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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma zoonose sistémica grave, causada pelo
protozoério intracelular obrigatorio Leishmania infantum. Os cdes sdo considerados o0s
principais reservatorios da doenca e podem desenvolver desde a infeccdo assintomatica, a
uma variedade de sinais clinicos, tais como linfadenopatia periférica, perda de peso, letargia,
lesGes ulcerativas de pele e febre. Alteragdes oculares, ortopédicas e neuroldgicas também
podem ser observadas associadas a LVC, tais como ceratoconjuntivite, uveite, convulsdes,
alteracbes comportamentais, artralgia e claudicacéo. Tal fato inclui a doenca no diagnostico
diferencial das afec¢des oftalmicas, osteoarticulares e neuroldgicas, principalmente em éareas
consideradas endémicas para a infecgdo. O objetivo deste trabalho foi realizar o diagndstico
da leishmaniose visceral canina utilizando amostras de conjuntiva, humor aquoso, liquido
sinovial, membrana sinovial e liquido cefalorraquidiano (LCR). O teste ELISA foi aplicado
em amostras de LCR, liquido sinovial e humor aquoso; e avaliagbes histoldgica e
imunohistoquimica foram realizadas na conjuntiva e na membrana sinovial. As amostras
foram coletadas de 20 cées sorologicamente positivos para leishmaniose visceral. Através do
Ensaio Imunoenzimatico foi possivel detectar anticorpos 1gG anti-Leishmania em uma das
amostras de LCR e de humor aquoso, e em seis amostras de liquido sinovial. A
imunohistoquimica apresentou marcacdo positiva de formas amastigotas de L. infantum em
cinco membranas sinoviais e cinco conjuntivas estudadas. Diante dos resultados, conclui-se
que formas amastigotas de Leishmania sp. sdo encontradas parasitando a membrana sinovial e
a conjuntiva de cées sorologicamente positivos para a doenga, bem como anticorpos 1gG

especificos no humor aquoso, no LCR e no liquido sinovial desses animais.

Palavras-chave: Leishmania sp., caes, humor aquoso, LCR, liquido sinovial.



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a severe systemic zoonosos caused by the obligate
intracellular protozoan Leishmania infantum. The dogs are the major reservoir of the disease
and may develop since asymptomatic infection to a variety of clinical signs, such as
peripheral lymphadenopathy, weight loss, lethargy, ulcerative lesions of the skin and fever.
Ocular, orthopedic and neurological disorders can also be seen associated with CVL, such as
keratitis, seizures, behavioral changes, joint pain and lameness. This fact includes the disease
in the differential diagnosis of ophthalmic disorders, osteoarticular and nervous system,
especially in endemic areas to infection. The aim of this study was the diagnosis of canine
visceral leishmaniasis using samples of conjunctiva, aqueous humor, synovial fluid, synovial
membrane and cerebrospinal fluid (CSF). The ELISA test was applied to samples of CSF,
synovial fluid and aqueous humor, and histological and immunohistochemical evaluations
were performed in the conjunctiva and in the synovial membrane of these animals. The
samples were collected from 20 dogs serologically positive for visceral leishmaniasis.
Through the immunoenzymatic assay could detect anti-Leishmania 1gG antibodies in a
sample of CSF and aqueous humor, and six samples of synovial fluid. Immunohistochemistry
showed positive staining of amastigotes of L. infantum five synovial membranes and
connective five studied. From the results, we conclude that amastigotes of Leishmania sp. are
found parasitizing the synovial membrane and the conjunctiva of dogs serologically positive
for the disease, as well as specific IgG antibodies in aqueous humor, CSF and synovial fluid

of these animals

Key words: Leishmania sp., dogs, aqueous humor, cerebrospinal fluid, synovial fluid.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a Leishmaniose Visceral (LV) encontra-se urbanizada (GONTIJO e MELO,
2004; COSTA, 2008), apresentando diferentes perfis epidemioldgicos na dependéncia da
presenca do vetor, e dos reservatorios silvestres e domésticos (LAINSON e RANGEL, 2005;
MARCONDES et al., 2011).

A doenca tem como agente causal o protozoario da espécie Leishmania (Leishmania)
infantum (MAURICIO et al., 2000), o qual se encontra inserido no complexo Leishmania
donovani (ASHFORD, 2000; FEITOSA, 2006), sendo transmitido para os hospedeiros
susceptiveis por insetos hemat6fagos da espécie Lutzomyia longipalpis, por ocasido do

repasto sanguineo (NOLI, 1999).

Contudo, alguns fatores epidemioldgicos tém sido apontados como fatores preponderantes
na ocorréncia da LV no Brasil, particularmente aqueles relacionados com alteragfes
geogréficas tais como desmatamento e o crescimento desordenado das cidades (COSTA,
2008), nas quais as acOes antropicas favorecem a destruicdo de ecoOtopos silvestres,
contribuindo para a migracdo de vetores e animais sinantropicos infectados para o peri e
intradomicilio (LAINSON e RANGEL, 2005).

Neste sentido, varias espécies de mamiferos tém sido encontradas naturalmente infectadas
por L. infantum, particularmente os canideos silvestres (VIANNA, 2001) e marsupiais (VAN
WYNSBERGHE et al., 2009), que constituem um importante elo na cadeia epidemioldgica na
interface dos ciclos silvestres e urbanos da LV no Brasil (LAINSON e RANGEL, 2005). Néo
obstante, os canideos domésticos tém sido apontados como o principal reservatdrio urbano da
infeccéo (SILVA et al., 2005; QUINNELL e COURTENAY, 2009).

A semelhanca da LV, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) tem sido detectada em
vérios estados do Brasil com diferentes taxas de prevaléncia (NUNES et al., 2001; DANTAS-
TORRES, 2006; CAMARGO et al., 2007), notadamente na regido nordeste (MONTEIRO et
al.,1994).

Considerada uma infecgdo cronica e muitas vezes fatal com sintomatologia variada
(FERRER, 2002a), a LVC ¢ caracterizada por emagrecimento progressivo (KOUTINAS et
al., 1992), onicogrifose (CIARAMELLA et al., 1997), oftalmopatias (BRITO et al., 2006)
hepatoesplenomegalia (REIS et al., 2006), além de sinais inespecificos como febre e anemia
(BLAVIER et al., 2001; REIS et al., 2006). Em fun¢do da atividade exagerada de linfdcitos B,
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ocorre formacgdo de imunocomplexos (GOTO e LINDOSO, 2004; ALVES e FAUSTINO,
2005), que se depositam nas paredes de vasos sanglineos e Orgdos (NOLI, 1999),
favorecendo o desenvolvimento de vasculites, uveites (GARCIA-ALONSO et al., 1996),
poliartrites (SLAPPENDEL e FERRER, 1990; McCONKEY et al., 2002), glomerulonefrites
(NIETO et al., 1992) e meningites (VINUELAS et al., 2001).

Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi a avaliar a presenca de anticorpos IgG anti- L.
infantum no humor aquoso, liquido sinovial e liquido cefalorraquidiano, além da detecgdo de
formas amastigotas na conjuntiva ocular e membrana sinovial de cdes com infecgdo natural

por L. infantum.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HISTORICO

A leishmaniose visceral (LV) foi descrita, primeiramente, na Grécia em 1835, sendo
denominada “ponos” ou “hapoplinakon”. Somente em 1869, na india, recebeu o nome “kala-
jwar” que significa febre negra ou “kala-azar” que significa pele negra, em virtude do discreto

aumento da pigmentag&o cutanea ocorrido durante a doenga (MARZOCHI et al., 1981).

No Brasil, o primeiro relato da doenga 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; BRASIL, 2006).

Por outro lado a descoberta da Leishmaniose Visceral Canina aconteceu na Tunisia por
Nicolle e Comte em 1908, demonstrando o papel dos cdes como reservatorios da doenca. Em
1920, no Mediterraneo, Adler e Theodore descreveram com detalhes a correlagédo e
similaridade da doenca em humanos e cdes. Somente em 1924, foi esclarecida a transmisséo
da Leishmania donovani ao homem pela picada do Phlebotomum argentipes, fechando assim
o ciclo de transmissdo (NICOLE, 1908; ASHFORD et al., 1998; REY, 2001).
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2.2. EPIDEMIOLOGIA

A Leishmaniose Visceral (LV) apresenta amplo espectro epidemioldgico no mundo,
ocorrendo em vastas areas tropicais e subtropicais do globo, podendo apresentar-se como
zoonose, antroponose ou antropozoonose, estas duas Ultimas, quando o homem atua como

reservatorio no ciclo de transmissdo do parasito (MONTEIRO et al., 2005).

A doenca, causada pela Leishmania infantum/chagasi, acomete tanto humanos quanto
uma variedade de animais domésticos e selvagens em areas endémicas da bacia Mediterranea,
Asia, e América (KUHLS et al., 2008; CARRILO & MORENO, 2009), acometendo mais de
350 milhdes de pessoas em diversos paises (DIAS et al., 2011; HOSSAIN & JAMIL, 2011).

O Brasil enfrenta a expanséo e urbanizagdo da Leishmaniose Visceral, em decorréncia de
alteracbes ambientais antropogénicas e da répida e intensa migracdo de populagdes rurais as
periferias urbanas (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; LAURENTI, 2009; COLOMBO et al.,
2011). A falta de saneamento e infra-estrutura adequados, associada a simultanea interacéo e
mobilizacdo de reservatdrios silvestres e cdes infectados, acarretaram no aumento do nimero
de casos humanos e um elevado numero de cdes positivos em vérias estados do pais
(GONTIJO & MELO, 2004).

