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AVALIACAO LIQUORICA DE CAES, COM E SEM SINTOMATOLOGIA
NEUROLOGICA, NATURALMENTE ACOMETIDOS POR LEISHMANIOSE VISCERAL

Cerebrospinal fluid (CSF) evaluation in dogs naturally infected with visceral leishmaniasis,
with and without neurological symptoms

Mary Marcondes Feitosa?, Fabiana Augusta Ikeda?, Fabio Luis Bonello®, Paulo César Ciarlini*, Maria Esther
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RESUMO

A leishmaniose visceral € uma enfermidade
geralmente crdnica caracterizada por hiporexia,
linfoadenopatia, lesdes de pele, lesdes oculares,
epistaxe, claudicagdo, anemia, insuficiéncia renal
e diarréia. A origem dos anticorpos no liquor de
animais com leishmaniose ainda nao esta
totalmente esclarecida, mas acredita-se que eles
provenham do sangue, devido a lesao da barreira
hematoencefalica, ou que sejam produzidos
localmente. O presente trabalho teve como objetivos
avaliar o liquor de 16 e 18 caes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, com e sem
sintomatologia neuroldgica, respectivamente.
Determinou-se a proteina sérica total, a IgG sérica
e 0s exames fisico, citologico e a IgG no liquor. Nao
foram constatadas diferencas estatisticamente
significativas entre os dois grupos de caes no que
diz respeito ao aspecto, cor, densidade e pH do
liquor. Nos caes sem e com sintomatologia
neuroldgica observou-se uma contagem média de
hemacias de 7,88 + 6,51/ml e 359,75 + 936,01/ml,
respectivamente. Os caes sem sintomatologia
neuroldgica apresentaram contagem total de
leucécitos dentro dos limites de normalidade (4,25
t+ 1,73/ml), enquanto os animais com sintomas
neuroldgicos apresentaram uma elevacéo acentuada
na média (98,38 + 214,54/ml), com predominancia
de linfécitos no exame citolégico. Houve uma

elevagao nos valores de proteina total liquérica no
grupo com sintomatologia neurolégica (18,07 +
14,55mg/dl), quando comparada ao grupo controle
(4,77 £ 2,62 mg/dl) . Dos 16 caes com
sintomatologia neurologica, 68,8% apresentaram
presenca de IgG liqudrica, enquanto apenas 27,3%
dos 11 animais sem sintomatologia neurolégica
possuiam IgG anti-Leishmania no liquor.

Palavras-chave: liquido cefalorraquidiano, cées,
leishmaniose visceral, sistema
nervoso central

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a generaly chronic disease
characterized by hyporexia, enlargement of lymph
nodes, skin lesions, ocular lesions, epistaxis,
claudication, anemia, renal insufficiency and
diarrhea. The origin of antibodies in the CSF of
animals with leishmaniasis has not yet been
completely clarified, but it is believed that they either
come from the blood, due to the lesion of the
hematoencephalic barrier, or they are produced
locally. The present study aimed to analyze the CSF
from 16 and 18 dogs naturally infected with visceral
leishmaniasis, with and without neurological
symptoms, respectively. Total serum protein, serum
IgG, physical and cytological examinations and IgG
in the CSF were determined. No statistically
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significant differences were found between the two
groups of dogs concerning CSF aspect, color,
density, and pH. In the dogs without and with
neurological symptoms a mean erythrocyte count
of 7.88 + 6.51/ml and 359.75 + 936.01/ml,
respectively, was observed. Dogs without
neurological symptoms presented total leukocyte
count in the normal range (4.25 + 1.73/ml), while
the animals with neurological symptoms presented
amarked increase in the mean (98.38 £ 214.54/ml),
with predominance of lymphocytes in the cytological
examination. There was an increase in the CSF total
protein count in the group with neurological
symptoms (18.07 + 14.55 mg/dl), when compared
to the control group (4.77 £ 2.62 mg/dl). From the
16 dogs with neurological symptoms, 68.8%
presented IgG in the CSF, while only 27.3% from
the 11 animals without neurological symptoms had
anti-Leishmania IgG in the CSF.

