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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) ou calazarndaudoenca sistémica causada pelo
protozoario da espéciecishmania (Leishmania) chagasi. Sua transmissao realiza-se por
insetos hematofagos da espdaigzomyia longipalpis, considerado vetor ativo da doenca
no Brasil. Este trabalho teve como propdsito relasalteracdes testiculares e do liquido
cefalorraquidiano (LCR), bem como, analisar asginais do soro e do LCR de cdes com
infeccdo natural provenientes da Regido Metropditdo Recife. As alteragdes testiculares
foram evidenciadas em um animal que ndo fecundavwhuma fémea ha mais de 12
meses. O resultado do exame histopatolégico evioiendegeneracdo testicular e
epididimite multifocal e intesticial linfoplasmoéiia discreta, sem presenca de
espermatozoide no lumen. Para pesquisa de antgaptiieishmania (Leishmania)
chagasi, tanto no soro quanto no LCR foram utilizados @Bnais sendo 21 pertencentes
ao grupo infectados (Gl) e oito ao grupo contr@€). Os resultados revelaram que 42,8%
(9/21) dos animais do Gl foram positivos para preaede anticorpo ankieishmania
(Leishmania) chagasi no LCR Ap6s a mensuracdo da proteina serica e liquédrica do
animais do Gl, 85,7% (18/21) apresentaram a prategérica elevada, e 16,7% (3/21)
apresentaram a proteina liquérica elevada com médéa 8,34+1,07 e 17,09+16,03,
respectivamente. Os resultados aqui obtidos sugegem cdes com histérico de
infertilidade proveniente de areas endémicas desaminvestigados para LVC. Por outro
lado, a possivel lesdo na barreira hematoence®@laaa producédo de imunoglobulina no
LCR pode ser responséavel pela presenca de antgargd eishmania (L) chagasi, assim
como a elevacgdo da proteina liquorica. Nao obstantéerproteinemia é resultante da

estimulagéo policlonal apos o contato dogrshmania (Leishmania) chagasi.



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) also now asxal is a systemic disease caused by
the protozoan from théeishmania (Leishmania) chagasi genus.lts transmission occurs
through hematophagus insects from thézomyia longipalpis genus, considered active
vectors in Brazil. This work aimed to present natyothe testicular and Cerebrospinal
Fluid (CSF) changes but also evaluate sera protaimaturally infected dogs from the
Regido Metropolitana do Recife. Testicular changese observed in an animal that could
not fertilize a female for over 12 months. Resulism the histopathological exams
evidenced testicular degeneration and discreet ipplasmocytic multifocal intesticial
epididimitis with sperms absence at the lumen. 8arch for anti-eishmania (Leishmania)
chagas antibodies in sera and CFS, 29 animals were udseten21 belonged to the
infected group (IG) and eight to the control gr¢g@i&). Results revealed that 42.8% (9/21)
of the IG were positive for antieishmania (Leishmania) chagas antibody. Following sera
and liquor protein measurement 85.7% (18/21) ptesehyperproteinemia and 16.7%
(3/21) presented increase of CFS protein level wigans ranging from 8.34+1.07 and
17.09£16.03, respectively. These results suggdsis dogs with history of infertility
coming from endemic areas must be investigated¥dr. On the other hand, the possible
lesion on blood-brain barrier and/or immuneglobsiliproduction at CFS may be
responsible for the presence of antibodies astshmania (L) chagasi, as well as the
increase on liquor proteirStill, hyperproteinemia is a result of policlondlnsulation

following contact withLeishmania (Leishmania) chagasi.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1.Leishmaniose Visceral

Atualmente a Leishmaniose visceral (LV) encontraes#re as seis endemias
consideradas prioritarias no mundo (WHO, 2002). Baasil, a Leishmania
(Leishmania) chagasi tem sido 0 agente responsavel pela infeccao, demaemitido ao

homem pelo flebotomindautzomyia longipalpis (ALVES e BEVILACQUA, 2004).

Desta forma, a ocorréncia da doenca em uma detdmirdrea depende
basicamente da presenca do vetor susceptivel e ndehaspedeiro/reservatorio

igualmente susceptivel (GONTIJO e MELO, 2004).

Apesar da LV ocorrer de forma endémica em areasirksabas e urbanas
(BRASIL, 2003) de varios Estados do Brasil comodRaor, Para, Tocantins, Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Goias, Mato sardglato Grosso do Sul e todos os
estados do Nordeste (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 199%),passado a enfermidade
era considerada doenca exclusivamente de ambiemses.

Entre os hospedeiros silvestres susceptiveis, sagp@ masurpiais S0 0s

animais incriminados na cadeia epidemioldgica.

No ambiente doméstico, segundo Gontijo e Melo (208440 desempenha
um importante papel na cadeia de transmisséo, kuteidestes apresentarem uma
maior quantidade de parasitos na pele do que orofaé que favorece a infeccéo
dos vetores (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997) e suasmissado para populacao

canina e humana.



As diferentes taxas de prevaléncia da enfermidadeopulacéo canina refletem
a imunocompeténcia do hospedeiro vertebrado (FEN &%l., 2000) frente ao desafio
infectante. Sendo assim atualmente, considera-g&eishmaniose Visceral Canina
(LVC) como uma enfermidade imunomediada, onde agmea da resposta humoral
esta associada a doenca clinica, enquanto que@staselular tem sido observada em

animais assintomaticos (MORENO et al., 1999).

Como consequéncia desstatus imunologico, 0s animais que nao forem
eficazes na geracdo da resposta imune, ocorresendisacdo dos parasitos na pele e

posteriormente para diferentes 6rgaos e tecidoasacao uma doenca sistémica.

1.2. Aspectos Clinicos

Segundo, Feitosa e colaboradores (2000), a leishseancausa doenca
sistémica e pode manifestar-se de trés meses asakyws apos a infeccdo por
Leishmania sp., e sua gravidade depende da imunocompetéridnodpedeiro
vertebrado. Clinicamente, os animais podem sersifileedos de acordo com a
evolucdo da doenca em assintomaticos, oligossitimrsa e polissintomaticos

(BRASIL, 2004).

De um modo geral os animais podem desenvolver depai#as, caracterizada
principalmente por alopecia local ou generalizada peesenca de ulceras cutaneas
(ALVES e FAUSTINO, 2005).

Entre as alteracdes sistémicas, destacam-se abspalenomegalia, e sinais de

deposicdo de imunocomplexos nos olhos, representadoceratoconjutivite seca,



ceratite ulcerativa e corioretinite (BRITO, 2004oblemas articulares como a
poliartrite autoimune, (DENEROLLE, 1996), além defah¢édo cardio-respiratéria e
digestiva (RIBEIRO, 2005; BARROIUM-MELO et al, 2008ntre outros tem sido

observados.

1.3. Alteragdes no Sistema Genital na Leishmanio$#sceral Canina

O envolvimento do trato genital e a infeccdo pershmania sp, tem sido
descrito na doenca cutanea (DINIZ, 2005), notadéenea espécie humana (CASTRO
et al., 1987; CABELLO et al., 2002).