A doenca é considerada endémica em 21 estados, destacando-se aqueles da regido
Nordeste, responsaveis por 50% dos casos anuais do pais (DANTAS-TORRES e
BRANDAO-FILHO, 2006: AGUIAR, et al., 2007), sendo os estados da Bahia, Ceara,
Maranhdo e Piaui os mais acometidos (MENDES et al., 2002; COSTA, 2008;
ALBUQUERQUE et al., 2009). Em cidades como Santarém (PA), S&o Luiz (MA), Teresina
(PI), Natal (RN), Aracaju (SE) e Corumba (MS), verdadeiras epidemias tém sido observadas
(LAURENTI, 2009). Aproximadamente 10% da populagdo que vive em areas endémicas
apresentam risco de contrair a doenga (CVE, 2010; COLOMBO et al. 2011).

2.3. AGENTE ETIOLOGICO, VETORES E TRANSMISSAO

A LV é causada por um protozoério heteroxénico, intracelular obrigatdrio, da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (LIMA et al, 2010;
COLOMBO et al., 2011), espécie Leishmania (Leishmania) infantum (MAURICIO et al.,
2000), a qual se encontra inserida no complexo Leishmania donovani (ASHFORD, 2000;
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FEITOSA, 2001), sendo transmitida para os hospedeiros susceptiveis por insetos hemat6fagos

da espécie Lutzomyia longipalpis, por ocasido do repasto sanguineo (NOLI, 1999).

A auséncia de flebotomineos em determinadas areas onde a LV é enzodtica (TORRES et
al., 2010) e o baixo grau de infeccdo da L. longipalpis pela L. infantum ( < 0,5%)
(MONTOYA-LERMA, et al., 2003) sugere a existéncia de outras formas de transmissdo da
doenca (DANTAS-TORRES, 2006; PAZ et al., 2010). Meios alternativos de transmisséo
incluem transfusdo sanguinea (FREITAS et al., 2006; SHAW, 2007), via transplacentaria
(ROSYPAL et al.,, 2005; SILVA et al., 2009; SPADA et al., 2011), mordedura de cées,
ingestdo de visceras contaminadas, coito (SILVA et al., 2009) ou picada de outros artrépodes,
tais como pulgas e carrapatos (McKENZIE, 1984; COUTINHO e LINARDI, 2007;
COUTINHO et al.; 2011).

2.4. HOSPEDEIROS VERTEBRADOS SUSCEPTIVEIS

Existe uma variedade de hospedeiros vertebrados susceptiveis a infeccdo por Leishmania
infantum, sendo denominados hospedeiros reservatdrios aqueles que constituem uma fonte de
infeccdo para o homem, permitindo a multiplicacdo ilimitada do parasita, podendo existir
ainda hospedeiros considerados acidentais (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006).

Varias espécies de mamiferos tém sido encontradas naturalmente infectadas por L.
infantum, particularmente os canideos silvestres (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous)
(VIANNA, 2001) e marsupiais (Didelphis marsupialis), que constituem um importante elo na
cadeia epidemioldgica na interface dos ciclos silvestres e urbanos da LV no Brasil
(LAINSON e RANGEL, 2005). N&o obstante, areas com criacdo de animais domésticos,
(BORASCHI e NUNES, 2007), particularmente os cdes (COSTA et al., 1990), resquicio de
vegetacdo primaria e baixos indices de saneamento basico, associado ao acumulo de residuos
solidos nas cidades favorecem a domiciliaco das espécies vetoras da LV (MISSAWA e
LIMA, 2005).

Nestas condi¢des os canideos domésticos sdo apontados como 0s mais importantes
reservatorios urbanos da infeccdo (DEANE e DEANE, 1955; SILVA et al., 2005; VERCOSA
et al., 2008) com taxas de prevaléncia da doenca variando de 1,9 a 35 % (FRANCA-SILVA et
al., 2003), representando importante fungdo Na manutengdo do ciclo de transmissdo do
parasita a0 homem (CARRILO e MORENO, 2009; QUEIROZ et al., 2009).
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Os hospedeiros acidentais de Leishmania incluem o urso, o porco-espinho, o guaxinim, o
esquilo, o rato-negro, a vaca, a ovelha e a cabra (ROZE, 2005), além os gatos domésticos
(POLI et al., 2002; SIMOES-MATOS et al, 2005;) e eqiiinos (ROLAO et al., 2005;
FERNANDEZ-BELLON et al., 2006).

2.5. CICLO BIOLOGICO

A Leishmania é um parasita difasico, com ciclo de vida heteroxeno, ou seja, que se
completa em dois hospedeiros: o flebotomineo vetor, que abriga o parasita na forma
promastigota extracelular flagelada; e o hospedeiro mamifero, onde a forma amastigota
intracelular se desenvolve (TOMAS e ROMAO, 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A forma priméria de transmissdo do parasita ocorre através da picada de flebotomineos
fémeas infectadas (DANTAS-TORRES, 2009). A infec¢do do vetor ocorre quando o inseto
realiza uma refeicdo sanguinea e ingere macréfagos com as formas amastigotas de
Leishmania, que se transformam em promastigotas, multiplicam-se, e diferenciam-se no
intestino do inseto. O ciclo de vida é completado, aproximadamente uma semana apos,
quando a forma infectante, promastigota metaciclica, migra para a probdscide e séo
inoculadas na pele do hospedeiro, no proximo repasto sangiineo (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).

2.6 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Do ponto de vista epidemioldgico, a infeccdo canina é mais importante que a infecgdo no
homem, pois a precede, além de ser mais prevalente e apresentar grande contingente de

animais assintomaticos que albergam parasitos na derme (BONATES, 2003).

No céo a infeccdo por L. infantum é considerada uma enfermidade cronica, presente em
varios continentes (TRAVI et al., 2002, LIMA et al., 2003, CARDOSO et al., 2007),
representando um grande problema de saide publica, particularmente pela a presenca de
animais assintomaticos (COSTA, 2008).
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Dependendo da resposta imune do animal, o periodo de incubacdo ou pré-patente em
animais naturalmente infectados pode variar de trés meses a sete anos, levando a diferentes
apresentacdes clinicas da doenca (SLAPPENDEL e FERRER 1990; GENARO, 1993).

2.7 RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

O desenvolvimento da infecgdo por Leishmania infantum depende de varios fatores
relacionados tanto a espécie do parasita, quanto a genética e status imunoldgico do hospedeiro
(MARCONDES et al., 2011). Dentre estes fatores, destacam-se a carga parasitaria, a resposta
imune celular e humoral do hospedeiro, o subpopula¢bes de células e a acdo de inUmeras
citocinas produzidas. A atividade destes fatores no organismo de cada individuo e as relacdes
existentes entre eles resultam no aparecimento da doenga com formas clinicas variadas
(VANLOUBBEECK e JONES, 2004; AWASTHI et al., 2004; REIS et al, 2010;
MARCONDES et al., 2011).

Logo apos a inoculacdo do parasito na pele, ocorre uma resposta inflamatdria local, sendo
inicialmente encontrados neutréfilos, eosindfilos, macréfagos, células “natural 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) e interleucina (IL-12), importantes indutores da producdo de 6xido nitroso
pelos macrofagos. A producdo de Oxido nitroso e superdxido sdo 0s mecanismos mais
eficientes de destruicdo do parasita (BELKAID, 2001; CASTELLANO, 2005; BARBIERI,
2006; EL-ON, 2009).

O estabelecimento de uma resposta imune efetiva ou ndo, exige também antigenos
apropriados presentes nas células, a indugdo e a proliferacdo de células T e a ativacdo de
macrdfagos eficientes no controle da infeccdo (BELKAID, 2001). Os macrofagos (células
fagociticas) tm o importante papel de apresentar a Leishmania sp ao organismo, quando as
formas promastigotas ligam-se a receptores especificos e sdo internalizadas por fagdcitos em
um processo crucial para o estabelecimento da infecgdo no hospedeiro (DUNNING, 2009).
Tais formas transformam-se em amastigotas e se multiplicam no interior dos macr6fagos,
provocando sua ruptura. Tanto parasitas intactos, quanto fragdes antigénicas destes séo entéo

capturados por células apresentadoras de antigenos (células dendriticas e de Langerhans) que
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os transferem para células T especificas (CD4+ e CD8+) (AWASTHI et al., 2004; EL-ON,
2009).

As subpopulagdes 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 imunoldgicos 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 podem iniciar a imunidade celular mediada
e citotoxicidade, induzindo a ativacdo de macrofagos e a resposta mediada por células
(AWASTHI et al., 2004; EL-ON, 2009; REIS et al., 2010; SELVAPANDIYAN et al., 2012),
associada a resisténcia (SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002; de FREITAS et al., 2012).

J& as células Th2 mediam a imunidade humoral, através da producdo predominante das
interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13, e apresentam comportamento antagonista as células Thil,
fornecendo maior ajuda & resposta mediada por anticorpos (COFFMAN et al., 1988;
BACELLAR et al., 2000), associada a susceptibilidade e manifestacdes clinicas severas
(SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002; de FREITAS et al., 2012).

O tipo de resposta imune produzida (Thl ou Th2) é determinado principalmente pelas
citocinas produzidas apds o encontro dos macr6fagos com o antigeno (DAY, 1999; NOLI,
1999; PINELLI et al., 1999; BELKAID, 2001). De acordo com Ferrer (2002b) a citocina IL-4
é a mais importante a este respeito, pois ela regula a producdo da IL-12, e esta influencia na

atuacdo das células NK.

