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RESUMO

A leishmaniose visceral canina ¢ uma doenga cronica amplamente distribuida no Brasil
causada por Leishmania infantum chagasi. O presente estudo teve como objetivo comparar o
grau de parasitismo em diferentes pontos de coleta de medula éssea e linfonodos em animais
positivos para leishmaniose. Foram utilizados 10 animais provenientes do atendimento do
Hospital Veterinario “Francisco Edilberto Uchda Lopes” da Universidade Estadual do
Maranhdo - UEMA em Sao Luis — MA, positivos para leishmaniose visceral canina no teste
rapido Alere Leishmaniose Ac Teste Kit. Foram realizadas puncdes da medula 6ssea (esterno,
costela, tibia, crista iliaca, tibia) e dos linfonodos popliteo e cervical superficial para o exame
parasitologico em lamina. Todos os animais avaliados eram sintomaticos. Dentre os sinais
clinicos a linfadenopatia foi o mais observado. Verificou-se que 70% foram positivos no
exame parasitologico. Quanto ao local de puncao da medula 6ssea, a tibia foi o que teve maior
frequéncia e grau de parasitismo. Entre os linfonodos, o popliteo apresentou o maior grau de

parasitismo.

Palavras-chaves: Exame parasitologico, Puncao aspirativa, Carga parasitaria



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is a chronic disease widely distributed in Brazil caused by
Leishmania infantum chagasi. The aimed of this study was to compare the degree of
parasitism at different points of collection of bone marrow and lymph nodes of 10 animals
from the Veterinary Hospital “Francisco Edilberto Uchda Lopes”of Universidade Estadual do
Maranhao — UEMA in S3o Luis — MA that were positive for canine visceral leishmaniasis in
the rapid test Alere Leishmaniose Ac Teste Kit. For malypis bone marrow (sternum, rib, tibia,
iliac crest) and of the popliteal and cervical lymph nodes for the parasitological we collecteo
for parasitological. All animals were symptomatic. Among the clinical signs,
lymphadenopathy was the most observed. It was verified that 70% were positive in
parasitological examination. Regarding the bone marrow regron collected was observed that
tibia was that presented more frequency and parasite load. Among, the lymph nodes poplite
presented more parasites.

Keywords: Parasitological examination, Aspiration puncture, Parasitic load
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas causadas por protozoarios digenéticos pertencentes
ao género Leishmania. (LAINSON, 1978). Estimativas para essas doengas apontam uma
prevaléncia de 14 milhdes de casos em 98 paises, entre os quais 79 sdo paises em
desenvolvimento, ¢ aproximadamente 350 a 400 milhdes de pessoas tem o risco de se
infectarem. Anualmente ocorrem de 1,5 a 2,0 milhdes de casos, e destes 1,0 a 1,5 milhoes de
pessoas sao acometidas pelas formas tegumentares da doenga e cerca de 500.000 pela forma
visceral (WHO, 2010).

A leishmaniose visceral (LV) ¢ considerada uma doenga cronica grave, que possui

o~

carater potencialmente fatal para o homem, cuja letalidade pode alcangar 10% quando nao
realizado o tratamento adequado (GONTIJO & MELO, 2004). No Brasil, essa doenga ¢
considerada um grave problema de saude publica, que ¢ causado pela espécie Leishmania (L.)
chagasi, transmitida por insetos vetores, que afetam homens, animais domésticos e silvestres
na maior parte das regides brasileiras. A doenga era predominantemente rural no territorio
brasileiro, mas ultimamente vem se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte
(BRASIL, 2014).

No espaco urbano, o cdo ¢ considerado um dos reservatorios mais importantes,
devido a alta prevaléncia da leishmaniose visceral e, principalmente por apresentarem, alto
grau de parasitismo cutaneo. Por isso, estes animais estdo entre um dos alvos estratégicos de
controle da doenga (ALVES, 2006).

A manifestagdo clinica da leishmaniose visceral canina ¢ muito ampla, podendo
acometer 6rgdos de varios sistemas causando caquexia, alopecia, foliculite, eczema, secrecao
ocular, onicogrifose, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenomegalia, entre outros.
Entretanto, existem caes infectados que podem apresentar forma assintomatica da doenga e,
por isso, serem potencialmente infecciosos para o vetor (WILSON et al., 2012)

O diagnostico da LVC vem se apresentando como um problema para os inquéritos
epidemiologicos realizados pela satide publica. Isso se deve a variedade de sinais clinicos
semelhantes as observadas em outras doengas, alteracdes histopatologicas inespecificas e a
falta de um teste para realizar o diagnostico 100% especifico e sensivel (BRASIL, 2014).

