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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é causada pelo protozoario
Leishmania chagasi tendo o cdo como principal reservatério. Afeta ossos e
articulagbes provocando o aparecimento de lesbes simétricas e bilaterais com
claudicacéao intermitente associadas a poliartrite erosiva/ndo erosiva. A sua etiologia
deve-se ao proprio parasita, a circulacdo de imunocomplexos ou ao depdsito de
ambos na membrana sinovial. Partindo-se do pressuposto que caes infectados por
Leishmania sp., apresentam disturbios locomotores associados a doenga, e que a
avaliagao parasitaria do liquido sinovial ndo é considerado um método de diagnéstico
de rotina, esta pesquisa objetivou caracterizar alteragbes articulares radiograficas e
identificar por meio de exame parasitoldgico direto, formas amastigotas de Leishmania
sp. no liquido sinovial das articulagbes fémoro-tibio-patelar e coxofemoral de caes
positivos para leishmaniose visceral atendidos no HVU-UEMA. No presente estudo
60% dos caes apresentaram sinais clinicos do sistema locomotor, sendo claudicagao,
paresia dos membros posteriores e artralgia os mais frequentes. Foram avaliadas as
articulagdes fémoro-tibio-patelar bilateral e coxofemoral dos 15 céaes, totalizando 45
articulagbes estudadas. Na avaliacdo do liquido sinovial foram identificadas formas
amastigotas de Leishmania sp. em apenas um animal. Em 60% dos cées foi
observado radiograficamente pelo menos uma lesdo na articulagdo fémoro-tibio-
patelar com envolvimento bilateral, caracterizadas por irregularidade em superficie

articular, esclerose subcondral e aumento de densidade em capsula articular.

Palavras-Chave: Leishmaniose, articulagao, liquido sinovial.



ABSTRACT

Visceral canine leishmaniasis (LVC) is caused by the protozoan Leishmania
chagasi with the dog as the main reservoir. It affects bones and joints causing the
appearance of symmetrical and bilateral lesions with intermittent claudication
associated with erosive / non-erosive polyarthritis. Its etiology is due to the parasite
itself, to the circulation of immunocomplexes or to the deposit of both in the synovial
membrane. Based on the assumption that dogs infected with Leishmania sp., Present
locomotive disorders associated with disease, and that the parasitic evaluation of the
synovial fluid is not considered a routine diagnostic method, this research aimed to
characterize radiographic joint alterations and to identify by means of Direct
parasitological examination, amastigote forms of Leishmania sp. In the synovial fluid
of the femur-tibio-patellar and hip joints of dogs positive for visceral leishmaniasis seen
in HYU-UEMA. In the present study, 60% of the dogs presented clinical signs of the
locomotor system, being claudication, paresis of the hind limbs and artralgia the most
frequent. The bilateral femur-tibiopatellar and coxofemoral joints of 15 dogs were
evaluated, totaling 45 joints studied. In the assessment of synovial fluid, amastigote
forms of Leishmania sp. In only one animal. In 60% of the dogs, at least one lesion
was observed in the femur-tibial-patellar joint with bilateral involvement, characterized
by irregularity in the articular surface, subchondral sclerosis and increased density in

the joint capsule.

Key words: Leishmaniasis, articulation, synovial fluid.
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1 INTRODUGAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma antropozoonose severa de alto
predominio mundial (DUPREY et al., 2006), endémica no Brasil (SOLANO-GALLEGO
et al., 2009) e um grave problema de saude publica dada a sua incidéncia e alta
letalidade. E causada pelo protozoario Leishmania chagasi (WHO, 2010), que
acomete os cées, 0s quais sdo considerados os principais reservatorios, através do
qual o homem pode se infectar (DESJEUX, 2004; SCHIMMING et al., 2012).

O ambiente caracteristico e propicio a ocorréncia da LV é aquele de baixo
nivel socioecondmico, pobreza, promiscuidade, prevalente em grande medida no
meio rural e na periferia das grandes cidades. No Maranhao, nordeste do Brasil, as
intervengdes ambientais, a migracdo desordenada de pessoas associadas as
profundas alteragdes eco-epidemioldgicas e a auséncia de infraestrutura basica, vém
contribuindo para a urbanizagao do vetor (COSTA et al.,1995; BARROS et al., 2000;
MENDES et al., 2002).

O reservatoério considerado mais importante da leishmaniose visceral é o
cao, onde apresenta fases subaguda ou crénica (CIARAMELLA & CORONA, 2003).
Suas manifestagbes clinicas variam amplamente em consequéncia da resposta
imunologica, dos numerosos mecanismos patogénicos e dos diferentes 6rgaos
afetados (BANETH et al., 2008).

A LVC afeta também os ossos e articulagdes com o aparecimento de lesdes
simétricas e bilaterais, com claudicagao intermitente (PUGLIESE 2006), associadas a
poliartrite erosiva/nao erosiva. A sua etiologia deve-se ao proprio parasita, a circulagao
de imunocomplexos ou ao depdsito de ambos na membrana sinovial (KOUTINAS et
al., 1999). Radiograficamente, nas diafises de ossos longos, patela e pélvis pode-se
observar uma reacao periéstica com radiopacidade aumentada, com danos corticais
e medulares, enquanto nas articulacbes pode-se observar lesdes osteoliticas
(PUGLIESE et al., 2006).

Amostras de medula éssea, linfonodos, baco e pele sdo usados atualmente
para o diagndstico parasitologico da leishmaniose em cées naturalmente infectados,
no entanto, o uso de liquido sinovial (LS) para este propésito tem sido raramente

relatado. Este método se faz importante especialmente em caes com alteragées no
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sistema locomotor que sejam clinicamente suspeitos de LVC (SARIDOMICHELAKIS
et al., 2005 ; SILVA, 2009).

