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ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS DA
LEISHMANIOSE VISCERAL EM CAES (Canis familiaris) (LINNAEUS, 1758)
PROVENIENTES DA ZONA URBANA DO MUNICIPIO DE BOM JESUS - PI E
REGIAO METROPOLITANA DO RECIFE - PE, BRASIL

RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) no Brasil € causada por Leishmania infantum a
qual é relatada em vérias regides. O objetivo desta pesquisa foi verificar aspectos
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais da leishmaniose visceral em cées (Canis
familiaris) (Linnaeus, 1758) provenientes da zona urbana do municipio de Bom Jesus —
Pl e Regido Metropolitana de Recife - PE, Brasil. Cdes do municipio de Bom Jesus,
Piaui, e do bairro de Muribeca, municipio de Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco,
Brasil, foram submetidos a coleta de sangue e investigados quanto aos sinais clinicos
relacionados & Leishmaniose Visceral Canina. Os soros foram analisados pelo teste
ELISA para anticorpos anti-Leishmania infantum, para determinar a frequéncia de
animais sororreagentes nas duas localidades acimas citadas. No bairro de Muribeca de
acordo com a sorologia, para os cées positivos foram atribuidas coordenadas através da
utilizacdo de um GPS portétil. Os pontos foram registrados no municipio e analisados
no ArcGIS, utilizando-se a “Correlacdo Espacial de Moran’s”, para distinguir
agrupamento com base nas varidveis da vegetacdo e hidrologia. Foi realizada a
avaliacdo imuno-histoquimica e histopatoldgica de fragmentos de bexiga urinaria de
cées adultos naturalmente infectados por L. infantum da regido metropolitana de Recife.
No inquérito sorolégico de Bom Jesus — PI, de 206 amostras de soro examinadas,
42,23% foram positivas ao ELISA. N&o houve diferenga significativa entre cdes
sintomaticos e assintomaticos. Em Muribeca, no municipio de Jaboatdo dos Guararapes,
de 159 cdes, 50,3% foram positivos ao ELISA, ndo havendo diferenca significativa em
relacdo a raca e sexo, porém com frequéncia significativamente mais elevada nos
animais assintomaticos. Predominaram dentre os animais positivos as dermatopatias.
Por outro lado, as correlagbes entre todos os pontos e fatores ambientais, tipo de
vegetacdo e hidrologia, que foram agrupados ndo apresentaram relagdo. Na avaliagdo
imuno-histoquimica e histopatoldgica de amostras de bexiga urinéria e de rins de 25
cées da regido metropolitana de Recife, positivos para L.infantum, 32% das amostras de
bexiga e 8% das amostras de rins demonstraram a imunomarcacdo de formas
amastigotas de L. infantum. A cistite esteve presente em 36% das amostras e as
alteracOes histopatoldgicas renais mais encontradas foram glomerulonefrite membrano-
proliferativa e nefrite intersticial. Conclui-se que a frequéncia de animais
sorologicamente positivos em ambas as localidades de estudo é alta e que o método de
imuno-histoquimica é superior ao exame histopatolégico para a deteccdo de formas
amastigotas em diferentes amostras de rins e bexiga urindria de cdes com infeccéo
natural por L. infantum, sendo este o primeiro relato em bexiga urinéria.

Palavras-chave: Leishmania infantum, Imunologia, Imuno-histoquimica,
Epidemiologia.



EPIDEMIOLOGICAL, CLINICAL AND LABORATORY ASPECTS OF THE

VISCERAL LEISHMANIASIS IN DOGS (Canis familiaris) (LINNAEUS, 1758)

PROCEEDING FROM THE URBAN ZONE OF THE CITY OF BOM JESUS,

PIAUI STATE, AND METROPOLITAN AREA OF RECIFE, PERNAMBUCO
STATE, BRAZIL

ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) in Brazil is caused by Leishmania infantum,
which is reported in several regions. The objective of this research was to investigate
the epidemiological, clinical and laboratory features of visceral leishmaniasis in dogs
(Canis familiaris) (Linnaeus, 1758) from the urban area of Bom Jesus, Piaui State and
Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco State, Brazil. Dogs from Bom Jesus, Piaui, and
Muribeca neighborhood, Jaboatéo dos Guararapes, Pernambuco, Brazil, were submitted
to blood collection and investigated for Canine Visceral Leishmaniasis clinical signs.
Serum samples were analyzed by ELISA for anti-Leishmania infantum to determine the
frequency of positive animals in the two localities mentioned above. According to
serology, positive dogs were assigned coordinates by using a portable GPS in Muribeca
neighborhood. The points were recorded in the district and analyzed in ArcGIS using
the "Spatial Correlation of Moran's,” to distinguish grouping based on the variables of
vegetation and hydrology. Samples of the urinary bladder of adult dogs naturally
infected by L. infantum in the metropolitan area of Recife were performed by
immunohistochemical and histopataologic analysis. On the serological survey of Bom
Jesus, PI, 42.23% were positive by ELISA from 206 serum samples examined. There
was no significant difference between symptomatic and asymptomatic dogs. In
Muribeca, Jaboatdo dos Guararapes, 159 dog blood samples were used, which 50.3%
were positive by ELISA. No significant difference in relation to race and gender was
found, but a significantly higher frequency was observed in asymptomatic animals. The
skin diseases predominated among the positive animals. Moreover, the correlations
between all points and environmental factors, vegetation type and hydrology, which
were pooled showed no relationship. Samples of urinary bladder and kidneys from 25
Leishmania infantum natural infected dogs provenient of metropolitan region of Recife
were analysed by immunohistochemical and histopathology. In assessing the
immunohistochemical staining 32% of samples of bladder and 8% of samples of
kidneys demonstrated immunostaining of amastigotes of L. infantum. Cystitis was
present in 36% of samples analyzed bladder. Membranoproliferative glomerulonephritis
and interstitial nephritis were the more found renal histopathological changes. We
conclude that the frequency of seropositive animals at both locations of study is high.
Immunohistochemistry was superior in comparison with histopathology for the
detection of amastigotes in different samples of kidneys and urinary bladder of
Leishmania infantum naturally infected dogs. This is the first report in urinary bladder.

Keywords: Leishmania infantum, Immunology, Immunohistochemistry, Epidemiology
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma importante antropozoonose que é causada pela
Leishmania chagasi/infantum na América Latina e é transmitida ao homem e aos animais através
da picada das fémeas hematdfagas dos insetos do género Lutzomyia (TAFURI et al., 2001) onde é
observado com frequéncia nas areas peri e intradomiciliares.

De acordo com a organiza¢do mundial de saude, a LV é uma das sete endemias mundiais,
afetando de um a dois milhdes de pessoas a cada ano. Ocorre em 47 paises e estima-se que cerca
de 360 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de infecgdo no mundo (CAMARGO et al.,
2007).

O Brasil enfrenta, atualmente, a expanséo e urbanizacdo da LV com casos humanos e
grande nimero de cdes positivos em varias cidades de grande e médio porte. O ciclo de
transmissdo, que anteriormente ocorria no ambiente silvestre e rural, hoje também se desenvolve
em centros urbanos.

Na década de 50 pesquisadores ja se preocupavam com a expansdo e o fenémeno de
urbanizacdo da LV, fato hoje consolidado, com a doenca instalada definitivamente em cidades de
médio e grande porte, como Teresina, Recife, Rio de Janeiro, Salvador, Belo Horizonte, Montes
Claros, Januaria, entre outras (MONTEIRO et al., 2005). Os principais determinantes dos niveis
epidémicos da LV nos grandes centros sdo: convivio muito proximo homem/reservatério (cao),
aumento da densidade do vetor, desmatamento acentuado, 0 constante processo migratorio
(MARZOCHI, 1989) e o estado imunologico da populacdo que é alterado por fatores como
estresse, desnutricdo, drogas, enfermidades transmissiveis, entre elas, o HIV (NAVEDA, 2006).

O cdo como reservatorio da LV apresenta variacbes no quadro clinico da doenca,
caracterizando-se como uma infecgdo cronica e sistémica, considerada como uma enfermidade
imunomediada, cuja resposta celular Thl esta associada a cdes assintomaticos, exibindo assim
uma aparente resisténcia a leishmaniose visceral, enquanto a doenca clinica esta representada
pela resposta humoral (MORENO et al., 1999).

Sendo assim, em fungdo da atividade exagerada de linfocitos B, ocorre formagdo de
imunocomplexos (ALVES e FAUSTINO, 2005; GOTO e LINDOSO, 2004), que se depositam
nas paredes de vasos sanguineos e orgaos (LOPEZ et al., 1996; NOLI, 1999), favorecendo o
desenvolvimento de vasculites, uveites, artrites (SLAPPENDEL e FERRER, 1990; LOPEZ et al.,
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1996), glomerulonefrite (NIETO et al., 1992) e nefrite intersticial com comprometimento da
funcdo renal (LOPEZ et al., 1996), podendo estar presente em cdes  assintomaticos
(CIARAMELLA et al., 1997) ou sintomaticos (POLI et al., 1991), sendo muitas vezes a
principal causa da morte de cdes com leishmaniose visceral (SLAPPENDEL e FERRER, 1990;
PUMAROLA et al., 1991; NIETO et al., 1992; FERRER et al., 1995; LOPEZ et al., 1996;
POCAI et al., 1998).

Neste contexto, o cdo apresenta um importante elo no ciclo de transmissdo da LV, em
funcdo do intenso parasitismo cutaneo que facilita a infecgdo do flebotomineo (MOLINA et al.,
1994; GIUNCHETTI et al., 2009). Sendo assim, verifica-se que a maioria dos focos da doenga
humana estd associada a areas com altos indices da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
(MONTEIRO et al., 2005).

O diagnostico dos casos de LVC é de extrema importancia, uma vez que a doenga canina
precede a doenga humana, sendo os cdes primariamente infectados em um ambiente domiciliar
ou peridomiciliar. Estima-se, ainda, que para cada caso humano, ocorra uma média de pelo
menos 200 cées infectados (MONTEIRO et al., 1994). O diagnéstico definitivo na LVC é dificil,
sendo 0 método mais seguro o parasitologico, através da deteccdo do parasito. Entretanto este
método esbarra na falta de praticidade e baixa sensibilidade. Por outro lado, os métodos
moleculares de diagndstico apesar de possuirem alta sensibilidade e especificidade, sdo
normalmente utilizados apenas em instituicdes de pesquisa (BARROUIN-MELO et al., 2005,
BONATES, 2003). Desta forma, a técnica imuno-histoquimica é um procedimento importante
no diagnostico da Leishmania em fragmentos de diferentes 6rgédos, propiciando a identificacdo
precisa do agente etiologico, além de auxiliar na avaliacdo da resposta tecidual desenvolvida pelo
hospedeiro (GARCIA, 2005). Em estudo realizado com cées, a reacdo imuno-histoquimica no
figado, baco e medula dssea foi capaz de identificar parasitos nos tecidos e mostrou-se mais
sensivel para a deteccdo de Leishmania quando comparado aos fragmentos corados com
hematoxilinaeosina (TAFURI et al. 2004).

Diante desses fatos, objetivou-se com este estudo avaliar 0s aspectos epidemioldgicos,
clinicos e laboratoriais da leishmaniose visceral em cdes (Canis familiaris) (Linnaeus, 1758)
provenientes da zona urbana do municipio de Bom Jesus — Piaui e da Regido Metropolitana de
Recife, Pernambuco, Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histdrico

A leishmaniose visceral (LV) foi descrita na Grécia em 1835 sendo denominada “ponos”
ou “hapoplinakon”. Foi na india em 1869 que recebeu o nome “kala-jwar” que quer dizer febre
negra ou “kala-azar” que significa pele negra em virtude do discreto aumento da pigmentagédo da
pele ocorrido durante a doenca (MARZOCHI et al.,, 1981). Em 1900, William Leishman
identificou um protozoario no bago de um soldado indiano que viera a Obito em decorréncia de
uma febre local conhecida como febre “Dum-Dum” ou “Kala-azar”. Suas anotacdes ndo foram
publicadas até 1903 quando Charles Donovan encontrou 0 mesmo parasito em outro paciente. No
mesmo ano, Major Ross nomeou este parasito de Leishmania donovani criando o género
Leishmania (BADARO e DUARTE, 1996; PRATA e SILVA, 2005).

