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RESUMO

Alteragdes locomotoras sao incomuns em cdes com leishmaniose visceral.
Embora a origem dos sinais clinicos permaneca obscura, a poliartrite deve ser
considerada como um potencial diagndéstico nestes casos. Muitos agentes
etiologicos podem causar poliartropatias, sendo estas classificadas em nao
inflamatoérias e inflamatérias. Acredita-se que a poliartrite induzida por
Leishmania spp. seja decorrente de uma reacao inflamatdria granulomatosa,
causada pela presenca de parasitos ou por uma resposta celular e humoral. O
diagndstico clinico ainda € um desafio para os profissionais de saude, devido a
grande variedade de sinais inespecificos em decorréncia da leishmaniose
visceral. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos avaliar
radiotomograficamente as articulagcbes umeroradioulnares,
radiocarpicametacarpicas, femurotibiopatelares e tibiotarsicametatarsicas, a fim
de caracterizar as lesdes osteoarticulares, fornecendo subsidios para os
clinicos que atuam em areas endémicas. Para tanto, foram utilizados 46 cées,
naturalmente infectados, com diagnéstico firmado por meio dos exames
imunocromatogréafico (95,65%), ELISA (97,82%) el/ou parasitologico direto
(95,65%), provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Bauru. Nao
houve predilecdo quanto ao sexo (1:1). A maioria dos animais ndo apresentava
precisa definicdo racial (78,26%). A idade variou entre um a 12 anos, com
mediana igual a trés anos. Sinais clinicos compativeis com poliartrite foram
observados em 32,60%. Alteracdes radiograficas e tomograficas importantes
foram observadas em 77% e 91% dos caninos, respectivamente, sendo as
articulacdes tibiotarsicametatarsicas a mais afetada em ambos os testes,
acomentendo cdes sintomaticos e assintomaticos. Os sinais imaginoldgicos
foram variados, ndo sendo possivel determinar um padrdo especifico para a
doenca, porém a presenca de trabeculado 6sseo evidente, esclerose 0ssea e
ostedlise foram os mais frequentementes observados. Ademais, notou-se uma
tendéncia para o envolvimento bilateral e simétrico. Notou-se auséncia de
significancia quando comparadas as lesdes radiotomograficas entre os animais
sintomaticos e assintomaticos. Diante do estudo conduzido em cées
naturalmente portadores de leishmaniose visceral podemos concluir que o
exame tomogréafico foi mais sensivel que o radiografico; as alteracdes
radiotomograficas apresentaram-se simétricas, bilaterais e com auséncia de
sinais patognomonicos; as articulacdes tiobiotarsicametatarsicas foram as mais
afetadas; a poliartrite associada a leishmaniose visceral é uma condicédo
frequente; a leishmaniose visceral deve ser incluida no diagndstico diferencial
de poliartrite, mesmo na auséncia dos sinais clinicos classicos da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmania spp., zoonose, radiologia, tomografia
computadorizada, artrite
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infected dogs. Botucatu, 2014. 99 p. Thesis (PhD) — Faculdade de Medicina
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UNESP “Julio de Mesquita Filho”. Brazil.