Contudo Martinez-Garcia et al., (1996) e Kovalemdtaoal. (1994) observaram
alteracOes testiculares em infec¢Bes naturais perementais pok.eishmania donovani
no homem e em animais de laboratério respectivament

Na espécie canina, presenca de formas amastigotassidmania sp foi descrita
no testiculo e epididimo em caes com infeccao ab(BIOUL, 1949; DIAZ, 1982)

Segundo Diniz (2005), a intensidade de inflamac&@o quantidade de formas
amastigotas encontrada nos epididimos, glande eugpe sdo diretamente
proporcionais ao aparecimento dos sinais clinicoscées com infeccdo natural por

Leishmania sp.

1.4. Alteracbes no Liquido Cefalorraquidiano (LCR)na Leishmaniose Visceral

Canina

O LCR é responsavel por proteger, sustentar ernutgérebro e a medula

espinal (FERNANDES, 1990). Sua producdo é realizamla plexo cordide por um



processo de filtracdo e secrecéo ativa, com ss@@iD ocorrendo nas vilosidades no
seio venoso cerebral, pelas vénulas no espacoasmdéie e pelos vasos linfaticos ao

redor da medula espinal (WHEELER e SHARP, 1999).

Inimeros quadros morbidos podem causar alteragbéguor, particularmente
linfossarcomas, processos inflamatorios crénicegederativos e infecciosos causados

por virus, bactérias, fungos, e protozoarios (CORNE ,1958).

Prasad e Sen (1996) relataram a presenca de fammastigotas deeishmania
donovani em pacientes humanos e em animais infectados, hmmo grocessos

inflamatorios no plexo coréide e meninges (VINUEL&Sal. 2001).

No que concerne a infeccdo pasishmania sp, Prasad e Sen (1996) e Vifiuelas
et al. (2001) observaram formas amastigotaketidmania donovani no plexo coréide
com alteracdo do conteudo liquoriemm pacientes humanos e animais com infeccao

natural respectivamente.

Segundo Vifiuelas et al. (2001), sinais de envolatoge neurolégicos na
leishmaniose visceral canina estdo associados serm& de inflamacao crénica das
meninges, infiltracdo por linfocitos e células phdésicas, e imunoglobulinas (LIMA et

al., 2003).

Por outro lado Garcia-Alonso et al.(1996), obseanarque a deposicao de
proteinas de alto peso molecular, como as imunagt@s, no plexo cordide em cées
com infeccdo natural pdceishmania infantum pode predispor ao aparecimento de

doenca degenerativa e depdsito de substancias.



1.5 Alteracdes na Proteina Serica na Leishmanioses¢eral Canina

As proteinas sdo fundamentais, no que diz respeéstrutura e funcéo, para
qualquer célula que faca parte do organismo deggeaker vivo e a maioria delas sao

sintetizada no figado (COLES, 1984).

O aumento de proteina plasmatica tem sido obsergatd@nimais com LVC
(MENDONCA, 1996, YKEDA et al.,, 2003). Este aumergsta relacionado com a
evolucéo da infeccdo, niumero de parasitos inocaladovia de inoculacdo (ROSSAN e
STAUBER, 1959). Além disso, a hiperproteinemia plasca tem sido verificada,
particularmente, nos estagios finais da doenca (HEWDEZ-RODRIGUEZ et al.,

1987; RAMOS et al., 1994).

Como resultado, ocorre uma a hipergamaglobulineraiao consequéncia da
producdo de anticorpos, e inversdao da relacdo AhlmmGlobulina (A:G) em

decorréncia das alteracdes hepaticas (FERRER, K@URTOS e KOUTINAS, 1993).
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2- OBJETIVOS

2.1- GERAL
Avaliar a alteracdo testicular, epididimaria e dguido cefalorraquidiano de
caes Canis familiaris) (Linnaeus, 1758) naturalmente infectados pershmania

(Leishmania) chagasi provenientes da Regido Metropolitana do Recife.

2.2- ESPECIFICOS

* Relatar a orquite e epididimite em céo infectadéuradmente com

Leishmania (Leishmania) chagasi.

» Detectar a presenca de anticorpos heathmania (Leishmania) chagasi

no liquido cefalorraquidiano (LCR) de caes natuegita infectados.

» Avaliagdo das proteinas do liquido cefalorraquidiando soro de caes

com diagnostico positivo para LVC na Regido Mettibgoa do Recife.
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CAPITULO 1

ORQUITE E EPIDIDIMITE EM CAO COM INFECCAO NATURAL P OR

Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937)

RELATO DE CASO
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ORQUITE E EPIDIDIMITE EM CAO COM INFECCAO NATURALP OR
Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937)
RELATO DE CASO

RESUMO

Leishmaniose visceral canina (LVC), € uma doenga eovolvimento sistémico
em gue o desenvolvimento da sintomatologia clideama parcela dos caes infectados
depende de sua competéncia imunoldgica. Contudogéés por protozoarios no trato
genital masculino sdo raras. O objetivo deste lnabdoi relatar as alteracdes
testiculares em um cao infectado naturalmentelpishmania chagasi proveniente do
municipio de Paulista-PE. Os resultados demonstrasapresenca de epididimite
multifocal e intersticial linfoplasmocitaria distaecom auséncia de espermatozoides.
Com base nos resultados obtidos, sugere-se queco#@edistorico de infertilidade

proveniente de areas endémicas devem ser invessigada LVC.

ORQUITIS AND EPIDIDIMITIS IN DOGS WITH NATURAL INFE CTION BY
Leishmania (Leishmania) chagas (CUNHA & CHAGAS, 1937)
CASE REPORT

ABSTRACT

Canine Viceral Leishmaniasis (CVL) is a diseasenvaystemic involvement, which

depends on immunological response from the affear@chals so that only part of

infected dogs develops clinical illness. Howevafections promoted by protozoan on
genital system male are unusual. The aim of thiskweas to present the testicular
alterations in a dog naturally infected bgishmania chagasi deriving from Paulista-PE

district. The results showed an evident multifogpididimitis and lymphoplasmocytic

intesticial with sperms absence at the lumen. Basethe results it is concluded that
dogs with infertility precedent coming from endenaieas must be investigated for
CVL.
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1. INTRODUCAO

Dentre os sinais sugestivos da leishmaniose viscarana (LVC) ou calazar
canino, se destacam as dermatopatias, que em egéal presentes no focinho, nas
orelhas e nas extremidades. Onicogrifose, conjimtifebre irregular, apatia, epistaxe,
emagrecimento, hepatoesplenomegalia, ascite, edas)@&xtremidades e paresia dos
posteriores (MARZOCHI et al., 1985; RAMOS et aB94) sao outros sinais que tém

sido relatados em céaes provenientes de areas eraemi

A LVC é considerada doenca imunomediada com formdeadmunocomplexos
circulantes como consequéncia de vasculite, uvglieerulonefrite e artrite (PINELLI
et al., 1994). Porém pode ocorrer, na dependémacragposta imunoldgica, apenas uma
parcela dos cées infectados desenvolve doencael{iMARZOCHI et al. 1985;
MORENO et al., 1999). Assim, os caes podem serpagias em trés categorias:
assintoméaticos, oligossintomaticos e polissintooodti em fungdo dos sinais clinicos
apresentados (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997).