Contudo, sdo escassos os estudos sobre lesbes osteoarticulares
correlacionadas a presenca do parasita no liquido sinovial na articulacdo desses
animais. A fim de contribuir para o melhor estudo e entendimento do envolvimento do
sistema locomotor em caes acometidos por leishmaniose visceral, o presente
trabalho, avaliou as articulagbes coxofemoral e fémoro-tibio-patelar por meio de
radiografias para verificar alteragdes na superficie articular e pesquisou a presenga
do parasita no liquido sinovial das articulacbes avaliadas de caes positivos para

leishmaniose visceral.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Historico da doenca

A leishmaniose visceral foi descrita pela primeira vez na Grécia em 1835,
onde entado era definida por “ponos”, que na mitologia grega significava “deus da dor”.
Somente em 1869 na india, recebeu o nome de “Kala-jwar” (febre negra) e “Kala-azar”
(pele negra) devido ao escurecimento cutdneo desenvolvido no decorrer da doenga
(MARZOCHI, 1981).

Os primeiros casos da infeccdo no Brasil, foram relatados em 1934 por
Henrique Penna, patologista do Instituto Oswaldo Cruz, a partir de laminas
histolégicas de figado, examinadas post mortem para diagnéstico da febre amarela
(LAINSON et al., 1987; GENARO, 2000; LAISON & RANGEL, 2005). Estudando a
epidemiologia da doencga, Evandro Chagas suspeitou que o mosquito transmissor da
doenca aos humanos fosse o flebotomineo Lutzomyia Longipalpis devido a sua
presenca continua ao redor e dentro das residéncias de pacientes doentes (LAINSON
& RANGEL, 2005). Castro e Ferreira, em 1937, identificaram o cdo como reservatorio
da LVC (FEITOSA et al., 2000).

2.2 Agente etiologico

A leishmaniose visceral é causada por protozoarios da familia
Trypanossomatidae do género Leishmania. Que apresentam uma forma flagelada ou

promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e outra aflagelada ou
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amastigota encontrada nos tecidos dos vertebrados. Leishmania sp € um parasita
intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico mononuclear (BRASIL 2006).

No mundo, existem trés espécies principais relacionadas a leishmaniose
visceral, variando de acordo com a regidao geografica, sado elas: Leishmania (L.)
donovani, referidas na Asia e Africa, Leishmania (L.) infantum na Asia, Europa e Africa
e Leishmania (L.) chagasi nas Américas, incluindo o Brasil (CAMARGO et al., 2007).
Semelhangas estruturais verificadas em estudos moleculares sugerem que
Leishmania chagasi e Leishmania infantum sejam da mesma espécie, permitindo a
denominagao Leishmania infantum chagasi também ao agente etiolégico nas
Ameéricas (MAURICIO ET AL., 2000; SHAW, 2006).

2.3 Vetor

No Brasil, a leishmaniose visceral tem como vetores insetos denominados
flebotomineos. Atualmente apenas duas espécies estdo associadas com a
transmissdo da doencga, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, que popularmente
sao conhecidos por mosquito palha, birigui, tatuquiras. Portanto, Lutzomyia longipalpis
€ considerada a principal espécie transmissora da L.(L.) chagasi no Brasil e,
atualmente Lutzomyia cruzi foi considerado o vetor especifico da regidao do Mato
Grosso de Sul (BRASIL, 2006).

A espécie Lutzomyia longipalpis € encontrada no Brasil, nas regides
Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste. Nas regides Norte e Nordeste, essa
espécie era encontrada nas areas de mata participando do ciclo primario de
transmissdo da leishmaniose visceral, porém houve uma adaptacdo desse inseto
somada a presencga de animais silvestres e sinantrépicos (BRASIL, 2006). Na década
de 80, com a expansdo dos centros urbanos, L. longipalpis se adaptou a esses
ambientes e passou a ser encontrado nos ambientes domiciliares, peridomiciliares,
abrigos de animais domésticos, entres outros ambientes (BRASIL, 2006).

Os insetos da espécie Lutzomyia longipalpis, sdo dipteros da familia
Psychodidae, sub-familia Phebotominae, também chamados de flebotomineos
(GONTIJO e MELO, 2004). Sao pequenos, medindo aproximadamente de 1 a 3 mm

de comprimento, possuem o corpo revestido por pelos, coloracdo clara ou parda,
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pernas longas e delgadas, apresentam voos saltitantes e mantém a asas entreabertas
mesmo quando estao em repouso, o que os diferencia de outros dipteros.

Esses insetos possuem o habito de vida noturna e crepuscular, sendo as
fémeas responsaveis pela transmissao por apresentarem aparelho bucal adaptado
para picar a pele dos vertebrados e sugar o sangue, apresentando portanto a
hematofagia como habito alimentar (CAMARGO E BARCISKIN, 2003). Ambos os
sexos precisam de carboidratos como fonte energética, porém as fémeas necessitam
do sangue para a maturagao dos ovos. Na fase adulta esses insetos estdo adaptados
a diversos lugares, contudo na fase larvaria seu desenvolvimento ocorre em lugares

terrestres Umidos e ricos em matéria organica (BRASIL, 2006).

2.4 Reservatorios

O principal reservatoério da doenca € o cao (Canis familiares) no ambiente
urbano e a raposa (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis
albiventris) no ambiente rural. Porém os felinos e alguns roedores, também sé&o
considerados reservatérios da doenca (LUPPI et al., 2008; NOE, 2008). Segundo o
Ministério da Saude (2006) as raposas, no Brasil, foram encontradas infectadas nas
regides Nordeste, Sudeste e AmazoOnia, enquanto os marsupiais didelfideos foram
encontrados infectados no Brasil e na Coldmbia.

Dentre todos os animais identificados como reservatorios da doenga, o cao
até o presente momento, ainda ¢é considerado o mais importante
epidemiologicamente, constituindo-se como elemento principal da cadeia de
transmissdo da doenca (SLAPPENDEL & FERRER, 1998) e também pelo convivio
direto com o0 homem (GONTIJO & MELO, 2004; BARATA et at., 2005).

