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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenga heteroxénica, de
carater zoonotico com distribuicdo mundial. O principal vetor nas Américas é a
fémea de um artropode, diptero, Lutzomyia longipalpis. O agente etiologico é a
Leishmania chagasi (sinbnimo L. infantum), parasita intracelular obrigatério do
sistema fagocitico-mononuclear que afeta qualquer tecido ou viscera dos
mamiferos levando a um quadro de emagrecimento progressivo, fraqueza,
anorexia, ulceras mucocutaneas, conjuntivites, onicogrifose,
hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia generalizada, insuficiéncia renal e
Obito. A fisiopatogenia esta ligada a resposta imunoldgica deficiente contra o
agente. Animais resistentes conseguem eliminar o parasita ou alberga-lo sem
apresentar sinais. Em contrapartida, animais susceptiveis apresentam
deficiéncia em controlar o agente, contribuindo para sua multiplicagdo no interior
de macrofagos e sinais clinicos mais severos. O diagnéstico da LVC pode ser
feito pelos métodos parasitolégicos, soroldégicos e moleculares. Entretanto, os
testes sorologicos, que sdo mais frequentemente empregados na rotina, podem
apresentar resultados falso-positivos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as técnicas de citopatologia, histopatologia e imuno-histoquimica, como
metodos diagnosticos complementares aos testes soroldgicos, no diagndstico da
LVC. Neste estudo foram utilizados 10 cées naturalmente infectados com
diagndstico soropositivo para LVC em testes soroldgicos e citopatoldgicos.
Amostras de linfonodos, bacos e medulas &sseas foram processadas e
detectaram-se formas amastigotas em 100% dos animais analisados. As trés
técnicas demonstraram alta especificidade, porém a técnica de imuno-
histoquimica possui maior sensibilidade. A citopatologia é de baixo custo, de facil
aplicagdo, pouco invasiva e de rapida execugao, sendo recomendada como
método de triagem para formas amastigotas, enquanto que as outras duas

podem ser usadas como exame confirmatorio.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a heteroxenic zoonotic disease
with worldwide distribution. The main vector in the Americas is the female of an
arthropod, Diptera, Lutzomyia longipalpis. The etiologic agent is Leishmania
chagasi (synonymous L. infantum), obligate intracellular parasite of mononuclear
phagocyte system affecting any tissue or viscera of mammals leading to a
framework of progressive weight loss, weakness, anorexia, mucocutaneous
ulcers, conjunctivitis, onychogryphosis, hepatosplenomegaly, generalized
lymphadenomegaly, renal failure and death. The pathogenesis is linked to
deficiency in the immune response against the agent. Resistant animals can
eliminate the parasite or host it without showing signs. However, susceptible
animals are deficient in controlling the agent, which results in the parasite
multiplication in macrophages and more severe clinical signs. The diagnosis of
CVL can be done by parasitological, serological and molecular methods.
However, the serological tests, more frequently used, may have false-positive
results. Therefore, the goal of this study was to evaluate cytopathology,
histopathology and immunohistochemistry as auxillary diagnostic methods, in
ensemble to the serological tests, in the diagnosis of CVL. Ten naturally infected
CVL dogs, diagnosed with serological tests, were used in this study. Samples
from lymph nodes, spleen and bone marrow were processed and amastigotes
were detected. A 100% of tested dogs were positive to CVL. All three techniques
have shown high specificity, but immunohistochemistry was more sensitive. The
cytopathology is cheap, easy to apply and is ready in few minutes and is
recommended as a screening method, while the other two can be used as a

confirmatory test.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doencga, de carater
zoonotico, considerada a forma mais devastadora entre os trés tipos de
manifestagao clinica. Possui distribuicdo mundial, estando presente em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, ocorrendo cerca de 500 mil novos casos
por ano (SHARMA & SINGH, 2008). O agente etiolégico é a Leishmania chagasi
[sinbnimo Leishmania infantum] (MAURICIO et al, 2000), um protozoario parasita
intracelular obrigatério do sistema fagocitico mononuclear que agride o tecido
por agao direta ou por formar complexo imuno-antigénicos com imunoglobulinas
que se depositam em paredes de vasos levando a destruigdo tecidual (TITUS et
al, 1994; URQUHART et al, 1996). Em geral, as Leishmanias infectam
mamiferos, mas outros vertebrados sao susceptiveis. Os cades domésticos sao
reservatorios urbanos, enquanto que carnivoros silvestres e roedores sao
reservatorios silvestres (GAVGANI et al, 2002; SHARMA & SINGH, 2008).

No Novo Mundo, tem como principal vetor o diptero Lutzomyia
longipalpis, ja no Velho Mundo é o Phlebotomus spp.. Estes transmitem a forma
promastigota durante o repasto sanguineo, que séo fagocitadas, assumem as
formas amatigotas e se reproduzem no interior de macrofagos (ELNAIEM &
OSMAN, 1998; DESJEUX, 1996; KISHORE et al., 2006).

O diagnéstico de LVC pode ser presuntivo quando feito apenas
observando as lesdes na clinica ou durante exame necroscopico (MARCONDES
et al, 2003; FEITOSA et al, 2006). Exames laboratoriais complementares
auxiliam na confirmacéo.

O exame parasitolégico, observando diretamente o parasita, utilizando
citopatologia, histopatologia ou imuno-histoquimica sao técnicas que permitem a
confirmagao, mas possui sensibilidade menor que a técnica molecular de reagao
em cadeia da polimerase (PCR) onde se verifica da presenga de DNA especifico
do parasita no tecido avaliado. Exames sorolégicos também s&o ferramentas
que auxiliam no diagndstico (MARCONDES et al, 2003; BRASIL, 2006).

Este trabalho tem por finalidade revisar a literatura sobre LVC e avaliar e
comparar as técnicas diagnésticas de citopatologia, histopatologia e imuno-

histoquimica para LVC em céaes naturalmente infectados do Distrito Federal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Etiologia

O agente etiologico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) no Novo e
no Velho Mundo é a Leishmania chagasi [sinbnimo Leishmania infantum] que faz
parte do complexo Leishmania donovani (MAURICIO et al, 2000). Pertence ao
reino Prostista, filo Euglenoa, ordem Kinetoplastida (STUART & FEAGIN, 1992)
e familia Trypanossomatidae (SINGH et al, 2005). Os seres do filo Euglenoa sao
caracterizados pela presenca de um cistétomo suportado por um dos 3
microtubulos originarios das bases flagelares, e o que distingue dos outros
grupos € a haste paraxial em cada flagelo com estruturas tubulares e de treliga
(LAINSON & SHAW, 1987). Pertence a ordem Kinetoplastida por conter uma
estrutura granular contendo DNA, o kDNA, no interior da sua unica mitocéndria
associada as bases flagelares, denominado cinetoplasto (STUART & FEAGIN,
1992). Os membros da familia Trypanossomatidae possuem cistétomo reduzido
ou ausente, e se alimentam por absor¢do. Ao todo sdo nove géneros dentro
desta familia, compreendendo: Blastocrithidia, Crithidia, Endotrypanum,
Herpetomonas, Leptomonas, Phytomonas, Wallaceina, Trypanosoma e
Leishmania, sendo todos parasitas com ciclo de vida complexo envolvendo mais
de um hospedeiro (SINGH, 2006).

As espécies L. major, L. tropica, L. mexicana e L. amazonensis sao 0s
agentes da forma cutdnea da Leishmaniose, que consiste na formacdo de
centenas ulceras na pele exposta. A forma mucocutdanea é causada pelas
espécies L. (viannia) braziliensis e L. (viannia) guyanensis, onde o paciente sofre
extensa destruicdo de membranas mucosas do nariz, boca e garganta
(SHARMA & SINGH, 2008).

As Leishmanias sao parasitas intracelulares obrigatorios das células do
sistema fagocitico mononuclear. Sua forma infectante encontrada no trato
digestivo do vetor € a promastigota, forma flagelada e alongada, enquanto que a
forma presente no interior das células fagocitarias dos hospedeiros vertebrados
€ a amastigota, ndo flagelada e arredondada (TITUS et al, 1994). A forma

promastigota possui seis fases de desenvolvimento dentro do vetor, sendo a
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ultima, a chamada metaciclica (forma infectante), onde o protozoario se torna
capacitado a infectar o hospedeiro, porém nesta fase se torna incapaz de se
multiplicar no vetor. As promastigotas sao pequenas e delgadas, com flagelo
longo, maior que seu comprimento corporal, medindo ao todo cerca de 8
micrdmetros de comprimento e 1,5 micrbmetros de largura. No vetor, séo
encontradas nadando livremente na faringe, nas por¢des do intestino médio e do
anterior, e no lumen do cardia (BATES & ROGERS, 2004).

A forma amastigota é encontrada no interior das células fagocitarias dos
hospedeiros vertebrados (CHAPPUIS et al, 2007), com 3 a 5 micrometros de
comprimento (ROSS, 1993), ovoides, ndo moveis, com flagelo ndo funcional,
reduzido a uma membrana interna chamada bolsa flagelar, com cinetoplasto em
forma de haste perpendicular e adjacente ao nucleo oval e central. A bolsa
flagelar serve como sitio de endocitose e exocitose (WEBSTER & RUSSEL,
1993; GINN et al, 2006). Possui organelas como Complexo de Golgi, reticulos
endoplasmaticos liso e rugoso, lisossomo e uma organela unica de
cinetoplastideos, o glicossomo (OPPERDOES, 1991).

2.2. Epidemiologia

2.2.1. Distribuicéo

A Leishmaniose visceral € uma doencga crbnica, fatal e sistémica que
ocorre em paises de clima tropical, com distribuicdo mundial, e tende a se
alastrar para areas circunvizinhas pela transmissdo vetorial, aumentando a
abrangéncia territorial das regides endémicas (SILVA, et al, 2012). As
localidades endémicas de LVC no Velho Mundo s&o os paises do Mediterraneo,
norte e sudeste da Africa, norte e sul do Oriente Médio, China, india,
Cazaquistao, Bangladesh, Nepal, Paquistdo, maioria dos paises da América
Latina, sendo o Brasil com maior area afetada (figura 1) (CHAPPUIS et al, 2007).

Segundo dados de 2008, foram relatados um total de 88 paises com
Leishmaniose Visceral (LV) em humanos, sendo 22 paises do Novo Mundo e 66
do Velho Mundo, com estimacdo de 500 mil novos casos por ano, sendo

considerada pela Organizacdo Mundial da Saude uma das seis principais
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doencas na lista de pesquisa de doencas tropicais. Os locais com maior numero
de novos casos de LV anuais sdo india, Bangladesh, sul do Nepal e Nordeste
brasileiro (SHARMA & SINGH, 2008).