Apoés a infeccdo, ocorre multiplicagdo do parasacsitio de inoculagéo, e se o
hospedeiro ndo gerar uma resposta imune eficazdds#ruicdo dos macréfagos
infectados, e desta forma a infec¢do € debelad@obwario, os parasitos disseminam-
se na pele para posteriormente migrarem para ditssedrgdos e tecidos, tais como
medula 0ssea, baco, figado (LOSOS, 1986; STRAUB3NETH, 2001; FERRER,
2002; BRASIL, 2003), coracédo, pulmao, intestinoires (MANGOUD et al. (1997);

MANGOUD et al. (1998); KOVALENKO et al. (1994).
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Infeccdes por protozodrios no trato genital masoukdo raras, no entanto,
Leishmania donovani tém sido vinculada a disfun¢des testiculares no emom
(MARTINEZ-GARCIA et al., 1996) e em hamster subrdetia infeccdo experimental

(KOVALENKO et al. 1994).

No que se refere a LVC, ha relatos da presencaoneas amastigotas de
Leishmania spno testiculo e epididimo em animais com infecc&onah(POUL, 1949;
DIAZ, 1982; DINIZ, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo descrevachados histopatoldgicos da
orquite e epididimite em cdo com infeccdo naturat peishmania (Leishmania)

chagasi.

2. RELATO DO CASO

2.1 DESCRICAO DO PACIENTE

Um cdéo, da raca Fila Brasileiro, macho, com idaeleuhtro anos, proveniente
do municipio de Paulista, localizado no litoralteaito Estado de Pernambuco (Latitude
07°56'27" Sul e longitude 34° 52' 23” Oeste), focaminhado pelo médico veterinario
ao hospital veterinario da Universidade FederabRade Pernambuco, com a finalidade
de realizar o exame sorologico para LVC. Durantexame clinico o proprietario
relatou que o animal era reprodutor e ndo fecunda&vdnuma fémea ha mais de 12

meses, sendo entdo decidido a realizacédo do exain@@ygico.
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2.2 EXAME CLINICO

O exame clinico constituiu, inicialmente, de anaseneom obtencdo de dados
referentes ao estado geral do animal, sexo, igente, evolugdo do processo, local de
procedéncia e possiveis condutas terapéuticasaditianteriormente. O exame fisico
constituiu na avaliagdo do animal, para identificacde alteracbes organicas,

observando-se a existéncia de sinais sugestivbs¥@e

2.3 EXAME PARASITOLOGICO

O exame parasitologico foi realizado por biopsiardula 6ssea na crista do
0sso externo, utilizando-se serihga agulha descartaveis. Do material puncionado
foram realizados esfregacos em laminas de vidra pacroscopia, fixados e corados
pelo método de coloracao rapida Pandéoexaminados em microscéopio éptico com
objetiva de 100x no Laboratério de Doencas Par&astalos Animais Domesticos do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universsdidderal Rural de Pernambuco

para pesquisa desishmania L chagasi.

2.4 COLHEITA DE SANGUE PARA SOROLOGIA

! Seringadescartavel de 20ml, Becton Dickson

2 Agulha descartavel de 40x12, Becton Dickson

% solucdo Corante para Hematologia Panético rapBie-dborclin
4 Seringadescartavel de 5ml, Becton Dickson

5 Agulhadescartavel de 25x7, Becton Dickson
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A amostra de sangue foi colhida por venopuncéoetiaefalica, com serintga
agulhd descartaveis. Ato continuo, o material foi trandfe para um tubo de ensaio
estéril, para posterior obtencdo do soro, que dondicionado em recipiente de \odr

e armazenado a uma temperatura de —20°C.

2.5 EXAME ANDROLOGICO

O exame constituiu-se palpacéo dos testiculos gidépios objetivando avaliar
tamanho, simetria e consisténcia. Em seguida fotqatida a colheita do sémen para
posterior analise, acompanhado do exame ultra-saficg com o aparelho Pie Medical

dos testiculos para avaliar a ecogenicidade daganm®a testicular do animal.

2.6 TESTE DE IMUNOADSORCAO ENZIMATICA (ELISA)
Foi utilizado Kit para o diagnostico da leishmaeiogsceral canina ELISA -
Biogene (Lote 003-1/04). O teste Elisa foi real@zado Laboratério de Doencas

Parasitarias da Universidade Federal Rural de Rdéaueo.

2.7 EXAME ANATOMO-PATOLOGICO

Apds o diagndstico soroldgico positivo para LVCamimal foi encaminhado
pelo médico veterinario para eutanasia, seguirslmastdo da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2002). Apds os procedimentos de eutarias realizado o exame
macroscopico e posterior coleta de fragmentosctdates. Apds a necropsia foi

realizada puncédo da cauda do epididimo direito sennga e agulha descartaveis,
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visando avaliar microscopicamente seu conteuddp vigie a quantidade colhida
anteriormente nao foi suficiente para analise, eguisla foi retirado fragmentos do
testiculo direito e acondicionados em formalinapanada 10%, sendo processada de
acordo com as técnicas de rotina para inclusdo emafipa pela técnica da

hematoxilina-eosina (H.E.) (LUNA, 1968) para pasteexame histopatoldgico.

3. DISCUSSAO

N&o foram evidenciadas formas amastigotasLelenmania (L.) chagas na
bidpsia de medula 6ssea. Contudo o resultado t® $esoldgico evidenciou presenca
de anticorpos circulantes anteishmania (L.) chagasi, apresentando densidade Otica
(D O) de 0, 210Qut-off= 0,127).

Segundo Sundar (2002), a razdo para negatividadest parasitologico deve-
se a sensibilidade da biépsia de medula éssea.

Com relacdo ao teste sorologico, a utilizacdo deet&lisa no diagnostico da
LVC tem sido apontada como teste seguro, notadanwundo se utiliza a porgao
carboxi-terminal da proteina recombinante HSP-70Ldshmania chagasi, como
antigeno para o ELISA, o qual tem demonstrado ifileatdo especifica e precoce da

infeccdo em caes (ANDRADE et ,al998)

No exame andrologico foi observado que os testiculweito e esquerdo
apresentavam tamanho e consisténcia normais, pooéato da palpacdo, a cauda do

epididimo do testiculo direito encontrava-se maissistente.
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O exame ultra-sonografico revelou que o parénquiesdicular (direito e
esquerdo), possuia meédia ecogenicidade. A estrunweoldgica dos testiculos
encontrava-se com aparéncia normal no que diz itesge separacdo entre o
compartimento intersticial e tubular. Todavia, adado epididimo direito apresentou

aumento de ecogenicidade.