2.5 Ciclo biolégico e transmissao

O ciclo bioldgico do parasita L. chagasi é heteroxénico, ou seja, necessita
de dois hospedeiros diferentes para se completar: o hospedeiro invertebrado, o vetor
flebotomineo, que abriga o parasita na forma promastigota extracelular flagelada e o
hospedeiro vertebrado mamifero onde a forma amastigota flagelada se desenvolve
(TOMAS & ROMAO, 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
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O vetor se infecta quando as fémeas ingerem macréfagos infectados por
formas amastigotas de L. chagasi ao sugarem o sangue de mamiferos infectados. Os
macrofagos se rompem no trato digestivo anterior, liberando as formas amastigotas
que por divisdo binaria se reproduzem, diferenciando-se em seguida em formas
flageladas ou promastigotas que também por divisao binaria se reproduzem. Logo, as
formas prosmastigotas sao transformadas em paramastigotas que invadem o eséfago
e a faringe do vetor ficando aderidas ao epitélio pelo flagelo, posteriormente se
diferenciam e transformam-se em promastigotas metaciclicas, formas infectantes
(BRASIL, 2006).

Logo, quando as fémeas infectantes do flebotomineo fazem o repasto
sanguineo no hospedeiro vertebrado, inoculam a forma promastigota metaciclicas do
parasita liberadas na epiderme juntamente com sua saliva, que funciona como
anticoagulante (MICHALICK, 2004). As formas promastigotas s&o fagocitadas pelas
células do sistema mononuclear fagocitario do hospedeiro, dentro dos macréfagos
elas se diferenciam em amastigotas, multiplicando-se de forma binaria, culminando
no rompimento dos macréfagos, que liberam grande quantidade das amastigotas que
em seguida sao fagocitadas por novos macrofagos em um processo continuo, entdo
ocorre a dissipagao por via hematogénica para outros tecidos do sistema mononuclear
fagocitario como figado, baco, linfonodo e medula 6ssea (BRASIL, 2006).

O modo de transmissao no Brasil, ocorre principalmente pela picada do
inseto vetor, L. longiplapis ou L. cruzi, infectados por Leishmania (L.) chagasi
(BRASIL, 2006). Porém, ja foram descritos outros meios de transmissdao como
transfusdo sanguinea através de doadores infectados (SHERDING, 2006),

transmissao venérea e transplacentaria (BOGGIATTO et al., 2011).

2.6 Epidemiologia

A leishmaniose visceral € uma antropozoonose de ampla distribuicdo
mundial, endémica em diversos paises, distribuida em regides do sul da Europa, Asia,
Africa, América do Sul e Central (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). A LV apresenta
caracteristicas geograficas, climaticas e sociais diversificadas, devido sua ampla

distribuicdo geografica que ainda se encontra em expanséo (SILVA, 2007).
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O estado do Maranhéo e a cidade de Sao Luis, apresentam caracteristicas
favoraveis a epidemiologia da doenga, condigdes socio-econbémicas baixas,
caracteristicas ambientais como clima tropical quente e umido, favoravel ao
desenvolvimento e manutengéo do ciclo biolégico do vetor, indicadores inadequados
de saude e saneamento basico, em conjunto com a intensa mobilizacdo de
reservatorios silvestres e caes infectados, que contribuem para expansao da doenga
no estado, aumentando o niumero de casos em caes. (SILVA et al., 1997)

Abreu-Silva et al., (2008) em um estudo em area endémica no municipio
de Sao Luis, no estado do Maranhdo, com caracteristicas favoraveis ao
desenvolvimento do flebotomineo, detectaram infeccao por Leishmania chagasi em
31 dos 62 caes avaliados na pesquisa. Concluiram que a area em estudo reunia
condicbes de transmissdo ativa de leishmaniose visceral, tendo em vista a
soroprevaléncia e a presenga de L. longipalpis como a espécie de flebotomineo mais
prevalente.

Os focos da doenca, na ilha de Sao Luis, antes eram centralizados nas
areas rurais e peri-urbanas, onde os domicilios foram construidos em areas
desmatadas, aumentando a exposi¢cao ao vetor da doenga contribuindo para sua
expansao. Devido a adaptacao do mosquito ao meio urbano, atualmente os focos da
LV sdo encontrados tanto em areas rurais quanto urbanas do estado do Maranhéo
(NASCIMENTO, 1996).

Em zonas onde a doenca nao é endémica, a presenca do cao contribui
para a manutencdo do parasita na populagdo canina por meios de transmissio nao
dependentes de vetor (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Vias de transmissao nao
vetoriais tal como a transmisséo vertical, venérea (SILVA et al., 2009), horizontal por
contato direto com sangue infectado e iatrogénica por transfusao, foram referidas em
zonas onde vetor esta ausente. Entretanto, estes meios de transmissdo sao
relativamente incomuns na epidemiologia da leishmaniose (ANDRADE et al., 2002;
BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; FREEMAN, 2010).

2.7 Patogenia

Por apresentar maior numero do parasita na pele, o cao é considerado o

principal reservatério da doenca fora do ambiente silvestre, e a leishmaniose visceral
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nos caes superam os casos da doenga em humanos (FONSECA; SANTA ROSA &
OLIVEIRA, 1997; FEITOSA et al., 2000;).

Na LV, diversos 6rgdos podem ser acometidos, dependendo do grau de
parasitismo do tecido afetado, da resposta imune e da evolugdo da doenca no
hospedeiro. Em geral, as lesbes teciduais sdo causadas devido a deposicdo de
imunocomplexos e por inflamagéo granulomatosa (MULLER et al., 2001).

Leishmania chagasi, € um parasita do sistema monuclear fagocitario, uma
vez inoculado na pele do hospedeiro, inicia-se uma reacao inflamatéria atraindo
macrofagos, histiécitos, neutrofilos e mondécitos que fagocitam as formas
promastigotas do parasita que dentro dos macroéfagos se diferenciam em amastigotas
onde rapidamente se multiplicam. A partir dai, ocorre a disseminagao do parasita por
via hematica e linfatica para diversos 6rgaos do hospedeiro, concentrando-se no
figado, baco, linfonodos, pele, rins e medula éssea (MARQUES, 2008).