A infeccdo por Leishmania sp também acarreta na producdo de anticorpos anti-
Leishmania do tipo 1gG. Alguns autores utilizam as subclasses 1gG1 e IgG2 como indicador
do status imunoldgico do hospedeiro infectado, correlacionando diretamente os elevados
niveis de anticorpos 1gG1 a doenca com sintomatologia clinica; e a presenca de anticorpos da
subclasse 1gG2 & doenga assintomatica (NIETO et al., 1999; BARBIERI, 2006).
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2.8 SINAIS CLINICOS

A LVC caracteriza-se pela grande variedade de sinais clinicos, relacionados basicamente a
fatores individuais associados ao tipo de resposta imunoldgica desenvolvida, grau de infeccéo,
tempo de evolucdo da doenga e 6rgdos acometidos (EZQUERRA, 2001; MARCONDES et
al., 2011). De acordo com os sinais clinicos observados, os animais podem ser classificados
em assintomaticos ou sintométicos (BLAVIER et al., 2001) sendo que os assintomaticos
representam importante papel como reservatorio da doenca (BARBIERI, 2006).

Classicamente, o0s animais com LVC apresentam sinais inespecificos, como
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia (CIARAMELLA et al., 1997,
FERRER, 1999; LIMA et al., 2004; BRITO et al., 2004; LANGONI et al., 2005; LINHARES
et al., 2005; PIMENTEL et al., 2008), alteracfes dermatoldgicas (BLAVIER et al., 2001;
FEITOSA, 2001; CIARAMELLA e CORONA, 2003; FEITOSA, 2006; FIGUEIREDO,
2009; QUEIROZ et al., 2011), onicogrifose e emagrecimento (SANTA ROSA e OLIVEIRA,
1997; STRAUSS e BANETH, 2001; PAIVA-CALVACANTE et al., 2005). Outros sinais
como febre irregular, apatia (SLAPPENDEL, 1988), diarréia (BLAVIER et al., 2001;
CIARAMELLA e CORONA, 2003; SILVA et al., 2005; LUVIZOTTO, 2006), lesdes
oculares (GARCIA-ALONSO et al., 1996; CIARAMELLA e CORONA, 2003; FULGENCIO
et al., 2004; BRITO et al., 2004; BRITO et al., 2006; EUGENIO et al., 2006; LEITE et al.,
2010), epistaxe (MORENO et al., 1998; LUNA et al., 2000) e anemia (KOUTINAS et al.,
1999) tém sido descritos.

Quadros atipicos da doenga, com manifestaces osteoarticulares, tém sido relatados
(FEITOSA et al., 2000; FEITOSA, 2001; BLAVIER et al., 2001; LIMA et al., 2003; SOUZA
et al., 2005; RIBEIRO, 2005; FEITOSA, 2006). Anormalidades na locomogéo, aumento de
volume articular e dor a palpagdo de uma ou mais articulagdes podem ser observadas
(BLAVIER et al.,, 2001; McCONKEY et al.,, 2002) e normalmente estdo associadas ao
desenvolvimento de poliartrites (AGUT et al., 2003; SOUZA et al., 2005; FREITAS et al.,
2012). Geralmente as poliartrites ndo sdo erosivas e podem ou ndo estar associadas a
sinovites, com presenca de aumento de volume articular acompanhada de artralgia e,
ocasionalmente, atrofia muscular (BLAVIER et al., 2001; AGUT et al., 2003).

ManifestacGes clinicas relacionadas ao sistema nervoso central sdo consideradas raras na
LVC. Entretanto, podem ser observados quadros de alteragdo comportamental, convulsdes,
sinais clinicos sugestivos de meningite ou lesdes compressivas, além de vasculites e
hemorragias espinhais (VINUELAS et al.,, 2001; FONT et al., 2004; GUTTADAURO, 2004;
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CAUDURO et al., 2011). A inflamag&o granulomatosa decorrente da presenga do parasita, a
vasculite e o depdsito de imuno-complexos nas meninges tém sido associados ao
desenvolvimento dos sintomas (SARIDOMICHELAKIS, 2009).

2.9 DIAGNOSTICO

Atualmente, diversas metodologias estdo disponiveis para o diagndstico da LVC. O
diagndstico laboratorial pode ser feito pelo exame parasitoldgico direto, por meio de testes
imunolégicos, como imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou ensaios imunoenzimaticos
(ELISA), por método de imunohistoquimica e, mais recentemente, através de métodos
moleculares de amplificagdo do &cido nucléico (PCR e PCR-Real Time) (MOREIRA et al.,
2007; QUEIROZ et al., 2010; SOLCA et al., 2012).

O diagnostico parasitologico baseia-se na identificagdo microscopica direta de formas
amastigotas do protozoério em esfregacos de aspirado de linfonodos, medula 6ssea, bago e
figado (FEITOSA, 2001; MOREIRA et al., 2007; MARCONDES et al., 2011). Apesar da
presenca de uma Unica forma amastigota ser confirmatéria para o diagndstico da LVC, esta
técnica tem a sensibilidade de apenas 50%, nos aspirados de medula 6ssea, e 30%, nos
aspirados obtidos de linfonodos (FERRER, 1999), além de ser um método invasivo, com
probabilidade de riscos para o animal (SUNDAR e RAI, 2002).

A imunohistoquimica combina técnicas histolégicas, imunoldgicas e bioquimicas, e
consiste na detecgdo de antigenos “in situ” por meio da utilizacdo de um anticorpo policlonal
ou monoclonal primério e especifico, e de um sistema de enzima e substrato cromdgeno que
se deposita no local da reagdo antigeno-anticorpo, possibilitando sua visualizacdo. Na LVC, o
diagndstico depende do achado de estruturas coradas pelo cromdgeno, de forma e tamanho
compativeis com formas amastigotas (RAMOS-VARA, 2005).

Os métodos imunoldgicos sdo Uteis para a triagem de casos, particularmente em inquéritos
epidemioldgicos (REY, 2001). Os testes mais largamente utilizados sdo a RIFI, o ELISA, o
teste de aglutinacéo indireta (DAT) e o Western blotting (GRIMALDI et al., 2012), sendo a
RIFI e 0 ELISA (BRASIL, 2006; MARCONDES et al., 2011), as técnicas recomendadas pelo
Ministério da Saude para avaliacdo da soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais e

censitarios.
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A RIFI é amplamente utilizada no diagndstico da LVC, apresentando elevadas taxas de
sensibilidade, mesmo quando se utilizam como antigeno outras espécies de Leishmania, tais
como L. Mexicana e L. Braziliensis (COSTA, 2004). No entanto, pode haver resultados falso
positivos em alguns cées sadios resistentes que entraram previamente em contato com o
parasito, além de resultados falso negativos em cées afetados que ndo produziram anticorpos
(fase pré-patente) (FEITOSA, 2001). A especificidade deste teste torna-se prejudicada pela
presenca de reacdes cruzadas com doencas causadas por outros tripanossomatideos, como o
da doenca de Chagas e os da leishmaniose tegumentar americana (LTA) (COSTA e VIEIRA,
2001; ALVES e BEVILACQUA, 2004).

O teste ELISA é um método cléssico utilizado na deteccéo de anticorpos para Leishmania
ndo apresentando limitacBes quanto & necessidade de condigBes laboratoriais e técnicas
especificas. O diagndstico baseado neste teste permite o uso de um grande numero de
amostras, com altos niveis de sensibilidade e especificidade, a depender do antigeno utilizado.
Antigenos sollveis derivados a partir da fase promastigota de espécies diferentes de
Leishmania sdo os mais comumente usados no diagnostico da LVC, apresentando
sensibilidade e especificidade de 80 para 100% e 85 a 95%, respectivamente (LAURENT] et
al., 2009; SANTAREM et al., 2010; MARCONDES et al., 2011). Extratos totais do parasita
tém sido descritas como sensiveis para a deteccdo de infecgdes clinicas e subclinicas em cées,
demonstrando entretanto baixa especificidade (SOUSA et al., 2011). Objetivando ampliar a
especificidade no diagnéstico da LVC, alguns antigenos recombinantes purificados de
Leishmania tém sido propostos, tais como as proteina rHSP70, a LicTXNPx e a rK39
(SILVESTRE et al., 2008; SANTAREM et al., 2010; de SOUZA et al., 2012).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método molecular que permite a
amplificacdo do DNA do parasito. A extragdo do DNA pode ser realizada a partir de amostras
de tecidos do paciente, incluindo sangue, aspirado de medula 6ssea, linfonodo, bago, figado,
além de bidpsias cutineas. A sensibilidade e especificidade atingem patamares proximos a
100% (FERRER, 1999; LUVIZOTTO, 2005).
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HISTOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL PATTERNS OF THE
SYNOVIAL MEMBRANE OF DOGS NATURALLY INFECTED BY Leishmania

(Leishmania) infantum
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Abstract

Canine visceral leishmaniasis is a severe systemic zoonosis, widely distributed on four
continents, caused by intracellular protozoan Leishmania infantum. Dogs are considered the
main reservoirs of infection which transmission occurs through the bite of female sandflies of
Lutzomyia longipalpis species. A large number of clinical signs related to disease can be
observed, such as enlarged lymph nodes, hepatosplenomegaly, skin diseases, and
osteoarticular, gastrointestinal, ocular and neurological disorders. For diagnosis,
parasitological methods, immunological and molecular techniques may be used. The aim of
this study was to determine the immunohistochemical profile of the synovial membrane of
dogs naturally infected by Leishmania infantum, from Petrolina city, Pernambuco State,
Brazil. We examined 40 samples of synovial membrane obtained from 20 cadavers of dogs
serologically positive for visceral leishmaniasis, euthanized at the Centro de Controle de
Zoonoses de Petrolina, PE. The fragments were processed by routine technique of embedding
in paraffin, 4um microtomized, submitted to specific immunohistochemistry marking and
examined by light microscopy. Histiolinfoplasmocitic infiltrates, mostly perivascular, were
observed in the synovial membranes of three animals (five samples). Five samples were
positive by immunohistochemistry test. The results showed that the synovial membrane of
dogs is a structure that can be parasitized by amastigotes of L. infantum, founded inside

macrophages, associated or not with histiolinfoplasmocitic infiltrators.

