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RESUMO

RAMOS J. K. M. Leishmaniose visceral canina: aspectos clinicos e de diagnostico. 2009. 71
f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Programa de Pos-

Graduacao em Ciéncia Animal. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

O objetivo desta dissertacdo foi realizar estudo sobre aspectos clinicos e de
diagnoéstico da leishmaniose visceral canina, em Campo Grande, MS. No primeiro estudo
foram examinados 195 caes soropositivos do Centro de Controle de Zoonoses, agrupados em
sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos. A confirmacgao parasitoldégica por meio do
exame parasitologico direto em distensdo medular e/ou mielocultura ocorreu em 69,7% das
amostras. Esses métodos apresentaram-se significativamente associados. O quadro clinico do
cao com leishmaniose visceral, em Campo Grande, MS, ndo difere de outras regides do pais,
apresenta um espectro de caracteristicas clinicas que varia do aparente estado sadio a grave
apresenta¢do sintomatica. A associagdo do exame parasitologico direto em distensdo medular
com a mielocultura, em cdes soropositivos, aumenta as chances de diagndstico preciso da
leishmaniose visceral canina. No segundo estudo foram amostrados 100 caes dos 195
provenientes do primeiro estudo. As metodologias de exame parasitologico direto em
distensdo medular e imunohistoquimica mostraram-se eficientes na confirmagao
parasitoloégica da infeccdo por Leishmania, independente da manifestacdo clinica. A
associacao do exame por imunohistoquimica de pele e parasitologico direto em distensao
medular, assim como, os diferentes diagndsticos parasitologicos realizados em paralelo,

aumentam as chances de confirmag¢ao de diagndstico da leishmaniose visceral canina.

TERMOS DE INDEXACAO: leishmaniose visceral canina, apresentagdo clinica, diagndstico,

imunohistoquimica, mielocultura, soro hiperimune.



ABSTRACT

RAMOS J. K. M. Canine visceral leishmaniasis; clinical and diagnostic aspects. 2009. 71 f.
Dissertation (Master) - Faculty of Veterinary Medicine and Zootecnia, Postgraduate Program

in Animal Science. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

The objective of this dissertation was to carry out a study on the clinical and
diagnostic aspects of canine visceral leishmaniasis, in Campo Grande, MS. In the first study
195 seropositive dogs were examined from the Zoonoses Control Center, grouped as
symptomatic, oligosymptomatic and asymptomatic. The parasitological corroboration by
means of the direct parasitological exam in medular distension and/or myeloculture occurred
in 69.7% of the samples. Those methods were significantly associated. The clinical profile of
the dog with visceral leishmaniasis, in Campo Grande, MS, does not differ from other regions
of the country, presenting a spectrum of clinical characteristics that varies from the apparently
healthy state to a grave symptomatic presentation. The association of the parasitological
straight exam in medular distension with the myeloculture, in seropositive dogs, increased the
chances of diagnosis of the canine visceral leishmaniasis. A associacdo do exame
parasitologico direto em distensdo medular com a mielocultura, em caes soropositivos,
aumenta as chances de diagnostico preciso da leishmaniose visceral canina. In the second
study 100 dogs of the 195 originating from the first study were sampled The methodologies of
the direct parasitological exam in medular distension and immunohistochemical showed
themselves to be efficient in the parasitological corroboration of the infection by Leishmania,
independent of clinical manifestation. The association of the examination by
immunohistochemical of skin and direct parasitological in medular distension, as well as the
different parasitological diagnoses carried out in parallel, increase the chances of diagnosis of

canine visceral leishmaniasis.

KEY WORDS: canine visceral leishmaniasis, clinical presentation, diagnosis,

immunohistochemical, myeloculture, hyperimmune serum.
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1 INTRODUCAO

1.1 A leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar ¢ uma doenga zoonotica endémica em muitos
paises tropicais. Considerada uma doenga emergente ¢ em expansao no mundo, estd entre as
sete endemias de prioridade pela Organiza¢ao Mundial da Saude (WHO, 2002).

A doenga ocorre na Asia, Europa, Africa e América, com 90% dos casos ocorrendo no
Brasil, Bangladesh, India e¢ Suddo (SOARES; TURCO, 2003). Aproximadamente 147
milhdes de pessoas estdo expostas, e 100.000 individuos estdo atualmente infectados (WHO,
2007).

A LV esta presente em 21 estados brasileiros (LAINSON; RANGEL, 2005; MAIA-
ELKHOURY et al., 2008), incluindo a ocorréncia recente Rio Grande do Sul (informagao
pessoal'). Entre 1980 e 2005, o Brasil registrou 59.129 casos de leishmaniose visceral, sendo
82,5% na Regido Nordeste. Gradativamente, a parasitose expandiu-se para as regides Centro-
Oeste, Norte e Sudeste, onde passou de 15% dos casos em 1998 para 44% em 2005 (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008).

A LV ¢ causada por protozoario pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania (ROSS, 1903). A principal forma de transmissao do
parasito para o homem e outros hospedeiros mamiferos ¢ pela picada e inoculagdo de formas
parasitarias por fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae,
conhecidos genericamente por flebotomineos (GONTIJO; MELO, 2004).

O protozoario apresenta formas distintas de parasitismo nos vertebrados e no vetor. Os
hospedeiros vertebrados incluem grande variedade de mamiferos, entre eles, o cdo e o
homem. Sao identificados como hospedeiros invertebrados e vetores, exclusivamente fémeas
da subfamilia Phlebotominae (WHO, 2002).

Leishmania (Leishmania) chagasi ¢ uma espécie do complexo Leishmania donovani,
segundo 0 modelo taxondmico proposto por Lainson et al. (1987). Estdo incluidas neste
complexo as trés principais espécies causadoras da leishmaniose visceral: L. (L.) donovani, na
India e leste da Africa, L. (L.) infantum, nos paises da Bacia Mediterranea e no oeste da

Africa, e L. (L.) chagasi na Américas (MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000).

" GOMES, MLS. Mapa, distribuigdo de LV. Mensagem recebida por joycekatiuccia@hotmail.com em 20 abr.
20009.
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Com base nos perfis isoenzimaticos e genéticos, alguns autores consideram que a
espécie L. chagasi seja indistinguivel de L. infantum (MAURICIO; STOTHARD; MILES,
2000; MAURICIO et al., 2001). Mauricio, Stothard e Miles (2000) e Mauricio et al. (1999)
estudando as relagdes genotipicas do complexo L. donovani por amplificacao aleatéria de
DNA polimorfico (RAPD), sequenciamento parcial do gene da gp63 e polimorfismo por
tamanho de fragmento de restricio (RFLP), mostraram que L. chagasi e L. infantum sio
geneticamente indistinguiveis e formam um grupo monofilético dentro do complexo.

Recentemente, Alvarenga (2007), estudando amostras de L. chagasi provenientes do
Brasil e L. infantum de Portugal, observou o mesmo zimodema. Pela utiliza¢do das técnicas
de RAPD e PCR com iniciadores de repeti¢des de seqiiéncias simples (SSR-PCR) observou a
distingdo das amostras em dois clusters relacionados ao hospedeiro de origem. Com as
técnicas RFLP e PCR em baixa estringéncia, usando um unico iniciador (LSSP-PCR), essa
distingdo ndo foi confirmada, mas pequenos polimorfismos foram detectados. A técnica de
sequenciamento evidenciou polimorfismos, algumas vezes associados a origem geografica ou
ao hospedeiro.

Lainson e Rangel (2003, 2005) baseados em diferencas observadas por meio de
técnicas moleculares tém usado a nomenclatura L. (L.) infantum infantum e L. (L.) infantum
chagasi, sugerindo que a separagdo taxondmica dos parasitos poderia ser ao nivel de
subespécie. Por outro lado, Dantas-Torres (2006), acredita que L. chagasi e L. infantum
devem ser consideradas espécies sindnimas, sem que haja mudanga no nome ao nivel de
subespécie, pois isso implicaria em toda uma re-classificagdo do género Leishmania.
Contudo, segundo Shaw (2006), de acordo com o codigo da Comissdo Internacional de
Nomenclatura Zoologica, o nome L. (L.) infantum chagasi é absolutamente correto.

Nos mamiferos, o protozoario apresenta-se sob a forma amastigota, que se multiplica
por divisdo binaria no interior das células fagociticas mononucleares. Apds serem ingeridas
pelas fémeas de flebotomineos, por ocasido do repasto sanguineo, estas transformam-se em
formas flageladas, denominadas promastigotas, no tubo digestivo do flebotomineo e apds
quatro dias, ja podem ser transmitidas ao hospedeiro (ASHFORD et al., 1998).

Nas periferias das areas urbanas de varias capitais e cidades de porte médio do Brasil,
os seguintes fatores sdo reconhecidos por facilitarem a urbanizagdo da LV: degradacdes
ambientais e as politicas sociais associadas a migragdo de populagdes rurais carentes;
condigdes sociais € econOmicas mais precarias; convivéncia com animais domésticos e a
capacidade de adaptagdao do vetor ao peridomicilio humano (MARZOCHI; MARZOCHLI,
1994; MONTEIRO; LACERDA; ARIAS, 1994).
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De acordo com Tesh (1995), os migrantes podem levar consigo seus animais
domésticos, caes, galinhas e porcos, € os mantém proximos as suas casas, aumentando a
chance de transmissao. Este fato contribuiu para o aumento da prevaléncia da LV a partir da
década de 90, em areas urbanas de grandes cidades do Brasil como Belo Horizonte, MG, Rio
de Janeiro, RJ, S3ao Paulo, SP e Campo Grande, MS (LAINSON; RANGEL, 2005;
OLIVEIRA, A.L. et al., 2006).

Além destas associagcdes devem ser consideradas as mudancas na susceptibilidade do
hospedeiro a infecgdo como no caso de imunossupressao e desnutrigdo (ASHFORD, 2000;
CHAPPUIS et al., 2007; FRANCA-SILVA et al., 2005; WHO, 2007).

A intervengdo antrdpica sobre o meio ambiente como a constru¢do do gasoduto e a
destruicao de areas do cerrado em Mato Grosso do Sul, podem ter contribuido para a
disseminagdo do vetor nesta regido. Antonialli (2006), por meio de analise espacial, verificou
que a disseminagdo da LV no Estado ocorreu no sentido oeste-leste a partir de 1998,
coincidindo com a rota e o inicio da construgdo do gasoduto Bolivia-Brasil, que demandou a
migracao de milhares de trabalhadores atraidos de diferentes regides brasileiras, muitas delas
endémicas para LV.