ABSTRACT

Locomotor alterations are uncommon in dogs with visceral leishmaniasis (VL).
Although the origin of clinical signs remain unclear, polyarthritis should be
considered as a potential diagnosis in these cases. Many etiological agents may
cause polyarthropathies, which are classified into inflammatory and non-
inflammatory. It is believed that the polyarthritis induced by Leishmania spp.
may be due to a granulomatous inflammatory reaction caused by the presence
of parasites or by cellular and humoral response. Clinical diagnosis is still a
challenge for health professionals, due to the great variety of nonspecific clinical
signs on VL. Thus, the aim of the present study were to evaluate
radiographically and tomographically elbows, carpal, stifle and tarsal joints, in
order to characterize the osteoarticular lesions, providing subsidies for
veterinary practitioners in endemic areas. For this, 46 dogs were used, naturally
infected, with diagnosis confirmed by immunochromatography (95.65%), ELISA
(97.82%) and/or cytological (95.65%) methods, from the Zoonoses Control
Center of Bauru. There was no preference to gender (1:1). The majority of
animals were mixed breed (78.26%). Ages varied from 1 to 12 years, with a
median of 3 years. Clinical signs consistent with polyarthritis were observed in
32.60%. Radiographic and tomographic alterations were observed in 77% and
91% of dogs, respectively, with tarsal joints the most affected on both methods,
on asymptomatic and symptomatic dogs. Imaging signs varied, and it was not
possible to establish a pattern for the disease, however the presence of
apparent trabecular bone, bone sclerosis and osteolysis were the most
frequently observed. Furthermore, we noticed a tendency for bilateral and
symmetric involvement. It was observed a lack of significance when comparing
the radiographic and tomographic lesions between symptomatic and
asymptomatic animals. In conclusion, the tomographic exam was more
sensitive than radiographic; radiographic and tomographic alterations presented
symmetrical, bilateral with lack of pathognomonic signs; the tarsal joints were
the most affected; polyarthritis associated with VL is a common condition; VL
should be included on differential diagnosis of polyarthritis, even on the
absence of clinical signs of the disease.

KEYWORDS: Leishmania spp., zoonoses, radiology, computed tomography,
arthritis.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose que vem se expandindo
pelo Brasil, principalmente nos grandes centros urbanos, onde nos ultimos 10
anos 38.953 casos foram notificados em 26 dos 27 estados brasileiros, dos
guais 2.384 cursaram com o 6bito dos pacientes, segundo dados do Ministério
da Saude, atualizados até agosto do ano de 2013 (BRASIL, 2014c; BRASIL,
2014d; BRASIL, 2014e).

De 2003 a 2013, foram notificados 38.953 pessoas portadoras de LV em
todo territorio brasileiro, dos quais 2.500 vieram a o6bito (BRASIL, 2014c;
BRASIL, 2014d; BRASIL, 2014e).

No estado de Séo Paulo, conforme valores do Centro de Vigilancia
Epidemiolégica “Prof. Alexandre Vrajac” (CVE), foram registrados na ultima
década 2.384 casos de LV, com 171 6bitos (CVE, 2014). Ja no municipio de
Bauru, localizado na regido noroeste do estado, foram notificados 438 casos de
LV, das quais 38 pessoas vieram a Obito, entre 2003 a maio de 2013, de
acordo com registros do CVE (2014).

No ambiente doméstico o cdo € o principal reservatoério epidemiologico
da doenca sendo considerado um importante hospedeiro e fonte de infecgéo
para os vetores. Esse fato torna-o um dos alvos nas estratégias de controle da
doenca (SLAPPENDEL; FERRRER, 1998; BANETH; SOLANO-GALLEGO,
2012).

A leishmaniose visceral canina (LVC) pode manifestar-se como uma
doenca sistémica crbnica, comprometendo diversos sistemas organicos
(BANETH et al., 2008; VIDES et al., 2009; BANETH; SOLANO-GALLEGO,
2012). Embora pouco estudada, a incidéncia das afec¢cbes muasculo
esqueléticas em areas endémicas para LVC pode chegar entre 30 e 45%
(TURREL; POOL, 1982; YAMAGUCHI et al.,, 1983; SLAPPENDEL, 1988;
WOLSCHRIJN et al., 1996; BURACCO et al., 1997; AGUT et al., 2003; SILVA,
2009). Esses caes podem apresentar artralgia, cifose, claudicacéo, crepitacao
articular, edema de partes moles adjacente a articulacdo e relutancia ao
caminhar, proveniente de lesdo neural, poliartrite, sinovite, polimiosite e
osteomielites (WOLSCHRIJN et al., 1996; VAMVAKIDS et al., 2000; AGUT et
al., 2003; SILVA et al.,, 2007; GOMES et al.,, 2007; PACIELLO et al., 2009;
SILVA, 2009; SILVA et al., 2011; GOMES et al., 2012; SILVA et al., 2012a;



22

SILVA et al., 2012b).

