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RESUMO

BARCELOS, Daniella Silva. “Aspectos clinicos e parasitarios de cées infectados
naturalmente por Leishmania spp. em duas areas de transmissdo intensa com
diferentes caracteristicas ambientais e sociais’’. 2009. 91p. Dissertagdo (Mestrado
em Medicina Veterinaria, Patologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Medicina Vetinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2009.

A leishmaniose visceral canina ¢ uma importante doenca de saude publica no Brasil e
no mundo. O cdo ¢ considerado importante reservatério e fonte de infeccdo da
Leshmania infantum para o homem por apresentar altas prevaléncias da infecgdo,
presenca de formas amastigotas na pele e por se fazer sempre presente nos ambientes
domésticos e peridomésticos. O objetivo desse estudo foi avaliar os aspectos clinicos,
parasitologicos e sorologicos da leishmaniose visceral canina em cdes naturalmente
infectados em duas areas distintas de transmissdo intensa. Foram realizados exames
hematologicos, bioquimicos e soroldgicos, assim como andlise histopatologica da pele
integra de orelha dos 41 caes provenientes de Conceicdo de Jacarei/RJ e 42 caes de
Campo Grande/MS. Quando utilizou-se a histopatologia como uma ferramenta auxiliar
no diagndstico da LVC, a eficacia da detec¢do dos animais infectados dobrou em
relacdo a utilizagdo somente do teste soroldgico. As principais manifestacdes clinicas
como as lesdes de pele, hipertrofia generalizada dos linfonodos e hepatoesplenomegalia
foram encontradas nos cdes das duas areas estudadas. Entretanto, a intensidade e
freqiiéncia de sinais clinicos observados variaram entre as duas localidades: enquanto
que em Concei¢do de Jacarei/RJ a maioria dos animais mostrou-se assintomatico, o
perfil clinico dos cdes estudados em Campo Grande/MS foi predominantemente
polissintomatico. O infiltrado inflamatdrio constituiu um achado histolégico comum na
pele dos caes infectados, estando sempre associado a presenca dos parasitas. Porém, o
infiltrado nos cdes de Campo Grande/MS foi predominantemente moderado e intenso,
com a presenga de células mononucleares e neutr6filos na maioria dos caes. As severas
alteracdes no tecido conjuntivo da derme dos animais, associadas a perda da arquitetura
normal e conseqiiente substituicdo das fibras grossas de colageno pelas fibras finas,
foram freqiientemente evidenciadas nos cdes que apresentaram um intenso infiltrado
inflamatorio, areas de necrose e presenca abundante de formas amastigotas. As formas
amastigotas foram encontradas independentemente da sintomatologia observada e da
area geografica de ocorréncia. Observamos que nos animais com sintomatologia clinica
que continham poucas ou nenhuma forma amastigota, o infiltrado inflamatério era
constituido principalmente de linfocitos e macrofagos. Quando muitos parasitas
estavam presentes, o infiltrado era adicionalmente constituido por polimorfornucleares
(neutrofilos). A associa¢ao da presenca de polimorfornucleares na pele integra de caes
com caracteristicas clinicas sugestivas de LVC poderia aumentar a eficacia do
diagnostico. Importante o fato de termos encontrado, tanto em Conceicdo de Jacarei/RJ
como em Campo Grande/MS, 75% de cdes assintomaticos com parasitas na pele. Deste
modo a pele pode ser considerada um importante reservatorio de formas amastigotas em
cdes assintomaticos. Em éareas endémicas, os cdes com sintomatologia clinica sdo
aqueles logo direcionados ao exame soroldgicos e conseqiientemente descartados.
Assim, os cdes sem sintomatologia clinica (e com parasitas na pele) constituem
importantes fontes de infeccdo para os vetores. O mesmo raciocinio diz respeito aos
animais soro-negativos, metade deles, por apresentarem as formas amastigotas, estariam
atuando como importantes hospedeiros reservatérios da infec¢do para o homem.

Palavras-chave: LVC; Conceigdo de Jacarei/RJ; Campo Grande/MS.



ABSTRACT

BARCELOS, Daniella Silva. “Clinical and parasitological aspects of dogs naturally
infected by Leishmania spp. in two areas of intense transmission with different
environmental and social aspects”. 2009. 91p. Dissertation (Master Science in
Veterinary Medicine, Animal Diseases) Institute of Veterinary, Faculty of Veterinary
Medicine, Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The canine visceral leshmaniasis is an important public health disease in Brazil and
around the word. Dogs are considered important reservoir and source of Leshmania
infantum infection to human due to their high prevalences of infection, the presence of
amastigote forms in the skin and because they are found in the domestic and peri-
domestic environment. The objective of this study was to evaluate the clinic,
parasitological and serological aspects of the canine leishmaniasis in dogs naturally
infected in two endemic distinct area. Hematological, biochemical and serological
assays were performed, as well as the histopatologic exams of the entire ear skin of 41
dogs coming from Concei¢do de Jacarei/RJ and 42 dogs of the Campo Grande/MS.
When histopathology was used as an auxiliary tool for diagnostic of CVL, the efficacy
of detection of the infected animal double compared to the serological test only. The
main clinical manifestations as skin lesions, generalized lymphadenomegaly and
hepatosplenomegaly were found in dogs from the two studied areas. However, the
intensity and frequency of the clinical signs varied between the two localities: while in
Conceicao de Jacarei/RJ the majority of animals were asymptomatic, the clinical profile
of dogs from Campo Grande/MS was predominantly polysymptomatic. The
inflammatory infiltrate constituted a common histological finding in the skin of infected
dogs, always associated to the presence of parasites. Nevertheless, the infiltrate in dogs
from Campo Grande/MS was predominantly moderate and intense with mononuclear
cells and neutrophils in the majority of the dogs. The severity changes in the dermis
connected tissue associated to the lost of normal architecture and consequent
substitution of the thick collagen fibers by the thin fibers were frequently found in dogs
with intense inflammatory infiltrate, necrosis areas and presence of abundant amastigote
forms. The amastigote forms were found independently of the symptoms and the
geographic area. In animals with clinical signs that harbor few or none amastigotes, the
inflammatory infiltrate was mainly constituted by lymphocytes and macrophages. When
many parasites were present, the infiltrate was additionally constituted by
polymorphonuclears (neutrophils). The association between the presence of
polymorphonuclears in intact dog skin with clinical characteristic of CVL would
increase diagnostic efficacy. A significant finding was that 75% of asymptomatic dogs
with skin parasites were found in both localities. In this sense, the skin may be
considered an important reservoir of amastigote forms in asymptomatic dogs. In
endemic areas dogs with clinical symptoms are promptly selected to serological test and
consequently discarded. In this manner, dogs with no clinical symptoms (but with skin
parasites) constitute an important source of infection to the vectors. The same idea may
be correlated to sero-negatives animals, a half of the animals with amastigote forms
would act as important reservoir hosts to human.

Key words: CVL. Conceicao de Jacarei/RJ. Campo Grande/MS.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo infec¢des parasitarias que acometem animais domésticos,
silvestres e o homem. Sdo causadas por protozoarios digenéticos da ordem Kinetoplastida,
incluidos na familia Trypanosomatidae e no género Leishmania. Vivendo alternadamente em
hospedeiros vertebrados e invertebrados, sdo parasitas intracelulares obrigatérios que se
reproduzem por divisdo binaria no interior das células do Sistema Fagocitico Mononuclear
(SFM) de mamiferos susceptiveis, como forma flagelada ou promastigota encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota nos tecidos dos vertebrados. A
transmissdo do parasito ocorre durante o repasto sanguineo de fémeas de dipteros da familia
Phlebotominae, género Lutzomyia (Novo Mundo) ou Phlebotomus (Velho Mundo).

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) ¢ causada pela Leishmania (Leishmania)
infantum, sendo os principais vetores, os flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis.
Recentemente, L. cruzi foi descrita como espécie transmissora da LV no Estado do Mato
Grosso do Sul. Os hospedeiros incluem grande variedade de mamiferos, inclusive o homem,
sendo infec¢des mais comuns as que ocorrem nos mamiferos silvestres; em areas urbanas e
periurbanas, o cdo ¢ o hospedeiro de maior importincia epidemioldgica, pois, quando
infectado, constitui o principal reservatorio doméstico do parasita e tem papel fundamental na
transmissao para humanos. O controle das leishmanioses ainda enfrenta grandes barreiras, nao
so relacionadas a disponibilidade de drogas curativas, mas, também relativa ao controle dos
reservatorios, movimentagao de populagdes, urbanizagdo desordenada, mudancas climaticas
dentre outros fatores.

A LVC, no Brasil, coexiste com a doengca humana em todos os focos conhecidos
sendo, porém, mais prevalente e, regra geral, precedendo a ocorréncia da doenga humana. Os
caes infectados pela L. infantum apresentam um bem conhecido espectro de caracteristicas
clinicas que podem variar de aparente estado sadio ao severo estagio final. De modo geral, o
quadro clinico se assemelha a doenga humana, com febre irregular de longo curso, palidez de
mucosas € um emagrecimento progressivo, até o estado de caquexia intensa, na fase terminal.
A hipertrofia do SFM, levando a esplenomegalia, hepatomegalia e adenopatia generalizada,
sdo bastante freqiientes. No entanto, os sinais mais evidentes estio relacionados as alteragdes
cutaneas e¢ de faneros: perda de pélos, podendo ser observadas no focinho, orelhas e
extremidades; descamacdo ou dermatite furfurdceas, que acompanham a depilacdo;
alongamento das unhas (onicogrifose); opacificacio da cdrnea (ceratite intersticial), apos

conjuntivite purulenta; além de outros sinais como apatia, diarréia, hemorragia intestinal,



paresia dos membros posteriores, edema e vOmitos. Alteragdes hematologicas envolvendo
eritrocitos, leucdcitos e plaquetas sao freqlientemente observados na doenga canina

A constante modificacdo dos ambientes naturais e conseqiiente fragmentagdo da
paisagem original, entre outros fatores, vém sendo responsabilizados pela emergéncia e re-
emergéncia de doencas parasitdrias. Como conseqiiéncia o homem passou a ser um
hospedeiro acidental de varios agentes que até entdo estavam restritos ao ambiente silvestre,
podendo ser citado dentre eles as leishmanioses. Neste contexto, o estudo de parasitoses com
enfoque na saude animal e humana torna-se imprescindivel para a elaboracdo de projetos em
saude publica e de vigilancia epidemioldgica.

O Brasil enfrenta atualmente a expansao e a urbanizagdo da LV com casos humanos
e grande numero de cades 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, com a ocorréncia de importantes epidemias em vdrias
cidades em todo o territorio nacional.

A importancia do cdo na epidemiologia das leishmanioses varia de regido para
regido. Existe um consenso de que particularidades regionais associadas a ecologia da area
endémica, bem como a sub-populacdes de parasitos, espécies de hospedeiros e vetores,
estariam influenciando o carater infectivo dos caes de um local para outro. Assim, enquanto
que em algumas 4reas a retirada sistematica de cdes sorologicamente positivos resulta em
uma diminui¢do da prevaléncia da infeccdo em humanos, em outras regides isso nao
acontece. A pele € o 6rgdo que se expde inicialmente a entrada do parasito e sua densidade
parasitaria tem sido associada a presenca de perfil inflamatorio granulomatoso em caes com
LV, além de ser de grande importancia na transmissdo da doenga, especialmente em caes
assintomaticos. A diferenca no quadro clinico, na quantidade de formas amastigotas e no
tipo de reacdo inflamatoria encontradas na pele integra dos animais infectados, sugere que o
céo parasitado por L. infantum pode, dependendo da area geografica em que se encontra
apresentar maior ou menor importancia como fonte de infec¢do para o vetor.

O objetivo desta dissertagdo foi (a) avaliar a saude de cdes naturalmente infectados
por Leishmania spp através dos perfis de exames hematoldgicos ¢ bioquimicos; (b) estudar
o padrdo da infecgdo utilizando-se de testes parasitologicos, sorologicos e histologicos na
pele integra dos cdes naturalmente infectados; (c) descrever o padrdo inflamatoério da
infec¢@o na pele integra dos caes amostrados; (d) caracterizar o processo de reparo tecidual

conseqliente a inflamagdo na pele; (e) avaliar se existe uma correlagdo entre a clinica e/ou



sorologia com a presenca de parasitas na pele integra em duas areas de ocorréncia da LVC,

com diferentes caracteristicas ambientais e sociais.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Aspectos Epidemioldgicos da LV

1.1.1 Agente etiologico

A leishmaniose visceral americana (LVA), ou calazar, ¢ uma antropozoonose causada
por L. infantum, protozoario pleomorfico intracelular, com formas promastigotas (com flagelo
externo) e amastigotas (ndo-flageladas). Pertence ao filo Mastigophora, que inclui todos os
protozoarios com um ou mais flagelos e reprodugdo assexuada por divisdo bindria, ordem
Kinetoplastida, caracterizada pela presenga de um cinetoplasto, e a familia Trypanosomidae,
género Leishmania spp (LAINSON & SHAW, 1987; KONTOS & KOUTINAS, 1993;
RIBEIRO, 1997; SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997; FEITOSA et al, 2000;
CIARAMELLA & CORONA, 2003; GREENE et al., 2006).

