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DISSERTACAQ DE MESTRADO EM MEDICINATROPICAL

Caroline Magalhaes Cunha

Os achados clinicos da leishmaniose visceral canina (LVC), assim como os da
leishmaniose visceral humana (LVH) sao variaveis e inespecificos. Apesar da
LVC se apresentar como uma doenga que pode ser fatal e crbnica, existem
poucos estudos descrevendo as alteragdes clinicas e histopatologicas destas
infec¢des. Desta forma, evidenciando a necessidade de obtenc&o de dados que
pudessem contribuir nesses estudos, o objetivo deste trabalho foi estudar as
alteracdes clinicas e oculares presentes em 25 cdes com leishmaniose visceral
provenientes da localidade Cidade Operaria, Sdo Luis - Maranhao/Brasil através
da realizagdo de avaliagdo clinica, testes oftalmologicos (Schirmer e colirio
fluoresceina) além de dosagens hematolégicas e bioquimicas, isolamento e
caracterizagao do parasito em amostras de medula 6ssea, bago e humor aquoso,
além de PCR. Os resultados mostraram que linfoadenopatia foi o sintoma mais
frequente, seguido de caquexia, alopecia, lesdo de pele, onicogrifose e
hepatoesplenomegalia. As manifestagdes clinicas oculares observadas com
maior frequéncia foram: presenca de algum tipo de secregédo e conjuntivite,
seguido de blefarite, uveite e opacidade de cornea. Oito animais foram positivos
no teste de Schirmer e sete no colirio de fluoresceina indicando a presenca de
ceratoconjuntivite seca e ulcera de cornea, respectivamente. As alteragdes
hematoldgicas mais frequentes foram anemia e trombocitopenia, aumento sérico
de proteinas totais e globulina e a diminuicdo de albumina. A alteragdo mais
frequente observada em todos os animais foi a presenga de infiltrado inflamatorio
do tipo plasmocitario. A analise histopatolégica dos olhos dos cées mostrou
lesdes nas palpebras, esclera, glandulas e musculatura retrorbital. Tendo a
presencga do parasito sido evidenciada em 16% dos animais. Estes resultados
mostram que as manifestacdes oftalmologicas estéo presentes em animais com
LVC e podem ocorrer concomitantemente com outros sinais sistémicos da
doenca. E importante considerar a leishmaniose como uma doenca sistémica, a
qual afeta diferentes 6rgéos e sistemas. Sugerimos assim, que em areas
endémicas, este agravo deve ser incluido como diagnéstico diferencial de caes
com lesdes oculares ou de etiologia desconhecida.

Palavras-chave: Leishmania infantum, céo, leishmaniose visceral canina,
leishmaniose ocular.
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ABSTRACT
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Clinical findings of canine visceral leishmaniasis (CVL), as well as of human
visceral leishmaniasis (HVL) are variable and nonspecific. Although VC present
as a disease that can be fatal and chronic few studies describing the clinical and
histopathological changes of these infections. Thus, highlighting the need to
obtain data that could contribute to these studies, the objective of this work was
to study the clinical and ocular abnormalities present in 25 dogs with visceral
leishmaniasis from the locality City Workers, Sao Luis - Maranhao / Brazil by
conducting clinical, ophthalmological test (fluorescein drops and Schirmer) and
hematological and biochemical measurements, isolation and characterization of
the parasite in samples of bone marrow, spleen, and aqueous humor, and PCR.
The results showed that lymphadenopathy was the most common symptom,
followed by cachexia, alopecia, skin lesion, onychogryphosis, and
hepatosplenomegaly. Ocular clinical manifestations observed most frequently
were the presence of some type of secretion and conjunctivitis, followed by
blepharitis, uveitis and corneal opacity. Eight animals were positive in the
Schirmer test and seven in drops of fluorescein indicating the presence of
keratoconjunctivitis sicca and cornea ulcer, respectively. The most common
hematologic abnormalities were anemia and thrombocytopenia, increased serum
total protein and globulin and decreased albumin. The most frequent alteration
observed in all animals was the presence of inflammatory infiltrate of plasma cell
type. Histopathological analysis dogs eyes showed lesions on the eyelids, sclera,
glands and muscles retrorbital. Since the presence of the parasite was observed
in 16% of animals. These results show that the ocular manifestations are present
in animals with LVC and can occur concurrently with other signs of systemic
illness. It is important to consider leishmaniasis as a systemic disease, which
affects different organs and systems. We suggest therefore that in endemic
areas, this grievance should be included in the differential diagnosis of dogs with
eye injuries or of unknown etiology.

Keywords: Leishmania infantum, dog, canine visceral leishmaniasis, ocular
leishmaniasis.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

LC Leishmaniose Cuténea

LM Leishmaniose Mucosa

LCM Leishmaniose Cutanea-Mucosa
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LV Leishmaniose Visceral

LVC Leishmaniose Visceral Canina

RIFI Reacao de Imunofluorescéncia Indireta

ELISA Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay

DPP Dual Path Plataform

LG Glandula lacrimal

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
SINAN Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacédo
VLCSP Programa de Controle e Vigilancia da Leishmaniose Visceral
CCS/KCS Cerato Conjuntivite Seca

TEG Glandula lacrimal acessoria da terceira palpebra
EDTA acido etilenodiamino tetra-acético

ALT Alaninoaminotransferase

AST Aspartatoaminotransferase

FC Frequéncia cardiaca

FR Frequéncia respiratoéria

PCR Reacédo da polimerase em cadeia

CLIOC Colecao de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz
TBE Tris/Borato/EDTA
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INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

1.1- As leishmanioses

As leishmanioses sdao um complexo de doengas que ocasionam um
amplo espectro de manifestacdes clinicas, as quais dependem principalmente da
interacdo entre a espécie do parasito envolvido e a resposta imunolégica do
hospedeiro. Possuem grandes diferengas clinicas e epidemioldgicas, que envolvem
diferentes espécies de parasitos, vetores e hospedeiros reservatérios (Dantas-
Torres & Brandao-Filho, 2006).

Clinicamente é dividida em: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
cutanea-mucosa (LCM), leishmaniose cutanea-difusa (LCD) e leishmaniose visceral
(LV) (Gontijo & Carvalho, 2003; Mansueto et al., 2014). A LC produz, exclusivamente
lesbes na pele, geralmente unicas e no local da picada do vetor. Lesdes multiplas
também podem ser observadas e ocorrem por disseminacao linfatica do parasito
e/ou varias picadas do vetor. As lesbes cutaneas classicas possuem bordos
elevados, endurecidos e o fundo limpo com presenca de tecido de granulagdo. Em
alguns casos, apés a cura clinica da LC, pode ocorrer recidiva ou ocorrer outra
forma clinica, a leishmaniose cutanea- mucosa (LCM). Nessa forma clinica, ha o
acometimento da mucosa oronasal, podendo comprometer o septo nasal, palato e,
menos frequentemente a traqueia. Desta forma, o risco de deformidades € bastante
consideravel. A LCD é a forma clinica menos comum e caracteriza-se por lesdes
nodulares difusas, caracterizadas histologicamente pela presenca pronunciada de
parasitos e infiltrado inflamatério escasso ou ausente. As lesbes sédo de dificil
cicatrizacao e dificil tratamento. Além disso, o paciente apresenta-se anérgico aos
antigenos de Leishmania (Gontijo & Carvalho, 2003). Na LV humana podemos
observar desde a forma assintomatica até formas sintomaticas graves, com
sintomatologia semelhante a de outras doengas como: febre amarela, doenca de
Chagas, malaria, brucelose, toxoplasmose, leucemia e esquistossomose, 0 que
dificulta o diagnostico correto e em tempo habil para obtencdo de cura (Funasa,
2009). O quadro inicial da doenca pode seguir dois cursos: o da regressao
esponténea e o da progressao da doenga (Moreno et al; 2002). A leishmaniose
visceral acomete os cdes em todo o mundo, exceto na Oceania. Na América do Sul
e no Mediterraneo ha uma predominancia da leishmaniose visceral canina (LVC),
onde a area de ocorréncia desta doenca estd em ampliacédo (Dantas Torres et al,
2012).
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1.2 - Historico da leishmaniose visceral

Admite-se que a LV foi descrita pela primeira vez na Grécia em 1835,

mas s6 em 1869 recebeu a denominacdo “Kala-azar”, na india. William Leishman

identificou o parasito no inicio do século XX, quando encontrou o protozoario no

baco de um soldado indiano, e em 1903 Donovan foi responsavel pela primeira

publicacao sobre o parasito. O primeiro caso humano de leishmaniose visceral,

conhecida como calazar, autéctone das Américas foi descrito por Migone, em

1913, em um paciente febril que havia retornado ao Paraguai apés trabalhar na

construcéo da estrada de ferro Sdo Paulo-Corumba no Brasil (Lainson & Shaw,

1992). Entretanto, somente em 1936 foi descrito o primeiro caso de leishmaniose

visceral em um individuo vivo, residente no Brasil. Evandro Chagas investigando

a doenca em Sergipe diagnosticou-a e caracterizou um foco de calazar na regiéo

(Chagas, 1936).

1.3 - Agente etiolégico e taxonomia

Os agentes etiolégicos da LV sdo protozoarios parasitos intracelulares

obrigatérios e digenéticos (heteroxénicos) que necessitam de um vetor e um

hospedeiro vertebrado para completar seu ciclo biolégico (Kawashi, 2006; Bates,
2008; Lainson, 2010).

Taxonomicamente sdo classificados como:

v

SR N N N N R N NN

<

Reino Protista (Haekel 1886);

Subreino Protozoa (Goldfuss 1817);

Filo Sarcomastigophora (Honiberg & Balamuth 1963);
Subfilo Mastigophora (Diesing 1866);

Classe Zoomastigophora (Calkins 1909);

Ordem Kinetoplastida (VickKerman 1976);

Subordem Trypanosomatina (Kent 1880);

Familia Trypanosomatidae (Grobben 1905);

Género Leishmania (Ross 1903);

Subgénero Leishmania (Saf'Janova 1982)

Espécies Leishmania donovani (Laveran & Mensil 1903), L.

infantum/chagasi (Nicole 1908; Cunha & Chagas 1937; Cabrera,
1999).
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1.4 — Vetor

Os vetores da LV pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae e
género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. Cerca de 30
espécies sao responsaveis pela transmissdao da LV no mundo (Desjeux, 1996;
Strauss-Ayali & Baneth, 2000). A principal espécie de flebotomineo envolvida com a
transmissao da LV nas Américas é a Lutzomyia longipalpis em praticamente todas
as areas de sua ocorréncia (Laison & Shaw 1987; Ishkawa et al, 2002; Balbino et al,
2006), embora, na Colémbia e na Venezuela, além desta espécie, foi descrita a
participacdo da Lutzomyia evansi (Travi et al, 1990, Feliciangeli et al.,1991). Nos
estados de Pernambuco e Mato Grosso do Sul Lutzomyia migonei (De Carvalho et
al.,, 2010) e Lutzomyia cruzi (De Pita-Pereira et al., 2008) estdo envolvidos na
transmissdo da LV, respectivamente. No Velho mundo, trés espécies sao
responsaveis pela transmissdo da LV: Phlebotomus (Euphlebotomus) argentipe,
encontrado em regides tropicais do subcontinente indiano, Phlebotomus
(Larroussius) orientalis e Phlebotomus (Synphlebotomus sp) encontrados em regides
bioclimaticas distintas da Africa Oriental (Ready, 2014).

Os flebotomineos s&o insetos pequenos, de aspecto piloso e coloragéo
amarelada. S&o facilmente reconhecidos pela atitude que adotam quando pousados,
suas asas permanecem ligeiramente entreabertas e levantadas, e somente as

fémeas necessitam de sangue para maturagéo de seus ovos (BRASIL, 2013).

1.5 - Ciclo biolégico

Os parasitos do género Leishmania sao digenéticos (heteroxénicos),
apresentam em seu ciclo biolégico diferencas morfolégicas e bioquimicas,
necessitando de um vetor e um hospedeiro vertebrado para completa-lo.
Apresentam duas formas evolutivas principais: as promastigotas, que medem de 5 a
15 um, séo alongadas, possuem o flagelo livre e sdo encontradas no tubo digestorio
do vetor; e as amastigotas, medindo de 3 a 5 um, possuem formato ovoide, com
flagelo restrito a bolsa flagelar e sdo responsaveis pela infeccao no hospedeiro
vertebrado, parasitando células do sistema fagocitico mononuclear (Bates, 2008;
Kamhawi, 2006; Pace, 2014).

A infeccédo se inicia quando durante o repasto sanguineo em um
hospedeiro mamifero infectado, a fémea do flebotomineo ingere macréfagos com
formas amastigotas em seu interior. No estdbmago do inseto vetor, as amastigotas

transformam-se em promastigotas prociclicas, com pouca mobilidade, e
4
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posteriormente, diferenciam-se em promastigotas nectomonas, dando inicio a uma
fase de multiplicagéo logaritmica em que os parasitos ndo séo infectantes. Estas
formas migram para o intestino médio onde se aderem as microvilosidades das
células existentes neste tecido e sofrem um processo denominado metaciclogénese,
que acarreta mudangas bioquimicas na sua estrutura, tornando-as assim,
promastigotas metaciclicas. Estas formas migram para a regido do cardia e valvula
do estomodeu, onde se aderem ao epitélio da valvula danificando-a. Dessa forma,
ao realizar um novo repasto sanguineo, o vetor regurgita a forma infectante do
parasito, devido a degeneracdo da valvula, e deste modo as promastigotas
metaciclicas de Leishmania sao introduzidas em um novo hospedeiro mamifero,
sendo fagocitadas por células do sistema imunoldgico do hospedeiro vertebrado,
principalmente macréfagos e células dendriticas. No interior destas células as
Leishmanias se diferenciam em amastigotas, que se replicam também por divisao
binaria, dentro do fagolisossomo. A dispersédo da infec¢cdo ocorre quando a célula,
densamente parasitada, se rompe e as amastigotas sdo fagocitadas por novas

células, concluindo, assim, seu ciclo biolégico (Bates, 2007; Pace, 2014).

1.6 - Epidemiologia e distribuigdo geografica

A LV inicialmente descrita como doenga esporadica rural, que acometia o
homem e o cédo, no ambiente silvestre, foi posteriormente caracterizada como de
ocorréncia endémica, com surtos ocasionais nas areas rurais nordestinas (Deane &
Deane, 1962). Um processo de transi¢cao epidemiolégico ocorreu na década de 70,
mudando seu perfil de morbimortalidade, préprio do ambiente rural, para o ambiente
urbano. Na década de 80 a leishmaniose tornou-se endémica e epidémica em
diversas areas metropolitanas do Brasil (Werneck, 2008). Acredita-se que o fato da
doenca ter se tornado de notificagdo obrigatéria justifique o relato do aumento do
numero de casos da doencga (Desjeux, 2004).