Ensaios radiologicos demonstraram que as lesdes osteoarticulares
podem ser classificadas como erosivas (WOLSCHRIN et al., 1996; KOUTINAS
et al.,, 1999; BLAVIER et al., 2001; McCONKEY et al., 2002; AGUT et al.,
2003), nao erosivas (SPRENG, 1993; KOUTINAS et al., 1999; AGUT et al.,
2003) ou mistas (SILVA et al., 2007; SILVA 2009; SILVA et al., 2011; SILVA et
al., 2012a; SILVA et al.,, 2012b), dependendo da evolucdo da doenca e da
resposta imune do animal. Contudo, na literatura pretérita pouco sdo os relatos
avaliando o esqueleto apendicular de cées infectados por Leishmania infantum
chagasi, por meio da tomografia computadorizada (TC) (SILVA et al., 2012a).
Desta forma, acreditamos que o exame por meio da TC, podera colaborar com
a caracterizacdo de possiveis lesdes osteoarticulares em animais positivos,
tendo em vista que € uma técnica mais sensivel e elaborada, que consiste em
uma imagem que representa secc¢des sequenciais de um segmento do corpo,
obtidas através do processamento computadorizado.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as articulacdes
umeroradioulnares, radiocarpicametacarpicas, femurotibiopatelas e
tibiotarsicasmetatarsicas por meio dos exames radiograficos digitais e
tomografia computadorizada, a fim de caracterizar o tipo, a frequéncia e a
distribuicdo das lesbes osteoarticulares, obtendo informacfes de alteracGes
para fornecer subsidios para os clinicos veterindrios que atuam em areas
endémicas. Ademais, testar a sensibilidade das técnicas imaginoldgicas
supracitas como ferramentas de diagnostico complementar nos casos de

poliartrites associadas a leishmaniose visceral canina.

2. REVISAO DA LITERATURA

As leishmanioses sao representadas por um grupo de doencas
zoonoticas, de distribuicdo mundial, que acometem o0s seres humanos e uma
variedade de animais domésticos e selvagens, com diferente apresentacdo
clinica de acordo com a espécie de Leishmania envolvida e a resposta imune
do hospedeiro (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

Os agentes etiologicos da LV sdo classificados como protozoarios da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (ROSS,

1903). Fazem parte do complexo Leishmania donovani, sendo a Leishmania
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donovani o agente etioldgico encontrado na Africa e Asia; a Leishmania
infantum na Asia, Europa e Africa e a Leishmania chagasi nas Américas.
Apesar da discordancia entre pesquisadores, semelhancas estruturais
verificadas por meio de estudos moleculares sugerem que a Leishmania
chagasi e a Leishmania infantum sejam a mesma espécie, permitindo a
denominacdo Leishmania infantum chagasi para o agente etiologico desta
enfermidade também nas Américas (SHAW, 2006).

Mundialmente, aproximadamente 200 milhdes de pessoas residem em
area de risco, e cerca de 200.000 a 400.000 novos casos e 58.000 obitos séo
registrados anualmente (ALVAR et al., 2012; WHO, 2014). Infelizmente esses
dados séo subestimados, uma vez que a afeccéo € de notificagdo compulsoéria
em apenas 40% dos paises em que ocorre (DESJEUX, 2004; ALVAR et al.,
2012).