Assim como no diagnostico da leishmaniose em humanos, o diagnostico da doencga

canina pode ser realizado tendo como base os sinais clinicos, pela observacdo direta do
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parasito em pungdes aspirativas de 6rgdos linfoides, por provas sorologicas e por meio de
métodos moleculares (reagdo em cadeia da polimerase- PCR) (GONTIJO & MELO, 2004).
Apesar dos exames sorologicos serem bastante aplicados na rotina das clinicas
veterinarias no diagndstico da LVC, o exame parasitologico direto ainda tem sido utilizado
pelos veterinarios como exame complementar a sorologia com o objetivo de confirmar a
infeccdo para definicdo da conduta clinica (OLIVEIRA et al., 2011). Dessa forma, o presente
trabalho tem como foco avaliar a variacdo do grau de parasitismo em diferentes pontos da
medula 6ssea (esterno, crista iliaca, costela e tibia) e dos linfonodos cervical superficial e

popliteo através da pesquisa direta do parasito.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo protozoarios do reino Protista, filo
Protozoa, subfilo Sarcomastigophora, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastia, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (URQUHART et al., 1998). Este género apresenta
uma grande quantidade de espécies, entre as quais 22 sdo responsaveis por causar as formas
cutaneas ou viscerais em seres humanos (ALVAR et al., 2004; DESJEUX, 2004).

No género Leishmania, os protozoarios apresentam duas formas morfoldgicas
distintas, amastigota e a promastigota. A forma amastigota ¢ oval, com comprimento de 2,5 a
Sum, largura entre 1,5 a 2 um, encontrada no interior do macroéfago. Possui um cinetoplasto
com forma de bastdo que estd associado a um flagelo rudimentar. A forma promastigota
encontra-se no intestino do inseto e € caracterizada pela forma alongada, com nucleo Unico,
um flagelo anterior e um cinetoplasto (URQUHART et al., 1998). Ambas as formas por
divisdo binaria, em hospedeiros vertebrados e invertebrados, apesar de haver algumas
evidéncias da possibilidade de troca de material genético sexual (LAWYER, 2008).

A LV ¢ causada por trés espécies que diferem de acordo com o continente:
Leishmania donovani, na Asia; Leishmania infantum na Asia, Euroupa e Africa e Leishmania
chagasi, nas Américas (MARZOCHI & MARZOCHLI, 1997.

Existem alguns autores que consideram L. infantum ¢ L. chagasi como espécies
similares (MAURICIO et al., 2000). Entretanto, alguns estudos demonstram diferencas entre
as espécies quanto a antigenicidade e estrutura molecular (LAINSON E RANGEL, 2005;
SHAW, 2006).

2.2 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral ainda ¢ considerada uma das doengas mais negligenciadas
do mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento, sendo os pobres os mais afetados
(WHO, 2010). Esta doenca ainda ¢ considerada um importante problema de satide publica,
devido a fatores de risco ambientais, como migragdes macigas, urbaniza¢do, desmatamento,
novos esquemas de irrigacdo), bem como fatores de risco individuais, como a co-infec¢ao
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), desnutri¢do, condigdes precarias de moradia,

falta de saneamento basico, suscetibilidade genética, entre outros (DESJEUX, 2004).
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A leishmaniose visceral esta amplamente distribuida na Asia, na Europa, no
Oriente Médio, na Africa e nas Américas, onde recebe a denominacdo de leishmaniose
visceral americana (LVA) ou calazar neo-tropical. A doencga ja foi descrita em 12 paises da
América Latina, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil (BRASIL, 2014).

No Brasil a distribuicao geografica da LV passou por uma mudanga significativa
na década de 80, quando a doenga deixou de ser restrita somente a areas rurais da regido
Nordeste e avangou para outras regioes que nao apresentavam casos da doenga, chegando até
a periferia de grandes centros urbanos (GONTIJO e MELO, 2004)

O processo de urbanizagdo da LVA no Brasil ocorrido nas ultimas décadas tem
criado um ambiente favoravel para a manutencdo da doenga devido a densa populagdo de
reservatorios, vetores e humanos, distribuidos na mesma area tropical o que facilita a
transmissao (DINIZ et al., 2008). Além destes, outros fatores contribuem para este processo,
como as mudangas ambientais ¢ climaticas, redugdo de investimentos em saude e educagao,
descontinuidade das agdes de controle, adaptacdo do vetor aos ambientes modificados pelo
homem, fatores pouco estudados ligados aos vetores (variantes genéticas), € novos fatores
imunossupressivos, tais como a infeccdo pelo HIV e dificuldades de controle da doenca em
grandes aglomerados urbanos, onde problemas de desnutrigdo, moradia e saneamento basico
estao presentes (GONTIJO e MELO, 2004).

Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados de LV ocorreram
na Regidao Nordeste (BRASIL, 2014). Entretanto, este quadro come¢ou a mudar quando a LV
se dispersou gradualmente para as regioes Centro-Oeste, Norte e Sudeste com um acréscimo
de 15% dos casos em 1998 para 44% em 2005 (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Entre os anos de 1984 a 2004, a média anual de casos de LV no Brasil foi de
3.352 registros com uma incidéncia de 2 casos para cada 100.000 habitantes, apresentando
uma tendéncia ao crescimento. A letalidade média neste mesmo periodo foi de 6,3%,
entretanto observou-se aumento de 100%, passando de 3,6% em 1994 para 7,4 em 2004.
(ELKHOURY, 2005)