No mundo, cerca de 350 milhdes de pessoas, distribuidas em 98 paises
vivem em areas que apresentam alto risco para a infecgéo por Leishmania. Estima-
se que 1.200.000 novos casos de LC e 400.000 de LV ocorram a cada ano em todo
mundo. Cerca de 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorre em paises como:
Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Suddo do Sul e Suddo (WHO, 2012). Dos casos
que ocorrem nas Américas, 96,5% (3.118) estdo concentrados no Brasil, seguidos
do Paraguai, Argentina, Coldbmbia e México (OPAS, 2014). Tanto no Velho Mundo

quanto no Novo Mundo, a distribuicdo dos casos esta concentrada nas regides
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periurbanas (Figura 1) (Pigot et al, 2014). Em 2012, a taxa de incidéncia da LV na
regiao das Américas foi de 48 casos por 100.000 habitantes, variando de 0,6 casos
por 100.000 habitantes (Informe Epidemioldgico das Américas, 2014).

Figura 1.1: Distribuicdo da Leishmaniose Visceral no Mundo. Fonte: Pigott et al.,
2014.

No Brasil, o panorama epidemiolégico ndo deixa duvidas sobre a
expansao geografica e mudancga de perfil da LV. De 1980 a 2008 foram notificados
no pais mais de 70.000 novos casos, causando mais de 3.800 obitos. Entre os anos
de 2006 e 2008, cerca de 1.200 municipios, pertencentes a 21 unidades federativas,
apresentaram transmissao autoctone, e tem demonstrado carater endémico-
epidémico, com média anual de 3.630 novos casos (2000 — 2004) (Werneck, 2010).

A expansdo da LV nos centros urbanos tem como principal fator a
limitacdo de um programa de controle do reservatorio doméstico (Braga et al., 1992).
Na América do Sul o numero de caes infectados com Leishmania chega a milhdes, e
em regides como Venezuela e Brasil essa taxa de infecgéo é muito alta, e pode ser
associada a elevado risco de infecgdo humana, possuindo prevaléncia de 60% a
80% na populagao canina. Dentre estes animais a sua maioria ndo apresenta sinais
clinicos aparentes (Baneth & Aroch, 2008).

A ilha de Sao Luis do Maranh&o é o resultado da invasao de terras, que
comegou em 1960, seguido de desmatamento grave e migragcéo intensa. Esses
fatores causaram um desequilibrio ecolégico na regido, o qual deslocou os
febotomineos de seu ecotopo natural, resultando em uma epidemia de LV humana
em 1993. A partir deste ano em diante, foi dado énfase a agbes preventivas e

estudos epidemiolégicos na area (Viana et al., 2011). O perfil epidemiologico atual
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da leishmaniose no Maranhdo é preocupante, pois, além do padrao de
periurbanizacdo da doenca, que afeta particularmente municipios da ilha de S&o
Luis como: S&o Luis, Sdo José do Ribamar, Pagco do Lumiar e Raposa; ha uma
expansao da LV para outras cidades do Estado, que pode ser observado através do
namero de casos notificados em 50,2% (109 municipios) dos 217 municipios
existentes (Caldas, 2004).

1.7 - Urbanizagao da leishmaniose visceral

A LV, historicamente reconhecida como uma endemia rural invadiu
grandes centros urbanos no inicio da década de 80 atingindo Sao Luis (MA),
Teresina (PI), Fortaleza (CE), Natal (RN) e, posteriormente Belo Horizonte (MG),
Palmas (TO), Campo Grande e Corumba (MS), Aragatuba (SP) entre outras.
Posteriormente, casos autoctones foram detectados no Rio Grande do Sul (Brasil,
2006). Diversos fatores contribuiram para o processo de urbanizagdo da LV tais
como transformagbes socioambientais como o desmatamento, movimentos
migratorios, ocupacédo urbana ndo planejada, além das condi¢cdes precarias de
saneamento e habitagdo nas periferias das cidades e a desnutricdo. Estas
alteragcdes tem provocado uma mudanga no perfil epidemiolégico da doenca
reduzido a disponibilidade de animais que servem de fonte de alimentacdo para o
fleb6tomo, e desta forma, o cdo e o homem surgiram como alternativas mais
acessiveis na cadeia alimentar do vetor, (Caldas et al., 2001; Barata et al.; 2005,
Santos et al., 2010).

Em 1956, Deane chamava atencdo para o processo de expansdo e
urbanizacao da LV, que ficou mais forte durante os anos 80, quando ocorreu uma
grande transformacdo na distribuicdo geografica da doencga. Foi nesse momento
que a doenga aos poucos adquiriu caracteristica periurbana e hoje se caracteriza
como uma endemia em ampliagéo geografica, sendo observada em areas urbanas e
ja instalada definitivamente em muitas cidades como: S&o Luis (MA), Fortaleza (CE),
Aracaju (SE), Rio de Janeiro (RJ), e Belo Horizonte (MG), recentemente Palmas
(TO), Cuiaba (MT), Campo Grande (MS) e outras (Funasa 2005).

Na LV, o coeficiente de incidéncia tem alcangcado 20,4 casos/100.000
habitantes em algumas regides dos estados nordestinos do Piaui, Maranhao e
Bahia, onde as taxas de letalidade, chegam a 10% em alguns locais. A incidéncia da

LV sofre aumento significativo em quase todas as regides geograficas do pais, se
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tornando uma preocupacao constante no papel na saude publica nacional (Funasa,
2009).

1.8 - Leishmaniose visceral no cao e seu papel como reservatério

Os hospedeiros vertebrados responsaveis por albergar os parasitos
responsaveis pelas leishmanioses sao animais silvestres, como roedores, gambas,
tamanduas, tatus, canideos, primatas e preguicas; e animais domésticos, como
caes, gatos e equinos; e o homem. No ambiente doméstico, o cao € considerado o
principal reservatério da L. infantum e seu papel com dispersor da infeccédo em areas
endémicas para LV é bem conhecido (Gontijo & Melo 2004). A presenca de caes
infectados com presenca de parasitos na pele e, portanto, servindo como
transmissores ao inseto vetor é um fator de risco para a ocorréncia de casos
humanos da doenga (BRASIL, 2006). Esse fato € um consenso entre a comunidade
cientifica e as autoridades de saude responsaveis pela vigilancia epidemiologica da
doenca, o que torna esses animais um dos alvos das estratégias de controle deste
agravo (Gontijo & Melo 2004).

Assim como nos casos da doenga humana o parasito incriminado com
responsavel pela infec¢do canina é a L. infantum, no entanto em algumas regides do
pais pode ocorrer sobreposi¢do nos ciclos de transmissao de outras espécies como
L. amazonensis e a L. braziliensis, responsaveis por formas cutdneas da doenca
humana, e os caes tornarem-se coinfectados (Dantas-Torres, 2009). Casos desse
tipo foram descritos na regido sudeste do Brasil (Madeira et al., 2006a,b) e ainda
existe relato de LVC causada por L. amazonensis (Tolezano et al., 2007), reforgcando
a necessidade de identificacdo das espécies envolvidas na doenga canina (Dantas-
Torres, 2009).

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma zoonose progressiva crénica
de grande impacto para saude publica. As caracteristicas clinicas da LV, tanto no
cdo como no homem, sdo variaveis e inespecificas (Marzochi et al., 1985; Feitosa,
2006). Nos céaes, essas caracteristicas clinicas resultam em portadores sintomaticos
e assintomaticos o que torna o diagnéstico clinico extremamente complicado,
podendo ser confundida com varias outras enfermidades (Albuquerque et al., 2007),
portanto, o diagnéstico laboratorial ou parasitologico € fundamental para a
confirmagéo da infeccdo. Em areas cujo padrao socioecondmico € baixo, outros

fatores podem estar associados, dificultando o diagnéstico clinico, especialmente as
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dermatoses e a desnutricdo, mascarando ou modificando o quadro clinico da
leishmaniose visceral canina (Monteiro et al., 2005; Alvar et al., 1994).

Animais infectados por Leishmania podem permanecer assintomaticos
por toda a vida ou desenvolver os sintomas apos periodos que variam de trés meses
a anos (Gontijo & Melo, 2004; Marcondes, 2007). Animais sintomaticos apresentam
sinais clinicos da doenca, como: perda de peso, de apetite; linfoadenopatia local ou
generalizada; lesbes de pele - alopecia local ou generalizada, descamacao,
eczemas em focinho e pele, lesdes de orelha, focinho, cauda, pelos opacos; lesées
oculares - blefarite, ceratoconjuntivite seca bilateral, uveite, glaucoma; epistaxe,
anemia, insuficiéncia renal, onicogrifose, edema de patas e em casos mais graves
apresentam neuralgia, poliartrite e lesées 6sseas (Galvez et al., 2011).

Estudos realizados em areas de ocorréncia de casos humanos de LV
concluiram que as infec¢gdes humanas sao precedidas de enzootia canina (Oliveira
et al., 2000; Calabrese et al. 2010) e o céao incriminado como principal fonte de
infeccdo para os vetores (Brasil, 2006). Alguns fatores como sua distribuicdo
cosmopolita e o papel que ocupa nos grupos sociais (Costa et al., 1999), o intenso
parasitismo da pele nesses animais facilitando a contaminacdo dos flebotomineos
(Barata et al., 2005), as altas taxas de prevaléncias de infec¢ao e o elevado numero
de animais assintomaticos, que pode chegar a 80% da populagdo infectada
(Marcondes & Rossi, 2013) e apresentam alta competéncia para estabelecer a
infeccédo em flebotomineos (Laurenti et al., 2013) colocam o cdo como principal elo

na cadeia de transmissdo da LV.

1.9- Diagnéstico da LVC

O desenvolvimento de sintomas inespecificos e, muitas vezes, tardios e a
grande porcentagem de cdes assintomaticos sdo fatores que contribuem para o
subdiagnéstico da LVC. Devido ao importante papel que esses animais assumem,
especialmente em areas endémicas, o diagndéstico correto e precoce desta zoonose,
tanto do ponto de vista epidemiolégico quanto individual torna-se extremamente
relevante (Barbosa et al, 2010).

O diagnostico da LVC ¢ dificil devido a grande variedade de
manifestagbes clinicas doenga e a inespecificidade dos mesmos, tornando o
diagndstico parasitolégico e/ou laboratorial necessarios para confirmacdo. Apesar
ainda de constantes discussdes, o método parasitolégico ainda € considerado o

padrdo ouro para diagnostico da infecgdo (Nogueira et al, 2009). O diagnéstico
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parasitologico pode ser feito através de analises citoldgicas de laminas de esfregacgo
ou “imprints” de diferentes tecidos ou ainda por analises histopatologicas e técnicas
imnunohistoquimica. Esta ultima apresenta alto grau de contraste entre a célula
hospedeira e o parasito, e possui maior eficiéncia na detecgdo do agente (lkeda-
Garcia & Marcondes, 2007; Tasca et al., 2009). O exame parasitolégico permite a
identificacédo de formas amastigotas nos tecidos examinados, no entanto, é preciso
levar em considerac¢ao o quadro clinico do animal para eleger o método adequado e
tecido a ser examinado. Animais assintomaticos apresentam, muitas vezes, baixa
carga parasitaria, podendo ocorrer resultados falsos negativos (Farias, 2015). Para
avaliacao direta, o bago € o 6rgdo que se mostra com maior sensibilidade quando
comparado a medula 6ssea e linfonodo (Sarker et al, 2004). O isolamento de
parasitos em meio de cultura também pode ser realizado, permitindo a visualizacao
de formas promastigotas, apesar de apresentar alta especificidade (100%), é pouco
utilizado devido a desvantagens como demora nos resultados, possibilidade de
contaminagao microbioloégica, dependéncia da carga parasitaria e dependéncia de
execucao (Moreira et al., 2007; Maia & Campino, 2008)

Os principais métodos utilizados para detecgdo de anticorpos anti-
Leishmania circulantes em caes sao a reagado de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
0 ensaio imunoenzimatico (EIE) ou “enzima linked immunosorbent” (ELISA) e, mais
atualmente, o teste rapido imunocromatografico TRDPP® produzido por
Biomanguinhos (BRASIL, 2013).

Até 2011 a proposta do Programa de Vigildncia e Controle da
Leishmaniose Visceral (PVC-LV) era que o EIE fosse utilizado como triagem de
casos e a RIFI como teste confirmatério. Sendo assim, o RIFI era o teste sorolégico
mais frequentemente utilizado em estudos epidemiologicos. Apesar de ter
sensibilidade e especificidade variando entre 60% e 100% (Mohammed et al., 1986;
Almeida et al., 2005; da Silva et al, 2013) reatividade cruzada com tripanossomiase,
erlichiose, babesiose, dirofilariose e borreliose tem sido relatada (Moreira et al.,
2007; Zanette et al, 2014). O EIE também é amplamente utilizado como diagnéstico
de LVC e permite a analise simultdnea de um grande numero de amostras e o uso
de diferentes antigenos que podem melhorar a qualidade do ensaio (Tasca et al.,
2009). O maior problema em relagéo aos testes sorologicos, até entdo empregados,
era o longo tempo de espera para a entrega dos resultados, permitindo a
permanéncia de animais soropositivos nas areas urbanas e a manutencao do ciclo

de transmisséo ativa (Lira et al., 2006). A partir de 2011, pela necessidade de um

10



INTRODUCAO

diagndstico rapido e pratico concomitante com alta sensibilidade e especificidade o
Ministério da Saude (MS), baseado em estudos multicéntricos, avaliando as
metodologias de RIFI, EIE e o TR DPP® propbs a substituicdo do protocolo anterior
utilizado pelo PVC-LV. O TR DPP® passou a ser utilizado como método de triagem
pelas equipes de campo e, dentro dos laboratorios de apoio, o EIE como teste
confirmatorio dos animais sororreagentes (Funed, 2013).