O primeiro relato do parasito no continente americano data de 1931, onde Migone
descreve um caso no Paraguai de um paciente proveniente do Estado de Mato Grosso, Brasil. O
primeiro relato de leishmaniose visceral no Brasil ocorreu em 1934 por Penna que encontrou
formas amastigotas de Leishmania sp. em cortes histologicos de figado de pessoas que morreram
com suspeita de febre amarela (BADARO e DUARTE, 1996; REY, 2001).

Em 1936, Evandro Chagas descreveu o primeiro caso de leishmaniose visceral no Brasil e
em 1937, Cunha e Chagas estabeleceram o seu agente etioldgico, denominando-o de Leishmania
donovani chagasi (BADARO e DUARTE, 1996).

A participacdo dos cdes como reservatorios da leishmaniose foi descrita por Charles
Nicolle em 1908 na Tunisia, a partir da detec¢do, nos animais, do agente etiologico do calazar. A
comprovacdo da participacdo de insetos na transmissdo da doenga foi feita por Cerqueira em
1920 e por Aragdo em 1922 (NICOLLE, 1908; REY, 2001).

2.2. Leishmaniose visceral

A LV é uma doenca parasitaria que acomete o homem e diferentes espécies de mamiferos
silvestres e domésticos das regides tropicais e subtropicais dos chamados Velho e Novo Mundo.
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude é uma das sete endemias mundiais afetando de
um a dois milhGes de pessoas a cada ano. Ela ocorre em 47 paises e estima-se que cerca de 360
milhGes de pessoas estejam expostas ao risco de infecgdo no mundo (CAMARGO et al., 2007) e
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que haja 12 milhGes de infectados em 88 nacdes, com predominancia nos paises do Terceiro
Mundo (MARZOCHI e MARZOCHI, 1994).

No Brasil a LV encontra-se em plena expansao geografica e também em franco processo
de urbanizacdo em cidades localizadas em regides distintas, como Nordeste e Sudeste (ALVES e
BEVILACQUA, 2004), onde o cdo tem sido apontado como o principal reservatorio (SAVANI et
al., 2003; SILVA et al., 2005), tendo um papel fundamental na expansdo da doenga em &reas
endémicas (SANTOS, 2006).

A leishmaniose visceral canina (LVC) tem sido relatada em areas rurais e periurbanas do
Brasil (BRASIL, 2004; GONTIJO e MELO, 2004; MELO, 2004), com diferentes taxas de
prevaléncia nos municipios do Pais relatadas por Moura et al. (1999) em Cuiaba com 64% no
periodo de 1997 a 1998, por Silva et al. (2001) em Belo Horizonte — MG com 64,6%, por Abreu
Silva et al. (2008) em Raposa — MA com 51,61%, por Amora et al. (2006) na zona urbana da
cidade de Mossor6 — RN com 45%, por Dantas-Torres et al. (2006) em Paulista — PE com
40,3%, Rio Verde — GO com 26,62 % (SILVA, 2007), Jequié — BA com 23,5 % (AGUIAR,
2007), Tamandaré — PE com 20, 4% (BARBOSA, 2010), Imperatriz — MA, que variou de 3,26 e
4,02% no periodo de 2002 e 2005 (CASTRO, 2008), Campina Grande — PB com 3% (VIDAL,
2007), Macei6 — AL com 1,9% (MARTINS, 2008) e Teresina — PI, com prevaléncia de 1,59 a
28,96 entre 1995 a 2006 (FMS, 2008).

Do ponto de vista epidemiolégico a LVC é considerada mais importante que a doenca
humana pois, além de ser mais prevalente, apresenta um grande contingente de animais
infectados, que mesmo assintomaticos servem como fonte de infeccdo para os vetores (DE
ANDRADE et al., 2007; LARANGEIRA, 2009).

2.3. Agente etiologico

A leishmaniose visceral é causada por um protozoario da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, e do género Leishmania (ROSS, 1903). Os parasitos responsaveis pela
enfermidade pertencem ao complexo donovani, compreendendo trés espécies, que variam de
acordo com a regido geografica, sendo a Leishmania donovani observada na Asia e Africa;
Leishmania infantum na Asia, Europa e Africa e Leishmania chagasi nas Américas (LAVERAN,
MESNIL, 1903; ROSS, 1903; NICOLE, 1908; CUNHA e CHAGAS, 1937; LAINSON e SHAW,
1987).
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Alguns pesquisadores afirmam que semelhancas estruturais verificadas por meio de
estudos moleculares indicam que a L. chagasi e a L. infantum sdo a mesma espécie, permitindo a
denominacdo de L. infantum/chagasi para o agente etioldgico desta enfermidade no continente
americano (MAURICIO et al., 1999; JERONIMO et al., 2005).

2.4. Vetor

No Brasil, a forma de transmissdo da leishmaniose visceral é através da picada dos
vetores, Lutzomyia longipalpis ou Lutzomyia cruzi, infectados pela Leishmania (Leishmania)
chagasi/infantum (BRASIL, 2006). S&o insetos pequenos, medindo de 1 a 3 mm de
comprimento, apresentam o corpo coberto de cerdas, e uma coloragdo castanho claro ou cor de
palha. S@o facilmente reconhecidos pelo seu comportamento, ao voar em pequenos saltos e
pousar com as asas entreabertas. Adaptados a diversos ambientes, desenvolvem-se em ambientes
terrestres Umidos e ricos de matéria organica e com baixa incidéncia luminosa. Com hébitos
crepusculares, somente a fémea alimenta-se de sangue para maturacdo dos ovos (DEANE e
DEANE, 1955).

Conhecidos popularmente por mosquito-palha, tatuquiras, birigui, entre outros, sao
encontrados preferencialmente em areas de florestas, matas secundarias, sopé das serras, margens
dos rios, cavernas, abrigos de pequenos roedores e de outros animais (DEANE, 1962;
MARZOCHI et al., 1985). No entanto, no ambiente doméstico, podem ser encontrados no
peridomicilio, em galinheiros, chiqueiros, canis e também no intradomicilo.

Apesar de a transmissdo vetorial por flebotomineos ser a mais importante na
epidemiologia da leishmaniose, tem-se relatado outras vias de infeccdo. Carrapatos e pulgas tém
sido estudados, experimentalmente, como possiveis transmissores da leishmaniose visceral.
Autores, utilizando a técnica de reacdo em cadeia polimerase (PCR) conseguiram detectar DNA
de Leishmania sp. em carrapatos ap0s parasitarem cdes infectados com o agente, sugerindo
possivel acdo vetorial dos mesmos (COUTINHO et al., 2005; COUTINHO e LINARDI, 2007).
Shaw (2007) relata a transmissdo de leishmaniose visceral através de transfusdo sanguinea e
transplante de érgaos.
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2.5. Ciclo bioldgico da Leishmania infantum

Durante o ciclo biologico, a Leishmania infantum apresenta-se sob duas formas
morfologicamente distintas. No hospedeiro vertebrado, no interior de macréfagos, encontram-se
as formas amastigotas, medindo de 2 a 5 um, arredondadas e sem flagelos. No tubo digestivo do
inseto vetor, transformam-se em promastigotas, alongadas e flageladas, que evoluem para formas
promastigotas metaciclicas, altamente infectantes (SACKS, 1989; WALTERS, 1993).

As fémeas dos insetos ingerem macréfagos infectados com formas amastigotas de
Leishmania sp., durante a suc¢do sanguinea. Em seguida, transformam-se em promastigotas,
multiplicam-se, e diferenciam-se no intestino do inseto. O ciclo de vida é completado,
aproximadamente uma semana apdés, quando a forma infectante, promastigota metaciclica, migra
para a proboscide e sdo inoculadas na pele do hospedeiro, no préximo repasto sanguineo
(PEARSON e SOUSA, 1996). A saliva do inseto Lutzomyia longipalpis possui um potente
peptideo vasodilatador, denominado maxadilan, que é liberado na pele do hospedeiro, quando o
inseto realiza o repasto sanguineo (LERNER et al., 1991, LERNER e SHOEMAKER, 1992).

Na epiderme do hospedeiro, as formas promastigotas sdo fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitario. No interior dos macréfagos, no vacuolo parasitéforo,
diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento dos mesmos.
Com a liberacdo, estas formas sdo fagocitadas por novos macr6fagos em um processo continuo,
ocorrendo entdo a disseminagdo hematogénica e linfatica para outros tecidos ricos em células do
sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (RIBEIRO,
2005; BRASIL, 2006) e para todo o organismo, com possivel desenvolvimento posterior do
quadro clinico (FEITOSA, 2000). Dependendo da imunocompeténcia do hospedeiro, 0s sinais
clinicos tornam-se evidentes num periodo que varia de trés meses a varios anos (SANTA ROSA
e OLIVEIRA, 1997; NOLI, 1999; FEITOSA, 2000).

2.6. Resposta imune na leishmaniose visceral canina

Apos a inoculacdo do parasito na pele, ocorre uma resposta inflamatdria local sendo
inicialmente encontrados neutrofilos, eosinodfilos, macrofagos, células “killer” (NK) e
posteriormente linfocitos (DAY, 1999). As células NK desempenham papel fundamental na
resisténcia da infeccdo pelo hospedeiro, pois ainda na pele, produzem rapidamente interferon

gama (IFN—-y) ¢ interleucina (IL-12), importantes indutores da producdo de 6xido nitroso pelos
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macrofagos. A producdo de 6xido nitroso e superéxido sdo 0s mecanismos mais eficientes de
destruicdo parasitéaria (DAY, 1999; NOLI,1999; PINELLI, et al.,1999; BELKAID, 2001).

O estabelecimento de uma resposta imune protetora ou ndo, exige também antigenos
apropriados presentes nas células, a inducdo e a proliferacdo de células T e a ativacdo de
macrofagos eficientes no controle da infeccdo. As subpopulacfes de células T que expressam a
molécula de CD4 (células T auxiliares: T helper = Th) podem ser subdivididas em linhagens Thl
e Th2, e sdo distinguiveis pelas citocinas produzidas e pelos efeitos imunol6gicos que elas
comandam (DAY, 1999; NOLI, 1999; PINELLI et al., 1999; BELKAID, 2001).

As células Thl produzem principalmente as interleucinas 2 (IL-2) e 12 (IL-12), fator de
necrose tumoral (TNF) e interferon-y (IFN- y) que pode iniciar a imunidade celular mediada e
citotoxicidade, induzindo a ativacdo de macrdéfagos e a resposta mediada por células (CHER e
MOSMANN, 1987), associada a resisténcia (SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002).

As células Th2 mediam a imunidade humoral, através da producdo predominante das
interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13, e apresenta comportamento antagonista as células Thl, fornecendo
maior ajuda a resposta mediada por anticorpos (COFFMAN et al., 1988; BACELLAR et al.,
2000), associada a susceptibilidade (SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002).

O tipo de resposta imune produzida (Thl ou Th2) é determinada principalmente pelas
citocinas produzidas ap6s o encontro dos macréfagos com o antigeno (DAY, 1999; NOLI, 1999;
PINELLI et al., 1999; BELKAID, 2001). De acordo com Ferrer (2002) a citocina IL-4 é a mais
importante a este respeito, pois ela regula a producgéo da IL-12, e esta influencia na atuacdo das
celulas NK.