J4 no municipio de Campo Grande, a mudanga ambiental estd relacionada com a
abertura de avenidas acompanhando os cursos das dguas e a derrubada da vegetacdo para
constru¢do de casas populares, com a transmissdo ocorrendo inclusive em dreas centrais do
municipio (ANTONIALLI, 2006; ARAUJO e SILVA; ANDREOTTI, HONER, 2007).

A primeira confirmacdo parasitolégica de leishmaniose em Mato Grosso do Sul
ocorreu em 1980 no municipio de Corumba. A partir de 1995 houve expansdo para outras
localidades, sendo registrada atualmente em 49 dos 78 municipios do Estado (NUNES et al.,
1988; OLIVEIRA, A.G. et al., 2006; SINAN, 2009).

Em Campo Grande, os primeiros casos caninos surgiram em 1998, quando L. (L.)
infatum chagasi foi isolada (SILVA et al., 2000). Com a implantagdo das medidas de
controle, o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) passou entdo a realizar os inquéritos
soroldgicos caninos por meio de testes de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio
imunoenzimatico ou enzime-linked immunoassay (ELISA), cuja evolucao a partir de 2003

esta apresentada na Figura (informagio pessoal?).

2 BRAZUNA, J.C.M. Dados caes. Mensagem recebida por joycekatiuccia@hotmail.com em 19 nov. 2008.
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Embora o municipio de Campo Grande tenha casos autdctones humanos notificados a
partir de ano 2002 (OLIVEIRA, A.G. et al., 2003; 2006), os registros junto a Secretaria de
Satde revelam 813 casos entre os anos de 2001 e setembro 2008 (SINAN, 2009).

110.661
2008 16.252 (14,7%)
110.000
2007 19.940 (18,1%)
53.536
2006 9.601 (17,9%)
28.377
2005 P 6 869 (24,2%) ) )
| H numero de caes amostrados
12.876
2004
4.314 (33,5%) numero e percentual de cdes soropositivos
13.885
2003 B8 275 (38%)
0 20.000 40.000 60.000 80.000 100.000 120.000

FIGURA. Frequéncia de soropositividade para leishmaniose visceral canina obtida pelo Centro de

Controle de Zoonoses de Campo Grande, MS, entre 2003 ¢ 2008. Adaptado de informacdo pessoal’.

A frequéncia de soropositividade na populagdo canina de Campo Grande, MS e a
constante notificagdo de casos humanos, classificam o municipio como area de transmissao
intensa (SINAN, 2009). Demonstra a importancia desta enfermidade como um problema de
saude publica e animal e justifica a necessidade de investigacdo dos padrdes clinicos e de
diagnostico da doenca canina neste municipio, com vistas a contribuir para o controle da

doenga, cujo objetivo principal € interromper a cadeia de transmissao da parasitose.

1.2 Vetores

O vetor de L. (L) infantum chagasi ¢ representado por insetos dipteros, da familia
Psychodidae, tendo como principal papel epidemiologico Lutzomyia longipalpis (LAISON et
al., 1987). Lutzomyia cruzi também foi observado como vetor da LV no Estado de Mato
Grosso do Sul (SANTOS et al., 1998; GALATI et al.,, 1997). A saliva de Lutzomyia

longipalpis contém o peptideo maxadilan que apresenta importancia fundamental no processo
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de infeccdo, com potente atividade vasodilatadora, antiplaquetdria e imunomoduladora
(LERNER et al., 1991; QURESHI et al., 1996). Esse peptideo mantém o fluxo sanguineo
constante, dificultando a coagulacao e, portanto, facilitando a inoculacao dos parasitos nos
hospedeiros vertebrados (KILLICK-KENDRICK, 1999).

Esses insetos sdo popularmente conhecidos por flebotomineos, mosquito palha, birigui
ou cangalhinha. S3o pequenos, cobertos de pélos e de coloragdo clara (cor de palha ou
castanho claro), facilmente reconheciveis pelo comportamento de voar em saltos e pousar
com as asas entreabertas e ligeiramente levantadas. Preferem lugares com pouca luminosidade
e ventilacdo, imidos, e que tenham alimento por perto. Como muitos outros dipteros
hemat6fagos necessitam de carboidratos, que na natureza adquirem da seiva de plantas e de
frutas maduras. Para que ocorra a maturacao e desenvolvimento dos ovos as fémeas precisam
ingerir, além de carboidratos, uma fonte alimentar sanguinea (DIAS et al., 2003; FRANCA-
SILVA et al., 2005). As formas adultas estdo adaptadas a diversos ambientes e possuem
atividade crepuscular e noturna (BRASIL, 2006).

No peridomicilio os ambientes propicios para a populacdo desses vetores, sao aqueles
com presenga de lixo, abrigo de animais (galinheiros e estabulos) e arborizacdo abundante

(GALATTI et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2008).

1.3 Leishmaniose visceral canina

1.3.1 Aspectos gerais

A leishmaniose visceral canina (LVC) ¢ uma doenca sist€émica severa cujas
manifestagdes clinicas sdo intrinsecamente dependentes do tipo de resposta imunologica
expressa pelo animal infectado. O quadro clinico dos caes infectados apresenta um espectro
de caracteristicas clinicas que varia do aparente estado sadio a um severo estagio final
(BRASIL, 2006).

Os canideos, especialmente os caes domésticos e ndo domiciliados, sdo reservatorios
para L. (L.) infantum chagasi (GUERIN et al., 2002; MAURICIO et al., 2001; MARZOCHI
et al., 1985).

Fatos como a alta prevaléncia da doenca canina em areas endémicas para leishmaniose
visceral, o intenso parasitismo cutaneo apresentado por esses animais, bem como, por

preceder a ocorréncia da doenca em humanos, destacam o importante papel do cdo na
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epidemiologia da LV (BADARO et al., 1996; COURTENAY et al., 2002; GIUNCHETTI et
al., 2006; MORENO; ALVAR, 2002).

1.3.2 Patogénese

1.3.2.1 Aspectos imunolégicos

A resposta imunologica desencadeada por um agente infeccioso ¢ dependente de
varios fatores, como sua antigenicidade, carga parasitdria e sistema imunoldgico do
hospedeiro, sendo, portanto, a apresentacdo clinica da doengca uma consequéncia destas
interagdes (SANTOS-GOMES et al., 2002).

Leishmania sp. sdo protozoarios que se multiplicam inicialmente em macréfagos na
porta de entrada das formas parasitirias. Se o hospedeiro nao gera uma resposta imune
protetora eficaz, os parasitos podem disseminar-se da pele em fagdcitos mononucleares
atingindo a medula dssea, o baco, linfonodo e figado, causando uma doenca cronica
(STRAUSS-AYALI; BANETH, 2001).

A infeccdo por Leishmania pode ter evolugao diferente em individuos geneticamente
distintos, e o curso da infec¢do ¢ determinado pela natureza da resposta imune inata e
adaptativa do hospedeiro (DAY, 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2000).

Com relacao ao perfil imunologico do cdo, existem alguns registros dos mecanismos
de protecao e susceptibilidade a doenca (MORENO; ALVAR, 2002). Evidéncias
experimentais e clinicas indicam que a resolu¢do das infec¢des por Leishmania ¢ dependente
de células T, e mediada por macrofagos ativados (BARBIERI, 2006). Os macrofagos e as
células dendriticas infectadas atuam como células apresentadoras de antigenos ativando
linfécitos (CD4+) Thl e Th2. Havendo a ativagcdo das células Thl ocorrera a producdo de
citocinas proé-inflamatorias, tais como interleucina-2 (IL-2), interferon gama (IFN-y) e fator
de necrose tumoral (TNF), as quais aumentariam a eficiéncia das células fagociticas e de
linfocitos citotoxicos, desencadeando resposta imune protetora e baixos titulos de anticorpos
anti-Leishmania (PINELLI et al., 1994; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2007). Dessa forma,
caes que apresentam resposta imune protetora mediada por células sdo capazes de controlar a
infeccdo e permanecem assintomaticos.

Quando caes infectados por L. (L.) infantum chagasi desenvolvem acentuada resposta
imune humoral, esta ndo apresenta efeito protetor quanto a progressao da doenga (LOPEZ;

LUCENA; NOVALEZ, 1996; MORENO; ALVAR, 2002; RODRIGUEZ-CORTES et al.,
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2007). Essa resposta ¢ caracterizada pela producdo aumentada de citocinas antiinflamatdrias
(Interleucinas-4, 5, 6, 10, 13), as quais desencadeiam a proliferagdo de células B e producdo
de imunoglobulinas (MORENO; ALVAR, 2002; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2007).
Strauss-Ayali, Baneth e Jaffe (2007) mostraram que uma resposta imune com perfil Thl e
Th2 ocorre na infec¢do por L. (L.) infantum chagasi, e sugerem que a elevacao inicial dos
niveis de IL-4 pode ter um papel na persisténcia do parasito, mesmo na presenga de niveis
elevados de IFN-y. Assim, cdes naturalmente infectados que apresentam um perfil nao
protetor, produzem citocinas do perfil Th1/Th2, altos titulos de anticorpos e evoluem para
forma clinica sintomatica. No caso dos caes que desenvolvem a doenca, ocorre uma deple¢ao
das regides de células T dos seus orgdos linfoides, enquanto as zonas de células B destes
orgdos proliferam. A excessiva proliferacio de células B e macrofagos resulta em
hepatomegalia, linfadenomegalia generalizada e hipergamaglobulinemia (FEITOSA et al.,
2000; STRAUSS-AYALI; BANETH, 2001).

Um importante dano causado pela hipergamaglobulinemia ¢ a producdo de grande
quantidade de imunocomplexos circulantes que, uma vez depositados na parede dos vasos
sanguineos, resulta em processos inflamatorios em diferentes 6rgdos (BANETH, 2006;
LOPEZ; LUCENA; NOVALEZ, 1996; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2007).

Niveis significativamente mais elevados de IL-2 e de TNFo em cdes assintomaticos
foram encontrados nos sobrenadantes de células mononucleares periféricas (PBMC)
estimuladas, quando comparados com as células de caes sintomaticos (PINELLI et al., 1994).
Além disso, PBMC dos cades assintomaticos produziram IFN-y perante a estimulagao
antigeno-especifica do parasito, enquanto que, linfocitos dos cdes sintomaticos ndo o fizeram
(PINELLI et al., 1995).