Descrita em todos os continentes, com excec¢édo da Oceania, a LV nos
seres humanos ja foi relatada em cerca de 66 paises localizados em regifes
tropicais e subtropicais (DESJEUX, 2004; ALVAR et al.,, 2006; BANETH;
SOLANO-GALLEGO, 2012). Contudo, cerca de 90% dos casos mundiais
ocorrem no Afeganistio, Bangladesh, india, Sud&o, Etiopia e Brasil (ALVAR et
al.,, 2012; WHO, 2014). Mesmo com grande parte dos casos de LV
subnotificados, o Brasil é responsavel por aproximadamente 95% dos relatos
nas Américas (ALVAR et al., 2012).

De 2003 a 2013, foram notificados 38.953 pessoas portadoras de LV em
todo territério brasileiro, com 1.415 relatos até agosto de 2013 (Figura 1)
(BRASIL, 2014€e). Quanto a taxa de letalidade da zoonose no pais, a mesma
se elevou nos ultimos dez anos, apresentando uma média de 6,6%, com cerca
de 2.500 obitos notificados (BRASIL, 2014c; BRASIL, 2014d).
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FIGURA 1. Distribuicdo do nimero de casos de leishmaniose
visceral em humanos no Brasil, de acordo com o0 ano de
referéncia, segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Salde

(SVS), do Ministério da Saude (MS).
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Além dos elevados indices de letalidade e mortalidade, a LV vem

apresentando grande expansado geografica no Brasil. De acordo com o

Ministério da Saude, no ano de 2013, dos 27 estados brasileiros 26 ja

notificaram casos autéctones da enfermidade, principalmente nas regides
norte, nordeste e sudeste (BRASIL, 2014a; BRASIL, 2014e). Cerca de 230

municipios séo classificados como areas de transmissdo intensa (com mais

gue 4,4 casos/100.000 habitantes nos ultimos trés anos) ou moderada (entre

2,4 e 4,4 casos/100.000 habitantes nos ultimos trés anos), demonstrando a

importancia e a expansdo da enfermidade em territério nacional (Figura 2)

(BRASIL, 2014e).
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FIGURA 2. Mapa de estratificacdo de leishmaniose visceral de
acordo com o municipio de residéncia e média de casos, de
2008 a 2010, segundo os dados da Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS), do Ministério da Saude (MS).

Atualmente, chama a atencdo o crescente niumero de casos de LV
humana em grandes centros urbanos, tais como as cidades de Araguaina
(TO), Aracaju (SE), Aracatuba (SP), Belo Horizonte (MG), Campo Grande
(MS), Cuiaba (MT), Fortaleza (CE), Palmas (TO), Petrolina (PE), Recife (PE),
Teresina (PI) e Bauru (SP) (BRASIL, 2014e).

A evolucdo espacial da LV no Mato Grosso do Sul (MS) ocorreu no
sentido oeste (Corumba) a leste (Trés Lagoas) do estado, devido a construcao
da rodovia federal e ao gasoduto Bolivia—Brasil o que, consequentemente,
expandiu a doenca para a regido noroeste do Estado de S&o Paulo
(ANTONIALLI et al., 2007; BRASIL, 2014e). No territério paulista, 76
municipios ja apresentaram registro da enfermidade (CVE, 2014). Segundo
dados da Secretaria da Saude de S&o Paulo, foram notificados 2.384 casos de
Calazar humano e 171 6bitos de 2003 a maio de 2013 (CVE, 2014).

O municipio de Bauru situa-se no interior do estado de S&o Paulo,
Brasil, sendo o mais populoso do centro oeste paulista, localizando-se a
noroeste da capital do estado, distando cerca de 326 quildmetros (km) dessa
(Figura 3). Tendo como coordenadas geograficas 22° 18'53” de latitude e
49° 03' 38” de longitude, a 526 metros (m) de altitude, em relagéo ao nivel do

mar. Ocupa uma area de 675,200 quilémetros quadrados (km?), sendo que
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68,977 km? estdo em perimetro urbano e os 604,52 km? restantes constituem a

zona rural, segundo o IBGE (2014a) e a Embrapa (2014).