G

Figura 1. Areas endémicas de LVC no mundo, com adaptagdes. Fonte:
CHAPPUIS et al, 2007

Novos estudos mostraram que cerca de 90% da costa leste do
continente norte americano também € endémico, bem como areas proximas
seguindo para o interior dos Estados Unidos e Canada (PETERSEN & BARR,
2009).

De acordo com a figura 1, ha endemia de LVC em todas as regides do
Brasil (CHAPPUIS, et al, 2007). A figura 2 ilustra estudo, no periodo de 1985 a
2002, da distribuicdo de LV em humanos pelo ministério da saude com uma
distribuicdo diferente, ndo abrangendo os estados de Rondénia, Parana e Santa
Catarina como ocorre na figura 1. LV em humanos foi notificada em 19 estados
do Brasil, sendo que 90% dos casos ocorrem na regido Nordeste (BRASIL,
2006).

A epidemiologia da LV €& complexa, dependente de variaveis
socioecondmicas, climaticas, geograficas. Areas endémicas com casos
confirmados em humanos ocorrem geralmente em comunidades pobres, menos
desenvolvidas (CHAPPUIS ET AL, 2007). Diferente dos humanos, os caes sao
mais susceptiveis a LV, pois em areas endémicas e de elevado nivel s6cio-
econdmico e desenvolvimento urbano, sdo os que mais sofrem com a doenca,

como a exemplo da situagao do bairro nobre, Lago Norte, pertencente a capital
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federal do Brasil (DISTRITO FEDERAL, 2009). No periodo de 2005 a 2011

ocorreram 13 casos autoctones de LV em humanos no Distrito Federal (BRASIL,

2009; BRASIL, 2011).
g X

Legenda
[ ] 0 casos
[] 1-5 casos
[ 5-10 casos
B 10-20 casos
B 50-192casos

Figura 2 — Casos autéctones de LV no Brasil. Fonte:
BRASIL, 2006.

2.2.2. Fatores de risco

O primeiro fator de risco a ser citado € a exposi¢cao ao vetor. A ampla
distribuicao do flebotomineo nas Américas, e sua capacidade adaptativa as
areas urbanas e periurbanas, influenciam na possibilidade de animais sadios e
infectados a sofrerem repasto sanguineo e assim haver a manutencao do ciclo
epidemiolégico (REBELO et al, 1999).

O vetor Lutzomiya longipalpis possui sazonalidade, aumenta sua
densidade populacional em periodos mais quentes e umidos, o que acarreta em
maior numero de casos autdoctones em areas endémicas nesses periodos
(SAVANI, 2004).

Caes com parasitismo dérmico, sintomaticos ou assintomaticos para
LVC, em contato com humanos sao considerados fator de risco importante para
infeccdo em humanos, podendo também ser fonte de infecgdo para outros
animais (COSTA & VIEIRA, 2001).
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Humanos que vivem na periferia das grandes cidades possuem maior
chance de se tornarem soropositivos para Leishmaniose, devido ao contato mais
préximo com areas de mata que sao focos naturais do vetor. Geralmente, as
periferias urbanas possuem condigdes sanitarias precarias, provaveis locais de
multiplicagdo do vetor, e maior contato com animais silvestres e sinantropicos,
possiveis reservatérios de Leishmania (WIJEYRATNE, 1994).

Durante as épocas mais quentes e umidas do ano, o aumento da
densidade dos vetores flebotomineos aumenta o risco de infeccdo dos
vertebrados susceptiveis (SHARMA & SINGH, 2008). A criacdo de outros
animais domeésticos como cavalos e galinhas, contribui no aumento de fonte
alimentar para os flebotomineos, o que contribui para maior densidade do vetor
(WIJEYRATNE, 1994).

2.2.3. Reservatoérios

Em areas urbanas, periurbanas e rurais, os caes domeésticos sao
considerados os principais reservatorios de LV para humanos (GAVGANI et al,
2002), devido a alta susceptibilidade da espécie e ao elevado parasitismo que
ocorre na pele, além da relagdo intima com humanos (ASHFORD, 1996).
Humanos infectados também sao relatados como reservatérios (GAVGANI et al,
2002). Estudos recentes indicam que gatos possam albergar o protozoario, e
serem potenciais mantenedores de Leishmaniose em areas endémicas,
descritos como outro reservatorio doméstico (MAROLI et al, 2007).

Aves domésticas da espécie Gallus gallus sao discutidas como possiveis
reservatérios (ALEXANDER et al, 2002). Porém, ha diversos fatores que
impedem o estabelecimento da infeccdo nessas aves (ZILBERSTEIN &
SHAPIRA, 1994), e por um motivo nédo esclarecido, apds a ingestao de sangue
pelos flebotomineos durante o repasto nas aves, a Leishmania seria eliminada
(DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006).

Os reservatorios silvestres sdo importantes mantenedores da
Leishmaniose em areas rurais e periurbanas. Sdo descritos como reservatorios
silvestres diversas espécies, tais como os carnivoros Cachorro-do-Mato
(Cerdoncyon thous) no Brasil e Venezuela (DEANE, 1956), a Raposa-do-Campo
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(Lycalopex vetulus) no Brasil (CORREDOR et al, 1989), e a Raposa Vermelha
(Vulpes vulpes) na lItalia (DIPINETO et al, 2007); os marsupiais Didelphis
albiventris encontrados no Brasil (SHERLOCK et al, 1984), e D. marsupialis na
Colémbia (CORREDOR et al, 1989) e Venezuela (ZULUETA et al, 1999);
roedores como o rato doméstico (Rattus rattus), descrito como reservatorio na
Venezuela (ZULUETA et al, 1999), e o rato silvestre (Proechimys canicollis) na
Colémbia (CORREDOR et al, 1989).

Os flebotomineos fazem repasto em diversas espécies de vertebrados
como aves, lagartos, ruminantes, felideos, canideos e diversos roedores
(SHARMA & SINGH, 2008), sendo muitas dessas espécies potencialmente

capazes de serem reservatorios.

2.2.4. Ciclo de vida

A Leishmania possui um ciclo de vida heteroxénico, ou seja, precisa se
desenvolver tanto no vetor como no hospedeiro definitivo (SCHLEIN, 1993),
como ilustrado na figura 3. Quando o vetor ndo infectado faz o repasto
sanguineo, penetrando a pele do vertebrado reservatorio com partes afiadas
presentes no aparelho bucal, suga a pequena poga de sangue formada no local,
ingere a forma amastigota presente nos macréfagos do tecido ou em mondcitos
provenientes da corrente sanguinea que se instalam no trato digestivo do vetor
(SHARMA & SINGH, 2008), particularmente no intestino médio, onde é
secretada uma rede de quitina embebida em uma matriz de proteinas e
carboidratos (WALTERS et al, 1989).
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Figura 3 — Ciclo de vida da Leishmania, com adaptagées. Fonte: PETERSEN & BARR, 2009.
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Logo que o sangue é ingerido, a forma amastigota assume a forma
promastigota prociclica (WALTERS et al, 1993), responsavel pelo primeiro
aumento da populacao de Leishmania no vetor (GOSSAGE et al, 2003). Além da
forma promastigota procilica, as Leishmanias mudam para outras diferentes
formas, como ilustrada na figura 4. Antes do sangue ser todo digerido no
intestino, as formas prociclicas assumem, progressivamente, formas
nectoménadas com morfologia mais longa e delgada (SACKS & KAMHAWI,
2001; WALTERS et al, 1989). Essas formas migram para o intestino médio
toracico e para a valvula do cardia, e continuam se desenvolvendo em duas
linhagens. Uma linhagem de desenvolvimento dara origem a haptoménadas,
formas mais curtas e amplas, que precedem as formas paramastigotas
compactas, e a outra linhagem dara a forma virulenta, a promastigota
metaciclica (WALTERS et al, 1989).

Figura 4 — Diferentes formas de Leishmania spp. no interior do vetor, com adaptacdes. (A)
intestino anterior, (B) intestino médio toracico, (C) intestino médio abdominal, (D) intestino
posterior, (p) paramastigota, (h) haptoménada, (i) promastigota infectante, (n) nectoménadas.
Fonte: SCHLEIN, 1993

O flebotomineo contaminado, ao refazer o repasto em um hospedeiro

susceptivel, regurgita a forma promastigota metaciclica (infectante) pelo
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aparelho bucal que alcanca o tecido e o leito capilar, infectando o individuo
(BATES, 1994; BATES & ROGERS, 2004, WALTERS et al, 1993). A saliva do
vetor € importante no estabelecimento da infecgédo, pois contem componentes
imunossupressores (RIBEIRO et al, 1989) que promovem, redugdo da produgao
de o6xido nitrico (NO) e de peréxido de hidrogénio (H202), redugédo da
apresentacdo de antigeno pelo macrofago (HALL & TITUS, 1995; TITUS &
RIBEIRO, 1990; THEODOS & TITUS, 1993), indugdo da produgdo de
interleucina 4 (IL-4) por linfécitos (LIMA & TITUS, 1996), inibicdo da instalagao
da resposta Th1 (MBOW et al.,1998) e reducédo na expressédo de moléculas co-
estimulatérias das células apresentadoras de antigeno (APCs) (THEODOS &
TITUS, 1993). O protozoario se depara com sistema imune inato e resiste a lise
mediada pelo sistema complemento (FRANKE et al, 1985), porém é opsonizado
pelas proteinas C3 derivadas desse sistema. A opsonizagédo favorece entdo a
fagocitose pela ligagdo com receptores de membrana (MOSSER et al, 1987). As
promastigotas sado fagocitadas por neutréfilos (LAUFS et al, 2002), células
dendriticas (KIMA, 2007), e por macrofagos, podendo se tornar a forma
amastigota nesses trés tipos celulares, mas sé consegue se replicar no interior
dos macrofagos (CHANG, 1978).