O TR DDP® é um teste de diagnostico rapido que utiliza uma tecnologia
de imunoensaio cromatografico desenvolvido ela empresa norte-americana Chembio
e transferida para Biomanguinhos, Rio de Janeiro, Brasil
(http://lwww.chembio.com/newtechnologies.html). O TR DPP® & um teste qualitativo
para deteccao de anticorpos anti-Leishmania que utiliza a fusdo das proteinas
recombinantes K26 e K39 como antigeno Esta proteina é produto de um gene
clonado a partir de L. infanfum e que contém uma repeticdo de 39 aminoacidos
conservados entre as espécies do complexo L. donovani de Leishmania, assim, o
teste reagente para anticorpos anti-rK39 é indicativo de presenca de infecgéo
visceral (Grimaldi et al., 2012; Coura-Vital et al., 2013; 2014). Estudo recente
mostrou bom desempenho do teste com 90,6 % de sensibilidade e especificidade de
95,1%, com capacidade em detectar anticorpos anti-Leishmania em caes
sintomaticos, 92,1 %, e assintomaticos, 89,4 %. A reacao cruzada detectada sé foi
significante para babesiose, entretanto, menor do que a apresentada pelos demais
testes sorologicos utilizados (Laurenti et al., 2014).

Dentre as técnicas de diagndstico molecular, o teste comumente realizado
€ a reacao em cadeia da polimerase (PCR), que permite a identificacdo do DNA do
parasito em questao (lkeda-Garcia & Marcondes, 2007). Estudos realizados em céaes
sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos mostraram sensibilidade de 100,
96 e 95,65% respectivamente, no entanto, este teste exige equipamentos e méo de
obra bem treinados, a fim de evitar a contaminacdo da amostra uma vez que esta
técnica é capaz de detectar pequenas quantidades de DNA do parasito (Moreira et
al, 2007).

No Brasil, o diagnéstico canino € critico, especialmente porque a
eliminagéo de céaes soropositivos € uma das medidas adotada pelo PVC-LV para
controlar a propagacgao da LV humana e canina. Vale a pena ressaltar que sorologia
reflete exposicao do animal ao agente etioldgico e nao significa transmissibilidade ou

presenca de doenca, assim como animais nao reagentes podem estar infectados.
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1.10 - Medidas de controle das leishmanioses

O programa de controle das leishmanioses no Brasil estd centrado,
basicamente, na identificacdo e eliminacdo do reservatorio canino, eliminagédo do
vetor, diagnostico e tratamento adequado dos casos registrados. Entretanto, devido
a falta de evidéncias de que as medidas empregadas reduzam a incidéncia da
doenca humana no pais, o Ministério da Saude, em 2003, adotou uma metodologia
que se baseia em uma melhor definicdo das areas de transmissao ou de risco, com
utilizacdo de informagdes relativas aos casos humanos, prevaléncia canina e
aspectos ambientais e de ocupacdo. Um maior conhecimento cientifico sobre o
papel especifico de cada elemento da cadeia de transmissdo (agente etioldgico,
inseto transmissor, homem e reservatoérios silvestres e domésticos), representa um
dos maiores desafios para o aprimoramento das estratégias de controle, visando
quebrar os elos epidemioloégicos da cadeia de transmissao do parasito. As medidas
de controle usualmente empregadas nao tém apresentado efetividade suficiente
para redugdo da prevaléncia, ainda que importantes avangos tenham sido
alcancados na reducao da letalidade (Gontijo & Melo, 2004).

Com o objetivo de reduzir a mortalidade, o Ministério da Saude criou o
Programa de Controle e Vigilancia da Leishmaniose Visceral (VLCSP). Essas
diretrizes também incluem o diagndéstico precoce e tratamento de casos humanos,
controle de vetores, a triagem soroldgica e a eutanasia de caes infectados, e
medidas de educacdo para a saude. De acordo com o VLCSP, todos os casos
suspeitos de VL devem ser confirmados e comunicados as autoridades sanitarias e
registrados no Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN) (Coura-
Vital et al., 2014).

1.11 - Tratamento da leishmaniose visceral canina

Atualmente existe uma grande discussado sobre o tratamento dos céaes
com LV. Segundo a recomendacao do Ministério da Saude, juntamente com o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) baseado na Portaria
Interministerial n° 1.426, de 11 de julho de 2008, é proibido o tratamento da LVC
com produtos de uso humano ou que néo sejam registrados no MAPA, o que tem
gerado grande polémica entre o0 meio veterinario e os proprietarios de caes
positivos.

No entanto, poucos estudos s&do realizados em relacdo ao
acompanhamento do animal antes, durante e ap6s o tratamento, porém, estes
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estudos indicaram que no tratamento para leishmaniose canina, mesmo com a
utilizacdo de regimes combinados ou com drogas unicas, ocorre alto indice de
recidiva, ndo atingindo a cura parasitolégica, e a remissao dos sinais clinicos pode
ser observada durante o tratamento ou meses apés (Travi, 2014).

Na Europa o tratamento canino € amplamente utilizado e a base
terapéutica consiste no uso de antimoniato de meglumina e o estibogluconato de
sédio (Frezard et al; 2009). O tratamento com antimoniato de meglumine, como
monoterapia, com a dose de 50 a 150mg/kg pela via subcutanea ou intramuscular
durante 3 a 4 semanas demonstrou resultado foi promissor, atingindo a cura clinica
dos pacientes, porém, foi observada a persisténcia do parasito no baco, medula
Ossea, figado e linfa, havendo recidivas em 70 a 100% dos casos, apds um ano de
tratamento. O tratamento com Alopurinol demonstra vantagens como: baixo custo e
facilidade de administracéo, tornando-se uma droga bem aceita pelos veterinarioas e
proprietarios, no entanto, ndo é incomum que os donos abandonem o tratamento. E
utilizada nas doses de 15 a 30mg/kg/dia, durante 4 a 12 meses, e mesmo apos o
termino do protocolo € comum observar recidivas. A associacdo destas drogas
também é usada na clinica, mostrando inicial remissao da sintomatologia, porém, a
eliminag&o do parasito n&o ocorre (Travi, 2014).

Devido a ocorréncia de recidivas e a persisténcia do parasito, 0 ministério
da Saude e autoridades de saude publica estdo receosos que o uso prolongado e
indiscriminado dos compostos antimoniais possam selecionar cepas resistentes do

parasito, justificando sua proibigao aqui no Brasil (WHO, 2010).

1.12 - Anatomia e fisiologia do sistema ocular

O globo ocular esta localizado dentro de uma caixa éssea protetora,
denominada 6rbita, protegido pelas palpebras. E composto por: cadmara escura,
camada de células receptoras sensoriais; sistema de lentes para focalizagédo da
imagem e um sistema de células para iniciar o processamento de estimulos e envia-
los para o cértex cerebral. Em sua conformagéo possui trés tunicas, que sao
dispostas concentricamente: camada externa — formada pela esclera ou esclerética
e pela cornea; camada média ou tunica vascular- cordide, corpo ciliar e iris; e a
camada interna ou retina (que se comunica com o cérebro por meio do nervo
optico). Além desses envoltorios, o olho possui uma estrutura transparente
biconvexa que € mantida em posicao pelo ligamento circular (cristalino ou lente); a

zbnula ciliar, que se insere no corpo ciliar e esta posicionada na camada meédia
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juntamente com a iris (expansdo pigmentada e opaca), a qual se posiciona em
frente ao cristalino, recobrindo-o em parte (Tedesco, 2003).

O olho é dividido em trés compartimentos: camara anterior - delimitada
entre a iris e a cérnea; camara posterior - delimitada entre a iris e o cristalino; e o
espaco vitreo - localizado atras do cristalino e circundado pela retina. As camaras
anterior e posterior possuem um liquido rico em proteinas, o humor aquoso, e o
espaco vitreo possui no seu interior o corpo vitreo (substancia viscosa e gelatinosa)
(Turner, 2010). Também fazendo parte do globo ocular, mas localizados fora dele,
encontram-se o aparelho lacrimal e as palpebras.

A lente do olho, o cristalino, esta em contato com a superficie posterior da
iris e coberta por uma capsula avascular nutrida pelo humor aquoso e vitreo. A
manutencdo da pressdo intraocular depende de um balango entre producédo e
drenagem deste O humor aquoso é produzido pelas células do epitélio do corpo
ciliar, e € drenado através de processos de secrecao ativa e de ultrafiltrarao passiva,
fluindo através da pupila para a camara anterior. E drenado para fora do bulbo do
olho, através do angulo iridocorneal, e ja neste local passa por ligamentos
pectinados e para malha trabecular uveal, e absorvido pelos vasos do plexo venoso
e veias de drenagem da esclera. Existe outra via de drenagem, menos comum, a via
uveoescleral, onde o humor aquoso é drenado pelas células intersticiais do corpo
ciliar para o espago supracoroidal e os vasos da esclera e da coroide (Turner,
2010).

A cornea é a porgao anterior, transparente e avascular da regido externa
do olho que em associacdo com a esclera, origina a tunica fibrosa do olho. E
composta por cinco camadas: epitélio corneano anterior, membrana de Bowman,
estroma, membrana de Descemet, e epitélio posterior ou endotélio. O epitélio
corneano anterior possui de 4 a 6 camadas celulares, € do tipo estratificado
pavimentoso ndo queratinizado e representa aproximadamente 10% da espessura
total da cérnea, apresentando alta capacidade regenerativa e diversas terminagdes
nervosas livres; produz sua prépria membrana basal e as células aderem-se a ela e
entre si por meio de interdigitacbes das membranas celulares e hemidesmossomos.
A membrana de Bowman, localizada abaixo do epitélio corneano anterior, é
homogénea e relativamente espessa composta por finas fibras de colagenos e
proteoglicanas organizadas em todas as diregcdes, conferindo-a alta resisténcia. O
estroma é a pog¢do que ocupa maior espago (90% da espessura corneal), sendo

composto por ceratdcitos que produzem colageno, proteoglicanos e glicoproteinas
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da matriz extracelular. A membrana de Descemet é formada por uma camada
acelular e elastica que esta localizada entre o estroma e o endotélio. O endotélio da
cérnea é pouco resistente e formado por uma unica camada celular mais delgada.
Apesar de ser pequeno, este se mostra essencial para o normal funcionamento da
coérnea (Muccioli et al., 2006; Turner, 2010). As funcdes do epitélio da cdrnea séo:
funcionar como barreira fisica de organismos patogénicos, barreira lipofilica para
absorcao de substancias e contribuir para a manutencéo do privilégio imune do olho
(Dubielzig et al., 2010). A superficie corneal é banhada pelo filme lacrimal pré-ocular.

O sistema nasolacrimal € formado por um componente secretério (filme
lacrimal pré-ocular) e um componente excretério (sistema de drenagem
nasolacrimal). A secregao do filme lacrimal & produzida pelas glandulas lacrimais e
da terceira palpebra, as glandulas tarsais (ou Meibdmio) e as células caliciformes.
Toda essa secregcédo flui por um sistema de drenagem formado por pontos,
canaliculos e o ducto nasolacrimal. (Turner, 2010).

A glandula lacrimal € a responsavel pela maior parte da produgcéo do
componente aquoso do filme lacrimal pré-corneal no olho canino, e a glandula
nictante produzindo aproximadamente de um quarto a um ter¢co da quantidade total.
Essa camada aquosa atua na protecéo e nutricdo da cdrnea, além de facilitar o
movimento do globo ocular (Turner, 2010). Estas secre¢bes também contribuem
para a imunidade da superficie ocular, e o comprometimento destas glandulas pode
levar a altera¢gdes na homeostasia lacrimal e, consequentemente, a diminuigéo da
producdo lacrimal, ocasionando o aparecimento de oftalmopatias como a
ceratoconjuntivite seca, por exemplo (Terakado et al., 2015).

A ceratoconjuntivite seca (CCS) € uma deficiéncia da por¢do aquosa da
lagrima, conhecida popularmente como “olho seco”. A maioria das causas sao
imunomediadas, porém, também é observada em casos de doengas neurologicas ou
intoxicacdes por farmacos. A CCS é uma condicao inflamatéria da superficie ocular
causada por uma reducado no componente aquoso do filme lacrimal.. Para avaliar a
presenca de CCS, utiliza-se o teste lacrimal de Schirmer, que pode ser interpretado

como positivo com uma leitura inferior a 10 mm em um minuto (Williams, 2008).

1.13 - Leishmaniose visceral (LV) e olho

Os sinais clinicos associados a LV sao altamente variaveis e dependem
de diversos mecanismos, que estao associados a quantidade de parasito inoculado

e a resposta imunoldgica do hospedeiro (Pefia et al., 2008). Na LV as manifestacbes
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oculares sdo frequentemente descritas e acompanhadas de sinais clinicos
sistémicos e raramente identificadas isoladamente (Ciaramella et al., 1997; Oliveira-
Neto et al., 2000.;Pefia et al. 2008).

As altera¢des anatomopatologicas identificadas em animais naturalmente
infectados por L. infantum podem acometer varios 6rgaos, pois a doenca é
sistémica, com um periodo de incubacgéo variavel e prolongado e com sinais clinicos
comuns a outras doencgas. No entanto, os mecanismos patologicos da LVC e a
morfologia das lesbes nos diferentes 6rgaos estdo na dependéncia da resposta
imunolégica do hospedeiro, associada a sua amplitude e a evolugdo da doenca
(Pena et al.,, 2008). Assim, logo ap6s a infeccdo pelo vetor e fagocitose e
diferenciacao dos parasitos os macrofagos parasitados séo drenados por via linfatica
para linfonodos regionais e disseminados para outros o6rgaos (Luvizotto, 2006).
Sendo assim, o envolvimento de varios 6rgaos, inclusive os olhos e seus anexos
durante a infeccdo é comum (McCornell et al.,1970; Giles et al., 1975; Molleda et
al.,1993; Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999).

As manifestagdes oftalmolégicas na LVC podem determinar desde
discretas alteragbes nos anexos oculares, a envolvimento completo do bulbo,
provocando perda da funcéo visual. Embora possam ocorrer concomitantemente
com outros sinais sistémicos da doenca, as lesbes oculares algumas vezes
constituem a primeira ou a unica alteragcdo aparente representando a principal
queixa dos proprietarios (Roze, 1986a; Pena et al., 2000; Fulgéncio et al., 2004;
Fulgéncio, 2006).