FIGURA 3. Localizacdo de Bauru — SP. Municipio localizado na
regido noroeste do Estado de S&o Paulo (seta). Fonte: Adaptado
do IBGE (2014a).

O municipio possui clima tropical de altitude, tipo temperado umido com
inverno seco e verao quente (Aw), segundo classificacdo Kéeppen (CEPAGRI,
2014), com diminuicdo de chuvas no inverno e temperatura média anual de
22,6 graus Celsius (°C), com invernos secos e amenos, e verdes chuvosos
com temperaturas moderadamente altas, sendo a temperatura minima de
12,0°C e maxima de 31,0°C, com precipitacdo pluviométrica de 1.331
milimetros por ano (mm/ano) (CEPAGRI, 2014).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, estima-
se que o municipio de Bauru possui aproximadamente 348.146 habitantes, dos
guais 342.298 (98,32%) residem em area urbana e 5.848 (1,68%) em &area
rural, sendo a densidade demografica do municipio de 516,93 habitantes/km?
(IBGE, 2014a).

As principais atividades econ6micas da regido até a década de 1940
eram totalmente dependentes da agricultura, porém pela sua localizacao
privilegiada, em um grande entroncamento rodo-aéreo-hidro e ferroviario do
estado de Sao Paulo, a oferta de energia e de rede telefénica fizeram com que
a indastria e o comércio se fortalecessem no decorrer do século XX,
especialmente na segunda metade deste (PACHECO, 2014). Atualmente,

destacam-se o0 comércio e a industria, sendo esta Ultima a principal
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responsavel pela urbanizacdo do municipio e hoje €, juntamente com o setor
terciario, a sua principal fonte de renda, fazendo com que o municipio tenha o
68° maior PIB brasileiro, 18° do estado de S&o Paulo e o maior da Microrregido
de Bauru (IBGE, 2014b).

Nos ultimos dez anos cerca de 438 casos de LV foram notificados, das
guais 38 pessoas vieram a 6bito, e somente no ano de 2012, 44 habitantes
foram infectados, onde dois vieram a falecer (Figura 4). Ainda, segundo dados
do Centro de Vigilancia Epidemioldgica “Prof. Alexandre Vrajac”, ja em meados
de 2013 a cidade registrava nove casos da doenca em humanos, com duas
mortes, advindas da LV (CVE, 2014).
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FIGURA 4. Numero absoluto de casos de seres humanos com
leishmaniose visceral, de acordo com o ano de referéncia, no
municipio de Bauru - SP, segundo dados do Centro de
Vigilancia Epidemiolégica (CVE) de Sao Paulo.

No Brasil o principal vetor da LV é a Lutzomyia longipalpis (LUTZ;
NEIVA, 1912), pertencente a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, género Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho
Mundo) (GENARO et al., 2000; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

O principal mecanismo de transmissdo ocorre quando as fémeas de
flebotomineos, infectadas com formas promastigotas, alimentam-se em
hospedeiros susceptiveis.

Durante o repasto sanguineo estas formas sdo inoculadas na pele,

gerando uma resposta inflamatéria local, com subsequente fagocitose por
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células do sistema mononuclear fagocitario, principalmente os macrofagos. No
interior dos macréfagos as promastigotas perdem o flagelo e diferenciam-se em
amastigotas, que se multiplicam por sucessivas divisdes binarias. As células
densamente parasitadas rompem-se, liberando estas formas que seréo
fagocitadas por novos macrofagos. Ocorre, entdo, a disseminagao
hematogénica e linfatica para tecidos ricos em células do sistema mononuclear
fagocitario, tais como linfonodos, medula 0ssea, baco e figado (BANETH,;
SOLANO-GALLEGO, 2012).