Na LVC a resposta imune se caracteriza pelo desenvolvimento da resposta humoral pela
ativacdo de células B e pela intensa hipergamaglobulinemia (QUINNELL et al., 2001), além da
producédo do anticorpo imunoglobulina-E (IgE) antileishmania (ALMEIDA et al., 2005). Cées
infectados assintomaticos tém sido associados com uma resposta proliferativa especifica, com
producdo de IFN-g, IL-2 e TNF-a e baixos titulos de anticorpos antileishmania, e cées
sintométicos apresentam a depressdo das funcdes das células T e niveis altos de anticorpos
especificos (CABRAL et al., 1992).

Dependendo da resposta imune do animal, o periodo de incubacdo ou pré-patente em

animais naturalmente infectados pode variar de 3 meses a 7 anos, levando a diferentes
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apresentacdes clinicas da doenga (ALENCAR, 1959; SLAPPENDEL e FERRER 1990;

GENARO 1993) e apresenta formas clinicas assintomaticas e sintomaticas.

2.7. Manifestagdes clinicas

A leishmaniose canina se caracteriza pela sua enorme variabilidade de sintomas clinicos e
dos tipos de lesbes apresentadas, devido basicamente a fatores individuais relacionados
exclusivamente ao tipo de resposta imunoldgica desenvolvida, grau de infec¢do, tempo de
evolucdo da enfermidade e aos drgaos afetados (EZQUERRA, 2001; FERRER, 1995).

Apos a infeccdo, muitos cdes apresentam doenca cronica progressiva com exibicdo de
inimeros sinais clinicos, como alopecia, Ulceras na pele, linfoadenopatia, caquexia
(CIARAMELLA et al., 1997; TAFURI et al., 2001). Porém, pode ser extremamente freqliente
ndo apresentarem nenhum sinal clinico, considerado por pesquisadores, o periodo de infeccdo
silenciosa (DONATIEN e LESTOQUARD, 1938). Uma resposta imune celular protetora
controla a infeccdo em alguns cdes e em outros desenvolve uma doenga lenta e progressiva
(FERRER, 1999).

De acordo com os sinais clinicos, os animais podem ser classificados em assintomaticos,
oligossintomaéticos ou sintomaticos (ABRANCHES et al., 1991; BRASIL, 2004), sendo que 0s
assintomaticos representam importante papel como reservatério da doenga (POZIO et al., 1981).

Os cdes assintomaticos possuem variabilidade a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania
sp., podendo permanecer sem sinais clinicos ou desenvolver poucos sintomas que desaparecem
espontaneamente (ALMEIDA et al., 2005). Estima-se que 50% dos cées infectados néo
apresentam sinais da doenca (ABRANCHES et al., 1991, FERREIRA et al., 2007, LAGE et al.,
2007), porém sendo fontes de infeccdo para o vetor.

Classicamente o0s animais com LVC apresentam sinais inespecificos, como
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia (CIARAMELLA et al.,1997,
FERRER, 1999), alteracdes dermatoldgicas (FERRER et al., 1988; FERRER, 1999), onicogrifose
e emagrecimento (MARZOCHI et al.,, 1985; SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997; BRASIL,
2006).

Outros sinais como diarréia (FERRER, 1999; SILVA et al., 2005; LUVIZOTTO, 2006),
febre irregular, apatia (SLAPPENDEL, 1988), lesdes oculares (GARCIA-ALONSO et al., 1996;
CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999; BRITO, 2004), epistaxe (FERRER et al., 1995) e
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anemia (KOUTINAS et al., 1999) tem sido descritos. Além destes sinais, quadros atipicos,
incluindo desordens neuroldgicas, musculoesqueléticas (FEITOSA et al., 2000; RIBEIRO, 2005),
alteracdes estruturais cardiovasculares e respiratorias (LUVIZOTTO, 2006) tém sido relatadas
em cdes infectados com Leishmania infantum. Ainda encontram-se relatos de problemas
articulares como a poliartrite autoimune, polimiosite e lesdes 6sseas (DENEROLLE, 1996) e
disfunc@es digestivas, também tém sido assinaladas em animais com LVC (FERRER et al., 1995;
BARROIUN-MELDO et al., 2005; RIBEIRO, 2005).

Na fase final da infeccdo ocorrem em geral paraparesia, caquexia, inanicdo e obito do
animal (DEANE e DEANE, 1955; BRENER, 1957; MARZOCHI et al., 1985; ABRANCHES et
al. 1991; GENARO, 1993; CIARAMELLA et al., 1997; TAFURI et al., 2001) sendo a principal
causa a insuficiéncia renal (FERRER et al., 1995; BARROIUN-MELO et al., 2005; RIBEIRO,
2005).

Entre as alteracGes dermatolégicas mais comuns tém-se a alopecia local ou generalizada,
lesbes como dermatite esfoliativa e ulceragOes crostosas em geral no focinho, orelhas e nas
extremidades, descamacdo furfurdcea (HOMMEL, 1987; ALVES e FAUSTINO, 2005)
hiperqueratose (BONATES, 2003; BRASIL, 2004), ceratite intersticial, despigmentacdo cutanea
e pelame seco (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997).

De acordo com Lestoquard e Donatien (1938), o alongamento anormal das unhas tem sido
explicado pelo estimulo da matriz ungueal pelo préprio parasito. Porém, Marzochi et al. (1985)
admitem que a apatia do cdo seja grandemente responsavel pelo ndo desgaste natural das
mesmas.

Dentre os sinais clinicos da LVC, as oftalmopatias vém ocupando importante papel, onde
0 animal pode apresentar lesdo uni ou bilateral (BRITO, 2004), ceratoconjuntivite (BRASIL,
2004), ceratoconjutivite seca, ceratite ulcerativa e corioretinite (BRITO, 2004), blefarite,
conjuntivite, ceratite, uveite anterior e glaucoma secundario (FERRER, 1999). E devido a
deposicdo dos imunocomplexos nos vasos sangiineos causando sinais clinicos como vasculite,
uveite, glomerulonefrite e artrite (GARCIA e ALONSO et al., 1996; NOLI, 1999; ALVES e
FAUSTINO, 2005).

A imunossupressdo, causada pela infeccdo, ao acometer as espécies susceptiveis faz com
que o parasito se distribua, também, para Orgdos que nao pertencem ao sistema fagocitico
mononuclear (SFM) (NICKOL e BONVENTRE, 1985). Nos rins, apesar de ser rara a presenca
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de parasitos, as lesdes sdo frequentes tanto no homem (ANDRADE e IABUKI, 1972; DUARTE
et al., 1983; DUTRA et al., 1985) quanto no cdo (BENDERITTER et al., 1988; MACIANTI et
al., 1989; POLI et al., 1991) e no modelo experimental de hamster (MATHIAS et al., 2001),
levando a nefrite intersticial e glomerulonefrite, principalmente, do tipo proliferativa; lesdes que
podem desencadear proteiniria, hematiria e aumento dos niveis de uréia e creatinina
(ETTINGER, 1997; COSTA et al., 2003).

Muitas pesquisas mostram que a maioria das doengas renais sdo imunologicamente
mediadas (McCLUSKEY e BHAN, 1982). Apesar disso, o tipo de mediagdo imunoldgica, seja
por ativacdo da resposta imune humoral (WEISINGER et al., 1978), seja por ativacdo da resposta
imune celular (FILLIT e ZABRISKIE, 1982; van ALDERWEGEN et al.,, 1997) ou pela
participacdo de macréfagos (VILA FRANCA et al., 1994) e apoptose de células renais (BAKER
et al., 1994; SHIMIZU et al., 1996), ainda ndo é bem conhecida. Como na imunidade humoral, o
mecanismo imune celular pode causar injuria local de tecidos (FILLIT e ZABRISKIE, 1982).

Pesquisas recentes sobre 0s mecanismos patogénicos das nefropatias revelam a
participacdo de células T na patogénese da doenca renal (KELLY, 1997; COSTA et al., 2001). O
emprego de anticorpos monoclonais especificos tem possibilitado a identificacdo de populagdes
de células T CD4+ e T CD8+ no tecido renal (BOUCHER et al., 1986). Estas células sdo
necessarias para a indugdo da resposta humoral e a0 mesmo tempo séo necessarias para a defesa e
eliminacdo de patdgenos extracelulares e intracelulares (ABBAS et al., 1997).

Apesar de alguns estudos sobre nefropatias, ainda ndo ha uma definicdo clara dos aspectos
morfoldgicos e dos elementos que participam do mecanismo de lesdo renal na leishmaniose

visceral canina (COSTA et al., 2001), especificamente na nefrite intersticial.

2.8. Diagnostico

O diagnostico da LVC no Brasil é, sem davida, um enorme desafio para os 6rgdos de
controle de endemias, ja que o cdo € considerado o principal reservatério da doenca nas
Américas. Pode ser feito com base nas caracteristicas clinicas apresentadas pelos animais,
confirmadas por métodos laboratoriais parasitoldgicos e imunolégicos (BONATES, 2003).

O método parasitologico baseia-se na demonstracdo do parasito, a partir de material
coletado proveniente de bidpsia de medula 6ssea, raspados de pele, ou aspirados de baco e figado
(LIGNOS, 1916; BALOZET, 1932; CARVALHO-NETA, 2004; BARROUIN-MELO et al.,



28

2005). Apesar de a presenca de uma Unica forma amastigota ser confirmatoria para o diagndstico
da LVC, esse método além de ser pouco sensivel, é invasivo e traumatico, requerendo técnico
treinado para a realizacéo do isolamento e leitura microscépica (SUNDAR e RAI, 2002).

Os métodos imunoldgicos, onde se detecta a presenca de anticorpos contra o parasito, sdo
Uteis para uma triagem de casos, quando for dificil demonstrar a presencga de Leishmania sp., bem
como em inquéritos epidemioldgicos (REY, 2001).

A Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) pode ser utilizada rotineiramente para a
deteccdo de anticorpos especificos e é facilmente utilizada quando em grande escala. Com
sensibilidade de 90 a 100% e especificidade de 80%, ainda é o teste de elei¢do para ser utilizado
em inquéritos epidemiolégicos por reunir uma serie de vantagens como ser de facil execucao,
rapido, barato e apresentar adequadas sensibilidade e especificidade, quando comparado com
outras técnicas (ALVES e BEVILACQUA, 2004).

Jad 0 ELISA é fécil de ser executado, possui sensibilidade maior que o teste RIFI
(FERREIRA et al, 2007, TAVORA et al., 2007), chegando até 100% em cAes
parasitologicamente positivos (FERREIRA et al., 2007), porém sua eficAcia depende da
qualidade do antigeno empregado (ROSATI et al., 2003). O ELISA é mais indicado, por ser
menos oneroso e rapido, em estudos epidemioldégicos com um grande nimero de amostras
(TAVORA et al., 2007).

Os métodos moleculares mais modernos possuem maior sensibilidade e especificidade do
que a RIFI e 0 ELISA (ROSYPAL et al, 2005), porém, ndo estdo acessivel para rotina clinica
veterinaria sendo apenas aplicados na pesquisa cientifica IKONOMOPOLUS et al., 2003).

Dentre estes, 0 método que tem mostrado grande especificidade € a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) na deteccdo do DNA da Leishmania, porém esta técnica é reservada para
laboratorios especializados (MATHIS e DEPLAZES, 1995; ASHFORD et al., 1995;
IKONOMOPOQULOS et al., 2003).

2.8.1. Diagnostico histoldgico e estudo imuno-histoquimica na deteccéo de Leishmania

Outra forma de pesquisa do parasito € o diagndéstico histoldgico de Leishmania sp., porém
ele tem pouco sucesso devido a baixa sensibilidade para detec¢do do parasito (LIVNI et al.,
1983; FERRER et al., 1988; BOURDOISEAU et al., 1997).
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Com o método histoldgico, se os parasitos sdo0 numerosos a identificacdo ndo é dificil,
contudo, em muitos casos, especialmente em animais assintoméaticos ou em tecidos pouco
parasitodos, poucas formas amastigotas sdo observadas, tornando o diagndstico incerto e muitas
vezes inconclusivel. As técnicas usuais de coloracdo histologica sdo inapropriadas para a
identificacdo do parasito em rins. Este problema pode ser solucionado com a utilizacdo da técnica
de imuno-histoquimica, que € um meio de diagndstico mais sensivel (CARAVACA et al., 1991;
BOURDOISEAU et al., 1997; MARTINELLI et al., 1999; BEENA et al., 2003; COSTA et al.,
2003; TAFURI et al.,, 2004; MELO, 2005; MOREIRA et al., 2007; SONODA, 2007,
GIUNCHETTI et al., 2009), e especifico, simples, ndo necessitando a utilizacdo de equipamentos
especiais (LIVNI et al., 1983; FERRER et al., 1988; BOURDOISEAU et al., 1997).