A prevaléncia de lesdes oculares em caes com leishmaniose foi descrita
em alguns estudos, e varia de 16 e 80% (Slappendel, 1988; Pena et al., 2000). As
alteragcbes oftalmologicas mais frequentes associadas séo blefarite (3,8%),
ceratoconjuntivite (2,8%) (Molleda et al., 1993; Ciaramella et al., 1997) e uveite
anterior (42,8) (Pefa et al, 2000). Os primeiros estudos iniciaram-se em 1913 com a
descricdo de ocorréncia de ceratoconjuntivite em dois caes experimentalmente
infectados com Leishmania. No mesmo ano o autor e colaboradores foram os
primeiros a estudar as caracteristicas histolégicas desta alteracdo e associa-la a
presenca de amastigotas no estroma (Lemaire et al., 1913). Posteriormente, outros
autores diagnosticaram a mesma alteragcado (Donatien e Lestoquard, 1935; Nattan-
Larrier e Guimard, 1935; Leitdo, 1946; Deane e Deane, 1955; Slappendel 1988;
Molleda et al. 1993; Ciaramella et al. 1997; Koutinas et al 1999; Pefa et al. 2000;
Fulgéncio et al., 2004) além de blefarites (Ho et al., 1947 Koutinas et al., 1999; Pefa
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et al. 2000; Fulgéncio et al., 2004) e uveite (Slappendel 1988; Molleda et al. 1993;
Ciaramella et al. 1997; Koutinas et al. 1999; Pefia et al. 2000; Fulgéncio et al. 2004)
durante o curso da LVC em cées naturalmente infectados. Outras alteragdes
oftalmicas como panoftalnite (Slappendel,1988; Ciaramella et al; 1997); coriorretinite,
ceratite e atrofia de retina e nervo 6ptico (Molleda et al. 1993); celulite orbital e
glaucoma (Pefia et al, 2000); alopecia periocular (Pefia et al. 2000; Fulgéncio et al.,
2004); descolamento de retina (Fulgéncio, 2006); endoftalmite (McConnell et
al.,1970), cegueira (Kumar et al, 1993), dentre outras, vém sendo descritas, menos
frequentemente, em associacéo a LVC.

Dois mecanismos patoldgicos principais tém sido descritos como
causadores de lesdes oculares e nao oculares, tais como: inflamacg¢ao granulomatosa
local e formacao de complexos imunolégicos que se depositam nos tecidos (Pefia et
al., 2008). Entretanto, Roze (1986) propés trés teorias que poderiam esclarecer a
deficiéncia da produgéo lacrimal em cées infectados com LV. A primeira delas seria
pela destruigcdo do acino e a presenca de infiltrado inflamatério em glandula lacrimal,
a segunda ocasionada pela obstrugdo dos ductos secretérios pela presenca de
infiltrado inflamatério e a a terceira a pela reduzida secregao seguido de hipoestesia
de coérnea.

Os estudos histopatolégicos mostraram a presenca de amastigotas no
estroma do 6rgao (Lemaire et al., 1913); terceira palpebra, cornea, limbo, corpo ciliar
e iris (Molleda et al. 1993; Nicolau & Perard, 1936); palpebra, esclera, cornea, iris,
corpo ciliar e cordide (Giles et al.,, 1975); segmentos da conjuntiva e em nodulos
periféricos da cérnea (Pefia et al., 2000) e nas glandulas da terceira palpebra e do
meibémio (Naranjo et al., 2005). Além disso, alguns autores ja descreveram o
Isolamento de parasitos da esclera (Falchetti & Faure-Brac, 1932); lagrima de
animais infectados (Faure-Brac, 1933; Nattan-Larrier & Grimard, 1935); conjuntiva
palpebral, humor aquoso e humor vitreo (McConnell et al., 1970). As manifestacoes
oculares e perioculares na LVC embora sejam mais comuns em concomitancia com
outros sinais sistémicos da doenca, muitas vezes, podem constituir a primeira
alteracéo aparente da doenca (Fulgéncio et al.,2004). Tais manifestagcbes foram
responsaveis pela ida do animal ao médico veterinario de 3,5% a 14,0% dos caes
diagnosticados com LV (Koutinas et al., 1999 e Pefa et al., 2000). Em estudos com
caes naturalmente infectados, Molleda et al. (1993) observaram que 96,7% dos caes
apresentaram lesbes oculares as quais foram atribuidas a LVC. Posteriormente

Pena et al. (2000) constataram que 24.4% dos animais diagnosticados com
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leishmaniose canina entre 1993 e 1998 apresentavam lesbes oculares ou
perioculares e 15.2% dos casos apresentavam apenas lesdes oculares, sem sinais
sistémicos de LV aparentes.

Considerando a alta frequéncia com que as alteragbes oftalmicas
associadas a LV afetam os cées, o estudo das alteragbes oftalmoldgicas presentes
nestes animais € importante para o esclarecimento dos mecanismos patoldgicos
envolvidos na infecgcédo. Apesar dessa alta frequéncia, os trabalhos sao pontuais e se
restringem, na maioria das vezes, a relatos de casos. Estudos mais aprofundados
caracterizando e mostrando a extensdo das lesdes nestes oOrgdos se fazem
necessarios para melhor descricdo da variedade e singularidade das oftalmopatias
associadas a LVC. Além disso, este estudo poderia auxiliar na melhoria do
diagndstico, facilitando a detecgéo precoce das lesdes oculares nos caes, o que
auxilia na melhor compreenséo da doenca humana, ja que, além de terem o mesmo
agente etiolégico, ambas apresentam alteragdes semelhantes, proporcionando

assim um tratamento adequado.
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2 - OBJETIVOS

2.1 -OBJETIVO GERAL
Descrever a sintomatologia clinica e oftalmolégica, assim como as
alteracdes histopatolégicas oculares presentes em cées com leishmaniose visceral

(LV), provenientes da localidade Cidade Operaria, Sao Luis - MA.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Confirmar o diagnéstico dos caes utilizados no estudo através da
observacdo do parasito (em esfregaco de medula éssea e/ou isolamento) e/ou
positividade em dois testes sorologicos: teste rapido para leishmaniose visceral
canina (DPP® BioManguinhos, RJ) e ELISA;

e Avaliar os cades clinicamente e descrever a presenca de sinais
caracteristicos de LV;

e |Isolar e caracterizar a espécie de Leishmania responsavel pela
infeccdo, através das punc¢des de medula éssea, baco e humor aquoso dos animais
estudados;

e Detectar a presenca de DNA de Leishmania sp. nas amostras de baco
dos animais em que néao for possivel o isolamento do parasito em qualquer das
amostras puncionadas (bago, medula 6ssea e humor aquoso) ou sua visualizagédo
em esfregaco de medula 6ssea.

¢ Avaliar as alteragbes hematoldgicas e bioquimicas presentes nos cées
com LV,

e Verificar a producao lacrimal nos caes estudados através do teste de
Schirmer;

e Avaliar a presencga de ulcera cornea através da utilizagdo do colirio de
fluoresceina;

e Analisar as alteragbes histopatologicas presentes nos olhos dos caes

estudados;
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3 - Material e Métodos

3.1 - Area de estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Sao Luis, localizado na
regido norte do Estado do Maranhdo. O municipio possui 1.014.837 habitantes
(IBGE, 2010). Ocupa uma area de 834,785 Km? e esta localizado no Nordeste do
Brasil, nas coordenadas geograficas, latitude 2°35'37"S, longitude 44°12'0"W,
estando a 24 metros acima do nivel do mar. Possui clima do tipo tropical, quente e
umido. A temperatura minima na maior parte do ano fica entre 21 e 27 graus e a
maxima geralmente fica entre 27 e 34 graus (UFMA, 2011). Apresenta dois periodos
distintos: um chuvoso, de janeiro a julho, e outro seco, de agosto a dezembro. A
média pluviométrica é de 2290 mm por ano e umidade relativa do ar de 65%, com
maxima de 80% no periodo chuvoso (INMET, 2014). O municipio divide-se em sete
distritos sanitarios: Itaqui-Bacanga, Centro, Tirirical, Vila Esperanca, Cohab,
Bequimao e Coroadinho (FONTES: IBGE e SEPLAN/MA, 1984). A area de estudo
escolhida foi a localidade Cidade Operaria, pertencente ao distrito Tirirical. E uma
area urbanizada, sem proximidade com a mata, sem histérico de criacdo de animais
de produgédo no domicilio e com poucos relatos de animais silvestres observados

nas suas imediacdes.
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Figura 3.1 — Mapa da ilha de Sao Luis (Fonte: Google maps, acessado em: 12 de
marco de 2015).
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3.2 - Animais

O presente estudo utilizou 25 cades domiciliados ou errantes, sem raca
definida, de ambos os sexos (14 fémeas e 11 machos), com idade igual ou superior
a seis meses. Estes animais eram provenientes da localidade Cidade Operaria
(Distrito Tirirical) - S&o Luis, MA e foram recolhidos pelo Centro de Controle de
Zoonoses por apresentarem positividade nos testes soroldgicos para leishmaniose
visceral canina de acordo com os critérios estabelecidos pelo Ministério da Saude
(Brasil, 2006). O projeto esta licenciado pelo comité de ética da Universidade
Estadual do Maranhdo (UEMA) sob n°® 037/2010. Para os animais que possuiam
proprietarios, foram repassados informacdes sobre a doengca e os procedimentos
adotados pelo Ministério da Saude, quanto a eutanasia dos caes. Quando o
proprietario estava de acordo, o0 mesmo assinava um termo de doacado do animal

para o estudo (Anexo 1).

3.3 - Triagem dos Animais e critério de inclusdo no estudo

A triagem dos animais foi realizada de acordo com as normas
estabelecidas para o diagnéstico de LVC segundo o Ministério da Saude (Brasil,
2006). Os animais incluidos no estudo apresentaram positividade em dois testes
soroldgicos (teste rapido para leishmaniose visceral canina (DPP® BioManguinhos,
RJ) e o ELISA) e/ou positividade em um teste parasitologico (esfregago de medula
O0ssea). Todos os testes foram realizados no Laboratério de Anatomopatologia da

UEMA, segundo instru¢des do fabricante, exceto esfregaco de medula.

3.4 - Avaliagao clinica

Os animais incluidos no estudo foram avaliados clinicamente por técnicas
semiolégicas de inspecdo e palpagcdo para observagdo de sintomas clinicos
compativeis com LvVC como alopecia, caquexia, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, lesdes de pele e onicogrifose. A ficha de avaliagcao utilizada

consta no anexo 2.

3.5 - Teste lacrimal de Schirmer (TLS)

O teste de Schirmer é um método semiquantitativo para mensuragao da
producao de lagrimas, o que permite a avaliacéao da presenca de ceratoconjuntivite

seca em caes. O teste envolve a colocacdo da parte arredondada de uma fita de
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papel filtro comercialmente disponivel (5 por 35 mm), no fundo-de-saco da palpebra
inferior mais ou menos a um tergo de distancia do canto lateral. Mais de 10 mm de
umidade no papel filtro em 5 minutos é considerado normal (Figura 3.2). Ambos os
olhos normalmente secretam a mesma quantidade de lagrimas. Realiza-se o teste
medindo-se a produgédo basal reflexa sem anestesia topica. O teste & realizado
antes de manipulag¢des excessivas das palpebras ou dos anexos e sem a instilagdo

de solugdes para ndo haver alteragéo nos resultados.(Turner, 2010)

Figura 3.2 - Realizacdo do teste de Schirmer.

3.6 - Teste de Fluoresceina

O teste da fluoresceina foi utilizado para avaliar a presencga de ulcera de
cérnea nos animais. Este teste consiste em instilar uma gota do colirio Fluoresceina
em cada olho do animal e, através de privacdo luminosa e com auxilio de luz
artificial, determinar a presenga ou ndo de ulceracdo de coOrnea, através da

ocorréncia de coloragédo em verde.

3.7 - Coleta de sangue

Apbs os exames clinicos, os animais foram contidos e submetidos a
coleta de sangue periférico para realizacdo de analises hematolégicas e
bioquimicas. Ap6s garroteamento do membro e assepsia do local, foi realizada a
puncao da veia cefalica e coletados cerca de 5mL de sangue com seringa e agulha

(25 x 7Tmm) estéreis e descartaveis.
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3.8 - Exames laboratoriais

3.8.1 - Hemograma completo

Para a realizacdo do hemograma completo, cerca de 2mL do sangue
coletado foi armazenado em tubos com EDTA e encaminhado imediatamente ao

laboratério de analises clinicas da UEMA para analise.

3.8.2 - Bioquimica

Para a realizagéo dos testes bioquimicos, o sangue foi armazenado
em tubos sem anticoagulante e com gel separador, para posterior obtencéo de soro.
Apds a retracao do coagulo, as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10
min para a separagdo do soro, e armazenados a -20°C até a realizacdo das
dosagens. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério Clinico Veterinario
Flavia Uchba para a dosagem de uréia, creatinina, alaninoaminotransferase (ALT),

aspartatoaminotransferase (AST), proteinas totais e fragdes.

3.9 - Coleta de medula 6ssea (MO)

Os animais foram anestesiados com a administragdo de uma solugao
contendo Cloridrato de Ketamina (0,2 a 0,3ml/kg) e cloridrato de xilazina (0,1 a
0,15ml/kg) por via intramuscular. Apés 7 a 15 minutos, verificando-se a diminuicao
das frequéncias cardiaca (FC) e respiratéria (FR), bem como a auséncia de sinais
como: reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal, os animais foram posicionados
em decubito dorsal e entéo foi realizada a tricotomia e assepsia do local de coleta.
Posteriormente foi realizada puncao aspirativa da medula 6ssea, preferencialmente
no 0sso esterno, utilizando-se agulha de 40 x 1,2 mm acoplada a seringa de 20 mL,
ambas descartaveis e estéreis. A amostra obtida foi acondicionada em tubos com
meio de cultura bifasico NNN (Novy, MacNeal, Nicolle) + Schneider suplementado
com 10% de soro fetal bovino para isolamento do parasito e posterior caracterizagao

da espécie de Leishmania implicada na infecgéo.

3.10 - Eutanasia

Apds a coleta de medula 6ssea, foi realizada a administragéo de Tiopental
2,5% na dose de 3-15 mg/kg, por via endovenosa. Apds a verificacao da diminuigéo
dos parametros respiratérios e cardiacos, auséncia de reflexo palpebral e rotacdo de

globo ocular, caracterizando plano anestésico profundo, foi administrado cloreto de
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potassio na dose de 100 mg/kg por via endovenosa observando parada

cardiorrespiratéria e constatando a morte do animal (Viana, 2014).

3.11 - Coleta de humor aquoso e bago

Posteriormente a eutanasia, foi realizada a coleta de palpebra, globo
ocular, humor aquoso e bago dos animais.

A puncgéo do humor aquoso foi realizada na camara anterior de cada um
dos olhos utilizando-se agulha de 0,45 x 13 mm acoplada a seringa de 3 mL, ambas
descartaveis e estéreis.