Além dos tecidos supracitados, outros 6rgdos e estruturas, tais como as
articulagdes (AGUT et al., 2003; SILVA et al., 2007; SILVA, 2009; HOFFMANN
et al., 2012) e os musculos (GOMES et al., 2009; FERRARO et al., 2012;
GOMES et al., 2012), podem apresentar o parasita, segundo os relatos de
literatura.

O ciclo biolégico continua quando as fémeas de flebotomineos, ao
sugarem o sangue de mamiferos infectados, ingerem macrofagos parasitados
por formas amastigotas de Leishmania spp. Apds cerca de 72 horas, as
amastigotas transformam-se em promastigotas infectantes no trato digestério
do inseto, sendo eliminadas pela saliva durante o proximo repasto sanguineo
(MICHALICK; GENARO, 2007; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

Durante a infeccdo, as células apresentadoras de antigenos,
pertencentes ao sistema mononuclear fagocitico, estimulam a proliferacao de
linfécitos T (CD4+) auxiliares do Tipo 1 (Tal) ou auxiliares do Tipo 2 (Ta2)
(FEITOSA et al., 2000; MACHADO et al., 2007). As células Tal, ativadas pela
interleucina (IL) 12, produzem citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de
necrose tumoral (TNF), IL-2, IL-3 e IL12, e o interferon gama (IFN-y), que
aumentam a eficiéncia das células fagociticas e de linfécitos citotoxicos. O IFN-
y € um potente indutor da formacdo de superoxido e Oxido nitrico pelos
macrofagos, favorecendo o controle do parasitismo com a eliminacdo da
infeccdo (PINELLI et al., 1994; CIARAMELLA; CORONA, 2003; BARBIERI,
2006).

Por outro lado, se houver a ativagdo de linfocitos Ta2, ocorrerdo a
producédo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, com consequente proliferacdo de células
B e producdo exagerada de imunoglobulinas, desencadeando a formacéo e

deposicdo de imunecomplexos circulantes, os quais causam danos teciduais.
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Desta forma, os animais que apresentam sinais clinicos da doenca
desenvolvem uma resposta imunologica predominantemente humoral que,
além de n&o ser protetora, é ainda deletéria ao organismo (BARBIERI, 2006).

No ambiente domeéstico o cdo € o principal reservatorio epidemiologico
da doenca e € considerado o principal hospedeiro e fonte de infecgdo para os
vetores, sendo um dos alvos nas estratégias de controle da doenca
(SLAPPENDEL; FERRRER, 1998; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Isto
se deve provavelmente ao contato direto desses animais com 0S seres
humanos, bem como ao frequente parasitismo cutaneo observado em céaes
com ou sem sintomas da doenca (LAURENTI et al., 2009).

A prevaléncia da infec¢do canina em areas endémicas pode ser superior
a 50%, enquanto somente cerca de 03 a 10% dos cédes acometidos
desenvolvem quadro clinico, demonstrando que a maioria dos animais
infectados ndo apresenta sintomas, dificultando o diagnostico (BANETH,;
SOLANO-GALLEGO, 2012).

Caracteristicas individuais ou biologicas, tais como a idade e o sexo,
podem ser um fator de risco para a infeccdo por Leishmania spp. em cées.
Contudo, diversos estudos ndo puderam comprovar uma predisposi¢co sexual
para a doenca canina (FRANCA-SILVA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2010; SILVA et al., 2010; COURA-VITAL et al., 2011; SHANG
et al., 2011; CORTES et al.,, 2012; SILVEIRA et al., 2012), contrapondo-se a
outros ensaios que verificaram maior predisposicdo em machos (DANTAS-
TORRES et al., 2006; JULIAO et al., 2007; MIRANDA et al., 2008).