A resposta imune apresentada pelo animal a infeccdo sera fundamental
para definir a resisténcia ou suscetibilidade a doenga (ROCHA, 2012). No hospedeiro
resistente, a resposta imune estd associada a resposta celular (Th1) onde ocorre
liberagdo de IFN-y, TNF, IL-2 e IL-12, produzindo uma reacéao inflamatéria do tipo
proliferativa. No hospedeiro suscetivel, a resposta imune é do tipo humoral (Th2), na
qual decorre a formacao IL-4, 5, 6 e 10 que impulsionam o sistema complemento
promovendo a produgéao de IgG e IgM (MARQUES, 2008).

O parasita L. chagasi tem a capacidade de transformar o sistema
imunolégico do hospedeiro, logo a LV pode ser considerada uma doenca
imunomediada. As células do sistema mononuclear fagocitario parasitadas, quando
ocorre a infecgdo, funcionam como células apresentadoras de antigeno
impulsionando os linfocitos (CD4+) T auxiliares do tipo (Ta1), ou T auxiliares do tipo 2
(Ta2). As células Ta1, quando ativadas, produzem citocinas tais como interferon, o
fator de necrose tumoral e a interleucina 2, que ativam os macréfagos. Em seguida,
os macroéfagos ativados, estimulam a imunidade celular através da ativagdo de outras
células ou por sua proliferacéo e, assim podem eliminar a infecgdo. Porém, a infecgao
guando em associagao a inducao de linfécitos Ta2, ocasiona a multiplicagcao de célula
B e a producéo de anticorpos (LOPEZ et al., 1996).
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A resposta das imunoglobulinas € grande, portanto é nociva e nao
benéfica, ocasionando assim, a evolugao da infecgdo. A regulagéo de linfocitos T
afetada e o funcionamento excessivo de linfécitos B, produzem imunocomplexos
circulantes em um numero elevado, que se depositam nas paredes dos vasos
sanguineos e podem causar vasculite, uveite, dermatite, poliartrite e glomerulonefrite.
A linfoadenopatia generalizada e hepatoesplenomegalia sdo consequéncias da

proliferacéao de linfécitos B, histiécitos e macrofagos (LOPEZ et al., 1996).

2.8 Sinais clinicos

A LVC é de evolugao lenta e inicio insidioso, € caracterizada por uma
diversidade de sinais clinicos, que varia de um aparente estado sadio a um grave
estagio final. O tipo de resposta imunoldégica do animal, determina a manifestagcao
clinica da doenca (BRASIL, 2006). De acordo com o quadro clinico observado nos
caes, estes podem ser classificados em assintomaticos, oligossintomaticos e
sintomaticos (GENARO, 1993; FEITOSA, et al., 2000), sendo os assintomaticos
considerados um grande problema para a manutencdo da doenca, pois sao
importantes reservatérios do parasita (BARBIERI, 2006).

Os sinais clinicos da LVC sao inespecificos (MARZOCHI et al., 1985;
RIBEIRO, 1997), comumente os caes apresentam lesbes cutaneas e intensa
descamacéao, encontradas na regido periocular, narinas e na ponta das orelhas, ou
disseminada por todo o corpo, Ulceras rasas localizadas na orelha, narinas, cauda e
articulagdes, além de pelos opacos com queda abundante, a alopecia expde grandes
areas da pele amplamente parasitadas e lesionadas (GENARO, 1993; BRASIL, 2006).
Também s&o encontradas, onicogrifose e emagrecimento progressivo,
esplenomegalia, linfoadenopatia, diarreia, vémito, hemorragia intestinal, epistaxe,
edema de patas, hiperqueratose. Alguns animais podem apresentar paresia das patas

posteriores associados a atrofia muscular (FEITOSA et al, 2000).

2.8.1 Alteracao Articular

As manifestagdes osteoarticulares surgem como sinais atipicos da
infecgdo (FEITOSA et al., 2000; BLAVIER et al., 2001; FEITOSA, 2001; LIMA et al.,
2003, SILVA et al., 2005; FEITOSA, 2006; RIBEIRO, 2007). O desenvolvimento de
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poliartrites geralmente esta associado ao aumento de uma ou mais articulagdes e dor
a palpacao, além de anormalidades na locomocado que podem ser observadas em
caes acometidos pela doenga (AUGUT et al., 2003; SOUZA, 2005; FREITAS et al,
2012).

Em caes, observa-se que a articulagdo do joelho (DURANA, 2009), a
articulagdo do ombro (MATERA & TATARUNAS, 2007) e a articulagao coxofemoral
(ROCHA, 2012) sao as mais acometidas e, invariavelmente desencadeiam processos
inflamatdérios e degenerativos compativeis com doenga degenerativa articular
(DENNY & BUTTERWORTH, 2006).

Clinicamente, a relagdo da LVC com alteragdes osteoarticulares, pode ser
caracterizado por claudicacao, rigidez articular, artralgia, edema, atrofia muscular e
dor na parte distal dos membros que podem ser decorrentes de poliartrites
(BURACCO et al., 1997; FEITOSA 2000; BEVILACQUIA et al., 2002; MCCONKEY et
al., 2002; AGUT et al., 2003; BANETH, 2006). Em regides endémicas, a ocorréncia
de disturbios locomotores, pode chegar a 30% dos caes afetados (TURREL; POOL,
1982; YAMAGUCHI et al., 1983; SPPLANDEL, 1998; WOLSCRHIJN et al., 1996;
BURACCO et al., 1997).

A poliartrite € um processo inflamatério localizado em duas ou mais
articulagdes. Dependendo da sua origem, pode ser classificada como uma patologia
infecciosa, causada por depodsito de cristal ou imunomediada (HOPPER, 1993;
BENNETT, 1995).

Acredita-se que a poliartrite causada por Leishmania chagasi, seja
consequente de uma reagao inflamatéria granulomatosa devido a presenca do
parasita ou por uma resposta celular e humoral (MCCONKEY et al.,, 2002;
GUINCHETTI et al., 2008; REIS et al., 2009). No passado, alguns estudos indicaram
que a patogenia da lesao articular em cdes com leishmaniose visceral € em fungao
das citocinas liberadas por macréfagos infectados, gerando a absorcao e destruicao
da cartilagem 6ssea (FERRER, 1992) ou ao depdsito de imunocomplexos circulantes
na sindvia (CUCINOTTA et al,, 1991; FERRER, 1992), que podem originar uma
reacao de hipersensibilidade tipo Ill, causando uma ativacao local de complemento e

sintese de fatores quimiotaticos para neutréfilos (BENETT & MAY, 1995). As enzimas
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hidroliticas produzidas por neutréfilos desencadeiam destrui¢cao articular, vasculite e
elevacao da permeabilidade capilar (GORMAN, 1995).