Keywords: cerebrospinal fluid, dogs, visceral
leishmaniasis, central nervous system.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral € uma enfermidade
causada pelo protozoario Leishmania chagasi
(CUNHA e CHAGAS, 1937), transmitido pela picada
do flebotomineo Lutzomyia longipalpis. No ambiente
doméstico o cdo é considerado o principal
reservatorio epidemioldgico (RIBEIRO, 1997; SANTA
ROSA e OLIVEIRA, 1997). Neste cdo a doenga &
geralmente cronica, caracterizada por um ou mais
dos nove principais sintomas, quais sejam, hiporexia
com perda de peso, linfoadenopatia local ou
generalizada, lesdes de pele, lesdes oculares,
epistaxe, claudicagdo, anemia, insuficiéncia renal
e diarréia (FERRER, 1999).

Existem contradi¢des na literatura quanto
a patogénese da leishmaniose visceral no sistema
nervoso central. Noli (1999), relatou que se tem
encontrado parasitas em todas as partes do corpo
exceto, provavelmente, no sistema nervoso central
(NOLI, 1999). Por outro lado, existem relatos da
ocorréncia de intensa deposicao de antigenos de
Leishmania e imunoglobulinas nos espacos
intersticial e intravascular do plexo cordide de caes
com leishmaniose visceral (GARCIA-ALONSO et al.,
1996; NIETO et al., 1996). A origem dos anticorpos
no liquor de animais com leishmaniose ainda nao
esta totalmente esclarecida, mas acredita-se que
eles provenham do sangue, devido a lesdo da
barreira hematoencefalica. No entanto, ndo se pode

excluir a possibilidade de que os antigenos de
Leishmania induzam a formacéo intratecal de
anticorpos (GARCIA-ALONSO et al., 1996; NIETO
etal., 1996; NOLI, 1999; SLAPPENDEL e FERRER,
1998).

Os objetivos deste trabalho foram analisar
o liquido cefalorraquidiano de caes com
leishmaniose visceral, com e sem sintomatologia
neurolégica, a fim de determinar se existem e quais
sao as alteracgdes liquéricas, além de determinar a
presenga de imunoglobulina G (IgG) no liquor € no
soro destes animais, para verificar se existe uma
lesao da barreira hematoencefalica com passagem
de anticorpos do soro para o liquor, ou produgéo
intratecal de anticorpos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados dois grupos de animais
parasitologicamente e sorologicamente positivos
para leishmaniose visceral, provenientes da cidade
de Aracatuba — Sdo Paulo, encaminhados ao
Hospital Veterinario do Curso de Medicina Veterinaria
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho. O primeiro, constituido de 18 cdes sem
evidéncias clinicas de envolvimento neuroldgico e,
o segundo, formado por 16 caes com quadro
neurologico. O diagnoéstico da doenga foi realizado
através do exame citoldgico de puncéo bidpsia
aspirativa de linfonodo e através de sorologia por
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Foram colhidos
10 mL de sangue total por punc¢éo da veia jugular
para a determinagéo da proteina sérica total e 1gG
e amostras de liquido cefalorraquidiano para exame
fisico, quimico e citolégico e pesquisa de IgG. As
amostras de liquor foram obtidas por puncgio da
cisterna magna, apds anestesia dos animais com
Pentobarbital sodico (Hypnol 3%). O volume de liquor
colhido foi de aproximadamente 1,0 mL para cada 5
kg de peso corpéreo, de acordo com as
recomendacgbes de Chrisman (1985), e o limite
maximo colhido variou de 2 a 3 mL por retirada. Por
se tratar de area endémica para leishmaniose
visceral e, seguindo as recomendacdes do Ministério
da Saude, os animais foram eutanasiados com uma
ampola de 10 mL de cloreto de potassio a 19,1%
logo apés a colheita do liquor.

Ap6s a eutanasia, os caes foram
necropsiados, o encéfalo e a medula foram colhidos
e avaliados quanto a presencga de alteragbes
macroscopicas. Apdés a separagdao em dois
hemisférios cerebrais, um deles foi fixado em
formalina a 10% tamponada com fosfatos pH 7,2.
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Ap6és o periodo de fixagdo de aproximadamente 24
horas, colheu-se um fragmento do cortex frontal,
ventriculo lateral, lobo piriforme, mesencéfalo,
pedunculo cerebelar, cerebelo, medula cervical,
medula toracica e medula lombar. Os fragmentos
foram incluidos em parafina e submetidos ao
procedimento de rotina histopatolégica. Cortes de
5 a 6 micrédmetros de espessura foram corados pelo
método da hematoxilina e eosina.