Ao ser fagocitada pelo fagécito do hospedeiro, a promastigota metacilica
é levada para o fagossomo, um vacuolo formado pela invaginagdo da membrana
plasmatica. Posteriormente, o vacuolo €& fusionado com endossomos e
lisossomos, tornando-se um vacuolo parasitéforo (VP) (RITTIG & BOGDAN,
2000). Dentro do VP, a forma promastigota do protozoario assume a forma
amastigota, adaptada para suportar o ambiente acido e proteolitico e se
multiplicar por divisdo binaria (SHARMA & SINGH, 2008). O mecanismo de
infeccdo de outros macréfagos e a disseminagao para os diversos 6rgaos nao
estdo bem definido. Acredita-se que os macrofagos infectados sdo fagocitados
por outros ndo infectados (CHANG, 1978), ou que séao liberados VPs por
exocitose, e outros macrofagos os fagocitam (RITTIG et al, 1998; RITTIG &
BOGDAN, 2000). A hipétese mais aceita nos dias de hoje é a de que a
multiplicagdo das amastigotas na célula hospedeira ocorre até que a membrana
celular sofra lise e os protozoarios sejam liberados e fagocitados por outros
macrofagos (MOSSER & BRITTINGHAM, 1997). O ciclo se repete durante
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varios meses, levando a um curso crénico, e a doenca se difunde para areas

mucocutaneas e visceras.

2.2.5. Resisténcia do agente

Os protozoarios da Leishmaniose possuem elevada capacidade
adaptativa frente as condi¢cbes adversas suportadas nos diferentes ambientes,
temperatura, mudanca de pH e resposta imune do hospedeiro, podendo ser
explicada pela habilidade de modular sua expressdo génica. Provavelmente
essa modulagdo ocorre pela amplificagdo de um gene especifico ou por
multiplas repeticdes tandem, ou seja, repeticdes seguidas de um padrao de dois
ou mais nucleotideos. Suporta a ampla variagdo térmica na passagem do
hospedeiro para o trato gastrointestinal do vetor. Sobrevive ao pH acido do
estbmago do flebotomineo, e do fagolisossomo dos macréfagos. Escapa dos
derivados de oxigénio e ao ataque imunoldgico do sistema complemento, de
anticorpos e de linfocitos T (SINGH & SIVAKUMAR, 2005). O sistema
complemento € a primeira linha de ataque do hospedeiro contra o protozoario,
porém entre as formas assumidas pela Leishmania, a promastigota metaciclica é

a mais resistente ao sistema complemento (FRANKE et al, 1985).

2.2.6. Vetores

Os flebotomineos sao artropodes dipteros, da familia Psychodidae
(YOUNG & DUNCAN, 1994). Foram descritas 470 espécies conhecidas de
flebotomineos nas Américas (GALATI, 2003), e aproximadamente 10% s&o, ou
supostamente sdo, vetores de Leishmaniose no Novo Mundo (LAISON & SHAW,
2005). Os vetores da LVC encontrados no Novo Mundo pertencem ao género
Lutzomyia, amplamente distribuidos na América Latina, desde a Argentina até o
México (SINGH, 2006, YOUNG & DUNCAN, 1994), e seu habitat é, em geral,
em florestas (SHARMA & SINGH, 2008). Ja no Velho Mundo sédo os do género
Phlebotomus (SINGH, 2006), e vivem em ecossistemas desérticos ou
semiaridos (SHARMA & SINGH, 2008).
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Os flebotomineos sdo pequenos, com 2 a 3 milimetros de comprimento
e corpo recoberto por pélos. Sdo encontrados em locais de alta temperatura e
umidade onde ha restos organicos como fezes, folhas caidas, fendas em arvores
ou em paredes, cupinzeiros, locais onde haja microclima favoravel para fémea
ovopor 15 a 80 pequenos ovos, que irdo eclodir e as larvas se alimentarem da
matéria organica para se desenvolverem.

A fémea, como ilustrada na figura 5, precisa de sangue como fonte
proteica para o desenvolvimento dos ovos, deste modo, apenas esta faz o
repasto. Os fleb6tomos sdo mais ativos no alvorecer e no crepusculo. Possuem
habito de voar poucas distancias a cada v6o, ndo podendo voar na auséncia de
correntes de ar. A densidade populacional do vetor aumenta sazonalmente, em
épocas de clima umido e quente, diminuindo em clima seco e frio (SHARMA &
SINGH, 2008).

Figura 5 — Foto ampliada de uma fémea ingurgitada, Lutzomyia longipalpis. Fonte: BRASIL,
2006.

O diptero Lutzomyia longipalpis, conhecido como mosquito palha, € o
principal vetor da LVC no Brasil (GONTIJO & MELO, 2004). A distribuicdo desse
vetor no pais abrange todo territério nacional, com exceg¢do da regido sul
(AGUIAR & MEDEIROS, 2003). O crescente desmatamento pressiona a
migracao dos flebotomineos a se adaptarem as condi¢des das regides urbanas
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e periurbanas, deste modo, a Leishmaniose deixou de ser unicamente rural
(BRASIL, 2006).

Nas Américas, outra espécie também foi descrita como vetor, a
Lutzomyia forattini (MARCONDES, 2001; TRAVI et al, 2002). No Velho Mundo,
sao diversos vetores relatados, entre eles Phlebotomus perniciosus, P. ariasi, P.
argentipes e P. orientalis (ELNAIEM & OSMAN, 1998; DESJEUX, 1996;
KISHORE et al., 2006).

Nos Estados Unidos, outra espécie de flebotomineo tem sido
incriminada como potencial vetor, Lutzomyia shannoni, distribuido no sul e
sudeste desse pais. Contudo, ndo ha estudos que comprovem viabilidade da L.
infantum no interior desses vetores apds o repasto (DUPREY et al, 2006).

Outro vetor pode ser mencionado como possivel agente transmissor de
Leishmania, o ectoparasita Rhipicepalus sanguineus. Apesar de nao serem
encontradas formas promastigotas em esfregagos sanguineos desses
ectoparasitas (Coutinho et al, 2005), o KDNA, pertencente as Leishmanias, pode
ser encontrado pelo exame de Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) das
glandulas salivares desses carrapatos (DANTAS-TORRES et al, 2010). Estudos
comparativos usando carga de kDNA em ambos vetores, mostram que ha maior
carga parasitaria nesses ectoparasitas do que nos flebotomineos (PAIVA et al,
2006), mas nao confirma a competéncia vetorial do Riphicepalus em inocular o
protozoario no hospedeiro pela picada (DANTAS-TORRES et al, 2010).

2.2.7. Transmissao

A principal transmissao ocorre quando o animal vertebrado € picado pela
fémea do vetor flebotomineo contaminado com o parasita (KALRA & BANG,
1988), a forma promastigota €& entdo inoculada na pele do hospedeiro,
fagocitada por células de defesa, e no interior destas perde o flagelo assumindo
a forma amastigota (SANTOS-GOMES et al, 2000). Um vetor infectado pode
transmitir o parasita de um cao soropositivo para outros caes, podendo isso
ocorrer com humanos, e ainda picar um humano infectado e transmitir o agente
para outro humano nZo infectado (SHARMA & SINGH, 2008). Na india,

25



comumente se observa a transmisséo vetorial de humanos para humanos pela
picada do flebotomineo (SINGH, 2006).

A transmissdo pelo Rhipicepalus sanguineus € mecanica, podendo
ocorrer pela ingestao acidental do parasita quando o animal faz a remogao com
os dentes. Esses vetores possuem facilidade para trocar de hospedeiro, deste
modo, cdes saudaveis poderiam se tornar infectados pela ingestdo de
carrapatos contaminados com sangue de outro hospedeiro positivo para
Leishmaniose (COUTINHO et al, 2005). Também foram feitos estudos
semelhantes com o ectoparasita Ctenocephalides felis, com resultado positivo
para infeccdo em hamsters com inoculagao oral de um macerado preparado com
esses vetores (COUTINHO & LINARDI, 2007).

A transfusdo sanguinea é potencialmente infectante, e foi relatada em
caes na América do Norte (OWENS et al, 2001). Cées que receberem sangue
contaminado podem desenvolver a forma clinica, ou apenas serem reservatorios
assintomaticos com desenvolvimento de protozoarios na pele, permitindo a
disseminagao da LVC pelo repasto dos flebotomineos (FREITAS et al, 2005).

Estudos mostram que a LVC pode ser transmitida sexualmente entre
hospedeiros vertebrados (de cédo para céo). Ocorre quando o macho infectado
copula com a fémea néo infectada. A Leishmania possui tropismo pelo aparelho
sexual do macho, em especial o epididimo, o prepucio e a glande. As formas
amastigotas sao eliminadas pelo sémen e o ato traumatico da copula favorece o
processo de infec¢ao (SILVA et al, 2009).

Outro tipo de transmisséo € a transplacentaria. Apesar de haver autores
que digam que nao ocorra (ANDRADE et al, 2002), pesquisas mostram que em
areas com auséncia de vetor competente, caes filhotes, sejam eles recém
nascidos, ou de poucos dias ou semanas, provenientes de cadelas positivas
para LVC, sdo também positivos, comprovando a transmissdo vertical
(BOGGIATO et al, 2011; MASUCC, et al, 2003). A transmissao vertical tem sido
descrita nos Estados Unidos, porém n&o se sabe se este é o principal
mecanismo de transmiss&o da Leishmaniose em caes no pais (PETERSEN &
BARR, 2009).

2.2.8. Susceptibilidade
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Qualquer animal vertebrado, seja higido ou ndo, é susceptivel de se
tornar infectado apds a picada do flebotomineo (SHARMA & SINGH, 2008). Nao
ha predilecéo por ragca ou sexo (BRASIL, 2006). Animais mais jovens sdo mais
susceptiveis (SILVA et al, 2005).

Animais propensos a desenvolver a doenga clinica sdo os que
desenvolvem resposta imunolégica com elevado nivel de interleucina-4 (IL-4) e
imunoglobulina E (IgE), baixos niveis de interferon gamma (IFN-y), com pouca
ativagéo de macrofagos por linfécitos T CD4™ (LIEW, 1989).

O polimorfismo do complexo de histocompatibilidade tipo Il (MHC II) em
caes esta associado com susceptibilidade no desenvolvimento de LVC. O alelo
DLA-DRB1*01502 do MHC Il, foi encontrado em cdes com elevado nivel de
imunoglobulina-G que esta relacionada com susceptibilidade, este ndo seria
eficaz na ativacao da resposta imune (QUINNEL et al, 2003). Em camundongos,
genes de MHC estao relacionados com controle da susceptibilidade na infecgao
por L. infantum e L. donovani (BLACKWELL et al, 1980; LECLERCQ et al, 1996).

2.2.9. Periodo de incubacéao

Nos caes, o tempo entre a picada do vetor e o aparecimento dos sinais
clinicos da doenca, varia de trés meses a varios anos (LANOTTE et al, 1981;
BRASIL, 2006), com média de 3 a 7 meses (BRASIL, 2006) . Nos humanos,
esse periodo varia de 10 dias a 24 meses, com média de 2 a 6 meses (BRASIL,
2006).