Apesar da LV ocorrer em individuos de todas as faixas etdrias, a maior frequéncia
¢ observada em criangas de até 10 anos (59%), sendo 46% dos casos registrados em menores
de 5 anos. E o género masculino ¢ proporcionalmente o mais atingido (60,4%).
(ELKHOURY, 2005)

De acordo com o Ministério da Satde no ano de 2015 foram confirmados no
Brasil 3.289 de LV. Dentre os estados do Nordeste, o Maranhdo foi o que registrou maior

numero de casos, tendo 539 individuos com a doenca. Nesse estado, observa-se que a
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expansao da doenca ¢ predominantemente nas areas periurbanas dos municipios localizados
na Ilha de Sao Luis, que compreende Sao Luis, Paco do Lumiar, S0 José¢ de Ribamar e
Raposa (MENDES et al., 2002). Em Sao Luis, o Centro de Controle de Zoonoses notificou
597 casos humanos no periodo de 1998 a 2007 (BARBOSA, 2011).

2.3 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Nos tltimos anos, varios estudos epidemiologicos tém sido realizados sobre a
importancia do cdo como reservatorio da LV no Brasil, com o objetivo de determinar a
prevaléncia dessa doenca em areas endémicas e ndo endémicas (THOMAZ-SOCCOL et al.,
2009; BARBOSA et al., 2010; BORGES et al., 2014).

Nestes estudos epidemioldgicos verificou-se que a maioria dos animais sdo
assintomaticos. Dantas-Torres & Brandao-Filho (2006) observaram no estado de
Pernambuco, que dos 130 cées soropositivos, 111 (85,4%) eram assintomaticos. Da mesma
forma, Barbosa et al., (2010) verificaram no estado do Maranhdo que na populacao de 67 caes
positivos houve maior nimero de assintomaticos (58,2%). Esses animais assintomaticos
também acabam sendo fonte de infeccdo para flebotomos. Apesar dos animais sintomaticos
terem maior potencial para serem fontes de infeccdo para os vetores, pelo fato de em muitos
casos, além de parasitismo disseminado em varios 6rgaos, também possuirem uma alta carga
parasitaria na pele (SILVA et al., 2005).

Dantas-Torres & Brandao-Filho (2006) relatam que os cdes preenchem os
requisitos para serem reservatorios de L. chagasi, por serem altamente susceptiveis a infecgao
e principalmente pelo convivio com o homem. Além disso, a LVC precede o a aparecimento
de casos humanos e a sua prevaléncia ¢ maior.

Borges et al., (2009) observaram que proprietarios de cdes possuem um risco 2,17
vezes maior de contrair LV, quando comparados a individuos que ndo possuem animal. Ao
analisar o numero de caes por residéncia, esta estimativa torna-se mais preocupante, pois
verifica-se que moradores com um cao em suas residéncias possuem risco 1,87 vezes maior
de contrair LV, enquanto proprietarios de dois cdes apresentam risco 3,36 vezes maior de
contrair a doenga, em comparagdo a pessoas que nao t€m animais.

Viarios fatores de risco para a ocorréncia de LVC tém sido descritos pela
literatura. Segundo Villegas (2015) os fatores associados a LVC foram a renda da familia
(inferior a trés salarios minimos), localizacdo do municipio (préximo a vegetacdo), estrutura

do domicilio, caracteristicas do ambiente (quintal com arvores e vasos com plantas), além de
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algumas caracteristicas proprias dos cdes (cdes ndo castrados), estilo de vida (cdes que
dormem fora de casa) e aspectos da populagdo canina (reposi¢do de cdes na residéncia apos a
eutanasia dos cdes infectados).

Além disso, nas areas que apresentam problemas de saneamento basico,
proximidade com a mata e presenca de animais silvestres pode haver altas taxas de casos de
leishmaniose canina, devido ao ambiente propicio para manutencdo e disseminagdo da doenca
(BARBOSA et al., 2010).

Em relacdo a prevaléncia da LVC no Brasil, verifica-se através dos estudos que
ela estd disseminada nas regides Nordeste (RN-32,5%), Centro-Oeste (MT- 22,1%) e Sudeste
(MG-10,6%) (LIMA et al, 2012; ALMEIDA et al., 2012; BORGES et al., 2014), assim como
ocorre na infec¢do humana.

No Maranhao, observa-se que os maiores casos de LV canina estdo concentrados
na Ilha de Sao Luis, sendo relatados casos em varios bairros tanto da zona rural como da zona
urbana. Barbosa et al. (2010) encontraram a prevaléncia de 67% de animais positivos para
Leishmania spp nos bairros Cajupiri, Cruzeiro de Santa Barbara, Residencial José Reinaldo
Tavares, Recanto Canad e Cidade Operaria, sendo que a maior parte dos casos foram

encontrados na regido rural.

2.4 Ciclo Biologico

O ciclo biologico dos parasitos do género Leishmania ¢ realizado em um
hospedeiro invertebrado, que ¢ o responsavel pela transmissao aos hospedeiros vertebrados,
nos quais a forma parasitaria ¢ intracelular obrigatoria (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

Os insetos flebotomineos sdo considerados os vetores da leishmaniose visceral.
No Brasil as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, estdo relacionadas com a
doenga, sendo a primeira espécie considerada a principal na transmissdo da L. (L.) chagasi no
pais (BRASIL, 2014).