Em 2002, McConkey descreveu um caso de um cao que apresentava
claudicagéo e dor nas articulagdes que progrediu em um periodo de dois anos,
diagnosticado como poliartrite erosiva, subluxagao e colapso dos espacgos articulares
dos carpos, com alteragdes também na articulagdo do cotovelo, demonstrando
aumento discreto de celularidade no liquido sinovial que constituiu no aumento de
23% de neutrdfilos, 16% de células mononucleares e 61% de pequenos linfécitos,
além de muitos macréfagos que apresentavam micro-organismos com cinetoplastos,
compativeis com Leishmania sp.

Oliveira (2012) relatou um caso de um cao positivo para leishmaniose
visceral que apresentou claudicagdo dos membros posteriores, com tarsos tumefados
e dolorosos a palpagdo. No exame radiografico foi observado destruicdo e erosao
O6ssea em ambos os tarsos, sugerindo inicio de artrite inflamatéria erosiva. No exame
parasitologico do liquido sinovial foi observado aumento de neutdfilos
polimorfonuclear e formas intracelulares e extracelulares compativeis com

amastigotas de Leishmania sp.

2.9 Diagnostico

Atualmente, muitos métodos de diagnésticos da LVC estdo sendo
utilizados. O diagndstico laboratorial pode ser feito pelo exame parasitologico direto,
testes sorologicos, como imunofluorescéncia direta (RIFI) ou ensaios
imunoenzimatico (ELISA), por meio da imunohistoquimica e, também por técnicas
moleculares de amplificagéo de acido nucléico (PCR ou PCR-Real Time) (MOREIRA
et al., 2007; QUEIROZ et al, 2010; SOLCA, 2012).

O diagnéstico parasitolégico é baseado na visualizagao direta do parasita
na forma amastigota em laminas preparadas a partir de material biolégico colhido
através de puncdes da medula dssea, linfonodo, figado, rins e também de liquido
sinovial (FEITOSA, 2001; BRASIL, 2006; MOREIRA et al., 2007; MARCONDES et al.,
2011). Embora esse método seja considerado simples, é tido como invasivo e oferece
possiveis riscos aos animais (BRASIL, 2006). A especificidade ¢é de

aproximadamente 100%, no entanto a sensibilidade dependera do grau de



24

parasitemia, tipo de material biolégico coletado, tempo de preparo e leitura da lamina
(BRASIL, 2006).

2.10 Avaliagao do liquido sinovial

O liquido sinovial € um fluido transparente e viscoso, amarelo claro,
limpido, livre de particulas, presente nas cavidades articulares e bainhas dos tenddes
(BIASE et al., 2001; BARNABE, 2004), que contém proteinas as quais se aderem ao
acido hialurénico, secretados pelas células sinoviais quando o plasma se difunde
pelas paredes dos capilares (VAN PELT, 1962 e 1967). Com pH entre 7 e 7,8 e
concentragcao de proteina de 2 a 2,5 g/dl (PERMAN, 1980), o liquido sinovial &
desprovido de fibrinogénio e outros fatores de coagulagao (SAWYER, 1963).

A avaliacdo do LS tem sido frequentemente efetuada para distingdo da
inflamagao aguda e crbnica, assim como para eliminagdo de processo infeccioso
imunomediado (DE BIASE et al, 2001; AKLERBOM, 2007). As analises podem ser
dificeis, devido a problemas na colheita, que muitas vezes geram pequeno volume por
ser viscoso, causando limitagdes nos testes laboratoriais (FISHER, 2003;
FERNANDES, 2009).

O aumento na quantidade de liquido sinovial é causado pelo processo
inflamatodrio articular, resultando na diminuicdo da viscosidade do fluido, devido a
diluigdo ou degradacéo do acido hialurénico por hialuronidase produzido por células
ou agentes inflamatérios (PEDERSEN, 1978; WILKINS, 1993; LOZIER & MENARD,
1998; TODHUNTER & JOHNSTON, 2003). Em céaes com LV, tém sido observado, na
avaliagado do liquido sinovial, um grande numero de neutréfilos (CUCINOTA et al,
1991; SPRENG, 1993; BURACCO et al, 1997). Além de alta concentragdo de
proteinas em conjunto com edema tecidual, que pode ser atribuido a uma elevagéao
da permeabilidade vascular da membrana sinovial, fato que indica uma doenca
inflamatoria (BOON, 1997).

Para buscar a causa da doenga inflamatdria articular, € necessario a
associagao da avaliacdo do liquido sinovial a outros métodos de diagnoéstico, como
radiografias além do historico clinico detalhado e exame clinico minuncioso do
paciente (FERNANDES, 2009).
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2.11 Avaliagao radiografica

As lesbGes osteoarticulares, tém sido descritas e classificadas em
diferentes estudos, dependendo da resposta imune do animal e da evolugdo da
doenga, como erosivas (WOLSCHRIN et al., 1996; KOUTINAS et al., 1999; BLAVIER
et al., 2001; McCONKEY et al, 2002; AGUT et al., 2003) e ndo erosivas (SPRENG,
1993; KOUTINAS et al., 1999; AGUT et al., 2003). Outros estudos descrevem que as
lesbes podem ser de duas formas, osteolitica e osteogénica concomitante (SILVA et
al., 2007; SILVA, 2009; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012).