Key words: Leishmania infantum, dogs, immunohistochemistry, histopathology, synovial

membrane.
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Resumo

A leishmaniose visceral canina € uma zoonose sistémica severa, de larga distribuicdo nos
quatro continentes, causada pelo protozoério intracelular Leishmania infantum. Os cées sdo
considerados 0s principais reservatorios da infec¢éo cuja transmissdo ocorre através da picada
de flebotomineos fémeas da espécie Lutzomyia longipalpis. Um grande nimero de sinais
clinicos relacionados & doenga podem ser observados, tais como linfoadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, e dermatopatias, além de alteragBes osteoarticulares, gastrointestinais,
oculares e neuroldgicas. Para o diagndstico, métodos parasitologicos, imunoldgicos e
moleculares podem ser utilizados. Objetivou-se, com este estudo, determinar o perfil
imunohistoquimico da membrana sinovial de cées naturalmente infectados por Leishmania
infantum, provenientes do municipio de Petrolina, Estado de Pernambuco, Brasil. Foram
examinadas 40 amostras de membrana sinovial obtidas de 20 cadaveres de ces
sorologicamente positivos para leishmaniose visceral, eutanasiados no Centro de Controle de
Zoonoses de Petrolina, PE. Os fragmentos foram processados pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina, microtomizados a 4um, submetidos & marcacdo imunohistoquimica
especifica e examinados em microscopio de luz. Foram observados infiltrados
histiolinfoplasmocitarios, em sua maioria perivasculares, nas membranas sinoviais de trés
animais (cinco amostras). Em cinco amostras analisadas, o resultado da imunohistoquimica
mostrou-se positivo. Os resultados permitiram concluir que a membrana sinovial de cées
constitui uma estrutura parasitada por formas amastigotas de L. infantum, encontradas no

interior de macro6fagos, associadas, ou néo, a infiltrados histiolinfoplasmocitérios.

Palavras-chave: Leishmania infantum, cdes, imunohistoquimica, histopatologia, membrana

sinovial.



39

Introducéo

A leishmaniose visceral é uma enfermidade de carater infeccioso e crénico, difundida
em todo o mundo, causada por um protozoario heteroxénico, intracelular obrigatorio
denominado Leishmania infantum. E considerada uma importante antropozoonose, onde
homens e cées podem agir como hospedeiros (LIMA et al., 2010; COLOMBO, et al., 2011),
possibilitando a transmissdo da doenca para uma variedade de animais domésticos e selvagens
(MARCONDES et al., 2011), podendo levar a um grande nimero de sintomas e sinais
clinicos (AGUIAR et al., 2007; EL-ON, 2009). Os insetos fleb6tomos fémeas da espécie
Lutzomyia longipalpis sdo responsaveis pela transmissdo natural da doenca nas Américas
(LIMA et al., 2010; PAZ et al., 2010), enquanto os cdes (Canis familiaris) representam o
principal reservatorio doméstico da Leishmania infantum (CARRILO e MORENO, 2009;
QUEIROZ et al., 2009).

A leishmaniose visceral canina (LVC) apresenta uma variedade de apresentacdes
clinicas, relacionadas & viruléncia do parasita e & resposta imune do hospedeiro
(PARPAGLIA et al., 2007). Classicamente, 0s animais apresentam sinais inespecificos como
febre, perda de peso, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia, além de dermatopatias
(FEITOSA, 2001; CIARAMELLA e CORONA, 2003; PAIVA-CAVALCANTE et al., 2005)
e oftalmopatias (CIARAMELLA e CORONA, 2003; BRITO et al., 2006).

Mesmo sendo incomuns, sinais osteoarticulares também podem ser observados em
animais infectados por Leishmania infantum (SANTOS et al., 2006). Anormalidades na
locomocéo, aumento de volume articular e dor & palpacéo de uma ou mais articulagdes podem
estar presentes (BLAVIER et al., 2001; McCONKEY et al., 2002) e normalmente estdo
associadas ao desenvolvimento de poliartrites (AGUT et al., 2003; SOUZA et al., 2005).
Geralmente as poliartrites ndo séo erosivas e podem ou ndo estar associadas a sinovites, com
presenca de aumento de volume articular acompanhada de artralgia e, ocasionalmente, atrofia
muscular (BLAVIER et al., 2001; AGUT et al., 2003).

Duas teorias tém sido propostas para a patogénese das poliartrites por Leishmania
(BLAVIER et al., 2001): a presenca do parasita, induzindo uma inflamag&o granulomatosa da
sindvia, ou a deposicdo de imuno-complexos na membrana sinovial, desenvolvendo uma
reacdo de hipersensibilidade do tipo 11l (SLAPPENDEL e FERRER, 1990; McCONKEY et
al., 2002) com posterior inflamacdo, migracdo de neutrofilos e destruicdo articular por

enzimas hidroliticas (SANTOS et al., 2006). O liquido sinovial pode apresentar aumento das



40

proteinas totais e da celularidade, com predominancia de neutrofilos e linfocitos. Formas
amastigotas de L. infantum podem ser encontradas parasitando macrdfagos, neutrofilos,
eosinofilos, células endoteliais ou fibroblastos (RODRIGUEZ et al., 1996). Em decorréncia
da inflamacdo, a membrana sinovial pode apresentar grande numero de infiltrados de
plasmdcitos, linfocitos, macréfagos e fibroblastos, muitas vezes parasitados pelo protozoério
(McCONKEY et al., 2002).

Diferentes técnicas podem ser empregadas no diagndstico da leishmaniose visceral
canina (GONTHJO e MELO, 2004). Métodos parasitologicos (SUNDAR e RAI, 2002),
imunoldgicos (MOREIRA et al.,, 2002; MARCONDES et al., 2011) e moleculares
(TAVARES et al., 2003) tém sido bastante utilizados. A demonstra¢do do agente etioldgico
mediante exames citoldgicos, histopatoldgicos e imunohistoquimicos de amostras de 6rgdos
linféides, representa uma alternativa diagndstica, possibilitando a analise estrutural do tecido

parasitado, além da identificacdo direta do protozoario.

Objetivou-se, com este trabalho, determinar o perfil histoldgico e imunohistoquimico
da membrana sinovial de cédes naturalmente infectados por L. infantum, provenientes do

municipio de Petrolina, Estado de Pernambuco, Brasil.

Material e métodos

Foram coletadas 40 amostras de membrana sinovial provenientes de 20 animais
eutanasiados pelo Centro de Controle de Zoonoses do estado de Pernambuco, como parte do
programa de controle da LV em funcdo da positividade nos testes de Imunoadsorgéo
Enzimética (ELISA) e/ou exame parasitoldgico. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Previamente a eutanasia, todos os animais foram submetidos a uma avaliacdo clinica e
ortopédica completa, e os dados registrados em fichas individuais. Logo apds a eutanasia,
através de abordagem crénio-lateral as articulages fémuro-tibio-patelar direita e esquerda de
cada animal, conforme Piermattei (1999), fragmentos de membrana sinovial de
aproximadamente 1,5 cm foram coletados e fixados em solu¢do tamponada de formalina a
10% e acondicionados em frascos plasticos de polietileno com tampas durante 24 a 48 horas.
Apoés a fixacdo, as amostras foram submetidas a processamento histolégico de rotina e

coradas por hematoxilina e eosina (HE), ou processados para imuno-detec¢do de amastigotas
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de acordo com a metodologia descrita por Tafuri et al. (2004), com a utilizagdo de soro
hiperimune de cdo como anticorpo primario e sistema de detecgdo a base de estreptavidina-
biotina-peroxidase disponivel comercialmente (LSAB+ kit, Dako USA). A marcacdo foi

revelada com diaminobenzidina (DAB).

Resultados e discussdo

Ao exame fisico, todos os animais apresentavam trés ou mais sinais clinicos da
leishmaniose visceral canina, dentre eles hiperpigmentacdo escrotal, hipotricose, lesdes de
pele ulcerativas e descamativas, conjuntivite, linfadenopatia e onicogrifose. A presenga de
ectoparasitas (pulgas e carrapatos) também foi evidenciada em todos os animais. Ao exame
ortopédico, foi observado que apenas um animal apresentava crepitacdo nas articulacdes
coxofemorais e nos joelhos. Em nenhum deles foi detectada claudicag&o, artralgia ou aumento

de volume articular.

As membranas sinoviais coletadas ndo apresentaram nenhuma alteragdo macroscdpica
evidente. AlteracBes microscopicas foram identificadas nas membranas sinoviais de trés
animais; apenas um deles apresentava sintomatologia ortopédica (crepitacdo articular). As
alteracbes histopatoldgicas encontradas foram presenga de infiltrados histiociticos ou
histiolinfoplasmocitérios (Figura la) nas camadas intima e/ou subintima da membrana
sinovial, sendo observadas de formas amastigotas de L. infantum parasitando macréfagos
(Figura 1b).

O exame histopatolégico da membrana sinovial esquerda do animal que apresentava
crepitagdo articular revelou a presenga de infiltrados histiolinfoplasmocitarios moderados,
multifocais, em boa parte perivasculares, além da proliferacdo de fibroblastos (Figura 2a e
2b).