As fémeas da espécie L. longipalpis sdo consideradas hematofagas obrigatorias
por necessitarem de sangue humano ou animal para a maturagdo de seus ovarios. Quando
estas sugam o sangue de mamiferos infectados acabam ingerindo macréfagos parasitados por
formas amastigotas de Leishmania. Em seguida ocorre o rompimento dos macr6fagos no trato
digestivo anterior, liberando essas formas que se reproduzem por divisdo binaria e
diferenciam-se rapidamente em formas flageladas denominadas promastigotas, que também

se reproduzem por processos sucessivos de divisdo bindria. Estas formas transformam-se em
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paramastigotas, colonizam o esdfago e a faringe do vetor, permanecendo aderidas ao epitélio
pelo flagelo, quando se diferenciam nas formas infectantes, promastigotas metaciclicas
(BRASIL, 2014).

Ao realizar novo repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, as fémeas
infectantes liberam as formas promastigotas metaciclicas juntamente com a saliva. Estas
formas sdo fagocitadas na epiderme do hospedeiro por células do sistema mononuclear
fagocitario. No interior dos macrofagos, no vactiolo parasitéforo, diferenciam-se em
amastigotas e multiplicam-se intensamente até¢ o rompimento dos mesmos, ocorrendo a
liberagdo dessas formas, que serdo fagocitadas por novos macréfagos num processo continuo,
causando a disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema

mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (BRASIL,2014).

2.5 Patogenia e Sinais Clinicos

Nos animais considerados suscetiveis, a disseminagdo do parasito ocorre nas primeiras horas
pos-inoculacdo via hematogena ou linfatica. Inicialmente os 6rgados atingidos sdo a pele,
linfonodos, bago € medula dssea, seguido do figado e dos rins e, 6érgaos reprodutivos. Com a
evolucdo da doenca, os parasitos atingem a bexiga, sistemas respiratorio e digestivo e
novamente a pele.A presenca do parasito nos orgaos e tecidos, associado a resposta imune do
cdo determinam reagdes que produzem lesdes e sinais clinicos caracteristicos da leishmaniose
visceral canina (ALVAR et al., 2004).

Nos animais suscetiveis, as lesdes sao mais exuberantes, ao passo que naqueles
denominados resistentes, as alteracdes patologicas podem ser discretas a macroscopia ou até
mesmo imperceptiveis. A resisténcia a doenca estd ligada a ativacdo da resposta Thl mediada
por células (CD4+) e producdo de interferon gama (INFy), fator de necrose tumoral (TNFa),
IL-2 e IL-12, que ativam os macrofagos. Os macrofagos ativados, por sua vez estimulam a
imunidade celular pela ativagdo de outras células ou por sua proliferacdo e, dessa forma
podem eliminar o parasito. Enquanto que a suscetibilidade estd relacionada a doenga
progressiva e envolve a ativagdo da resposta Th2 com a expansdo e prolifera¢ao de células B
e producdo de IL-4, IL-6 e IL-10 (LOPEZ et al., 1996; LUVIZOTTO, 2006).

Quando a infeccdo estd associada a indugdo de linfocitos Th2, ocorre uma
resposta muito elevada de imunoglobulinas, entretanto ela ¢ deletéria e ndo protetora e, por
isso desenvolve-se a infeccdo. Devido a essa reposta exacerbada do sistema imune, ha

formagdo de uma grande quantidade de imunocomplexos circulantes, que se depositam nas
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paredes dos vasos sanguineos e podem causar vasculite, uveite, dermatite, poliartrite e
glomerulonefrite (LOPEZ et al., 1996).

Na infec¢do natural estdo ativados ambos os subtipos de células (Thl e Th2) e a
variedade de sinais clinicos e gravidade da doenga dependem do equilibrio entre estes dois
sistemas (LUVIZOTTO, 2006).

A LVC geralmente se manifesta como uma doenca cronica. Entretanto, existe uma
forma de evolucao aguda e grave, que leva o animal a 6bito em poucas semanas. Existe ainda
uma forma de evolugdo latente, com duragdo de cerca de dois anos, acompanhada ou nao de
sintomas, podendo evoluir para a cura espontanea (GENARO, 1993).

Segundo Alvar et. al. (2004), o periodo de incubacdo da doenga ¢ de dificil
determinacdo, e devem ser levados em conta fatores individuais relacionados a reposta imune
do cao, sendo que este periodo pode variar de trés meses até varios anos. Em torno de 50% a
60% de todos os caes portadores de formas amastigotas ndo exibem qualquer sinal clinico da
doenca, e 20% destes animais possuem parasitos na pele. E cerca de 15% dos animais
infectados tem a capacidade de se recuperar dos sinais clinicos e eliminar os parasitos
espontaneamente.