2.3. Fisiopatogenia

A fisiopatogenia da LVC em mamiferos esta intimamente relacionada
com a resposta imune individual, podendo ser esta eficaz ou ineficaz. Tem sido
descritos inumeros estudos relacionados a resposta imune contra Leishmaniose
em camundongos (FONSECA et al, 2003; BACELLAR & CARVALHO, 2005),

havendo estudos em c3aes.
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Animais com LVC desenvolvem uma doenga branda ou severa, sendo
classificados como oligossintomaticos ou polissintomaticos respectivamente, e
outros desenvolvem uma doenca limitada de auto-cura com sinais subclinicos ou
podem nao apresentar nenhum sinal, os chamados assintomaticos (MANCIANTI
et al, 1988; MURRAY, 2005). Animais susceptiveis se tornam sintomaticos e
apresentam um padréo de resposta celular com proliferacdo de linfocitos T CD4*
auxiliares do tipo Il (Th2), enquanto que os resistentes sdo assintomaticos e
apresentam uma proliferacdo de linfocitos T CD4" auxiliares do tipo | (Th1)
(ROMAQO et al, 2007). Esses dois tipos celulares podem ser diferenciados pelas
citocinas produzidas (MOSMANN et al, 1986). Deste modo, os animais
resistentes apresentam hipersensibilidade tardia enquanto que os susceptiveis
apresentam uma linfoproliferacdo excessiva (DESPLAZES et al , 1995), porém
em alguns casos se nota a completa anergia pelo desgaste da resposta imune
(FOLI et al, 1995).

2.3.1. Evasdao ao sistema complemento

O sistema complemento € composto por um grupo de proteinas no soro
sanguineo que interage com a superficie dos patdégenos, e possui fungdes de
marcar e identificar o patdgeno como “estranho”, promover quimiotaxia para
leucocitos e promover a lise por abertura de um poro com o complexo de ataque
a membrana (MAC) na superficie do agente. Esse sistema pode ser ativado por
trés diferentes vias: via classica, via alternativa e via lectina ligante de manose
(MBL). A via classica é ativada quando o complemento C1q se adere a
anticorpos ligados na superficie do patégeno, a via alternativa é ativada quando
o complemento C3 se adere espontaneamente na superficie do patégeno, e por
fim, a via MBL ¢é ativada quando a proteina ligante de manose (lectina) se adere
a manose na superficie do patégeno (CAMPAGNE et al, 2007).

A Leishmania €& capaz de ativar as trés diferentes vias, mas alguns
estudos propéem que a via classica (DOMINGUEZ & TORANO, 1999) e a
alternativa (PUENTES et al, 1988) sao as principais ativadas.

A forma promastigota metaciclica € inoculada pelo vetor e atinge a

corrente sanguinea, neste momento ocorre o contato com o sistema
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complemento. Estudos mostram que o lipofosfoglicano (LPG) de superficie
desses protozoarios sado bastante longos em comparagdo a de outras células
susceptiveis a lise (MCCVONVILLE, 1992), desta forma, as proteinas do
complemento se ligam ao LPG e a MAC é formada longe da membrana
(PUENTES et al, 1990). Outro mecanismo proposto € que esta forma resistente
do protozoario possui proteases (YAO et al, 2008) em sua superficie que clivam
a proteina C3b do complemento em iC3b que nao permite a formacédo da MAC
(MOSSER et al, 1987). Quando o parasita € opsonizado por iC3b favorece o
processo de fagocitose pelos macrofagos sem desencadear o processo de
explosao oxidativa (MOSSER et al, 1987).

2.3.2. Interacdo com macréfagos

Os mecanismos de evasao estdo relacionados com a capacidade da
Leishmania de reduzir ou inibir fun¢des celulares. No interior dos macréfagos, o
LPG da promastigota metaciclica perturba o funcionamento correto da fusao dos
endossomos e lisossomos com o fagossomo, gerando um VP sem total
acidificacdo (DESJARDINS & DESCOTEAUX, 1997). Esse evento permite que
haja tempo para assumir a forma amastigota, mais resistente ao ambiente acido
e proteolitico (OLIVIER & TANNER, 1987). Além disso, o parasita inibe a
producao de interleucina 12 (IL-12) que esta envolvida na ativagao de linfocitos
T CD4+ Th1 (SACKS & SHER, 2002). Macrofagos infectados aumentam a
expressao de interleucina 10 (IL-10) e fator de crescimento e transformagéao beta
(TGF-B), ambos suprimem a reposta imune eficaz anti-leishmania (BOGDAN &
ROLLINGHOFF, 1998). Para ganhar tempo de se multiplicar no interior dos
macrofagos, o parasita consegue atrasar a apoptose induzida via fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator estimulador de granulécito e macréfago
(GM-CSF) (MOORE & MATLASHEWSKI, 1994).

2.3.3. Interacdo com neutrofilos

A primeira linha celular de defesa recrutada sédo os neutrofilos, chegando

durante as primeiras horas ao local de inoculagdo das promastigotas (MULLER
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et al, 2001) com a func¢do de fagocitar e eliminar patégenos, bem como recrutar
outras células. Os neutréfilos sdo recrutados por interleucina 8 (IL-8),
interleucina 17 (IL-17), complemento C3a, TNF, fator quimiotatico secretado por
promastigotas (VAN ZANDBERGEN, 2002). A Leishmania também perturba a
funcionamento anti-microbial desse leucdcito, deixando-o em um estado ativado
reduzido, com baixa atividade litica (GUEIRARD et al, 2008). Do mesmo modo
como no macrofago, neutréfilos parasitados possuem atraso na apoptose (AGA
et al, 2002), porém o parasita ndo se multiplica no interior desses leucdcitos,

apenas permanece albergado (CHANG, 1978).

2.3.4. Resposta imune em animais resistentes

Uma cascata de reagdes estd relacionada com a defesa contra a
Leishmania. H4 uma interposigao entre resposta imune adaptativa e inata, sendo
que esta ultima tem se mostrado mais eficaz no controle da infeccdo. Na
resposta imune inata, os neutrofilos chegam ao local de infecgdo primeiro,
fagocitam as formas promastigotas e as eliminam por metabdlitos obtidos por
reagdes oxidativas, como peroxido de hidrogénio (H2O2) e oxido nitrico (NO)
(MURRAY et al, 1983). Formas amastigotas também s&o sensiveis ao NO
(OLIVEIRA et al, 1998). Os neutrdéfilos promovem quimiotaxia pela producéo de
interleucina 8 (IL-8) e proteina inflamatdria macrofagica beta (MIP-13) que
atraem mais neutrofilos e macrofagos para o local (SCAPINI et al, 2000) .

Para haver producdo de NO é necessario ativar a enzima nitrato
sintetase (INOS) presente em macréfagos e neutréfilos que ocorre na presenga
de IFN-y (MURRAY & NATHAN, 1999). Assim, o NO produzido pelas células de
defesa eliminam o protozoario. Outra citocina importantes para o
desenvolvimento do padréo Th1 é a interleucina 2 (IL-2), o GM-CSF, os fatores
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e beta (TNF-B) (MOSMANN et al, 1986). A
producdo de IL-2 pelas Th1 estimula seu préprio crescimento, o das NK,
tornando essas ultimas ativadas para eliminar patégenos, enquanto que o GM-
CSF estimula a produgao de macréfagos e neutrofilos.

Nas fases iniciais da infeccdo, as APCs como células dendriticas da
pele, macrofagos e mondcitos, produzem IL-12. A IL-12 é considerada a
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principal citocina envolvida no controle da infecgdo em camundongos
resistentes, sendo responsavel pela ativagcdo de células Natural Killers (NK),
ativacdo e diferenciacdo de linfocitos Th1 para produgdo de interferon gama
(IFN-y) (TRINCHIERI & GEROSA, 1996). As NK ativadas por IL-12 constituem
fonte primaria de IFN-y (SCHARTON, T. M., SCOTT, 1993). Células Th1
reconhecem macrofagos infectados pela interagdo com complexo maior de
imuno-compatibilidade tipo Il (MHC 1), uma molécula trans-membrana presente
nas APCs (DAAR et al, 1984), e apds o reconhecimento as Th1 produzem IFN-y
(TRINCHIERI & GEROSA, 1996).

Foi realizado um estudo com uso de camundongos infectados com
Leishmania spp. avaliando a interagcdo entre TNF-a e TNF-$, conhecidos como
linfotoxinas, que estdo presentes na superficie de macrofagos e linfocitos CD4+
Th1, respectivamente. O estudo demonstrou que a ligagao formada entre esses
fatores forma o complexo linfotoxina a2, uma membrana protetora (membrana
linfotoxina) que esta relacionada com a integridade dos 6rgaos linfoides e com a
resisténcia contra o protozoario (XU et al, 2007).

A presencga de imunoglobulinas-G (IgG) no soro de animais com reposta
padrao Th1 indica que a subclasse IgG2a esta relacionada com infec¢des
assintomaticas (DEPLAZES et al, 1995). Estes anticorpos sao mais especificos

e sdo produzidos em baixa quantidade no padrao Th1 (PINNELI et al, 1994).

2.3.5. Respostaimune em animais susceptiveis

Diversos fatores estao relacionados com a sobrevivéncia da Leishmania
no hospedeiro, que escapa a resposta imune inata e que leva ao
estabelecimento de uma resposta humoral ineficaz que ocorre no padrao Th2,
com formagdo de auto-anticorpos e complexos imuno-antigénicos que
favorecem a destruicdo das visceras e estabelecimento dos sinais clinicos
(CARVALHO et al, 1983).

Como mencionado anteriormente, a saliva do vetor & responsavel por
favorecer primariamente a infeccdo de forma imunossupressora, prejudicando os
fatores protetores contra o protozoario (RIBEIRO et al, 1989). Camundongos

susceptiveis, possuem macréfagos que na presenca de algumas espécies de
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Leishmania (BARRAL-NETTO et al, 1992) produzem fator de diferenciacao e
crescimento beta (TGF-), uma citocina que desativa o macréfago, inibe agédo da
IFN-y, reduz expresséo de MHC Il (DING et al, 1990), aumenta expressao de IL-
10 (BARRAL-NETTO et al, 1993) e suprime produgdo de NO por macréfagos
infectados (LI et al, 1999). A IL-10 é outra citocina que favorece o protozoario
inibindo diversas citocinas produzidas pelos macréfagos (DE WAAL et al, 1991),
diminui a expressédo de MHC |l e suprime a produgéo de IFN-y pelas células Th1
(BOGDAN et al, 1991). Camundongos resistentes e susceptiveis produzem a
mesma quantidade de IL-10 na fase cronica da doenga, contudo, os susceptiveis
produzem uma quantidade muito maior durante a fase aguda (CHATELAIN et al,
1992).