Recentemente, Rodrigues et al. (2007) mostraram que se pode identificar resposta
protetora a infec¢do de caes imunizados e assintomaticos num sistema de reestimulacdo de
PBMC in vitro. A maioria dos PBMC desses caes protegidos produz e secreta IFN-y. Os
sobrenadantes dos PBMC desses caes assintomaticos foram capazes de estimular macrofagos
de caes sadios a destruir Leishmania. Em um sistema de estimulagdo primaria in vitro (P1V),
Rodrigues et al. (2009), utilizando co-cultura de PBMC de caes sadios, primariamente
estimulados com promastigotas de L. (L.) infantum chagasi e macrofagos autdlogos,
mostraram que o aumento da producdo de IFN-y pelos PBMC esté relacionado a um menor
percentual de macrdéfagos infectados in vitro. A associagcdo da IL-10 e leishmaniose visceral
humana com doenga ativa esta firmemente estabelecida (NYLEN; SACKS, 2007), mas essa

associac¢do ainda nao foi bem definida na LVC (CARRILLO; MORENO, 2009). Pinelli et al.
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(1999) avaliaram a producdo de IL-2, IFN- vy, IL-4 e IL-10 em PBMC de caes infectados com
L. (L.) infantum chagasi. Em um cdo assintomatico foi detectada a produ¢do de todas as
citocinas avaliadas, enquanto que, nos quatro animais sintomaticos, apenas a produgao de IL-
4 ou IL-10 foi detectada, indicando uma possivel participagdo destas citocinas no
desenvolvimento de manifestagdes clinicas da doenga. Em outros estudos a produgdo de IL-10
ndo pode ser relacionada com uma resposta ndo protetora (QUINNELL et al., 2001;
SANTOS-GOMES et al., 2002), contudo, recentemente, foi demonstrado que a produgao
dessa citocina ¢ diretamente proporcional ao aumento da carga parasitaria e dos sinais clinicos

observados durante a progressao da doenga (LAGE et al., 2007).

1.3.2.2 Densidade parasitaria e perfil clinico

Abordagens relevantes para o entendimento dos aspectos imunopatologicos na LVC
buscam uma associagdo da densidade parasitaria com a clinica e a resposta imune em caes
infectados. As técnicas mais utilizadas para a quantificacdo da densidade parasitaria sdo:
relagdo entre o numero de amastigotas para mil células nucleadas por meio do método de
Unidade Leishman Donovan (LDU) (Leishman Donovan Units) (REIS et al., 2006a); a
imunohistoquimica (GIUCHETTI et al., 2006, 2008ab; TAFURI et al., 2004) e a PCR em
tempo real (FRANCINO et al., 2006).

Reis et al. (2006ab) ao estudarem a densidade parasitaria por meio de LDU,
observaram associagdo positiva com o perfil clinico dos cdes e a intensidade parasitaria do
baco, figado, medula 6ssea e pele. Por meio da mesma técnica, Teixeira-Neto (2008),
estudando amostras de pele, obteve diferenca estatistica significativa na avaliagdo da
densidade parasitaria ao comparar os grupos de caes assintomaticos e sintomaticos. Laranjeira
(2008) observou, por imunohistoquimica, correlacdo estatistica positiva entre a presenga de
parasitos em visceras € ou pele e a sintomatologia, enquanto que uma correlagdo negativa foi
encontrada quando comparada a intensidade parasitaria e caes assintomaticos.

Independentemente da apresentacdo clinica, pele e bago sdo os principais sitios de alta
densidade parasitaria durante o curso da LVC. Além disso, foi demonstrado que a densidade
parasitaria da medula o6ssea e do baco sdo marcadores parasitologicos ideais para
correlacionar a evolugao clinica da doenca (REIS et al., 2006a).

Rodriguez-Cortés et al. (2007) ao avaliarem parametros clinicos, imunologicos e
parasitologicos mostraram que a intensidade da infeccdo por Leishmania em amostras de

sangue, indicadas pela quantidade de DNA do parasito, esteve correlacionada
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significativamente com as concentracdes de IgG, de IgG1, de IgG2, de IgA, e de IgM e com
os sinais clinicos. A parasitemia e a imunidade mediada por células especifica contra
Leishmania tiveram correlacao inversa. Além disso, o mesmo estudo revelou que quantidades
mais elevadas de DNA de Leishmania foram detectadas nos tecidos dos caes sintomaticos do
que nos oligossintomaticos. Estes resultados reforgam que a LVC progressiva estd associada
com a falta de resposta especifica de célula T, e a resposta humoral com a disseminagdo e

multiplicagdo da Leishmania em diferentes tecidos.

1.3.2.3 Formas clinicas

Nos animais suscetiveis, apos a colonizacdo do sistema reticuloendotelial pode haver
disseminagdo do parasito por via hematégena e ou linfatica para rins, 6rgdos reprodutivos,
bexiga, sistema respiratorio e digestorio, ¢ novamente a pele (ALVAR et al., 2004;
CARDOSO; CABRAL, 1999). Esta presenca nos 6rgaos e tecidos, associado a resposta
imune do cdo ante a infec¢do determinam reagdes que produzem as lesdes e os sintomas da
LVC (ALVAR et al., 2004; REIS et al., 2006a).

De acordo com a apresentacao clinica, os caes podem ser agrupados como:
oligossintomaticos, com até trés sintomas clinicos; sintomaticos, com mais de trés sintomas e
os assintomaticos, que ndo apresentam sintomas (MANCIANTI et al., 1988).

Em uma 4area endémica, aproximadamente 40% dos animais sdo assintomaticos,
porém, ha opinides contrdrias na literatura em relacdo a cura espontdnea desses animais.
Ribeiro (2001) afirma que em 62% dos cdes assintomaticos ocorre a cura espontanea,
enquanto outros estudos mostram que raramente os animais curam-se espontaneamente e que
destes, 80% evoluem para a forma sintomatica (FEITOSA et al., 2000; SANTA ROSA;
OLIVEIRA, 1997).

A LVC pode apresentar uma grande variabilidade de sintomas clinicos, caracterizados
por febre intermitente, linfadenomegalia, esplenomegalia, dermatite, hiperqueratose, lesdes de
borda de orelha e focinho, alteracdes oculares, acinesia e onicogrifose (CIARAMELLA et al.,
1997; CORTADA et al., 2004; DA COSTA-VAL et al., 2007, MANCIANTI et al., 1988).

Outros sintomas freqiientes sdo as alteracdes dermatoldgicas presente em 90% dos
casos (alopecia local ou generalizada, descamacdo furfurdcea, piodermite periorbital e
nédulos que podem ou ndo ulcerar), hepatomegalia, alteracdes renais (insuficiéncia renal e
glomerulonefrites), oftalmoldgicas (uveite, ceratoconjutivite seca, glaucoma e panoftalmite),

hematoldgicas (anemia e epistaxe) e neuroldgicas (tetraparesia, convulsdes, andar em
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circulos, nistagmo, paralisia de mandibula e ptose labial) (CIARAMELLA et al., 1997;
FEITOSA, 2006; FULGENCIO, 2006; IKEDA et al., 2003; CARVALHO NETA et al.,
2007).

As ulceras cutaneas dao-se, provavelmente, pela agao direta do parasito (FERRER et
al., 1988a; RIDLEY; RIDLEY, 1983) ou pela vasculite necrosante ocasionada pela deposi¢ao
de imunocomplexos (PUMAROLA et al., 1991). Pocai et al. (1998) citam que nos casos em
que ocorrem ulceragdes, elas sdo vistas principalmente na pele do focinho, orelha e mucosa
oral e nasal.

A acdo direta do parasito sobre o foliculo piloso, ou lesdes hepaticas que provoquem
disturbio do 4cido pantoténico, ou ainda, a deposi¢do de imunocomplexos na membrana basal
da pele, podem explicar a alopecia nos caes infectados (HOMMEL, 1978). A presenca do
parasito na matriz ungueal estimula o seu crescimento levando a caracteristica onicogrifose
nestes animais (LESTOQUARD; DONATIEN, 1983; FEITOSA et al, 2000). Embora
Marzochi et al. (1985) consideram que a apatia do c@o pode ser responsavel pelo ndo desgaste
natural das mesmas.

Os distarbios locomotores podem ser justificados por poliartrite em funcdo da
deposicdo de imunocomplexos, fissuras nos coxins, ulceras interdigitais e lesdes osteoliticas
como osteomielite osteolitica ou periostite proliferativa (AGUT et al., 2003; PARABONI;
FRANCO; MATTEI, 2008; SOUZA et al., 2005).

A formacao de imunocomplexos circulantes pode causar danos em vdarios Orgaos,
representados por quadros de vasculites, uveites, glomerulonefrites e artrites (BANETH,
2006; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2007). Além disso, os imunocomplexos podem ligar
fragmentos do complemento as células sanguineas, reduzindo seu tempo de vida podendo
entdo, levar a quadros de anemia e trompocitopenia imunomediada (LOPEZ; LUCENA;
NOVALEZ, 1996).

Alteragdes hematologicas como anemia normocromica, leucopenia, e trompocitopenia
podem ser obsevadas (ABRANCHES et al., 1991; CTARAMELLA et al., 1997). A anemia
vem sendo reportada em cerca de 50 a 70% dos casos caninos (BANETH, 2006; XAVIER,
2002). Segundo Da Costa-Val et al. (2007) o numero total de leucocitos, assim como a
contagem diferencial, ndo obedecem qualquer padrdo em caes portadores de leishmaniose,
podendo apresentar leucocitose ou mesmo perfil leucocitario normal.

Na eletroforese sérica observa-se a inversao da relacdo albumina/globulina, com o
aumento da fragdo gama caracterizando a hipergamaglobulinemia, com diminuicao da

albumina em alguns casos (KEENAN et al., 1984; CTARAMELLA et al., 1997).
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Alteragdes no trato gastrintestinal ocorrem pela rea¢do inflamatéria com infiltrado
predominantemente de macréfagos contendo amastigotas de Leishmania, principalmente no
ceco e colon (SILVA et al., 2002).

