncia maior
de identificacdo macroscopica da hiperqueratose, uma vez que a lesdo microscopica ndo
inflamatdria mais frequente foi a hiperqueratose ortoqueratética.

Houve ocorréncia concomitante de duas alteragdes em uma mesma lesdo. Em 13
lesGes classificadas como hipotricoticas, sete apresentaram também dermatite crostosa. Esta
esteve ainda relacionada com as alteragdes dermatite esfoliativa seca e dermatite eritematosa,
nas quais ocorreu em concomitancia, respectivamente, 50% (4 de 8 lesdes) e 75% (3 de 4

lesGes). A mesma relacdo pode ser ainda observada entre as alteragbes dermatite ulcerativa e
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dermatite nodular. A primeira ocorreu em 100% das lesdes onde a dermatite nodular foi

identificada.

4.3 Classificacdo microscopica
4.3.1 Padré&o nao inflamatério
A alteracdo histopatoldgica de padrdo ndo inflamatdrio de maior representatividade, de
maneira geral, foi a hiperqueratose ortogueratdtica (Figura 2A). Em 31 lesdes analisadas, 15
foram identificadas esta alteracdo, seguida por colagendlise e incontinéncia pigmentar
melanico dérmica . A tabela 3 apresenta as altera¢6es microscopicas do tipo ndo inflamatdrias
identificadas neste estudo e retrata as proporgdes e nimeros totais das lesdes microscépicas

nao inflamatorias.

TABELA 3- AlteracGes microscopicas de padrdo ndo inflamatdrio, numeros totais

e percentuais identificados em 31 lesfes cutaneas de cdes com Leishmaniose

Visceral

Colagendlise 13 41,93
Incontinéncia pigmentar 12 38,71
melanico-dérmica

Ulcera 10 32,26
Crosta 9 29,03
Hiperplasia epidérmica 9 29,03
Incontinéncia pigmentar 7 22,58
melanico peri-folicular

Angeogénese 5 16,13
Espongiose 5 16,13
Comedo 4 12,9
Elastose 3 9,68
Fibroplasia 3 9,68
Hiperqueratose paraqueratdtica 3 9,68
Celulite 2 6,45
Miosite 2 6,45
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Cisto folicular 1 3,22
Hemorragia 1 3,22
Hiperplasia sebacea 1 3,22
Necrose muscular 1 3,22

As lesdes de padrdo ndo inflamatorio apresentaram como principais alteracfes a
hiperqueratose ortoqueratotica e a colagendlise. Queiroz et al. (2011) citam em seu estudo a
presenca de lesdes ortoqueratoticas e hiperplasia epidérmica como padrfes nao inflamatérios
mais observados e diretamente relacionados. As lesGes ortoqueratoticas constituem um
aumento da camada cérnea com quantidade excessiva de queratindcitos, o que diretamente,
gera aumento epidémico. Somando-se as lesGes de hiperqueratose paraqueratéticas, que
também ocasionam o aumento corneo, observou-se que 58,06% dos achados apresentaram

esta alteracao.

4.3.2 Padrao inflamatorio

Das 31 laminas analisadas, 4 ndo apresentaram alteracdes sugestivas de inflamacéo.
Das 27 laminas restantes, mais da metade apresentaram inflamag&o intensa (n=14 — 51,85%),
caracterizadas pela densidade do infiltrado inflamatério. O tipo celular mais comum no
infiltrado inflamatério foi o histiocitico/macrofagico (Figura2C) seguido pelo linfocitico. E
importante lembrar que, assim como nas alteracdes ndo inflamatdrias, houve concomitancia
de alteraces histopatoldgicas em uma mesma lesdo. Juntamente com o infiltrado, foi possivel
visualizar a presenca das formas amastigotas (Figura 2C) em 13 lesdes (48,15%). As lesdes
macroscépicas hiperpigmentacdo e liguinificacdo apareceram uma unica vez e apresentaram
infiltrado inflamatorio pouco representativo.

No presente estudo, do total de ldminas que apresentaram o padrdo inflamatério,
apenas 51,85% foram categorizadas como inflamacéo intensa. As alteracbes do padrdo
inflamatdrio foram caracterizadas pelos diferentes tipos celulares observados, dentre 0s quais
se destacou o tipo macrofagico/histiocitico, que correspondeu a 85,18% das areas analisadas.
A presenca de linfocitos (Figura 2D) e neutrofilos foi expressiva dentre as células do tipo
inflamatorio. A tabela 4 apresenta os tipos celulares de infiltrado inflamatorio identificados,

além de seus percentuais e nimeros totais.
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Relata-se que, no hospedeiro, a forma promastigota é englobada por
histiocitos/macrofagos nos quais ocorre a transformacdo na forma amastigota, justificando
estas como as principais células representantes do infiltrado nestes animais na forma
amastigota. Relatam ainda a presenca de linfocitos (o segundo tipo celular mais identificado)
e raros plasmdcitos. A presenca de formas amastigotas no presente estudo foi identificada em
apenas 48,15% das lesfes. No entanto, sabe-se que a ndo identificacdo do parasito ndo exclui
a possibilidade de que a lesdo possa ter sido causada pela acdo do mesmo (VERCOSA et al.,
2012).