A proteina sérica total foi determinada
através do método de biureto preconizado por Gornal
et al.(1949) utilizando-se, para tanto, um
espectrofotdmetro digital SB-190, marca CELM.

As determinagdes do aspecto e da cor do
liquor foram realizadas comparando-se um tubo de
agua destilada frente ao tubo contendo liquor, ambos
contra uma superficie branca e uma folha com letras
impressas. A densidade foi determinada por
refratdmetro de ABBE (ATAGO CO LTDA.), e os
valores de pH, através de tira reagente MERCK. A
contagem do nimero total de células foi realizada
em camara de Fuchs-Rosenthal, com liquor néo
diluido. Para realizar a contagem diferencial de
células, as amostras foram centrifugadas em
citocentrifuga modelo 2000D (REVAN). Apos a
retirada das laminas, as mesmas foram secas e o
esfregago corado pelo corante de Rosenfeld,
contando-se 100 células em cada esfregaco. A
proteina total liquérica foi avaliada pelo método Kit
Microprote da DOLES (DOLES - Reagentes e
equipamentos para Laboratérios LTDA), e as
globulinas através do teste de Pandy segundo Coles
(1980).

A presencga de IgG no soro e no liquor foi
determinada através da técnica de ELISA (LIMA et
al., 2003). As microplacas foram cobertas com
antigeno total de lisados de promastigotas de
Leishmania chagasi isolados a partir de animal
portador de leishmaniose visceral da cidade de
Aragatuba, numa concentragéo de 20 mg/ml (RIERA
etal., 1999) em tampao carbonato 0,05 M pH 9,6, e
incubadas “overnight” a 4°C. Apds a lavagem com
PBS-tween por trés vezes, as placas foram
bloqueadas com 200 ml de PBS-BSA 1% e
incubadas a temperatura ambiente durante duas
horas. Apds nova lavagem com PBS-tween por trés
vezes, 100 ml do soro controle positivo, do soro
controle negativo (animal de area ndo endémica
saudavel) e das amostras dos soros dos animais
portadores de leishmaniose visceral com e sem
quadro neuroldégico, diluidas 1:400 em PBS contendo
0,05% de tween 20 e 1% de BSA, foram adicionadas
a cada pogo e incubadas por trés horas a

temperatura ambiente. Apds quatro lavagens com
PBS-tween 20, foi adicionado a placa 100 ml de
anticorpo anti-IgG de cao, marcado com peroxidase
previamente titulado. Apds a incubagao por uma hora
em temperatura ambiente, a placa foi novamente
lavada quatro vezes com PBS-tween 20 e foram
adicionados 100 ml de uma solugao contendo
substrato ortofenilenodiamino (OPD) (0,4 mg/ml) em
diluente apropriado. Areacao foi parada adicionando-
se a cada pogo 50 ml de H,SO, 1M e a densidade
optica (D.O.) foi avaliada a 492nm, utilizando o leitor
de ELISA (Labsystems Multiskan EX). Os resultados
foram expressos pela média da densidade 6ptica
obtida dos soros em triplicata.

RESULTADOS

A proteina sérica total média dos caes sem
e com sintomatologia neuroloégica foi
respectivamente, 8,42 e 6,60 g/dI.

Todas as amostras de liquor dos caes sem
sintomatologia neurolégica eram incolores e
apresentaram um aspecto limpido e transparente.
Ja nos animais com sintomatologia neuroldgica,
observou-se um aspecto turvo ou discretamente turvo
em 20% das amostras. Dos animais com
sintomatologia neuroldgica, 25% possuiam um liquor
discretamente xantocrémico. Estatisticamente, ndo
foram constatadas diferengas entre os dois grupos
de caes no que diz respeito ao aspecto e a cor do
liquor. Adensidade média do liquor de todos os caes
permaneceu dentro da faixa de normalidade,
variando de 1008 a 1010. Nao foram verificadas
diferencgas estatisticamente significativas entre os
dois grupos experimentais no que diz respeito aos
valores médios de pH, cujos valores individuais
variaram entre 7,0 e 9,0.