Todas as espécies de Leishmania exibem um ciclo heteroxénico semelhante. Formas
promastigotas desenvolvem-se no tubo digestivo de um inseto hospedeiro, flebétomo; formas
amastigotas, arredondadas e sem flagelo, sendo parasitos intracelulares obrigatorios,
encontram-se nas células do SFM de hospedeiros vertebrados (LAINSON & SHAW, 1987;
FEITOSA et al., 2000; SAO PAULO, 2006). O tamanho da forma promastigota varia muito;
o corpo mede, em geral, 10,0 a 20,0 x 1,5 a 3,0 um, com um flagelo freqlientemente muito
maior que o corpo. A forma amastigota mede de 2,5 a 1,5 x 6,8 a 4,5 um, dependendo da
espécie do parasito (LAINSON & SHAW, 1987; GREENE et al., 2006).

A LV é encontrada em quatro dos seis continentes. Na India e no leste da Africa, é
causada pela L. (Leishmania) donovani (LAVERAN & MENSIL, 1903), sendo responsavel
pela forma visceral classica (antroponose) e pela leishmaniose dérmica pos-calazar. Na China,
na Asia Central e nos paises mediterrineos da Europa e da Africa, é causada pela L.
(Leishmania) infantum (NICOLLE, 1908). Nas Américas, o agente responsavel pela LV em
seres humanos e cdes foi primeiramente identificado como L. (Leishmania) chagasi (CUNHA
& CHAGAS, 1937; LAINSON & SHAW, 1987; LAINSON & SHAW, 1992; SAO PAULO,
2006). Atualmente a comunidade cientifica nacional e internacional reconhece que L. (L.)

chagasi ¢ sinonimo de L. (L.) infantum (MAURICIO et al., 2001; AZEVEDO, 2004).



1.1.2 Agente Transmissor

A ocorréncia das espécies de Leishmania é normalmente limitada a distribui¢do do
vetor, que ¢ determinada geograficamente. Os vetores pertencem a subfamilia Phlebotominae,
que se divide em dois géneros principais: Phlebotomus e Lutzomyia. Na Europa, na Asia e na
Africa (Velho Mundo), os vetores das espécies causadoras das LV e LVC sdo do género
Phlebotomus (LAINSON & SHAW, 1987; GREENE et al., 2006). Nas Américas (Novo
Mundo), os vetores sdo do género Lutzomyia (PEARSON & QUEIROZ-SOUSA, 1996).

Certas espécies do flebotomo sdo encontradas em florestas, ao passo que outras
endémicas em regides de deserto e algumas peridomiciliares, residentes em restos de lixo ou
entulhos préximos as casas ou construgdes em areas rurais (LAINSON & SHAW, 1987),
embora também sejam encontradas em areas urbanas, tais como Teresina (PI), Belo Horizonte
(MG), Rio de Janeiro (RJ), Camacari (BA), Trés Lagoas (MS), Corumba (MS), Sao Luis
(MA), Fortaleza (CE), Palmas (TO), Aragatuba (SP), Bauru (SP), entre outras (WHO, 1998;
BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006).

A L. (Lutzomyia) longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912) é o vetor da L. (Leishmania)
infantum, enquanto outras espécies de Lutzomyia sido vetores dos agentes das leishmanioses
tegumentares americanas (MATHIAS, 2004; SANTOS, 2006). Diversamente, nos estados de
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (cidades de Corumba e Ladario), parece que a transmissao
também esta a cargo da L. cruzi (SANTOS et al., 1998; ALVAR et al., 2004; MAROLI &
KHOURY, 2004; SAO PAULO, 2006).

Os flebotomineos adultos, cuja capacidade de voo ¢ de cerca de trezentos metros, tém
habitos alimentares crepusculares e/ou noturnos: raramente sdo encontrados durante o dia,
devido a luminosidade. As formas aladas abrigam-se nos mesmos locais dos criadouros e em
anexos peridomiciliares, principalmente em abrigos de animais domésticos. Somente as
fémeas sdo hematofagas obrigatorias, pois necessitam do sangue para o desenvolvimento dos
ovos. Alimentam-se de ampla variedade de animais vertebrados de sangue quente, entretanto
tém predile¢do por aves, geralmente, galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus), que nao
mantém a infec¢do por Leishmania spp. Por isso, elas ndo sdo consideradas fontes de
infeccdo, mas somente elementos importantes para a manutencdo do vetor no meio ambiente.
Vale a pena ressaltar que a presenga de animais domésticos e silvestres em dareas
peridomiciliares provavelmente atrai um grande ntimero de espécies de flebotomineos,
contribuindo, assim, para a agregacdo das espécies de vetores nas dreas rurais €

peridomiciliares (ALEXANDER et al., 2002; COUTINHO, 2005; BRASIL, 2006; SANTOS,
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2006; SAO PAULO, 2006). Coutinho et al. (2004) sugerem a capacidade vetorial do
Riphicephalus sanguineus para L. infantum, abrindo, assim, novas perspectivas da

epidemiologia da LV.

1.1.3 Reservatorios

Os reservatorios do parasito incluem grande variedade de animais mamiferos. As
infecgdes mais comuns ocorrem nos mamiferos silvestres, como cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous), raposas (Dusicyon vetulus), gambas (Didelphis albiventris), roedores,
edentados (tamandud, bicho-preguica e tatu), procionideos (mao-pelada e quati), suinos e
primatas (inclusive o homem) e, ainda, animais domésticos como caes (Canis familiaris) e
eqiiinos (Equus caballus) (LAINSON & SHAW, 1987; BRASIL, 2006; SILVA, 2006).
Varios estudos indicam que a metade dos cdes com anticorpos anti-Leishmania ndo apresenta
sinal algum de doenca (assintomaticos), embora infec¢des subclinicas e/ou assintomaticas
sejam potencialmente transmissiveis aos flebotomineos (FEITOSA et al., 2000; ALVAR et
al., 2004; GRAVINO, 2004; ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2006; GREENE et al., 2006;
SAO PAULO, 2006).

1.1.4 Ciclo Evolutivo e transmissao

O ciclo biologico da L. infantum ¢ do tipo heteroxénico e inicia-se com o repasto do
fleb6tomo infectado (fémeas de L. longipalpis ou L. cruzi) com a forma promastigota
metaciclica (infectante). As formas infectantes sdo liberadas na epiderme e fagocitadas por
células do SFM. No interior dos macrofagos, elas diferenciam-se em formas amastigotas
(aflageladas), que sdo ovais ou redondas, possuindo geralmente um cinetoplasto visivel, as
quais se multiplicam intensamente por divisao binaria. Os macrofagos, repletos de formas
amastigotas, ficam desvitalizados e rompem-se, liberando estas formas, que, em um processo
continuo, serdo novamente fagocitadas por tecidos ricos em células do SFM, como figado,
rins, bago, linfonodos, pele, entre outros. Os vetores ingerem as formas amastigotas quando
sugam o sangue com macrofagos parasitados de um hospedeiro vertebrado infectado. Os
macrofagos parasitados, apds passagem pelo intestino anterior, rompem-se no intestino médio

abdominal, liberando ali as formas amastigotas. Tais formas sofrem nova divisdo bindria no
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tubo digestivo do inseto e diferenciam-se para formas promastigotas (flageladas). Estas, por
sua vez, sofrem por divisao bindria, multiplicagdo e diferenciacdo em formas paramastigotas,
que sdo formas flageladas fixas encontradas no intestino médio toracico (estomodeo) do vetor.
As formas paramastigotas possuem o nucleo adjacente ao cinetoplasto, portanto, ndo sao
consideradas promastigotas. Em seguida, diferenciam-se em formas promastigotas
metaciclicas, que sdo as formas infectantes. O ciclo do parasita no inseto ocorre em torno de
72 horas (CASTRO, 1996; BRASIL, 2006; GREENE et al., 2006; SANTOS, 2006; SAO
PAULO, 2006). Os sinais clinicos podem apresentar-se de trés meses a sete anos depois da
infeccao (LINDSAY, 2004).

Em humanos, hé relato de transmissdo por via congénita ou por transfusao de sangue
contaminado (PEARSON & SOUSA, 1996). Na regido do Mediterraneo, principalmente na
Espanha, na Francga, na Italia e em Portugal, um ciclo antroponédtico da LV foi observado em

pacientes com infec¢do pelo HIV, usuarios de drogas endovenosas (MATHIAS, 2004).

1.1.5 Aspectos Epidemioldgicos e ambientais

A média de casos de LV verificados em humanos ¢ de 3.400/ano (2003-2004), com
incidéncia de 2/100.000 habitantes e letalidade de 5,3%. A faixa etaria mais predisponente ¢ a
de individuos com menos de 10 anos de idade (58% dos casos). De acordo com a Organizagao
Mundial de Satde (OMS), hd 2 milhdes de novos casos a cada ano e 10% da populacdo do
mundo corre risco de infecg¢do. Caes infectados constituem o principal reservatorio domiciliar
do parasita e tém papel fundamental na transmissdo para humanos, que sdo considerados
hospedeiros acidentais (ALVAR et al., 2004, GRAVINO, 2004; MATHIAS, 2004;
ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2006; SAO PAULO, 2006). No Brasil, a LV apresenta
aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciada, em funcdo da sua ampla distribui¢ao
geografica, envolvendo as regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Na década de
1990, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos notificados de LV em humanos
ocorreram na regido Nordeste. A medida que a doenga se expandiu para as outras regides e
atingiu areas urbanas e periurbanas, esta situacdo modificou-se e, no periodo de 2000 a 2002,
a regido Nordeste ja apresentava uma redugdo para 77% dos casos do pais.

Os dados epidemiologicos dos ultimos dez anos revelam a periurbanizagdo ¢ a
urbanizagdo da LV, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte

(MG), Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis
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(MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e, mais recentemente, as epidemias ocorridas nos
municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (BRASIL, 2006; SAO
PAULO, 2006).

A LV ¢ conhecida comumente como doenca propria de area de clima seco com
precipitagdo pluviométrica anual inferior a 800 mm, e de ambiente fisiografico composto por
vales e montanhas, onde se encontram os chamados ‘“boqueirdes” e “pés-de-serra”. O
ambiente caracteristico e propicio a ocorréncia da LV ¢é aquele de baixo nivel
socioecondmico, pobreza, promiscuidade, prevalente em grande medida no meio rural e na
periferia das grandes cidades. Estas caracteristicas vém-se modificando, principalmente, nos
estados das regides Sudeste e Centro-Oeste, onde a LV se encontra urbanizada (BRASIL,
2006; SAO PAULO, 2006). As transformacdes no ambiente, provocadas pelo intenso
processo migratorio, por pressdes econdmicas ou sociais, a pauperizagcdo conseqiiente de
distor¢des na distribui¢do de renda, o processo de urbanizagao crescente, o esvaziamento rural
e as secas periodicas acarretam a expansao das areas endémicas e o aparecimento de novos
focos. Este fendmeno leva a reducdo do espaco ecologico da doenga, facilitando a ocorréncia

de epidemias.

1.2 Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

1.2.1 Aspectos clinicos da LVC

H4 muitos anos Laveran (1917) ja distinguia duas formas na evolugdo do calazar
canino: uma forma aguda, levando o animal a 6bito em poucos meses e outra forma latente,
com duragao aproximada de 2 anos, podendo evoluir para a cura clinica. Lanotte et al. (1979)
realizando estudos imunoclinicos em caes de uma area endémica na Franga para L. infantum,
também observaram que a doenga se manifestava de duas formas: a primeira (patente) que se
caracterizava por animais com sintomatologia viscero - cutinea e alta taxa de anticorpos. A
segunda forma (latente), quando os animais ndo apresentavam sintomas e a taxa de anticorpos
era baixa. Este ultimo tipo de manifestagdao ainda poderia apresentar dois desfechos distintos:
a conversao do perfil assintomatico em doenc¢a ou a evolugdo para a cura espontanea. A forma
patente manifesta-se através de uma clinica bastante semelhante a humana, com febre

irregular, anemia e emagrecimento progressivo chegando, na fase terminal, a uma caquexia



intensa. Os sinais mais evidentes estdo relacionados com o emagrecimento e as alteracdes
cutaneas e de faneros: alopecia focal ou generalizada, pequenas lesdes crostosas, isoladas ou
concéntricas, descamacdo e dermatite furfurdcea que acompanham a depilacdo, alongamento
das unhas (onicogrifose) e, eventualmente, ceratite intersticial apos episodios de conjuntivite
(ALENCAR, 1959; LANOTTE et al., 1979, MARZOCHI et al.,1985). Segundo Hommel
(1978) a alopecia ¢ explicada pela acdo do parasita no foliculo piloso ou devido a um
distirbio do metabolismo do 4cido pantoténico, decorrente da lesdo hepatica, ou ainda, pela
deposicdo dos imunocomplexos existentes na membrana basal da pele, induzindo um
processo auto-imune desencadeador da alopecia. O alongamento das unhas costuma ser
explicado pelo estimulo do parasita na matriz ungeal (LETOSQUARD & DONATIEN,
1938). Entretanto, o estado de apatia em que o animal permanece durante a doenca dificulta o
desgaste natural das unhas (MARZOCHI et al.,1985). A hepatoesplenomegalia e a adenopatia
generalizada sdo conseqiientes do acometimento do SFM (MARZOCHI et al., 1985). De
acordo com Adler (1964), o emagrecimento ¢ atribuido ao desequilibrio proteico que levaria a
uma intensa albuminudria. Catarsini (1981), no entanto, explica este fendomeno pelo
comprometimento da mucosa digestiva. A explica¢do para os outros sinais clinicos ¢ menos

conclusiva (HOMMEL, 1978).