Microscopicamente, o contelddo espermatico apresesta com 24,35% de
células normais, 62,61% de células com cauda d&regpozoide fortemente enrolada,

7,83% de caudas dobradas, além de 5,21% de catestasadas (FIGURA 1).

Figura 1- Fotomicrografia da cauda do Figura 2- Fotomicrografia do infiltrado
espermatozoide fortemente enrolada mononuclear linfoplasmocitario no
(seta esquerda) e cabeca destacada (seta intertabulo. 40 >

direita) 40>

Kristin (2003) afirma que cdes com boa fertilidatio apresentam mais que

20% de espermatozoides anormais.

Ao exame histopatologico, do testiculo direito, fevidenciado discreto

infiltrado mononuclear linfoplasmocitario no int@tulo (FIGURA 2).
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O processo degenerativo foi caracterizado pelacéeduma altura do epitélio,
como também pela formacdo de aglomerados de cétimaiciais em diferentes
estagios de necrose e apoptose (FIGURA 3), coraoldorcom Diaz et al. (1982), que

também evidenciaram infiltrado inflamatorio e degraigdo nos animais com LVC.

Figura 3- Fotomicrografia do processo Figura 4- Fotomicrografia da célula de Leydig

degenerativo caracterizado pela reducdo do apresentando excesso de lipofuscina em seu
epitélio. 40 X interinr 100

As células de Leydig possuiam excesso de lipofascimmpativel com inicio de
degeneragao gordurosa (FIGURA 4). Ressalta-se ajnddoi observado epididimite
multifocal e intersticial linfoplasmocitaria distae O limem da calda do epididimo
direito ndo possuia espermatozoides (FIGURA 5) eespitélio limitante tinha

caracteristica normal apresentando infiltracam&itéria.
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AN Figura 5- Fotomicrografia do
* '| !dmem da calda do epididimo
direito apresentando
azosnermia 10

Estes achados sdo compativeis com os observaddSgmaialez et al. (1983)
que encontraram degeneracdo testicular cronica eamsthrs infectados
experimentalmente conteishmania donovani, tendo observado atrofia testicular
progressiva, com células espermatogénicas dosoiits@miniferos com degeneracdo
vacuolar e diminuicAo do numero de espermatozoéidesn como, infiltrado

linfoplasmocitario com macréfagos conteriddalonovani no espaco intertubular.

No estudo em questdo, ndo foram evidenciadas foramastigotas de
Leishmania sp. em macréfagos no testiculo, contrapondo conacbados de Poul,
(1949), Diaz (1982) e Diniz (2005), que encontrafarmas amastigotas em testiculo e
epididimo de cées infectados naturalmente.

Em virtude de ser um Unico caso, novos estudosrdevser realizados para

avaliar a frequéncia desses achados em animai&¢Gm

Com base nos resultados encontrados sugere-se aggecom histérico de

infertilidade proveniente de areas endémicas desarrmvestigados para LVC.
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CAPITULO 2

ANTICORPOS ANTI- Leishmania (Leishmania) chagasi

(CUNHA & CHAGAS, 1937) EM LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO DE CAES

(Canis familiaris) (LINNAEUS, 1758) COM INFECCAO NATURAL
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ANTICORPOS ANTI- Leishmania (Leishmania) chagasi
(CUNHA & CHAGAS, 1937) EM LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO DE CAES
(Canis familiaris)( LINNAEUS, 1758) COM INFECCAO NATURAL

RESUMO
Apesar de o cérebro ser dotado de uma protecaooldgioa, a presenca de formas
amastigotas tem sido relatada neste sitio em pasi®ilumanos e em animais infectados
comLeishmania donovani. O objetivo deste trabalho foi relatar a presatecanticorpos
anti- Leishmania (Leishmania) chagasi em cédes infectados naturalmente. A presenca

dos mesmos no LCR pode sugerir a existéncia de feséarreira hematoencefalica.

ANTI- Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937)
ANTIBODIES IN CEREBROSPINAL FLUID IN NATURALLY INFE CTED
DOG

ABSTRACT
Human and animal brains possess a great immunalogiotection, nonetheless,
amastigots forms have been related uridgshmania donovani infection. The aim of
this work was to present the existence of antildiatileishmania (Leishmania)
chagas in dogs naturally infected. The presence of theestihodies in Cerebrospinal
Fluid (CSF) suggests that there is lesion on bloin barrier.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a leishmaniose visceral (LV) ou calazéaruma antropozoonose
causada pelo protozoariceishmania (Leishmania) chagasi, transmitido por insetos
flebotomineos do génerbutzomyia sp. tendo no ambiente silvestre as raposas e
masurpiais, como reservatorios € no meio urbarfimd8ANTA ROSA e OLIVEIRA.,

1997; FEITOSA et al., 2000).

A infeccdo porLeishmania sp, usualmente causa doenca sistémica de evolucao
cronica, podendo manifestar-se de trés meses asabyws apos a infeccdo, e a sua
gravidade depende da imunocompeténcia do hospedsitebrado (FEITOSA et al.,

2000).

Apos a infeccao, os parasitos disseminam-se naepetsteriormente alcancam
diferentes orgaos e tecidos, tais como medula o&sem, figado, coracdo, pulmao,
intestino e rins, (LOSOS, 1986; FERRER, 2002; MANGD et al 1997;

KOVALENKO et al. 1994) causando uma doenca sistémic

Apesar do tecido nervoso do SNC ser dotado de umi@gdio imunoldgica
privilegiada (ABREU-SILVA et al., 2003a presenca de formas amastigotas tem sido
relatada em liquor cefalorraquidiano (LCR) de patei® humanos e em animais

infectados conbeishmania donovani (PRASAD e SEN, 1996).

Alteracdes no LCR (LIMA et al., 2003) e a presedegprocessos inflamatérios
no plexo cordide (NIETO et al, 1996) e meningesABRD e SEN, 1996; VINUELAS
et al. 2001) tém sido reportada em paciente humargies com infeccao natural por

Leishmania donovani e Leishmania infantum, respectivamente.
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Nao obstante, Garcia-Alonso e colaboradores (1896)ma e colaboradores
(2003) observaram a presenc¢a de imunoglobulinadadae G (IgG) antikeishmania

sp em LCR de cées com infec¢éo natural.

O presente trabalho teve como objetivo detectaresepca de anticorpos anti-

Leishmania (L.) chagas em LCR de céaes infectados naturalmente.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Foram utilizados 29 caes de raca, sexo e idademdaarprocedentes da Regido
Metropolitana do Recife. A amostra foi escolhida ponveniéncia ndo probabilistica,

de acordo com Costa Neto (1977), no periodo de jd¢h2004 a abril de 2005.