Nos cdes sem e com sintomatologia
neurolégica observou-se uma contagem média de
hemacias de 7,88 + 6,51/ml e 359,75 + 936,01/ml,
respectivamente. Os caes sem sintomatologia
neuroldégica apresentaram contagem total de
leucécitos dentro dos limites de normalidade; 4,25
1 1,73/ml. Por outro lado, os animais com sintomas
neuroldgicos apresentaram uma elevacéo acentuada
na média; 98,38 + 214,54/ml (p< 0,0001). O exame
citologico do liquor dos animais sem sintomatologia
neuroldgica evidenciou uma predominancia de
linfocitos (60 a 70%), seguido de mondcitos (20 a
30%) e raros neutrofilos segmentados. A citologia
diferencial dos caes com quadro neuroldgico
encontra-se apresentada na tabela 1.
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Tabela 1. Exame citoldgico do liquor de caes portadores de leishmaniose visceral com sintomatologia
neuroldgica. Média, desvio padrdo e mediana. (Distribuicdo em percentagem: 100 células
diferenciadas). (Aragatuba — SP, 2004)

Animal Linfocitos Mondcitos Neutréfilos Macréfagos Eosinofilos
Segmentados

1 77% 10% 11% 2% Ausentes

2 75% 21% 4% Ausentes Ausentes

3 74% 6% 19% Ausentes Ausentes

4 90% 2% 8% Ausentes Ausentes

5 84% 10% 6% Ausentes Ausentes

6 18% 8% 74% Ausentes Ausentes

7 90% 8% 2% Ausentes Ausentes

8 92% 8% Ausentes Ausentes Ausenets

9 2% 16% 12% Ausentes Ausentes

10 40% 2% 58% Ausentes Ausentes

1 72% 28% Ausentes Ausentes Ausentes

12 70% 24% 6% Ausentes Ausentes

13 82% 18% Ausentes Ausentes Ausentes

14 67% 31% 2% Ausentes Ausentes

15 69% 31% Ausentes Ausentes Ausentes

16 65% 35% Ausentes Ausentes Ausentes
Média 71,06 16,13 12,63 - -
Mediana 73 13 5 - -

Desvio
Padréo 18,87 10,97 21,72 - -
No animal N6 verificou-se a presenca de liquor (Figura 1).

Cryptococcus sp. quando da avaliagao citolégica do
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Figura 1. Fotomicrografia do liquido cefalorraquidiano de animal portador de leishmaniose visceral. Observar a presenga de
Cryptococcus sp. HE, 1000X.
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Houve uma elevagéo nos valores de proteina
total liqudrica no grupo com sintomatologia neurolégica
18,07 + 14,55 mg/dl , quando comparada ao grupo
controle 4,77 + 2,62 mg/dl (p < 0,0001).

A avaliacéo da presenca de imunoglobulina
G sérica nos animais portadores de leishmaniose
visceral sem sintomatologia neurolégica, evidenciou
um resultado positivo em 89% dos cées. Os outros
11%, apesar de apresentarem resultado negativo na

avaliagédo sorolégica através de ELISA, foram
positivos quando realizada a pungao bidpsia
aspirativa de linfonodo, apresentando, ambos, grande
quantidade de formas amastigotas no esfregaco.
Por outro lado, a avaliagao da presenca de
imunoglobulina G sérica nos animais portadores de
leishmaniose visceral com sintomatologia
neuroldgica, evidenciou um resultado positivo em
apenas quatro dos quatorze animais avaliados. No
entanto, todos os caes apresentavam puncgéao

Tabela 2. Determinagao de imunoglobulina G no liquor de caes portadores de leishmaniose visceral com e
sem sintomatologia neurolégica. NUmero, percentagem de animais e estatistica calculada.

(Aracatuba — SP, 2004)

Com Sem Total
Variavel Categoria Sintomas Sintomas P®
Neurolégicos Neurolégicos
N % N % N %
IgG no Negativo 5 31,2 8 72,7 13 48,1
LCR Positivo 11 68,8 3 27,3 14 51,9 0,034
Total 16 100,0 11 100,0 27 100,0

(™ nivel descritivo do teste Qui-quadrado.