1.2.2 Epidemiologia da LVC

O cdo ¢ considerado o mais importante reservatorio do parasita no ambiente doméstico
e peridoméstico. As espécies de canideos selvagens foram descritas por Deane & Deane
(1954) e Lainson e colaboradores (1990) como importantes reservatorios e fonte de infeccao
para o cao doméstico devido a estreita relacdo entre o ecdtopo silvestre e o peridomicilio.
Uma vez estabelecido que o cdo seja a principal fonte de infecgdo para o homem e agente de
dispersdo da doenca, a OMS preconiza seu sacrificio em areas endémicas, desde que neste
encontre-se parasito ou que seja sorologicamente positivo (WHO, 1996). A correlagdo entre a
condi¢do clinica do cdo e sua infectividade vem sendo estudada ha algum tempo. Deane &
Deane (1955), no Ceard, encontraram dentre os cdes assintomaticos, somente 8% portadores
de formas amastigotas na pele. Vexenat et al. (1994) no Piaui, utilizando a prova Lmet DNA,
encontraram mais de 30% dos cdes assintomaticos com o parasita na pele. Este fato demonstra
que, com o advento de testes mais sensiveis a importancia do cdo como reservatdrio

doméstico vem sendo refor¢ada.



Pinelli et al. (1994), estudando um grupo de caes da raga beagle infectados com L.
infantum também observaram duas formas de reagdo: i) os animais que se mantiveram
assintomaticos e ii) os animais que apresentaram manifestagdes clinicas da LV. Para cada
caso foram observadas respostas celulares e humorais bastante distintas. No caso dos cdes que
permaneceram assintomaticos (considerados animais resistentes), uma forte resposta
linfocitaria proliferativa aos antigenos leishmaniais, sugeriam que, como no homem e no rato,
a resposta ¢ mediada por células T. No segundo caso (considerados animais suscetiveis), ndo
houve proliferagdo de linfocitos in vitro, fato que também coincide com o homem e o rato
(HALDAR, 1983). Pinelli et al. (1994) mostram ainda que, os caes resistentes produzem
baixos titulos (igual ou menor que 1:80) pela Reagdao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFT)
enquanto os suscetiveis apresentam titulos elevados (1:320 ou mais). Estudos ainda colocam
em discussdo a retirada dos cdes no controle da doenca (EVANS et al., 1992; D’OLIVEIRA
JR. et al. 1997). Dietze et al. (1997), estudaram o impacto da retirada dos cdes no Espirito
Santo sobre a transmissao da LVA. Num estudo prospectivo de intervengao, foram escolhidas
trés cidades separadas através de barreira geografica (montanhas), todas endémicas para LVA.
Em duas delas, apds inquérito sorologico, promoveram a retirada de todos os cdes soro
reagente. Na cidade controle, mantiveram-se todos os cdes. Durante 12 meses as taxas de
soropositividade humanas foram medidas pelo teste Dot-Elisa e aumentaram de 14% para
54% na cidade controle e de 15% para 54% nas cidades sob interven¢ao. Paranhos Silva et al.
(1998), estudando o efeito da migragdo de cdes sobre a incidéncia da LVA no estado da
Bahia, demonstraram que apesar de terem sido eliminados todos os caes soropositivos da area
de estudo, o nimero de notificagdes da doenca em humanos nos anos seguintes foi 5, 25, 123
e 142. Estes estudos vém demonstrando, que o critério de elimina¢do do cdo necessita ser

reavaliado.

1.3 Aspectos hematoldgicos e bioquimicos dos cées infectados

Embora os dados de hematologia, bioquimica sérica e urinalise demonstrem limitado
valor para o diagnostico da LVC, estes pardmetros fornecem importantes subsidios para
avaliacdao do estado clinico do animal e progndstico da evolugdo da doenga (COSTA VAL,
2004). A anemia ¢ um achado freqiiente na doenc¢a canina, sendo reportada em cerca de 50%
a 70% dos pacientes, tendo como caracteristicas marcantes a normocitose, normocromia €

arregeneracdo (BANETH, 2006; XAVIER, 2006). As principais causas desta alteragdo no
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hemograma seriam: perda sanguinea pela epistaxe e ulceragdes da pele, eritrdlise, inflamagao
generalizada e insuficiéncia renal cronica, hipoplasia ou aplasia medulares (KOUTINAS et
al.,, 1999; DE LUNA et al., 2000, COSTA VAL, 2004). Por outro lado, outros autores
consideram a anemia como um achado pouco freqiiente (AMUSATEGUI et al., 2003;
ALVAR et al., 2004).

As contagens total e diferencial de leucocitos ndo obedecem qualquer padrao em caes
portadores de LVC: alguns animais apresentam leucocitose com desvio a esquerda
regenerativo enquanto outros apresentam leucopenia (geralmente por neutropenia), ou mesmo
perfil leucocitario normal (AMUSATEGUI et al., 2003; COSTA VAL, 2004).

Segundo Amusategui e colaboradores (2003), a trombocitopenia ocorre entre 29% a
50%. Esta alteragdo, entretanto, pode ou ndo estar associada a alteragdes no perfil hemostatico
do paciente (AMUSATEGUI et al., 2003; COSTA VAL, 2004; XAVIER, 20006).

As alteragdes na atividade funcionais dos rins representadas pelo aumento das
concentragdes séricas de uréia e creatinina ¢ um achado relativamente comum em caes
portadores de LVC. Cerca de 45% destes animais apresentam azotemia (AMUSATEGUI et
al., 2003). A proteintiria glomerular ndo seletiva ¢ encontrada na maioria dos caes portadores
de LV (BONFANTI & ZATELLI, 2004). Uma caracteristica marcante da LVC ¢ a
disproteinemia sérica, caracterizada, por hipergamaglobulinemia que ocorre na maioria dos
cdes com LV, podendo alcancar 100% dos animas infectados (FERRER, 1999;
AMUSATEGUI et al., 2003; ALVAR et al., 2004; BONFANTI & ZATELLI, 2004;).

A composicao do perfil eletroforético das proteinas plasmaticas dos caes doentes sofre
alteragdes, principalmente quanto a relacao albumina e globulinas séricas (A/G). O aumento
da concentragdo no plasma das fracdes P e y seria responsavel pelo aumento geral das
gamaglobulinas; enquanto que a diminui¢do da albumina seria devido a perdas por
nefropatias, doencas hepaticas, subnutri¢do cronica ou até mesmo a combinagao destes fatores
(AMUSATEGUI et al., 2003; BONFANTI & ZATELLI, 2004).

Aumentos na atividade das enzimas hepdticas, bem como aumento nos teores de
bilirrubinas, ndo ocorrem com freqiiéncia nos caes portadores de LV (AMUSATEGUI et al.,
2003).

Em relacdo a urindlise, a proteintria ¢ a alteracdo mais freqlientemente descrita,
variando de cerca de 70% a 100% dos animais portadores de LV, seja em graus discretos ou

at¢é mesmo graves. Em alguns animais, a proteiniria pode ser tdo grave que chega a
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determinar alteracdes nos valores de proteinas séricas normais (AMUSATEGUI et al., 2003;

BONFANTI & ZATELLI, 2004; COSTA VAL, 2004).

1.4 Aspectos histopatologicos

Os animais infectados por leishmaniose apresentam microscopicamente na epiderme
uma hiperqueratose ortoceratdtica que pode estar associada a hiperplasia e hiperpigmentacao.
Na derme, o infiltrado inflamatério predominante ¢ mononuclear, podendo haver neutroéfilos e
eosinodfilos, comprometendo, principalmente, a derme superficial, podendo estender-se para a
derme profunda e até mesmo a hipoderme. Lesdes cutaneas nodulares, ulceradas ou nao, sdao
denominadas cancro de inocula¢do ou leishmanioma, estes nodulos sdo constituidos por
multiplos agregados de macrofagos, linfocitos, plasmocitos, células epiteliodes, onde nem
sempre o parasito esta evidente, porém pode ser detectado no interior de fibroblastos da derme
e hipoderme (LUVIZOTTO, 2006).

Uma variedade de tecidos e 6rgdos também podem apresentar-se afetados na LV,
ocorrendo principalmente, hipertrofias e hiperplasias das células do SFM em todos os 6rgdos
(COUTINHO, 2005). No figado observa-se reacao linfohistioplasmocitaria periportal,
podendo estar associado a um infiltrado de polimorfonucleares e a fibroplasia. H& hipertrofia
e hiperplasia das células de Kupffer que, assim como os macréfagos do infiltrado portal,
possuem formas amastigotas do parasito no citoplasma (LUVIZOTTO, 2006). No bago ocorre
diminui¢do das células da bainha periarteriolar com proliferagdo de macréfagos parasitados.
Ocorre também a hiperplasia da polpa vermelha e da polpa branca, com reatividade das
células endoteliais associadas a fibroplasia da parede vascular (LIMA, 2007).

Os linfonodos apresentam hipertrofia e hiperplasia dos foliculos linféides, ha também
a formagdo de agregados de macrofagos, células epitelidides e células gigantes
multinucleadas, constituindo arranjos nodulares principalmente nos quadros crénicos
(LUVIZOTTO, 2006).

Luvizotto (2006) e Lima (2007) afirmam que nos pulmdes ocorre pneumonia
intersticial crénica, com formagdes granulomatosas, fibrose intersticial e raramente
macrofagos parasitados. Na medula 6ssea apresenta uma hiperplasia da série leucocitaria, as
vezes associada a eritrocitaria, durante a fase ativa da doenga. Por outro lado, na fase final
ocorre hipocelularidade das células da linhagem eritrocitaria e leucocitaria, podendo ou nao

haver parasitos.
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No rim a lesdo mais freqiiente ¢ a glomerulonefrite causada pela deposi¢ao de
imunocomplexos, j& no intersticio predomina uma reacdo inflamatdria caracterizada por
infiltrado linfoplasmocitario, podendo haver macrdéfagos albergando amastigotas. Ainda,
pode-se observar degeneracdo tubular, necrose, inflamagdo e fibrose intersticial. Ja o
envolvimento do trato gastrintestinal ¢ demonstrado através da hiperplasia linféide das placas
de Peyer, associada ou ndo ao parasitismo. Tais lesdes sdo observadas como reagdo
inflamatoria linfohistioplasmocitaria severa, comprometendo mucosa, submucosa e muscular

da mucosa (LUVIZOTTO, 2006; LIMA, 2007)

1.4.1 Métodos de diagndstico

Os métodos empregados para o diagnostico de LVC incluem testes indiretos como a
demonstragdo de anticorpos especificos anti-Leishmania em soros de animais pelas técnicas
de RIFI, Fixacdo do Complemento e Ensaios Imunoenzimaticos. O diagndstico parasitologico
através da deteccdo microscopica do parasita na medula dssea, aspirados de linfonodos
corados com Giemsa e preparagdes histopatologicas rotineiramente preparadas com
Hematoxilina-Eosina auxiliam o diagndstico. Entretanto, apenas o isolamento do parasita por
meio de cultura in vitro ou inoculagdo em hamster sdo provas conclusivas. A direta detecgao
de parasitas em biopsias de pele em caes com LV pode ser obtida através de um simples
procedimento cirurgico, sendo esta uma boa ferramenta para um diagnostico seguro e
definitivo acompanhados pelo estado clinico do animal (FERRER et al., 1988; WHO, 1990;
BOUDOISEAU et al., 1997; TAFURI, 2001).