A LV pode acometer animais de qualquer idade, entretanto, a
enfermidade em cées caracteriza-se por ocorrer de forma bimodal. O primeiro
pico pode ocorrer em animais com faixa etaria menor que trés anos, e 0
segundo ocorre entre oito e dez anos de idade (PALTRINIERI et al., 2010).
Provavelmente o desenvolvimento da doenca na idade precoce esta
relacionado a predisposicdo genética levando a uma resposta imunoldgica
deficiente, enquanto o segundo pico pode refletir uma infeccéo precoce em um
momento em que o animal apresentava resposta imune predominantemente
celular, que foi alterada com a idade, geralmente devido a ocorréncia de
comorbidades. Outra explicacdo seria a de que a infectividade em caes adultos

ou mais velhos esteja associada ao maior tempo de exposicdo aos vetores
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(ZIVICNJAK et al., 2005; SHANG et al., 2011).

No que concerne ao tamanho do animal, acredita-se que os caes de
racas grandes e gigantes sdo mais susceptiveis a enfermidade por
apresentarem maior superficie corporal, o0 que 0s torna mais vulneraveis a
picada dos flebotomineos (GALVEZ et al., 2010).

Quanto ao padréo racial, teoricamente caes de qualquer raca podem ser
acometidos por LV, contudo, parece existir uma predisposicdo em caes das
racas Boxer, Rottweiller, Cocker Spaniel e Pastor Alemédo (FRANCA-SILVA et
al., 2003; MIRANDA et al., 2008; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Além
disso, caes da ragca Ibizian Hound apresentam uma resposta
predominantemente celular contra o parasita, sendo mais resistentes ao
desenvolvimento de sinais clinicos da doenca (SOLANO-GALLEGO et al.,
2000).

A infeccdo por Leishmania infantum chagasi nesses animais causa, na
maioria das vezes, uma doenca sistémica crbnica, que apresenta
manifestacbes clinicas inespecificas e similares as dos seres humanos
(BANETH et al., 2008; VIDES et al., 2009; BANETH; SOLANO-GALLEGO,
2012). Contudo, a alta prevaléncia de cées assintomaticos sugere que estes
animais mantém o ciclo de transmissdo da LV na mesma propor¢ao, ou até em
proporcado superior aos caes sintomaticos (DANTAS-TORRES et al., 2006;
LAURENTI et al.,, 2009; BARBOSA et al.,, 2010; SILVEIRA et al., 2012).
Segundo Laurenti et al. (2009), por meio da técnica de xenodiagndstico, o
parasita foi encontrado em 42% e 27% das fémeas de Lutzomyia longipalpis
alimentadas em cédes sem e com sintomas de LV, respectivamente.

O diagndstico clinico da LVC torna-se, muitas vezes, um desafio para o
médico veterinario, tanto pela grande variedade de sinais clinicos da doenca
como pela grande porcentagem de caes assintomaticos (FERRER et al., 1995).
Desta forma, torna-se necessario a utilizacdo de métodos complementares de
diagnodstico, tais como o imunolégico, o parasitolégico e/ou molecular
(FEITOSA et al., 2000; IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006; MARCONDES et al.,
2011).

A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. no soro pode ser

realizada por diferentes técnicas soroldgicas tais como a imunofluorescéncia
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indireta (RIFI), o ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA), a
imunocromatografia, entre outros (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

Até meados de novembro de 2011, os métodos de diagndstico
sorologico recomendados pelo Ministério da Saude (MS) para a rotina e
inquéritos epidemiol6gicos em municipios com registro de LV eram o ELISA e a
RIFI. Contudo, esses métodos estdo sendo substituidos gradualmente pela
utilizacdo de um teste rapido de imunocromatografia (TR-DPP®- Bio-
Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) como técnica de triagem e pelo
ELISA como teste confirmatério da doenca (BRASIL, 2014f).

De acordo com Santos-Gomes e Fonseca (2008) o ELISA apresenta
sensibilidade e especificidade acima de 90%, porém, ha inconveniéncia de
detectar falsos positivos, por reacfes cruzadas com outros tripanossomatideos.