Tabela 3. Correlagao entre a presencga de imunoglobulina G no liquor e no soro de caes portadores de
leishmaniose visceral com e sem sintomatologia neurolégica. Numero, percentagem de animais
e estatistica calculada. (Aragatuba — SP, 2004)

IgG no Soro
Grupo IgG no Total P® Kappa
LCR Positivo Negativo
N % N % N %
Controle Positivo 11 68,8 0 0,0 11 68,8 0,083 0,478
Negativo 3 18,7 2 12,5 5 31,2
Total 14 87,5 2 12,5 16 100,0
Neurolégico Positivo 1 10,0 2 20,0 3 30,0 1,000 0,048
Negativo 2 20,0 5 50,0 7 70,0
Total 3 30,0 7 70,0 10  100,0

™ nivel descritivo do teste de McNemar.

biépsia aspirativa de linfonodos e/ou de medula
ossea positiva, com presenga de formas amastigotas
de Leishmania sp.

As alteracdes histopatoldgicas mais
frequientemente observadas nos animais do grupo
controle foram: leptomeningite, satelitose,
neuronofagia e neurdnios escuros. Nos animais do
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grupo neuroldgico as alteragdes histopatolégicas
mais freqlientemente observadas foram
leptomeningite, satelitose, neuronofagia, microgliose
focal, gliose difusa e neurénios escuros. No exame
histopatolégico do cerebelo do animal N2 foi possivel
a visualizagao de corpusuclos de Lentz; no cerebelo
do animal N5 observou-se a presenga de um cisto
préximo ao pedunculo cerebelar, que apds a
realizacdo de sorologia, identificou-se como
Toxoplasma gondii e, no cao N6, evidenciou-se a
presenca de Cryptococcus sp. na regido do cerebelo.

DISCUSSAO

N&o existe na literatura veterinaria descrigéo
de sintomatologia neurolégica associada a
leishmaniose visceral canina, e a literatura médica
também é escassa na descricdo de quadros
neurolégicos associados a doenga. Chunge et al.
(1985) relataram a ocorréncia de tremores
generalizados em um paciente portador de
leishmaniose visceral. Ja Karak et al. (1998),
descreveram um caso de um paciente portador de
leishmaniose visceral com sintomatologia
caracteristica de disturbio cerebelar unilateral e
paralisia unilateral de nervo facial, associada a uma
infeccao por herpes zoster. Neste caso, os sinais
clinicos se justificavam pela presenca de uma
cerebelite e neuropatia periférica de causa viral. Nos
caes com meningoencefalite associada ao quadro
de leishmaniose visceral, verificou-se a presenga de
convulsdes generalizadas em varios animais;
alteracdes visuais tais como cegueira, anisocoria e
midriase bilateral; sinais de paralisia de nervos
cranianos (estrabismo, ptose facial, disfagia); sinais
de envolvimento vestibular e cerebelar (inclinagdo
da cabeca, nistagmo, incoordenacdo motora,
quedas, tremor de intengao); tetraparesia e
tetraplegia; mioclonias; vocalizacdo; andar em
circulos e episddios de perseguicdo a cauda. Os
sinais observados denotam um envolvimento central
generalizado, atingindo cortex cerebral, tronco
encefalico, cerebelo, e medula.

Os animais com sintomatologia neurologica,
que apresentavam um aspecto turvo ou
discretamente turvo e uma coloragdo xantocrémica
no liquor, possuiam também as mais altas
contagens celulares e protéicas, o que poderia
justificar tal alteragéo, corroborando os relatos de
Mayhew e Beal (1980) e Cook e Denicola (1988),
os quais afirmaram que a turbidez do liquor indica
um aumento da celularidade ou da concentragao
de proteinas da amostra, e de Feldman (1989), que
relatou que uma coloragdo xantocrémica ocorre

geralmente como resultado da desintegracéo de
hemacias dentro do espago subaracnéide ou por
aumento de proteinas no liquor.

Segundo Cook e Denicola (1988) e Bailey e
Vernau (1997), um liquor normal ndo possui heméacias,
contudo, nas amostras estudadas observou-se a
presenca de alguns eritrécitos, confirmando as
observagbes de REIS et al. (1980), os quais
afirmaram que o estudo cuidadoso do liquor revela a
presenca de raros eritrécitos em muitas amostras.
Cinco animais com sintomatologia neurolégica
apresentavam uma elevagdo na contagem de
hemacias, provavelmente devido a contaminagéo da
amostra com sangue no momento da colheita.