2.2 EXAME CLINICO

Inicialmente foi realizado anamnese, com obtengdodados referentes ao
estado geral, raca, sexo, idade, porte e evolughigrdcesso bem como dados
referentes ao proprietario e ao animal. O exanofipara observacao da existéncia ou
ndo de sinais sugestivos de leishmaniose viscardh&, de acordo com Ferrer, e
colaboradores (1999) e Ferrer (2002), constou ipatmente da inspecdo da pele e

faneros, além da palpacédo abdominal e dos garigifascos
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2.3 COLHEITA DO MATERIAL DESTINADO  AO EXAME

PARASITOLOGICO

2.3.1 BIOPSIA DE MEDULA OSSEA

A biépsia de medula 6ssea foi realizada por pumgédular no manubrio do
0sso externo, utilizando-se seringasagulhasdescartaveis. Do material puncionado
foram realizados esfregacos que apos secagem fiorados, corados e examinados

como foi descrito anteriormente.

2.4 COLHEITA DO MATERIAL DESTINADO AO TESTE SOROLOG ICO

De cada animal foram colhidos aproximadamente 1iitros (ml) de sangue
por venopuncdo da veia cefélica, com sefirggagulha descartaveis. O material foi
transferido para tubos estéreis sem anticoagulaari@ obtencdo do soro, o qual foi

acondicionado em tubos de polipropiléBppendorf) com capacidade para 1,5 ml.

2.5 FORMACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

AplOs 0s exames clinicos, sorolégicos e parasitoddgi os animais foram
divididos em grupos experimentais, a saber: Grugectado (Gl), formado por 21
animais atendidos no Hospital Veterinario da UFRIBE sorologia positiva ao teste

ELISA e/ou exame parasitologico positivo pasishmania (L) chagasi, independente

! Seringadescartavel de 20ml, Becton Dickson
2 Agulha descartavel de 40x12, Becton Dickson
3 Seringadescartavel de 5ml, Becton Dickson

4 Agulhadescartavel de 25x7, Becton Dickson

5 Agulhadescartavel de 25x8, Becton Dickson
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de sinais clinicos; e Grupo Controle (GC), formgwo oito animais provenientes do
Centro de Vigilancia Ambiental da Cidade do Reélte- com sorologia negativa ao
teste ELISA e exame parasitolégico negativo paiahimania (I.) chagasi, sem sinais

clinicos da doenca.

2.6 COLHEITA DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO (LCR)

O LCR foi colhido segundo a técnica descrita poigir(1978). Para tanto o
animal foi colocado em decubito lateral, com a ¢aldermando um angulo de 90° com
a coluna cervical e 0 espaco entre a protuber&muipital e a ponta cranio dorsal da
vértebra C2. A colheita foi realizada com auxileoatjulha estéril no espaco mediano.
Apoés a visibililizagdo do LCR no cabo da agulhae&smo foi colhido por gotejamento

em tubos de polipropileffoom capacidade para 1,5 ml.

2.7 TESTE SOROLOGICO

Foi utlizado o kit EIE-Leishmaniose Canina Bio-Maimthospara realizacao
dos testes soroldgicos tanto para o soro como@af@R. As diluicdes utilizadas nos
testes foram 1:100 e 1:2 com o Kit Elisa horsetageroxidase (Sigma, St. Louis, MO,
USA) (GARCIA-ALONSO et al.,1996) para o soro e L&&pectivamente. A leitura
foi realizada em um leitor de ELISA com densidag#iod de 450 nanb6metros, no

Centro de Pesquisa Ageu Magalhaes/Fundacao OsRaldo
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados dos testes soroldgicos do LCR, cokit &IE-Leishmaniose
Canina Bio-Manguinhosrevelaram que 42,8% (9/21) dos animais do Gl foram

positivos para presenca de anticorpo asishmania (Leishmania) chagasi.

Estes resultados sé&o inferiores aqueles observados Garcia-Alonso e
colaboradores (1996) e Lima e colaboradores (20§83, detectaram a presenca de
anticorpos antl-eishmania sp em LCR de 61,5% e 46,6% dos cédes com infeccéo

natural respectivamente utilizando o kit Elisa Sagm

A presenca de anticorpos especificos em LCR deatfied VC tem sido pouco
descrita na literatura. Entretanto, sua presengersulesdo ao nivel da membrana
semipermeavel formada por endotélio vascular elaglapendimais altas do plexo

cordide que protegem o sistema nervoso central JSNC

Abreu-Silva e colaboradores (2003) e Vries e cakathares (1997), asseguram
que varios patogenos podem atravessar a barrematbencefélica e causar lesdes.
Entre as possiveis vias de entrada no sistema swsveoentral, Toumanen (1996)
destaca a invasdo direta dos patogenos nas ceepdsliais, passagem dos
microorganismos entre as células da referida arreu ainda transporte através da

barreira dentro de leucécitos infectados.

Vale salientar que dos animais do GI, 38% (8/2f3rfopositivos para presenca

de anticorpo anti-eishmania (Leishmania) chagasi, tanto no soro quanto no LCR, e
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que 4,7% (1/21) foi positivo apenas no LCR. Contndahum dos animais estudados

apresentava sinais de envolvimento neurologico.

Furmaga-Jablosnka (1987) assegura que a preseniggsdeo LCR pode ser
resultante do aumento das Imunoglobulinas no sarg@roducédo local no LCR em
estados patoldgicos.

A presenca de anticorpos no LCR e auséncia dodmanimais com infeccao
natural, pode estar relacionada a fatores ligadosxaustdo da resposta imune,
notadamente aqueles relacionados com linfécitos @Dd, reacdes falso negativas
também tém sido demonstradas (BRITO, 2004).

Por outro lado, sinais neurolégicos ndo tém signados com freqiéncia na
literatura. Novos estudos deverdo ser realizadoa pealiar melhor a presenca de

anticorpos no LCR e sua repercussao em caes deerg@micas.

4. CONCLUSAO

A presenca de anticorpos ah@#shmania (L) chagasi, pode sugerir a existéncia

de lesdo na barreira hematoencefalica e/ou prodacabno LCR.
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CAPITULO 3
AVALIACAO DA PROTEINA TOTAL DO SORO E DO LIQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO (LCR) DE CAES NATURALMENTE INFECT ADOS

POR Leishmania (Leishmania) chagasi
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AVALIACAO DA PROTEINA TOTAL DO SORO E DO LIQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO (LCR) DE CAES NATURALMENTE INFECT ADOS

POR Leishmania (Leishmania) chagasi

RESUMO

O aumento de proteina plasmatica total, vem seondwmente observado na LVC,
nesses casos a hiperglobulinemia seguido de hipoalemia € relatada como
consequéncia da producdo de anticorpos e alteragbas e hepaticas. Com base na
escassez de dados na literatura correlacionandaradsinas do soro e do liquido
cefalorraquidiano em cées com calazar, este trabae por objetivo mensurar a
proteina total serica e do LCR de cédes naturalmieféetados porleishmania (L.)
chagasi. Apés a mensuracdo da proteina sérica e liquorica ahimais infectados
naturalmente, 85,7% (18/21) apresentaram hipelipsotea, e 16,7% (3/21)
apresentaram o nivel de proteina elevado do LCR owédias de 8,34%1,07 e

17,09+16,03, respectivamente.