Para obteng¢do de material do bago, o mesmo foi puncionado com seringa
de 3 ml e agulha 45 x 13 mm, estéreis.

As amostras obtidas das puncgcbes de bago e humor aquoso foram
acondicionadas em tubos com meio de cultura bifasico NNN (Novy, MacNeal,
Nicolle) + Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino, para isolamento
do parasito e posterior caracterizacdo da espécie de Leishmania implicada na
infecgao.

Para realizagao da técnica de PCR, a coleta de um pequeno fragmento do
baco (3 a 5 mm) foi realizada utilizando bisturi estéril. Posteriormente, os fragmentos
foram acondicionados em microtubos plasticos estéreis de 2 mL, RNAse e DNAse
free, contendo 1,5 mL de RNAlater® Solution (Applied Biosystems) e

acondicionados a - 20°C até o momento da realizacéo da técnica.

3.12 - Histolopatologia

Os globos oculares e fragmentos de tecidos anexos ao bulbo foram
retirados com o auxilio de um bisturi e acondicionados em potes plasticos contendo
formalina a 10% para fixagdo dos mesmos. Apds um periodo minimo de 24 horas, o
globo ocular foi seccionado, realizando-se um corte paralelo ao nervo O6ptico,
dividindo o mesmo em duas metades para facilitar a fixagdo total de todas as
camadas oculares. Posteriormente, foram acondicionados em cassetes apropriados
e pos-fixados em formalina 10%. Apds 24 horas, foram entdo submetidos a uma
bateria de desidratagao, clarificacdo e impregnagdo em parafina utilizando-se um
processador automatico de tecidos (Leica® — TP 1020). A bateria é composta pela
seguinte sequéncia: alcool etilico 80 °GL (1 hora), 95 °GL (1 hora), 100 °GL (1 hora),
100 °GL (1 hora e 30 minutos), 100 °GL (1 hora e 30 minutos) e 100 °GL (2 horas),

diafanizados manualmente em Cloroférmio Absoluto em trés banhos, com 1 hora, 1
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hora e 30 minutos e 1 hora e 30 minutos respectivamente. Embebidos em trés
banhos de parafina, com 1 hora, 2 horas e 2 horas cada, a uma temperatura de 56 a
60°C. Em seguida todo o material foi incluido em parafina utilizando-se uma unidade
modular de inclusao (Micron — AP280) e cortado em microtomo automatico (Micron -
HM 360).

Cortes com 5 um de espessura foram corados por hematoxilina-eosina e
montados em Entellen (Merck), examinados e fotografados em microscépio éptico
(marca Zeiss, modelo Axioplan 2, equipado com equipamento fotomicrografico
Axiophot 2).

3.12.1- Coloragoées histologicas

3.12.1.1. Técnica de Hematoxilina-eosina

Esta técnica foi empregada para estudar a variagao
morfolégica dos tecidos, onde os nucleos celulares sao evidenciados pela coloragcao
por hematoxilina e o citoplasma pela eosina.

Os cortes foram hidratados em  decrescentes
concentragbes de etanol (100, 90, 80, 70 °GL) e agua destilada e entdo corados
durante 7 minutos com hematoxilina de Harris pré-filirada, preparada previamente.
Apb6s a coloragdo, os cortes foram lavados, azurecidos em agua corrente,
diferenciados em alcool-acido, novamente lavados em agua corrente e corados por
2 minutos em solug&o alcodlica de eosina. Finalmente, os cortes foram desidratados
em concentracdes crescentes de etanol (70, 80, 90, 100 °GL), diafanizados em xilol

e montados entre lamina e laminula com Entellan® (Merck).

3.13 - Isolamento de parasitos

O isolamento e caracterizagdo dos parasitos foram realizados em
amostras de humor aquoso, medula éssea e baco.

Os tubos contendo as amostras foram encaminhados ao Laboratorio de
Imunomodulagéo e Protozoologia/lOC — FIOCRUZ, incubados a temperatura de 26 a
28 °C e examinados semanalmente. As culturas positivas foram encaminhadas ao
Laboratério de Referéncia Nacional para tipagem de Leishmania (CLIOC) do
Instituto Oswaldo Cruz para caracterizagao da espécie de Leishmania pela técnica

de eletroforese de enzimas.
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3.14 - Reacgao da Polimerase em Cadeia (PCR)
A técnica de PCR foi utilizada como contraprova dos resultados negativos
nas amostras em que nao foi possivel o isolamento do parasito no baco, medula e

humor aquoso e/ou visualizagdo do mesmo em esfregaco de medula 6ssea.

3.14.1 - Extracao de DNA

Os fragmentos de bago, armazenados a - 20 °C, tiveram seu DNA
gendmico extraido (Sambrook & Russell, 2001) através da maceragdo dos mesmos,
com posterior adicdo de 500 pyL do tampéo de lise, acrescido de 5 pL de proteinase
K a 2 mg/mL e incubados “overnight” em estufa a 56°C (Thermostat 5320 —
Eppendorf®). Apos este periodo, foi adicionado a cada microtubo 500uL de fenol e a
mistura entdo foi homogeneizada em Vortex (Phoenix — A56) e centrifugada a
18.410 g durante 15 minutos a 4 °C (Jouan rotor AB 2.14). Os sobrenadantes foram
recuperados e transferidos para novos microtubos e entdo foi acrescentado 500 pl
de cloroférmio/alcool isoamilico (v/v). Apds agitacdo durante 30 segundos, por
inversao, e nova centrifugacao a 18.410 g por 15 minutos a 4 °C, os sobrenadantes
foram, novamente, recuperados e transferidos para novos tubos. Nesta proxima
etapa, 1 mL de etanol absoluto foi acrescentado ao conteudo de cada tubo e, a
seqguir, agitado durante 30 segundos por inversdo e novamente centrifugado a
18.410 g por 15 minutos a 4 °C. Apé6s a centrifugagdo, os sobrenadantes foram
descartados e os sedimentos deixados a temperatura ambiente até a total
evaporacao do etanol. Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em 100 pL de agua
ultra pura, livre de DNA e armazenado a - 20 °C até o momento da quantificacdo do
DNA gendmico, a qual foi realizada em espectrofotbmetro (NanoDrop® 2000 —

Thermoscientific).

3.14.2 - Amplificagdo dos Fragmentos

A amplificacédo do gene GAPDH de céo (Forward: 5' - TCA ACG
GAT TTG GCC GTATTG G - 3' e Reverse: 5'- TGA AGG GGT CAT TGA TGG CG -
3') tem como produto um fragmento de 90 pares de base (Reis et al, 2013) que foi
utilizado como controle interno da reacéo e para a avaliagéo da viabilidade do DNA
gendbmico, apds o processo de extragdo. As condicdes da reacdo foram

padronizadas, conforme demonstrado no quadro abaixo:
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SOLUCAO CONCENTRAGAO VOLUME
MgCl2 50 mM 2uL
dNTP 10mM 0,5uL

Primer Reverse 5pmol/uL 2,5uL
Primer forward 5pmol/uL 2,5uL
Taq DNA polymerase 5U/uL 0,2uL
DNA 20ng 1uL
Agua q.s.p.25uL

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador
eneAmp ystem, Applied Biosystems, Foster City, e o peffi
(GeneAmp® 9600 PCR Syst Applied Bi t Foster City, CA) rfil

térmico utilizado consta no quadro abaixo:

TEMPERATURA °C | TEMPO | NUMERO DE CICLOS
95 10 min 1
95 30 seg
60 1 min 40
72 30 seg
72 5 min 1
4 o0

A PCR para evidenciar a presenca de DNA do parasito foi
realizada empregando o primer minicirculo de Leishmania (Forward 5- CCT ATT
TTA CAC CAA CCC CCA GT - 3' e Reverse 5- GGG TAG GGG CGT TCT GCG
AAA - 3°) que amplifica um fragmento de 120 pares de bases (Prina et al, 2007). As

condi¢des da PCR estao expressas no quadro abaixo:

SOLUCAO CONCENTRAGAO VOLUME
MgCl2 50 mM 2uL
dNTP 10 mM 0,5uL

Primer Reverse 10 pmoles/uL 1uL
Primer Forward 10 pmoles/pL 1uL
Taqg DNA polimerase 5U/uL 0,2uL
DNA 20ng/pL 5uL
Agua q.s.p. 25uL
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A amplificagcdo dos fragmentos foi realizada em um termociclador
eneAmp ystem, Applied Biosystems, Foster City, e o perfi
(GeneAmp® 9600 PCR Syst Applied Bi t Foster City, CA) rfil

térmico utilizado consta no quadro abaixo:

TEMPERATURA °C | TEMPO | NUMERO DE CICLOS
95 5 min 1
95 30 seg
54 45 seg 35
72 30 seg
72 10 min 1
4 o

3.15 — Eletroforese
Os produtos das amplificagdes foram evidenciados em gel de agarose a
2%, corado com GelRed™ (Biotium) e carreados com tamp&o de amostra [6x]. Como

condutor de corrente elétrica foi utilizado o tampao TBE [1x] e voltagem de 110V.
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4 - Resultados

4.1 - Triagem dos animais
Dos 25 animais incluidos no presente estudo, 24 (96%) foram
sororreagentes pelo DPP® e 25 (100%) pelo ELISA. Somente um animal (4%) teve
resultado negativo no teste DPP, entretanto, este se mostrou positivo no exame
parasitologico realizado no esfregago de medula 6ssea sendo, portanto, incluido

neste estudo.

4.2 - Exame Clinico

Cem por cento dos animais examinados foram classificados como
sintomaticos por meio de avaliacéo clinica (Figura 4.1). Todos apresentaram dois ou
mais sinais clinicos caracteristicos da leishmaniose visceral canina, conforme
demostrado na tabela |I. O sintoma que apresentou maior frequéncia foi
linfoadenopatia, acometendo 100% dos animais, seguido de caquexia (96%),
alopecia (76%), lesdo de pele (72%), onicogrifose (60%) e hepatoesplenomegalia
(44%), respectivamente. A frequéncia da associagao entre os demais sintomas esta

representada na Figura 4.2.

32



RESULTADOS
Figura 4.1 — Sinais clinicos observados em caes com leishmaniose visceral
provenientes da localidade Cidade Operaria, Séo Luis — MA. A - Alopecia; B e F-

Lesao de pele; C e D - Apatia; E- Caquexia e G — Onicogrifose.

Tabela | - Sinais clinicos observados em cides com leishmaniose visceral
provenientes da localidade Cidade Operaria, Sao Luis - MA.

. N° e ( % ) de cées apresentando sinais clinicos
Sinais clinicos

(n=25)
Linfoadenopatia 25 (100%)
Caquexia 24 (96%)
Alopecia 19 (76%)
Lesbes cutaneas 18 (72%)
Onicogrifose 15 (60%)
Hepatoesplenomegalia 11 (44%)

m Caquexia e linfoadenopatia
Lesdo de pele e linfoadenopatia
m Alopécia, caquexia e linfoadenopatia
Caquexia, lesdo de pele e linfoadenopatia
M Caquexia, linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia
M Alopécia, caquexia, lesdo de pele e linfoadenopatia

M Alopécia, caquexia, onicogrifose e linfoadenopatia

Caquexia, lesdo de pele, linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia

8%

Alopécia, caquexia, Onicogrifose, lesdo de pele e linfoadenopatia
m Alopécia, caquexia, lesdo de pele, linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia

M Todos os sinais clinicos

Figura 4.2 — Frequéncia de sinais clinicos observados em caes com leishmaniose

visceral provenientes da localidade Cidade Operaria, S&o Luis - MA.

Em anexo encontra-se a tabela com os sinais clinicos observados em

cada animal incluido no estudo (Anexo 3).
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A analise dos olhos dos animais mostrou que 80% (20) dos cées apresentaram
sinais clinicos oftalmicos bilaterais, os quais estdo representados na figura 4.3. Entre
0s animais que apresentaram sinais oculares, 10% (2) tiveram apenas um tipo de
alteracéo, enquanto 90% (18) apresentaram mais de uma alteragéo. A avaliagéo da
ocorréncia de lesdes oculares mostrou que a presencga de algum tipo de secrecao
(mucopurulenta, purulenta ou sanguinolenta) era a principal alteracédo aparente em
95% (19) dos animais e estava associada a conjuntivite em 84,2% (16) dos animais.
Além disso, foi observado blefarite em 35% (7) dos animais, uveite em 20% (4) e
opacidade de cérnea em 10% (2) (Tabela Il).

Figura 4.3 — Sinais clinicos oculares observados em cades com leishmaniose visceral
provenientes da localidade Cidade Operaria, Sao Luis — MA. A - Secrec¢éo ocular; B
- Opacidade de cérnea; C - Blefarite; D - Uveite; E - Conjutivite.
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4.3 - Teste lacrimal de Schirmer (TLS)

O TLS foi realizado para avaliar a produgao lacrimal dos cées e realizar o
diagnoéstico diferencial e confirmatério da ceratoconjuntivite seca (KCS) (Figura 4.4).
Os valores obtidos com esse teste variaram de 1,5 a 30 mm para ambos os olhos.
Dos 25 animais examinados no presente estudo, 32% (8) apresentaram uma baixa
producao lacrimal que variou de 1,5 mm a 6,0 mm, sugerindo assim um quadro de

KCS, conforme pode ser observado na Tabela II.

A =T ommauios

Figura 4.4 — Teste de Schirmer positivo mostrando producédo lacrimal abaixo de 10

mm.

4.4 - Teste de Fluoresceina

Com o intuito de detectar a presencga de ulceras nas cérneas dos caes,
realizou-se o teste de fluoresceina. O resultado deste teste mostrou que sete (28%)
dos animais estudados apresentaram positividade, indicando a presencga de ulcera
de cérnea. Na figura 4.5 & possivel observar a coloragdo esverdeada na camada
superficial da cérnea indicando o local da ulcera. Quando associamos os resultados
do teste de Schirmer e do teste de fluoresceina observamos que quatro animais

(16%) apresentaram positividade nos dois testes (Tabela Il).

Figura 4.5 — Olho de céao infectado com L. infantum. Observa-se a presenca de
ulcera de cornea superficial (regido corada em verde — seta) apos teste de
fluoresceina.
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Tabela Il - Alteragdes oculares observadas e avaliagdo pelos testes de Schirmer e
fluoresceina de caes com leishmaniose visceral provenientes da localidade Cidade
Operaria, Sao Luis - MA.