Foram descritas por Diniz et al. (2005) alteragdes patologicas do trato genital
masculino, que incluem epididimite, balanopostite e menos frequentemente orquite, com
infiltrado inflamatdério composto por macrdéfagos, plasmocitos e linfocitos, associado a

presenca de amastigotas.

1.4 Medidas de controle da leishmaniose visceral

Nos ultimos 20 anos, apesar do conhecido problema da subnotificacdo de casos, o
Brasil registrou um marcado aumento na incidéncia da leishmaniose visceral. Sua situagao
atual pode ser vista como um paradoxo: os aspectos mais importantes da doenca sdo
conhecidos, porém, o controle ainda nao foi obtido.

A expansdo da parasitose e as diferentes situagdes epidemioldgicas encontradas, tanto
em regides rurais como urbanas, indicam a necessidade da adocdo de diferentes estratégias
para o controle dessa endemia no pais. Assim, sdo indispensaveis a¢des junto as comunidades,
envolvendo educagdo, provisao de informagdo, promoc¢dao da satide e participagdo no
planejamento, desenvolvimento e manutencdo dos programas adotados (MARZOCHI;
MARZOCHLI, 1997).

Neste sentido, as medidas de controle da LV preconizadas pelo Ministério da Saude, e
iniciadas ha mais de 40 anos, envolvem quatro principais estratégias: diagnostico precoce e
tratamento de casos humanos; controle dos vetores por meio do uso de inseticidas em area
domiciliar e peridomiciliar; realizagdo de inquéritos soroldgicos nas populacdes caninas
seguidos da eliminacdo dos animais soropositivos, e orientacdes dirigidas as atividades de
educacgdo em satude (BRASIL, 2006; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; TESH,
1995).

Em Campo Grande, uma quinta estratégia vem sendo utilizada desde 2007, quando foi
adotada como medida preventiva o uso de coleiras impregnadas com deltametrina em caes
sorologicamente negativos, ainda sem a divulgacao de seu resultado. Killick-Kendrick et al.
(1997) e Foglia Manzillo et al. (2006) em experimentos com coleiras impregnadas com
deltametrina, mostraram resultados promissores para a protecdo dos cdes e consequentemente

quebra do ciclo da transmissao.
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Os inquéritos soroldgicos tém sido feitos na populagdo canina domiciliada em areas de
transmissdo de L. (L.) infantum chagasi para seres humanos, de acordo com a estruturada rede
de testes de RIFI e ELISA proposta pelo Ministério da Satide. Menciona-se que todos os caes
com resultado reagente devem ser eutanasiados (BRASIL, 2006).

Costa e Vieira (2001) enfatizam que o programa de eliminacdo de cdes domésticos
apresenta o menor suporte técnico-cientifico entre as quatro estratégias do programa de
controle. Os pontos de maior fragilidade sdo: 1) a falta de correlacdo espacial entre a
incidéncia cumulativa de LV humana com a soroprevaléncia canina (MAGUIRE et al., 1997);
2) a auséncia de risco significativo de coabitagdo com caes para aquisi¢ao de LV (ASHFORD
et al., 1998; COSTA et al., 1999); 3) a demonstracdo tedrica de que ¢ um método pouco
eficiente em comparacao com as estratégias de controle vetorial e de suplementagao alimentar
(DYE, 1996); 4) a demonstracao de que outros reservatorios podem ser fontes de infecgao de
L. (L.) infantum chagasi, tais como pessoas, em particular criangas desnutridas (COSTA et
al., 2000), canideos silvestres (DEANE, 1962) e marsupiais (SHERLOCK et al., 1984); 5) a
grande velocidade com que a populagdo canina € reposta, exigindo proporcao e frequéncia de
retirada de cdes soropositivos impraticavel (BRAGA et al., 1998; MOREIRA JUNIOR et al.,
2004); 6) a baixa eficiéncia dos testes sorologicos em detectar a infeccdo canina (DYE;
VIDOR; DEREURE, 1993); 7) em alguns estados, a utilizagdo de um unico método para
efetuar as funcdes de teste de triagem e de teste confirmatdrio para a infec¢do por L. (L.)
infantum chagasi, conduzindo a um elevado custo por beneficio, devido a alta propor¢ao de
resultados falso-positivos, particularmente quando a prevaléncia real ¢ baixa (GART; BUCK,
1966); 8) a falta de indicadores clinicos ou laboratoriais de infectividade de caes para o vetor
(MOLINA et al., 1994); 9) a auséncia de experiéncias anteriores que tenham demonstrado
vantagens exclusivas da eliminacao de caes, pois todos os relatos de sucesso de programas de
controle de LV onde foram eliminados caes descrevem também o controle de vetores com
inseticidas (MAGALHAES et al., 1980), e 10) a publicacdo de observacdes e ensaios em que
se verificou que quando esta medida foi aplicada sozinha, ndo houve demonstragcdo
inequivoca da vantagem de seu uso em reduzir a incidéncia de LV em seres humanos
(ASHFORD et al., 1998; DIETZE et al., 1999; EVANS et al., 1992; PARANHOS-SILVA et
al., 1998).

Deste modo, hd evidéncias de que as estratégias de controle atuais ndo tém sido
capazes de prevenir a expansao geografica, além do aumento da incidéncia e da letalidade da
LV. Existe ainda a necessidade da implementacdo de um sistema de monitoramento das

atividades dirigidas para o controle e a vigilancia epidemiologica, o que poderia permitir
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melhor avaliacdo do Programa de controle nas diversas regides do Brasil (DANTAS-

TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

1.5 Diagnostico de leishmaniose visceral canina

O diagnostico precoce se faz necessario por se tratar de uma doenga que pode ser fatal
para o hospedeiro humano e também, pela necessidade de adocdo de medidas de controle
especificas para o reservatorio doméstico da doenca (ALVES; BEVILACQUA, 2004). De
uma maneira geral o diagnostico da LVC vem se apresentando como um problema para os
servicos de saude publica. A problematica deve-se principalmente a trés fatores: variedade de
sintomas clinicos e semelhanga com aqueles observados em outras doencas infecciosas;
alteragdes histopatologicas inespecificas, e inexisténcia de um teste diagnostico 100%
especifico e sensivel (BRASIL, 2006).

O diagnostico laboratorial da doenga canina ¢ semelhante ao realizado na doenca
humana, podendo ser baseado em exames parasitologicos ou sorolégicos. Para determinar o
exame laboratorial mais adequado, ¢ importante que se conheca a éarea provavel de
transmissao, o método a ser utilizado, suas limitagdes e sua interpretacao clinica (BRASIL,

2006).

1.5.1 Métodos sorologicos

A sorologia ¢ o principal método empregado para o diagnostico de rotina e
levantamentos epidemiologicos, e baseia-se no fato da maioria dos animais infectados
apresentarem elevados titulos de anticorpos especificos (BADARO et al., 1996; MARZOCHI
et al., 1985).

As técnicas soroldgicas atualmente mais empregadas para a deteccdo de anticorpos
anti-Leishmania sdo a RIFI e o ELISA (FERRER et al., 1995; LIRA et al., 2006). Estes testes
utilizam formas promastigotas ou proteinas soliveis do parasito como fonte de antigeno, o
que pode limitar a especificidade e/ou aumentar os problemas com a produgao de preparacdes
antigénicas padronizadas (BIO-MANGUINHOS, 2004ab).

De maneira geral, os métodos que utilizam parasitos integros apresentam elevada
sensibilidade, enquanto aqueles realizados com extratos soliiveis possuem especificidade
superior. No entanto, apesar da sensibilidade e especificidade adequadas, podem apresentar

reagoOes falso-positivas ou falso-negativas (ALVAR et al., 2004).
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Nos ultimos anos, varios laboratdrios tém desenvolvido antigenos recombinantes para
utilizagdo nos testes soroldgicos convencionais com o objetivo de melhorar sua
especificidade. Dentre esses, destaca-se o antigeno recombinante K39 (rK39), uma proteina
dominante em amastigotas de Leishmania do complexo donovani (REITHINGER et al.,
2002). O rK39 também ¢ a base dos testes imunocromatograficos rapidos, os quais vém sendo
recentemente utilizados como método de diagndstico da infec¢do em caes (METTLER et al.,
2005; TAFURI et al., 2004).

As técnicas sorologicas acima mencionadas sdao recomendadas pelo Ministério da
Saude para avaliagdo da soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais e censitarios, com o
ELISA sendo realizado para a triagem, e a RIFI para a confirmacdo dos cdes sororreagentes
(BRASIL, 2006), uma vez que ¢ reconhecida como “padrao-ouro” (GRADONI, 1999), e
embora apresente menor sensibilidade e especificidade que o ELISA, tem sido o método mais
comumente utilizado na rotina, tanto para o diagnodstico da LV humana quanto da canina
(ANDRADE et al., 1998; BADARO; REED; CARVALHO, 1983; CABRAL et al., 1998;
GRADONI, 2002). O teste de ELISA disponibilizado pelo laboratério Bio-Manguinhos
confere sensibilidade para amostras de soro de caes de 94,54% e especificidade de 91,76%.

A RIFI confere sensibilidade de 90% e especificidade aproximada de 80% para
amostras de soro (HARITH et al., 1987). A especificidade desse teste ¢ prejudicada pela
presenga de reagdes cruzadas com doengas causadas por outros tripanosomatideos, como o da
doenca de Chagas e os da leishmaniose tegumentar americana (LTA) (ALVES;

BEVILACQUA, 2004; COSTA; VIEIRA, 2001).

1.5.2 Métodos parasitologicos

O diagnostico parasitoloégico compreende o exame direto de material bioldgico para
visualizagao de formas amastigotas, o isolamento in vifro do parasito com a obtencao de
formas promastigotas em meio de cultura especifico, e também a inoculagdo em animais
suscetiveis (BRASIL, 2006).

O exame parasitologico direto, considerado “padrdo ouro”, ¢ o método de certeza e se
baseia na demonstracdo do parasito em material biologico obtido por pun¢ao hepatica, de
linfonodos, esplénica, de medula Ossea, e biopsia ou escarificagdo de lesdes de pele.
Entretanto, alguns desses procedimentos, embora oferecam a vantagem da simplicidade, sdao
métodos invasivos (CANAVATE et al., 2005; REIS et al, 2006a; TAVARES;
FERNANDES; MELO, 2003), predispondo a ocorréncia de riscos para o animal, e também
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sdo impraticaveis em programas de saude publica, quando um grande ntimero de animais deve
ser avaliado em curto espaco de tempo.