A avaliagdo imunohistoquimica das membranas sinoviais coletadas revelou a
imunomarcacdo de formas amastigotas parasitando macr6fagos nas amostras de membrana
sinovial coletadas de trés animais (Figura 3a e 3b). Em um dos animais, apenas a membrana
sinovial direita foi positiva e nenhum deles apresentava sintomas de doenga articular. No

animal que apresentava crepitacdo articular, a imunohistoquimica foi negativa.
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Sintomas ortopédicos, tais como claudicacéo, dor e aumento de volume articular s&o
considerados menos comuns, sendo poucos o0s relatos sobre doengas osteoarticulares
relacionadas a leishmaniose visceral canina. McConkey e colaboradores (2002) descreveram
um caso de poliartrite por LVC, com manifestagcdes importantes, tais como artralgia, aumento
de volume articular e claudicacdo, possivelmente relacionada a sinovite, decorrente da
presenca de formas amastigotas intra-articulares. Entretanto, nos animais deste estudo, a
evidéncia de formas amastigotas na membrana sinovial, tanto na imunohistoquimica, quanto
no exame histopatoldgico, ndo foi suficiente para desencadear um processo inflamatério
capaz de provocar qualquer sintomatologia ortopedica. Para desencadear uma doenca articular
importante, € necessario que a presenca do protozoério desencadeie uma inflamagao
granulomatosa; ou que imuno-complexos sejam depositados na articulagéo, o que cursaria
com um processo inflamatério da sindvia, segundo Santos e colaboradores (2006). Nenhum

dos dois eventos ocorreu nos animais com imunomarcacao positiva neste estudo.

As alteracBes histopatoldgicas encontradas nas membranas sinoviais estudadas, foram
observadas nos cdes que apresentaram imunomarcagdo positiva para L. infantum, e em um
animal com imunomarcacdo negativa. Nas regifes onde foram observados infiltrados
histiolinfoplasmocitérios nos animais positivos, macrdfagos parasitados por formas
amastigotas de L. infantum também foram evidenciados. Entretanto, mesmo em regifes que
ndo correspondiam a infiltrados inflamatdrios, macrofagos parasitados também foram
encontrados. No animal negativo, foram observados infiltrados perivasculares, moderados e
multifocais, contendo macréfagos, plasmacitos e linfécitos. O fato de terem sido observados
infiltrados inflamatérios com as mesmas caracteristicas nas membranas sinoviais tanto com
imunomarcacdo positiva quanto negativa, sugere tratar-se de uma alteracdo inflamatdria
inespecifica, ou seja, 0 processo inflamatério nesse caso ndo foi desencadeado
necessariamente por Leishmania. As articulagcdes do joelho correspondem a uma regiéo de
constantes impactos e sobrecarga de peso, altamente susceptivel a inflamagdes inespecificas e,
portanto, macrofagos parasitados poderiam eventualmente ser atraidos para focos com

inflamacéo prévia.

Evidéncias de crepitacbes ou “clicks”, na avaliacdo da salde articular, podem
relacionar-se a lesdes da cartilagem articular ou meniscos, que caracterizam as osteoartroses
(PIERMATTEI, 1999). Esta ultima pode desenvolver-se em decorréncia de doencas
degenerativas, imunomediadas e infecciosas cronicas, que eventualmente podem induzir a

deposicdo de imuno-complexos capazes de destruir a articulagdo (SANTOS et al., 2006;
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FOSSUM, 2005). Neste caso, a crepitacdo das articulacdes coxofemorais e dos joelhos de um
dos animais avaliados, provavelmente ndo apresentou relagdo com a leishmaniose visceral
canina, visto que ndo foram encontradas formas amastigotas parasitando a membrana sinovial
do animal. Associando a sintomatologia ortopédica as alteracGes histopatoldgicas observadas,

sugere-se uma osteoartrose de etiologia indeterminada.

Concluséao

Com base nos resultados, pode-se concluir que a membrana sinovial de cdes constitui
uma estrutura parasitada por formas amastigotas de L. infantum. Estas sdo encontradas dentro

de macro6fagos associadas, ou ndo, a infiltrados histiolinfoplasmocitérios.
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Figura 1. Membrana sinovial de cdo naturalmente infectado por L. infantum. A: infiltrado
histiolinfoplasmocitario na camada subintima (seta). HE. Aumento de 100X. B: formas amastigotas de L.
infantum parasitando macréfagos (seta). HE. Aumento de 400X. Detalhe: macr6fago parasitado com
formas amastigotas de Leishmania intracitoplasmaticas.

Figura 2. Membrana sinovial de cdo naturalmente infectado por L. infantum. A: infiltrados
histiolinfoplasmocitérios perivasculares na camada subintima (setas). HE. Aumento de 100X. B: infiltrado
histiolinfoplasmocitario perivascular (estrela). HE. Aumento de 400X.
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Figura 3. Membrana sinovial de cdo naturalmente infectado por L. infantum. Imunomarcacéo de formas
amastigotas de Leishmania sp no citoplasma de macréfagos (setas) (A e B). Complexo estreptavidina-
peroxidase. Aumento de 400x.
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DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI- Leishmania (Leishmania) infantum NO
HUMOR AQUOSO E LIQUIDO SINOVIAL DE CAES COM INFECCAO NATURAL



51

DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-Leishmania (Leishmania) infantum NO
HUMOR AQUOSO E LIQUIDO SINOVIAL DE CAES COM INFECCAO NATURAL

DETECTION OF 1gG ANTIBODIES ANTI-Leishmania (Leishmania) infantum IN
AQUEOUS HUMOR AND SYNOVIAL FLUID OF DOGS WITH NATURAL
INFECTION

Maira Santos Severo; Marilia de Andrade Santana; Leucio Camara Alves; Maria Aparecida da Gloria Faustino

Abstract

In Brazil, canine visceral leishmaniasis (CVL) is a chronic disease caused by intracellular
protozoan Leishmania infantum and transmitted through the bite of female sandflies of the
Lutzomyia longipalpis. In regions where disease is endemic, infected animals may present
asymptomatic, oligosymptomatic or develop severe generalized disease. A large number of
clinical signs and symptoms can be observed, such as lymphadenopathy,
hepatosplenomegaly, and skin diseases, and osteoarticular changes, gastrointestinal, ocular
and neurological disorders. The aim of this study was to detect 1gG antibodies anti-
Leishmania infantum in the aqueous humor and synovial fluid of dogs naturally infected by L.
infantum. We used 20 animals from the Center for Zoonosis Control in the city of Petrolina.
Samples of synovial fluid (n = 40), and aqueous humor (n = 40) were analyzed for the
presence of anti-Leishmania antibodies, using the test-linked immunosorbent assay (ELISA).
A sample of aqueous humor and seven synovial fluid samples were positive for the test,
possibly due to the spread intra-ocular and intra-articular of the parasite, resulting in the
effective formation of antigen-anti-Leishmania antibodies complexes. The results showed that
anti-Leishmania antibodies can be detected in the aqueous humor and synovial fluid of dogs

naturally infected by L. infantum using the ELISA test.

Keywords: Leishmania sp., dogs, eyes, joint
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Resumo

No Brasil, a leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenga crbnica, causada pelo
protozoéario intracelular Leishmania infantum e transmitida através da picada de
flebotomineos fémeas da espécie Lutzomyia longipalpis. Em regides onde a doenga é
endémica, os animais infectados podem apresentar-se assintomaticos, oligossintométicos ou
desenvolver doenga generalizada severa. Um grande nimero de sintomas e sinais clinicos
pode ser observado, tais como linfoadenomegalia, hepato-esplenomegalia, e dermatopatias,
além de alteracOes osteoarticulares, gastrointestinais, oculares e neuroldgicas. Objetivou-se,
com este estudo, detectar anticorpos IgG anti-Leishmania infantum no humor aquoso e
liquido sinovial de cdes com infecgdo natural por L. infantum. Foram utilizados 20 animais
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses do municipio de Petrolina. Amostras de
liquido sinovial (n=40) e de humor aquoso (n=40) foram analisadas para a presenca de
anticorpos anti-Leishmania, mediante a utilizacdo do teste de Imunoadsorcdo Enzimética
(ELISA). Uma amostra de humor aquoso e sete amostras de liquido sinovial apresentaram
resultado positivo para o teste, possivelmente em decorréncia da disseminagéo intra-ocular e
intra-articular do protozoario, acarretando na efetiva formacdo de complexos
antigenosanticorpos anti-Leishmania. Os resultados permitiram concluir que anticorpos anti-
Leishmania podem ser detectados no humor aquoso e no liquido sinovial de cées

naturalmente infectados por L. infantum através do teste ELISA.

Palavras-chave: Leishmania sp., cées, olhos, articulagbes
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Introducéo

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) é causada pela Leishmania (Leishmania)
infantum e os cées tém sido considerados os principais reservatdrios da infecgdo (SILVA et
al., 2011; SECUNDINO et al., 2012).

Os animais infectados podem desenvolver uma sintomatologia clinica variada,
caracterizada por dermatopatias, linfadenomegalia, perda de peso, onicogrifose (DANTAS-
TORRES, 2009) e lesbes oculares, particularmente, quadros de blefarite, uveite, edema de
cOrnea, conjuntivite e coriorretinite e Ulceras de cornea (ANDRADE et al., 2006g;
ANDRADE et al., 2006b, BRITO et al., 2006).