Alteracées Clinicas

Diagnéstico Oftalmico

. ~ Teste de Teste da
Animal Alterag6es oculares observadas . .
Schirmer Fluoresceina
01 Conjuntivite, Secrecao 6 mm N
mucopurulenta
02 Conjuntivite, Secr’egao purulenta, 15 mm i
Uveite
03 Conjuntivite, Secregap 30 mm i
mucopurulenta, Blefarite
04 Sem alteragbes 1,5mm 1
05 Sem alteragdes 26 mm -
06 Secregao mucopurulenta 24 mm -
07 Conjuntivite, Secreg’ao sanguinolenta, 17 mm i
Uveite
Conjuntivite, Secregao purulenta,
U Uveite, Opacidade de cérnea Sl i
09 Conjuntivite, Secrecao purulenta 5,0mm -
10 Conjuntivite, S.ecregao’ Purulenta, 5,0mm )
Blefarite, Uveite
1 Sem Alteracdes 4,5mm +
Conjuntivite, Secregéao purulenta,
Lz Blefarite, Opacidade de cérnea LUl
13 Conjuntivite, Secrecao 4.0mm i
mucopurulenta
14 Conjuntivite, Secrecao 14 mm i
mucopurulenta
15 Conjuntivite, Secrecao 15 mm i
mucopurulenta
16 Conjuntivite, Secrega.o 12 mm i
mucopurulenta, Blefarite
17 Conjuntivite, Blefarite 6,0mm -
18 Sem Alteracdes 14 mm +
19 Secreg¢do mucopurulenta, Blefarite 16 mm -
20 Sem Alteragdes 12 mm -
21 Secre¢ao mucopurulenta 13 mm +
22 Conjuntivite, Secrecao 14 mm .
mucopurulenta
23 Conjuntivite, Secregap 13 mm i
mucopurulenta, Blefarite
24 Conjuntivite, Secrecao 15 mm N
mucopurulenta
25 Conjuntivite, Secrecao 16 mm i

mucopurulenta
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4.5 — Hemograma completo

A analise individual dos resultados demonstrou alteragées hematologicas
em 100% (25) dos animais avaliados. Ao analisarmos a série vermelha, observamos
que o quadro de anemia, caracterizado pela diminuicdo da contagem de hemacias,
reducdo do teor de hemoglobina e/ou diminuicdo dos niveis de hematdcrito,
correspondeu ao achado laboratorial mais frequente, sendo observado em 92% (23)
dos animais, seguido de trombocitopenia que foi observada em 52% (13) dos
animais.

A analise do leucograma demonstrou diversas alteragdes: leucocitose,
presente em 4 animais (16%), leucopenia em 11 animais (44%), eosinofilia em 1
(4%), eosinopenia em 10 (40%), linfocitose em 1 (4%), linfopenia em 10 (40%),
monocitose em 2 (8%), monocitopenia em 13 (52%), neutropenia em 7 (28%) e
neutrofilia em 5 (20%) sendo que destes, 2 animais (8%) apresentaram desvio para
a esquerda (Caracterizado pela presenca de bastdes acima dos valores de

referéncia). (Tabela Ill).

4.6 — Bioquimica

As analises bioquimicas individuais dos animais revelaram um padrao
heterogéneo em relacdo a alguns parametros avaliados, apresentando oscilagao
acima e abaixo dos valores de referéncia para os niveis séricos de AST, ALT,
creatinina e proteinas totais. As taxas de ureia, globulina e albumina, quando
alteradas, ndo apresentaram as mesmas oscilagdes. Os valores para ureia e
globulina estavam sempre elevados enquanto para albumina sempre abaixo dos

valores de referéncia (Tabela VI).
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4.7 - Analise histopatolégica

A analise histopatologica das palpebras dos 25 cées envolvidos neste
estudo mostrou que 76% (19) dos animais estudados apresentaram alteragdes neste
anexo. A alteracdo mais frequente observada em todos os animais foi a presenca de
infiltrado inflamatorio do tipo plasmocitario, permeando toda a extensdo da derme. A
intensidade deste infiltrado variou de leve a intenso e pode ser observado algumas
vezes de forma difusa e outras focal (Figuras 4.6 A-B). Dentre estes animais,
somente 4 (21%) apresentaram inumeras formas amastigotas distribuidas no
intersticio (Figura 4.6 C), assim como no interior de macrofagos (Figura 4.6 D).
Degeneracao hialina em derme superficial foi observada em 1 unico céo (5%). Além
disso, notou-se a presenca de neutrofilos e células de Mott, associados a esse
infiltrado inflamatério em 3 animais (16%) (Figuras 4.6 E-F) e células gigantes em 1
animal (5%) (Figura 4,6 G). Foram notadas ainda, em algumas regides, ectasia de
vaso linfatico com valva e edema palpebral neste mesmo animal (Figura 4.6 H).

Alteragbes na cornea foram observadas em 4 animais (16%) dos 25
estudados. Dentre estas, destacamos a visualizagéo de intenso infiltrado inflamat6rio
plasmocitario, entremeando lamelas em todos eles (Figura 4.7 A), com presenca de
formas amastigotas dentro de fibras da camada média em 2 animais (50%) (Figura
4.7 B-C), edema cérneo em 3 cées (75%) (Figura 4.7 D.

Na esclera, regido continua a cérnea, foi observado infiltrado inflamatorio
plasmocitario difuso que variou de leve a intenso em 11 animais (44%) (Figuras 4.8
A-B).

Alteragbdes da glandula lacrimal foram registradas em 11 animais (44%).
Em todos eles foi possivel observar infiltrado inflamatorio plasmocitario perivascular
que variou de leve a intenso (Figura 4.9- A). Entre os acinos, este infiltrado
encontrava-se associado a presenga de formas amastigotas em 1 animal (9%)
(Figura 4.9 B). A presenca de exsudato glandular foi observada em 2 animais (18%)
(Figura 4.9 C-D) e desorganizagcao do estroma em 3 dos cédes avaliados (27%)
(Figura 4.9 E).

Outra regido na qual puderam ser registradas alteracbes em 11 animais
(44%) foi a cordide. Novamente, o infiltrado inflamatério plasmocitario, também
variando de leve a intenso, estava presente em 3 (27%), além de hiperplasia em 1
animal (9%) (Dados ndo mostrados).

Alteragbes na musculatura retrorbicular foram observadas em 11 animais

(44%). Todos eles apresentaram infiltrado inflamatério focal e difuso (Figura 4.10 A-
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B). A presenga de edema entre as fibras musculares foi observada em 2 animais
(18%) e destruicdo segmentar em 1 deles (9%) (Figura 4.10 C-D). A visualizacéo de
amastigotas foi possivel em 2 (18%) cdes. Em um dos animais os parasitos
encontravam-se no interior de miécitos (Figura 4.10 E-F) e em outro, estavam
associados ao intenso infiltrado inflamatério plasmocitario presente nos tecidos
adiposo e conjuntivo, junto a musculatura (Figura 4.11 A-B).

Em anexo encontra-se um quadro resumindo de todas as alteragbes
histopatoldgicas individualizadas observadas nas diferentes regides do globo ocular

e seus anexos examinadas neste estudo (Anexo 4).
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Figura 4.6 — Analise histopatolégica da palpebra de caes com leishmaniose
visceral, provenientes da localidade Cidade Operaria, Sao Luis - MA. A —
infiltrado inflamatorio plasmocitario difuso associado a diversas formas amastigotas
no intersticio (asterisco); B — infiltrado inflamatoério plasmocitario focal (seta); C —
amastigotas distribuidas no intersticio (setas); D — amastigotas no interior de
macréfagos (seta); E-F — neutréfilos (seta) e células de Mott (cabega de seta)
associados a infiltrado inflamatério plasmocitario (estrela) com presenga de formas
amastigotas (asterisco); G — células gigantes (seta) e células de Mott (cabeca de
seta) associadas a infiltrado inflamatério plasmocitario (seta); H — ectasia de vaso

linfatico com valva (estrela) e edema.
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Figura 4.7 — Analise histopatolégica da cérnea de cdes com
leishmaniose visceral, provenientes da localidade Cidade Operaria,
Sao Luis - MA. A —infiltrado inflamatério plasmocitario intenso entre
lamelas (asterisco); B-C — formas amastigotas dentro de fibras (setas); D

— edema (estrela).
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Figura 4.8 - Andlise histopatolégica da esclera de cdes com
leishmaniose visceral, provenientes da localidade Cidade Operaria,
Sao Luis - MA. A — discreto infiltrado inflamatério plasmocitario difuso
(estrela); B — intenso infiltrado inflamatério plasmocitario difuso

(asterisco).
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Figura 4.9 - Analise histopatolégica da glandula lacrimal de caes
com leishmaniose visceral, provenientes da localidade Cidade
Operaria, Sdo Luis - MA. A — intenso infiltrado inflamatorio plasmocitario
(asterisco); B — infiltrado inflamatorio plasmocitario (asterisco) associado
a amastigotas (setas); C-D — exudato em ducto glandular (estrela); E —

desorganizagao do estroma (asterisco).
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Figura 4.10 - Analise histopatologica da musculatura retrorbicular de
cdes com leishmaniose visceral, provenientes da localidade Cidade Operaria,
Sao Luis - MA. A - infiltrado inflamatério plasmocitario focal (seta); B — infiltrado
inflamatorio plasmocitario difuso (asterisco) associado a presenca de amastigotas
(setas); C-D — edema entre fibras e destruicdo segmentar (estrela); E-F —
amastigotas no interior de miocitos (setas) e infiltrado inflamatério plasmocitario

(asterisco).
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Figura 4.11 - Analise histopatologica de tecido adiposo e conjuntivo
de caes com leishmaniose visceral, provenientes da localidade
Cidade Operaria, Sao Luis - MA. A — intenso infiltrado inflamatério
plasmocitario (asterisco); B — infiltrado inflamatério plasmocitario com

amastigotas (setas).
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4.8 — Isolamento e caracterizagao dos parasitos

A evidenciagédo do parasito, apds isolamento em cultura, foi possivel em
14 animais (56%), sendo 7 (50%) em amostras provenientes de medula 6ssea; 6
(43%) em amostras de baco; 2 (14%) de medula e bago e 1 (7%) em humor aquoso.
Em 11 amostras (44%) n&o foi possivel o isolamento do parasito devido a
contaminagdo bacteriana e fungica, porém destas, em 3 amostras (27%) foram
observadas formas amastigotas nas culturas e em 2 (18%) observou-se, nos
esfregacos de material proveniente de medula 6ssea a presenca do parasito.

As amostras isoladas foram caracterizadas pela técnica de isoenzimas
como Leishmania infantum, conforme relatério de espécies de Leishmania fornecido
pelo CLIOC (Anexo 5), exceto o isolado do animal 25, que foi descartado por causa

da excessiva contaminagdo bacteriana.

49 -PCR

A PCR foi realizada em 6 amostras provenientes dos animais que nao
positivaram em nenhuma das amostras puncionadas para isolamento do parasito
(bago, medula e humor aquoso) e/ou nao houve a visualizagdo do mesmo em
esfregaco de medula 6ssea.

A amplificagdo do fragmento referente ao endogene GADPH foi positiva
em todas as amostras, confirmando a qualidade do DNA extraido e validando a
reacao (Figura 4.28 A).

A PCR para a deteccdo do DNA do parasito demonstrou que duas
amostras foram negativas (animais 5 e 6) e quatro foram positivas (animais 9, 10, 11
e 12) apresentando uma banda referente ao fragmento de 120 pares de base,
correspondente a presenca do DNA de Leishmania sp. (Figura 4.28 B).

—
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Figura 4.12 — Visualizagdo em gel de agarose dos produtos da PCR.
A - GAPDH. B - Minicirculo. PM - Peso molecular; CN - Controle negativo; CP -

Controle positivo (Leishmania amazonensis); CPC - Controle positivo de céao
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CPC

infectado; 5, 6, 9,10, 11, 12 - cdes com isolamento parasitario e esfregago de

medula éssea negativos.

Tabela V- Resultados de todas as analises realizadas em cides com leishmaniose

visceral e sua origem provenientes da localidade Cidade Operaria, S&do Luis - MA.

Animal | Elisa/DPP | Isolamento | PCR | Schirmer | Fluoresceina | Esfregaco Zir?::: Origem
1 +/+ + *x + + ** + Errante
2 +/+ + *x - . ** - Errante
3 +/+ + hid - - *x - Errante
4 +/+ + @ + + ** + Errante
5 +/+ _ - - - ** - Errante
6 +/+ - - - o *x - Errante
7 +/+ + *x - - ** - Errante
8 +/+ - o + = + - Errante
9 +/+ - + + - ** - Domiciliado
10 +/+ - + + - ** + Errante
11 +/+ - + + + ** - Errante
12 )+ - + - = ** - Errante
13 +/- - - + - + - Domiciliado
14 +/+ -/ * *x - = ** - Domiciliado
15 )+ + ** - - o - Domiciliado
16 )+ e *x - o ** - Domiciliado
17 +/+ + *x + - ** + Errante
18 +/+ + == = + o - Domiciliado
19 )+ + ** - - * - Errante
20 +/+ o *x - = *x - Domiciliado
21 )+ + - - ** - Errante
22 +/+ -/ * *x - + ** - Errante
23 ++ + * - - *x - Domiciliado
24 +/+ + *x - + ** - Domiciliado
25 + + *x - - + - Domiciliado

*Visualizagao de formas amastigotas

**Nao realizado
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5 — Discussao

Com alto indice de positividade, a LVC esta presente na localidade de Cidade
Operaria, no distrito de Tirirical, S&o Luiz, MA, onde este estudo foi realizado. Esta
localidade € uma area urbanizada e sem proximidade com a mata. Nos domicilios
desta regido n&o ha criacdo de animais de produgdo e existem poucos relatos de
animais silvestres nas suas imediagbes, o que fortalece o conceito de expanséo da
leishmaniose visceral para grandes centros urbanos nas ultimas décadas (BRASIL,
2006; Diniz et al, 2008; Barbosa, et al, 2010). Na transmissao da leishmaniose
visceral o cao é considerado o principal hospedeiro reservatorio da Leishmania
infantum e principal fonte de infec¢cado para os vetores. Este fato requer atencao,
para que sejam desenvolvidas estratégias de controle da doenca em areas urbanas
(Amora et al, 2006).