Lesbes Osseas causadas por leishmaniose visceral canina, podem
progredir em qualquer regiao 6ssea, como diafises dos 0ossos longos, corpos de 0ssos
irregulares (carpos e tarsos), patela, sesamoides, ossos chatos (pelve e escapula) e
cranio. Frequentemente se desenvolvem bilateralmente, entretanto geralmente sao
observadas nas regides distais do esqueleto apendicular (SPRENG, 1993; BURACCO
et al., 1997; AGUT et al., 2003; SILVA et al 2007; SILVA, 2009; SILVA et al., 2011;
SILVA et al.,, 2012).

De acordo com a literatura, os achados radiograficos em cées acometidos
por LV, incluem esclerose difusa ou localizada na medula 6ssea de ossos longos,
podendo progredir para uma reagao periosteal com ou sem a presenga de areas
osteoliticas. As lesdes do tipo erosivas, indicam cronicidade do processo € a maior
parte das alteracbes radiograficas articulares nao estao associadas a presenga do
parasita na sindvia, sugerindo que a etiopatogenia das lesdes articulares ndo é
apenas decorrente da presenca do parasita, mas supostamente ao depdsito de
imunocomplexos na sindvia (SILVA, 2009).

No entanto, existem relatos na literatura que referem alguns pacientes com
quadros de artrite ou poliartrites, acometidos pela doenga, que ndo apresentavam
alteragbes radiograficas Osseas dignas de nota, pressupondo que o tempo de
evolucao da enfermidade nao fora suficiente para tanto (SPRENG, 1993; JACQUES
et al., 2002; EUGENIO et al., 2008; PARABONI et al., 2008).

3 JUSTIFICATIVA

O municipio de Sao Luis é considerado uma regido endémica para a

Leishmaniose Visceral Canina, apresentando altos indices de infestacdo entre os
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caes, considerados os principais reservatérios do parasita. Causas de diversas
naturezas podem levar um cdo a um quadro de claudicagao por alteracdes articulares,
tais como doengas inflamatérias, degenerativas, traumaticas ou parasitarias. Estudos
comprovam a presencga da Leishmania sp no liquido sinovial, possivelmente causando
danos a articulagao parasitada. Os sinais clinicos de um céao infectado por Leishmania
chagasi sédo alopecias localizadas, emagrecimento progressivo, onicogrifose e
aumento de o6rgdos abdominais. A claudicacdo surge como um sinal clinico
possivelmente presente em animais infectados por este parasita. Diante do exposto,
o presente estudo avaliou radiograficamente a ocorréncia de lesdes articulares e
verificou, por exame parasitologico direto, a presenca do parasita no liquido sinovial

das articulagdes coxofemoral e fémoro-tibio-patelar.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar por meio de exames radiografico e parasitoléogico do liquido

sinovial, as articulagbes de caes naturalmente infectados por Leishmania sp.

4.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as alteragdes radiograficas das articulagbes coxofemoral e
fémoro-tibio-patelar em caes positivos para leishmaniose visceral.

e Pesquisar a presenca de Leishmania chagasi no liquido sinovial das
articulagcbes coxofemoral e fémoro-tibio-patelar por meio do exame
parasitoldgico direto.

e Relacionar os achados radiograficos com a presenga do parasita no liquido

sinovial das articulacbes avaliadas.

5 MATERIAL E METODOS
5.1 Comiss&o de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)

O presente estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
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Experimentacdo Animal (CONCEA) e pela Comisséo de Etica na Experimentacéo
Animal (CEEA) do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do

Maranhao, campus Paulo VI, Brasil, estando registrado sob o protocolo n° 08/2017.

5.2 Animais

Foram utilizados 15 animais, de ambos os sexos, de diferentes idades,
sintomaticos ou assintomaticos, atendidos no HVU-UEMA, infectados naturalmente

por Leishmania chagasi.

5.3 Diagnéstico de LVC

O diagndstico da doenga foi baseado no teste imunocromatografico rapido
para deteccdo qualitativa de anticorpos anti Leishmania chagasi em amostra de
sangue total canino, e posteriormente confirmados pelo teste de pesquisa direta

utilizando como material biolégico a medula éssea.

5.4 Avaliacao radiografica

Para a realizacdo dos exames radiograficos foi utilizado o aparelho de Raio-
X marca CRX, modelo DF-125- VET, 200 mAs, fixa. Para tanto foram usados chassi
e ecrans de tamanhos 24x30 cm com filmes radiograficos de tamanho igual as
dimensdes do chassi. A técnica radiografica utilizada foi aquela adequada ao porte do
animal, levando em consideragcdo o tamanho e espessura da regido a ser
radiografada. Para avaliacdo das articulagbes fémoro-tibio-patelar bilateral foi
realizada a incidéncia mediolateral (ML) e para as articulagbes coxofemoral a
ventrodorsal (VD). As radiografias foram realizadas obedecendo-se as normas de
protecao radiologica. A revelagcdo dos filmes se deu por processamento manual.

Posteriormente, os filmes radiograficos foram avaliados ao negatoscopio.
5.5 Protocolo anestésico

A coleta do liquido sinovial nas articulagdes € um procedimento doloroso,
assim, os animais foram submetidos a sedagdo, seguindo o protocolo do setor de
anestesia do HVU-UEMA, onde foi aplicado a associagdo dos anestésicos

Acepromazina 0,2% na dose 0,1 mL/kg e Meperidina 50 mg/mL na dose 1,0 mg/kg e
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na indugao se utilizou Quetamina 100 mg/mL e Diazepam 5 mg/mL, associados, nas

doses 3 mg/kg e 0,25 mg/kg respectivamente.
5.6 Avaliacéo do liquido sinovial

As amostras do liquido sinovial foram obtidas por meio de artrocentese das
articulagdes fémoro-tibio-patelar bilateral e coxofemoral, onde obteve-se o volume de
aproximadamente 0,5 mL, processadas dentro de um periodo maximo de 50 minutos,
evitando-se a degeneragao celular.

A confecgao das laminas foi realizada logo apds o término da colheita do
liquido, onde se utilizou citocentrifugagédo, sob aproximadamente 380 G, por um
periodo de cinco minutos. As laminas foram coradas com corante hematoldgico para
posterior avaliagdo a microscopia de luz no aumento de 40x e 100x, com imersao,

objetivando pesquisar a presenga de formas amastigotas de Leishmania sp.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo foram utilizados 15 caes, os quais foram atendidos no HVU-
UEMA, positivos para leishmaniose visceral por meio do teste de imunocromatografia
para avaliagao rapida de triagem, confirmados pelo teste de pesquisa direta utilizando
como material biolégico a medula dssea.