Anormalidades no sistema locomotor tém sido descritas e associadas a depoésitos de
imunocomplexos intra-articulares (SOUZA et al., 2005; LUVIZOTTO, 2006; MACHADO et
al., 2007), onde os animais podem apresentar desde quadros de algias nas articulagbes dos
membros, rigidez articular, e periostite proliferativa, at¢ o aumento anormal da
convexividade anterior da coluna vertebral (FEITOSA et al., 2000; SOUZA et al., 2005;
SILVA, 2007; SILVA et al, 2007).

O diagndstico laboratorial da leishmaniose visceral em cées baseia-se na deteccdo de
formas amastigotas de L infantum em material provenientes da biopsia de pele, figado, baco,
linfonodo e medula dssea, além de métodos sorologicos (LAURENT]I, 2009) e moleculares
(MARTTNEZ et al., 2011). Contudo, em areas endémicas, a analise do liquido sinovial e
humor aquoso de pacientes com sintomatologia ocular e locomotora pode se tornar uma
ferramenta complementar no diagnostico.

Objetivou-se, com este estudo, detectar anticorpos 1gG anti-Leishmania infantum no

humor aquoso e liquido sinovial de cées com infeccéo natural.

Material e métodos

Foram utilizados 20 cdes, de raca e idade variadas, sintomaticos para LVC,
provenientes do municipio de Petrolina, Estado de Pernambuco. Os animais utilizados no
presente estudo foram eutanasiados pelo Centro de Controle de Zoonoses do estado de
Pernambuco, como parte do programa de controle da LV em funcdo da positividade nos testes
de Imunoadsorcdo Enzimética (ELISA) e/ou exame parasitologico. O experimento foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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Antes da coleta do liquido sinovial e humor aquoso, todos os animais foram
submetidos & avaliagdo clinica, oftdlmica e ortopédica, segundo Feitosa (2008), visando
identificar alteragBes relacionadas & LV. A coleta do humor aquoso foi realizada mediante
paracentese da cAmara anterior, na porcéo limbica lateral de cada um dos olhos, com o auxilio
de seringas e agulhas hipodérmicas descartaveis. As amostras foram, em seguida,
acondicionadas em tubos de polipropileno do tipo eppendorf devidamente identificados, e
armazenadas a temperatura de -20°C até a realizacdo dos testes. Mediante a puncdo das
articulagGes escépulo-umeral ou fémuro-tibio-patelar direita e esquerda de cada animal com
auxilio de seringas e agulhas hipodérmicas descartaveis, amostras de liquido sinovial foram
coletadas, identificadas e armazenadas da mesma maneira do humor aquoso (PIERMATTEI,
2001).

Resultados e discussdo

AlteragOes oculares foram observadas em 45% (9/20) dos animais avaliados neste
estudo. Tal freqiiéncia foi baixa quando comparada aos resultados obtidos por Molleda et al.
(1993), ao observar lesbes oculares em 80,5% dos 41 cdes com leishmaniose visceral. Ja Pefia
et al. (2000) encontraram uma frequéncia de 24,4% dos casos de cdes infectados por L.
infantum apresentando disturbios oftadlmicos. Tal divergéncia de resultados ocorre,
provavelmente, devido & patogenicidade da cepa de Leishmania envolvida, ou duragdo e tipo
de resposta imune desenvolvida pelo animal.

A Unica alteracdo ocular observada nos animais deste estudo foi a conjuntivite,
diferentemente do que fora relatado por Pefia et al. (2000), ao observarem o desenvolvimento
de mais de uma lesdo em 74,28% dos cées estudados, ap0s infec¢do natural. Ja Brito (2004)
verificou que lesdes Unicas eram mais freqlientes. Segundo Molleda et al. (1993) e Slappendel
et al. (1988), as desordens oculares que se manifestam na LVC normalmente envolvem a
conjuntiva, podendo ou ndo se apresentar de forma isolada.

Observou-se, neste estudo, a apresentacdo bilateral da conjuntivite, dado ao
envolvimento sisttmico da doenca. Molleda et al. (1993) referiram acometimento unilateral
na fase inicial, no entanto admitiram como factivel o envolvimento bilateral nos estagios mais
avancados. Brito (2004) verificou que a manifestagdo bilateral era a mais prevalente na

infeccdo natural, representando 89,47%.
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O humor aquoso de apenas 5% (1/20) dos animais deste estudo apresentou anticorpos
IgG anti-Leishmania ao teste ELISA. O referido animal apresentava quadro de conjuntivite
bilateral. Segundo Garcia-Alonso et al. (1996) a presenca de niveis especificos de anticorpos
anti-Leishmania no humor aquoso sugere a participagdo direta da resposta imunomediada,
com depositos de imunocomplexos no segmento anterior do olho, o que pode estar
relacionado & inflamacéo da conjuntiva observada.

As conjuntivites também podem desenvolver-se em decorréncia da extensdo direta de
lesGes cutlneas (EL HASAN et al., 1998), ou ainda por via hematégena (SLAPPENDEL et
al., 1988; BRITO, 2004). Tal fato explicaria a presenca de tal oftalmopatia nos oito animais
que apresentaram o teste ELISA do humor aquoso negativo.

Dias (1998) detectou anticorpos anti-Leishmania (IgM e 1gG) no humor aquoso e
vitreo, utilizando a técnica de ELISA, enquanto Brito (2006) demonstrou que o ELISA,
utilizando o peptideo S7, foi capaz de detectar anticorpos anti-Leishmania, expressados em
densidade dptica, no humor aquoso de cées naturalmente infectados. Entretanto, no presente
estudo, o humor aquoso foi analisado pela mesma técnica, obtendo resultados negativos na
maioria das amostras de humor aquoso analisadas.

A LVC é uma afeccéo sistémica que acarreta o desenvolvimento de oftalmopatias,
dermatopatias, disturbios osteoarticulares, linfoadenomegalia, perda de peso entre outros
sinais clinicos (CIAMARELLA et al., 1997; BLAVIER et al., 2001; NARANJO et al., 2005).
As manifestacfes oculares sucedem, em casos de infeccdo natural, entre 16 e 80,49% dos
animais (KOUTINAS et al., 1999; PENA et al., 2000; BRITO, 2004) num periodo que varia
de um més a sete anos (SLAPPENDEL e GREENE, 1990).

Dos 20 animais estudados, apenas um apresentou sintomatologia ortopédica,
caracterizada somente pela crepitagdo articular. Segundo Blavier et al. (2001) sinais
osteoarticulares sdo incomuns, sendo, segundo Saridomichelakis (2009) normalmente
representados pelas poliartrites.

Das amostras de liquido sinovial analisadas, 17,5% (7/40) revelaram presenca de
anticorpos anti-Leishmania infantum através do teste ELISA. Segundo Ciaramella e Corona
(2003) e Silva et al. (2007), a resposta imunomediada por anticorpos pode estar relacionada a
presenca do protozodrio intra-articular, visto que é possivel isolar formas amastigotas de L.
infantum a partir do liquido sinovial e de material de bidpsia 6ssea. Entretanto, a infec¢éo
sinovial, segundo Saridomichelakis (2009), induz uma resposta inflamatoria do tipo

granulomatosa que, além do depdsito de imunocomplexos, esté associada ao desenvolvimento
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das poliatrites. Entretanto, neste estudo, dos animais que apresentaram liquido sinovial

positivo para 1gG anti-Leishmania, nenhum apresentou sintomas relacionados a tal afeccéo.

Concluséo

Anticorpos anti-Leishmania podem ser detectados no humor aquoso e no liquido
sinovial de cdes naturalmente infectados por L. infantum através do teste ELISA. A resposta
direta imunomediada por anticorpos pode relacionar-se & detec¢do de 1gG anti-Leishmania
nestes fluidos, ndo acarretando, necessariamente, no desenvolvimento de sintomatologia

oftdlmica ou ortopédica.
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ALTERACAO ESTRUTURAL E DO PARASITISMO DA CONJUNTIVA DE CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum

STRUCTURAL CHANGES AND OF THE PARASITISM OF CONJUNCTIVA
FROM DOGS WITH NATURAL INFECTION OF Leishmania (Leishmania) infantum

Maira Santos Severo, Vinicius Vasconcelos Gomes de Oliveira, Leucio Camara Alves, Maria Aparecida da

Gloria Faustino

Abstract

Visceral Leishmaniasis is a chronic anthropozoonosis, distributed in over 88 countries, thus
having great importance in public health. It is caused by Leishmania infantum in Latin
America and the transmission to humans and animals occurs through the bite of female
insects of the Lutzomyia longipalpis species. Dogs are considered the main reservoirs of the
disease, whose main symptoms are weight loss, loss of appetite, dermatopathies,
lymphadenopathy, onychogryposis and ophtalmopathies. The aim of this study was to
investigate the parasitism and histological changes of the conjunctiva of dogs naturally
infected by Leishmania infantum, from Petrolina municipality, Pernambuco State, Brazil. We
examined 40 samples of conjunctiva obtained from 20 cadavers of dogs serologically positive
for visceral leishmaniasis, euthanized at the Center for Zoonosis Control of Petrolina, PE. The
fragments were processed by routine technique of paraffin embedding, the microtomized,
submitted to specific immunohistochemistry marking and examined by light microscopy. In
five samples, the results of immunohistochemistry were positive. The results showed that the
conjunctiva is a structure parasitized by amastigotes of L. infantum, found inside

macrophages, usually associated with histiolinfoplasmocitic infiltrates.

