20

ALTERAGOES MACROSCOPICAS EM CAES SORORREAGENTES PARA
Leishmania chagasi E SUA CORRELAGAO COM TESTE PARASITOLOGICO

Tais Meziara Wilson", Larissa Fernandes Magalhdes?, Alessandra Aparecida Medeiros®,
Maria Eduarda Chiaradia Furquim*

RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é
uma zoonose de grande importancia na
saude publica. O cao é reservatério
doméstico da Leishmania chagasi e fonte
de infeccdo para os humanos. A doenca
gera um acometimento sistémico e uma
variedade e sinais clinicos e alteragbes
patoldgicas. Devido a essa variedade o
diagndstico se torna complexo tornando-
se um desafio para os profissionais da
saude. Para um diagnostico preciso é
importante o conhecimento de métodos
laboratoriais e a relagdo destes com as
alteracbes patolégicas. O objetivo do
trabalho foi verificar o desempenho do
exame parasitolégico no diagnostico de
cées infectado pela Leishmania
correlacionando com as lesbes
macroscopicas encontradas nos diversos
orgdos afetados pela doenca. Foram
avaliados 34 animais destes, treze
(38,2%) apresentaram positivos no exame
parasitolégico sendo que, 3 (8,8%) eram
assintomaticos, 2 (5,9%)
oligossintomaticos, e 8 (23,5%)
sintomaticos. No grupo assintomaticos 3
(42,9%) foram positivos no bago e 2 caes
(28,6%) também foram positivos no
linfonodo . Dos animais
oligossintométicos, 2 (13,3%)
apresentaram resultado parasitolégico
positivos tanto no bago quanto no
linfonodo. Dos animais sintomaticos 8
(66,7%) foram positivos para o exame
parasitoloégico no baco destes, 5 (41,7%)
também foram positivos no linfonodo. As
principais  alteracbes  macroscopicas
verificadas foram 27 cées (79,4%)
apresentaram alteracbes em pele e
anexos; 17 (50%) esplénicas; 21 (61,8%)

em linfonodo; 23 (67,6%) hepaticas.
Verificou-se acometimento sistémico dos
cdes infectados e alta porcentagem
resultado parasitolégico positivo em cées
assintométicos, fato que confima a
importancia do exame para controle da
doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose. Canina.
Parasitolégico. Imprints. Amastigotas.

INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina
(LVC) é uma zoonose de carater crbnico,
grave, potencialmente letal e altamente
prevalente (BRASIL, 2006). E causada
por organismos protozodrios do género
Leishmania, que possui grande
distribuicdo mundial representando um
dos maiores problemas do mundo em
termos de saude publica (VOLPINI et al.,
2004).

O protozoario necessita de dois
hospedeiros para completar o seu ciclo,
um  vertebrado (homens, animais
domeésticos e silvestres na maioria das
regides brasileiras) e um invertebrado
(inseto vetor). No Brasil, a LVC é causada
pela Leishmania chagasi e transmitida
pela picada de flebotomineos, sendo a
Lutzomyia longipalpis a principal espécie
envolvida, que atualmente estd presente
em todas as regides brasileiras (ALVES et
al., 2010; COLLA-JACQUES et al., 2010).

A fémea inocula formas
promastigotas na pele do hospedeiro
vertebrado no momento da hematofagia.
Essas formas séo fagocitadas pelos
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macrofagos, se acumulando no interior de
fagolisossomas, mas ndo sdo destruidas
por eles. No interior dos macrofagos as
promatigotas perdem seu flagelo e se
tornam amastigotas (ROSYPAL et al.,
2005).

O cado é fonte de infeccdo para
vetores em ambientes domésticos, sendo
considerado o principal elo na cadeia de
transmissdo da Leishmaniose Visceral
(MELO, 2004). Os sinais clinicos
observados nos cées infectados pela
Leishmania chagasi sdo representados
por caquexia, hepatomegalia,
esplenomegalia, anemia e
linfadenomegalia, pneumonia, alteragdes
cutdneas como dermatite seborreica,
alopecia, ulceras de pele e hiperqueratose
e onicogrifose (LUVIZIOTTO, 2006).
Também podem apresentar sinais como
alteracbes locomotoras, cardiacas,
neurolégicas (NOGUEIRA et al., 2009).
Um grande numero de cées infectados
apresentam-se assintomaticos
dependendo da fase da doenca e das
condicdes imunoldgicas. No entanto,
mesmo assintomaticos, estes cdes sao
fonte de infeccdo para o vetor, e entédo
tém papel importante na transmissao da
doenca (SOUZA et al., 2001).