1.4.2 A pele e as células envolvidas na reposta inflamatoria

Estudos mostram que a pele exerce um importante papel no sistema imune,
funcionando como uma potente barreira e secretando substancias biologicamente ativas que
protegem o organismo da agdo de agentes agressores (BOSS & KAPSENBERG, 1986). E
composta pela epiderme, uma camada de tecido epitelial estratificado pavimentoso
queratinizado e pela derme, a camada de tecido conjuntivo denso ndo modelado (GARTNER
& HIATT, 1999), que por sua vez ¢ constituido por uma variedade de células e uma matriz
extracelular, complexo de macromoléculas, produzidas por fibroblastos e exportadas por eles

para o espaco intercelular JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).
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Os macrofagos sao células, cujo papel mais marcante ¢ uma rapida captura e
internalizacao de particulas (SILVA, 2003). Estas células sdo especializadas no combate a
agentes infecciosos como as espécies de Leishmania, por exemplo, (BRASIL, 2006).

Em casos de lesdes por leishmaniose, os macréfagos imaturos exercem o papel de
célula hospedeira, enquanto os macrofagos ativados sdo capazes de controlar a infecg¢ao
(SILVA, 2003).

As espécies Leishmania desenvolveram mecanismos de defesa capazes de subverter a
capacidade microbicida dos macréfagos, conseguindo sobreviver neste ambiente
potencialmente toxico e multiplicar-se até a ruptura da célula, quando entdo sdo liberadas para
infectar outros macrofagos, propagando a infec¢do. Este processo leva a liberacdo de
particulas antigénicas que serdo apresentadas ao sistema imune, gerando a resposta especifica
(BRASIL, 2006).

Os neutrofilos sdo, geralmente, as primeiras células a migrarem para o local onde
ocorre um processo inflamatério. Sua migragdo ¢ mediada por citocinas (SILVA, 2003)
produzidas por células epiteliais, endoteliais, queratindcitos e fibroblastos (CASTELLANO,
2005).

O papel dos neutrofilos ¢ o de destruir parasitas invasores, utilizando-se de
mecanismos de fagocitose e posterior destruicado do conteudo fagocitado através da acdo de
enzimas proteoliticas e de substancias reativas do oxigénio (CASTELLANO, 2005).

Na leishmaniose os neutrofilos participam da fase inicial da infec¢do, controlando o
crescimento parasitario em visceras, mas o parasita pode estabelecer a infec¢do evitando a
formagdo de uma resposta imune eficiente, através da diminui¢do da produgdo de uma
quimiocina, a IP-10, que ¢ produzida pelos neutrofilos (SILVA, 2003).

Castellano (2005) afirma que a Leishmania, além de influenciar a fungdo dos
neutréfilos, também pode aumentar o tempo de vida dos PMN (polimorfonucleares) ao inibir
a via de ativacdo de apoptose. Recrutando assim mais macréfagos para a regido, estes ao
reconhecer os PMN infectados em apoptose e iniciam o processo de fagocitose destas células.
A fagocitose de corpos apoptoticos, faz com que os macrofagos tenham suas funcdes
microbicidas silenciadas, representando uma importante via de evasdo da resposta imune e
conseqiiente estabelecimento da infecg¢ao por Leishmania spp.

Os eosinofilos sdo células produzidas na medula dssea, que exercem papel importante
nas reacdes de hipersensibilidade imediata € no controle de infec¢des por protozoarios e

helmintos (SILVA, 2003).
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Nos processos causados por Leishmania spp observa-se uma associa¢do entre os
eosinofilos e os macrofagos, sugerindo que exista uma a¢ao conjunta entre essas duas células
para a destrui¢ao do parasita (SILVA, 2003).

Os linfécitos estdo associados a resposta imunoldgica do hospedeiro. Podem ser
agrupados em trés categorias, sendo elas: Linfécitos T (imunidade celular); Linfocitos B
(imunidade humoral) e, as células NK (natural Killer) envolvidas nos fendmenos da
imunidade natural e que sdo citotoxicas, independente da estimulagdo antigénica (SILVA,
2003).

As células dendriticas sdo células apresentadoras de antigeno que se originam as
medula dssea. Exercem importante papel na reposta imunologica primaria (SILVA, 2003).

Sdo mais relevantes na apresenta¢do de antigenos nas respostas primarias. Durante a
infecgdo por Leishmania spp, as células dendriticas da epiderme, foram encontradas
infectadas com formas amastigotas (BRANDONISIO; SPINELLI & PEPE, 2004;
CASTELLANO, 2005).

Estas células quando infectadas sdo ativadas fazendo com que, ndo fiquem aderidas ao
tecido epidérmico e migrem para os linfonodos regionais, a fim de realizar a apresentagdo dos
antigenos de Leishmania as células efetoras do sistema imune (CASTELLANO, 2005).

Os mastocitos sao células do tecido conjuntivo de formato oval ou alongado, que
apresentam o citoplasma repleto de granulos metacromaticos (SILVA, 2003), onde se estocam
muitos produtos pré-formados como, a histamina, heparina, triptase, quimase,
carboxipeptidase, fator quimiotitico de neutréfilos e fator quimiotatico eosinofilico de
anafilaxia (CORREA, 2002).

Estudos recentes sugerem que os mastocitos podem ser infectados por Leishmania ¢
durante a infec¢do liberam grande quantidade de TNFa, uma citocina quimiotdtica para
neutrofilos, o que contribui para uma resposta inflamatéria mais acentuada (SILVA, 2003).

Em hospedeiros susceptiveis os mastocitos desempenham papel favoravel ao
estabelecimento da infeccdo, enquanto que em hospedeiros resistentes, a acdo destas células

seja anti-parasitaria (CASTELLANO, 2005).
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1.4.3 Papel da matriz extracelular (MEC) do tecido conjuntivo da derme

A matriz extracelular ¢ um complexo estrutural que cerca e apdia as células
encontradas nos tecidos. E composto por trés grupos de proteinas, sistema colageno, elastico e
proteoglicanas. Na derme predomina o colageno tipo I formado por fibras grossas,
entremeado a outras proteinas da matriz e células (MONTES, 1996).

Estudos relatam a participagdo direta da matriz extracelular nos eventos iniciais da
leishmaniose humana cutanea por L. braziliensis (ESTERRE et al., 1992); e também na pele
de caes naturalmente infectados, onde foram detectadas alteracdes da MEC, especialmente do
colageno tipo I.(MELO, 2005). Isto se deve ao fato de que os parasitos produzem proteases
que degradam proteinas da matriz facilitando a penetragdo na barreira dérmica e difusdo da
infeccdo. Quando as formas promastigotas da Leishmania sdao inoculadas na pele do
hospedeiro, ocorre um afrouxamento ou desprendimento da matriz do tecido conjuntivo da

derme, permitindo entdo o estabelecimento da infeccao (LIRA et al., 1997).
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2 MATERIAL E METODOS

2.4 Areas de estudo

As regides de escolha para o estudo foram duas areas distintas de transmissdo intensa
de LV: Conceig¢do de Jacarei, Rio de Janeiro, onde os casos humanos de LV foram
notificados entre os anos de 1998 a 2000 (PACHECO, comunicagdo pessoal) e Campo
Grande, situado no estado do Mato Grosso do Sul, onde os casos de LV atualmente
constituem um sério problema de saude publica.

Na regido da Costa Verde do Rio de Janeiro, em especial a cidade de Conceigdo de
Jacarei, municipio de Mangaratiba, ¢ considerada uma area endémica de LV, com base nos
fatos que existem notificagdes de calazar em humanos e em caes. Concei¢do de Jacarei faz
parte do 2° Distrito do Municipio de Mangaratiba/RJ, limitando o municipio com o de
Angra dos Reis. Encontra-se dividida entre duas unidades geomorfoldgicas: a Serra do Mar
— caracterizada pelos macigos de rochas cristalinas e metamorficas; e baixadas litoraneas —
constituidas por planicies sedimentares. Em 1970 contava com aproximadamente 30 casas,
habitadas principalmente por pescadores da regido. A facilidade de acesso contribuiu para
inimeros investimentos e agdes especuladoras que, com diversas atividades ligadas ao
turismo, induziu o processo de ocupagdo desordenada da area, contribuindo em muitos
casos para a degradagdo e fragmentagdo do meio-ambiente. Apesar dos esforcos
empreendidos, ha ainda nessa 4area uma soro-prevaléncia alta de cdes infectados e
notificacdo de casos humanos.

No Estado de Mato Grosso do Sul a doenga estd em franca expansdo, sendo
relatada desde a década de 80, inicialmente nas cidades de Corumba e Ladario, recentemente
disseminada por todo o Estado (NUNES & GALATI et al., 2000; SILVA, ANDREOTTI &
HONER, 2007), que nos ultimos anos, tem sofrido grandes modificagdes ambientais que
devem ter contribuido para a disseminagdao do vetor, entre elas estdo a constru¢do de um
gasoduto e a destrui¢do de areas do cerrado (SILVA, ANDREOTTI & HONER, 2007).

Em Campo Grande, a LV, foi descrita pela primeira vez em caninos no ano de
1998 e, os casos humanos em 2002, a partir de entdo passou a ser considerada uma doenga
emergente constituindo, atualmente, a principal doenca de origem parasitaria na saude
publica municipal. Este fato pode estar associado a alguns remanescentes florestais na area
urbana, bem como a abertura de avenidas acompanhando os cursos das dguas e a derrubada

da vegetacdo para construgdo de loteamentos nas areas periurbanas, mudanga ambientais
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que favoreceram a instalacio do vetor. (SILVA, ANDREOTTI & HONER, 2007). O
municipio de Campo Grande, com uma area de 8 mil quilometros quadrados, esta localizado
na porcao central do Estado de Mato Grosso do Sul, localizado predominantemente na bacia
hidrografica do Rio Parand, com excecdo de uma pequena por¢ao noroeste de seu territorio,
que se situa na bacia hidrografica do Rio Paraguai. O municipio de Campo Grande pertence
ao dominio da regido fitogeografica do Cerrado. A cobertura vegetal original apresenta-se
com fisionomias de Campo Limpo, Campo Sujo, Cerrado, Cerraddao, Mata Ciliar, Veredas e
Areas de Tensdo Ecologica, representadas pelo contato Cerrado/Floresta Mesofita
Semidecidua e area de formagdes antropicas. Até a década de 50, Campo Grande cresceu
ordenadamente, sendo possivel inscrever circulos concéntricos de desenvolvimento. A partir
da década de 60, foram aprovados grandes loteamentos, muito afastados do centro, alguns
totalmente descolados da malha urbana, provocando uma ruralizagdo de areas periurbanas.
A cidade conheceu uma explosdo em seu crescimento apos 1979, quando foi elevada a
categoria de Capital do recém-criado Estado de Mato Grosso do Sul em 1977. Atualmente a
populagdo urbana é de 724 mil habitantes com uma densidade de 90,5 habitantes/km®

(IBGE, 2007; SILVA, ANDREOTTI & HONER, 2007).

2.5 Animais

Os animais utilizados nesta pesquisa foram caes domiciliados (Canis familiaris)
naturalmente infectados com Leishmania spp portadores de diferentes formas clinicas da
leishmaniose. Os caes procedentes de Conceicdo de Jacarei/RJ foram coletados a partir de
um raio de 100 m dos casos humanos notificados da regido (FUNASA, 1999). Dos 70
animais coletados nesta regido, apenas em 41 animais foi possivel a realizagdo de biopsias
de pele, devido a ndo autorizagdo dos proprietarios. Na cidade de Campo Grande/MS,
utilizaram-se os animais recebidos e/ou recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses
(CC2), totalizando 42 caes.

Durante as coletas dos materiais bioldgicos os animais foram avaliados quanto aos
sinais e sintomas clinicos, os dados registrados em uma ficha clinica pré-confeccionada.
Sinais clinicos e sintomas como: alteracdes dermatoldgicas, oftalmoldgicas,
linfoadenopatias e alguns aspectos epidemiologicos (Anexo A).

As andlises histologicas das duas areas foram realizadas em conjunto com o

laboratorio de Anatomia Patoldgica e Andlises Clinicas do Hospital Veterindrio da UCDB
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(Universidade Catolica Dom Bosco), em Campo Grande/MS; os testes soroldgicos foram
realizados no laboratdério de Biologia de Tripanossomatideos do Pavilhdao Carlos Chagas —
Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

O projeto foi aprovado durante a avaliacdo de qualificacdo, pela coordenagdo de Pos-
Graduagao, ocorrida no més de Novembro de 2007, na Universidade Federal Rural do Rio

de Janeiro.

2.6 Classificacdo clinica dos animais

Os caes selecionados nesta pesquisa foram classificados clinicamente de acordo com
auséncia (assintomaticos) ou presenca de sintomas caracteristicos da infec¢do como
oligossintomaticos e polissintomaticos conforme a descricdo de Manciante e colaboradores
(1988). Consideraram-se caes polissintomaticos (PS) os animais que exibiam em conjunto
os seguintes sinais clinicos: alteragdes cutaneas (alopecia, dermatites esfoliativas ou
ulceras), onicogrifose, ceratoconjuntivite e caquexia. Caracterizaram-se 0s animais como
oligossintomaticos (OS) aqueles que ao exame clinico observou-se: linfoadenopatia,
moderada perda de peso e/ou alopecia acompanhada de lesdes cutaneas. Os demais animais
com auséncia de sinais clinicos caracteristicos da infec¢do por Leishmania spp foram

classificados como caes assintomaticos (AS).