Em geral a manifestagao clinica da LVC ¢ caracterizada por mucosas hipocoradas,
emagrecimento, febre intermitente, linfadenopatia e lesdes cutaneas, caracterizadas por
alopecia, descamacdo, eczema e ulceras, que estdo geralmente localizadas nas orelhas,
focinho, cauda e articulagdes (WILSON et al., 2012).

Na fase mais avangada da doenga observa-se esplenomegalia, alopecia
generalizada, ulceracdes mais acentuadas na pele, onicogrifose, ceratoconjuntivite, coriza,
apatia, diarreia neuralgia, poliartrite, polimiosite, glomerulonefrite membranoproliferativa e
nefrite tubulo-intersticial associadas a severa proteintria, podendo levar a sindrome nefrotica
e faléncia renal. E na fase final da infec¢do ocorrem paraparesia, caquexia, inani¢ao e obito do

animal (WILSON et al., 2012; RIGO et al., 2013).

2.6 Diagnostico

O diagnostico da LVC tem sido um problema para os servigos da satide publica,
principalmente pela falta de testes com alta sensibilidade e especificidade, de baixo custo e de
facil implantagdo e operacionaliza¢do na rotina dos servicos (BRASIL, 2014).

O diagnostico clinico da LVC ¢ bastante dificil, principalmente a grande

quantidade de casos de animais assintomaticos, pois estes podem passar despercebidos,
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mesmo quando sdo examinados por um especialista. Além disso, devido a diversidade de
sinais clinicos, a doenga pode ser confundidos com outras patologias caninas, como
hemoparasitoses, dermatopatias, desnutri¢ao, entre outras (GENARO, 1993). Por isso, o
diagnoéstico laboratorial ¢ necessario baseado no exame parasitologico ou sorologico. E na
escolha do exame laboratorial a ser utilizado, ¢ interessante que se conheca a area provavel de
transmissao, o método usado, suas limitagdes e sua interpretacao clinica (BRASIL, 2014).

O exame parasitologico ¢ baseado na presenca do parasito através de material de
biolégico oriundo de pungdes hepatica, esplénica, de linfonodos, medula dssea e bidpsia ou
escarificacdo da pele (BRASIL,2014). O material coletado ¢ utilizado para a confeccdo de
esfregaco ou impressdo em laminas coradas por Giemsa, Leishman ou Pandtico (LAURENTI,
2009).

A especificidade do diagnostico parasitologico ¢ de 100%, mas a sensibilidade
depende do grau do parasitismo, do tipo de material biologico coletado, do seu processamento
e coloragdo, além do observador (LAURENTI, 2009). A sensibilidade pode ser 60% a 75%
nos aspirados de medula 6ssea e de 40% a 50% em linfonodos. Contudo, esta sensibilidade
pode ter um aumento quando se faz o isolamento destes materiais em meio de cultura
apropriado para o crescimento da Leishmania spp (ALV AR et al., 2004).

A detecgdo do parasito por meio do isolamento de promastigotas ¢ realizado em
meios de cultura como o NNN (Novy-McNeal-Nicole) e o Schneider (Schneider's Drosophila
Medium), a partir dos aspirados ou fragmentos dos 6rgaos (GENARO, 1993). Este método
possui limitagdes por ser laborioso, de alto custo, lento, além de necessitar de mao de obra
altamente treinada e acompanhamento sistematico (LAURENTI, 2009).

O exame histopatologico de tecidos e 6rgaos também pode ser utilizado, mas
deve-se destacar que as alteragdes histologicas ndo sdo especificas e que apenas a visualizacao
das formas amastigotas promove o diagnostico conclusivo (KONDO et al, 2009). Em
comparacao com este exame, a técnica de imunohistoquimica auxilia na identificagdo do
parasito em cortes histolégicos com maior sensibilidade e especificidade, devido a utilizagao
de anticorpos especificos marcados que se ligam aos antigenos presentes nos cortes
histologicos (XAVIER et al., 2006).

Outros métodos parasitologicos s@o a inoculagdo experimental em mamiferos
susceptiveis, como o hamster (Mesocricetus aurutus) e xenodiagnostico, ambos
extremamente trabalhosos e demorados, ficando restritos a centros de referéncia (ALVAR et

al., 2004).
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Em relacdo aos testes soroldgicos, estes foram desenvolvidos com a intengdo de
evitar o uso de métodos invasivos e poderem ser realizados baseados na resposta humoral da
LVC, que ¢ geralmente muito intensa apresentando altos niveis de imunoglobulinas. Assim,
varios métodos sorologicos foram desenvolvidos e sdo bastante usados para o diagnostico
canino (FARIA & ANDRADE, 2012)

No Brasil, para a realizagdo dos inquéritos epidemioldgicos da LVC os exames
disponiveis para o diagnostico sorologico sdo a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFT)
e o ensaio imunoenzimatico (ELISA), que expressam os niveis de anticorpos circulantes.
Essas técnicas sao recomendadas pelo Ministério da Satide para avaliarem a soroprevaléncia
em inquéritos caninos amostrais e censitarios (BRASIL, 2014).