A especificidade do método ¢ de aproximadamente 100%, e a sensibilidade depende
da densidade parasitaria, do tipo de material bioldgico examinado e do niimero de campos
observados (200 campos devem ser examinados antes de se considerar uma ldmina como
negativa), uma vez que o resultado positivo ¢ dado pela observagdo direta de formas
amastigotas em esfregacos corados por Giemsa ou Wright, Leishman ou Pandptico. No exame
de caes sintomaticos a sensibilidade ¢ de aproximadamente 80%, sendo menos sensivel em
animais assintomaticos (BRASIL, 2006).

De acordo com Ferrer (1999) o exame parasitologico direto possui sensibilidade
variavel, em torno de 60% para amostras de medula dssea, 98% para o baco e inferior a 30%
para amostras de linfonodos.

Em meio de cultura in vitro, material bioldgico, contendo formas amastigotas do
parasito, obtido por pungdo, biopsia ou necropsia ¢ inoculado em meios especificos, onde
transformam-se em formas promastigotas. O classico meio de NNN (Nicolle, Novy e
McNeal) ¢ o mais comumente empregado. A utilizagdo de uma fase liquida, como o meio LIT
ou de Schneider, ¢ frequentemente recomendada como forma de enriquecimento. Apds o
isolamento e a obtencdo de massa parasitaria, ¢ possivel a identificagio da espécie de
Leishmania (BRASIL, 2006; GRIMALDI JR.; TESH, 1993; INIESTA et al., 2002; TESH,
1995).

O isolamento in vivo ou prova biologica, consiste na inoculagdo intraperitoneal do
material suspeito em animal sensivel, hamster, Mesocricetus sp.. Nao ¢ um método pratico de
diagnostico, considerando o longo periodo de tempo (1 a 3 meses) necessario para que o
animal manifeste os sintomas da parasitose e ainda, a necessidade de um local adequado para

a manutencao dos mesmos (MARZOCHI et al., 1981; BRASIL, 2006).

1.5.3 Métodos histopatologicos e imunohistoquimica

Os achados histopatologicos sdo, em sua maioria, inespecificos e caracterizam-se por
reagdo granulomatosa com presenga de células mononucleares, achados estes comuns a outras
enfermidades. Havendo poucas formas amastigotas nos tecidos o diagndstico pela
histopatologia pode ser dificil (FERRER, 1999; GARCIA; FEITOSA, 2006).

A técnica de imunohistoquimica (IHQ) vem sendo utilizada para a detec¢ao de formas

amastigotas de Leishmania sp. em amostras de pele integra, linfonodo, figado, bago, rim,
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glandula adrenal, trato gastrintestinal (estdmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco e co6lon), olho,
glandula lacrimal, medula dssea, testiculo e placenta, com desempenho diagnostico superior
ao exame histopatologico corado pela hematoxilina eosina (HE), abreviando o tempo de
exame das preparagdes, pois permite facil visualizagao dos parasitos imunomarcados (DINIZ
et al., 2005; TAFURI et al., 2004; XAVIER et al., 2006).

A técnica de IHQ consiste na detec¢do de antigenos “in situ” por meio da utilizacao de
um anticorpo policlonal ou monoclonal primario e especifico, € de um sistema de enzima e
substrato cromogeno que se deposita no local da reagdo antigeno-anticorpo, possibilitando sua
visualizacdo. Nas leishmanioses, o diagnostico depende do achado de estruturas coradas pelo
cromogeno, de forma e tamanho compativeis com formas amastigotas (RAMOS-VARA,
2005).

Esta técnica aumenta a probabilidade do encontro do parasito, promovendo a
conclusdo diagnostica quando o numero de parasitos no tecido ¢ baixo. Possui especificidade
e sensibilidade entre 60 e 70%, e além de detectar o material antigénico do protozodrio no
local da lesdo, permite também evidenciar das alteragdes anatomopatologicas nos Orgaos
examinados (FERRER et al., 1988b; SOLANO-GALLEGO et al., 2004; XAVIER et al.,
2006).

Tafuri et al. (2004) e Diniz et al. (2005) descreveram a utilizacdo de IHQ para o
diagnéstico da LVC, por meio da técnica indireta estreptoavidina biotina marcada (LSAB),
utilizando o kit LSAB (DAKO, USA) e como anticorpo primdrio, soro hiperimune de cao
infectado naturalmente por Leishmania sp.

A THQ propicia a identificagdo de parasitos em cortes de tecidos com maior

sensibilidade em relacdo aqueles corados por hematoxilina-eosina (XAVIER et al., 2006).

1.5.4 Reacido em cadeia da polimerase

Tem sido demonstrado que a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um método
sensivel e especifico para a deteccdo de DNA de Leishmania em uma variedade de amostras
de origem humana, canina e de raposas, quando comparados com métodos diagnosticos
convencionais (ASHFORD et al., 1995; FERRER et al, 1995; FISA et al., 2001; MANNA et
al., 2004).

O diagnéstico pode ser feito utilizando-se aspirados de medula 6ssea e de linfonodos,
bidpsia de pele, conjuntiva, urina e também em amostras de sangue periférico que mostrou ser

uma alternativa ndo invasiva altamente eficiente para o diagnostico da infecgdo,
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demonstrando sensibilidade de 82% a 100% e especificidade de 100% (BERRAHAL et al.,
1996; LACHAUD et al., 2002; MANNA et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2007,
STRAUSS-AYALI et al., 2004). Recentemente a reacdo foi otimizada com sucesso para a
deteccao de kKDNA de Leishmania em amostras de s€men canino, apresentando sensibilidade

de deteccdo de, no minimo, um organismo por mililitro de sémen (DINIZ et al., 2005).
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RESUMO

A leishmaniose visceral no Brasil tem como agente etiologico Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, sendo o cao considerado o principal reservatdrio doméstico.
Os objetivos deste estudo foram verificar a associacdo entre métodos parasitologicos no
diagnostico da infecc¢ao por Leishmania em caes e identificar possiveis caracteristicas clinicas
regionais da leishmaniose visceral canina. Foram examinados 195 caes soropositivos do
Centro de Controle de Zoonoses do municipio de Campo Grande-MS, agrupados em
sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos. A confirmagao parasitologica por meio do
exame parasitologico direto em distensdo medular e ou mielocultura ocorreu em 69,7% das
amostras. Esses métodos apresentaram-se significativamente associados, com grau de
concordancia fraco (kappa 0,21 — 0,40). O quadro clinico de cdes com leishmaniose visceral,
em Campo Grande, MS, ndo difere de cdes de outras regides do pais. Animais infectados
apresentam um espectro de caracteristicas clinicas que varia do aparente estado sadio a grave
apresentacao sintomatica. A associagdo do exame parasitologico direto em distensao medular
com a mielocultura, em cdes soropositivos, aumenta as chances de diagndstico preciso da

leishmaniose visceral canina.

PALAVRAS-CHAVE: leishmaniose visceral canina, diagnostico parasitoldgico, apresentacao

clinica.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis in Brazil is caused by Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi, being the dog considered the main domestic reservoir. The objectives of this study
were verify the association between parasitologicals approuches in the diagnosis of the
infection by Leishmania in dogs and identify possible regional clinical characteristics of the
canine visceral leishmaniasis. They were examined 195 seropositive dogs of the Zoonosis
Control Center in Campo Grande-MS, grouped in symptomatic, oligosymptomatic and
asymptomatic. The parasitological corroboration by means of the parasitological straight
exam in distension medular and or myeloculture occurred in 69.7% of the samples. Those
approaches presented itself significantly associated, with rank of weak agreement (kappa 0.21
— 0,40). The clinical chart of the dogs with visceral leishmaniasis in Campo Grande, MS,
does not differ of dogs of other regions of the country.The infected animals presents a
spectrum of clinical characteristics that varies of the apparent healthy state to grave
symptomatic presentation. The association of the parasitological straight exam in medular
distension with the myeloculture, in seropositive dogs, increased the chances of diagnosis of

the canine visceral leishmaniasis.

KEY WORDS: canine visceral leishmaniasis, parasitological diagnostic, clinical presentation.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma enfermidade de seres humanos e animais que tem
como principal agente etiologico no Brasil, Leishmania (Leishmania) infantum chagasi — L.
(L) infantum chagasi (SHAW, 2006). O cdo ¢ considerado o principal reservatorio urbano,
pelo grande ntimero de casos e intenso parasitismo cutdneo (ASHFORD, 1996; COSTA et al.,
1999; DEANE; DEANE, 1955; GIUNCHETTI et al., 2006; RAMIRO et al., 2003). O vetor
Lutzomyia longipalpis tem papel epidemiologico mais destacado entre as espécies de
flebotomineos (GALATI et al., 1997; TRAVI et al., 1996).

A infec¢do canina precede a doenca humana (MARZOCHI et al., 1985), sendo esta
relatada em 21 dos 26 Estados brasileiros (informacao pessoall). A primeira confirmacao

parasitoldgica de leishmaniose visceral em Mato Grosso do Sul ocorreu em 1980 no

'GOMES, MLS. Mapa, distribuigdo de LV. Mensagem recebida por joycekatiuccia@hotmail.com em 20 abr.
20009.
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municipio de Corumbd. Em Campo Grande, MS, os primeiros casos caninos surgiram em
1998 e os casos humanos autoctone comecaram a ser notificados em 2002 (OLIVEIRA et al.,
2003; 2006), sendo o municipio, atualmente, classificado como area de transmissao intensa.
Até o més de setembro de 2008, foram confirmados 91 casos humanos (SINAN, 2009) e
16.252 casos caninos (informagdo pessoal?).

O diagnostico precoce, tanto em seres humanos quanto em caes, ¢ necessario por se
tratar de uma doenga que pode ser fatal para o ser humano, e pela necessidade da adogao de
medidas de controle especificas sobre o reservatorio doméstico (ALVES; BEVILACQUA,
2004). Diante das dificuldades para o diagndstico clinico na espécie canina, face a
apresentacdo, muitas vezes, assintomatica da infec¢do, ou presenca de sintomas plurivocos,
técnicas laboratoriais sdo indispensaveis para a obtencdo do diagnostico preciso.