As imunoglobulinas produzidas por linfocitos B no padrdo Th2, séo IgE e
IgG1 devido ao estimulo por IL-4 (MOSMANN & COFFMAN, 1989), e estao
relacionadas com o desenvolvimento da doenga clinica (DEPLAZES et al, 1995).
Neste caso, os anticorpos que se ligam aos antigenos de Leishmania séo nao
protetores, podem opsonizar alguns protozoarios que posteriormente serao
fagocitados perpetuando o ciclo de multiplicacdo e disseminagdo ou formar
complexos imuno-antigénicos que circulam pelo sangue em grande quantidade
(GOTO & LINDOSO, 2004). Estes complexos se depositam na parede de vasos
de diversas visceras e tecidos favorecendo o desenvolvimento de vasculites,
uveites e artrites (SLAPPENDEL & FERRER, 1990; LOPEZ et al, 1996), lesbes
renais imunomediadas com culminacdo de insuficiéncia renal (POLI et al, 1991;
SLAPPENDEL & FERRER, 1990).

2.3.6. Interacéo entre Thl e Th2 naLVC

A resposta imune celular e humoral em céaes infectados por Leishmania
nao possui dois padrdes definidos observados em animais assintomaticos e
sintomaticos (STRAUSS AYALI et al, 2007). Observa-se uma interposi¢ao entre
a resposta Th1 e Th2 (figura 6) em animais susceptiveis e resistentes, porém em
caes assintomaticos a resposta Th1 é a que prevalece e o animal pode manter
baixos nivel de infeccdo mantida por baixos niveis de IL-10 produzidos neste

padrao misto, logo o que determina a progressao ou a cura da doenga € o
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balango entre estes tipos de resposta (BANETH et al, 2008). Da mesma forma, o
aparecimento da doenga clinica que esta ligada ao padrdo Th2 pode ser
precedido de um periodo de doenga assintomatica seguido de auséncia ou baixa
resposta Th1 durante o periodo silencioso do estabelecimento do parasita
(SANTOS-GOMES et al, 2002).

IFN-y Eliminagéo do

Ativagdo de
S parasita

TNF-« macrofagos

s X T Oxido Nitrico Oxido Nitrico
IL-10 Sintetase Radicais de
oxigénio livres

\IL-4

«®
IL-10 Disseminagao

TGF-$ parasitaria

Figura 6 — llustragdo da relagédo entre resposta Th1 e Th2, com adaptacgdes. Fonte: BANETH et
al, 2008

2.4. Sinais Clinicos

O quadro clinico observado na LVC (figura 7) é variavel e dependente da
susceptibilidade/resisténcia do hospedeiro e da cepa transmitida. Nesse intuito,
alguns caes se curam espontaneamente enquanto outros desenvolvem diversos
sinais que evoluem até a morte (MICHALICK & GENARO, 2005).

Animais com LVC sao classificados de acordo com o numero de sinais
clinicos presentes (MANCIANTI, et al, 1988). O autor considerou assintomatico,
quando animal ndo apresentava nenhum sinal sugestivo da doenga;
oligossintomatico, quando apresentava no maximo trés sinais clinicos somados
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a moderada perda de peso, alopecia localizada, pélos opacos, ou pelo menos
um destes trés sinais; e por fim, sintomatico ou polissintomatico, quando
apresentava sinais classicos da Leishmaniose tais como lesdes cutaneas, pélos
opacos, severa perda de peso, apatia, ceratoconjutivite e outros (MANCIANTI et
al, 1988).

Figura 7 — Fotos dos sinais clinicos da Leishmaniose Visceral Canina, com adaptagbes. (A)
Lesdes ulceradas na pele, (B) atrofia muscular do cranio, (C) emagrecimento acentuado, (D)
alopecia nas orelhas e ao redor dos olhos, (E) onicogrifose, (F) lesbes ulceradas e descamacgdes
em pontas de orelha, (G) hiperqueratose no focinho e lesbes ulceradas perioculares, (H) ictericia
acentuada. Fonte: BRASIL, 2011

No inicio da infeccdo ha febre intermitente, perda de peso, linfadenopatia
(LIMA et al, 2004). Alguns autores relatam que os principais sinais clinicos sao
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, hipergamaglobulinemia, caquexia e
anemia (CIARAMELLA, et al, 1997; FERRER, 1999; LIMA et al, 2004; BRITO et
al.,2004). Na pele sdo observadas lesbes nodulares ndo ulcerativas,
escamacao, dermatose ulcerativa (FONDEVILA et al, 1997), fissura nos coxins e
alopecia generalizada, esta ultima pode ocorrer tanto pela agao direta do agente
nos foliculos pilosos quanto pela deposicdo de imunocomplexos na membrana
basal (URQUHART et al, 1996).

Devido ao carater viscerotropico da doenca, caes com LVC apresentam
alteragcdes nos diversos orgaos e tecidos. Os linfonodos apresentam
linfadenomegalia generalizada (KRAUSPENHAR et al, 2007). O animal
apresenta comprometimento da funcao renal secundario a lesées por deposi¢cao
de imunocomplexos (LOPEZ et al, 1996) com progressao para insuficiéncia renal
(CIARAMELA et al, 1997). Quando ha perda de 70% dos glomérulos renais
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ocorre elevagao seérica de ureia e creatinina avaliados em perfil bioquimico
(NIETO et al, 1992). As lesdes oculares podem ocorrer da mesma forma pela
deposicdo de imunocomplexos, acarretando em ceratoconjutivites e uveites
(CIARAMELLA et al, 1997; FERRER, 1999; BRITO et al., 2004). Observam-se
ulceragdes e/ou erosdes no trato gastrointestinal que levam a diarreias e melena
(FERRER, 1999), além de vomitos e anorexia (POCAI et al, 1998). Ocorrem
hemorragias por interferéncia na formagcdo da malha de fibrina devido a
hipergamaglobulinemia, pela trombocitopenia secundaria a hipoplasia medular e
sequestro de plaquetas pelo bago, sequestro de fatores coagulatérios devido
vasculite por imunocomplexos e interferéncia na atividade plaquetaria
secundaria a uremia (LUVIZOTTO, 2006). As unhas das maos e dos pés
apresentam crescimento anormal, caracterizando a onicogrifose (REIS et al,
2006) que ocorre por uma perturbagdo na matriz ungueal devido a presencga da
Leishmania (URQUHART et al, 1996). As vasculites podem ocorrer em qualquer
local do corpo, quando atingem o encéfalo o animal pode desenvolver diversos
sinais neuroldégicos como letargia, convulsdo, mioclonia, nistagmo, tremores,
paralisias, ptose labial, andar em circulos, tetraparesia e outras (VINUELAS et
al, 2001). O envolvimento do sistema musculo-esquelético € notavel pela atrofia
muscular e pelas lesdes de ostedlise e osteoproliferacdo (BURACO et al, 1997;
SOUZA et al, 2005). Pode haver desenvolvimento de pneumonia intersticial
secundario a vasculite (LUVIZOTTO, 2006).

Frequentemente, nos animais sintomaticos se observam alteracbes
causadas por outros agentes, pois a imunossupressdo e a debilitacdo dos
individuos favorecem a infecgdes oportunistas por bactérias, fungos, parasitas e
hemoparasitas (LUVIZOTTO, 2006).

O perfil bioquimico mostra aumento dos niveis séricos de gama-
glutamiltransferase (GGT) e fostatase alcalina (ALP) devido colestase nos
ductos biliares (VIDAL et al, 2009; KANEKO et al, 1997). Também se observa
aumento sérico de aspartato aminotransferase (AST) por lesdo direta dos
hepatdcitos (LOPES et al, 1996; KANEKO et al, 1997)

2.5. Patologia
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As lesdes macroscopicas encontradas sido semelhantes as citadas nos
sinais clinicos, porém ao exame necroscopico podem ser observadas
diretamente pela analise direta dos o6rgdos. Na microscopia Optica de luz se
visualizam formas amastigotas de Leishmania em laminas histopatologicas
coradas com hematoxilina e eosina (HE). Essas formas sao visualizadas no
interior de vacuolos parasitoforos, medindo 3 a 5 micrémetros de comprimento
(ROSS, 1993), basofilicas (KRAUSPENHAR et al., 2007), com cinetoplasto em
haste ou perpendicular (WEBSTER & RUSSEL, 1993), albergadas no citoplasma
de macréfagos inchados (CHAPPUIS et al, 2007). O infiltrado inflamatério
caracteristico encontrado nos diversos o6rgaos sao linfocitos, plasmacitos,
histiécitos contendo formas amastigotas ou ndao (KRAUSPENHAR et al., 2007;
BARROS, 2011). Alteragdes microscopicas sdo encontradas tanto em animais
sintomaticos quanto em assintomaticos (BARROS et al, 2011).

Ao exame externo, se observam na pele lesdes descamativas,
ulceradas, crostosas, pélos opacos, alopecia local ou generalizada, sendo
comumente observadas areas alopécicas e ulceradas ao redor dos olhos (lesdo
em 6culos), focinho, orelhas, dorso (FONDEVILA et al, 1997, SANTA ROSA &
OLIVEIRA, 1997), rarefagdo de pélos nas orelhas, focinho, pesco¢o, cauda e
membros distais (VIADANNA et al, 2011). As lesdes histopatolégicas
encontradas na pele variam de acordo com a lesdo encontrada na macroscopia.
A dermatite alopécia contem infiltrado de células Langerhans, discreto infiltrado
de linfécitos T e acentuada quantidade de protozoarios. Ja em lesdes nodulares
na pele ndo se observam células apresentadoras de antigeno, mas ha
acentuada quantidade de macréfagos e de parasitas. Por fim, Ulceras na pele
mostraram uma inflamacao intermediaria (FONDEVILA et al, 1997). Com
frequéncia o infiltrado € observado proximo a foliculos pilosos e estruturas
anexas da derme (BARROS, 2011). No exame externo também se observa
onicogrifose (REIS et al, 2006).

Pode ser observada coloracdo amarelada das mucosas e do subcutaneo
que caracterizam ictericia (POCAI et al, 1998), bem como edema subcutaneo
principalmente nos membros distais (GENARO, 1995). Os olhos geralmente
apresentam blefarite, ceratoconjuntivite, ou apenas conjuntivite, uveite, sinéquia,
edema de cornea e outras alteracbes (CIARAMELLA et al, 1997; FERRER,
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1999; BRITO et al, 2004; VIADANNA et al, 2011). Apresentam infiltrado
inflamatorio mononuclear no trato uveal (CIARAMELLA et al, 1997). Este
infiltrado também ¢é observado na conjuntiva bulbar, na cérnea e areas
perivasculares (BARROS, 2011).