Na amostra estudada, 60% dos caes eram machos e 40% fémeas. 80%
dos animais eram sem raca definida. A populacao apresentou idade entre oito e 65

meses, com maior numero de animais no intervalo entre 24 e 36 meses (tabela 1).

Tabela 1: Variaveis sexo, racga e faixa etaria de 15 caes naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral.

Variavel Categoria Numero
Sexo Fémea 7
Macho 8
Raga SRD* 12
Fox Paulistinha 1
Akita 1
Dachshund 1
Faixa etaria <lano 4
2a4anos 9
24 anos 2

Sem raga definida*
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Foi observada maior ocorréncia de leishmaniose visceral canina em
animais com idade acima de 12 meses, resultados esses parecidos com os descritos
por Spreng (1993), McConkey et al., (2002), Augut et al., (2003) e Silva (2009), que
mencionaram maior positividade da doenca em caes adultos jovens, embora tenham
utilizado metodologia distinta ao trabalho aqui apresentado, diferente dos informados
por Ferrer (1992), Noli (1999) e Feitosa et al.,, (2000) que nao encontraram
predisposi¢cao quanto a faixa etaria em estudo realizado com amostras de caes com
diferentes idades, selecionados ao acaso.

Nao se verificou predisposi¢cao racial na amostra estudada, sendo 80%
composta por caes sem racga definida (SRD), corroborando com o estudo de Silva
(2009) onde 66% dos caes analisados eram SRD. Por se tratar de um estudo clinico
em um hospital veterinario que tem o maior publico caes errantes e oriundos de
familias carentes, o numero de caes sem raca definida atendidos € maior que o
numero de cades com raga definida, fato que pode justificar no presente estudo, a
positividade da leishmaniose visceral ser maior em caes SRD. Dos 15 animais
avaliados 60% eram machos e 40% fémeas, ndo havendo predisposi¢ao sexual
confirmando os achados de Ferrer (1992), Noli (1999) e Feitosa et al., (2000), Sonoda
(2007) e Miranda et al., (2008) que nao observaram propenséo quanto a sexualidade

nos animais avaliados em seus estudos.

De acordo com os estudos de Koutinas et al. (1999) a ocorréncia de LVC
nao € influenciada pela idade dos animais, porém ha trabalhos, como os de Buracco
et al., (1997), Souza et al., (2005), Santos et al., (2006), Paraboni et al., (2008), que
demonstraram casos de cades com idade inferior a um ano. Tal fato pode estar
relacionado com a resisténcia do hospedeiro onde os sinais clinicos podem se
manifestar em um periodo de um més a varios anos. (SLAPPENDEL, 1988;
KOUTINAS et al., 1999; CARDOSO et al., 2004; ROZE 2005).

No presente estudo 60% dos caes apresentaram sinais clinicos no sistema
locomotor. Os mais frequentes foram claudicacao, paresia dos membros posteriores
e artralgia (tabela 2), semelhante aos achados por Silva (2014) em um estudo com 46

caes naturalmente infectados por Leishmania chagasi oriundos do Centro de Controle
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de Zoonoses (CCZ) da cidade Bauru no estado de Sao Paulo, que referiu estes, como
principais sinais clinicos do sistema locomotor. Foi observado ainda mais de uma
alteracdo em um mesmo animal concomitantemente. Limitacbes de movimento
ocorrem em grande parte dos animais naturalmente infectados por Leishmania sp.
(NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000).

Tabela 2: Frequéncia dos achados clinicos osteoarticulares de 9 caes positivos para leishmaniose
visceral.

Animal Sinais clinicos Total/animal
Claudicagao Paresia dos Artralgia Crepitagéao
membros posteriores

1 1 0 1 0 2
2 1 0 0 0 1
3 0 1 0 0 1
4 1 0 1 0 2
6 0 1 0 0 1
7 1 0 0 1 2
8 1 0 0 0 1
1 1 0 1 0 2
13 1 0 1 0 2

Total da 7 2 4 1 -

lesdo

*0 = auséncia

1 = presenca

Além de sinais osteoarticulares, os animais apresentaram sinais clinicos
classicos da leishmaniose visceral canina (figura 1), dentre estes os principais foram
lesdo periocular, lesdes cutidneas generalizadas, alopecia e onicogrifose (figura 2),
similar aos achados de Dias et al., (2008) e Oliveira (2012) onde os sinais clinicos

mais frequentes foram onicogrifose e lesdes cutaneas.

Figura 1: Apresentacao clinica de cao positivo para leishmaniose visceral.
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Em 60% da amostra analisada dos caes apresentaram ao menos um sinal
clinico relacionado a LVC, enquanto 40% apresentaram-se assintomaticos. Segundo
Slappendel (1988) animais com leishmaniose visceral apresentam sinais clinicos
inespecificos e diferentes além de nao apresentarem nenhum sinal clinico, ou seja,

podem ser sintomaticos ou assintomaticos.
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Figura 2: Frequéncia dos achados clinicos em caes com leishmaniose visceral.

No que tange a avaliagdo do liquido sinovial, a presenga do parasita
ocorreu em apenas um animal, onde foi identificada a forma amastigota da Leishmania
sp (figura 3). Esse animal, ao exame clinico apresentou apenas alopecia e auséncia
de sinal osteoarticular. Nenhuma alteragéo radiografica nas articulagbes avaliadas
desse animal foi observada, o que esta de acordo com os achados de Augut et al.,
(2003) e Feitosa (2006) que identificaram Leishmania sp. em amostras de LS porém

nao identificaram lesbes ésseas e articulares nas radiografias.