Keywords: Leishmania sp., dogs, immunohistochemistry, histopathology, conjunctiva.
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Resumo

A Leishmaniose Visceral é uma antropozoonose de carater crénico, distribuida em mais de 88
paises, possuindo assim grande importancia na satde publica. E causada pela Leishmania
infantum na América Latina e sua transmissdo a0 homem e aos animais ocorre através da
picada de fémeas hematofagas de insetos da espécie Lutzomyia longipalpis. Os cdes séo
considerados 0s principais reservatorios da doenca, cujos principais sintomas sdo
emagrecimento, perda do apetite, dermatopatias, linfoadenomegalia, onicogrifose, além de
lesbes oculares. Objetivou-se, com este estudo, investigar o parasitismo e as alteragdes
histoldgicas da conjuntiva de cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum,
provenientes do municipio de Petrolina, Estado de Pernambuco, Brasil. Foram examinadas 40
amostras de conjuntiva, obtidas de 20 cadaveres de cdes sorologicamente positivos para
leishmaniose visceral, eutanasiados no Centro de Controle de Zoonoses de Petrolina, PE. Os
fragmentos foram processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina, microtomizadas
a 4um, submetidos & marcacdo imunohistoquimica especifica e examinada em microscopio de
luz. Em cinco das 40 amostras analisadas, o resultado da imunohistoquimica mostrou-se
positivo. Os resultados permitiram concluir que a conjuntiva de cées constitui uma estrutura
parasitada por formas amastigotas de L. infantum, encontradas no interior de macréfagos,

geralmente associadas a infiltrados histiolinfoplasmocitarios.

Palavras-chave: Leishmania sp., cdes, imunohistoquimica, histopatologia, conjuntiva.
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Introducéo

A leishmaniose visceral canina (LVC) tem sido considerada, clinicamente, uma
enfermidade de carater imunomediado (SLAPPENDEL e FERRER, 1998; STRAUSS-
AYALI e BANETH, 2001; FERRER, 2002). Classicamente, os animais infectados
desenvolvem sinais inespecificos como febre, perda de peso, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia, (FEITOSA, 2001; CIARAMELLA e CORONA, 2003; PAIVA-
CAVALCANTE et al., 2005; SOUSA et al., 2012).

Contudo, apesar da natureza viscerotropica do protozoario, as lesbes oculares
particularmente blefarites, conjuntivites e ceratoconjuntivites tém sido relacionadas & LVC
(CIARAMELLA e CORONA, 2003; BRITO et al., 2006; SARIDOMICHELAKIS, 2009).

Os mecanismos envolvidos na patogénese da doenca ocular relacionada a infeccdo
por L. infantum incluem o desenvolvimento de reagdo inflamatdria associada & presenca do
protozoario, a formacdo de imuno-complexos, além de manifestacdes sistémicas da LVC com
repercussoes oculares (GARCIA-ALONSO et al., 1996; NIETO et al., 1999; PENA et al.,
2008; SARIDOMICHELAKIS, 2009).

Segundo Garcia-Alonso et al. (1996), a deposicdo de imuno-complexos em diferentes

componentes do olho, pode suscitar a lise celular e consequente leséo ocular.

Em virtude da importancia das lesbes oculares associadas & LVC na clinica de
pequenos animais, objetivou-se, neste estudo, investigar o parasitismo e as alteragdes
histoldgicas da conjuntiva de cées naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)

infantum.

Material e métodos

Foram utilizados fragmentos de tecido conjuntival provenientes de ambos os olhos de
20 caes, totalizando 40 amostras. Os animais apresentavam diagndstico positivo para
leishmaniose visceral nos testes de Imunoadsor¢do Enzimética (ELISA) e/ou exame
parasitologico, tendo sido eutanasiados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Petrolina,
estado de Pernambuco, como parte do programa de controle da LV em fungdo da positividade
nos testes. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

Rural de Pernambuco.
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Previamente, os animais foram submetidos & avaliacéo clinica e oftalmica, segundo
Feitosa (2008) e, posteriormente fragmentos de conjuntiva (1,5cm) foram coletados, fixados
em solucdo tamponada de formalina 10% e acondicionados em frascos plasticos de
polietileno, com tampas, durante 24 a 48 horas. Apos a fixagdo, as amostras foram submetidas
a processamento histoldgico de rotina, coradas por hematoxilina e eosina (HE), e processadas
também para imuno-detecgdo de amastigotas de acordo com a metodologia descrita por Tafuri
et al. (2004).

Resultados e discussado

Inicialmente, todos os animais deste estudo apresentaram trés ou mais sinais clinicos
considerados especificos de LVC, dentre eles hiperpigmentacéo escrotal, hipotricose, lesdes
de pele ulcerativas e descamativas, linfadenopatia e onicogrifose. Ao exame oftalmico, foi
observada, como Unica alteracéo ocular, a conjuntivite bilateral em 45% dos cdes (9/20). A
freqliéncia aqui observada foi inferior aos resultados obtidos por Molleda et al. (1993), ao
observarem lesdes oculares em 80,5% dos animais com LVC e inferior a frequéncia de 24,4%

observada por Pefia et al. (2000).

Diferentemente de Pefia et al. (2000) e Brito (2004), que detectaram mais de um sinal
clinico oftalmico em cées com infeccdo natural por L. infantum, neste estudo foi observado

apenas a conjuntivite como alteragdo ocular.

Com relagdo a conjuntivite bilateral, deve-se ter em mente que a grande maioria das
conjuntivites em cées quase sempre apresenta uma causa predisponente (GELATT, 2001), e
sua natureza bilateral encontra-se associada ao periodo de evolucdo da doenca,
particularmente infec¢des cronicas como a LVC (MOLLEDA et al., 1993; BRITO, 2004), a
cepa do protozoério envolvida, ao tropismo do parasita, além da resposta imune desenvolvida
pelo hospedeiro vertebrado (GARCIA-ALONSO et al., 1996).

Ainda neste sentido, Garcia-Alonso et al. (1998) afirmaram que a presenca de
oftalmopatia na LVC pode néo ter relagdo com os sinais sisttmicos da enfermidade e, na

maioria dos casos, se apresenta de forma bilateral.

A andlise histoldgica, alteragdes microscopicas foram identificadas em 12,5% (5/40)

das conjuntivas examinadas, sendo observada presenca de infiltrados histiolinfoplasmocitarios
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subepiteliais (Figura 1a), ocorrendo de forma discreta a moderada. Plasmadcitos e macréfagos
foram evidenciados geralmente ao redor dos vasos conjuntivais, notadamente naqueles mais
superficiais, caracterizando quadro de perivasculite. Formas amastigotas de L. infantum

também foram evidenciadas parasitando macréfagos (Figura 1b).

Infiltrado inflamatorio linfoplasmocitéario tem sido relatado em diferentes segmentos
do olho (MOLEDA et al., 1993; GARCIA-ALONSO et al., 1998; NARANJO et al., 2005;
BRITO, 2006). A conjuntiva apresenta um importante papel como 6rgdo linfoide,
apresentando, segundo EICHENBAUM et al. (1987), o conjuntival associated lymphoid
tissue (CALT) como érea especializada apta a receber e apresentar antigenos. O predominio
de células inflamatérias nessa regido poderia, entdo, estar relacionado a resposta imune

especifica conjuntival.

E importante salientar que os fragmentos de conjuntiva que apresentaram alteracées
estruturais pertenciam a 33.3% (3/9) dos cées portadores de conjuntivite, entretanto, nos
demais animais que apresentaram tal oftalmopatia, ndo foi observada nenhuma alteracdo
histoldgica na mucosa conjuntival. Segundo El Hasan et al. (2000), este achado pode ser
explicado em fungéo da conjuntivite poder desenvolver-se em decorréncia da extenséo direta
de lesdes cutaneas, podendo, inclusive, advir da via hematdégena (SLAPPENDEL et al., 1988;
BRITO, 2004).

A avaliag8o do parasitismo por L. infantum no tecido conjuntival através da técnica de
imunohistoquimica revelou a presenca formas amastigotas em 12,5% (5/40) dos fragmentos
examinados (Figura 2a e 2b). Assim como observado por Tafuri et al. (2004) e Diniz et al.,
(2005), a imunohistoquimica possibilitou a marcacdo de formas amastigotas em fragmentos

de conjuntiva, permitindo a fécil visualizacdo dos parasitas marcados.

Concluséao

Formas amastigotas de L. infantum podem ser encontradas parasitando a conjuntiva de
cées naturalmente infectados. A presencga de conjuntivite isoladamente em animais com LVC
ndo constitui um achado clinico importante, contudo em areas endémicas a utilizacdo da
técnica de imunohistoquimica pode servir como uma ferramenta auxiliar no diagndstico da

LVC, particularmente nos animais que ndo apresentarem sinais sistémicos da doenga.
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Figura 1. Conjuntiva de cdo naturalmente infectado por L. infantum. A: infiltrados histiolinfoplasmocitérios
perivasculares na camada subepitelial (setas). HE. Aumento de 100X. B: Presenca de formas amastigotas de L.
infantum no interior de macréfago. HE. Aumento de 1000X. Detalhe: macrdfago parasitado com formas
amastigotas de Leishmania intracitoplasmaticas.