A imuno-histoquimica combina técnicas anatomopatoldgicas, imunoldgicas e
bioquimicas, localizando componentes tissulares pelo uso de anticorpos especificos e moléculas
marcadas em cortes histoldgicos parafinados, congelados ou previamente mantidos em formol.
Trata-se de um instrumento muito utilizado em pesquisas e na esfera diagndstica (TAFURI et al.,
2004; BARRA, 2006). Diversos tecidos tém sido avaliados por meio desta técnica na tentativa de
minimizar resultados inconclusivos observados em outros métodos laboratoriais (FERRER et al.,
1988; BOURDOISEAU et al., 1997; XAVIER et al., 2006; MOREIRA et al., 2007). De acordo
com BOURDOISEAU et al. (1997), TAFURI et al. (2004) e MELO (2005), estudos realizados
para a deteccdo de formas amastigotas de Leishmania sp. em tecidos de cées infectados
apresentam um aumento de até 50% de positividade quando da utilizacdo da técnica de imuno-
histoquimica em comparag&o a histopatologia com Hematoxilina-Eosina (HE).

A imunomarcacdo de linfécitos, imunoglobulinas e macréfagos também tem sido avaliada
em alguns estudos realizados em cdes portadores de leishmaniose visceral (VAMVAKIDIS et al.,
2000; MARCONDES 2009; TORRES-NETO et al., 2009). Moreira et al. (2007), pesquisando a
presenca do parasito em tecidos linfoides de cdes com leishmaniose visceral, observaram que a
imuno-histoquimica apresentou resultados mais sensiveis e especificos que os métodos de
ELISA, citologia aspirativa por agulha fina e histopatologia (HE), obtendo resultados que
variaram entre 92,7% a 100% de sensibilidade, na dependéncia dos sinais clinicos encontrados.
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4. CAPITULO 1

FREQUENCIA DE ANTICORPOS ANTI-LEISHMANIA INFANTUM
(NICOLLE 1908) EM CAES (CANIS FAMILIARIS) (LINNAEUS, 1758)
PROVENIENTES DA ZONA URBANA DO MUNICIPIO DE BOM JESUS,
PIAUI, BRASIL
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Frequéncia de anticorpos anti-Leishmania infantum (Nicolle 1908) em céaes
(Canis familiaris) (Linnaeus, 1758) provenientes da zona urbana do municipio

de Bom Jesus, Piaui, Brasil

Resumo

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca sistémica severa e em alguns casos fatal,
sendo causada pelo protozoario Leishmania infantum. A LVC tem sido detectada em céaes de
varios estados do Brasil. O objetivo deste estudo o foi determinar a frequéncia de anticorpos anti-
Leishmania infantum nos cdes do municipio de Bom Jesus, Pl. As amostras de soro dos cdes
foram submetidas ao teste de ELISA para a deteccdo de anticorpos de L. infantum. De 206
amostras de soro examinados, 42,23% foram positivas ao teste de ELISA. N&o houve diferenca
significativa entre cdes sintomaticos e assintomaticos. Estes resultados indicam que a infeccéo de
LVC é elevada na regido estudada e medidas de controle devem ser adotadas a fim de impedir a

infeccdo na populagdo canina deste municipio.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina; Imunodiagnético, Epidemiologia.
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Anti-Leishmania infantum frequency of antibodies (Nicolle 1908) in dogs
(Canis familiaris) (Linnaeus, 1758) proceeding from the urban zone of the city

of Bom Jesus, Piaui, Brazil

Abstract

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a severe systemic and fatal disease of dogs caused by the
protozoan parasite Leishmania infantum. CVVL have benn reported in many states in Brazil. The
goal of this research was to determine the frequency of antibodies against Leishmania infantum in
dogs from Bom Jesus County, Piaui State. Serum samples from dogs were submitted to ELISA
test for detection of L. infantum antibodies. From 206 serum samples examined, 42.23% were
positive for ELISA. There was no significant difference between symptomatic and asymptomatic
dogs. These results indicate that CVL infection is high in the studied region, and measures of

control must be adopted in order to prevent the infection in dog’s population in this city.

Key Words: Canine Visceral Leishmaniais; Immunodiagnostic; Epidemiology
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Frequéncia de anticorpos anti-Leishmania infantum (Nicolle 1908) em céaes
(Canis familiaris) (Linnaeus, 1758) provenientes da zona urbana do municipio

de Bom Jesus, Piaui, Brasil

Introducgéo

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca sistémica severa e em alguns casos
fatal, sendo considerada como doenga imunomediada (GARCIA e ALONSO et al., 1996).
Segundo Ribeiro (2005), apés a infecgdo, a disseminacdo dos parasitos ocorre da pele para os
linfonodos, bago, medula Ossea, e para todo o organismo, com possivel desenvolvimento
posterior do quadro clinico (FEITOSA, 2000). Dependendo da imunocompeténcia do hospedeiro,
0s sinais clinicos tornam-se evidentes num periodo que varia de trés meses a sete anos (SANTA
ROSA e OLIVEIRA, 1997; NOLI, 1999; FEITOSA, 2000).

A doenga canina tem sido diagnosticada em varios estados do Brasil (POCAI et al., 1998;
NUNES et al.,, 2001; BEVILACQUA, 2001; CAMARGO-NEVES et al., 2001; DANTAS-
TORRES et al., 2006), independente da presenga de casos humanos (MARZOCHI et al. 1985).

O diagnostico definitivo na LVC é dificil, sendo 0 método mais seguro o parasitolégico,
através da deteccdo do parasito. Entretanto este método esbarra na falta de praticidade e baixa
sensibilidade. Por outro lado, os métodos moleculares de diagndstico apesar de possuirem alta
sensibilidade e especificidade, sdo normalmente utilizados apenas em instituicdes de pesquisa
(BARROUIN-MELDO et al., 2005, BONATES, 2003)

Em virtude destes dados e devido a auséncia de levantamentos epidemiolégicos quanto a
infeccdo natural por Leishmania infantum em cdes no municipio de Bom Jesus, este estudo tem
como objetivo estudar a frequéncia de anticorpos anti-Leishmania infantum nos cées deste

municipio, assim como os aspectos clinicos destes animais.

Material e métodos

O municipio de Bom Jesus (09°04'28"S e 44°21'31"0) se localiza no sul do estado do
Piaui (FIGURA 1), a uma distancia de 635 km da capital do estado, e apresenta clima quente e
semi-Umido com temperaturas minimas de 18°C e maximas de 36°C (AGUIAR, 2004), e

umidade relativa do ar varidvel podendo chegar a 20%.
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Com base no censo canino fornecido pela Secretaria da Saude do municipio (1215 cées
domiciliados), preconizou-se coletar amostras de, no minimo, 15% dos cées do municipio, sendo
coletadas, por conveniéncia, amostras sanguineas de 206 cdes domiciliados de ambos 0s sexos,
de vérias ragas e idades, em todos os bairros do municipio, ou seja, nos bairros Aeroporto,
Centro, Chapadinha, COHAB, Hugo Piauilino, Josué Parente, Judite Piauilino, Morro do Frei,

Penitenciaria, Sdo Pedro e Vicente Brandao.

Figura 1- Imagem geografica do Brasil, destacando o Estado do Piaui mostrando a
localizacdo do municipio de Bom Jesus (Fonte: http://commons.wikimedia.org).

Para cada animal foi preenchida uma ficha de identificagdo com dados referentes ao sexo,
raca, idade, porte e condi¢do clinica do mesmo, a sua procedéncia, informagdes do proprietario
do animal. No gque concerne a faixa etaria os animais estudados foram divididos em trés grupos:
jovens (de 6 meses até 1 ano), adultos (de 1 ano até 8 anos) e idosos (mais de 8 anos).
Concomitante ap6s a contencédo fisica, conforme Feitosa (2008), realizou-se o exame fisico do
animal, destacando-se principalmente a inspecdo para verificar a presenca de sinais sugestivos de
LVC (FERRER et al. 1999).

De todos os animais foram coletados aproximadamente 5 ml de sangue das veias cefalica



46

ou jugular, com seringa’ e agulha®, e acondicionados em tubos de ensaio estéreis, sem
anticoagulante para obtencdo do soro, que foram, entdo, mantidos inclinados até a completa
retragdo do coagulo. O soro resultante foi armazenado em tubos de polipropileno® a — 20°C até a
realizacdo dos exames.

Para o diagnéstico da LV/C, o teste ELISA foi realizado através do kit ELISA/S7*, tendo
como base um peptideo recombinante, segundo as instrucdes do fabricante. A leitura da reacéo
foi realizada em um leitor de ELISA em densidade dptica de 450 nandmetros, no Laboratério de
Doengas Parasitarias da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Para verificar a associacdo entre as varidveis categoricas e a positividade da infeccdo, foi
utilizado o teste de Independéncia de Qui-quadrado com nivel de significancia de 5%. O software
utilizado para anélise dos dados foi o0 BioEstat 5.0.

Resultados e discusséo

O teste sorologico ELISA revelou a presenca de anticorpos circulantes em 42,23%
(87/206) dos animais.

O resultado referente a freqiiéncia aqui encontrado € superior aos achados de Rosario et
al. (2005), que asseguram que a prevaléncia de LVC no Brasil varia de 1,9 a 35%, entretanto
inferior aos resultados obtidos por Moura et al. (1999) em Cuiaba e Silva et al. (2001) em Belo
Horizonte que observaram prevaléncia maior ou igual a 64%.

Por outro lado, a frequéncia da LVC em Bom Jesus esta proxima aquelas relatadas por
Amora et al. (2006) que observaram 45% de cées soro reagentes na zona urbana da cidade de
Mossor6 — RN e por Dantas-Torres et al. (2006) que relataram ser de 40,3% a prevaléncia da
LVC em Paulista — PE, e superiores a todos os outros dados relacionados a prevaléncia da LVC
no Brasil (VILA NOVA, 2003; COSTA, 2004; CALHEIROS, 2005; AGUIAR, 2007; SILVA,
2007; VIDAL, 2008; CASTRO, 2008; FMS, 2008; MARTINS, 2008; BARBOSA, 2010).

A discordancia observada entre as prevaléncias pode ser devido, principalmente, ao
estagio da infeccdo, a0 numero de amostras, a natureza do antigeno, ao teste soroldgico

empregado, como assegura Ferrer (1999). Deve-se também levar em consideragdo o nivel de

! Seringa descartaveis 10 ml, Becton Dickson

2 Agulhas descartaveis 25x7mm, Becton Dickson

® Tubos de propileno, Eppendorff, WWR

* Kit para diagnéstico do Calazar canino ELISA/S7, Biogene Ind. e Com. Ltda, Recife/PE



47

endemicidade de cada localidade estudada, ocupagdo desordenada da populacdo humana,
principalmente em &reas proximas & mata nativa (CABRERA et al., 2003; GUIMARAES et al.,
2005; LANGONI et al., 2005; RONDON et al., 2008; SILVA et al., 2008), presenca de animais
domésticos (GAMA et al., 1998; GUIMARAES et al., 2005), auséncia de saneamento bésico e
coleta de lixo, como na area estudada, que podem interferir nas taxas de prevaléncia.