Apesar de existirem discordancias na
literatura com relagéo ao numero total de leucécitos
de um liquor normal, a maioria dos autores concorda
que este numero deve ser menor que oito leucocitos/
ml (BAILEY e VERNAU, 1997; BENJAMIN, 1978;
CHRISMAN, 1985; KAY et al., 1974; SPANO e
HOERLEIN, 1978). Os caes portadores de
leishmaniose visceral sem sintomatologia
neurolégica apresentaram contagem total de células
dentro dos limites de normalidade. Verificou-se uma
diferenga estatisticamente significativa entre a
contagem global de leucdcitos do liquor de caes
sem e com sintomatologia neurolégica, observando-
se uma elevacgao acentuada na média do ultimo
grupo. Dos cées avaliados, dois apresentavam
contagens dentro da faixa da normalidade, apesar
da sintomatologia neuroldgica. N&do foi possivel
correlacionar a elevagao do numero de leucdcitos
com a severidade do quadro clinico. Nos animais
sem sintomatologia neurolégica a contagem
diferencial das células revelou uma predominancia
de células mononucleares, principalmente linfocitos
e alguns mondcitos, como observado em amostras
de liquor de caes sadios (BAILEY e VERNAU, 1997;
CHRISMAN, 1985; COLES, 1980). Nos caes com
sintomatologia neuroldgica verificou-se uma
predominancia de linfécitos em quase todas as
amostras. Areacgao por células linfocitarias é a mais
freqUiente em enfermidades neurolégicas. Sao estas
as células da fase inflamatéria subaguda e aparecem
também como elementos dominantes no quadro
citolégico de processos cronicos. A reacéo celular
linfocitaria € observada nas meningites virais, nas
meningoencefalites, em algumas parasitoses do
sistema nervoso central e na criptococose em sua
fase de evolucao (REIS et al., 1980). Desta forma
os achados no exame citolégico diferencial do liquor
dos caes com sintomatologia neuroldgica foram
compativeis com uma meningoencefalite causada
pela Leishmania sp. e pela presenca de outros
agentes infecciosos tais como o Toxoplasma gondii,
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o Cryptococcus sp. e o virus da cinomose. No
presente experimento, ndo se observou a presenga
de formas amastigotas de Leishmania em nenhuma
amostra de liquor.

Os valores obtidos na determinacao de
proteina total liquérica dos animais do grupo controle,
foram inferiores aos descritos por varios autores
(BENJAMIN, 1978; COLES, 1980; COOK e
DENICOLA, 1988; FERNANDES, 1990;
MARCONDES, 1992). Os baixos niveis de proteina
liguérica refletem, provavelmente, uma
hipoproteinemia observada em todos os animais do
grupo controle. A proteina liquérica consiste
basicamente de albumina, ja que em caes sem
lesdes neuroldgicas somente esta fragao consegue
atravessar a barreira hematoencefalica (BENJAMIN,
1978; COLES, 1980). Por outro lado, nos caes
portadores de leishmaniose visceral, com
sintomatologia neurolégica, houve uma elevagéo dos
valores médios de proteina total liqudrica, que
passou de 4,77 mg/dl em cdes sem sintomatologia
neurolégica para 18,07 mg/dl, a despeito da
hipoproteinemia observada em varios animais.
Apesar desses valores ainda permanecerem dentro
da faixa de normalidade sugerida pela maioria dos
autores, a elevagao nos niveis de proteina liquorica
foi significativa, sugerindo uma resposta a um
processo inflamatério ou infeccioso a nivel de
sistema nervoso central.