Figura 3: Pesquisa parasitologica direta do liquido sinovial de um
cdo acometido por leishmaniose visceral, indicando formas
amastigotas de Leishmania sp. (seta preta).
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A visualizagdo de Leishmania sp. em LS ja havia sido descrita por
Yamaguchi et al., (1983), Spreng (1993), Buracco et al., (1997) e Augut et al., (2003),
Silva (2009), Oliveira (2012). Neste estudo, as amostras de LS apresentaram baixa
quantidade de volume, dificultando a pesquisa do parasita no material colhido,
limitacdo também relatada por Augut et al., (2003) e Silva et al., (2009) associado a
dificuldade de colheita. Contudo, a ndo visualizagdo do parasita no LS n&o exclui a
presenca deste na sindvia, visto que pode ocorrer que a amostra colhida ndo tenha
apresentado nenhum parasita, fato comum em exames de pesquisa direta de
parasitas em material biolégico, podendo ser agravada pelo baixo volume de material
disponivel, conforme ja demonstrado em estudo anterior (SILVA, 2009).

No estudo radiografico, foram avaliadas radiograficamente as articulagdes
fémoro-tibio-patelar bilateral e coxofemoral dos 15 caes, totalizando 45 articulagdes
estudadas. Avaliou-se o fémur, tibia e fibula por meio de uma observagéo geral das
radiografias com o objetivo de se detectar qualquer alteragcao 6ssea possivel.

Em 60% dos caes foi visualizado pelo menos uma lesao na articulagao
fémoro-tibio-patelar com envolvimento bilateral (tabela 3), os demais néo
apresentaram alteragdes dignas de nota. As lesbes foram caracterizadas por
irregularidade em superficie articular, esclerose subcondral (figura 4) e aumento de
densidade em capsula articular As articulagdes coxofemoral nao apresentaram

alteracdes em nenhum dos caes avaliados no presente estudo.

Tabela 3: LesOes radiograficas encontradas nas articulagdes fémoro-tibio-patelar bilateral em nove
caes positivos para leishmaniose visceral

Animal Sinal clinico Esclerose Irregularidade Aumento de
osteoarticular subcondral em superficie densidade em
articular capsula articular

4 Claudicacao 1 1 0

5 Assintomatico 1 0 1

6 Paresia dos membros 0 0 1

posteriores

8 Claudicacao 1 0 0

10 Assintomatico 0 0 1

1 Claudicacao e 1 1 1
artralgia

12 Assintomatico 1 0 0

13 Claudicacao e 1 0 0
artralgia

15 Assintomatico 1 0 1

Total da lesédo 7 2 5

*0 = auséncia 1 =presenca
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Esclerose subcondral € um achado radiografico que também foi encontrado
por Silva (2009), em um estudo realizado no Centro de Controle de Zoonoses do
municipio de Aracatuba no estado de Sdo Paulo, em caes positivos para leishmaniose
visceral encaminhados para eutanasia. No estudo acima citado foi observado
esclerose subcondral nas articulagcbes fémoro-tibio-patelar em apenas 11 dos 100
animais avaliados. Segundo Turrel & Pool (1982) esclerose subcondral pode ser
interpretada como uma evidéncia de infecgao inicial.

As alteragbes caracterizadas por irregularidade em superficie articular e
aumento de densidade em capsula articular, totalizaram 13% e 33% respectivamente.
Esses achados nao foram observadas nos estudos de Silva (2009) e Silva (2014) com
caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral. Os mesmos informaram
outros achados radiograficos, como colapso articular, trabeculado ésseo grosseiro e

oseolise.

Figura 4: (A) Incidéncia mediolateral da articulagdo fémoro-tibio-patelar
indicando irregularidade em capsula articular da tibia (seta amarela). (B)
Esclerose subcondral em tibia (seta preta).

Segundo Kontos & Koutinas (1993) alteracdes Osseas e articulares tém
sido descritas como incomuns em c&es com leishmaniose visceral, fato também
descrito por Feitosa et al., (2000) que relataram alteragdes no sistema locomotor em
apenas 9 de 215 animais analisados. Diferente dos achados de Buracco (1997) Augut
et al., (2003) e Silva (2009) que descrevem lesbes dsseas como frequentes em caes
com LV. Porém, no presente estudo, sete caes apresentaram claudicacao, sendo que
em trés destes nao visualizou-se alteragdes radiograficas e houve auséncia do

parasita no LS, levando a acreditar que o tempo de evolugéo da infecgao ainda nao
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tenha sido suficiente para o desenvolvimento das lesées (SPRENG, 1993; JACQUES
et al., 2002; EUGENIO et al., 2008; PARABONI et al., 2008). Verificou-se que 60%
dos caes apresentaram alteragao Ossea, dentre estes, 40% apresentaram sinais
clinicos osteoarticular e 20% foram assintomatico. O parasita foi observado em uma
articulacdo do total estudado, levando a acreditar que as alteracdes articulares
observadas em caes com leishmaniose visceral independem da presenga do parasita
no liquido sinovial ou que estas podem estar associadas ao desenvolvimento da
doencga. Em estudo realizado por McConkey et al., (2002) cées positivos para LV
apresentaram quadro de claudicagcdo com evolugdo lenta de um a dois anos antes
dos sinais radiograficos de osteoartrite estarem evidentes, no estudo nao se informou

gue tenham evidenciado a presenca do parasita.

7 CONCLUSAO

As articulagdes de cées infectados naturalmente por Leishmania chagasi,
podem sofrer diferentes injurias que podem ser visualizadas ao exame radiografico.
Na presente pesquisa as alteragcbes radiograficas mais evidentes foram esclerose
subcondral, irregularidade em superficie articular e aumento de densidade em capsula
articular. Contudo, a auséncia de alteragbes Osseas nas radiografias ndo exclui a
presenca de Leishmania chagasi no liquido sinovial, considerando-se o tempo da
infeccao pelo parasita, assim como lesdes dsseas encontradas em caes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral independem da presenga do parasita na sindvia.

O exame parasitolégico de pesquisa direta de formas amastigotas de
Leishmania chagasi em liquido sinovial é de dificil sensibilidade, ndo sendo, portanto,
indicado como exame de rotina em caes positivos para leishmaniose visceral que

apresentem sinais clinicos osteoarticulares.
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