Os resultados da sorologia de acordo com a raga dos cdes encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Freqiiéncia absoluta e relativa de caninos submetidos a sorologia para L.infantum da
cidade de Bom Jesus, segundo a raga

Animais
RACAS Positivos Negativos TOTAL
FA FR (%) FA FR (%)
Sem Ragca Definida 187
(SRD) 82 94,25 105 88,24
Cocker Spaniel 0 0 1 0,84 1
Dogue aleméo 0 0 2 1,68 2
Fox Paulistinha 1 1,15 0 0 1
Labrador 0 0 1 0,84 1
Pastor aleméo 1 1,15 3 2,52 4
Pinscher 0 0 2 1,68 2
Pit bull 1 1,15 2 1,68 3
Poodle 0 0 2 1,68 2
Rottweiler 1 1,15 0 0 1
Teckel 1 1,15 1 0,84 2
Total 87 100 119 100 206

*p-valor do teste de independéncia (se p-valor < 0,05, as variaveis sdo independentes)

Apesar de ter sido observado uma maior quantidade de cdes SRD com sorologia positiva
para o LVC, ndo houve diferenca significativa entre as freqiiéncias de animais positivos com
relacdo a raca (p = 0,166), discordando de Francga-Silva et al. (2003), afirmaram que cdes de
determinadas racgas, particularmente aqueles da raca Boxer e da Cocker Spaniel s&o mais
susceptiveis a infecgdo por Leishmania sp.

O maior nimero de cdes SRD em Bom Jesus descreve a caracteristica da populacdo
canina do municipio, fato associado a dificuldade de aquisi¢cdo de cdes de raca definida devido a
auséncia de canis e de pet shops na regido do Vale do Gurguéia.

Com relacdo a idade e ao sexo, a freqliéncia absoluta e relativa dos animais com sorologia
positiva para L. infantum encontram-se na Tabela 2. Embora a faixa etaria mais acometida pela
LVC tenha sido a adulta com 85,05% (74/87) dos caes soropositivos para a LVC, ndo houve

diferenca significativa entre as frequéncias de animais positivos com relagdo a idade ( p = 0,554).
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Contudo o maior numero de adultos que pode ser explicado pela predisposi¢do dos caes adultos
em adquirirem a doenga, associada provavelmente ao longo periodo de incubacdo (ARIAS,
1996).

Assim como em estudo realizado por Julido et al. (2007) que observaram diferenca
significativa entre sexos para a infeccdo por Leishmania sp, sendo os machos 0s mais
freqlientemente parasitados, no municipio de Bom Jesus também ocorreu diferenca significativa
entre as frequéncias de animais positivos com relacdo ao sexo (p = 0,031) e se observou maior
namero de machos positivos para LVC, ou seja 63,22% (55/87). No entanto, em estudos
realizados por Franga-Silva et al. (2003), Naveda et al. (2006), Almeida et al. (2009), Barbosa
(2010) ndo foi observada predisposicdo com relacdo a varidvel sexo, tendo a LVC uma

distribuicdo semelhante, entre machos e fémeas.

Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa dos animais submetidos & sorologia para L.
infantum segundo a idade e 0 sexo

. Grupo
Variavel PoSIivOS Negativos Total % p-valor
FA FR% FA FR %
Idade
Jovem 7 8,05 15 12,60 22 10,68
Adulto 74 85,05 95 79,84 169 82,04 0,554
Idoso 6 6,90 9 7,56 15 7,28
Sexo
Fémeas 32 36,78 63 52,94 95 46,12 0.031
Machos 55 63,22 56 47,06 111 53,88 ’
TOTAL 87 100 119 100 206 100

*p-valor do teste de independéncia (se p-valor < 0,05, as variaveis sdo independentes)

Com relacdo aos sinais clinicos, a frequéncia absoluta e relativa dos animais com
sorologia positiva para L .infantum encontram-se na Tabela 3.

Dentre 0s animais soropositivos 29,89% (26/87) eram assintomaticos e 70,11% (61/87)
dos cées apresentavam o0s sinais sugestivos da LVC (Tabela 3), porém ndo houve diferenca
significativa entre as freqiiéncias de animais positivos com relacdo a condicdo clinica (Teste de
Qui-quadrado, p = 0,362). Essa distribuicdo deve-se ao fato do quadro clinico dos cées infectados
apresentarem um espectro de caracteristicas clinicas que variam do aparente estado sadio a um
severo estagio final (BRASIL, 2006). As manifestaches clinicas observadas nos cées

sororreagentes, foram alteracbes dermatoldgicas, linfadenomegalia, onicogrifose e oftalmopatias,
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sinais estes semelhantes aqueles observados por Feitosa (2000), Silva et al. (2001) e Rondon et
al. (2008). As dermatopatias sdo os sinais clinicos mais comumente observados na leishmaniose
visceral canina (FEITOSA, 2000), tais caracteristicas foram observadas neste estudo onde todos
os cdes com manifestacfes clinicas da doenga apresentavam alguma alteragdo cuténea, como

alopecia, descamacdo ou Ulcera de ponta de orelha.

Tabela 3- Frequéncia absoluta e relativa dos animais submetidos a sorologia para L.
infantum segundo a condicéo clinica

) Soropositivos Soronegativos Total
Categorias
n % n % N %
Assintomaticos 26 29,89 44 36,97 70 33,98
Sintomaticos 61 70,11 75 63,03 136 66,02
Total 87 100 119 100 206 100

* p-valor do teste de independéncia (se p-valor < 0,05, as variaveis sdo independentes)

Embora os sinais aqui descritos sejam amplamente correlacionados na literatura com a
LVC, esses ndo sdo exclusivos desta doenca, podendo ser sugestivos de outras patologias
sistémicas, justificando assim a incidéncia de 63,03% de animais soronegativos com sinais

sugestivos de LVC.

Conclusdo
Com base nos resultados deste estudo conclui-se que a freqiiéncia de anticorpos anti-
Leishmania infantum nos cées provenientes da zona urbana do municipio de Bom Jesus é alta e

reforcam a necessidade de adogdo de medidas de profilaxia e controle paraa LVC.
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LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO BAIRRO MURIBECA, MUNICIPIO DE
JABOATAO DOS GUARARAPES, ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL

Resumo:

A leishmaniose visceral canina (LCV) é causada pela Leishmania infantum e é uma doenca
endémica na regido do nordeste de Brasil, onde a maioria dos cées permanecem assintomaticos.
Ainda assim, h& poucos relatos da LVC na regido metropolitana de Recife. O objetivo desta
pesquisa foi verificar a frequéncia de LVC no bairro de Muribeca, municipio de Jaboatdo dos
Guararapes, estado de Pernambuco, Brasil. Um total de 159 amostras de soros de cées
domiciliados foi analisado pelo teste enziméatico ELISA. Os resultados mostraram que 50.3%
(80/159) dos cées foram positivos ao teste sorologico. N&o ocorreu nenhuma diferenga estatistica
significativa (p<0.05) entre os animais positivos e 0 sexo dos animais. Entre os sinais clinicos
encontrados as dermatopatias, perda de peso, onicogrifose e as oftalmopatias foram os principais
sinais clinicos observados nos cées positivos. Em funcdo da detec¢do dos casos caninos no bairro
de Muribeca, no Municipio de Jaboatdo dos Guararapes, Regido Metropolitana de Recife — PE,
principalmente em animais assintomaticos, o monitoramento da populagdo canina quanto a

presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. deve ser instituido.

Palavras-chave: Leishmania infantum, ELISA, Ulcera cutinea, Dermatologia Canina,
Onicogrifose.
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CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS IN MURIBECA NEIGHBORHOQOD,
JABOATAO DOS GUARARAPES COUNTRY, PERNAMBUCO STATE, BRAZIL

Abstract:

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) caused by Leishmania infantum is an endemic disease in
northeast region of Brazil, where most of dogs remain asymptomatic. However there are few
reports of the CVL in Metropolitan Region of Recife. The goal of this research was to verify the
frequency of the CVL in Muribeca neighborhood, Jaboatdo dos Guararapes County, Pernambuco
State, Brazil. A total of 159 sera samples from domiciliated dogs were analyzed by ELISA test.
The results showed that 50.3% (80/159) of dogs were positive to serological test. There was no
statiscally differences (p<0.05) between the positivity and sex of animals. Skin
abnormalities, weight loss, onicogryphosis, and ocular lesions were the major clinical sign
observed in positive dogs. The high rate of circulating anti-Leishmania infantum antibodies
observed in this study strengthens the necessity of one better evaluation of the dogs in this
neighborhood with the purpose of adoption measures to control the visceral disease in dogs.

Key Words: Leishmania infantum, ELISA, Canine dermatology, Onychogryfhosis.
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LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO BAIRRO MURIBECA,
MUNICIP10 DE JABOATAO DOS GUARARAPES, ESTADO DE
PERNAMBUCO, BRASIL

1. Introducéo

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, a Leishmaniose Visceral (LV) é uma
das sete endemias mundiais afetando de um a dois milhdes de pessoas a cada ano. Ela ocorre em
47 paises e estima-se que cerca de 360 milhGes de pessoas estejam expostas ao risco de infec¢do
no mundo (CAMARGO et al., 2007).

No Brasil, a doenca encontra-se em plena expansdo geografica e também em franco
processo de urbanizagdo em cidades localizadas em regides distintas, como Nordeste e Sudeste
(ALVES e BEVILACQUA, 2004), onde o cdo tem sido apontado como o principal reservatorio
da LV (SAVANI et al., 2003; SILVA et al., 2005), tendo um papel fundamental na expansdo da
doenca em areas endémicas (SANTOS et al., 2006).

A semelhanca da LV, a leishmaniose visceral canina (LVC) tem sido relatada em &reas
rurais e periurbanas do Brasil (BRASIL, 2004; GONTIJO e MELO, 2004; MELO, 2004). Os
cées infectados podem apresentar desde a forma assintomatica, até uma doenca de evolucéo fatal
(RIBEIRO, 2005), sendo o curso clinico da doenca dependente de fatores relacionados a natureza
da resposta imune do hospedeiro, a cepa do parasito, além do estado nutricional do animal
(SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997).

Com o aumento da casuistica clinica da LVC nas clinicas veterinarias da Regido
Metropolitana do Recife, aliado ao aumento de cdes com sinais sugestivos de LVVC no bairro de
Muribeca, no Municipio de Jaboatdo dos Guararapes segundo a Secretaria Municipal de Saude de
Jaboatdo dos Guararapes, este estudo teve como objetivo determinar a frequéncia da
Leishmaniose Visceral Canina além de avaliar as caracteristicas clinicas de cdes provenientes do

bairro de Muribeca, Municipio de Jaboatdo dos Guararapes.

2. Material e métodos
Foram utilizados 159 cées independentemente de sexo, raga ou idade, residentes no bairro
de Muribeca, no Municipio de Jaboatdo dos Guararapes, regido metropolitana de Recife — PE,

Brasil. Para cada animal foi preenchida uma ficha individual, com a identificagdo do animal,
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procedéncia e condigdo clinica do mesmo alem de informacdes do proprietario do animal e dados
epidemioldgicos (Anexo 1). A avaliacdo dos pardmetros clinicos consistiu inicialmente de
anamnese com obtencdo de dados referentes ao estado geral dos animais, raca, sexo, idade, porte,
evolucdo do processo. O exame fisico constou principalmente da inspecao da pele e faneros além
da palpacgdo dos ganglios linfaticos, onde se observou a existéncia ou ndo de sinais sugestivos de
LVC, segundo Ferrer (1999).

De todos os animais foram coletados aproximadamente 5 ml de sangue das veias cefalica,
safena ou jugular, com seringa® e agulha®, acondicionados em tubos de ensaio estéreis, sem
anticoagulante para obtengdo do soro, que foram, entdo, mantidos inclinados até a completa
retragdo do coagulo. O soro resultante foi centrifugado e armazenado em tubos de polipropileno®
a—20°C até a realizacdo dos exames.