Pode-se utilizar vérios métodos
para diagnosticar a LVC, entre eles, os
trés principais tipos de testes que estdo
disponiveis sdo parasitolégico, sorolégico
e molecular (NOLI, 1999; MELO, 2004).
No teste parasitolégico a forma
amastigota do parasito, livre ou dentro dos
macrofagos, € identificada em aspirados
de linfonodos, baco, ou medula éssea
corados com corantes de rotina (REIS et
al., 2006). E uma técnica com
especificidade de 100%, porém com
sensibilidade baixa que varia de 50 a 70%
em esfregacos de medula 6ssea e de
menos de 30% em esfregaco de
linfonodos (FERRER, 1999). Os
diagnosticos sorolégicos detectam
anticorpos anti-Leishmania e os testes
recomendados pelo Ministério da Saude

no Brasil sao a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFlI) e o
ensaio imunoenziamético (ELISA)

(BRASIL, 2006). A baixa especificidade &
a principal desvantagem dessas técnicas,
0 que ocorre devido as reacdes cruzadas
com infeccdes de outras espécies da

familia Trypanosomatide ou até mesmo
com organismos filogeneticamente
distantes (MELO, 2004). A biologia
molecular torna possivel a realizacdo de
exames de identificacdo do DNA da
Leishmania, através da reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) (GOMES et al.,
2007). E um método de alta sensibilidade
e especificidade, porém € uma técnica
gue exige laboratérios bem equipados e
grande habilidade técnica (FERRER,
1999).

A doenca pode ser fatal para
humanos e, portanto, sdo necessarias
medidas de controle eficazes sobre o
reservatério domestico. Deste modo o
diagnédstico precoce, tanto em humanos
gquanto em caes, torna-se importante
(ALVES e BEVILACQUA, 2004). Os sinais
clinicos da LVC sao variados devido a
diversidade de mecanismos patogénicos,
a progressdo da doenca e as diversas
respostas imunes nos individuos afetados
(CABASSU et al., 1988; FERRER, 1999).
Devido a essa variagdo o diagnostico se
torna complexo em algumas situacdes,
fazendo com esse seja um desafio
(FERRER, 2002). Além disso, pode haver
um atraso ou até mesmo uma falha no
diagndstico clinico em consequéncia da
natureza cronica da doenca e seu longo
periodo de incubacdo (SLAPPENDEL e
FERRER, 1990).

Considerando a dificuldade para
diagnosticar a Leishmaniose e a
importéancia deste fator no controle desta
zoonose, 0s métodos laboratoriais tornam-
se importantes para um diagndstico
preciso. Portanto o objetivo do trabalho foi
verificar o desempenho do exame
parasitolégico no diagnéstico de caes
infectados pela Leishmania
correlacionando com as lesbes
macroscopicas encontradas nos diversos
orgaos afetados pela doenca.

MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilizados 34 cdaes
sororreagentes para LV, independente de
raca, sexo e idade, provenientes do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de
Uberlandia — MG, durante os anos de
2011 e 2012. As técnicas soroldgicas
utilizadas para diagnostico de LVC foram
Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay
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(ELISA) e imunofluorescéncia indireta
(RIFI). Os animais foram submetidos a
exame clinico completo segundo protocolo
e Ficha Clinica do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia.
Realizou-se registro das alteracbes
clinicas observadas e a partir destas os
cdes foram divididos em trés grupos:
sintomético, oligossintomético e
assintomatico de acordo com o Manual de
Vigilancia e Controle da leishmaniose
visceral, elaborado pelo Ministério da
Salde (2006). A classificacdo é definida
como: cdes assintomaticos, que tém
auséncia de sinais clinicos relacionados
com a infeccdo pelo protozoério; caes
oligossintomaticos, que  apresentam
adenopatia linféide, pequena perda de
peso e pélo opaco; caes sintomaticos, que
apresentam alguns sinais mais comuns da
doenca como as alteragbes cutaneas
(alopecia, eczema furfuraceo, Ulceras,
hiperqueratose), onicogrifose,
emagrecimento,  ceratoconjuntivite e
paresia dos membros posteriores. Os
cdes positivos foram submetidos a
eutanasia e posteriormente, enviados ao
Setor de Patologia do Hospital Veterinario
da Universidade Federal de Uberlandia
para realizacdo da necropsia.

Necropsia: A necropsia foi realizada de
acordo com a técnica utilizada
rotineiramente no Laboratério de Patologia
Animal da Universidade Federal de
Uberlandia. As alteracdes macroscopicas
dos animais observadas durante a
necropsia foram analisadas registradas e
fotografadas, para posteriormente serem
correlacionadas com o resultado do
exame parasitoldgico.