Figura 2. Conjuntiva de cdo naturalmente infectado por L. infantum. A. Notar Formas amastigotas de L.

infatum no interior de macr6fagos (seta). Complexo estreptavidina-peroxidase. Aumento de 400X. B. Formas
amastigotas no interior de macréfago (seta). Complexo estreptavidina-peroxidase. Aumento de 400X. Detalhe:
Macréfago parasitado com formas amastigotas de L. Infantum.
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DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-Leishmania (Leishmania) infantum NO
LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO DE CAES COM INFECCAO NATURAL

DETECTION OF 1gG ANTIBODIES ANTI-Leishmania (Leishmania) infantum IN
CEREBROSPINAL FLUID OF DOGS WITH NATURAL INFECTION

Maira Santos Severo, Marilia de Andrade Santana, Neurisvan Ramos Guerra, Leucio Camara Alves, Maria

Aparecida da Gloria Faustino

Abstract

The canine visceral leishmaniasis, caused by the intracellular protozoan Leishmania infantum,
is an important zoonosis transmitted through the bite of insects of the species Lutzomyia
longipalpis. Dogs are considered the main reservoirs of the disease, and may develop a
specific clinical signs such as lymphadenopathy, hepatosplenomegaly, weight loss, fever, eyes
and skin damage, and more rarely, neurological symptoms. Most infected animals develop
active disease, characterized by high titres of anti-Leishmania antibodies and reduced
lymphoproliferative ability. The aim of this study was to investigate the presence of anti-
Leishmania antibodies in cerebrospinal fluid (CSF) samples of naturally infected dogs for L.
infantum. We used 20 aliquots of CSF obtained from 20 cadavers of dogs serologically
positive for visceral leishmaniasis, euthanized at the Center for Zoonosis Control of Petrolina,
PE. The samples were subjected to ELISA S7 test, and 1gG antibodies anti-L. infantum were
identified in one of them. The results showed that Leishmania infantum can cause breakdown
of filtration barriers allowing the transfer of antibodies from the blood to the cerebrospinal

fluid compartment, even without neurological symptoms.

Keywords: Leishmania sp., dogs, CSF, ELISA.
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Resumo

A leishmaniose visceral canina, causada pelo protozoério intracelular Leishmania infantum, é
uma importante zoonose transmitida através da picada de insetos flebdtomos da espécie
Lutzomyia longipalpis. Os cées, considerados os principais reservatorios da doenca, podem
desenvolver sinais clinicos diversos, tais como linfoadenopatias, hepato-esplenomegalia,
perda de peso, febre, lesbes oculares e de pele, e mais raramente, sintomas neurolégicos. A
maior parte dos animais infectados desenvolve a doenca ativa, caracterizada por elevados
titulos de anticorpos anti-Leishmania e reduzida habilidade linfoproliferativa. Objetivou-se, a
partir deste estudo, investigar a presenga de anticorpos anti-Leishmania em amostras de
liquido cefalorraquidiano (LCR) de cdes naturalmente infectados por L. infantum. Foram
utilizadas 20 aliquotas de LCR obtidas de 20 cadaveres de cdes sorologicamente positivos
para a doenca, eutanasiados no Centro de Controle de Zoonoses de Petrolina, PE. As amostras
foram submetidas ao teste ELISA S7, e anticorpos IgG anti-Leishmania foram identificados
em uma delas. Os resultados mostraram que a Leishmania infantum pode causar falha nas
barreiras de filtragdo, possibilitando a transferéncia de anticorpos do sangue para o

compartimento do LCR, mesmo na auséncia de sintomas neurologicos.

Palavras-chave: Leishmania infantum, cdes, LCR, ELISA.
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Introducéo

O envolvimento do sistema nervoso central na LVC é considerado raro, podendo
relacionar-se a quadros de alteracdo comportamental, convulsées, sinais clinicos sugestivos de
meningite ou lesBes compressivas, além de vasculites e hemorragias espinhais (VINUELAS
et al., 2001; FONT et al., 2004; GUTTADAURO, 2004; CAUDURO et al., 2011). A
inflamacdo granulomatosa decorrente da presenca do parasita, a vasculite e o deposito de
imuno-complexos nas meninges tém sido associados ao desenvolvimento dos sintomas
(SARIDOMICHELAKIS, 2009). Leishmania (Leishmania) infantum também pode ser
encontrada livre ou parasitando macrdéfagos do sistema nervoso central, sem a presenca de
reacdo inflamatoria tecidual (PUGLIESE et al., 2006).

Anticorpos anti- L. infantum ja foram evidenciados no liquido cefalorraquidiano
(LCR) de caes sintomaticos naturalmente infectados (GARCIA-ALONSO et al., 1996;
VINUELAS et al., 2001; LIMA et al., 2003). Sugere-se que 0 protozoario seja capaz de
provocar a quebra da barreira hematoencefélica de filtracdo, acarretando na transferéncia de
anticorpos e antigenos do sangue para o compartimento do LCR (GARCIA-ALONSO et al.,
1996; BLAVIER et al., 2001; LIMA et al., 2003).

Objetivou-se neste trabalho detectar a presenga de anticorpos 1gG anti- L. infantum no

Liquido Cefalorraquidiano (LCR) de animais com LVC.

Material e métodos

Foram utilizadas amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) provenientes de 20 cdes
com diagndstico positivo para leishmaniose visceral, nos testes de Imunoadsor¢éo Enzimética
(ELISA) e/ou exame parasitologico. Os animais utilizados no presente estudo foram
eutanasiados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Petrolina, estado de Pernambuco, como
parte do programa de controle da LV em fungéo da positividade nos testes de Imunoadsorcéo
Enzimética (ELISA) e/ou parasitoldgico. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Previamente a coleta das amostras de LCR, os animais foram submetidos a exame
clinico, obtendo-se inicialmente dados referentes a anamnese, tais como estado geral do

animal, sexo, idade, porte, evolucdo do processo e local de procedéncia. Em seguida,
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avaliacdo fisica e neuroldgica foram realizadas, visando identificar sintomas relacionados a
LVC.

A coleta do LCR foi realizada mediante a pungéo da cisterna magna com agulha
hipodérmica estéril de dimensdes 40cm x 12cm. Trés mililitros de LCR foram coletados de
cada animal, e em seguida acondicionados em tubos de polipropileno do tipo eppendorf e
armazenados a temperatura de -20° C, até a realizagdo do teste. Para a deteccdo de anticorpos
anti-L. infantum nas amostras, foi utilizado o kit ELISA-S7 (Biogene Industria e Comércio)
com antigeno concentrado (3x), visando ampliar a sensibilidade do teste. Controles positivos
e negativos foram incluidos na placa. Diante da concentracéo reduzida de anticorpos no LCR,

as amostras foram diluidas na proporgdo 1:2 para serem submetidas ao teste ELISA.

Resultados e discussdo

Todos os animais avaliados apresentavam sinais especificos da LVC, tais como
dermatopatias, linfadenomegalia, perda de peso, oftalmopatias e onicofrifose. Estes sinais
clinicos sdo concordantes com outras pesquisas que os descrevem como cléssicos para LVC
(NOLI, 1999; FERRER, 1999; CIARAMELA e CORONA, 2003; CORTADA et al., 2004).

Ndo foi observado qualquer sinal clinico relacionado ao sistema nervoso. As
manifestacBes neuroldgicas associadas a LVC sdo consideradas raras (BLAVIER et al.,
2001), e podem estar ausentes mesmo na presenca de degeneracdo neuronal (GARCIA-
ALONSO et al., 1996).

A avaliacio fisica, as amostras de liquor coletadas mostraram-se incolores, ndo sendo
observado nenhuma alteragdo digna de nota, concordando com Gama et al. (2005), que

asseguram a transparéncia destes fluidos.

Apenas uma das amostras analisadas apresentou positividade ao teste ELISA. Tal
resultado difere dos achados de Vifiuelas et al. (2001) e Lima et al. (2003) ao reportarem a
presenca de elevados titulos de 1gG anti- L. infantum no LCR de cées infectados.

O resultado positivo obtido, concorda com os achados de Garcia-Alonso et al. (1996),
Blavier et al. (2001) e Lima et al. (2003), ao citarem que a Leishmania sp. é capaz de
provocar a quebra da barreira hematoencefalica de filtracdo, acarretando na transferéncia de

anticorpos e antigenos do sangue para o compartimento do LCR.
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A auséncia de sintomas neuroldgicos nos animais deste estudo pode estar relacionada
a baixa freqliéncia de detec¢do de anticorpos no LCR. Segundo Lima et al. (2003), IgG anti-L.
infantum pode ser identificado através do teste ELISA em animais apresentando sintomas

neuroldgicos tais como convulsdo, ataxia e paralisia.

Segundo Nieto et al. (1996), formas amastigotas do parasita podem ser evidenciadas
parasitando o plexo cordide de cées naturalmente infectados por L. infantum, e no interior de
macrdéfagos em animais com quadro de meningite por Leishmania sp. Tal fato sugere que 0s
anticorpos detectados em uma das amostras de liquor deste estudo podem estar relacionados a

possivel presenca do protozoario no compartimento do LCR.

Além disso, a possibilidade da producdo intratecal de anticorpos ndo pode ser

excluida, visto que ja foi evidenciada em casos de maléria (FINLEY et al.,1982).

Concluséao

Anticorpos anti- L. infantum sdo encontrados no LCR de cées naturalmente infectados
por L. infantum, utilizando-se o teste ELISA. A reduzida frequéncia de cdes com amostra de
LCR obtidas neste estudo pode ser explicada pela auséncia de sinais neurolégicos nos animais

estudados.
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CONCLUSOES GERAIS

- Anticorpos IgG anti- L. Infantum sdo encontrados, através do teste ELISA S7, no
LCR, no humor aquoso e no liquido sinovial de cdes naturalmente infectados. Tal resultado
pode estar relacionado & resposta imunomediada especifica associada & presenca do parasita

no compartimento do LCR e nos ambientes intra-ocular e intra-articular

- Formas amastigotas de L.infantum podem ser encontradas parasitando a conjuntiva e
a membrana sinovial de cées naturalmente infectados, sendo evidenciadas dentro de

macrdfagos associadas, ou ndo, a infiltrados histiolinfoplasmocitérios.