Para o diagndstico da LVC utilizou-se o teste de ELISA com o kit ELISA/S7* tendo
como base um peptideo recombinante, segundo as instru¢des do fabricante. A leitura da reacéo
foi realizada em um leitor de ELISA em densidade dptica de 450 nandmetros, no Laboratério de
Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos da UFRPE.

Para verificar a associacdo entre as variaveis categodricas e a positividade da infeccdo, foi
utilizado o teste de Independéncia de Qui-quadrado com nivel de significancia de 5%. O software

utilizado para anélise dos dados foi o0 BioEstat 5.0.

3. Resultados e discusséo

O teste sorologico ELISA revelou a presenca de anticorpos circulantes em 50,3%
(80/159) dos animais. A frequéncia aqui encontrada esta proxima aquela relatada por Abreu Silva
et al. (2008) em Raposa — MA que observaram positividade ao teste soroldgico em 51,61% dos
animais examinados, porém superior a todos os outros dados relacionados a frequéncia da LVC
no Brasil (SHERLOCK e ALMEIDA, 1970; PARANHOS-SILVA et al., 1996; POCAI et al.,
1998; BEVILACQUA et al., 2001; NUNES et al.,, 2001; MOURA et al.,, 2002; FRANCA-
SILVA et al., 2003; VILA NOVA, 2003; COSTA, 2004; CALHEIROS (2005), SILVA et al.,

® Seringa descartaveis 10 ml, Becton Dickson

?Agulhas descartaveis 25x7mm, Becton Dickson

® Tubos de propileno, Eppendorff, WWR

* Kit para diagnéstico do Calazar canino ELISA/S7, Biogene Ind. e Com. Ltda, Recife/PE
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2005; AMORA et al., 2006; DANTAS-TORRES et al., 2006; AGUIAR, 2007; AZEVEDO et
al., 2008; CASTRO, 2008; MARTINS, 2008; BARBOSA, 2010; CAMARGO-NEVES, 2011).

A discordancia observada entre os resultados pode ser devida, principalmente, ao estagio
da infeccdo, ao numero de amostras, natureza do antigeno, teste sorolégico empregado
(FERRER, 1999) aliado as condigdes higiénico-sanitérias precérias do local, proximidade com a
mata nativa e degradacdo ambiental local (BRASIL, 2003; AMORA et al., 2006; MICHALSKY
et al., 2007) observadas durante a coleta do material.

Entre os caninos soropositivos estudados, 92,5% (74/80) ndo possuiam raca definida e
45% (36/80) eram fémeas e 55% (44/80) eram machos, ndo havendo diferenca estatistica
significante em relacdo as varidveis analisadas. Os percentuais aqui observados sdo semelhantes
aos de Feitosa et al. (2000) e Gontijo e Melo (2004), que ndo evidenciaram predisposicado sexual
em cdes com infeccdo natural por Leishmania chagasi no Brasil.

No que se refere as caracteristicas clinicas dos animais sororeagentes 68,75% (55/80)
eram assintomaticos, e 31,25% (25/80) apresentaram sinais clinicos sugestivos de LVC, essa
diferenca foi estatisticamente significante. Os dados observados no presente estudo corroboram
com os achados de Barbosa (2010), podendo ser explicada pelo longo periodo de evolugdo da
doenca além da resposta imune do animal (FISA et al., 1999), ressaltando desta forma a
importancia do cdo como reservatorio da doenca. Os sinais clinicos observados nos animais
estudados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa dos sinais clinicos encontrados nos animais soropositivos para

Leishmaniose Visceral Canina proveniente do bairro Muribeca do municipio de Jaboatdo dos
Guararapes, estado de Pernambuco, Brasil

Sinais clinicos Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Dermatopatia 19 76
Oftalmopatia 10 40
Caquexia 04 16
Onicogrifose 03 12
Epistaxe 02 08
Diarréia 01 04
Linfoadenomegalia 01 04

*p-valor do teste de independéncia (se p-valor < 0,05, as varidveis sdo independentes)
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Inclusa nas dermatopatias estdo 60% (15/25) de cdes com Uulceras cutaneas, 12% (3/25)
com alopecia e 4% (1/25) de eritema cutaneo, totalizando os 76% de animais com dermatopatias.
Os sinais clinicos dermatolégicos aqui observados sdo concordantes com os resultados
apresentados por Albuquerque et al. (2007) que encontraram, na Regido Metropolitana de Recife,
PE, predominancia de cdes (95%) com dermatopatias, cuja maioria (90%), também apresentava
Ulceras cutaneas, além daqueles observados por Feitosa et al. (2000) e Gallego (2004) que
registram cerca de 68% dos cdes acometidos apresentando tais alteracdes.

Segundo Gallego (2004), os sinais dermatoldgicos podem se iniciar como lesdo Unica,
comumente no ponto de inoculagdo do parasito, ou como lesdo multipla com a disseminacgdo do
parasito originando lesdes ndo pruriginosas, descamacéo epidérmica e alopecia difusa.

A presenca de oftalmopatia em 40% dos cdes estudados é inferior aos dados encontrados
por Albuquerque et al. (2007) que encontraram uma frequéncia de 50% de cdes com alteragcdes
oculares, porém superior a outros registros de literatura que variam de 15% a 33,3%
(CIARAMELLA et al. 1997; FEITOSA et al., 2000; NATAMI et al., 2000; BARROUIN-MELO
et al., 2005; PAIVA CAVALCANTI et al., 2005).

As oftalmopatias na LVC podem ocorrer devido ao parasitismo ocular direto, entretanto,
mecanismos imunomediados habitualmente estdo associados (KOUTINAS et al., 1999), e ao
contrdrio do que se reporta em humanos, a incidéncia de lesGes oculares em cdes &,
aparentemente, mais freqiiente assumindo importante area de estudo (NICOLAU e PERARD,
1936).

Com relacdo a caquexia a taxa obtida € inferior ao reportado por Ciaramella et al (1997),
Paiva Cavalcanti et al (2005) e Albuguerque (2006) que identificaram a perda de peso em 32%,
63,9% e51,4% respectivamente, porém sem classificarem o grau do score corporal dos animais.

A frequéncia de onicogrifose foi inferior ao citado por Albuquerque et al. (2007), que
encontrou 50% de cdes com esta sintomatologias. Este aumento de unhas relaciona-se ao
estimulo da matriz ungueal pelo proprio parasito, determinando assim o alongamento anormal
das unhas (DONATIEN e LESTOQUARD, 1938) ou auséncia do desgaste natural das mesmas
em funcéo da apatia do animal com LVC (MARZOCHI et al., 1985).

No que concerne a linfoadenopatia, os dados do bairro de Muribeca, corroboram com 0s
achados em animais com infeccdo natural por Leishmania sp (MARZOCHI et al., 1985;
CIARAMELLA, et al, 1997; FEITOSA et al., 2000; NATAMI et al.,, 2000; PAIVA



61

CAVALCANTI et al., 2005). Contudo deve ser lembrado que o enfartamento ganglionar ocorre
na dependéncia da reacdo individual ao agente etioldgico, devido a uma proliferagdo da zona B e
uma deplecdo das células T (NOLI, 1999).

De maneira geral os sintomas clinicos dos animais da regido estudada nao diferem do que
é relatado na literatura, concordando com Alves e Faustino (2005) que asseguram ser as
dermatopatias e onicogrifose os sinais observados comumente em animais com LVC e Morais et
al. (2003) que descreveram a perda de peso, lesdes de pele e oftalmopatia como principais
manifesta¢des clinicas na LVC.

4. Concluséao

Em funcdo da deteccdo dos casos caninos de LVC no bairro de Muribeca, no Municipio
de Jaboatdo dos Guararapes, Regido Metropolitana de Recife — PE, principalmente em animais
assintomaticos, o monitoramento da populacdo canina quanto a presenga de anticorpos anti-

Leishmania sp, deve ser instituido.
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Spatial distribution of canine visceral leishmaniasis in the neighborhood of

Muribeca in Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco State, Brazil.
SHORT COMMUNICATION

Abstract
Canine visceral leishmaniasis caused by Leishmania infantum is a endemic parasitic disease, in

Brazil, particularly in Northeast region. The goal of this study was to evaluate the spatial
distribution of visceral leishmaniasis in dogs from Muribeca neighborhood, Jaboatdo dos
Guararapes, Pernambuco State, Brazil by using global positioning system. Blood samples from
159 dogs were taken and analised by ELISA test. The positive and negative cases were analyzed
using ArcGIS 9.2 and Moran’s | analysis to determine the spatial distribution of Canine Visceral
Leishmaniasis and the environment, specifically using hydrology and vegetation as the main
variables. The results showed an autocorrelation between positive cases and sex only. No
clustering patterns were present for the disease-environment autocorrelations, and it was assumed
that these cases were dispersed due to random chance. It was concluded that further
epidemiological studies should be carried out, to promote better understanding of Canine Visceral
Leishmaniasis in this neighborhood.

Key words: Leishmania infantum; Zoonotic; Epidemiology
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Distribuicao espacial da leishmaniose visceral canina no bairro de Muribeca,
em Jaboatédo dos Guararapes, Pernambuco, Brasil.

Nota de Pesquisa

RESUMO:

A leishmaniose visceral canina (LVC) é causada pelo protozoario Leishmania infantum,
uma doenca parasitaria e endémica no Brasil, particularmente no Nordeste. O objetivo deste
estudo foi avaliar a distribuicdo espacial da leishmaniose visceral nos cées do bairro de Muribeca,
em Jaboatdo dos Guararapes, estado de Pernambuco, Brasil usando o sistema de navegacdo
mundial. Foram coletadas 159 amostras de sangue canino e analisados pelo teste de ELISA. Os
casos positivos e negativos foram analisados usando o ArcGIS 9.2 e analise de Moran | para
determinar a distribuicdo espacial da leishmaniose visceral canina e o meio ambiente, utilizando
especificamente a hidrografia e vegetacdo nativa como as principais variaveis. Os resultados
demonstraram uma correlacdo somente entre casos positivos e sexo. Nenhum padrdo de
agrupamento foi encontrado para as autocorrelacbes doenga-ambiente e presumiu-se que esses
casos foram dispersos devido ao acaso. Concluiu-se que estudos epidemioldgicos adicionais
devem ser realizados no bairro de Muribeca, para promover melhor compreensédo da LVC nesta

localidades.

Palavras-chave: Leishmania infantum; Zoonoses; Epidemiologia
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Spatial distribution of canine visceral leishmaniasis in the neighborhood of

Muribeca in Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco State, Brazil
SHORT COMMUNICATION

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease of public health importance in which
domestic dogs act as the major reservoir hosts in Brazil and the transmission of the parasite in
northern Brazil is maintained by Lutzomyia longipalpis (LAINSON et al., 1990). Infected dogs
can show clinical signs of the disease which include cutaneous alterations and onychogryphosis
(CIARAMELLA et al., 1997; BANETH et al., 2008), visceral manifestations (NIETO et al.,
1992; GARCIA-ALONSO et al., 1996) and some of them remained as asymptomatic animals.
Canine disease usually precede the disease in human population (CARVALHO et al., 2009) and
dog cases have been considered a risk factor for VL (DI LORENZO et al., 2000). In recent years,
epidemiologic studies showed that the establishment of a control program for VL depends upon
the understanding of the disease in urban areas. Thus, to reduce the frequency of transmission of
Leishmania from dogs to humans, it is necessary to diagnose canine leishmaniasis as early as
possible (MIRO et al., 2007). The objective of this paper is to study the spatial distribution of
visceral leishmaniasis in dogs from Muribeca neighborhood, Jaboatdo dos Guararapes,
Pernambuco State, Brazil by using global positioning system (GPS).