Exame parasitoldgico: Foram retirados
linfonodos popliteos e fragmentos de baco
de todos o0s cées sororreagentes e
realizado imprints dos 6rgaos em laminas
histolégicas que, logo apds, foram
coradas com corante do tipo Pandtico
Rapido®. Realizou-se avaliagdo das
laminas em microscépio Optico, com
objetiva de imersdo (aumento de 100x),
observando-se toda a extenséo da lamina
com o objetivo de identificar formas
amastigotas da Leishmania em ensaio
cego (0 observador ndo tinha
conhecimento do grupo ao qual o animal

avaliado pertencia). Os critérios utilizados
para se considerar uma amostra positiva
foram: visualizagdo das trés estruturas
basicas do parasita (ndcleo, citoplasma e
cinetoplasto), presenca de estruturas
integras, independéncia da carga
parasitaria (TRONCARELLI et al., 2009) e
presenca de formas livres ou dentro de
macrofagos (MOREIRA et al., 2002). Apos
a leitura, as amostras positivas foram
classificadas de acordo com o parasitismo
em alto, moderado e baixo parasitismo.

RESULTADOS

Os animais apresentavam graus
variaveis de sinais clinicos sendo divididos
em  grupos  assintomaticos  (n=7),
oligossintomaticos (n=15) e sintomaticos
(n=12). Na necropsia foram observadas as
alteracdes macroscopicas e verificou-se
que dos 34 animais avaliados 27 (79,4%)
apresentaram alteracbes em pele e
anexos; 17 (50%) esplénicas; 21 (61,8%)
em linfonodo; 23 (67,6%) hepéticas; 16
(47,1%) renais; 14 (41,2%) respiratorio;
cardiacas 12 (35,3%) e oftalmicas 8
(23,5%).

Dos 34 animais avaliados, treze
(38,2%) apresentaram positivos no exame
parasitolégico em pelo menos um dos
6rgdos em questao, sendo que 9 (26,5%)
destes eram positivos tanto no linfonodo
como no baco e 4 (11,8%) apresentavam
formas amastigotas apenas no baco, e
nenhum animal apresentou resultado
positivo apenas no linfonodo. Segundo
BARROUIN-MELO (2006) devido ao
intenso parasitismo no baco de animais
sintomaticos esse 6rgao foi escolhido por
alguns autores como um 6timo local para
a obtenc&o material para o diagnostico da
LVC. Dos animais positivos para no
exame parasitologico, 3 (8,8%) eram
assintomaticos, 2 (5,9%)
oligossintomaticos e 8 (23,5%)
sintomaticos.

No grupo assintomaticos 3 (42,9%)
foram  positivos para 0 exame
parasitologico no baco (1 animal - 14,3% -
apresentou alto parasitismo e 2 animais -
28,6%- apresentaram baixo parasitismo)
destes, 2 caes (28,6%) também foram
positivos no linfonodo (1 animal -14,3% -
com alto parasitismo e 2 - 28,6% — baixo
parasitismo). As alteracdes
macroscopicas mais comuns encontradas
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na necropsia dos animais assintomaticos,
sendo que, um céo pode ter apresentado
mais de uma alteracdo, foram alteragcbes
hepéaticas - congestdo hepéatica em 3
animais (42,9%) e hepatomegalia em 4
(57,15%). Foram observados também:
alteracdes linfaticas — aumento de volume
do linfonodos pré-escapulares em um
animal (14,3%), esplenomegalia em um
animal (14,3%) e baco diminuido de
volume em um animal (14,3%); alteracbes
pulmonares - hiperemia pulmonar em 2
animais (28,5%), edema pulmonar em 2
(28,5%) e pneumonia em 1 (14,3);
alteracBes renais — rins hiperémicos em 2
cdes (28,5%), areas de fibrose renal em
um (14,3%) e rins aumentados de volume
em um (14.3%); alteragBes cardiacas —
hipertrofia ventricular esquerda em 2 cées
(28,5%) e dilatagao ventricular direita em
1 animal (14,3%). Apenas um animal
apresentou alteracbes em pele sendo
regido interdigital avermelhada.