Ao exame interno, o figado pode estar aumentado com bordos
arredondados (hepatomegalia) e com evidenciagdo do padrdo lobular
(KRAUSPENHAR, et al., 2007), observando-se na microscopia uma reagao
inflamatoéria granulomatosa com acentuada quantidade de células Kupffer
contendo amastigotas no citoplasma. S&o encontradas na capsula, espago
porta, areas periportais e areas intralobulares (TAFFURI et al, 2001; BARROS,
2011).

O bago também pode apresentar-se aumentado (esplenomegalia)
(KRAUSPENHAR et al, 2007) e desenvolve um quadro crdénico, com macréfagos
organizados em granulomas repletos de formas amastigotas e com distribuigdo
difusa (XAVIER et al, 2006).

Os rins podem se tornarem insuficientes apresentando areas de
aderéncia da capsula fibrosa em sua superficie visceral, areas de depressao
irregular na superficie, areas de infarto e de hemorragia, alteragdes na coloragao
renal, congestdo, isquemias no cértex e na medula, varios pontos
esbranquigcados (nefrite intersticial) (ALBUQUERQUE et al, 2008; FERRARI et
al, 2010). Observa-se glomerulonefrite membranoproliferativa e nefrite
intersticial, ambos caracterizados por infiltragdo de linfécitos T CD4" (LOPEZ et
al 1996; COSTA et al, 2000). Também séao vistas glomerulonefrite membranosa,
glomerulonefrite  proliferativa degeneragao hidropica tubular, esclerose
glomerular, cilindros hialinos intratubulares e mineralizagéo tubular (BARROS,
2011).

Todos os linfonodos podem ficar aumentados de volume e tamanho
(linfadenomegalia generalizada) (KRAUSPENHAR et al., 2007) e ao corte se
notam lesdes hipertroficas tanto na regido cortical quanto na medular. Os
linfonodos desenvolvem proliferagdo linfoplasmocitaria e histiocitaria
(KRAUSPENHAR et al., 2007) com acentuada quantidade de macréfagos na
regido medular contendo amastigotas no citoplasma (LIMA et al, 2004) O

infiltrado inflamatério € encontrado na capsula, seios medulares e corddes
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medulares. Essa proliferacdo caracteriza uma hiperplasia e hipertrofia de
foliculos linfoides, porém alguns animais apresentam atrofia desses foliculos
(BARROS, 2011).

Em animais com LVC, a atrofia muscular & facilmente notada.
Alteracdes 6sseas como proliferacdo periosteal e Ostelise também séo vistas
(BURACCO et al, 1997; SOUZA et al, 2005). A medula éssea apresenta uma
hipercelularidade, caracterizando uma hipertrofia e hiperplasia de células
(TAFURI et al, 2001; KRAUSPENHAR et al., 2007).

2.6. Diagnéstico

2.6.1. Clinico

O diagndstico clinico € baseado nos sinais clinicos citados na secgéo 2.4
desta revisdo. Esse diagnostico ndo tem sucesso quando na avaliagdo de
animais assintomaticos. Ja os sintomaticos, a clinica s6 garante uma suspeita,
os sinais sao inespecificos, sendo necessarias outras ferramentas para
confirmacédo. Neste sentido, o diagndstico laboratorial parasitolégico é a melhor
opgao, pois evita o embate entre diagndsticos diferenciais (FEITOSA et al,
2006).

2.6.2. Laboratorial

O diagnéstico laboratorial da LVC pode ser determinado com exame
necroscopico levando a uma suspeita da doenca, ou por exames
complementares sorolégicos (Reagao de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI e
imunoensaio enzimatico - ELISA), parasitologicos (citopatologia, histopatologia e
imuno-histoquimica) ou moleculares (reagdao de polimerase em cadeia — PCR)
que confirmem a presenca da Leishmania (MARCONDES et al, 2003; BRASIL,
2006). Apds a suspeita clinica, a literatura propde a adogao de procedimentos
em etapas, como ilustrado na figura 8, a fim de determinar a positividade ou

negatividade na investigagao de animais com LVC (QUEIROZ et al, 2010;)
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Figura 8 — Diagrama de protocolo diagnostico para LVC, com adaptacdes. Fonte:
QUEIROZ et al, 2010

2.6.2.1. Post-mortem

O exame de necropsia da carcaga animal possibilita o diagndstico post-
mortem avaliando-se os diversos conjuntos de o6rgaos, assim permitindo a
analise direta de tecidos que nao era possivel observar in vivo (PEIXOTO &
BARROS, 1998). A observacao das lesbes mascroscopicas descritas na secao
2.5.1 desta revisdo levam a uma maior suspeita de Leishmaniose durante o
procedimento. Contudo, o procedimento ndo garante a confirmacéo de
positividade do animal devido a inespecificidade das lesbées havendo apenas
uma suspeita (MARCONDES et al, 2003).

2.6.2.2. Citopatologia

O exame parasitolégico pode ser feito com auxilio da técnica de
citopatologia (BRASIL, 2006). Desta forma, utiliza-se um microscopio 6ptico para
visualizacao direta do parasita. Existem diversos modos de coleta de material,
tais como raspado profundo de pele ou por puncdo aspirativa por agulha fina
(PAAF) de linfonodos, medula éssea ou bacgo, sendo o material obtido colocado
em lamina de vidro e espalhado o material sobre esta com outra lamina, a fim de

se obter uma camada celular fina, translicida e homogénea (URBANO et al,
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2005). Da mesma forma, o material para citopatologia pode ser coletado durante
o procedimento de necropsia, preparando esfregagos ou imprinting diretos
desses tecidos (BRASIL, 2006; IKEDAGARCIA et al, 2008). As laminas devem
ser coradas com panotico ou Giemsa para que haja contraste nas estruturas
celulares permitindo a diferenciacdo destas e a visualizacdo das formas
amastigotas, de colorac&o basofilica, em forma de virgula, no interior de VP em
macrofagos (BRACHO et al, 2007). A diferenciagcéo das Leishmanias é feito pelo
encontro do cinetoplasto perpendicular ao seu nucleo, garantido a confirmagao
diagndstica deste protozoario e descartando outros parasitas intracelulares
(WEBSTER & RUSSEL, 1993; GINN et al, 2006).

Este método possui elevada especificidade, chegando a 100%, e
sensibilidade variando entre o grau de parasitemia, tipo de material coletado,
qualidade da amostra, podendo atingir 80% em céaes sintomaticos, sendo menor
em caes assintomaticos (BRASIL, 2006). Outras vantagens séo a facil execugao,

rapidez na avaliagao e baixa invasao do paciente (BRASIL, 2003).

2.6.2.3. Histopatologia

A analise histopatolégica € uma técnica tradicional utilizada em
laboratorios de patologia para observar as alteracdes estruturais e celulares nos
tecidos e 6rgaos coletados em necropsias ou biopsias. O método consiste em
fixar esses fragmentos de 6rgdos em formol 10%, processa-los rotineiramente,
inclui-los em parafina, microtomiza-los em finos cortes de 1 a 4 micrémetros, em
seguida sdo acondicionados em |laminas de vidro, desparafinizados e corados
em hematoxilina e eosina (HE) (CARSON & HLADIK, 2008). Com auxilio da
microscoépia optica de luz, em aumento de 400 a 1000 vezes, sdo observadas as
alteragdes histopatoldgicas da LVC e formas amastigotas (QUEIROZ et al,
2010).

A especificidade é de aproximadamente 100% pela visualizacdo direta
do parasita, ja a sensibilidade varia conforme parasitemia, quantidade de tecido
analisado, paciéncia do observador na avaliagdo, podendo chegar a no maximo
80% (FEITOSA et al, 2000; NOLI, 1999), sendo menor em caes assintomaticos
(BRASIL, 2006).
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2.6.2.4. Imuno-histoquimica

Diversos métodos diagndsticos necessitam de uma ferramenta que
auxilie na confirmagdo. A imuno-histoquimica constitui um exame eficaz na
identificacdo especifica do alvo marcando proteinas pela ligagdo de anticorpos
em antigenos. Para visualizar o antigeno desejado, utiliza-se um anticorpo
primario e outro secundario, este segundo reage com uma solugao cromégena
que dara a coloracdo a marcagao, sendo possivel a diferenciacdo observando
em microscopia optica de luz (KIERNAN, 2004). O diagnéstico presuntivo obtido
na avaliacdo de laminas em HE pode ser confirmado com a imuno-histoquimica,
além de descartar diagnésticos diferenciais (LEONG & WRIGHT, 1987). Deste
modo, a identificagdo das Leishmanias no tecido de animais positivos ¢é facilitada
por esta técnica (TAFURI et al, 2004).

Utilizam-se diversos protocolos divididos em diferentes etapas que
podem durar de 1 a 2 dias para serem executadas. O tecido apds ser preparado
em lamina de vidro, semelhante a técnica de HE, é trabalhado com enzimas e
solugdes para posteriormente receber o anticorpo primario, podendo este ser
monoclonal ou policlonal. Tafuri e colaboradores e Queiroz e colaboradores
recomendam o uso de anticorpo policlonal oriundo de soro hiperimune de caes
sororreagentes para LVC nos testes de reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) devido ao baixo custo. Alguns
protocolos usam a incubagao do anticorpo over night no tecido durando até 22
horas albergando as laminas em camara escura e umida a temperatura de 4°C.
As etapas seguintes consistem em se aplicar um anticorpo secundario anti-lgG
de coelho promovendo uma reacdo cruzada e, para deteccdo desta reacao,
utiliza-se o complexo Avidin-Biotin Peroxidase e o substrato cromdgeno
especifico para peroxidase, este ultimo revelara o antigeno marcado. Para haver
contraste das estruturas celulares e do alvo marcado € necessario contracorar
com hematoxilina. Ao final do processo, desidratam-se as laminas e em seguida
sdo montadas para serem visualizadas a microscopia (TAFURI et al, 2004,
QUEIROZ et al, 2010).
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2.6.2.5. RIFI e ELISA

A reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ilustrado na figura 9, e o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) sao testes sorologicos geralmente aplicados
em conjunto com a finalidade de se obter maior segurancga diagndstica da LVC.
S&o utilizadas para inquéritos sorolégicos e recomendadas pelo Ministério da
Saude. Ambas as técnicas expressam o nivel de imunoglobulinas séricas
circulantes (BRASIL, 2006).