EVALUATION OF SERIC AND CEREBROSPINAL FLUID PROTEIN SIN
NATURALLY Leishmania (Leishmania) chagasi INFECTED DOG

ABSTRACT
The increase of total plasmatic protein has beennoonly observed in CVL. In these
cases the hyperglobulinemia followed by hypoalbuemia is alleged to be a
consequence of the production of antibodies rendlheepatic alterations. Based on the
scarce data correlating seric and cerebrospinadl flwoteins in dogs with kalazar
disease, this work aimed to measure both, the setét protein and CSF protein from
dogs naturally infected bleishmania (L.) chagasi. Following sera and liquor protein
measurement 85.7% (18/21) presented hyperprotegnami 16.7% (3/21) presented
increase of CFS protein level with means rangirmgnfi8.34+1,07 and 17.09+16.03,

respectively.
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1. INTRODUCAO

As proteinas sao compostos indispensaveis a vigaesentando a base da
estrutura de células, tecidos e érgdos. Funciorano catalisadores enzimaticos nas
reacdes bioquimicas, carreadores de muitos cadngtsudo plasma e na defesa

organica como anticorpos (JAIN, 1993; KANEKO ef 4889).

A maioria das proteinas séo sintetizadas no figgoartir de aminoacidos obtidos
apos a quebra e absorcéo intestinal (COLES, 19BRRs 2003).

Com relagdo as proteinas sericas, as globulinasatbaminas sdo as principais
fracdes, sendo as albuminas, responsaveis por der8& a 60% das proteinas séricas
totais (COLES, 1984; BUSH et al., 2004).

Sendo assim, os valores normais da proteina stoiahe albumina em cées
variam de 5,4 a 7,8 g/dl, e 2,5 a 40g/dl respectersge (KANEKO et al., 1989; KERR,
2003; BUSH, 2004).

Com relagdo as globulinas, sdo produzidas pelosmdieitos em resposta a
estimulacdo antigénica, com sua concentracao \arida 2,5 a 4,5g/dl, (COLES, 1984,
BUSH, 2004).

No que concerne a proteina total presente no bgeédalorraquidiano (LCR) sua
concentracdo varia de 10 a 40mg/dl (COLES, 198RNANDES, 1990; CHRISMAN,
1992; BRAUND, 1994; MEINKOTH e CRYSTAL, 1998). Camato, De Lahunta (1983)

assegura que a maior parte da proteina é compmsiaumina.
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Estudos envolvendo alteracdo do perfil eletrofocéé a infecgdo pdreishmania
(Leishmania) chagass tém sido reportada por Rey (2001), observando
hipergamaglobulinemia e alteracéo na relacdo alaigiobulina.

Em cées, Medonca (1997) observou que o nivel deagjaivulina mostrou-se
elevado com diminui¢éo dos valores de albuminaamasais com infec¢do natural por
Leishmania sp.

Por outro lado, Lima e colaboradores (2003) redataa presenca de anticorpos
antiLeishmania em LCR de animais positivos para LVC com consetglalteracées do
liquido cefalorraquidiano (LCR).

Devido a escassez de dados na literatura corrakuio leishmaniose e
alteracdes no LCR, este trabalho teve como objetnemsurar a proteina total sérica e

liquorica de caes naturalmente infectadoslgmshmania (L.) chagasi.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados 21 cédes de raca, sexo e idadeslesr positivos ao teste ELISA
e/ou exame parasitoldgico positivo pasishmania (L.) chagasi, independente de sinais
clinicos sugestivos da doenca, denominados de Ginfeotado (Gl), procedente da
Regido Metropolitana do Recife, atendidos no Haspiteterinario da Universidade
Federal Rural de Pernambuco e o Grupo Controle ,(&Ejnado por oito animais
provenientes do Centro de Vigilancia Ambiental dda@e do Recife-PE, com sorologia

negativa ao teste ELISA e exame parasitologicothegparaleishmania (L.) chagasi, e
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sem sinais clinicos da doenca. A amostragem ddizéoi por conveniéncia nao

probabilistica, de acordo com Costa Neto (1977).

2.2 COLHEITA DO SORO

Foram colhidos aproximadamente 10 ml de sangueéstida venopunc¢ao da veia
cefalica, com serindae agulha descartaveis e transferidos imediatamente pars tde
ensaio estéreis, sem anticoagulante, e mantiddisados até a completa retracdo do
coagulo para obtencdo do soro, o qual foi trartfepara tubos de polipropileno

armazenado a temperatura de —20°C.

2.3 COLHEITA DO LiQUIDO CEFALORRAQUIDIANO (LCR)

O LCR foi colhido segundo a técnica descrita poigir(1978). Para tanto o
animal foi colocado em decubito lateral, com a ¢alfermando um angulo de 90° com
a coluna cervical e o0 espaco entre a protuber&muipital e a ponta cranio dorsal da
vértebra C2. A colheita foi realizada com auxileoatjulha estéril no espagco mediano.
Apoés a visiblilizacdo do LCR no cabo da agulha,esmo foi colhido por gotejamento

em tubos de polipropileffoom capacidade para 1,5 ml.
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2.4 DETERMINACAO DA PROTEINA TOTAL E ALBUMINA NO SO RO E

PROTEINA NO LCR

A mensuracao da proteina total sérica e da albufoirrealizada através de Kits
comerciai$ utilizando a metodologia calorimétrica. A leituf@i realizada em

espectrofotdmetro digitaem densidade 6ptica de 450.

A determinagdo da proteina total do LCR foi reaz pela técnica do acido
sulfossalicilico 3% e padrbes de proteina com aunagdo de 20mg/dl, 40mg/dl e
80mg/dl, de acordo com Sarmento e colaboradore®2j2@ leitura foi realizada no

mesmo aparelho citado anteriormente, em densidata=de 420.

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Para analise dos resultados foram utilizados omstesStudent para as
variaveis proteinas sérica, albumina, globulinarelacdo A:G, precedidas do teste
de normalidade, bem como o teste ndo paramétriddata-\Whitney para avaliar as
alteracdes da proteina liquérica. O nivel de sicfuifcia utilizado nas decisfes dos

testes estatisticos foi de 5%. Os dados foramadigit em planilha Excel e o

! Seringadescartavel de 20ml, Becton Dickson
2 Agulha descartavel de 40x12, Becton Dickson
3Agulha descartavel de 25 x8, Becton Dickson

4Kit para dosagem de Proteina Total e Albumina gBol
® Spectro UV-VISRS
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programa utilizado para a obtencao dos calcul@isstos foi Minitab Release 14,1

Estatistical Software.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se os dados referentes as dosagenassda@roteina total, albumina
e globulinas (Tabela 1), constatou-se que o vatationda proteina total e das globulinas
nos animais do GI, encontram-se acima dos valefesanciais de Bush (2004). Contudo
os valores relativos a albumina e a relacdo Albar@@iobulina (A:G) estava abaixo

daqueles referenciais.