On June 2008, blood samples from 159 dogs were taken and at the time of blood
sampling, the dogs’ owners were asked questions to ascertain the each dog's sex, age, breed, and
residential address. The samples were analyzed by ELISA test. GPS points were collected using a
Garmin GPS device at each residence of each canine sampled. The points were loaded into
arcGIS 9.2 and split into three data categories: all, positives, and negatives. After displaying the
points on a map, the local vegetation and hydrology was drawn as a feature class (Figure 1). The
three data categories loaded into arcGIS 9.2 were joined with both the vegetation and hydrology
feature classes separately. The “Moran’s | Spatial Autocorrelation” was then run separately on
all three categories with the variables: sex, age, vegetation, and hydrology. Both inverse distance
and inverse distance squared were used for the spatial relationship with Euclidean distance and
Manhattan distance as the distance methods. No standardization or weights were given for the
spatial analysis.
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Of the dogs sampled, 50,3% (80/159) were positive and 49,7% (70/159) were negative.
For all cases, gender, positive cases and sex, there was a high probability of clustering. Negative
cases and sex were probably due to random chance. There was no clustering correlation between
age and any of the three categories, and they were assumed to be random. There was a positive
correlation for clustering using inverse distance between all cases and hydrology; however,
inversed distance squared revealed random dispersion among the same category and variable
(Figure 1). The correlation between positive cases and hydrology and negative cases and
hydrology was shown to be completely random or probably random. There was also a positive
correlation for clustering using inverse distance between all cases and vegetation; however,
inversed distance squared revealed random dispersion among this category and variable. The
correlation between positive cases and vegetation and negative cases and vegetation showed to be

completely random or probably random.

Figure 1. ArcGIS 9.2 model of Muribeca with vegetation, hydrology and roads
drawn. Red points indicate a positive case. Blue points indicate a negative case.
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The spatial and temporal patterns of leishmaniasis in Brazil and some associations or
correlations on the space-time dynamics have been reported by using of Geographical
Information Systems (GIS) and Remote Sensing (RS) technologies (FRANKE et al., 2002;
WERNECK et al., 2006). Naveda et al. (2003) reported the spacial distribution of CVL is not
homogeneous in Pedro Leopoldo, MG, but they did not mentioned the correlation between cases
and any categories.

These results are in agreement with those obtained by Margonari et al. (2006) and
Barbosa (2010) which they did not observed correlations between all points and environmental
factors, such vegetation and hydrology. On the other hand the results in this study seem to
disagree with those reported by Werneck and Maguire (2002) and Neto et al. (2009), who found
correlation with the vegetation areas and VL.

It was concluded that further epidemiological studies should be carried out, to promote
better understanding of Canine Visceral Leishmaniasis in this neighborhood.
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ALTERACOES ESTRUTURAIS E IMUNOMARCAGCAO DE FORMAS
AMASTIGOTAS EM RINS E BEXIGA URINARIA DE CAES (Canis
familiaris) (Linnaeus, 1758) COM INFECCAO NATURAL POR Leishmania
infantum (Nicolle, 1908)
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ALTERAQC)ES ESTRUTURAIS E II\/IUNOMARCA(;AO DE FORMAS
AMASTIGOTAS EM RINS E BEXIGA URINARIA DE CAES (Canis
familiaris) (Linnaeus, 1758) COM INFECCAO NATURAL POR Leishmania
infantum (Nicolle, 1908)

RESUMO

As principais alteracdes estruturais em cées infectados por Leishmania sp. sdo caracterizadas pela
hipertrofia e pela hiperplasia do sistema monocitico-mononuclear, especialmente em &rgdos
linféide. O objetivo deste trabalho foi avaliar as mudancas estruturais e a imunomarcagdo pela
técnica imuno-histoquimica de forma dos amastigotas de Leishmania sp. no rim e na bexiga dos
caes infectados naturalmente pela L. infantum. Analisou-se 25 amostras de rim e de bexiga
urinaria de cdes positivos pelo teste de ELISA para L. infantum. Os resultados mostraram cistite
em 36% (16/25) das amostras de bexiga urinaria e glomerulonefrite membranoproliferativa em
92% (23/25) das amostras de rim. A imunomarcacdo pela técnica imuno-histoquimica revelou
32% e 8% de animais positivos na bexiga e no rim respectivamente. Conclui-se que a técnica de
imuno-histoquimica detecta formas amastigotas de Leishmania sp. em cées infectados, sendo este

0 primeiro relato de Leishmania sp. na bexiga de cdes com infecc¢do natural por L. infantum.

Palavra-chaves: Leishmaniose Visceral Canina, Imuno-histoquimica, Nefropatia, Cistite,
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STRUCTURAL CHANGES AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STAINING OF
AMASTIGOTES FORMS OF Leishmaniasp IN KIDNEY AND BLADDER FROM
DOGS(Canis familiaris) (Linnaeus, 1758) NATURALLY INFECTED BY Leishmania

infantum (Nicolle, 1908)

ABSTRACT
The major structural changes in Leishmania-infected dogs are characterized by hypertrophy and

hyperplasia of the monocyte-mononuclear system especially in lymphoid organs. The goal of this
study was to evaluate the structural changes and immunohistochemical staining of amastigotes
forms of Leishmania sp in kidney and bladder from dogs naturally infected by Leishmania
infantum. Kidney and gall gladder samples from 25 positive dogs by ELISA test were analyzed.
The results showed cystitis in 36% (16/25) of gall gladder samples and membranous
nephropathy in 92% (23/25) of kidney samples. immunohistochemical staining revealed 32%
and 12% of positivity in bladder and kidney respectively. In conclusion the immunohistochemical
staining enhances the detection of amastigotes forms of Leishmania sp in infected dogs and this
was the first report of Leishmania sp in bladder from dogs with natural infection of L. infantum.

Key words: Canine Visceral Leishmaniais; Immunohistochemical; Nephropathy; Cystitis
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Alteracdes estruturais e imunomarcacao de formas amastigotas em rins e
bexiga urinaria de caes (Canis familiaris) (Linnaeus, 1758) com infeccéo

natural por Leishmania infantum (Nicolle, 1908)

INTRODUCAO

A LVC é uma doenga cronica e sistémica, considerada como uma enfermidade
imunomediada, cuja resposta celular Thl esta associada a cdes assintomaticos, exibindo assim
uma aparente resisténcia a leishmaniose visceral, enquanto a doenca clinica esta representada
pela resposta humoral (MORENO et al., 1999).

Sendo assim, em funcdo da atividade exagerada de linfécitos B, ocorre formacdo de
imunocomplexos (ALVES e FAUSTINO, 2005; GOTO e LINDOSO, 2004), que se depositam
nas paredes de vasos sanguineos e 6rgdos (LOPEZ et al., 1996; NOLI, 1999), favorecendo o
desenvolvimento de vasculites, uveites e artrites (SLAPPENDEL e FERRER, 1990; LOPEZ et
al., 1996).

Nos rins, a deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos pode acarretar em
glomerulonefrite membranoproliferativa (NIETO et al., 1992) e nefrite intersticial com
comprometimento da funcdo renal (LOPEZ et al.,, 1996), podendo estar presente em cées
sintométicos (POLI et al., 1991) ou assintométicos (CIARAMELLA et al., 1997), sendo muitas
vezes a principal causa da morte de cdes com leishmaniose visceral (SLAPPENDEL e FERRER,
1990; PUMAROLA et al., 1991; NIETO et al., 1992; FERRER et al., 1995; LOPEZ et al., 1996;
POCAI et al., 1998).

Tendo em vista a escassez sobre patogénese da insuficiéncia renal em animais com LVC,
este trabalho teve como objetivo avaliar as alteragdes estruturais e imunomarcacdo de formas

amastigotas em rins e bexiga urinéria de cdes com infecgdo natural por Leishmania infantum.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 25 cées de racas e idades variadas, de ambos 0s sexos, provenientes da
regido metropolitana do Recife — PE, com sorologia positiva no teste ELISA e/ou exame

parasitologico positivo para L. infantum e com sinais clinicos. Esses animais foram capturados
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pela prefeitura municipal de Jaboatdo dos Guararapes apos inquérito soroldgico ou trazidos por
proprietarios ao Laboratorio de Doencas Parasitarias da UFRPE.

Todos os animais foram submetidos a eutanasia segundo normas e técnica estabelecida
pela resolucdo numero 714 de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV),
sendo utilizado anestesia geral com aplicacdo intravenosa (IV) de Tiopental Sddico na
concentragdo de 2,5% na dose de 50 mg/Kg de peso corporal, seguida da aplicacdo 1V de Cloreto
de Potéssio a 19% dose dependente. Iniciadas as necropsias, foram realizadas as remocGes dos
rins e da bexiga urinaria que foram analisados macroscopicamente.

Ap0s a necropsia, de cada animal foram retirados fragmentos de rins e bexiga urinaria
para exame histopatoldgico. As amostras foram acondicionadas em formalina tamponada 10%, e
processadas de acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em blocos de parafina, cortadas em
microtomo com espessura de quatro a cinco micrometros (um) e corados pela técnica da
Hematoxilina-Eosina (HE) (BEHMER et al., 1976). Em todos os fragmentos de 6rgdos coletados
foram observados o0s aspectos macroscopicos e microscopicos, sendo este Gltimo realizado

através da leitura de Iaminas em microscopio Optico.

Imuno-histoquimica pela estreptoavidina-peroxidase para deteccdo de formas amastigotas
de Leishmania sp.

A imunomarcacdo das formas amastigotas de Leishmania sp. foi realizada mediante a
técnica de imuno-histoquimica pela estreptoavidina-peroxidase em material biol6gico embebido
em parafina, no laboratorio de Doengas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) através de metodologia padronizada por
Tafuri et al. (2004).

Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um positivo. Como
controle negativo, utilizou-se Solugéo Salina Tamponada (SST), em substituicdo aos anticorpos
priméarios. Como controle positivo foi utilizada uma lamina com corte histologico de pele de
orelha de um céo naturalmente infectado com Leishmania sp. com parasitismo cutaneo intenso.

Para anélise dos dados foram utilizadas técnicas de estatistica descritiva, obtendo-se as
distribuigdes absolutas e percentuais dos parametros avaliados.
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Resultados e discusséo

A avaliacdo macroscopica dos rins e da bexiga urinéria ndo revelou alteracoes.

Na analise histopatoldgica, 36% (9/25) dos fragmentos de bexiga urinaria apresentaram
infiltrados celulares (Figura 1A). As alteragdes histopatoldgicas encontradas nas amostras de
bexiga urinaria dos cdes sorologicamente positivos para LVC estdo descritas na tabela 1.

Entre os fragmentos de bexiga urindria analisados 64% (16/25) ndo demonstraram
alteracbes histopatoldgicas, mas vale salientar que dentre essas amostras sem alteracfes
histopatoldgicas 43,75% (7/16) tiveram imunomarcacdo de formas amastigotas de Leishmania
infantum. Este resultado confirma que a técnica imuno-histoquimica (IHQ) é um procedimento
importante no diagndstico da Leishmania sp. em fragmentos de diferentes 6rgdos, como em rins
(COSTA et al., 2003), cdérnea, limbo e esclera com imunomarcagédo de 24% (6/25) das amostras
(BRITO, 2004), coracdo e pulmdo com imunomarcagdo em 13,95% (06/43) (PIMENTEL, 2009);
baco com 54,5% (18/33) (TASCA et al., 2009). Desta forma, a IHQ propicia a identificacdo
precisa do agente etiologico, além de auxiliar na avaliacdo da resposta tecidual desenvolvida pelo
hospedeiro (GARCIA, 2005).

Nas amostras de bexiga analisadas ndo foram detectadas formas amastigotas de
Leishmania sp. ao exame histopatoldgico.

Tabela 1. Frequéncia das alteracdes histopatoldgicas nas amostras de bexiga urinaria de animais
sorologicamente positivos para Leishmania infantum

Frequéncia
Alteragdes -
Absoluta Relativa (%0)
Infiltrado linfohistioplasmocitario 7 28
Infiltrado linfoplasmocitario 2
Infiltrado de macrdfagos ativados 1 4

n=25

Por outro lado, quando analisou-se todas as amostras do estudo na técnica de imuno-
histoquimica 32% (8/25) evidenciaram a imunomarcacdo de formas amastigotas de L. infantum
na bexiga urinaria (FiguralB e 1D).