A coleta do material para analise deve ser feito pela venopuncao
podendo ser da veia cefdlica ou da jugular e armazenado em tubos de ensaio
sem anticoagulante, como EDTA, para haver separacdo do soro sanguineo
(QUEIROZ et al, 2010).

O RIFI funciona por meio de uma marcagao antigeno-anticorpo. Esta
reacao pode ser visualizada ou quantificada utilizando-se diferentes marcadores,
neste caso, o marcador utilizado ¢ um fluorocromo, uma substancia que é
excitada quando absorve luz ultravioleta e em seguida emite uma luz visivel,
podendo ser visualizada em um microsépio de epiluminescéncia ou confocal.
Um dos fluorocromos mais utilizados € o isotiocianato de fluoresceina (FITC)
que emite luz de coloracéo verde (BEUTNER, 2003; AOKI et al, 2010).

(; BlchnInqulnhoﬁ

Figura 9 — Reagentes do teste de imunofluorescéncia indireta - RIFI, kit Bio-Manguinhos.

Fonte: FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ, 2010. Disponivel em:
<http://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/ensaios-sorologicos/imunofluorescencia-
indireta/leishmaniose-canina>, Acesso em: 09/08/2012.
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No teste de ELISA também ocorre uma reacgédo de ligacéo entre antigeno
e anticorpo. Os antigenos sdo obtidos de culturas in vitro de Leishmania spp.
Utiliza-se microplacas para adsorver esses antigenos. O soro das amostras e do
controle sdo adicionados a essas placas. Posteriormente, sdo colocadas anti-
imunoglobulinas (anti-lgG) de cdes marcadas com enzima peroxidades. Caso a
amostra (soro) possua anticorpos anti-Leishmania, ocorrera uma mudanga na
coloracao do teste que é interpretado por espectrofotometria (MACHADO ET AL,
1997; BRASIL, 2006; OLIVEIRA et al, 2008).

O animal considerado sororreagente no RIFI € o que apresenta titulo
semelhante ou maior que o ponto de corte que é 1:40, no ELISA quando atinge
o nivel de densidade 6ptica maior ou igual a 3 (N=3) (MACHADO ET AL, 1997;
OLIVEIRA et al, 2008). O ponto de corte do ELISA é 3 pois € o resultado obtido
no controle negativo (BRASIL, 2006). A aplicacdo dessas técnicas em conjunto
possui vantagens como custo baixo, facilidade na aplicacdo e
sensibilidade/especificidade adequadas (ALVES & BEVILACQUA, 2004), mas
podem apresentar falsos positivos e falsos negativos (FEITOSA et al., 2000;
SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997). O RIFI quando aplicado isoladamente possui
baixa sensibilidade (BERRAHAL et al., 1996). O RIFI possui a desvantagem de
reagcoes cruzadas com outras doencas como a Leishmaniose Cutanea e a
Doenca de Chagas (BRASIL, 2006).

2.6.2.6. PCR

O exame de reagdao em cadeia pela polimerase (PCR) € um exame
molecular que comprova a presenga do agente pelo isolamento e amplificagédo
de sequéncias de pares de bases de seu DNA especifico (BRASIL, 2003).

O material a se coletar pode ser proveniente de qualquer tecido, até
mesmo sangue, alguns autores relatam o uso de pele ou 6rgaos linféides. A
coleta é feita por bidpsia em animais vivos ou fragmento de érgaos durante o
procedimento de necropsia. O material deve ser coletado assepticamente,

evitando-se contaminagdes e posteriormente congelado. A literatura recomenda
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que o processo de congelamento seja com nitrogénio liquido e em seguida
armazena-lo em freezer a -70°C (RODGERS et al, 1990; QUEIROZ et al, 2010).

O processo de amplificacdao € feito com 120 pares de bases, como
observado na figura 10, que s&o especificos para Leishmania spp. e estdo
presentes no KDNA, o DNA mitocondrial unico do cinetoplasto (STUART &
FEAGIN, 1992). O par de oligonucleotideos, os chamados primers, usados séao
13A 5°-dGTG GGG GAG GGG CGT TCT-3" e 13B 5'-dATT TTA CAC CAA CCC
CCA GTT-3’, e a enzima da reagao € uma polimerase. Utilizam-se variagdes de
calor em um termociclador para promover a abertura das fitas de DNA e permitir
que os primers se liguem, ocorrendo primeiro uma denaturagao, ligagao e por
fim uma polimerizagdo. Ocorrem varios ciclos de modo que a amplificagao seja
exponencial (BOLLELA et al, 1999).
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Figura 10 — Resultado de teste de PCR em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata
(foto), com adaptacdes. (PM) marcador em escada de 100pb, (a) controle positivo para LVC, (b-

g) amostra de soro canino para investigacao, (No) controle negativo. Fonte: NUNES et al, 2007.

A verificagdo da amplificacdo do produto PCR é feito por eletroforese
com gel de poliacrilamida a 8% utilizando-se nitrato de prata como corante,
como ilustrado na figura 10. E importante o uso de controles positivos e
negativos (RODGERS et al, 1990; QUEIROZ et al, 2010). O PCR possui
especificidade de 100%, considerada uma o6tima ferramenta diagndstica tanto
para animais assintomaticos quanto sintomaticos, ja sua sensibilidade é de 94%,
mas o resultado depende do tipo de amostra coletada, se o animal é proveniente
de areas endémicas, método de extracdo do DNA e do alvo DNA a ser
amplificado (BRASIL, 2006), sendo recomendado usar um alvo especifico e
unico, como o KDNA (STUART & FEAGIN, 1992). A desvantagem principal é a

44



necessidade de estrutura com equipamentos de elevado custo e mao de obra
especializada (BRASIL, 2003).

2.7. Diagnéstico diferencial

A forma cutdnea e a forma mucosa da Leishmaniose causadas por
outras espécies de Leishmania spp. devem ser levadas em conta no diagnostico
diferencial de lesbes cutaneas que ocorrem na LVC (GINN et al, 2006, SHARMA
& SINGH, 2008).

Doengas oportunistas como tuberculose disseminada, salmonelose,
linfoma, toxoplasmose, histoplasmose e coccidiomicose, devem ser
consideradas como diagnésticos diferenciais (BRASIL, 2006).

A erlichiose € um importante diagnostico diferencial por conter alguns
achados clinicos similares, tal como anemia, trombocitopenia e aplasia medular,
e por apresentar algumas reagdes cruzadas com testes diagnosticos soroldgicos
(LLERA et al, 2002).

Na pele sdo observadas inumeras lesdes que podem ser oriundas de
outras moléstias como sarna sarcéptica, sarna demodécica, seborreia, lUpus
eritomatoso sistémico, pénfigo foliaceo, esporotricose, histoplasmose, dermatite
responsiva a zinco e outras (GINN et al, 2006)

As neoplasias ndo podem ser esquecidas. A exemplo, o tumor venéreo
transmissivel € o diferencial de lesbes proliferativas no prepucio causada por
Leishmania infantum em caes (FOSTER & LUDDS, 2006).
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3. Estudo comparativo entre as técnicas de citopatologia,
histopatologia e imuno-histoquimica no diagnostico da LVC em céaes

naturalmente infectados do Distrito Federal.

3.1. Materiais e métodos

Foram selecionados 10 caes positivos para LVC provenientes da
Diretoria de Vigilancia Ambiental (DIVAL) do Distrito Federal e do Hospital
Veterinario (Hvet) da Universidade de Brasilia. Solicitou-se ao DIVAL animais
positivos ou suspeitos para LVC que seriam eutanasiados, bem como do Hvet
para a realizacdo do experimento. O diagndstico prévio de LVC em alguns
animais foi emitido pelo DIVAL utilizando-se os testes de RIF e ELISA, outros
animais receberam diagndstico prévio pelo LPV-UnB por PAAF de medula
O0ssea. ApoOs a eutanasia, os animais foram encaminhados ao Laboratério de
Patologia Veterinaria-UnB (LPV-UnB) para serem necropsiados e coletados
fragmentos de linfonodos, baco e medula éssea.

Os céaes foram classificados em sintomaticos e assintomaticos, quando
apresentava pelo menos um sinal clinico sugestivo de LVC ou nenhum sinal
observado, respectivamente. Em seguida as amostras foram rotineiramente
processadas para citopatologia, empregando-se imprintings ou esfregagos
desses tecidos selecionados, e histopatologia em cortes parafinizados, corados
com hematoxilina e eosina (HE). Cortes das mesmas amostras usadas na
histopatologia embedidas em parafina foram submetidas ao método de imuno-
histoquimica, com a aplicacdo de um anticorpo policlonal anti-Leishmania
(anticorpo primario) produzido em caes. Para melhor fixagdo do corte
microtomizado, utilizou-se laminas silanizadas. Foi empregada recuperagao
antigénica em calor (banho-maria, por 45 minutos) e incubagéo com o anticorpo,
a 4°C em camara umida por 12 horas. A reacao foi revelada em solugao
cromoégena de diamino benzidina (DAB) e contra-corado com hematoxilina. Em
todos os métodos empregados neste estudo, as amostras tiveram suas cargas
parasitarias avaliadas semi-quantitativamente em ausente (0), minima (+),

discreta (++), moderada (+++) e acentuada (++++).
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3.2. Resultados

A tabela 1 indica a quantidade de animais e os métodos utilizados no

diagndstico prévio da LVC, antes de chegar ao LPV-UnB. Dos 10 animais com a

doenca, 5 animais foram diagnosticados por exames sorolégicos (RIFI e ELISA),

3 pela citopatologia e outros 3 ndo possuiam diagndstico prévio, sendo feito o

exame citopatoldgico para encontrar o parasita e confirmar a suspeita inicial.

Apenas 1 animal recebeu diagndstico prévio tanto pelo RIFI e ELISA quanto pela

citopatologia.

Tabela 1 — Método utilizado na triagem
RIFl e ELISA Citopatologia Suspeita

N 1552-11
N 1768-11
N 1772-11
N 1905-11
N 1908-11
N 045-12
N 202-12
N 358 -12
P 237-12
P177-12

X

X
X

X

X

X
X

X
X

A maioria dos caes analisados, como observado na tabela 2, foram

classificados como sintomaticos (9/10) e em assintomaticos (1/10). Entre os

sintomaticos, os sinais clinicos mais observados foram linfadenomegalia (8/9),

hepatomegalia (7/9) e dermatopatias (7/9).