Assim, os objetivos deste estudo foram verificar a associagdo entre métodos
parasitologicos no diagndstico da infeccdo por Leishmania em caes e identificar possiveis

caracteristicas clinicas regionais da LVC.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram examinados 195 cides domésticos de ambos os sexos, de diferentes
racas e idades, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Campo Grande,
durante os anos de 2007 e 2008. Esses animais foram apreendidos nas atividades de controle
da LVC, por apresentarem-se soropositivos no inquérito epidemioldgico ou por demanda
espontanea da comunidade. Para o inquérito sorolégico o CCZ utiliza os kits de ELISA e RIFI
(BioManguinhos/FIOCRUZ), conforme técnica padronizada pela FIOCRUZ.

Os dados de identificacdo dos animais, assim como a apresentagdao clinica foram
registrados em fichas individuais. Os caes foram agrupados de acordo com Mancianti et al.
(1988) em oligossintomaticos, sintomaticos e assintomaticos.

O projeto de pesquisa foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Parecer n® 133 de 14 de dezembro de 2006).

Obtengao do sangue medular. Apdés a contencdo e anestesia dos animais com 25
mg/kg de tiopental s6dico em cada animal e antissepsia local com alcool a 70%, foram
coletadas amostras de medula 6ssea na crista iliaca ou no esterno. Essas coletas foram

realizadas utilizando seringa descartavel de 20 mL e agulha 40x16mm, e em sistema fechado,

’BRAZUNA, J.C.M. Dados cdes. Mensagem recebida por joycekatiuccia@hotmail.com em 19 nov. 2008.
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com tubos vacutainer e agulha multipla para coleta de sangue a vacuo, 18G (38X 1,25mm). A
eutandsia foi realizada conforme recomendagdes do Colégio Brasileiro de Animais de
Experimentacdo em concordancia com a Resolug¢ao n® 714, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria.

Exame parasitologico direto em distensdo medular. Para a pesquisa de formas
amastigotas foram confeccionados esfregacos delgados de sangue medular em triplicata,
fixados pelo metanol, submetidos a coloracdo de Giemsa e examinados em microscopio de
campo claro em lente de imersao (1000x).

Mielocultura. Para a pesquisa de formas promastigotas, 25 pL de sangue medular
foram semeados em meio Novy, Nicolle e McNeal (NNN) com fase liquida meio Schneider’s
(pH 7.2), enriquecido com 20% de soro fetal bovino (LIMONCU et al., 1997). Os tubos
foram mantidos em estufa, a temperatura de 24°C e examinados, entre lamina e laminula, em
microscopio de campo claro (40x), semanalmente, por um periodo de 30 dias.

Andlise estatistica. A significancia entre os desvios observados nos testes,
parasitoldgico direto em distensdo medular e mielocultura, foi analisada a partir da
composic¢io de tabela de contingéncia, pelo teste de y* (1 gl, x* critico = 3,84, p<0,05). O
indice de concordéncia dos resultados obtidos entre as duas técnicas foi estimado utilizando o

teste de Kappa (SACKETT, 1991).
RESULTADOS

Os 195 animais estudados (97 machos e 98 fémeas) pertenciam as seguintes racas:
Boxer (6,15%), Poodle (5,64%), Pit Bull (4,61%), Rottweiler (4,10%), Dachshunds (3,07%),
Labrador (2,05%), Pinscher (1,54%), Cocker (1,54%), Pastor Alemao (1,54%), Fila Brasileiro
(0,51%), Doberman (0,51%), Dogue Alemao (0,51%), Dalmata (0,51%), Chow chow
(0,51%), Fox paulistinha (0,51%) e sem raca definida (SRD) (66,70%). A idade variou de 7
meses a 16 anos, com média de 3,7 anos. Quanto ao porte do animal, o mais frequente foi o
médio (48,21%), seguido pelo pequeno (29,74%) e grande porte (22,05%).

A distribuicdo dos caes soropositivos para leishmaniose visceral, segundo a
apresentacao clinica, estd representada na Figura 1. As principais manifestagdes clinicas
observadas foram: linfadenomegalia, dermatite, alopecia, perda de peso, conjuntivite,
hiperqueratose, onicogrifose, esplenomegalia, ulcera, mucosa palida e hepatomegalia. O
numero de vezes que cada sintoma se repetiu encontra-se na Figura 2 e as principais

manifestagdes clinicas estdo ilustradas na Figura 3.
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FIGURA 1. Distribuicdio dos cdes soropositivos para leishmaniose visceral segundo a

classificagdo clinica, em Campo Grande, MS. n=195.
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FIGURA 2. Principais manifestacdes clinicas observadas nos cdes classificados como

oligossintomaticos e sintomaticos. n=116.
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FIGURA 3. Principais manifestagdes clinicas observadas em cées soropositivos para LVC: A.

Linfoadenomegalia; B. Dermatite esfoliativa furfuracea; C. Alopecia e erupgdes na pele; D.

Caquexia; E. Alopecia periorbital e conjuntivite; F. Onicogrifose.

Na Tabela 1 encontram-se os resultados dos exames parasitoldgicos de acordo com a
classificagdo clinica, e na Figura 4 pode-se visualizar formas amastigotas em monocito de cao

parasitado.
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1 TABELA 1. Resultados dos exames parasitologicos em cées soropositivos para leishmaniose visceral,
2 segundo a classificacdo clinica, Campo Grande, MS, 2007-2008.
Amostrados Parasitologico direto Mielocultura
Positivo Positivo
N % N %
Assintomatico n=79 42 53,2 31 39,2
Oligossintomatico n=62 41 66,1 27 43,5
Sintomatico n=54 35 64,8 26 48,1
195 118 60,5 84 43,1
3
4
5

6

7 FIGURA 4. Formas amastigotas (seta) em monocito de sangue medular, coradas pelo método de

8 Giemsa, para diagnostico de cdo soropositivo para leishmaniose visceral canina (1000 X).

9

10

11 A confirmagao diagndstica em cultivo ocorreu em média 21 dias apos a semeadura.

12 Das 195 amostras cultivadas, 88 permaneceram negativas durante o periodo de 30 dias de

13 observagdo; e 23 foram inviabilizadas por causa de contaminagao por bactérias e ou fungos.

14 A associacao dos resultados parasitoldgicos esta apresentada na Tabela 2.
15
16 TABELA 2. Associacdo dos resultados da mielocultura com o exame parasitologico direto em distensdo
17 medular no diagnostico da leishmaniose visceral em cées soropositivos de Campo Grande, MS.
Mielocultura
Positivo Negativo Total
Parasitologico Direto Positvo o0 > 1
Negativo 18 59 77
Total 84 111 195
18 (1 gl, % critico = 3,84, p<0,05) x? corrigido = 18,834 com p < 0,0001 kappa = 0,30

19
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Do total de 195 caes soropositivos examinados, 136 (69,7%) revelaram positividade
ao exame parasitologico direto em distensdo medular e ou mielocultura. Dos 18 caes que
foram identificados como positivos somente pela mielocultura, nove eram assintomaticos,
quatro oligossintomaticos e cinco sintomaticos.

Os métodos apresentaram-se significativamente associados, com sensibilidade de
78.6% e especificidade de 53.2%. O grau de concordancia corrigido foi fraco (kappa 0,21 —
0,40).

DISCUSSAO

Neste estudo, ndo foi comprovada predisposicdo a LVC associada a idade, género ou
raga, apesar de haver aparente predominancia em animais SRD e de porte médio, assim como
em outras areas endémicas (AGUIAR et al., 2007; FRANCA-SILVA et al., 2003).

Os animais assintomaticos representaram 40,5% da populacdo estudada, o que
corrobora os achados de Feitosa et al. (2000) e Noli (1999), que referem que a forma
assintomatica da LVC representa 20% a 40% dos animais soropositivos. Cabe ressaltar que ao
exame parasitologico da pele, indice de parasitismo de 62,1% sdo encontrados em animais
assintomaticos, tornando-os importantes elementos na cadeia epidemiologica da parasitose
(TRAVI et al., 2001; VERCOSA et al., 2008).

A forma sintomatica esteve presente em 27,7% dos animais, semelhante a outros
registros que referem essa forma como debilitante e cronica, representando 25% dos caes
soropositivos em areas de ocorréncia da parasitose (CORTADA et al., 2004; FEITOSA et al.,
2000; MARZOCHI et al., 1985; MOZOS et al., 1999; NOLI, 1999).

O perfil clinico observado nos cdes examinados foi semelhante ao de outras
populagdes de area endémica para LVC, ressaltando-se as principais manifestagdes clinicas:
linfoadenomegalia, dermatite, alopecia, perda de peso, conjuntivite, hiperqueratose,
onicogrifose, esplenomegalia e ulcera. Entretanto, tais sintomas ndo podem ser usados como
marcadores clinicos, por serem plurivocos (ABRANCHES et al., 1991; AGUIAR et al., 2007,
BLAVIER et al., 2001; FRANCA-SILVA et al., 2003; MOREIRA et al., 2007). Em vista
disso, as técnicas laboratoriais tornam-se indispensaveis para a obten¢do de um diagndstico
preciso (AGUIAR et al., 2007).

A positividade obtida por meio do exame parasitologico direto em distensao medular
(60,5%), esta de acordo com os estudos de Ferrer (1999) e Koutinas et al. (2001), os quais

referem que a sensibilidade do método parasitologico direto varia de 50 a 83% quando as
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amostras sao de medula dssea, 30 a 85%, de linfonodo e quando se associa os tecidos, 71 a
91%.

Os métodos parasitologicos demonstraram maior frequéncia de positividade nos
grupos com manifestagdes clinicas, provavelmente em consequéncia da resposta imune menos
eficiente no controle do parasitismo nestes animais, facilitando sua detec¢ao (PINELLI et al.,
1994; 1999). Isso decorre do predominio do perfil de resposta do tipo Th2, que predispde ao
desenvolvimento da doenga severa e progressiva (FERRER et al., 1995; MORENO et al.,
1999; PINELLI et al., 1994).

A confirmacdo parasitoldgica, incluindo exame parasitologico direto em distensdo
medular e mielocultura, ocorreu em 69,7% dos casos, resultado inferior a alguns estudos
(BARROUIN-MELO et al., 2004; DOS-SANTOS et al., 2008), mas, atribuivel ao grande
numero (79/195) de animais assintomaticos avaliados, nos quais pressupdem-se baixa
parasitemia (TRAVI et al., 2001).