Apenas uma amostra de bexiga urinaria teve imunomarcacao de formas amastigotas de L.
infantum na técnica de imuno-histoquimica e apresentou alteragcBes estruturais ao exame
histopatolégico, uma reacdo inflamatdria na camada adventicia, caracterizada pela presenca de

infiltrado linfohistioplasmocitario moderado e focal perivascular (Figura 1C).
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Figura 1

A. Fotomicrografia de infiltrado linfohistioplasmocitario na camada submucosa da bexiga urinaria. Seta. HE 400X.
B. Fotomicrografia de infiltrado linfohistioplasmocitario moderado e focal perivascular na camada adventicia da
bexiga urinéria. Seta. HE 400X.

C. Fotomicrografia de imunomarcacdo pela imunohistoquimica através da estreptoavidina-peroxidase das formas
amastigotas de L. infantum na camada adventicia da bexiga urinaria.Seta. IHQ 400X.

D. Fotomicrografia de imunomarcacdo pela imunohistoquimica através da estreptoavidina-peroxidase das formas
amastigotas de L. infantum na camada muscular da bexiga urinaria.Seta. IHQ 400X.
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Segundo Wroclawski et al. (2009) a presenca de infiltrado inflamatorio mononuclear,
composto por linfocitos, histidcitos e plasmacitos, caracteriza cistite crénica inespecifica.

Embora a cistite ja tenha sido relatada em cdes com LV como uma doenga oportunista
(FEITOSA, 2001; CAVALCANTI et al,, 2005; NOVAES, 2005; LUVIZOTTO, 2006), €
provavel que a raridade atribuida ao comprometimento vesical na LVC se deva ao fato de ser
uma doenca sistémica, na qual existem manifestacGes clinicas mais relevantes e graves, sendo
pouco valorizados os sinais urinérios. Este fato também tem sido observado em outras doencas
sisttmicas como no caso de Lupus Eritematoso Sistémico (BOYE et al., 1979).

Todas as amostras de tecido renal apresentaram pelo menos uma alteragdo no exame
histopatoldgico (Tabela 2), mas varios animais apresentaram varias alteracdes concomitantes. As
alteracdes glomerulares, caracterizadas por espessamento da membrana basal e/ou aumento da
celularidade foram um aspecto marcante. Por vezes observou-se células com aspecto apoptotico.
O espessamento da capsula de Bowmann foi frequente nas lesBes crdnicas e avancadas,
geralmente associado a presenca de contetdo protéico no espago glomerular. A distribuicdo das
les6es glomerulares variou de focal, ou seja, envolvendo apenas um segmento do glomérulo, a
difusa, que envolveram varios segmentos glomerulares. O padrdo de glomerulonefrite foi
membrano-proliferativo (Figura 2A).

Tabela 2. Frequéncia das alteracdes histopatoldgicas nas amostras de rim de animais
sorologicamente positivos para Leishmania infantum.

Alteracoes FA FR (%)
Glomerulonefrite membrano-proliferativa 23 92
Infiltrado linfohistioplasmocitario 15 60
Degeneracdo glomerular 10 40
Atrofia glomerular 5 20
Infiltrado linfoplasmocitario 5 20
infiltrado linfohistiocitario 2 08
Presenca de formas amstigota de L. infantum 2 08
Lesdo granulomatosa crénica 1 04

FA.- Frequéncia absoluta; FR- Frequéncia relativa; n = 25.

O padréo variado de glomerulonefrite foi concordante com os achados de COSTA et al.
(2003) e Novaes (2005) em cédes com LV. Segundo Ayala (1973) e Mancianti et al. (1989),

alteracdes nos glomérulos renais variam desde o espessamento difuso do mesangio, sem
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hipercelularidade, até uma glomerulonefrite proliferativa progressiva com duas formas, focal e
difusa.

O aumento de celularidade dos glomérulos com proliferacdo endotelial e mesangial e
deposicdo de imunocomplexos na membrana basal, ttm sido responsaveis nos processos
inflamatdrios no tecido renal (JONES et al., 2000). Nestas circunstancias, 0 mesangio assume
papel importante na evolugcdo da glomerulonefrite, limitando sua repercussdo e duragdo através
da degradacdo dos imunocomplexos depositados.

Por outro lado, a liberacdo de aminas vasoativas aumenta a permeabilidade vascular,
fazendo com que os complexos imunes deixem a microcirculacdo e se depositem no glomérulo,
ndo obstante a ativacdo da via alternativa do sistema complemento resulta a geragéo de fatores
quimiotaticos importantes na atragdo de neutrofilos para os glomérulos (CARLTON e
MCGAVIN, 1998).

MacDougall et al. (1986) e Dibartola e Benson (1989) também destacaram que, nas
glomerulopatias, a permeabilidade seletiva do mecanismo de filtracdo glomerular é perdida, de
forma que é filtrada grande quantidade de proteinas séricas. Sendo assim, a lesdo glomerular
pode ser causada pelo acimulo de imunocomplexos ou amiléide no glomérulo.

Desta forma, a liberacdo de substancias que participam da reagdo inflamatoria, decorrente
da lesdo glomerular, particularmente das células mesangiais, e a deposicdo de fibrina
(CARLTON e MCGAVIN, 1998), podem ser responsabilizadas pela proliferagdo celular aqui
observada.

O infiltrado inflamatdrio intersticial variou de discreto a intenso (Figura 2B). Na maioria
dos cées, o infiltrado foi composto basicamente de plasmdcitos, de histiocito, de linfocitos e
macrofagos (Tabela 2). Entre as amostras estudadas, cinco ndo apresentaram alteracdes
inflamatorias no intersticio renal, porém em uma amostra foi visibilizado um granulona no
parénquima renal (Figura 2C).

A nefrite intersticial aqui encontrada, do ponto de vista fisiopatoldgico, é uma lesdo
importante (OLSEN et al., 1986), pois a alteracdo da funcdo renal esta mais relacionada com
alteracdes intersticiais, do que com alteragfes glomerulares (BOHLE et al., 1987).

O quadro renal visualizado neste estudo, particularmente a glomerulonefrite membrano-
proliferativa difusa e nefrite intersticial podem levar a insuficiéncia renal, a qual tem sido

considerada como a principal causa de morte em animais com LVC (SLAPPENDEL e FERRER,
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1990; PUMAROLA et al., 1991; NIETO et al., 1992; FERRER et al.,1995; LOPEZ et al., 1996;
POCAI et al., 1998).

Das amostras de tecido renal, 8% (2/25) tiveram imunomarcacdo de formas amastigotas
de L. infantum na técnica de imuno-histoquimica (Figura 2D e 2E) e apresentaram ao exame
histopatolégico glomerulonefrite  membrano-proliferativa, diferentes graus de infiltrados
linfoplasmocitério, caracterizando a nefrite intersticial e degeneragdo de glomérulos (Figura 2F).

Este resultado é superior aquele observado por Soares (2007) que encontrou 4% dos
animais com formas amastigotas de L. infantum no tecido renal e ao citado por Costa et al.,
(2003) que ndo identificaram nenhum animal com formas amastigotas de L. infantum no tecido
renal de cdes no exame imuno-histoquimica. Porém difere do encontrado por Gomes et al.,
(2008) que ndo detectaram formas amastigotas no exame histopatoldgico e imuno-histoquimica

em rins dos caes.

Conclusdo

A andlise imuno-histoquimica permite a deteccdo de formas amastigotas na bexiga
urinaria de cdes positivos para a leishmaniose visceral canina, sintomaticos ou assintomaticos,
sendo superior ao exame histopatoldgico para a deteccdo de formas amastigotas de Leishmania

sp. tanto em amostras de rins e como de bexiga urinaria de cées.
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Figura 2

A. Fotomicrografia da glomerulonefrite membrano-proliferativa. Seta. HE 400X.

B. Fotomicrografia do infiltrado linfohistioplasmocitario intenso e difuso no parénquima renal. Seta. HE 100X.

C. Fotomicrografia de granuloma no parénquima renal. Seta. IHQ 400X

D e E. Fotomicrografia da imunomarcagao pela imunohistoquimica através da estreptovidina-peroxidase das formas
amastigotas de L. infantum tdbulos renais .Seta. IHQ 400X.

F. Fotomicrografia de atrofia glomerular. Seta. HE. 400X.
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8. Conclusoes finais

Ao avaliar os resultados deste estudo conclui-se que:

a frequéncia de anticorpos anti-Leishmania infantum nos cées provenientes da zona urbana
do municipio de Bom Jesus é alta;

0s casos caninos de LVC no bairro de Muribeca, no Municipio de Jaboatdo dos Guararapes,
Regido Metropolitana de Recife — PE, ndo apresentam relacdo com a area de mata nativa e
nem com a bacia hidrogréfica local, no entanto a deteccdo dos casos positivos principalmente
em animais assintomaticos, demonstra que o monitoramento da populagdo canina quanto a
presenca de anticorpos anti-Leishmania sp., deve ser instituido e que estudos
epidemioldgicos adicionais devem ser realizados no bairro de Muribeca, para promover uma
melhor compreenséo da LVC nesta localidade;

a analise imuno-histoquimica permite a detecgdo de formas amastigotas na bexiga urinaria de
cées positivos para a leishmaniose visceral canina, sintomaticos ou assintomaticos, sendo
superior ao exame histopatoldgico para a deteccdo de formas amastigotas Leishmania sp.

tanto em amostras de rins e como de bexiga urinaria de cdes.
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ANEXO 1
FICHAS DO LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO DE LEISHMANIOSE

Data: Responsavel:
1. FICHA DE IDENTIFICAQAO

NUmero da ficha:
Nome do proprietario:

Nome do animal: Idade: Sexo: F() M()
Raca: Pelagem: ()curta ( )média ( )longa
Porte: ( )pequeno ( )médio ( )grande Cor: ()branca ( )preta ( )marrom ( )dourada ( )cinza
Procedéncia: Viagens: ()sim ( )ndo

Endereco:

Bairro: Fone:

Ponto de referéncia:

90

~— — N

2. AVALIACAO DO ANIMAL 3. MATERIAL COLETADO
Inicio da sintomatologia: Puncéo de medula: ( )sim ( )néo
Vermifugado: ()sim ()nédo ( )Esternal ( )lliaca
Apetite normal: ()sim ()néo Raspado/pele integra:  ( )sim ( )ndo
Perda de peso: ()sim ()n&o Raspado/pele lesionada: ( )sim ( )nédo
Oftalmologia presente: ()sim ()n&o Soro: ( )sim ( )nédo
Miccao normal: ()sim ()n&o Plasma: ( )sim ( )nédo
Epistaxe: ()sim ()nédo
Claudicagéo: ()sim ()ndo 5. RESULTADO
Aumento de linfonodo: ()sim ()néo Parasitolégico de medula: (
Grifose: ()sim ()n&o Parasitologico/pele integra: (
Ulcera cutéanea: ()sim ()néo Parasitolégico/pele lesionada: (
Sorologia/ELISA: (
IHQ: ()
4. DADOS SOBRE O VETOR 7. OBSERVACOES:

Presenca de mosquito: ( )sim ( )néo

6. LOCALIZACAO DAS LESOES

ANEXO 2
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TERMO DE RESPONSABILIDADE

Eu: , residente
em
Portador do RG n° abaixo assinado atesto que entendi 0

conteudo deste consentimento informado e concordo de livre e espontanea vontade de participar
do estudo de leishmaniose visceral canina (LVC) na UFRPE através da doagdo do meu animal de
nome para eutanasia, por este ser portador de LVC. Declaro, ainda, que esclareci

todas as minhas ddvidas com os profissionais pela pesquisa e autorizo a publicacdo dos dados
e/ou as fotos.

Assinatura do Proprietario

/ /
Testemunha
/ /

Assinatura de um dos responsaveis pela pesquisa