A RIFI utiliza o parasito integro como antigeno. Os seus resultados sao
normalmente expressos em dilui¢des, sendo considerados como reagentes os animais que
apresentarem titulos iguais ou superiores a 1:40 (LAURENTI, 2009). A sensibilidade desse
teste varia de 83% a 100% e a especificidade ¢ de aproximadamente 80% para amostras de
soro. Apesar de ser amplamente utilizado em estudos epidemiologicos, sua aplicagdo requer
alto nivel de habilidade, experiéncia e também equipamento especializado e de alto custo
(FARIA & ANDRADE, 2012).

O teste de ELISA ¢ largamente empregado para triagem de amostras para o
diagnostico de LVC, podendo ser aplicado para grande quantidade de amostras em curto
espaco de tempo e adaptado para o uso com diversos antigenos, como antigenos brutos,
sintéticos ou recombinantes. Outro teste amplamente aplicado ¢ a imunocromatografia, que se
destaca por ser de facil execucao e pela rapidez de seus resultados, além de ter uma elevada
especificidade. Por isso, este método torna-se uma opg¢ao vidvel de diagnostico em regides
onde o acesso a laboratorios € restrito (FARIA & ANDRADE, 2012).

Apesar da disponibilidade de varias formas de diagnostico, estas apresentam
algumas limitagdes, como a baixa sensibilidade dos métodos parasitologicos, a
impossibilidade de distingdo entre infecgdes anteriores ou recentes, no caso nos meétodos
imunologicos, além de serem inapropriados para avaliar a infec¢do em pacientes
imunocomprometidos. Diversos autores comecaram utilizar as técnicas de PCR, que tem
demonstrado alta sensibilidade e especificidade (CUPOLILLO, 2005).

No estudo realizado por Nunes et al, (2015) com 62 animais, a taxa de
positividade por PCR foi maior em comparagdo a dos métodos sorolégicos e parasitologicos.
Além disso, identificou como positivos um maior nimero de animais assintomaticos em

comparagao aos testes ELISA e imunocromatogréfico.
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2.7 Tratamento

O tratamento da LVC ainda ¢ controverso, uma vez que ndo evidéncias de cura
parasitologica. Mas, ao se optar pelo tratamento deve-se inicialmente considerar parametros
ligados a condigdo clinica do paciente e a participagdo consciente do proprietario (RIBEIRO,
2005). Uma vez que, o cdo precisara tomar medicamentos por toda vida e ter o
acompanhamento peridodico de um médico veterindrio para a realizacdo de alguns exames
laborator iais para verificar a satide do animal e a eficacia do tratamento (ARTACHO, 2009).

Os cdes em tratamento devem passar por exames fisicos e laboratoriais a cada trés
meses, como sorologia para determinacdo do titulo de anticorpos, bioquimica sérica,
hemograma completo, proteinograma e pesquisa do parasito na pele, sendo este Gltimo exame
importante para demonstrar a capacidade do animal na transmissdo da doen¢a (RIBEIRO,
2005).

Vérios medicamentos sdo usados para a LVC, sendo capazes de melhoras
temporariamente os sinais clinicos ou caes clinicamente, no entanto nenhum destes
tratamentos elimina a infec¢do. Os tratamentos mais usados para leishmaniose canina sao uma
combinacao de antimoniato de meglumina além de alopurinol, ou miltefosina mais alopurinol
(MANNA et al., 2015).

Manna et al, (2015) utilizando dois protocolos de tratamentos, um com
antimoniato de meglubina mais alopurinol e outro miltefosina mais alopurinol, obtiveram em
ambas terapias melhoras clinicas significativas nos cades, com uma reducdo considerada da
carga parasitaria nos linfonodos dos caes de ambos os grupos apds 3 meses de tratamento.

Nascimento (2015) observou que em 18 animais tratados com alopurinol e
domperidona associados a vacina apresentaram melhora clinica e auséncia de formas
amastigotas na pele. De acordo com Artacho (2009), embora a elimina¢do dos parasitos da
pele seja um fator importante no controle da transmissdo para o vetor, deve-se levar em
consideragdo que isso pode ter um carater transitorio, tendo em vista que o parasito ¢ capaz de
se alojar em determinados 6rgdos e, em situacdes de estresse, imunossupressao, entre outras,
este pode multiplicar e se disseminar novamente. Portanto, a auséncia de parasitismo ndo ¢

garantida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

v" Comparar o grau de parasitismo em diferentes pontos de coleta de medula dssea e

linfonodos popliteo e cervical superficial.
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3.2 Objetivos Especificos

v’ Identificar se ha dispersdo do parasito ao longo da medula 0ssea;

v' Comparar o grau de parasitismo do linfonodo popliteo com o linfonodo cervical

superficial;

v" Comparar o grau de parasitismo entre medula dssea e linfonodos;

v’ Verificar se a carga parasitaria estd associada aos sinais clinicos do animal.