2.7 Obtencao das amostras de sangue dos caes

Foram colhidos, de todos os animais, cinco ml de sangue, divididos em dois frascos:
2 ml em frasco com anticoagulante EDTA e, 3 ml em frasco sem anticoagulante, em
seringas descartaveis de 10 ml, através de venopungdo da veia radial ou jugular externa. O
sangue sem anticoagulante foi centrifugado a 1500 g por 10 minutos para obtencdo das
amostras do soro, logo em seguida foram feitas aliquotas do soro, congelamento e

armazenamento a 20°C até o momento de uso no teste soroldgico.

2.8 Exames hematologicos e bioquimicos
Os exames hematologicos realizados foram: a determinacdo do volume globular

(VG), pelo método do microhematdcerito; concentragao de hemoglobina, através do cianeto
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de potassio 500 mg/dl (Padrdo de hemoglobina — Labtest Digandstica S.A., MG/kit
LABTEST®™); hematimetria e leucometria globais avaliados por método manual, nos quais
utilizou-se a camara de Neubauer (COLES, 1986), e leucometria especifica em esfregacos
sanguineos corados pelos métodos de Pandtico Rapido®.

Na avaliacdo bioquimica sérica, foram determinados os niveis de proteinas totais
pelo método do "biureto", albuminas pelo "verde de bromocresol", seguindo-se, em ambos
os casos, as indicagdes do fabricante (Labtest® Diagnostica). As dosagens bioquimicas
foram realizadas mediante espectrofotometria utilizando-se os Kits analiticos "Lab-test"
(Labtest Diagnostica S.A.).

Todos os exames foram realizados com as amostras em duplicatas, utilizando-se as

médias dos resultados.

2.9 Inquérito sorologico censitario canino e levantamento epidemioldgico

As coletas e obtencdo das amostras de sangue foram realizadas distintamente nas
duas areas de estudo: (a) Concei¢do de Jacarei/RJ — com o auxilio da equipe de agentes da
Divisao da Vigilancia Ambiental em Satde do Municipio, no periodo de Margo a Agosto de
2007; (b) Campo Grande/MS - as coletas foram realizadas no Centro de Controle de
Zoonoses durante a eutanasia dos animais recolhidos, no periodo de Abril de 2008.

Previamente as coletas de sangue, os animais foram submetidos a inspe¢ao fisica, as
informagdes foram anotadas em fichas de identificagdo, que continham dados do
proprietario ¢ do cao (nome, enderego, raga, idade, sexo, entre outros) e informagdes
epidemioldgicas (por exemplo, presenca de animais silvestres, ambiente domiciliar,
peridomiciliar ou silvestre), e de possiveis alteracdes clinicas (inclusive alopecia,
onicogrifose, ceratoconjuntivite, lesdes cutdneas e presenga de ectoparasitos) que
permitiram definir o quadro clinico da leishmaniose canina em assintomatico,
oligossintomatico e polissintomatico.

No distrito de Conceicao de Jacarei/RJ foram diagndsticados dois casos humanos de
leishmaniose visceral (foco de transmissdo) e a partir de um raio de 100 metros desses
casos, foram coletadas amostras de sangue dos 41 caes da regido. Na cidade de Campo
Grande/MS foram coletadas 42 amostras de cdes, de uma area previamente determinada

como endémica.
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2.10 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os soros obtidos dos caes foram avaliados pela técnica de RIFI. Para esta técnica foi
utilizado antigeno de L. infantum, empregando o conjugado especifico anti-IgG de cdo, bem
como 0s soros controles positivo e negativo, do kit diagnostico de leishmaniose produzido e
comercializado por BIOMANGUINHOS, FIOCRUZ, RJ.

As laminas foram preparadas para a técnica da RIFI, depositando-se 10 pL de
antigeno de Leishmania sobre as areas demarcadas. Em seguida, procedeu-se a secagem em
estufa a 37°C. Foram utilizadas dilui¢des seriadas (1:10; 1:20; 1:40; 1:80: 1:160: 1:320) do
soro em solugdo salina (PBS) pH 7,4, transferindo-se depois 10 pL para as correspondentes
marcacoes das laminas. Estas foram incubadas a 37°C por 30 minutos em camara imida e
para remocao dos soros, foram lavadas trés vezes, durante 10 minutos com PBS.

Apds a secagem das laminas estas foram recobertas com conjugado fluorescente,
diluido a 1:40, contendo Img de Azul de Evans, seguindo de nova incuba¢do em camara
umida a 37°C durante 30 minutos e lavagem trés vezes em PBS. As laminas foram secas e
montadas em glicerina tamponada e laminula, e observadas ao microscopio de fluorescéncia
em objetiva de 40x até a ultima diluicdo em que se observou a fluorescéncia do flagelo do
parasita, este foi considerado o nosso maior titulo. Os cdes que apresentaram titulagdes
iguais ou maiores que a diluicdo 1:40 foram considerados soro positivos para leishmaniose

de acordo com o critério estabelecido pelo Ministério da Saude (FUNASA, 1999).

2.11  Coleta do fragmento de pele para exames histoldgicos

Apbs o exame clinico e coleta do sangue, foram realizadas as bidpsias de pele
integra. A area escolhida para a estudos foi a regido superior a pina auricular, por ser uma
regido mais exposta ao repasto sanguineo dos flebotomineos, e aparentemente, mais
frequente ponto de infec¢dao para LVC (TRAVI et al., 2001).

A técnica utilizada foi o bloqueio regional da area incisionada e retirada do
fragmento, com o auxilio do “Punch” de 0,6 cm de diamentro e em alguns casos o bisturi.
Uma vez retirado, o fragmento foi seco em papel absorvente para em seguida ser colocado

em solucdo de fixacdo formalina a 10% neutra tamponada (pH 7,2).
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2.12  Processamento e analises histoldgicas

O material destinado a andlises histoldgicas foi desidratado em solugdes alcoolicas
crescentes (alcool 70%, 80%, 90% e 100% I e II), permanecendo durante 1h em cada
solucdo alcoodlica. Posteriormente os fragmentos foram diafanizados em xilol e incluidos em
parafina (PROPHET et al., 1992). Os cortes histologicos dos tecidos foram cortados a 4 pm
de espessura em micrétomo de rotagdo, sendo os mesmos corados segundo a técnica da
Hematoxilina-Eosina (H&E), conforme Luna (1968). Para a observacdo das fibras de
colageno, foram feitos cortes seriados corados pelo Picrossirius como descrita a seguir: os
cortes foram desparafinados, hidratados e corados por uma hora em uma solugdo 0,2% de
Sirius Red, Directed Red 80 (Aldrich, Milwaukee, WI, EUA) dissolvido em acido picrico
aquoso saturado, a seguir foram lavados por cinco minutos em 4gua corrente e
contracorados com hematoxilina de Harris durante dois minutos. As laminas histologicas

foram observadas a microscopia de luz e fotografadas pelo sistema de captura de imagens.

2.13  Caracterizagdo do infiltrado inflamatério

Os padrdes inflamatérios foram classificados da seguinte forma: (a)
presenca/auséncia de infiltrado; (b) intensidade da reacdo inflamatdria: leve, moderado e
intenso; (c¢) tipo celular predominante: mononuclear (presenga de células mononucleares
predominantemente macrofagos e linfocitos) e misto (infiltrado contendo uma variabilidade
de células inflamatdrias incluindo macréfagos, linfocitos, e polimorfonucleares); e (d)
distribuicao do infiltrado inflamatorio: focal, focalmente extensivo e difuso (SANTOS et

al., 2004).

2.14  Classificagdo intensidade parasitaria

Utilizou-se a seguinte classificagdo para a intensidade parasitaria: (a) ausente - sem
presenca de parasitos; (b) leve - com rara presenca de formas amastigotas, que somente
foram visualizadas com cuidadosa busca; (¢) moderada, quando as formas parasitarias eram
facilmente visualizadas, mas com distribuicao restrita; e (d) intenso, quando o intersticio e a
maioria dos macrofagos presentes no infiltrado inflamatdrio estavam parasitados (SANTOS

et al., 2004).

22



2.15 Caracterizagdo do reparo tecidual

As fibras colagénicas foram avaliadas quanto ao efeito da reacdo inflamatoria
tecidual que causa a destruicdo tecidual. Assim, procurou-se caracterizar a fibroplasia
através do tipo de fibra predominante, avaliando-se o grau de substituicdo, na derme, de
fibras grossas pelas fibras finas.

As areas de reparo por tecido conjuntivo, formado pelas fibras que contém colageno,
foram avaliadas através da coloracdo do Picrosirius, com o intuito de analisar a reparagao

tecidual das areas de necrose tecidual.

2.16. Analises estatisticas

2.16.1 Amostra Rio de Janeiro

Foi utilizado o teste do Qui-quadrado (3°), com a correcio de Yates quando necessario,
para comparar as proporcdes de (ZAR, 1999): animais RIFI + parasitados e ndo parasitados e
animais RIFI — parasitados e ndo parasitados; animais do sexo masculino RIFI + parasitados e
ndo parasitados e RIFI — parasitados e ndo parasitados; animais do sexo feminino RIFI +
parasitados e ndo parasitados e RIFI — parasitados e nao parasitados; machos RIFI +
parasitados e ndo parasitados e fémeas RIFI + parasitados e ndo parasitados; machos RIFI —
parasitados e ndo parasitados e fémeas RIFI — parasitados e ndo parasitados; animais do sexo
masculino assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos ¢ animais do sexo feminino
assintomaticos, oligossintomaticos e assintomadticos; animais do sexo masculino positivos
(RIFT + e os RIFI — com parasitos observados na biopsia) e negativos assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomadticos; animais do sexo feminino positivos e negativos
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos; animais do sexo masculino positivos e
negativos assintomaticos ¢ animais do sexo feminino positivos € negativos assintomaticos;
machos positivos e negativos oligossintomdticos e fémeas positivas e negativas
oligossintomaticas; machos positivos e negativos sintomaticos e fémeas positivas e negativas
sintomaticas; total de animais positivos assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos e o
total de animais negativos assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos; animais do sexo
masculino com escore corporal bom (B), regular (R) e caquético (C) e animais do sexo
feminino com escore corporal B, R e C; animais do sexo masculino positivos com escore

corporal B, R e C e animais do sexo masculino negativos com escore corporal B, R e C;
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animais do sexo feminino positivos com escore corporal B, R e C e animais do sexo feminino
negativos com escore corporal B, R e C; machos com escore corporal B, positivos e negativos
e fémeas com escore corporal B, positivas e negativas; machos com escore corporal R,
positivos e negativos e fémeas com escore corporal R, positivas e negativas; (machos com
escore corporal C, positivos e negativos e fémeas com escore corporal C, positivas e negativas
nao foi testado uma vez que nao havia fémeas C); o total de animais positivos com escore
corporal B, R e C e o total de animais negativos com o escore corporal B, R e C; animais
positivos com e sem infiltrado inflamatorio e animais negativos com e sem infiltrado
inflamatorio.

O teste t de Student foi utilizado para comparar as médias dos parametros
hematologicos e bioquimicos entre os animais positivos e negativos, com os dados
previamente transformados em log (X+1), exceto para hematdcrito que sofreu transformagao
pelo arco seno (ZAR, 1999).

Possiveis correlagdes entre os valores de titulacdo e os parametros hematoldgicos e
bioquimicos foram testadas através do coeficiente de correlacdo por postos de Spearman (rs),
assim como possiveis correlacdes entre a idade dos animais e os pardmetros hematolégicos e
bioquimicos (ZAR, 1999).

Possiveis diferengas entre as médias de cada parametro bioquimico sanguineo foram
analisadas com o teste de Kruskal-Wallis entre os animais assintomaticos (A),
oligossintomaticos (O) e sintomaticos (S), utilizando o teste a posteriori de Dunn quando
ocorreram diferencas significativas (ZAR, 1999).

O teste do crivo (screening test) foi utilizado para calcular a sensibilidade e
especificidade do RIFI, o percentual de falsos positivos e negativos, o valor preditivo do teste
positivo e o valor preditivo de teste negativo (AYRES et al., 2005).

O nivel de significancia estatistica adotado foi de p < 0,05.

2.16.2 Amostra Campo Grande

Foi utilizado o teste do Qui-quadrado (3°), com a corre¢io de Yates quando necessario,
para comparar as proporgoes de (ZAR, 1999): animais RIFI + parasitados e ndo parasitados e
animais RIFI — parasitados e ndo parasitados; animais do sexo masculino RIFI + parasitados e
ndo parasitados e RIFI — parasitados e ndo parasitados; machos RIFI + parasitados e nado

parasitados e fémeas RIFI + parasitados e ndo parasitados; animais do sexo masculino
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assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos e animais do sexo feminino assintomaticos,
oligossintomaticos e assintomaticos; total de animais positivos assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos e o total de animais negativos assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos; animais do sexo masculino com escore corporal bom (B),
regular (R) e caquético (C) e animais do sexo feminino com escore corporal B, R e C; o total
de animais positivos com escore corporal B, R e C e o total de animais negativos com o
escore corporal B, R e C; animais positivos com e sem infiltrado inflamatorio e animais
negativos com e sem infiltrado inflamatdrio.