TABELA 4 - Tipo celular de infiltrado inflamatorio, nimeros totais e

percentuais identificados em 27 lesdes cutaneas de cdes com Leishmaniose

Visceral

Linfocitico 16 59,26
Neutrofilico 11 40,74
Plasmocitico 7 25,92
Piogranulomatoso 5 18,51
Mastocitose 1 3,7
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FIGURA 2 — A: Fotomicrografia referente ao padrdo miscroscopico ndo inflamatério de hiperqueratose

ortoqueratotica. A seta branca aponta a proliferacdo do materail queratético; B: Fotomicrografia referente ao
padrdo miscroscépico colagendlise. A seta branca aponta a alteragéo; C: Fotomicrografia referente ao infiltrado
inflamatdrio do tipo histiocitcio e presenca de formas amastigotas englobadas. A seta preta indica histidcitos,
enquanto a seta branca aponta formas amastigotas englobadas; D: Fotomicrografia de alteracdes inflamatérias
referente a infiltrado plasmocitico e linfocitico. A seta preta indica plasmdcito, enquanto a seta branca indica

linfécitos.

4.4 Comparac0es entre altera¢fes macro e miscroscopicas
Foi descrita uma comparacdo entre alteracbes macroscopicas e microscopicas, nao
inflamatorias e inflamatdrias. As proporcdes estdo descritas, respectivamente, nas tabelas 5 e

6 a seguir.
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TABELA 5- Frequéncias de identifcacdo de alteragdes histopatdlogicas do tipo nao

inflamatorio em lesGes macroscopicas de cdes diagnosticados com Leishmaniose visceral

Canina

HO H IPM IPM F NA ET
P S F O PF D M
Dermatite 182 9, 27, 18 8. 36, 9 - 18 273 454 18 27, 91 -
ulcerativa 1 3 2 8 4 1 2 2 3
Dermatite 40,0 - 40, 20 80 40, 20 - 20 - 40,0 20 40, - -
nodular o 0 0 o0 0 0 0 0
Hipotricose 538 7, 23, 7, 15 23, - 7, 23 77 308 7, 15 23, -
7 1 7 4 1 7 1 7 4 1
Alopecia 333 33 33 - 16 16, - - - 333 16,7 16 33, 33, -
3 3 7 6 6 3 3
Dermatite 100, - 12, 12 - 25 - 12 - - 50,0 - - 12, 12
esfoliativa 0 5 5 0 5 5 5
Dermatite 357 7, 14, 14 35 57, - 7, 14 286 428 7, 14, 171 7,
crostosa 1 3 R 1 1 3 1 3 1
Dermatite 750 - 25, - 25 100 - - - 500 500 - 50, - 25
eritematosa 0 0 0 0 0
Despigment 100, - 100 - - - - - - - - - - - -
acao 0 ,0
Hiperpigmet 100, - 100 - - - - - - 100,0 - - 100 100 -
acdo 0 0 0 0
Hiperquerat 100, - 100 - - - - - - - - - - 100 -
ose 0 0 0
Liguinifica¢c 100, - 100 - - - - - - 1000 - - 100 100 -
ao 0 0 0 0

HO: hiperqueratose ortoqueratética; HP: hiperqueratose paraqueratética; HE:hiperplasia epidérmica;
E:espongiose; U:Ulcera; C:crosta HS:hiperplasia sebacea; CF: cisto folicular; CO: comedo; IPMPF:
incontinéncia pigmentar melénico peri-folicular; IPMD:icontinéncia pigmentar melanico dérmica; F: fibroplasia;
NA: angeogénese; ET: elastose; NM: necrose muscular; M: miosite; CE: celulite; CG: colagendlise;
HM:hemorragia
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TABELA 6 — Frequéncias de tipos celulares de infiltrado inflamatorio identificados em lesdes

cutaneas de caes com Leishmaniose Visceral

macroscopicas

N HM LC PC MC PIO
Dermatite 72,7 72,7 45,4 27,3 9,1 27,3
ulcerativa
Dermatite 80,0 80,0 60,0 20,0 - 40,0
nodular
Hipotricose 23,1 69,2 53,8 15,4 - 7,7
Alopecia 16,7 83,3 16,7 - - 16,7
Dermatite 12,5 100,0 75,0 25,0 - -
esfoliativa
Dermatite 42,9 78,6 64,3 35,7 - 35,7
crostosa
Dermatite 50,0 100,0 50,0 50,0 - 25,0
eritematosa
Despigmentacéo - - - - - -
Hiperpigmetacéo 100,0 100,0 - - - -