Em nenhum c&o do grupo controle observou-
se turbidez do liquor com a adigao do reativo de
Pandy, sugerindo auséncia de globulinas liqudricas.
No grupo de animais com sintomatologia neurolégica
verificou-se a presencga de globulinas em 10 dos 16
caes (62,5%), evidenciando uma diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos.
Apesar do teste de Pandy nao ser especifico para
um tipo particular de globulina, ele é relativamente
sensivel e apresenta uma boa correlagdo com
métodos mais sofisticados de quantificagdo de IgG
em caes. (COOK e DENICOLA, 1988). Em alguns
caes foi possivel correlacionar a presencga de turbidez
no liquor quando da adicao do reativo de Pandy,
com a elevagao dos niveis protéicos. Entretanto,
dois animais com niveis protéicos préximos a média
do grupo controle, apresentavam uma discreta
turbidez ao reativo de Pandy. A presenca de
globulinas no liquor pode ocorrer devido a uma leséo
da barreira hematoencefalica com passagem de
globulinas do sangue, ou devido a uma produgéo
local de anticorpos. Ao verificarmos os resultados
da determinagéo de IgG no liquor de caes do
presente experimento constatamos que a maioria
dos cées do grupo controle apresentou presenca
do anticorpo no liquor, a despeito do teste de Pandy

negativo. A explicacao para o ocorrido se baseia no
fato do teste de ELISA ser um dos métodos mais
sensiveis para a detecgao de anticorpos. Em
contrapartida, cinco animais do grupo com
sintomatologia neurolégica apresentavam em teste
de ELISA negativo, com positividade ao reativo de
Pandy. Uma possivel explicacdo seria a presenca,
no liquor, de anticorpos contra agentes oportunistas,
e ndo contra a propria leishmania, pois em trés deles
verificou-se a presenca, histologicamente, de outro
agente infeccioso, no caso, o virus da cinomose,
evidenciado pela presencga de corpusculos de Lentz,
Toxoplasma gondii e Cryptococcus sp..

A observacdo de que alguns animais
apresentavam resultados negativos na avaliagéo
soroldgica se deve, provavelmente, ao fato destes
encontrarem-se ainda na fase inicial da doenca e
nao terem realizado soroconversao ou, porque,
segundo a literatura, muitos caes permanecem
soronegativos durante toda a evolucéo da doenca
(FERRER et al., 1995).

Apesar de néo ter sido observada uma
correlagéo estatisticamente significativa entre a
presenca de IgG no liquor e no soro dos caes do
grupo controle, 69% dos caes avaliados
apresentavam IgG liqudrica e sérica. Pelo fato dos
mesmos nao apresentarem sintomatologia
neuroldgica, sugere-se que a IgG liqudrica seja
decorrente de uma quebra da barreira
hematoencefalica, com passagem de anticorpos
séricos para o liquor. O exame histopatologico do
sistema nervoso central destes caes, evidenciou
alteragdes inflamatorias e degenerativas, apesar da
auséncia de sinais neuroldgicos. Talvez, com a
evolugao da doenga, se os caes nao tivessem sido
eutanasiados, poderiam aparecer sintomas
neuroldgicos.

Garcia-Alonso et al. (1996), avaliando a
presenca de IgG sérica e liquérica em 27 caes
naturalmente infectados com Leishmania infantum,
com auséncia de sinais neuroldgicos, constataram
a presencga de IgG sérica em todos os cées e a
presenca de IgG liquérica em apenas 48% dos
mesmos. De acordo com os autores, a origem das
imunoglobulinas presentes no liquor n&o esta clara,
entretanto, os mesmos sugerem que elas sejam
provenientes de uma lesao da barreira
hematoencefalica, uma vez que foram encontrados
extensos depdositos de antigenos de leishmania e
de imunoglobulinas nos espacos intersticiais e
intravasculares do plexo coréide desses caes.
Entretanto, ndo é possivel descartar a possibilidade
de que a transferéncia de antigenos de Leishmania
para o sistema nervoso central tenha levado a uma
producgao intratecal de anticorpos, como ocorre em
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casos de malaria (GARCIA-ALONSO et al., 1996).

Por outro lado, nos animais com
sintomatologia neuroldgica verificou-se uma
positividade no liquor em apenas 27,3% dos caes.
Destes, apenas um cao (N6) apresentava presenca
de IgG sérica, que poderia justificar a IgG liquorica
devido a uma leséo da barreira hematoencefalica
com passagem da imunoglobulina do sangue para
o liquor. E possivel também, que possa ter havido
uma produgao intratecal de anticorpos contra a
leishmania, particularmente nos outros dois animais
que nao apresentavam IgG sérica (N14 e N15). Nao
temos subsidios suficientes para determinar se
houve realmente uma produgéo de anticorpos no
sistema nervoso central, sem que houvesse um
estimulo sistémico associado.
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