Tabela 1-Média e desvio padrdao dos niveis sérinog/dl de proteina total, albumina,

globulina e da relacéo A: G no soro dos animai&te do GC. Recife, 2006

VARIAVEIS Gl GC VALORES
REFERENCIAIS*
Proteina total 8,34 +£1,07 591+1,82 5,5-7c8 g/
Albumina 1,69+041 1,53+0,31 2,5-4,0 g/dL
Globulina 6,65 +1,26 4,38+1,84 2,5-45¢g/dL
Relacéo A:G 4,26 + 1,60 298 +1,54 0,5-1,3g/dL

* Bush (2004)
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Os valores para proteinas totais, albumina, adtg b gamaglobulinas em caes
adultos saudaveis ja estdo bem caracterizados (BARBet al., 1977; KEAY, 1982;
HARRUS, 1996), para vérias enfermidades infecciesparasitarias no céo, incluindo

a LVC (MENDONCGCA, 1997).

Contudo a sua variacdo pode ser decorrente da,i@stiedo nutricional e
fisiologico, gestacdo, lactacdo, perda de liquiddém dos processos infecciosos

(KANEKO, 19809)

Segundo Bush (2004), o aumento da proteina total refacionado a varios
fatores como desidratacédo, concentracdo aumengaglalolilinas, devido a inflamacéo
aguda, subaguda ou cronica, doencas hepaticasrerais, distarbio auto-imunes,

doencas virais, além de infec¢des por fungos @podrios.

Sendo assim a hiperproteinemia aqui encontrada pederesultante da
hiperglobulinemia, devido a uma ativacdo policlodel células B e a producdo de
anticorpos (FERRER, 1992; LOPES et al.,, 1996; CIMEALA et al.,, 1997,

KOUTINAS et al., 1999).

Desta forma fica claro que os valores aumentadas glabulinas aqui
encontrados séo resultantes da resposta na agviiasl células T, particularmente os
linfécitos T auxiliar 2 (Th2) que elicitam a imumide humoral (BIAZZONO, 2003).

Os dados de hiperproteinemia e hiperglobulinemiai agncontrada séo
concordantes com os achados de Ferrer (1992), @Hleae colaboradores (1997) e

Koutinas e colaboradores (1999), que observaram ipergioteinemia por
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hiperglobulinemia em animais com LVC, particularteenos estégios finais da doenca.
(HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 1987; RAMOS et al., 9%
Com relacdo a diminuicdo de albumina aqui observadae-se levar em
consideracado que em virtude da lesdo hepaticaja@vilisseminagédo dos parasitos no
figado na LVC, possa ocorrer reducdo na sua progducgue reflete diretamente nos

indices sericos.

Vale a pena lembrar que a determinacdo da protginea total ou albumina
isolada, podem refletir em um achado clinico sentanalor, em virtude de que a
alteracdo de uma das fracGes pode refletir direttemeo aumento ou diminuicao de

outra fracdo, como observado por Mendonca (1997 M

Entretanto, a diminuicdo desta proteina ocorreto tao grupo infectado quanto
no controle. Outros fatores relacionados com perelasis e diminuicdo na ingestao
protéica devem ser levados em consideracdo paratemddmento melhor dessas

alteracoes.

Com base nos resultados da relacdo albumina/ghebulA/G), pbde-se

constatar uma diminuicao da relacao A:G.

A avaliacdo da relacdo albumina/globulina auxilaa orientacdo diagnostica,
nos quadros de aumento das imunoglobulinas, congam@apatia observada por Font

e colaboradores (1994) no calazar canino.

Analisando-se os dados referentes as dosagensotigingr total no LCR
constatou-se que o valor médio da proteina taablica nos animais do Gl, encontra-

se acima, enquanto que no GC estavam abaixo doesakferenciados por Meinkoth
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e Crystal (1998) que é 10 a 25 mg/dL, apresentaméidias 17,09 + 16,03 e 1,92 +

0,38, respectivamente.

Analisando-se individualmente as proteinas lig@ntm Gl, observou-se que
37,5% (9/21) estavam abaixo do normal, sem sigubcclinico-patolégico, 45,83%
(9/21) estavam dentro da normalidade, porém, 1§3724) apresentaram concentracées
acima do considerado normal, o que sugere alteragapermeabilidade da barreira
hemato-encefalica do plexo cordide (LAHUNTA, 1988JNKAN, 1987).

A analise estatistica revelou nédo existir difereaiginificativa (p >0,05) nos
niveis protéicos do soro e do LCR tanto nos anim@i&Il, como nos do GC.

Segundo Gerber e colaboradores (1994), a concéoti@de proteinas do LCR &
definida pela interacdo entre o fluxo molecular #ugo do LCR, e o nivel normal de
proteina no LCR aumenta do espaco ventricular pal@nbar. O transporte difusédo-
dependente de proteinas do cérebro para o LCRsardjue para o LCR segue as leis da
difusdo de acordo com o tamanho da molécula, queausa da seletividade da funcao
das barreiras hemato-encefélica (BHE) e hematalica (BHL), as quais representam
interface entre o sistema vascular e o compartimertracelular do sistema nervoso
central (SNC), o sistema vascular e 0 espaco do, k€dpectivamente.

Segundo, Garcia-Alonso e colaboradores (1996) ®Nieolaboradores (1996), a
acdo dos antigenos deishmania sp e imunoglobulinas no plexo cordide, pode gerar
como consequéncia uma reacao inflamatéria no local.

Sperhacke e colaboradores (2004) citam que, nasciids agudas, os leucocitos

migram para o LCR e para o tecido nervoso, as BHiEkE se tornam permeaveis para
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albumina e outras grandes moléculas, como consei@i}l@ode aumentar a resisténcia de
saida do fluxo do LCR no espaco subaracnéideoetetoda diminuir o fluxo do LCR e
aumentar a concentracéo protéica do LCR.

Vale salientar ainda que nos animais do GC a coraggio protéica esteve abaixo

daqueles valores referenciais.

E importante lembrar que ocorre variagio da conagid protéica de acordo com
o local da puncédo (GAMA et al., 2005), assim comodependéncia da idade e estado

patolégico (SPERHACKE et al., 2004).

4. CONCLUSOES

A determinacdo da proteina sérica de caes comgci@benatural poteishmania
(L.) chagasi deve ser cuidadosamente avaliada, levando-se esideoacdo os problemas

renais além da diminuicdo na ingestao protéica.

Nos cades com infeccdo natural pogishmania (L.) chagasi, a elevacédo da
proteina liquérica pode ser decorrente da alteradd@opermeabilidade da barreira

hematoenceféalica, ou do aumento na sintese de giaindina intratecal.
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6. CONCLUSOES GERAIS

1- Com base nos resultados encontrados sugere-sedgaecem historico de

infertilidade proveniente de areas endémicas dessrrmvestigados para LVC.

2- A presenca de anticorpos ah##sshmania (L) chagasi, pode sugerir a

existéncia de lesdo na barreira hematoencefalicapebducéo local no LCR

3- A determinacdo da proteina sérica de caes com cédematural por
Leishmania (L.) chagas deve ser cuidadosamente avaliada, levando-se esideoacao

os problemas renais além da diminuicdo na inggstiéica.