Possiveis correlagdes entre os valores de titulagdo e os parametros hematologicos e
bioquimicos foram testadas através do coeficiente de correlagdo por postos de Spearman (rs),
assim como possiveis correlagdes entre a idade dos animais e os pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos (ZAR, 1999).

Possiveis diferengas entre as médias de cada pardmetro bioquimico sanguineo foram
analisadas com o teste de Kruskal-Wallis entre os animais assintomaticos (A),
oligossintomaticos (O) e sintomaticos (S), utilizando o teste a posteriori de Dunn quando
ocorreram diferencas significativas (ZAR, 1999).

O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.

2.16.3 Resultados

2.16.3.1 Amostra Rio de Janeiro

A propor¢do de animais RIFI + parasitados e ndo parasitados e animais RIFI
parasitados e ndo parasitados foi considerada igual (x> = 2,93; p = 0,087), ou seja a
probabilidade de um animal RIFI + ser parasitado ndo é superior a de um animal RIFI —; a
propor¢ao de animais do sexo masculino RIFI + parasitados e nao parasitados e RIFI —
parasitados e ndo parasitados foi considerada igual (y* = 2,392; p = 0,122); a propor¢io de
animais do sexo feminino RIFI + parasitados e ndo parasitados e RIFI — parasitados e nao
parasitados foi considerada igual (x> = 0,048; p = 0,826); a propor¢io de machos RIFI +
parasitados e nao parasitados e fémeas RIFI + parasitados e ndo parasitados foi considerada
igual (> = 0,088; p = 0,767); a propor¢do de machos RIFI — parasitados e ndo parasitados e
fémeas RIFI — parasitados e ndo parasitados foi considerada igual (5* = 0,269; p = 0,604); a

propor¢ao de animais do sexo masculino assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos e
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animais do sexo feminino assintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos foi considerada
igual (x> = 0,118; p = 0,943); a propor¢io de animais do sexo masculino positivos e negativos
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos foi considerada igual (5 = 1,768; p =
0,413); a propor¢do de animais do sexo feminino positivos e negativos assintomaticos,
oligossintomaticos e sintométicos foi considerada igual (x> = 1,477; p = 0,478); a proporcio
de animais do sexo masculino positivos e negativos assintomaticos e animais do sexo
feminino positivos e negativos assintomaticos foi considerada igual (x> = 0,038; p = 0,847); a
propor¢ao de machos positivos e negativos oligossintomaticos e fémeas positivas e negativas
oligossintomaticas foi considerada igual (y* = 0,444; p = 0,505); a propor¢do de machos
positivos e negativos sintomaticos e fémeas positivas e negativas sintomadticas foi considerada
igual (* = 0,364; p = 0,546); a propor¢do do total de animais positivos assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos e o total de animais negativos assintomaticos,
oligossintomaticos e sintométicos foi considerada igual (x> = 0,306; p = 0,858); a propor¢io
de animais do sexo masculino com escore corporal B, R e C e animais do sexo feminino com
escore corporal B, R e C foi considerada igual (y° = 0,888; p = 0,641); a proporcio de animais
do sexo masculino positivos com escore corporal B, R e C e animais do sexo masculino
negativos com escore corporal B, R e C foi considerada igual (x> = 3,92; p = 0,141); a
proporcao de animais do sexo feminino positivos com escore corporal B, R e C e animais do
sexo feminino negativos com escore corporal B, R ¢ C foi considerada igual (y* = 0,997; p =
0,318); a propor¢do de machos com escore corporal B, positivos e negativos e fémeas com
escore corporal B, positivas e negativas foi considerada igual (3* = 0,003; p = 0,957); a
propor¢ao de machos com escore corporal R, positivos e negativos e fémeas com escore
corporal R, positivas e negativas foi considerada igual (x> = 0,703; p = 0,402); a proporgio do
total de animais positivos com escore corporal B, R e C e o total de animais negativos com o
escore corporal B, R ¢ C foi considerada igual (x> = 4,251; p = 0,119); a propor¢io animais
positivos com e sem infiltrado inflamatério e animais negativos com e sem infiltrado
inflamatorio foi considerada significativamente diferente (X2 = 3,718; p = 0,05), ou seja,
ocorreu uma maior propor¢ao de animais positivos com presenga de infiltrado inflamatorio.

A média dos parametros hematologicos e bioquimicos doa grupos de animais positivos
e negativos sao apresentados na tabela 1 e apenas o valor médio de hemoglobina foi
significativamente diferente entre os grupos (t = 1,797; p = 0,04).
Nao foram observadas correlagdes entre os valores de titulacdo soroldgica (RIFI) com os

parametros hematologicos e bioquimicos (Anexo D). O valor de hematdcrito total e volume
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globular médio apresentaram correlacdo positiva significativa com a idade dos animais
amostrados (rs = 0,266; p = 0,026 e rs = 0,281; p = 0,018 respectivamente), indicando o
aumento destes pardmetros com o aumento da idade dos animais.

A média de neutrdfilos no sangue variou significativamente entre os animais
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos do municipio do Rio de Janeiro (H =
10,669; P <0,01; A—- O, p<0,05;A-S,ns; O-—S, p<0,05), sendo que 60% dos animais
foram assintomaticos, 11,4% oligossintomaticos e 28,6% sintomaticos.

O teste do crivo (screening test) com base no nimero de animais RIFI + parasitados e
ndo parasitados e RIFI — parasitados e ndo parasitados detectou 57,58% de sensibilidade,
100% de especificidade e 42,42% de resultados falsos negativo. O valor preditivo do teste
positivo foi 100% e o valor preditivo do teste negativo foi de 36,36%, ou seja, se em um
animal o RIFI der resultado negativo, ha 36,36% de chances deste animal ndo ser parasitado

(ou 63,64% de chances de estar parasitado).

2.16.3.2 Campo Grande

A propor¢ao de animais RIFI + parasitados e ndo parasitados e animais RIFI —
parasitados e ndo parasitados foi considerada igual (> = 0,128; p = 0,721); a proporcio de
animais do sexo masculino RIFI + parasitados e ndo parasitados e RIFI — parasitados e nao
parasitados foi considerada igual (> = 0,075; p = 0,784); a propor¢io de machos RIFI +
parasitados e ndo parasitados e fémeas rifi + parasitados e ndo parasitados foi considerada
igual (3> = 0,278; p = 0,598); a propor¢io de animais do sexo masculino assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos e animais do sexo feminino assintomaticos,
oligossintomaticos e assintomaticos foi considerada igual (y* = 0,223; p = 0,895); a propor¢do
do total de animais positivos assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos e o total de
animais negativos assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos foi considerada igual (y*
=4,354; p=0,113); a propor¢do de animais do sexo masculino com escore corporal B, R e C
e animais do sexo feminino com escore corporal B, R e C foi considerada igual (y* = 2,186; p
= 0,335); a propor¢ao do total de animais positivos com escore corporal B, R e C e o total de
animais negativos com o escore corporal B, R e C foi considerada igual (3> = 2,049; p =
0,359); a proporcdo de animais positivos com e sem infiltrado inflamatorio e animais

negativos com e sem infiltrado inflamatério foi considerada igual (y* = 2,837; p = 0,092).
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O valor de proteina total apresentou correlagdo negativa significativa com o valor de titulagao
soroldgica (RIFI), indicando um aumento de proteina total conforme mais diluida ¢ a titulagdo
(Anexo E). O valor de hemoglobina apresentou correlacdo positiva significativa com a idade
dos animais amostrados (rs = 0,337; p = 0,025), indicando aumento do valor de hemoglobina
conforme aumenta a idade dos animais amostrados.

A média do volume globular médio variou significativamente entre os animais
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos provenientes do municipio de Campo
Grande (H = 12,648; p <0,01; A— O, ns; A - S, p <0,05; O — S, ns), sendo que 9,1% dos
animais foram assintomaticos, 20,5% foram oligossintomaticos e 70,4% foram

sintomaticos.
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3 RESULTADOS

3.4 Rio de Janeiro — Conceigao de Jacarei

Dos 41 animais com bidpsia de pele e histopatologia, dentro do grupo soro-negativo
(n=26), 13 (50,0%) foram considerados falso-negativos por apresentarem parasitas na pele,
sendo deste modo, verdadeiramente positivos para Leishmania spp (Tabela 1). Assim, a
prevaléncia inicial de 36,6% (15/41) evidenciada pela sorologia foi elevada para 68,3%
(28/41) quando se utilizou duas ferramentas, o exame sorologico e a histopatologia.

A propor¢do de animais soro-positivos parasitados e ndo parasitados e de animais
soro-negativos parasitados e ndo parasitados foi considerada igual (x> = 2,93; p = 0,087), ou
seja, a probabilidade de um animal soro-positivo ser parasitado ndo ¢ superior a de um animal
soro-negativo (Tabela 1).

O teste do crivo (screening test) com base no nimero de animais soro-positivos
parasitados e ndo parasitados e soro-negativos parasitados e ndo parasitados detectou 57,6%
de sensibilidade, ou seja, 57,6% dos resultados negativos da RIFI sdo falso-negativos. A
especificidade, traduzida pela capacidade do teste em detectar casos falso-positivos, ndo pode
ser mensurada no presente estudo devido ao fato de que a ndo observacdo de parasitas no
fragmento de pele analisado nao significa que o animal ndo esteja parasitado.

Dos 28 caes positivos (em ambos os testes soroldgico e histopatologico), mais da
metade (57,1%) ndo apresentou sintomatologia clinica (AS), 10,7% foi classificado como
oligossintomaticos (OS) e 32,1% como polissintomaticos (PS) (Figura 1 e Gréfico 1). Dos
24 caes assintomaticos, 18 (75%) apresentaram parasitas na pele, enquanto que dos 13 caes
polissintomaticos, 12 (92,3%) apresentaram parasitas na pele. Metade dos cdaes OS (2 em 4)

apresentaram parasitas na pele (Grafico 1).
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Tabela 1: Relagdo entre a sorologia e a presenga de parasitas na pele dos cies, propor¢do de animais

soro-positivos parasitados e ndo parasitados e de animais soro-negativos parasitados e ndo parasitados.

Parasitas Presenca  Auséncia Total
RIFI RIFI
Negativo 13 13 26
Positivo 8 7 15
Total 21 20 4]




Figura 1 Caes provenientes do Municipio de Conceig¢do de Jacarei/RJ, positivos para Leishmania spp, com
sinais e sintomas clinicos caracteristicos da infec¢do:(A) tlcera em plano nasal; (B) lesdo em ponta de orelha;
(C) lesdo em plano nasal; (D) uveite em olho direito; (E) linfoadenopatia localizada. Imagens da coleta a campo

realizada em abril de 2007.
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Grafico 1: Representagdo do percentual da sintomatologia clinica dos caes positiva para Leishmania spp

Conceigado de Jacarei/RJ e Campo Grande/MS.

alopecia
onicogrifose
linfoadenopatia
dermatites

ulceras
hiperqueratose
cerato-conjuntivite
lesdes oculares
hepatomegalia
esplenomegalia

Assintomaticos

Grafico 1: Sintomatologia Clinica dos Cdes
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As médias dos parametros hematologicos e bioquimicos dos grupos de animais
positivos ¢ negativos estdo apresentadas (Anexo D). Dentre os parametros hematologicos e
bioquimicos avaliados, encontramos diferenca significativa entre os diferentes padrdes de
sintomatologia (AS, OS e OS) e o niimero de neutrofilos/mm’. Assim, a média de neutréfilos
no sangue variou significativamente entre os animais assintomaticos, oligossintomaticos e
sintomaticos do municipio de Conceicao de Jacarei/RJ (H = 10,669; P < 0,01; AS (8199) —
OS (4620), p <0,05; AS — PS, ns; OS — PS (7625), p < 0,05). As anélises estatisticas também
revelaram que o valor médio de hemoglobina foi significativamente maior no grupo de
animais positivos (t=1,797; p = 0,04).

A soro-prevaléncia, o parasitismo da pele, e a sintomatologia, nao foram influenciados
significativamente quando analisados entre os sexos e/ou dentro dos grupos soro-positivos e
soro-negativos para cada sexo. Ainda, a propor¢do do total de animais positivos
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos e¢ o total de animais negativos
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos foi considerada igual (> = 0,306; p =
0,858). Observamos que o escore corporal ndo foi influenciado estatisticamente pelo resultado
da sorologia, tanto quando analisado o nlimero total de animais como entre 0s sexos.