Tabela 2 — Classificacdo sintomatolégica

ID Classificacao

N 1552 — 11 Sintomatico

Sinais clinicopatolégicos
Linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia,

petéquias na superficie renal, lesbes de pele
crostosas ao redor dos olhos, na lombar e no

dorso, onicogrifose, petéquias na mucosa da
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N 1768 — 11

N 1772 - 11

N 1905 — 11

N 1908 — 11

N 045 - 12

N 202 -12

N 358 — 12

P177 -12

P 237 -12

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Assintomatico

Sintomaticos

vesicula urindria e prostatomegalia.

Magreza, linfadenomaegalia, hepatomegalia,
lesbes de pele crostosas, ulcerativas e esfoliativas
por todo corpo, areas de alopecia, seborréia, atrofia
muscular do quarto posterior.

Linfadenomegalia, hepatomegalia, lesbes de pele
crostosas, ulcerativas e esfoliativas nas orelhas.
Ictericia, linfadenomegalia, hepatomegalia, lesdes
de pele ulceradas nos membros pélvico e area de
alopecia nos 4 membros.

Ictericia, linfadenomegalia, rim com capsula renal
aderida, area de infarto no cortex renal,
onicogrifose, endocardiose, estrias multifocais
avermelhadas na mucosa, cornos uterinos
aumentados e preenchidos por muco.
Linfadenomegalia, areas de infarto no baco,
hepatomegalia, lesdes de pele crostosas ao redor
dos olhos e nas orelhas, lesdes ulcerativas nas
orelhas, regides de ilio e isquio.

Magreza, linfadenomegalia e areas de infarto em
linfonodo, hepatoesplenomegalia, lesbes de pele
crostosas nas orelhas e areas de alopecia nos 4
membros.

Linfadenomegalia, evidenciagdo das estrias
corticomedulares renais, hepatomegalia, lesées de
pele esfoliativas nos membros, térax e orelhas.
Sem sinais clinicos.
Esplenomegalia, hemorragia meningeal,
opistétono, pedalagem, miose, depressao,

sonoléncia, encefalite.

A tabela 3

ilustra os 10 animais utilizados neste estudo com os

respectivos métodos empregados e a carga parasitaria. Nota-se que o tecido

que apresentou maior carga em todos os exames foi a medula éssea, enquanto

que linfonodo apresentou menor carga, além de ser o tecido em que mais se

observou auséncia do parasita nos exames realizados, mesmo o animal sendo

positivo para LVC em outros métodos (RIFI/ELISA).
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A técnica da citopatologia utilizada neste estudo detectou positividade
em 100% dos animais avaliados, detectando-se formas amastigotas em 8
linfonodos, 10 bacos e 10 medulas ésseas como ilustrado na tabela 4. Quando o
parasita nao era detectado pela citopatologia de um tecido, como linfonodos
negativos (2/10), ao se avaliar a citopatologia do bago e da medula éssea, foram
visualizadas formas amastigotas intracitoplasmaticas. A técnica de histopatologia
detectou formas amastigostas em 100% dos animais, com 6 linfonodos, 8 bacgos
e 8 medulas ésseas positivos. Da mesma forma a imuno-histoquimica confirmou
o diagnostico de LVC em todos os 10 animais, 7 linfonodos, 10 bacos e 9

medulas dsseas positivas.

Tabela 3 — Avaliacdo semi-quantitativa da carga parasitaria

Citopatologia Histopatologia Imuno-histoquimica
ID B L M B L M B L M

N 1552-11 + 0 ++ 0 0 + ++ ++ ++
N 1768-11 + + ++ ++ + ++ ++++ ++ ++
N 1772-11 + 0 ++ + 0 0 + 0 +
N 1905-11 ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
N 1908-11 ++ + ++++ + 0 + +++ ++ +++
N 045-12 + + ++ 0 + 0 ++ 0 0
N 202-12 + + +++ ++ ++++ 4 +++ ++++ +++
N 358 -12 ++++ ++++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++++
P177-12 +++ ++ +H++ ++++ + +++ ++++ ++ +++
P 237-12 + + + + 0 + + 0 +

ID: identificagao do animal; B: bago, L: linfonodo, M: medula dssea.
0: auséncia de parasita; +: quantidade minima; ++: quantidade discreta; +++: quantidade
moderada; ++++: quantidade acentuada

A avaliagdo semi-quantitativa revelou maior carga parasitaria ou maior
deteccdo de formas amastigotas pelas técnicas imuno-histoquimica e
citopatologia, sendo o bago o que apresentou maior quantidade de formas
amastigotas e a medula 6ssea menor detecgao ou carga parasitaria por estes
métodos. A histopatologia demonstrou ser menos sensivel com relagédo as

outras duas técnicas.
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+: quantidade minima; ++: quantidade discreta;

acentuada.

Tabela 4 — Nimero de animais positivos de acordo com a

metodologia e tecido
Citopatologia

Baco Linfonodo Medula 6ssea
Negativo 0 2 0
+ 6 5 1
++ 2 2 4
+++ 1 0 3
++++ 1 1 2
Total de 10 8 10
positivos
Histopatologia
Baco Linfonodo Medula 6ssea
Negativo 2 4 2
+ 3 3 3
++ 3 0 1
+++ 1 2 4
++++ 1 1 0
Total de 8 6 8
positivos
Imuno-histoquimica
Baco Linfonodo Medula 6ssea
Negativo 0 3 1
+ 2 0 2
++ 2 4 2
+++ 4 2 4
++++ 2 1 1
Total de 10 7 9
positivos

+++: quantidade moderada; ++++: quantidade
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Figura 11 — Citopatologia de bago com carga parasitaria acentuada (++++).

Macréfago com citoplasma vacuolizado (seta larga), forma amastigota

contendo cinetoplasto perpendicular ao seu nucleo (setas finas). (Panético
rapido, 1000X)

- ) | LJ‘ : . ’s‘_ - ‘x
Figura 12 — Citopatologia de medula 6ssea com carga parasitaria discreta
(++). Megacariécito (seta larga), formas amastigotas no interior de macréfago
(setas finas). (Pandtico rapido, 1000X).
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Figura 13 — Histopatologia de linfonodo, carga parasitaria discreta (++).

Macréfagos parasitados (setas largas), formas amastigotas no interior de

v

X ! AR “* 5
PRI S g Pad

Figura 14 — Imuno-histoquimica de linfonodo de animal controle-positivo.

Macréfagos contendo inimeras formas amastigotas imuno-marcadas (setas).
(DAB, 400X).
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Figura 15 — Imuno-histoquimica de linfonodo, carga parasitaria moderada
(+++). Macrofagos contendo inumeras formas amastigotas imuno-marcadas
(setas). (DAB, 1000X).

Figura 16 — Imuno-histoquimica de bacgo, carga parasitaria minima (+).

Macréfagos contendo poucas formas amastigotas imuno-marcadas (setas).
(DAB, 1000X).
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3.3. Discusséao

Os exames de RIFI e ELISA com resultados positivos feitos antes dos
animais serem encaminhados ao LPV tiveram confirmagao pelos outros exames
diagnosticos utilizados neste estudo, demonstrando que tais exames sorologicos
possuem elevada sensibilidade diagndstica e uma confiabilidade em seu uso na
triagem para Leishmaniose, assim como observado por BRASIL, 2006. Os
animais que nao tiveram exame sorolégico na triagem, foram encaminhados
apenas por suspeita para investigacao laboratorial por apresentarem lesdes de
pele, emagrecimento, alopecia e onicogrifose, sinais clinicos descritos em
animais com LVC de acordo com Mancianti e colaboradores (1988).

O numero de animais sintomaticos desse estudo pode ser explicado
devido a identificagao inicial de um animal suspeito para LVC ocorrer de maneira
subjetiva, observando-se os diversos sinais clinicos inespecificos e em seguida
sdo realizados inquéritos para diagnoéstico de LVC. Deste modo, animais que
nao apresentam sinais clinicos sao dificiimente diagnosticados, o que explica a
baixa quantidade de assintomaticos diagnosticados (MARCONDES et al, 2003;
FEITOSA et al, 2006, BRASIL, 2006). Os achados clinicopatolégicos
linfadenomegalia, hepatomegalia e dermatopatias foram as mais frequentes em
animais soropositivos para LVC (KRAUSPENHAR, et al., 2007).

A técnica de citopatologia demonstrou ser o método mais eficiente para
o diagndstico da LVC entre as técnicas avaliadas, uma vez que esta apresenta
inumeras vantagens, por ser um procedimento pouco invasivo, de facil
aplicagao, baixo custo, requer minima utilizagdo de equipamentos e reagentes
laboratoriais e desde a coleta até a leitura das laminas requer poucos minutos
(BRASIL, 2003). Além dessas vantagens, Feitosa et al (2000) afirma que a
histopatologia pode chegar a 80% de sensibilidade assim como a sensibilidade
de 80% encontrada no manual do Ministério da Saude (BRASIL, 2006) sobre
citopatologia. Contudo, o presente estudo demonstrou que a citopatologia
apresenta maior sensibilidade quando compara a histopatologia, uma vez que
formas amastigotas foram detectadas em alguns animais pela técnica de
citopatologia, o mesmo nao sendo possivel pela histopatologia. A observacao de
varias laminas citopatologicas, a qualidade do preparo, o tempo de visualizagao
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de cada lamina e pessoal bem treinado garantiram uma elevada sensibilidade
neste exame (URBANO et al, 2005; BRASIL, 2006)

A histopatologia e de a imuno-histoquimica sao técnicas que utilizam
fragmentos de tecidos e, portanto, sdo mais invasivos. Adicionalmente, sao
meétodos que requerem no minimo de 48 a 72 horas para serem realizados, além
de necessitarem de um maior numero de reagentes e equipamentos
laboratoriais. A vantagem da técnica de imuno-histoquimica € a maior
sensibilidade, uma vez que anticorpos anti-Leishmania sdo empregados,
necessitando de menor experiéncia de quem faz a leitura microscépica das
amostras e assim minimizando falso-positivo, que podem ocorrer com maior
frequéncia com as técnicas de citopatologia e histopatologia (TAFURI et al,
2004).

3.4. Conclusao

Este estudo demonstrou que a citopatologia € um método eficaz para o
diagndstico da LVC, e pode ser utilizada como método confirmatério em animais
positivos em testes sorolégicos como RIFI e ELISA. A eficacia desta técnica é
devido ao seu baixo custo, rapida execuc¢ao e, quando se dispdoe de pessoal
treinado para a leitura das laminas, apresenta baixo percentual de falso-
positivos, presentes nos métodos soroldgicos mencionados anteriormente.

A imuno-histoquimica € uma técnica de alta sensibilidade e
especificidade e pode ser utilizada como método adicional, em conjunto com o
RIFI, ELISA e citopatologia, para confirmar infecgdo por Leishmania spp. em

caes.
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