4- Nos caes com infec¢ao natural por Leishmania (hagesi, a elevacéo da

proteina liquorica pode ser decorrente da alteral@gpermeabilidade da barreira

hematoencefélica, ou do aumento na sintese de glamgdina intratecal.
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ANEXOS

AMBULATORIO DE LEISHMANIOSE

Data: _ / / Horario: Responsavel:

1. FICHA DE IDENTIFICACAO

Nome do proprietario;

Nome do animal: Idade: Sexo: ()F ()M

Raga: Pelagem: ( )curta ( )média ( Ylonga

Porte: ( )pequeno ( )médio ( )grande Cor: ( )branca ( )preta ( ymarrom ( )dourada ( )cinza

Procedéncia: Viagens: ( )sim ( )ndo

Enderego:

Bairro: Fone:

Meédico Veterinario Responsavel: Fone:

2. AVALIACAO DO ANIMAL 3. MATERIAL COLETADO

Inicio da sintomatologia: Punc¢io de medula: {)sim ()ndo

Vermifugado: ( )sim { )ndo Estemnal:( ) () lliaca

Apetite normal: ()sim {)ndo Raspado/pele integra: ()sim ( ndo .

Perda de peso: ( )sim ()ndo Raspado/pele lesionada: ( )sim ( )ndo

Oftalmologia presente: ()sim ()ndo Soro: ()sim {()ndo

Micgdo normal: { )sim ( )ndo Plasma: ()sim  ()ndo

Epistaxe: ()sim { )ndo

Problema articular: ( )sim ( )ndo

Aumento de linfonodo: ()sim ()ndo

Grifose: ()sim ( )ndo

Ulcera cutdnea; { )sim ( )ndo

4. DADOS SOBRE O VETOR 5. RESULTADO

Presenca de mosquito:( )sim ( )ndo Parasitologico de medula: () () -
Esternal: { )+ () Thaca: ()+ ()—

_ Parasitologico/pele integra: ()4 () -
6. LOCALIZACAO DAS LESOES Parasitologico/pele lesionada ( )+ () -
)

Sorologia/ELISA: (O (
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Anexo 2 -Valores Protéicos do Grupo Controle (GC)

VALORES DE REFERENCIA

AMOSTRA *5.7-7,7 (g/dl) | *2,0-4,0 (g/dl) | *2,0-4,5 (g/dl) | *0,5-1,3 (g/dl) | **10-25 (mg/dl)

ANIMAL PARASIT ELISA-SORO PT-SORO ALBUMINA  GLOBULINA Rel. A:G PT-LCR ELISA-L CR
C5 negativo negativo 6,429 1,349 1,74 negativo
C6 negativo negativo 6,674 1,911 1,66 negativo
C7 negativo negativo _ 1,542 2,42 negativo
C8 negativo negativo 5,889 1,477 2,04 negativo
C9 negativo negativo 3,1 1,365 1,51 negativo
C10  negativo  negativo 7,68 1,156 — 2,57 negativo

M 5,919 1,536 4,383 2,983 1,928
DP 1,829 0,316 1,843 1,542 0,382
* Bush (2004) BAIXO NORMAL [NARIOE

**Meinkoth e Crystal (1998)
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Anexo 3 -Valores Protéicos do Grupo Infectado (Gl)
VALORES DE REFERENCIA

AMOSTRA *57-77 (gdl) | *2,0-40(g/dl) | *2,0-45(g/id) | *0, 51,3 (g/dl) | **10-25 (mg/dl)

ANIMAL PARASIT ELISA-SORO PT-SORO ALBUMINA GLOBULINA Rel. A:G PT-LCR ELISA-L CR
L1 positivo positivo 1,728 10,79 negativo
L2 negativo positivo 1,744 17,04 positivo
L3 negativo positivo 1,761 16,31 positivo
L4 positivo positivo 2,074 7,54 positivo
L5 negativo positivo 1,328 19,48 negativo
L6 negativo positivo 1,547 positivo
L7 positivo negativo 1,909 negativo
L8 positivo positivo 1,152 negativo
L9 positivo negativo 1,843 negativo
L10 positivo negativo 1,283 negativo
L11 negativo positivo 1,267 positivo
L12 positivo positivo 2,304 positivo
L13 negativo positivo 1,497 positivo
L14 positivo positivo 1,81 negativo
L15 positivo positivo 6,699 2,403 negativo
L16 positivo negativo 2,419 negativo
L17 negativo positivo 2,156 negativo
L18 positivo negativo 1,542 negativo
L19 positivo positivo 1,108 positivo
L20 positivo negativo 1,172 positivo
L21 positivo positivo 1,493 negativo

M 8,345 1,692 6,653 4,260 17,094
D 1,078 0,410 1,607 16,031
* Bush (2004) BAIXO NORMAL

**Meinkoth e Crystal (1998)
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Anexo 4- Graficos do Teste de Normalidade do Grupimfectado (Gl)
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Anexo 5- Graficos do Teste de Normalidade do GrupGontrole (GC)
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Anavn F- Tacta T dac Prntainac KRerir

Proteina

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1

Média
Variancia
Observactes

Variancia agrupada
Hipdtese da diferenca de média

gl
Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

8,344952381

5,91875

1,161401148 3,345749357

21
1,727713646
0

27
4,442697922
6,80299E-05
1,703288035
0,00013606
2,051829142

8

Globulina

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1

Média
Variancia
Observacodes

Variancia agrupada
Hipotese da diferenga de média

gl
Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

6,652571429

4,383125

1,601260657 3,395388125

21
2,066404815
0

27
3,799862439
0,000374844
1,703288035

0,000749689
2,051829142

8

Albumina

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1

Média
Variancia
Observactes

Variancia agrupada
Hipdtese da diferenca de média

gl
Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

1,692380952

1,535625

0,168349748 0,099914268

21
0,150607216
0

27
0,972202633
0,169789771
1,703288035
0,339579542
2,051829142

8

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1

Média
Variancia
Observacoes

Variancia agrupada
Hipotese da diferenga de média

gl
Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

4,260092308 2,983496919
2,5831595952,376937179

21
2,529694524
0

27
1,931856542
0,031967292
1,703288035

0,063934584
2,051829142
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Anavn 7- Tacta T eMann \Whitnev da Prntaina | iniAriea

Proteina
Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Média

Variancia
Observacoes
Variancia agrupada
Hipotese da diferenga de média
gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

Variavel 1 Variavel 2

17,09428571 1,9275
256,9943057 0,145621429

21
190,4039061
0

27
2,645521321
0,0067163
1,703288035
0,013432601

2,051829142

8

TESTE
Mann-Whitney

nl 8
n2 21
N=nl1+n2 29
R1 36
R2 399
ml 168
Ho N ha difer/grupos

mi(u) 84
sigma(u) 20,4939015
zcal 4,09878031
p-value 2,0778E-05
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