O diagnostico da LVC é complexo e pode gerar resultados divergentes, o que
reforca a utilizacdo de dois métodos diagnédsticos (Assis et al, 2010). Além disto,
podemos encontrar resultados conflitantes em relagdo a sensibilidade e
especificidade de diferentes métodos diagnésticos, que dependem do tipo de
antigeno utilizado, tempo de infeccao e alteragdes de protocolo (Badaro et al, 1983;
Reithinger et al, 2002). O uso de um método confiavel e eficaz para o diagnéstico da
LVC é decisivo para o sucesso dos programas de controle da doencga (Reithinger et
al 2002). Inicialmente, segundo recomendagbes do Ministério da Saude,o
diagnostico sorolégico da LVC consistia na utilizagcdo de dois testes sorologicos: o
teste de ELISA e a reagcdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI). Porém, devido a
existéncia de reagbes cruzadas com outras infec¢des e de ser de dificil realizagcao
em areas endémicas, a partir de 2011, o teste imunocromatografico DPP®, o qual
utiliza os antigenos recombinantes (r-K26 e r-K39) de L. infantum comecou a ser
utilizado como método de triagem e o ELISA como teste confirmatério com o intuito
de diminuir tais reagdes cruzadas. De acordo com Rosario et al (2005) a utilizagao
de antigenos recombinantes aumenta a especificidade dos testes diagnésticos
quando comparados aos antigenos brutos, no entanto, ndo aumenta sua
sensibilidade. O teste imunocromatografico DPP®, quando utilizado de forma
isolada, tem um indice de falha de 9,4% na detecgéo caes infectados (Laurenti et al,
2014). No presente estudo, dos 25 animais analisados, 24 foram positivos no teste
rapido DPP®, e somente um animal foi negativo, no entanto, este animal possuia
previamente exame positivo no esfregaco de medula 6ssea, demonstrando a

limitacdo na sensibilidade diagnéstica deste teste. Esta falha, alerta sobre a
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necessidade de se criar um teste com melhor desempenho (Laurenti et al, 2014),
além de reforcar a utilizagdo, concomitante, de testes parasitoldégicos para
diagnosticar a LVC.

Segundo Laurenti e colaboradores, apesar do DPP utilizar antigenos
recombinantes, o que diminui a ocorréncia de reagbes cruzadas, tais resultados
ainda podem ocorrer (Laurenti et al, 2014). Resultados obtidos no nosso trabalho
mostraram que dois animais foram positivos para LVC nos exames sorologicos e
negativos nos testes parasitolégicos e molecular apesar de apresentarem sinais
clinicos compativeis com LVC. Ha duas hipéteses que podem explicar este
resultado: ou estes animais sdo realmente negativos para LVC e a positividade
encontrada é proveniente de reacédo cruzada com outras doengas como Erlichiose,
Babesiose, Toxoplasmose e Neosporose como descrito por diversos autores
(Laurenti et al, 2014); ou estes animais sé&o positivos para LVC, mas a amostra
recolhida para a realizagdo da PCR né&o continha o parasito, o que demonstra que
apesar da técnica de PCR ser considerada de alta sensibilidade e especificidade, ha
limitacdbes que justificam os resultados negativos encontrados nos diferentes
modelos de estudo (Patel et al, 2014).

Caes de com LV em areas endémicas apresentam como principais sinais
clinicos caquexia, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, onicrogrifose, lesdo de
pele, dentre outros (Ciaramella et al., 1997; Ferrer, 1999; Lima et al., 2004; Brito et
al., 2004; Langoni et al., 2005; Linhares et al., 2005; Krauspenhar et al., 2007,
Albuquerque et al, 2007).A ocorréncia de mais de um sinal clinico nos animais é
comum e relatada por diversos trabalhos (Mattos Jr et al, 2004;Freitas et al, 2012).
Trabalhos realizados por Mattos Jr. e colaboradores (2004) e Freitas e
colaboradores (2012) relataram que 88,8% e 86,8% dos animais com LV
apresentavam mais de um sinal clinico compativel com a doenca, respectivamente.
Em nosso estudo, também observamos a presenca de mais de um sinal clinico nos
animais, corroborando os dados obtidos por esses autores. Os sinais clinicos mais
frequentes encontrados em nosso estudo foram linfoadenopatia, caquexia e lesao de
pele. No entanto, Freitas e colaboradores (2012), em estudos com céaes
naturalmente infectados em Fortaleza, observaram vémito e caquexia como sinais
mais frequentes. Apesar de todos os animais estudados no presente trabalho, terem
apresentado pelos menos um sintoma compativel com a leishmaniose, o diagnédstico
clinico continua sendo um problema significativo quando falamos de LVC. Este fato

ocorre porque muitos dos sinais clinicos descritos podem surgir em iniumeras outras
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doengas infecciosas, disturbios autoimunes sistémicos ou dermatologicos (Aguiar et
al, 2007).

Diversos estudos relatam alteragdes hematoldgicas e bioquimicas em caes
naturalmente ou experimentalmente infectados com L. infantum. No presente estudo
observamos  alteragbes hematolégicas e  bioquimicas como: anemia,
trombocitopenia, leucopenia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e alteragdes nas
enzimas hepaticas. Estes resultados corroboram com os descritos por Reis et al,
(2006) e Nicollato et al, (2013) em cées naturalmente infectados por L. infantum em
Belo Horizonte. Andrade et al (2014) estudando caes naturalmente infectados com
L. infantum em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, atribuiu as alteragbes
ocasionadas na série vermelha, a uma possivel anemia hemolitica ocasionada pela
presenca de epitopos parasitarios na corrente sanguinea do hospedeiro. Outros
autores acreditam que ocorra reducado significativa destes valores em funcédo de
alguns fatores como: alteragbes nos compartimentos eritréides (Reis et al, 2006.,
Trépia de Abreu et al, 2011); aumento de hemdlise, que pode estar ligada a resposta
inflamatoria sistémica; ou a alteragéo da superficie do macréfago, que ocasiona uma
maior retencdo de ferro no seu interior, fato observado em doengas crénicas
(Nicolatto et al, 2013).

No presente estudo a maioria dos animais estudados era cédes nao
domiciliados, o que favorece o desenvolvimento de subnutricdo, reduzindo a
condigao corporal e a capacidade de responder adequadamente as doencgas. Tal
fator pode influenciar a diminuicdo de alguns parametros da série vermelha
observados e justificar a alta frequéncia de caquexia nos animais estudados.

A presencga de doenca renal € comumente descrita em cades com LV e estéo
relacionadas com a deposigdo de imunocomplexos, principalmente IgG e IgM, no
parénquima renal, alterando sua capacidade de filtracdo e consequente aumento
destes niveis no sangue. (Freitas et al, 2012). Em nosso estudo, ao analisarmos a
bioquimica da funcao renal, observamos que em 5 animais, os valores de ureia e
creatinina encontravam-se aumentados, e em somente 1 animal os dois parametros
estavam alterados, caracterizando a presencga de doenga renal.

Segundo Freitas e colaboradores (2012), o acompanhamento dos niveis
plasmaticos de proteinas totais e fragbes € um importante paradmetro avaliado na
LVC, os quais podem estar alterados nestes animais, devido ao aumento dos niveis
de anticorpos anti-Leishmania. Nossos resultados mostraram uma redugdo de

albumina e aumento de globulina, corroborando com os dados de Freitas e
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colaboradores (2012), contudo, estes autores observaram um aumento nos niveis
séricos de proteinas totais enquanto em nossos animais estes niveis oscilaram
acima e abaixo dos valores de referéncia. Estes mesmos autores mostraram ainda,
um aumento na concentragdo sérica das enzimas ALT e AST em apenas 11% dos
cdes estudados. Em nosso estudo observamos resultados semelhantes onde
somente 8% dos animais apresentaram um aumento destas enzimas. Tais
resultados demonstram que na LVC pode nao ocorre lesdo hepatica severa, como
descrito por Ciaramella & Corona (2003). Todavia, a presenga de muitos
macrofagos, infectados com formas amastigotas de Leishmania, dispersos pelo
figado acarreta doenca hepatica cronica nesses caes (Silva, 2007).

Dentre os parasitos que podem causar doencas oculares estdo incluidos
protozoarios, helmintos e artropodes. Dentre os protozoarios, destacamos
Acantamoeba, Microsporidia, Toxoplasma e Leishmania (Shoukrey & Laskay, 1986).
De acordo com Pefa e colaboradores (2000), as manifestacdes oculares sao
comuns na LVC e ocorrem em aproximadamente 25% dos casos. Mesmo que
ocorram associadas a outros sinais sistémicos, as manifestagbes oculares e
perioculares podem constituir a primeira alteragdo aparente da LVC (Roze, 1986) e
os aspectos clinicos destas lesdes, podem, em alguns animais, sugerir o
envolvimento de uma doenca sistémica (Fulgéncio et al, 2004).

Estudos em cées com leishmaniose mostraram que as manifesta¢des oculares
s&o comuns, ocorrendo em aproximadamente 25% dos casos (Pena et al, 2000).
Mais tarde, Fungéncio (2006) mostrou que de 100 cades com leishmaniose, 38%
deles apresentavam lesdes oculares, apontando um aumento desta manifestacéo. A
ocorréncia de sintomas oftalmolégicos nos animais examinados no nosso estudo foi
constante; 80% dos caes tinham lesdes oculares, o que corrobora com a descrigao
da importancia desses achados na LVC, feita por outros autores (Brito, 2006;
Naranjo et al, 2005; Brito et al, 2010; Barbosa et al, 2012).

A avaliagdo histopatolégica do globo ocular e palpebras no nosso estudo
mostrou intenso parasitismo, assim como espagamento de fibras colagenas e
elasticas na camada estromal da cérnea, o que caracteriza a presenca de edema
cérneo, como descrito em outro estudo realizado por Brito e colaboradores (2004)
em caes naturalmente infectados com L. infantum. A presenca de formas
amastigotas associada a infiltrado inflamatério plasmocitario nessas fibras da
camada cornea também foi observada em nosso estudo, corroborando com o

trabalho de Pefa e colaboradores (2008), os quais também observaram um maior
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tropismo do parasito por regides anteriores do olho, como a cérnea e a esclera. A
camada cérnea € composta em sua maioria por um concatenado de fibras que se
entremeiam, e as células ali presentes, principalmente fibroblastos, sdo descritas por
possuirem um ambiente menos hostil para o parasito quando comparado com o
macrofago (Bogdan et al, 2000), justificando o alto parasitismo observado nesta
camada.

No presente estudo observamos a presenca de grande quantidade de
plasmdcitos no infiltrado inflamatoério ocular. Segundo Calabrese e colaboradores
(2013), em estudo das alteragdes oculares de camundongos infectados
experimentalmente pela L. amazonensis, o dano ocular pode ocorrer em
consequéncia da resposta de hipersensibilidade do tipo Il estimulada pela presenca
de antigenos do parasito, ocasionando deposi¢cao de imunoglobulinas. Tal deposi¢cao
favorece o aparecimento de lesbdes oculares, o que pode explicar as lesdes
observadas no nosso modelo.

Anosa e ldowu (1983) mostraram uma correlagao entre o intenso parasitismo e
o0 aumento na contagem de plasmécitos e células de Mott na medula éssea. Em
nosso estudo, observamos a presenca de células de Mott (células caracterizadas
por possuirem ilhas produtoras de imunoglobulina), associadas a macrofagos
intensamente parasitados e muitos plasmocitos na palpebra dos animais,
confirmando esta correlagéo.

Alguns estudos mostram a presenca de formas amastigotas de Leishmania no
musculo mastigatério e esquelético de animais naturalmente infectados (Vanvakids
et al, 2000; Paciello et al, 2009), assim como em animais infectados
experimentalmente (Silva-Almeida et al, 2010). Embora Dubey e colaboradores
(1990) tenham relatado que o Neospora caninum € o Unico capaz de ocasionar
alteragdes na musculatura ocular e extraocular de cées, nosso estudo mostrou a
presenca de formas amastigotas de L. infantum dentro do miécito da musculatura
retrorbicular, assim como ao redor deste em caes naturalmente infectados. Paciello
e colaboradores, (2009) demontraram que a presenca do parasito na musculatura
esquelética de cées naturalmente infectados por L. infantum ocasionaram uma
severa miopatia, sugerindo que a presenca do parasito em fragmentos de
musculatura lesionada possa explicar a presenca de miosite, semelhante ao
observado em nossos achados. Esta miosite altera a musculatura palpebral, que
sofre atrofia, e pode expor o globo ocular, predispondo o aparecimento de uveite.

Pefia et al, (2000) descreveu a presenca de ceratite como sendo o sinal clinico

57



DISCUSSAO

oftalmico observado com maior frequéncia em seus estudos, divergindo dos nossos
resultados, os quais mostraram que a secregdo ocular foi o sinal clinico observado
com maior frequéncia nos animais estudados.

A analise glandular no nosso modelo mostrou alteragao estrutural que variou
de desorganizagcdo de estroma, edema e presenca de infiltrado inflamatoério
plasmocitario e exsudato, independente da positividade ou ndo no teste de Schirmer.
Rose (1986) propds trés teorias para as alteragbes no filme lacrimal de cées com
leishmaniose. A primeira delas supde que haja destruicdo direta do parasito sobre a
glandula, acompanhada de intenso infiltrado inflamatério; a segunda propbde que
possa ocorrer obstrugcéo dos ductos lacrimais devido ao intenso edema de estruturas
adjacentes e a terceira propde que haja uma redugdo da secrecao reflexa seguida
de dano corneo. Naranjo et al, (2005) em estudos sobre a etiologia da
ceratoconjuntivite seca em cées naturalmente infectados com L. infantum propés
que o mecanismo patolégico observado na glandula lacrimal seria proveniente de
um intenso infiltrado inflamatério ao redor desta, que culminaria com dilatagédo
retrbgrada nos ductos e consequente acumulo de secrecéo, confirmando a segunda
teoria proposta por Rose (1986). Nossos dados mostraram que a maioria dos
animais apresentaram alteracbes oftalmicas, dos quais 30% apresentaram
resultados positivos no teste de Schirmer, indicando diminuigdo da producdo de
lagrima o que confirma a teoria de Naranjo et al, (2005) e a segunda teoria proposta
por Rose (1986).