Hiperqueratose - - - - - -
Liguinificagéo 100,0 100,0 - - - -

N: neutrofilico; HM: histiocitico/macrofagico; LC: linfocitico; PC: plasmocitico; MC: mastocitose; PIO:

piogranulomatoso



31

A dermatite crostosa, alteracdo macroscopica mais comum, apresentou como padréo
microscopico ndo inflamatdrio mais frequente a crosta. Este resultado é esperado, uma vez
que supde-se fidedignidade entre os achados. Entretanto, verificou-se que a crosta foi
encontrada em 57,1% , e ndo em 100% como esperado. A mesma observacao pode ser feita
entre a dermatite ulcerativa e a Ulcera. Infere-se deste achado a possibilidade de um erro de
padronizacédo de técnica histologica durante a preparacdo e o poscionamento do material.

A hiperqueratose € definida como um aumento da espessura do estrato corneo e, em
sua forma ortoqueratética, as células ndo apresentam nucleo (CARLTON & McGAVIN,
1998). No presente estudo, esta foi a alteracdo microscopica mais comum entre as lesdes
hipotricose, alopecia e dermatite esfoliativa seca. A hipotricose e a alopecia referem
alteracdes que denotam a perda progressiva da camada de pélos que protege a pele quanto a
injarias. Logo, um aumento na espessura do estrato corneo pode ser sugestivo de uma forma
compensatéria desta protecdo, da mesma forma como ocorre em outras regides do corpo dos
animais com densidade pilosa mais baixa, como abdomen ventral e coxins. A dermatite
esfoliativa seca caracteriza-se por descamac6es decorrentes de uma proliferacdo da camada de
queratina da pele, justificando a correlacao entre esta afeccdo e a hiperqueratose.

A dermatite nodular obteve como padrdo microscépico ndo inflamatério predominante
a alteracdo Ulcera. Ao correlacionar esta alteracdo macroscopica com a alteracdo dermatite
ulcerativa, também macroscépica, observa-se que todas as lesbes classificadas como
dermatite nodular foram também classificadas como dermatite ulcerativa, dado que permite
inferir que as nodulacgdes apresentavam-se todas ulcerdas. Pode-se ainda sugerir uma possivel
evolucgédo de um quadro de lesdo nodular para ulcerada.

Quanto ao infiltrado inflamatdrio, o tipo celular histiocitico/macrofagico foi o
predominante em todas as lesdes nas quais a inflamacdo foi identificada. Os macréfagos séo
considerados células caracteristicas de inflamacGes cronicas de acordo com McGavin &
Zachary (2009), afirmacéo que permite inferir que as lesdes inflamatdrias do presente estudo
encontravam-se em situacdo de cronicidade. Os mesmos autores consideram ainda que
histiocitos sdo “macrofagos fixos de pele”, e por este motivo sdo classificados de forma
conjunta.

O infiltrado neutrofilico foi o segundo tipo celular mais identificado. Os neutrofilos
sdo descritos como “o primeiro tipo celular recrutado no infiltrado inflamatério em reac6es
inflamatorias agudas” (McGAVIN & ZACHARY,2009), mas estd também presente em

processos cronicos como sugeridos para as inflamagdes deste estudo.



32

O tipo de infiltrado inflamatorio mastocitose foi o menos identificado. McGavin e
Zachary (2009) relatam que os mastocitos tendem a parecer muito semelhantes aos
macrofagos na coloracdo HE e usualmente ndo sdo identificados como parte da resposta
inflamatdria. Coloracdes especiais como o0 Giemsa facilitam a identificacdo. A razdo para a
presenca destas células na reacdo inflamatoria esta relacionada a produgdo de enzimas
proteoliticas.

Ainda relacionada as alteracbes microscopicas ndo inflamatdrias, a incontinéncia
pigmentar melanico-dérmica e a colagendlise foram alteragdes de importancia significativa e
ambas estdo provavelmente relacionadas a grande densidade do tipo inflamatdrio
macrofagico/histiocitico e neutrofilico nestas lesdes. A degradagdo proteolitica do coladgeno
ocorre por meio de metaloproetinas da matriz (MMP) sintetizadas e segregadas para dentro
da matriz extracelular por neutréfilos e macrofagos. Além disso, na incontinéncia pigmentar,
ha perda da melanina da camada basal da epiderme devido a lesdo das células desse estrato e
acumulacdo do pigmento em macrofagos localizados na derme superficial. Incontinencia
pigmentar pode se tratar de uma lesdo inespecifica associada a inflamacdo (ROSS &
PAWLINA,2008).
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5. CONCLUSOES

A partir da observacdo das lesGes macroscépicas € possivel sugerir quais tipo de
alteracdes microscopicas, inflamatorias ou ndo, podem estar presentes nas lesdes. Ou ainda
mais fidedignamente, o inverso. As alteragdes microscépicas auxiliam ainda na classificacéo
das lesdes de maneira mais completa, principalmente no que se refere ao grau de inflamacéo

por esta apresentado.
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