Os resultados de cdes soropositivos sem confirmagdo parasitologica deste estudo sdo
equivalentes a outros achados (CORTADA et al., 2004; DYE; VIDOR; DEREURE, 1993).
De fato o sorodiagnostico pode apresentar tanto resultados falso-positivos, pela ocorréncia de
reacdes cruzadas (DYE; VIDOR; DEREURE, 1993), quanto falso-negativos, como em caes
infectados que ainda ndo produziram anticorpos ou nunca revelam soroconversdo (DYE;
VIDOR; DEREURE, 1993; QUINNELL et al., 2001). As reacdes cruzadas ocorrem pela
existéncia de determinantes antigénicos e de proteinas comuns a parasitos como 7rypanosoma
cruzi e Leishmania braziliensis (ALVES; BEVILACQUA, 2004; COSTA et al., 1991;
MOHAMMED et al., 1986; VEXENAT, et al., 1996). Embora ndo seja area endémica para 7.
cruzi.

A concordancia fraca (kappa 0,30) observada entre o exame parasitologico direto em
distensao medular e a mielocultura deveu-se a positividade de 118 no primeiro teste € 84 no
segundo. Cabe ressaltar, que embora o resultado da mielocultura tenha sido inferior, 18
amostras ndo diagnosticadas no exame parasitologico direto em distensdo medular foram
positivas na mielocultura, demonstrando assim a importancia da associagdo de métodos como

ferramenta para aumentar as chances de diagndstico da LVC.

CONCLUSAO

O quadro clinico de caes com leishmaniose visceral, em Campo Grande, MS, nao

difere daquele observado em cdes de outras regides do pais, apresentam um espectro de
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caracteristicas clinicas que varia do aparente estado sadio a grave apresentagdo sintomatica. A
associacdo do exame parasitologico direto em distensdo medular com a mielocultura, em caes

soropositivos, aumenta as chances de diagnoéstico preciso da LVC.
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RESUMO

A leishmaniose visceral canina ¢ uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania
(Leishmania) infatum chagasi. Os sintomas da doenga sdo variados, assim, a deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania no soro, ou o parasito em amostras de tecidos é necessario para
confirmar o diagnostico. Os objetivos deste estudo foram obter a freqiiéncia de positividade
no diagndstico de leishmaniose visceral canina por meio de diferentes métodos
parasitologicos e verificar a associacdo entre o exame parasitologico direto em distensdo
medular e a imunohistoquimica de pele. Foram amostrados 100 cdes provenientes do Centro
de Controle de Zoonoses de Campo Grande, MS, agrupados em assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomadticos. As metodologias de exame parasitologico direto em
distensdo medular e imunohistoquimica mostraram-se eficientes na confirmagao
parasitoloégica da infeccdo por Leishmania, independente da manifestacdo clinica. A
associacao do exame por imunohistoquimica de pele e parasitologico direto em distensao
medular, assim como, os diferentes diagndsticos parasitologicos realizados em paralelo,

aumentam as chances de confirma¢do de diagndstico da leishmaniose visceral canina.

PALAVRAS-CHAVE: Imunohistoquimica, parasitolégico direto, mielocultura, soro

hiperimune, Leishmania.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is a zoonosis caused by Leishmania (Leishmania)
infatum chagasi. The clinical signs of the illness are varied, therefore the observation of
antibodies anti-Leishmania in the serum or the parasite in tissue samples is necessary to
confirm the diagnosis. The objectives of this study were to obtain the positive frequency in
the diagnosis of canine visceral leishmaniasis by means of different parasitological methods
and verify the association between the direct parasitological examinations in medular
distension and immunohistochemical of skin. Some 100 dogs originating from the Zoonosis
Control Center in Campo Grande, MS, were sampled, grouped in asymptomatic,
oligosymptomatic and symptomatic. The methodologies of direct parasitological exam in
medular distension and immunohsitochemical showed themselves to be efficient in the
parasitological corroboration of the infection by Leishmania, independent of the clinical
manifestation. The association of the immnohistochemical examination of the skin and direct
parasitological in medular distension as well as the different parasitological diagnoses carried

out in parallel, increase the chances of diagnosis of canine visceral leishmaniasis.

KEY WORDS: Immunohistochemical, direct parasitological, myeloculture, hyperimmune

serum, Leishmania.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma protozoonose de seres humanos e animais que
tem como principal agente etioldgico no Brasil, Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.
O espectro clinico desta doenga varia desde manifestagdes clinicas discretas até graves, que
podem levar a 6bito (AGUIAR et al., 2007; SHAW, 2006).

Os caes assumem usualmente a forma sistémica da infec¢do, com apresentagao clinica
variavel, desde aparente estado sadio as formas severas. De acordo com Mancianti et al.
(1988) os cdes podem ser agrupados como: assintomaticos, com auséncia de sintomas;
oligossintomaticos, com até trés sintomas e sintomaticos, com mais de trés sintomas. No
entanto, a inespecificidade de sintomas clinicos faz com que a confirmagdo diagnostica seja

realizada por métodos complementares.
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A comprovagdo da presenca de parasitos na pele do cdo ¢ um dado clinico-
epidemioldgico importante, pois se sabe que essa espécie alberga o parasito em seu
tegumento, sendo a principal fonte de infec¢do para o flebotomineo, independentemente da
manifestagdo clinica (TRAVI et al., 2001; SOLANO-GALLEGO et al., 2004; XAVIER et al.,
2006). Em funcdo disto o diagnéstico confirmatoério envolvendo amostra de pele ¢ uma
estratégia promissora.

A técnica de imunohistoquimica (IHQ) baseia-se na deteccdo de antigenos “in situ”
por meio da utilizagdo de anticorpo (policlonal ou monoclonal) primario especifico, e de um
sistema de enzima e substrato cromogeno que se depositam no local da reagdo antigeno-
anticorpo, possibilitando sua visualizagdo. Nas leishmanioses o diagnostico depende do
achado de estruturas coradas pelo cromogeno, de forma e tamanho compativeis com
amastigotas (DINIZ et al., 2005; RAMOS-VARA, 2005; TAFURI et al., 2004).

Os objetivos deste estudo foram obter a freqiiéncia de positividade no diagnostico de
leishmaniose visceral canina por meio de diferentes métodos parasitologicos e verificar a
associacao entre o exame parasitologico direto em distensdo medular e a imunohistoquimica

de pele.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram avaliadas amostras de 100 cdes domésticos de ambos os sexos, de
diferentes racas e idades, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Campo
Grande, durante os anos de 2007 a 2008. Esses animais foram apreendidos nas atividades de
controle da LVC, por apresentarem-se soropositivos no inquérito epidemioldgico ou por
demanda espontanea da comunidade.

Os procedimentos deste estudo foram autorizados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do sul (UFMS) (Parecer n° 133 de 14 de
dezembro de 2006). Os testes diagndsticos foram realizados no Laboratério de Anatomia
Patologica da Faculdade de Medicina Veterinaria da UFMS.

Os dados de identificacdo dos animais, assim como a apresentagdao clinica foram
registrados em ficha clinica individual. Os caes foram agrupados de acordo com Mancianti et
al. (1988) em assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos.

Obtengao do sangue medular. ApoOs a contengdo e anestesia do animal com 25 mg/kg
de tiopental sddico e antissepsia local com alcool a 70%, foram coletadas amostras de medula

Ossea na crista iliaca ou no esterno. Essas coletas foram realizadas utilizando tubos vacutainer
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e agulha multipla para coleta de sangue a vacuo, 18G (38X 1,25mm). A eutanasia foi
realizada conforme recomendacdes do Colégio Brasileiro de Animais de Experimentacdo em
concordancia com a Resolugao n® 714, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

Exame parasitologico direto em distensdo medular. Para a pesquisa de formas
amastigotas foram confeccionados esfregacos delgados de sangue medular, fixados pelo
metanol, submetidos a coloragdo de Giemsa e examinados em microscopio de campo claro
(aumento de 1000x).

Imunohistoquimica (IHQ). Apos a eutanasia dos animais, realizada conforme
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Animais de Experimentagdo, em concordancia com a
Resolugdo n°® 714, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, fragmentos de pele da ponta
de orelha foram coletados e fixados em formol a 10% tamponado, desidratados, clareados e
embebidos em parafina para cortes.

Para a realizacdo da imunohistoquimica foi aplicada a técnica indireta estreptoavidina
biotina marcada (LSAB), utilizando-se do kit LSAB (DAKO, USA) e como anticorpo
primario, soro hiperimune de cdo heterdlogo infectado naturalmente por Leishmania sp., com
titulagao > 1:40 (Tafuri et al., 2004).

As seccoes seriadas de 4 um foram colocadas sob laminas silanizadas e
seqiiencialmente desparafinadas e hidratadas. A preparacdo imunohistoquimica foi submetida
ao tratamento com solug¢do comercial de recuperacdo antigénica por calor umido 96°. em
banho Maria por 30 minutos (DAKO, USA). Apds isso, para a inibicdo da peroxidase
endogena, as laminas foram incubadas com solucdo de peroxido de hidrogénio a 3%, por 30
minutos a temperatura ambiente. Assim, as sec¢des estavam preparadas para a incubagdo com
o anticorpo primario (titulo positivo 1/320 na reagdo de imunofluorescéncia indireta), diluido
1/100 por 24 h a 4°C, e com o anticorpo secundario conjugado com biotina por 30 minutos.
Na seqiiéncia, as sec¢des foram incubadas com a enzima estreptoavidina-peroxidase por mais
30 minutos, seguida pela revelagdo com o cromogeno diaminobenzidina (DAB) por mais 5-7
minutos e, finalmente, contra-coradas com hematoxilina, montadas utilizando-se Entellan®
(Merck) e analisadas microscopicamente. A positividade foi considerada pela observagao de
marcacoes de coloragdo marrom, morfologicamente compativeis com amastigotas em
aumento de 400x.

Seccdes de pele da ponta de orelha de um cdo naturalmente infectado, com intenso
parasitismo (detectado tanto pelas coloragdes de hematoxilina-eosina como Giemsa) foram
utilizadas como controle positivo e negativo, este ultimo, pela troca da incubacao do anticorpo

primario por PBS (BOENISCH, 2001).
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Histologico corado com hematoxilina-eosina. Uma seccdo da ponta de orelha, em
série das utilizadas na THQ, foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) para
identificacao dos parasitos.