4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dez cdes sem padrdo racial definido, de ambos os sexos e sem
faixa etaria definida provenientes dos atendimentos do Hospital Veterinario “Francisco
Edilberto Uchoa Lopes” da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, com resultado
sorologico positivo para leishmaniose visceral canina pelo teste rapido Alere Leishmaniose

Ac Teste Kit.
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Os animais foram submetidos a uma avaliagdo clinica para analise dos sinais
clinicos. Posteriormente foi realizado a sedagdao com cloridrato de xilazina 2% na dose de
Img/kg e cetamina 10% na dose de 10mg/kg, por via intramuscular.

A coleta do material biologico foi realizada por meio de pungdo aspirativa na
medula dssea do esterno, crista iliaca (Figura 1), costela e tibia (Figura 2) e nos linfonodos
cervical superficial e popliteo. Foi utilizada agulha 40x12mm e seringa de 10 ml para pungao
da medula 6ssea e agulha 25x7mm e seringa de 3ml para pun¢do dos linfonodos. Em seguida
foi realizada eutandsia com uma dose extra de xilazina com cetamina, e logo apos, realizou-se
a administrag¢do da solug@o de cloreto de potéssio por via intravenosa.

As amostras da medula 6ssea e dos linfonodos foram distendidas em laminas,
sendo que para cada local de puncdo foram confeccionadas duas laminas, coradas pelo
corante Panotico e visualizadas em microscopio 6Otico. Para pesquisa de formas amastigotas,
foi feita a contagem de macrofagos em 10 campos diferentes, na objetiva de 100x. O grau de
parasitismo foi classificado de acordo com a quantidade de campos positivos em leve (1 a 4),
moderado (5 a 7) e alto (8 a 10).

Os proprietarios de todos os animais utilizados nesse estudo assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido e foram previamente informados de todos os
procedimentos realizados. Este trabalho Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal, da Universidade Estadual do Maranhao (CEEA/UEMA, protocolo
34/2016).

o Figura 2. Coleta de amostra da medula
Figura 1. Coleta de amostra na medula 6ssea da crista iliaca ossea da tibia.




27

Fonte: Arquivo pessoal.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.1 Analise de Dados

Os dados obtidos foram tabulados no programa Microsoft Office Excel 2010, para

posterior realizagdo de andlise estatistica descritiva simples.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No exame clinico observou-se que todos os animais eram sintomaticos. Dentre os
sinais clinicos mais observados, a linfadenopatia foi o mais frequente, acometendo 9 caes

(90%). Resultados semelhante aos de Barbosa et al, (2010) que observaram  que a
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linfadenopatia estava presente em 96,4% dos cdes. Outros sinais encontrados foram alopecia
(80%), dermatite esfoliativa (70%), ceratoconjuntivite (60%), onicogrifose (50%), caquexia

(40%), despigmentacgdo de labio e focinho (20%), ulceras cutaneas e hiperqueratose (10%).

Figura 3. Animal com Figura 4. Animal com alopecia.
ceratoconjuntivite, despigmentagdo de
focinho.

Fonte: Arquivo pessoal.

Verificou-se que dos 10 animais positivos no teste rapido imunocromatografico para
LVC, 7 (70%) foram positivos no exame parasitologico em lamina por meio da puncdo
aspirativa da medula d6ssea do esterno, costela, tibia e crista e dos linfonodos popliteos e
cervical, sendo que 3 (30%) foram positivos tanto na medula 6ssea como nos linfonodos.
Além disso, observou-se que o linfonodo popliteo apresentou a maior frequéncia de
positividade (40%) em comparagdo com os outros locais de puncdo (grafico 1). De maneira
oposta do que foi encontrado no estudo realizado por Furtado et al., (2011), onde verificaram
que a propor¢do de animais positivos na pun¢ao de medula ossea foi de 50% para crista iliaca,

46,8% para tibia e 37,5% para o linfonodo popliteo e cervical superficial.
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Grafico 1: Percentual de positividade da medula 6ssea e dos linfonodos para LVC.

Percentual (%) de positividade
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esterno costela tibia cristailiaca linfonodo linfonodo
cervical popliteo

Quanto ao grau de parasitismo da medula dssea, foi observado que houve dispersao
do parasito em todos os locais de puncao, sendo que a regido da tibia apresentou a maior
contagem de campos positivos, seguida pelas regides da costela, crista iliaca e esterno. E
apesar da regido da crista iliaca ter apresentado a maior média em relagdo ao grau de
parasitismo, ocorreu apenas em um animal. Com isso pode-se observar que devido a
disseminacdo do parasito pela medula Ossea existe a possibilidade de o médico veterindrio
realizar a pun¢do em outros locais que facilitem a coleta de uma grande quantidade de
material, além de apresentar um valor elevado de parasitismo, como observou-se na medula dssea
da tibia.