Dos animais oligossintomaticos, 2
(13,3%) apresentaram resultado
parasitoloégico positivos, sendo 6,7% (1
cdo) com baixo parasitismo e 6,7% com
moderado parasitismo, tanto no baco
guanto no linfonodo. As alteragbes
macroscopicas mais comuns neste grupo
ocorreram em pele e anexos — 8 (53,3%)
animais com graus variaveis de alopecia
pelo corpo, alopecia com eczema
periocular em 4 animais (26,7%),
hiperqueratose de focinho em 3 animais
(20%) e foliculite em um animal (6,7%);
em figado — hepatomegalia em 10 animais
(66,7%) e esteatose hepatica em um
(6,7%); em bago — esplenomegalia em 9
animais (60%), hiperplasia de polpa
branca em 2 (13,3%) e baco diminuido de
volume em 1 (6,7%); em linfonodo com
linfadenomegalia ocorrendo em 4 céaes
(26,7%). Também foram observadas
alteracdes renais — rim hiperémico em 4
animais (26,7%) e rim aumentado de
volume também em 4; alteracOes
cardiacas -  hipertrofia  ventricular
esquerda em 4 animais (26,7%) e
dilatacdo ventricular direita em 2 (13,3%);
alteragcbes pulmonares - 2 caes
pneumonia (13,3%) e um com edema
pulmonar ( 6,7%).

Dos animais sintomaticos 8
(66,7%) foram positivos para 0 exame
parasitoldgico no baco (4 animais com alto

parasitismo, 2 com moderado e 2 com
baixo parasitismo) destes, 5 (41,7%)
também foram positivos no linfonodos
sendo todos com baixo parasitismo. O
sistema mais afetado neste grupo de
animais, considerando que um animal
pode ter apresentado mais de uma
alteracdo, foi o tegumentar sendo que 7
animais (58,3%) apresentou alopecia em
varias partes do corpo, 6 (50%) eczema, 6
(50%) onicogrifose, 4 (33,3%) alopecia de
ponta de orelha, 2 (16,6%) alopecia
periocular, 2 (16,6%) foliculite e um animal
(8,3%) hiperqueratose de focinho.
Também foram comuns as alteracoes:
hepaticas — hepatomegalia em 6 cées
(50%) e esteatose em 2 (16,6%); linfaticas
— linfadenomegalia em 7 animais (58,3%),
hepatomegalia em 3 (25%) e hiperplasia
branca de baco em 2 (16.6%); cardiacas —
dilatagdo ventricular direita em 2 caes e
hipertrofia ventricular direita também em 2
(16,6%); oftdlmicas — secregcdo ocular
purulenta em 4 (33,3%) e opacidade de
cornea em 2 animais (16,6%);
respiratérias - edema pulmonar em 3 cées
(25%) e pneumonia em um (8,3%).
Observou-se neste grupo caquexia em 4
cées (33,3%).

CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel perceber
o0 envolvimento de Orgdos de varios
sistemas dos animais com LVC,
comprovando a caracteristica sistémica da
doenca, fato que dificulta o diagndstico.
Uma quantidade significativa de animais
assintomaticos apresentaram lesdes a
necropisia e também apresentaram-se
positivos para exame parasitoldgico,
mostrando a importancia desses animais
na disseminacdo da doenca uma vez que
sdo reservatorios inaparentes da
Leishmania chagasi. Foi encontrado maior
parasitismo no bago dos animais
infestados em relacdo ao linfonodo,
portanto, deve-se preferir coleta de
amostras do bago para o diagndstico de
LVC.

ABSTRACT
Canine Visceral Leishmaniasis is a

zoonosis of great public health
importance. The dog is a domestic
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reservoir of Leishmania chagasi and
source of infection for humans. The
disease causes a systemic access and a
variety of clinical signs and pathological
changes. Due to this variety, the diagnosis
becomes complex becoming a challenge
for health professionals. For an accurate
diagnosis is important the knowledge of
laboratory methods and their relationship
with pathological changes. The aim of the
study was to verify the performance of
parasitological examination in  the
diagnosis of dogs infected by Leishmania,
correlating with gross lesions found in
various organs affected by the disease. 34
animals were used in the study, 13
(38,2%) of these were positive to the
parasitological test, 3 (8.8%) were
asymptomatic, 2 (5.9%)
oligossymptomatic, and 8 (23.5%)
symptomatic. In the asymptomatic group 3
(42.9%) were positive in the spleen and 2
dogs (28.6%) were also positive in the
lymph node. In the group of
oligossymotomatcs, 2 (13.3%) were
positive in the parasitological both in the
spleen and in the Ilymph node. Of
symptomatic animals 8 (66.7%) were
positive for parasitological test in the
spleen, of these 8, 5 (41.7%) were also
positive in the lymph node. The main
macroscopic changes observed were, 27
dogs (79.4%) with alterations in skin and
appendages; 17 (50%) splenic, 21 (61.8%)
in lymph nodes, 23 (67.6%) liver. There
was systemic involvement of infected dogs
and high percentage of positive test in
asymptomatic dogs, a fact that confirms
the importance of the test for disease
control.

Keywords: Leishmaniasis. Canine.
Parasitologic. Imprints. Amastigots.
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