Os resultados mostraram uma maior propor¢do de animais positivos a leishmaniose
com presenca de infiltrado inflamatorio. Ou seja, a propor¢ao de animais positivos com e sem
infiltrado inflamatério e de animais negativos com e sem infiltrado inflamatério foi
considerada significativamente diferente (x2 =3,718; p =0,05).

Observou-se que 25 (89,3%) dos 28 animais positivos apresentaram algum tipo de
infiltrado inflamatorio. A reagdo inflamatoria, caracterizada como mononuclear (macréfagos
e linfocitos) encontrada em 80% dos animais assintomaticos, foi classificada como leve,
apresentando predominantemente uma distribui¢do focal (Figura 2), embora nos casos
moderados observou-se um padrao focalmente extensivo, com formagdo de granuloma em 1

caso (Figura 3).
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Figura 3 Fotomicrografia de pele integra de orelha de cdo positivo para Leishmania spp, Conceigéo de

Jacarei/RJ — Abril de 2007. Infiltrado inflamatério moderado, focalmente extensivo com formagao de granuloma

(HE 200X original).

As formas amastigotas na pele dos 21 cdes parasitados foram observadas de forma
dispersa em todos os animais, de intensidade leve nas 4areas da reagdo inflamatoria,
geralmente na derme papilar (Figura 4), sendo que em trés cdes também foram encontradas

no interior do citoplasma de macrofagos.
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Figura 4 Fotomicrografia de pele integra de orelha de cdo positivo para Leishmania spp, Conceigéo de
Jacarei/RJ — Abril de 2007. Amastigotas dispersas (setas) de intensidade leve no intersticio em meio a reacao

inflamatéria mononuclear (HE 400X original).

Em relagdo a fibroplasia, dos 28 cdes positivos do RJ, 20 (70,1%) apresentaram
fibroplasia, desses, 17 de forma leve e 3 de forma moderada. Pode-se observar que a presenca
e distribuicdo da fibroplasia ocorreram nas areas de infiltrado inflamatorio, todos os animais
que apresentaram reagdo inflamatoria apresentaram alteracdo na arquitetura do tecido
conjuntivo da derme, com proliferacdo de fibras finas de coldgeno, observadas com a

coloragao do Picrosirius (Figura 5 e 6).

Figura 5 Fotomicrografia de pele integra de orelha de cdo positivo para Leishmania spp, Conceigéo de
Jacarei/RJ — Abril de 2007. Fibroplasia leve. Pequenos focos de fibras finas de colageno na derme papilar (seta)

(Picrosirius 100X original).

35



Figura 6 Fotomicrografia de pele integra de orelha de cdo positivo para Leishmania spp, Conceigéo de
Jacarei/RJ — Abril de 2007. Fibroplasia moderada. Focos de fibras finas desorganizadas (seta)

(Picrosirius 100X original)

3.5 Mato Grosso do Sul — Campo Grande

Dos 42 caes avaliados, somente um nao apresentou positividade ao teste sorologico,
sendo também negativo ao exame histopatologico. Assim, dos 41 caes positivos, 9,7% nao
apresentaram sintomatologia (AS), 17,1% foram classificados como oligossintomaticos (OS)

e 73,2% como polissintomaticos (PS) (Figura 7).
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Figura 7 Caes proveniente do Centro de Controle de Zoonoses em Campo Grande/MS, positivos para
Leishmania spp, apresentando sinais e sintomas clinicos caracteristicos da infecgdo: (A) alopecia generalizada;
(B) alopecia periocular; (C) onicogrifose; (D) dermatite descamativa; (E) tlcera de pele em orelha; (F) tlcera de

pele em membro. Imagens da coleta realizada em Abril de 2008.
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A presenca de parasitos na pele foi similar ao encontrado nos caes de Conceigdo de
Jacarei, ou seja, observamos formas amastigotas em 75%, metade (57,1%) e na maioria
(76,7%) dos animais AS, OS e PS respectivamente.

O valor da proteina total avaliado apresentou correlagdo negativa significativa com os
titulos soroldégicos, ou seja, quanto maior a titulacdo maior a quantidade sérica de proteina
total.

A média do volume globular médio variou significativamente entre os animais
assintomaticos, oligossintomdticos e sintomadticos provenientes do municipio de Campo
Grande (H =12,648; p <0,01; AS — OS, ns; AS — PS, p <0,05; OS — PS, ns).

A reagdo inflamatoria foi caracterizada como mista (presenca de mononucleares e
polimorfonucleares) em 57,6% (19 em 38) dos casos. Ainda, o numero de cdes que
apresentaram intensidade de reacdo inflamatoria leve, moderada e intensa foi semelhante: leve
(39,8%), moderada (34,2%) e intensa (26,3%). As células inflamatorias na derme estavam
distribuidas de forma focal, focalmente extensiva e difusa, acompanhando a intensidade da
reacdo e do parasitismo, isto ¢, focal na forma leve, focalmente extensiva na forma moderada
e difusa na forma intensa. Ainda, a maioria das lesdes foi encontrada ao redor dos foliculos

pilosos, associados ao plexo vascular da derme (Figura 8 e 9).

. v ol B

Figura 8 Fotomicrografia de pele integra de orelha de cao positivo para Leishmania spp, Campo Grande/MS —

Abril de 2008. Reagdo inflamatoria moderada, focalmente extensiva e area de necrose (seta) (HE 200X original).
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Figura 9 Fotomicrografia de pele integra de orelha de cdo positivo para Leishmania spp, Campo Grande/MS —
Abril de 2008. Reacdo inflamatoria intensa disposta ao redor dos foliculos pilosos, vasos da derme e difusamente
(HE 200X original).

A semelhanca do RJ, as formas amastigotas se encontravam difusamente dispersas no
intersticio da pele dos cdes de Campo Grande (Figura 10), sendo também foram observadas

as formas em macrofagos (Figura 11).

Figura 10 Fotomicrografia de pele integra de orelha de céo positivo para Leishmania spp, Campo Grande/MS —
Abril de 2008. Amastigotas de intensidade moderada e distribuicao difusa (setas)
(HE 200X original).
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Figura 11 Fotomicrografia de pele integra de orelha de céo positivo para Leishmania spp, Campo Grande/MS —
Abril de 2008. Distribui¢@o intensa e difusa de formas amastigotas. Notar a presenga dos parasitas no interior dos

macrofagos (setas) (HE 400X original).

A fibroplasia foi observada em 31 animais (75,6%), sendo que desses, 7 eram de
forma leve, 16 moderada e 8 de forma intensa, acompanhando a presenca e intensidade do
infiltrado inflamatdrio. A semelhanga dos caes de Concei¢do de Jacarei, todos os animais que
apresentaram reagdo inflamatoria apresentaram também producao de fibras finas de colageno
observadas com a colora¢ao do Picrosirius. Diferentemente dos caes do RJ, observou-se nos
animais de Campo Grande, areas de necrose, conseqiientes da destruicdo das fibras de tecido

conjuntivo da derme, com intensa reagao inflamatoria dispersa (Figura 12).

Figura 12 Fotomicrografias de pele integra de orelha de céo positivo para Leishmania spp, Campo Grande/MS.
Notar areas de necrose com fibras grossas de colageno destruidas e algumas fibras finas de colageno (Picrosirius

400X original).
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4 DISCUSSAO

O diagnostico da LV pode se basear em métodos parasitologicos, sorologicos e
moleculares (FERRER, 1999; LEONTIDES et al., 2002). O teste sorologico de RIFI ¢
amplamente utilizado em estudos epidemioldgicos, sendo indicado como o teste de eleicao
para o diagnéstico da LVC pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento do
governo brasileiro.

Com as ferramentas de diagndstico, utilizadas no presente estudo (sorologia e
histopatologia), pode-se confirmar a infec¢do dos cdes e avaliar a sensibilidade do teste
sorologico. A sensibilidade, capacidade de um teste em detectar animais falso-negativos,
encontrada foi de 57,6%, valor abaixo do citado na literatura, que varia entre 68% e 100%
(MANCIANTI et al., 1988; LIRA et al., 2005; ZANETTE, 2006; FERREIRA et al., 2007). A
ocorréncia de casos falso-negativos pode estar associada a “janela imunologica”,
conseqiiéncia de fendmenos imunobioldgicos como (a) periodo pré-patente, necessario para a
instalacdo e inicio da multiplicagdo dos parasitas, (b) soro-conversdo, que ocorre
aproximadamente trés meses apos a infeccao, (c) animais que nunca fardo soro-conversao, (d)
cdes soro-positivos que se tornam soro-negativos, mais ainda permanecem infectados
(FERRER et al., 1995; LEONTIDES et al., 2002; FERRER, 2004).

Em virtude da necessidade de notificagdo compulsoéria da doenga, o diagnostico de
LVC deve ser feito e da forma mais precisa possivel. Para tanto, ¢ importante que se conhega
o método utilizado, as suas limitagdes e interpretacdo clinica. Nesse sentido, quando se
utilizou a histopatologia como uma ferramenta auxiliar no diagnéstico da LVC, a eficacia da
deteccdo dos animais infectados dobrou quando somente o teste sorologico foi utilizado.
Assim, pode-se observar a propor¢do de cdes em Concei¢do de Jacarei/RJ que possuem
parasitos na pele integra, que nao sdo retirados nos programas de vigilancia quando se utiliza
apenas o teste sorologico, ¢ semelhante ao numero de animais soropositivos que sao retirados.
Isso resulta em caes falso-negativos que permanecem na area, constituindo um fator de risco
potencial, exercendo um importante papel na manutencao do ciclo de transmissdo doméstico
da L. infantum. Deve-se considerar ainda que, o fato de ndo encontrar-se formas amastigotas
em um fragmento de pele integra ndo quer dizer necessariamente que o animal ndo possa estar
parasitado em outro local de pele ndo amostrado.

A LVC caracteriza-se por apresentar um largo espectro de sintomatologia clinica.
Deste modo, os cdes infectados podem desenvolver um ou mais sintomas brandos

(oligossintomaticos), uma forma clinica grave (polissintomaticos) levando a morte do animal,
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ou ndo apresentarem sintomatologia. As principais manifestacdes clinicas como as lesdes de
pele, hipertrofia generalizada dos linfonodos e hepatoesplenomegalia foram encontradas tanto
nos cdes de Campo Grande/MS, como nos cdes de Conceicdo de Jacarei/RJ. Entretanto, a
intensidade e freqiiéncia de sinais clinicos observados nos caes no presente estudo variaram
entre as duas localidades estudadas. A sintomatologia da LVC tem sido associada as
alteracoes no sistema imune como a diminui¢do de linfécitos T e auséncia da
hipersensibilidade do tipo tardia para antigenos de Leishmania (PINELLI et al., 1994). Nesse
contexto, as diferencas no microambiente do hospedeiro podem estar influenciando na
patogenia e severidade da infec¢do nas diferentes areas. De fato, sabe-se que em infecg¢des
naturais, os hospedeiros estdo expostos a uma grande diversidade de micro-organismos
patogénicos, resultando em complexas associa¢des benéficas ou ndo para determinado agente
infeccioso e para o hospedeiro. Outros fatores que também influenciam na patogenia da
infeccdo e conseqiientemente no desenvolvimento de diferentes sintomas da LVC incluem
diferentes sitios de inoculag¢ao e tamanho do indculo.

A perda de peso, outra manifestagdo comum em caes infectados por L. infantum, nao
foi observada neste estudo, embora Marzochi et al. (1985) salientem que o emagrecimento
dos cdes em areas de LV ocorra com freqiiéncia. Do mesmo modo, os resultados nao
mostraram associacdo entre titulos soroldgicos e sintomatologia clinica. Significante declinio
das células T (CD4+) e um vigoroso estimulo da imunidade humoral sdo caracteristicas da
LVC, porém, uma possivel associa¢do entre os titulos de anticorpos anti-Leishmania ¢ a
severidade de sintomas da doenga clinica é discutido e controverso (ALMEIDA et al., 2005).

Os aspectos clinicos da infec¢do por Leishmania spp observados nos cdes estudados
em Conceicdo de Jacarei/RJ, sdo similares aos animais da regido Nordeste (DEANE, 1956)
em éreas do Mediterraneo, Sul da Europa e Norte da Africa (MALANOS, 1947). A proporgao
de caes assintomaticos (57,1%) foi similar ao observado por Marzochi et al. (1985), Genaro
(1995) e Feitosa et al. (2000) que afirmam ser freqiiente a observacao de caes acometidos pela
doenca com auséncia de sintomas.