De acordo com Reis et al., (2006) embora a progressao da doenga assintomatica até a
sua manifestacdo clinica seja acompanhada por intenso parasitismo na medula dssea, observa-
se que durante a infec¢do por Leishmania parasitismo pode ser diferente em varios locais do
organismo

Em relacao aos linfonodos, verificou-se que o linfonodo popliteo apresentou alto
grau de parasitismo tanto com relacdo ao nimero de campos positivos totais como a média
comparado com o linfonodo cervical superficial. Este resultado justifica, porque este
linfonodo tem sido utilizado com grande frequéncia no exame parasitologico da LVC. Mas,
ao contrario desse estudo, Wilson et al, (2012) observaram baixo parasitismo no linfonodo

popliteo através do exame parasitologico em laminas histologicas.
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Através dos resultados obtidos observou-se que tanto na medula dssea como nos
linfonodos foi possivel verificar uma variacdo do grau de parasitismo com dispersdo do
parasito em todos os locais de pungdo. No animal 5 observou-se que em todos os 10 campos
analisados do linfonodo popliteo foram positivos sendo considerado um alto grau de
parasitismo (figura 5). Também foi observado que no animal 8, a medula dssea da tibia havia
alto grau de parasitismo com 9 campos positivos. Nos outros animais verificou-se apenas grau
de parasitismo de moderado (5 a 7 campos positivos) a leve (1 a 4 campos positivos) em
todos os locais de puncdo. Além disso, apenas no animal 8 houve a presenca do parasito na

medula 0ssea da tibia e da costela e nos linfonodos popliteo e cervical superficial.

Tabela 1. Quantidade de campos positivos de acordo com o local de puncio.

Crista Linfonodo Linfonodo
Esterno Costela Tibia

iliaca popliteo cervical
Animal 1 1 _ _ _ 1 B
Animal 2 . _ _ _ _ _
Animal 3 _ _ _ _ . _
Animal 4 . . . 7 . .
Animal § _ _ _ _ 10 B
Animal 6 . . 1 _ . 3
Animal 7 . _ _ _ _ _
Animal 8 _ 6 9 _ 3 1
Animal 9 . . . . 3 1
Animal 10 1 _ _ _ _
Total 1 7 10 7 17 5
Média 1 3,5 5 7 4,25 1,6

Quando o grau de parasitismo ¢ intenso como foi observado no linfonodo popliteo
e na tibia, ndo ha problemas para um diagnostico rapido e seguro. No entanto, o estado
imunoldgico do animal e a fase da doenga podem interferir na carga parasitéria, dificultando

localizar as formas amastigotas (FURTADO et al., 2011).
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Existe uma correlagdo entre o estado clinico da LVC com o grau de parasitismo
tecidual. Os animais assintomaticos apresentam baixo parasitismo enquanto que os animais
sintomaticos estdo associados com alta carga parasitaria em varios tecidos, como pele, medula
O6ssea ¢ baco (REIS et al, 2006). Essa variagdo se explica pelo fato dos animais
assintomaticos apresentarem uma resposta imune mais efetiva permitindo o controle da
replicagdo do parasitismo (CARDOSO, 2013).

Figura 5. Citologia de linfonodo popliteo com macrofago
contendo formas amastigotas de Leishmania. Pandtico, 100x.

A .ﬁ.

Fonte: Arquivo pessoal.

Embora a pesquisa do parasito nos tecidos seja considerada como método de
diagnostico, sua sensibilidade e valor relativo tém sido questiondveis, considerando a falta de
uniformidade na distribui¢do parasitaria durante a infecgao natural como foi observado nesse
estudo, por isso se faz necessario a identificacdo dos principais locais com niveis mais
elevados de parasitismo, para melhorar a sensibilidade do diagndstico da LVC (REIS et al.,
20006).

Neste estudo, apesar dos animais positivos no exame parasitologico apresentarem
uma variedade de sinais clinicos, observou-se que houve uma grande variacdo da carga
parasitaria entre os animais como foi observado no animal 8, que apesar de ter apresentado
maior dispersdo do parasito com grau de parasitismo de leve a moderado, teve menos sinais
clinicos do que o animal 6 que demonstrava mais sinais, mas apresentou apenas leve grau de
parasitismo na costela e no linfonodo cervical (Tabela 2). Diante disso, podemos supor que

isso foi devido a uma varia¢do individual ligada a resposta imune, falta de uniformidade da
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carga parasitaria no organismo do animal e baixa sensibilidade do exame parasitologico

utilizado

Tabela 2.

Animais

o 0 9 & N A W N -

[y
~

Grau de parasitismo de acordo com o niimero de sinais clinicos.
Medula ossea Linfonodos
Esterno Costela Crista Tibia Popliteo Cervical
iliaca superficial

+ - - - + -
- - S - - -
- - - - +++ :
- - - + - +
- ++ - +++ + +
- - - . + +

N° de
sinais
clinicos

4

A~ B B D O N 9 0 B

Grau de parasitismo: Leve (+), Moderado (++), Alto (+++) e Ausente (-)
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6. CONCLUSAO

A medula 6ssea apresentou dispersdo de parasitos, sendo que na tibia foi o local que

se observou maior grau de parasitismo.

O linfonodo popliteo apresentou maior grau de parasitismo em comparagdo com o

linfonodo cervical superficial.

Existe diferenga no grau de parasitismo dependendo do ponto de coleta, tanto para

linfonodo como para medula 6ssea;

Nao foi possivel correlacionar a carga parasitaria com os sinais clinicos.
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