Diante dos resultados obtidos em nosso estudo, podemos concluir que
manifestagcdes oculares sdo achados comumente observados em animais com LVC
sendo os sinais clinicos mais frequentes sdo secregdo ocular e conjuntivite. E
importante considerar a leishmaniose como uma doenca sistémica, que afeta varios
orgaos e sistemas uma vez que alteragbes hematoldégicas e bioquimicas
consistentes como: anemia, plaquetopenia, hiperproteinemia hipergamaglobulinemia
e hipoalbuminemia também s&o observadas. Devido a alta frequéncia com que se
observam as manifestagcdes oculares, como proposto por Naranjo e colaboradores
(2010), nés também sugerimos que em areas endémicas, a leishmaniose deva ser
incluida como diagnéstico diferencial em cdes com alteracbes oculares ou de

etiologia desconhecida.
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ANEXOS
Anexo 1

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAC e
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS % 2
CURSO DE MEDITINA VETERINARIA \”"*‘. N
LABORATORIO DE ANATOMOPATOLOGIA

Termo de Doacho

13

-
P

resicente ¢ domiciliado

informo a doagéo do meu animal abaixc identificade e, cuja responsabilicads &

winhe, para a realizacde de estudos cientificos, em vittude co mesrc

apreseniar doenga incuravel e que acarreta sofrimente prolongado ao mesms
: ciente e

chopa

perfeitamente asciarecido dos exames nECrOSCIRILS
1oldgico e histopatoldgico a serem realizados.
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S&o Luis, ;
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Anexo 2
Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz
Departamento de Protozoologia — Lab. de Imunomodulagiio

FICHA CLIiNICA E EPIDEMIOLOGICA PARA LEISHMANIOSE CANINA

Localidade: NP Regsitro: DATA: __ /|

Veterinério:

Referéncias geogrificas:

ANEXOS

Latitude Longitude Altitude

L. Identificacdo do Animal:
Nome:

Idade: Sexo: ( )macho ( )fémea Raca:

Pelagem predominante: ( ) branca ( )preta ( )dourada ( )marrom ( ) outra

Tipo de pelagem: ( ) longo ( ) curto
Nome proprietario:

Endereco atual:

P

Ne: __Bairro: Municipio: Tel:

Zona Rural () Zona urbana ()

I1. Dados epidemioldgicos

1) Procedéncia do animal:

2) O animal costuma cagar? ( )Sim ( )Néo. Onde?
3) Tipo de residéncia: () fixa () veraneio Tempo de moradia
4) N° de caes na caga? ( ) Fixos ( ) Esporéadicos

5) Possui outro(s) animal(is)? ( )sim ( )ndo
() galinha, pato ou peru  (...) porcos () gato ( ) cavalo, burro, jegue
() outros:

6) A casa é proxima a: () Mata () plantagdes ( ) bananal ( ) colecdo de dgua ( ) terreno
baldio () criagdes de animais () outras casas8

7) Vé na propriedade: ( ) entulho ( ) carrapato ( ) mosquitos ( ) animais silvestres.
Quais:
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III- Teste de Shimer
Positivo () Negativo ()

Observaqéés:

IV- Teste Fluoresceina
Positivo ()

Observacoes:

Negativo ()

Tratamento(s): ( ) Sim ( ) Nao. Qual?
Vacinas: ( ) Sim ( ) Néo. Qual :

Vermifugagdo: ( ) Sim ( ) N@o. Qual?
Ectoparasitos: ( ) Sim ( ) Nao. Qual?

Outras observagdes:

IV) Exames laboratoriais:

Sorologia para leishmaniose : : ( ) Sim ( ) Nédo
DPP-
Cultura para Leishmania: ( ) Sim ( ) Néo
Medula: ( ) Sim ( )Nao Linfonodo: ( ) Sim ( ) Nio Biépsia de pele: ( ) Sim ( ) Nao
Outros:
Resultados
RIFI -
“
ELISA -

Cultura - pungdo Medular -
Cultura - pele -

Cultura - linfonodo -

Observagoes:
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8) Mosquito:
( )manha ( )tarde
( )verdo ( ) outono

9) Qual o nimero de moradores da casa?

10) Usa algum tipo de protegéo contra insetos? (...)sim

ANEXOS

( ) noite
( )inverno ( )primavera

( )ndo. Qual?

12) A casa j4 foi dedetizada? ( ) sim () ndo ;

13) Quando?

Quantas vezes?

14) Costuma viajar com frequéncia para algum lugar? ( )sim

I1. Exame clinico céo
Queixa(s) principal(is):
( )apatia  ( )emagrecimento
( )epistaxes ( )descamacdo

( ) Alopecia. Onde?

‘\

( )ndo. Onde?

( ) febre ( ) falta de apetite () onicogrifose
( ) Hepatoesplenomegalia ( ) linfoadenopatia

Mucosas?

Lesoes: () sim ( )ndo

( ) ponta de orelha ( ) focinho

() ao redor dos olhos ( ) outras partes. Onde:

Outros:
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ANEXOS

Anexo 3- Sinais clinicos observados em ces com leishmaniose visceral provenientes da

localidade Cidade Operaria, Sdo Luis — MA

Animal

Alopécia

Caquexia

Onicogrifose

Lesao de
Pele

Linfoadenopatia

Hepatoesplenomegalia

01
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Ministério da Sauide

Fundagio Oswalde Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

Anexo 5

Laboratério de Pcsqum em Leishm-mue

Colegiio de L

soh

do I O

do Cruz

Av. Brasil, 4365, Pavilhiio Lednidas Deane, salas 116 / 502 / 502-A / 509 / 509-A

\
l Laboratério de Referéncia Nacional para Tipagem de Leishmania
! CEP: 21040-360 — Rio de Janeiro - RJ - BRASIL

Tel.: 55(21) 3865-8195/3865-8172/3865-8226, Fax.: 55(21) 3865-8195

I

== *é:/
AT

RELATORIO DE ENSAIO DE CARACTERIZAGAO DE ESPECIES DE LEISHMANIA
POR ELETROFORESE DE ENZIMAS

Solicitagéo (s) n°: 073/2013
Solicitante: Katia da Silva Calabrese
Instituigéo: Instituto Oswaldo Cruz

Enderego Completo: Av Brasil 4365 pavilhdo 108 Manguinhos Rio de Janeiro, RJ, CEP 21040-360
Data da entrada da amostra: 18/11/2013

RE 004/2014

Data da liberagdo do resultado: 29/01/2014

Amostra oé::r':d‘:e "l:c:r::': od:to Resultado da caracterizagdo I0C-L
001 medula 6ssea 140/2013 cultura L. infantum 3504
002 medula 6ssea 141/2013 cultura L. infantum 3505
002 bago 142/2013 cultura L. infantum 3506
03 bago 143/2013 cultura L. infantum 3507
03 medula 6ssea 144/2013 cultura L. infantum 3508
04 medula dssea 145/2013 cultura L. infantum 3509
04 bago 146/2013 cultura L. infantum 3510
07 bago 147/2013 cultura L. infantum 3511

Obs: ---

Enzimas ensaiadas:

aHOvYHoYoO0n

IDH

IDH

PEPD PEPD2 PEPD3 ACON

“ﬁEﬁDDDDDD

Método utilizado: MLEE (multilocus

Reqistro do ensaio:

Arquivo de ensaio isoenzimatico: 42/2013; 47/2013

Cupolillo et al 1994. Am. J. Tmp Med Hyg

Solicita-se a citagdo, na secdo de metodologia, da “Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz - CLIOC”
nos projetos cientificos, teses, dissertagdes e artigos publicados, em funcéo da utilizacdo das amostras de
Leishmania doadas por esse laboratério/colegéo. Favor acessar http://clioc.fiocruz.br, menu SERVIGOS, para

dados completos da citagdo.

A CLIOC informa que a amostragem enviada e a veracidade das informagées associadas sdo de total responsabilidade do
depositante/cliente.

[FORM-LRNTL/CLIOC-020-001]

Responsavel LRNTL/CLIOC

Rio de Janeiro, 30 de

Rev. 03

92

janeiro

de 2014

Pégina 1 de 1

ANEXOS



ANEXOS

Ministério da Saude
FIOCRUZ b3

Fundacgédo Oswaldo Cruz 7/ e
Instituto Oswaldo Cruz A}

—
Colegao de Leish ia do Instituto Oswaldo Cruz - CLIOC - WDCM 731
Servigo de isolamento, cultivo, tipagem e doagao de Leishmania

RELATORIO DE ENSAIO DE CARACTERIZAGAO DE ESPECIES DE LEISHMANIA
POR ELETROFORESE DE ENZIMAS

Solicitagao (s) n°: 059/2014; 060/2014 RE033/2014
Solicitante: Katia da Silva Calabrese

Instituigdo: Instituto Oswaldo Cruz
Enderego Completo: Av Brasil 4365 Pavilhdo 108 Sala 45
Data da entrada da amostra na CLIOC: 01/10/2014 Data da liberagéo do resultado: 09/12/2014

Amostra OE;:E:’-:::? raoma de . | Resultado da caracterizado | 10C-L
15H 068/2014 cultura L. infantum 3553

17 bago 069/2014 cultura L. infantum 3554

18 bago 071/2014 cultura L. infantum 3555

18 medula 072/2014 cultura L. infantum 3556
19 bago 073/2014 cultura L. infantum 3557

21 bago 074/2014 cultura L. infantum 3558
Poodle Fémea 076/2014 cultura L. infantum 3559

obs: As amostras 15 bago (067/2014), 17 medula (070/2014) e 075/2014 (Poodle Macho)
foram descartadas devido a presenca de contaminagao bacteriana.

Enzimas ensaiadas:
MDH ACP G6PDH PGM 6PGDH GPI FUM MPI

D OWOW OO0

NADP  NAD PEPD PEPD2 PEPD3 ACON HK

000000

Método wutili: MLEE Itile enzyme
Cupolilio et al 1994. Am. J. Tmp Med. Hyg

Registro do ensaio:
Arquivo de ensaio isoenzimatico 20.22¢23(N°) / 2014 (ANO)

Solicita-se a citagdo, na se¢do de metodologia, da “Colegédo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz -
CLIOC” nos projetos cientificos, teses, dissertagdes e artigos publicados, em func¢éo da utilizagdo das
amostras de Leishmania doadas por esse laboratério/colegdo. Favor acessar http://clioc.fiocruz.br,
menu SERVICOS, para dados completos da citagéo.

A CLIOC informa que a amostragem enviada e a veracidade das informagées associadas sédo de total
responsabilidade do depositante/cliente.

Responsavel LRNTL/CLIOC
Rio de Janeiro, 16 de dezembro de 2014

Av. Brasil, 4.365 Manguinhos — Rio de Janeiro, RJ — CEP 21040-360 - Brasil
Pavilhdo Lebnidas Deane, 5° andar — salas 509,502 1° andar - sala 116
Tel.: (0055) (21) 3865-8177 / 3865-8195 — Fax: (0055) (21) 3865-819

[FORM—POP~LRNTL/CLIOC-020—OO2] Rev.04 Pagina 1de 1
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ANEXOS

Ministério da Saude
FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

— —
Colegao de Leishi ia do Instituto O do Cruz - CL/IOC —WDCM 731
Servigo de isolamento, cultivo, tipagem e doagdo de Leishmania

RELATORIO DE ENSAIO DE CARACTERIZAGAO DE ESPECIES DE LEISHMANIA
POR ELETROFORESE DE ENZIMAS

Solicitagao (s) n: 061/2014; 062/2014 RE034/2014
Solicitante: Kéatia da Silva Calabrese

Instituigao: Instituto Oswaldo Cruz
Enderego Completo: Av Brasil 4365 Pavilhdo 108 Sala 45
Data da entrada da amostra na CLIOC: 07/10/2014 Data da liberagéo do resultado: 09/12/2014

Ordem de

Forma de
Amostra Eant:'atg recabimento Resultado da caracterizagdo l0C-L
20M 07712014 cultura L. infantum 3560
23M 078/2014 cultura L. infantum 3561

Obs: ==~

Enzimas ensaiadas:
MDH ACP G6PDH PGM 6PGDH GPI FUM MPI

D00 vWiOwWOUO

NADP NAp PEPD PEPD2 PEPD3 ACON HK  NH

(1 0O 01010 []

Método utilizado: MLEE (multil
Cupohllo etal 1994 Am. J. Tmp Med. Hyg

Registro do ensaio:
Arquivo de ensaio isoenzimatico 20 e 23 (N°) / 2014 (ANO)

Solicita-se a citagédo, na secdo de metodologia, da “Cole¢do de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz -
CLIOC” nos projetos cientificos, teses, dissertacdes e artigos publicados, em fungéo da utilizacéo das
amostras de Leishmania doadas por esse laboratério/colecao. Favor acessar http:/iclioc.fiocruz.br,
menu SERVICOS, para dados completos da citagéo.

A CLIOC informa que a amostragem enviada e a veracidade das informagées associadas séo de tofal
resp bilidade do depositante/cliente.

Responsavel LRNTL/CLIOC
Rio de Janeiro, 16 de dezembro de 2014

Av. Brasil, 4.365 Manguinhos — Rio de Janeiro, RJ— CEP 21040-360 — Brasil
Pavilhdo Lebnidas Deane, 5° andar — salas 509,502, 1° andar — sala 116
Tel.: (0055) (21) 3865-8177 / 3865-8195 — Fax: (0055) (21) 3865-819

[FORM-POP-LRNTL/CL/OC-020-002] Rev.04 Pégina 1 de 1
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Anexo 6
LISTA DE SOLUCC)ES UTILIZADAS

Eosina alcodlica
Eosina5g

Agua destilada 200 mL
Alcool absoluto 800 mL
Acido acético glacial 5 mL

Dissolver a eosina na agua e adicionar o alcool. Adicionar o 4cido acético no momento
do uso

Formol 10%
Formol 100 mL
Agua destilada em quantidade suficiente para (qsp) 1000 mL

Hematoxilina de Harris

Hematoxilina 5 g

Alcool absoluto 50 mL

Alumen de potassio ou amdnia 100 g

Oxido vermelho de mercirio 2,5 g

Agua gsp 1000 mL

Dissolver a hematoxilina no alccol. Dissolver o alimen na agua aquecendo sem ferver.
Retirar do fogo e misturar os dois. Ferver por 1 minuto no maximo. Colocar o 6xido

lentamente, agitar bem e retornar ao fogo até a solugdo adquirir cor purpura. Esfriar
imediatamente na agua fria.

Hematoxilina de Mayer
Hematoxilina 1 g

NalO3 0,2 g

Alumen de potésssio ou amonio 50 g
Agua destilada gsp 1000 mL

Dissolver a hematoxilina na d4gua aquecendo suavemente. Acrescentar o iodato e o
alimen. Agitar até a completa dissolugao.

Parafina histologica
Parafina purificada com 5% de cera de abelhas (56 a 58°C).

Soluc¢io estoque de eosina a 0,5%
Eosina Y amarela | g
Agua gsp 200 mL.
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