A linfoadenopatia foi o principal sinal clinico observado entre os animais sintomaticos
de Conceicdo de Jacarei/RJ. Keenan et al. (1984) mencionaram que a linfadenopatia, ocorre
entre 27 e 55 dias pds-inoculagdo experimental de L. infantum em caes. A linfoadenopatia
observada nos caes soropositivos também foi registrada por Ciaramella et al. (1997). Outro
sinal clinico freqiientemente observado nos caes do RJ foram as dermatopatias como alopecia

e ulceras. Este achado difere dos anteriores descritos na literatura, onde as lesdes de pele
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foram mais comuns entre os sinais clinicos da infeccdo por LVC (CIARAMELLA et al.,
1997, BANETH et al., 2001; FERRER, 2002; AMUSATEGUI et al., 2003; SOLANO-
GALLEGO et al., 2004). As lesdes de pele encontradas nos caes de Conceigdo de Jacarei/RJ
foram semelhantes as relatadas por Marzochi et al. (1985) e Ciaramella et al. (1997), em caes
soropositivos para leishmaniose.

Observou-se que o perfil clinico dos cdes estudados em Campo Grande/MS ¢

predominantemente polissintomatico. Os sinais clinicos identificados nos caes PS para LVC
incluiram alteragdes compativeis com o quadro clinico classico, conforme descrito por
Santa Rosa & Oliveira (1997) e Soares (2003). Os caes sintomaticos (oligossintomaticos e
polissintomaticos) apresentaram diferentes tipos e graus de sintomas. Os sinais clinicos mais
freqlientes foram lesdes cutdneas que incluiam alopecia, Ulceras e descamacdo, como
observado por Ribeiro (2007). As dermatites e alopécias, comuns nos cdes de Campo
Grande/MS, podem ter sua origem nas lesdes encontradas ao redor dos foliculos pilosos,
associados ao plexo vascular da derme. As caracteristicas clinicas como linfoadenopatia
(SOARES, 2003) e onicogrifose (ALMEIDA, 2005) também foram observadas nos animais
sintomaticos. A onicogrifose, encontrada em metade dos cdes estudados em Campo
Grande/MS, foi considerado um sinal patognomonico para LVC por Ciaramella et al. (1997)
e Baneth et al. (2001). Marzochi et al. (1985) atribuem essa alteragdo a baixa atividade dos
cides e conseqiiente falta de desgaste das unhas. O reduzido nimero de animais com
auséncia de sintomatologia na amostra de Campo Grande muito provavelmente ocorreu
devido ao fato da coleta ter sido realizada no CCZ, embora seja importante registrar, que a
maioria dos cdes com LV que sdo admitidos no HOVET- UCDB s3o animais
assintomaticos, cujo diagnostico ¢ confirmado apds a prova parasitoloégica de pungdo de
linfonodos (ANDRADE, comunicagdo pessoal).

As alteragdes laboratoriais encontradas no hemograma de caes naturalmente infectados
por L. infantum sdo inespecificas. Em relagdo a série leucocitaria, alguns autores relatam a
ocorréncia de leucopenia (KEENAN et al., 1984; SLAPPENDEL, 1988) enquanto outros
relatam a ocorréncia de leucocitose com neutrofilia como um achado ocasional
(CIARAMELLA et al., 1997; BOURDOISEAU et al., 1997). O presente estudo mostrou que
o numero de neutrofilos variou significativamente de acordo com a sintomatologia dos
animais, porém os valores médios encontram-se dentro dos limites de normalidade (JAIN,
1993). A média de neutréfilos no sangue dos caes com LVC em Conceicao de Jacarei/RJ foi

significativamente menor nos animais oligossintomaticos. A variagdo na contagem de
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neutrdfilos circulantes na LVC ¢ amplamente relatada na literatura (MORENO et al., 1998;
KOUTINAS et al., 1999; IKEDA et al., 2002; AMUSATEGUI et al., 2003). Neste estudo, a
maioria dos animais portadores da LVC apresentou resultados de leucometria global dentro
dos parametros de normalidade descritos por Jain (1993), estando de acordo com os achados
de Campos (2005) e Costa-Val et al. (2007).

O valor da proteina total nos animais de Campo Grande/MS apresentou uma
correlacdo negativa significativa com os titulos sorologicos, ou seja, quanto maior a
titulacdo maior a quantidade sérica de proteina total. De fato, a hiperproteinemia e a
hipergamaglobulinemia sdo os achados mais freqiientemente observados na LVC,
decorrentes de ativacao policlonal de células B e da producdo de anticorpos (FERRER,
1992; CIARAMELLA et al., 1997, KOUTINAS et al., 1999; ALMEIDA et al., 2005;
COUTINHO, 2005). A semelhanca dos resultados encontrados, Abranches et al. (1991) néo
encontrou correlagdo entre a severidade da doenca clinica e os titulos de IgG. Embora estes
autores tenham relatado que, com o aparecimento dos sinais clinicos, os titulos de
anticorpos tendem a aumentar. Esse achado também foi reportado por Pinelli et al. (1994) e
Genaro et al. (1995) em infecg@o experimental de caes por L. infantum.

Os resultados estatisticos ndo demonstraram diferenga significativa na contagem de
eritrocitos entre os animais infectados e ndo infectados. Entretanto, o aumento no valor da
hemoglobina encontrada nos caes positivos de Conceigdo de Jacarei/RJ pode estar associado a
anemia regenerativa. Segundo Abranches et al. (1991), Ciaramella et al. (1997), Koutinas et
al. (1999), Ikeda et al. (2002), e Reis et al. (2006), anemia normocitica normocrémica, ¢ uma
observagdo comum entre os cdes infectados por L. infantum, em fungdo do aumento do
nimero de linfocitos, plasmocitos e macrofagos, que contribuem para a diminui¢do da
produgdo de eritrocitos na medula ossea. Os resultados mostraram que os valores do volume
globular médio (VGM) nos animais assintomaticos sdo significativamente superiores aos
valores dos animais polissintomaticos, porém com valores abaixo do minimo de referéncia.
Esses dados indicam que os cdes infectados estavam com uma anemia normocitica
normocrdmica, como o descrito na literatura (REIS et al., 2006; WANER & HARUS, 2000),
mesmo que estes ndo apresentem sinais clinicos da infeccdo por Leishmania spp. A anemia
poderia ser responsabilizada por alguns sinais clinicos da LVC como apatia, emagrecimento
progressivo e caquexia. Outros trabalhos demonstraram que os cdes sintomaticos (SD)
apresentavam severa anemia (AMUSATEGUI et al., 2003; REIS et al., 2006), entretanto

nossos resultados ndao confirmam esses achados.
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Em relagdo ao infiltrado inflamatdrio, foi observado que o mesmo constituiu um
achado histolégico comum na pele dos caes infectados, estando sempre associado a presenca
dos parasitas. Porém, percebem-se diferengas entre os animais de Conceicdo de Jacarei (RJ) e
Campo Grande (MS): o infiltrado foi mais evidente em Campo Grande, onde 2/3 dos animais
apresentaram as formas moderado e intenso, além da presenga de neutrdfilos em mais de 50%
dos cdes de Campo Grande, caracterizando o infiltrado em misto. A presenca do infiltrado
polimorfonuclear (neutréfilos) preferencialmente encontrados nos caes de Campo Grande/MS
¢ explicada pela relacdo direta que essas células tém com o parasitismo observado nesses
animais. De fato, nas leishmanioses os neutrofilos participam da fase inicial da infec¢do na
tentativa de controlar a multiplicagdao dos parasitas, liberando durante esse processo enzimas
lisossomais (mieloperoxidase, lisosima, elastase, proteinases, colagenases, gelatinase,
fosfatase alcalina) responséaveis pela degradagdo da MEC da pele dos caes. Alguns autores
reportam que a associa¢do da presenca de polimorfornucleares na pele integra de cdes com
caracteristicas clinicas sugestivas de LVC poderia aumentar a eficacia do diagnostico (MELO
2005).

As severas alteragdes no tecido conjuntivo da derme dos animais, associadas a perda
da arquitetura normal e conseqiiente substitui¢ao das fibras grossas de colageno pelas fibras
finas, foram freqiientemente evidenciadas nos caes que apresentaram um intenso infiltrado
inflamatorio, areas de necrose e presenca abundante de formas amastigotas. As intensas
modificagdes ocorridas na MEC mostraram evidéncias de que as fibras de colageno
(preferencialmente as do tipo I) podem estar favorecendo as formas amastigotas a se evadirem
da resposta imune. Provavelmente este fendomeno ocorra devido ao fato de os parasitas
apresentarem receptores para o colageno, facilitando a penetragdo na matriz de tecido
conjuntivo da derme antes de serem fagocitados por macrofagos (LIRA et al., 1997). Esta
interagdo ¢ um fendmeno importante para a patogénese da infec¢do e poderia explicar o
tropismo especifico do parasita para a pele, uma vez que o colageno ¢ o componente mais
abundante da matriz extracelular.

No presente estudo, observamos que nos animais com sintomatologia clinica que
continham poucas ou nenhumas formas amastigotas, o infiltrado inflamatorio era constituido
principalmente de linfocitos e macrofagos. Quando muitos parasitas estavam presentes, 0
infiltrado era adicionalmente constituido por polimorfornucleares (neutrofilos). Esses
resultados também foram reportados por Vercosa et al. (2008). Embora a reagcdo inflamatoria

na pele de caes com LV seja descrita por alguns autores como granulomatosa (SLAPPENDEL
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& FERRER, 1990), encontrou-se somente um animal com essa caracteristica. Ainda, a alta
carga parasitaria observada na pele integra dos animais com auséncia de sintomas clinicos,
concorda com o observado por Costa e colaboradores (2007).

As diferengas na quantidade de animais AS, OS e PS observadas nas duas localidades
estudadas parece nao influenciar na presenca ou auséncia dos parasitas na pele integra, ou
seja, as formas amastigotas sdo encontradas independentemente da sintomatologia observada
e da éarea geografica de ocorréncia. Importante foi encontrar, tanto em Conceigao de Jacarei
como em Campo Grande, 75% de cdes assintomaticos com parasitas na pele. Deste modo, a
pele pode ser considerada um importante reservatorio de formas amastigotas em caes
assintomaticos. Na realidade, em areas endémicas, os cdes com sintomatologia clinica sdao
aqueles logo direcionados ao exame soroldgicos e conseqiientemente descartados. Assim, os
cdes sem sintomatologia clinica (e com parasitas na pele) constituem importantes fontes de
infeccdo para os vetores. O mesmo raciocinio diz respeito aos animais soro-negativos de
Conceicdo de Jacarei, metade deles apresentou formas amastigotas, atuando como

mantenedores do ciclo enzodtico na area.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Em fungdo dos resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir que o
numero de animais soro-positivos retirados nos Programas de Controle de Leishmaniose
Visceral, ¢ igual ao nimero de animais soro-negativos, porém infectados e possuem parasitos
na pele, mantendo a infec¢cao no ambiente.

Em Conceigdo de Jacarei/RJ, os animais assintomaticos sdo a maioria dentre 0s soros-
positivos para RIFI, ao contrario de Campo Grande/MS, onde os animais soros-positivos
apresentam-se predominantemente sintomaticos.

O exame histopatologico como ferramenta auxiliar no diagnoéstico demonstrou que
tanto o parasitismo tecidual, quanto o carater inflamatorio encontrado correlacionam-se com
as alteragdes da matriz extracelular na pele dos animais infectados.

O diagnostico da leishmaniose visceral deve ser reavaliado, desta forma, novas formas
de diagndstico de rotina sdo prioritarias e fundamentais, sendo que somente com estes dados
sera permitido diagnosticar se o cdo esta parasitado eficientemente, propondo assim medidas
de vigilancia ativa e de preven¢ao e controle mais diligentes, promovendo uma melhoria na

condicdo da saude publica e dos animais.
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Anexo A — Ficha clinica

UFRRJ
FICHA CLINICA CAES PROJETO LEISHMANIOSE

Proprietario: Registro:
Procedéncia:

Nome do animal: Idade:

Raga: Sexo:  Porte: Data:

SINAIS CLINICOS

Dermatolégicos:

( ) alopecia localizada ( ) alopecia difusa

( ) tlceras localizadas () tlceras difusas

( )dermatite descamativa ( ) dermatite esfoliativa ( ) dermatite seborréica
() hiperqueratose nasal () onicogrifose

war
Oftalmoldgicos:
( ) ceratoconjutivite ( ) opacidade da cornea () conjuntivite
Linfoadenopatia:
( ) localizada ( ) generalizada

Outros Sinais:

( ) paresia dos quartos posteriores ( ) perda progressiva de peso
( ) hepatomegalia () esplenomegalia
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UFRRJ

FICHA CLINICA CAES PROJETO LEISHMANIOSE

1. Presenca de Mata Atlantica:

() préximo a residéncia ( ) residéncia sem mata préxima

2. Regime de manuten¢ao dos caes:

( ) exclusivamente domiciliar () domicilio e mata/floresta

3. Freqiiéncia de animais silvestres nos domicilios:

( ) freqliente ( ) eventualmente ( ) ndo observados

4. Notificacdo de casos humanos com leishmaniose no domicilio e/ou proximo?
( ) sim no domicilio () sim/vizinho ( )nado

Obs:
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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