Mielocultura. Para a pesquisa de formas promastigotas, 25 pL de sangue medular
foram semeados em meio Nicolle, Novy e McNeal (NNN) com fase liquida meio Schneider’s
(pH 7.2), enriquecido com 20% de soro fetal bovino (LIMONCU et al., 1997). Os tubos
foram mantidos em estufa, a temperatura de 24°C e examinados, entre lamina e laminula em
microscopio de campo claro (40x), semanalmente por um periodo de 30 dias.

Andlise estatistica. Inicialmente, procedeu-se a andlise descritiva dos métodos
diagnosticos empregados no diagnostico da leishmaniose visceral em caes soropositivos,
segundo a apresentacao clinica. Posteriormente, a significancia entre os desvios observados
nos métodos imunohistoquimica e exame parasitologico direto em distensdao medular foi
analisada pelo teste de y* (1 gl, 2 critico = 3,84, p<0,05). O indice de concordancia dos
resultados obtidos entre as duas técnicas foi estimado utilizando o teste de Kappa
(SACKETT, 1991), k<0,1, ausente; k=0,10 a 0,40, fraca; k=0,41 a 0,60, discreta; k=0,61 a
0,80, moderada; e k=0,81 a 1,00, substancial.

RESULTADOS

No Quadro estdo registrados os resultados de todos os testes (exame parasitologico
direto em distensao medular, imunohistoquimica, mielocultura e histologico) empregados no
diagnostico da leishmaniose visceral em caes soropositivos, segundo a apresentacdo clinica.
Na Tabela 1, a frequéncia desses dados. As formas amastigotas identificadas pela IHQ e HE

estdo apresentadas na Figura.
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Assintomaticos Oligossintomaticos Sintomaticos
Cao Parasit olégico diret o Cultivo His tologico Imuno hist oquim ica Cao Parasit olo gico direto Cultivo Hist ol6 gico Imunohistoquimica Cao Panasitolégico direto Cultive Histologico I'mun ohis toquimica
1. - + - - 37. - - - + 64. - - + +
2. - - - 38. - - + + 65. - - +
3. - + - - 39. - + + 66. - - + +
4. - + - 40. - + + + 67. - + - +
5. - + - - 41. - + + + 68. - + - +
6. - + - - 42. + - - - 69. + - +
7. - - - + 43. + - - - 70. - + + +
8. - - - + 44. + - - 71. + - - -
9. - - + 45. + - - 72. + + - -
10. - - + + 46. + + - - 73. + + - -
11. - + - + 47. + + - - 74. + + - -
12. + - - - 48. + - - + 75. + - - +
13. + - - - 49. + + + 76. + - - +
14. + - - - 50. + + - + 77. + - - +
15. + + - - 51 + + - + 78. + + - +
16. + + - - 52. + + - + 79. + + - +
17. + + - - 53. + + - + 80. + + - +
18. + + - - 54. + + - + 81. + + - +
19. + - - + 55. + + - + 82. + + - +
20. + - - + 56. + + - + 83. + + - +
21. + - - + 57. + + + 84. + + +
2. + - - + 58. + + - + 85. + + + +
23. + - + + 59. + + - + 86. + + + +
24. + + - + 60. + + + + 87. + + + +
25. + + - + 61. + + + + 88. + + + +
26. + + - + 62. + + + +
27. + + - + 63. + + + +
28. + + - +
29. + + - +
30. + + - +
31. + + - +
32. + + + +
33. + + + +
34. + + + +
35. + + + +
36. + + + +

36/44 (81,8%) 27/29 (93,1%) 25/27 (92,6%)

Total : 88/100 (88%)

QUADRO. Resultados positivos em pelo menos um dos métodos de diagndstico da leishmaniose visceral em cées soropositivos, segundo a apresentagao clinica, Campo

Grande, MS, 2007-2008.
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TABELA 1. Resultados dos testes empregados no diagndstico da leishmaniose visceral em caes

soropositivos, segundo a apresentacao clinica, Campo Grande, MS, 2007-2008.

Parasitologico direto Imunohistoquimica Mielocultura Histologico

Assintomatico 25 (56,8%) 23 (52,3%) 24 (54,5%) 7 (15,9%)
n=44

Oligossintomatico 22 (75,8%) 21 (72,4%) 19 (65,5%) 8 (27,6%)
n=29

Sintomatico 18 (66,6%) 21 (77,8%) 18 (66,6%) 8(29,6%)
n=27

Total=100 65 65 61 23

FIGURA. Formas amastigotas na pele obtidas de ponta de orelha de c@o naturalmente infectado por
Leishmania visualizadas pelas coloragdes de hematoxilina-eosina (A) e imunohistoquimica contra coradas

com hematoxilina (B). Aumento de 400x.

Sessenta e cinco animais foram positivos para LV no exame parasitoldgico direto em
distensdo medular e desses, 48 foram detectados no exame de imunohistoquimica, que por sua

vez identificou 65 positivos. A analise de associacdo desses resultados esta registrada na
Tabela 2.

TABELA 2. Associacdo dos resultados do exame parasitologico direto em distensio medular com a

imunohistoquimica no diagndstico da leishmaniose visceral em cdes soropositivos de Campo Grande, MS.

Parasitologico direto

Positivo Negativo Total

Imunohistoquimica Positivo 48 17 65
Negativo 17 18 35

Total 65 35 100

(1 gl, % critico = 3,84, p<0,05) x? corrigido = 6,39 com p <0,0011  kappa =0,25
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Os métodos de imunohistoquimica e exame parasitologico direto em distensdao
medular apresentaram-se significativamente associados, com grau de concordancia corrigido

fraco (kappa 0,25).

DISCUSSAO

A THQ, com a técnica indireta da estreptoavidina-biotina, possibilitou a marcagao de
formas amastigotas nas secdes de pele obtidas de ponta de orelha, onde se observou
imunomarcagao assim como as observadas por Tafuri et al. (2004) e Diniz et al. (2005).

O protocolo utilizado neste estudo, além de identificar claramente estruturas
compativeis com amastigotas, detectando antigenos in situ por meio da utilizacdo de soro
hiperimune de cao heterdlogo, permite diminuir os custos desta técnica, no que diz respeito ao
elevado custo de anticorpos primarios monoclonais ou policlonais. A utilizagdo do anticorpo
universal secundario do kit LSAB (DAKO, USA) anti-imunoglobulina de camundongo, de
coelho e de cabra, apesar de ndo ser especifico para anticorpos caninos, resultou em reagao
cruzada, justificando sua utilizagdo, como observado em outros estudos (TAFURI et al.,
2004).

A THQ possibilita a realizacdo de estudos retrospectivos com material incluido em
blocos de parafina (BOENISCH, 2001; RAMOS-VARA et al., 2008). Além disso, essa
técnica apresenta a vantagem de facilidade de manipulagdo do material a ser submetido ao
exame, dispensando cuidados especiais — necessarios para o isolamento em cultura —, o que
facilita o trabalho de busca ativa de cdes, quando o material ¢ coletado e pode demorar horas
para chegar ao laboratorio.

A reacao positiva pela THQ se distinguiu da coloragdo de HE, marcando as formas
amastigotas com coloragdo acastanhada (Figura) e desempenho diagnostico superior (Quadro
e Tabela 1). Outros autores demonstraram resultados similares, especialmente em linfonodos
(FERRER; MOLLEDA; WALDER, 1988; FERRER, 1999; RAMOS; DUARTE; RAMOS,
1994). Amostras de pele de lesdes cutaneas de paciente com LTA revelaram 16%, 20% e
64,5% de positividade, respectivamente, nos exames parasitologico direto, histologico e IHQ,
demonstrando a maior sensibilidade desse ultimo (SOTTO et al., 1989). Além disso, a IHQ
abrevia o tempo do exame dos preparados, pois permite facil visualizagdo dos parasitos
marcados, mesmo nas amostras com poucas formas amastigotas (TAFURI et al., 2004). Em

contraste, o baixo desempenho do exame histologico foi observado especialmente nas
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amostras obtidas de cdes assintomaticos (Tabela 1). Todas as amostras positivas em HE,
também foram marcadas por IHQ.

A associagdo dos métodos imunohistoquimica e exame parasitologico direto em
distensao medular, embora significativo, mostrou concordancia fraca. Entretanto, essa
associa¢do incrementou o diagndstico (17 animais), elevando a positividade de 65% para
82%.

Embora a utilizagdo dos quatro testes diagnésticos tenha identificado positividade
muito varidvel, entre 23% e 65%, a andlise em conjunto da imunohistoquimica, exame
parasitologico direto em distensdo medular e mielocultura possibilitou a demonstragdo de
parasitismo em 88% dos animais estudados. Incremento observado em seis cdes do grupo
assintomatico (Quadro). Isso demonstra que a associagdo de técnicas aumenta as chances de
diagnostico.

A demonstracdo de parasitismo em 88% dos animais estudados por meio da
associa¢do de técnicas parasitologicas estd proximo de parametros esperados, considerando
que a amostragem foi composta de caes soropositivos segundo os testes de ELISA-
Biomanguinhos (sensibilidade 94,54 %) e RIFI (sensibilidade 90 a 100%) (BIO-
MANGUINHOS, 2004ab). Nas amostras avaliadas, 12/100 cdes foram negativos. Esses
animais tanto podem ser falsos positivos da triagem soroldgica como falsos negativos nas
técnicas parasitologicas empregadas.

E relevante destacar que os resultados obtidos na IHQ foram observados em
fragmentos de ponta de orelha nos trés grupos experimentais, mesmo no assintomatico, de
forma semelhante a Solano-Gallego et al. (2004) que identificaram formas amastigotas
marcadas em pele integra tanto de animais sintomaticos como de assintomaticos. Assim, caes
assintomaticos podem ter parasitismo cutaneo semelhante aos caes sintomaticos, sendo ambos
infectivos aos flebotomineos (GUARGA et al., 2000; TAFURI et al., 2001, 2004; TRAVI et
al., 2001).

CONCLUSAO

A associacdo do exame por imunohistoquimica de pele e parasitologico direto em
distensao medular, assim como, os diferentes diagndsticos parasitologicos realizados em

paralelo, aumentam as chances de confirmacdo de diagnostico da LVC.
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