O método parasitolégico apresenta 100% de especificidade (GONTIJO;
MELO, 2004; BRASIL, 2006) e baixa sensibilidade (BRAGA et al., 1998;
FERRER, 1999; ASHFORD, 2000), variando de 52% a 98%. Barrouin-Melo et
al. (2006), utilizando esta técnica, identificaram amastigotas de Leishmania
spp. em 83% de 180 cées soropositivos e 23% de 26 soronegativos.
Entretanto, sua sensibilidade depende do grau de parasitemia, do tipo de
material bioldgico colhido, do tempo de evolucdo da doenca e da experiéncia
do profissional que faz a leitura das laminas (IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006;
LAURENTI, 2009).

Outra ferramenta muito Util no diagnoéstico da LVC é o método
molecular, por sua sensibilidade e especificidade, podendo ser aplicado
diretamente sobre amostras clinicas e produzir resultado confiavel em apenas
algumas horas. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica que
vem sendo utilizada com frequéncia no diagndéstico e monitoramento das
leishmanioses. E capaz de detectar quantidades minimas de DNA de
Leishmania spp. em ampla variedade de amostras clinicas do homem, do céo,
de reservatorios silvestres e de vetores. Esse método é considerado sensivel e
especifico, segundo Gomes et al. (2008). A PCR tem apresentado maior
sensibilidade quando comparada a métodos parasitolégicos ou até mesmo
soroldgicos classicos, sem necessidade de isolamento do parasito em cultura.
A maioria dos estudos mostra que o método apresenta elevada sensibilidade
(acima de 90%) e especificidade diagnostica de até 100% (DISH et al., 2003).
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Segundo Domingos (2012), o protocolo para o diagndstico da LVC
proposto pelo Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (TR-DPP® e
ELISA), aplicado em série apresenta boa concordancia com o protocolo
anterior (ELISA e RIFI), sem diferenca significativa entre o uso de um ou de
outro no numero de animais infectados diagnosticados, bem como destaca o
uso do TR-DPP® pela rapidez do resultado e dispensa de laboratério
especializado. Contudo, Marcondes et al. (2013), comparando testes
sorologicos, oficialmente adotados pelo Ministério da Saude do Brasil, para o
diagndstico da LV em caes vacinados, concluiram que as técnicas podem
reagir de forma cruzada por até seis meses ap0s a primoprofilaxia e o animal
pode se apresentar soropositivo erroneamente.

A sensibilidade desses testes é bastante discutivel, ndo havendo
concordancia entre eles. Atribui-se essa discordancia a incapacidade dos
testes sorologicos detectarem anticorpos nas varias fases da doenca. Tal fato
apresenta sérias consequéncias, pois implica na morte de animais (CABRERA
et al.,, 2003). Contudo, segundo a literatura pretérita a melhor forma de
aumentar a sensibilidade e especificidade do diagnéstico € a realizacdo
combinada de dois testes (ALVES; BEVILACQUA, 2004). Caso ocorra
discordancia entre os resultados dessas metodologias, 0 mais indicado é
considerar o quadro clinico do animal e repetir o exame apdés um MmEs,
podendo ser realizado o exame parasitolégico e/ou a PCR. Entretanto,
resultados negativos nestas metodologias ndo devem ser usados como
confirmatorios (ALVAR et al., 2004; BANETH; AROCH, 2008).

A leishmaniose canina é o protétipo de uma disfuncdo imunoldgica
especifica resultante do parasitismo do sistema mononuclear fagocitario pela
Leishmania spp., produzindo um amplo espectro de manifestacfes clinicas e
imunolégicas que pode ser categorizado em trés formas distintas: na forma
clinica assintomatica ndo se observa presenca de sinais clinicos sugestivos da
doenca, e 0s animais sdo aparentemente saudaveis e ativos, enquanto na
forma clinica oligossintomatica os animais podem apresentar sinais clinicos
brandos, como por exemplo, perda moderada de peso, ulcera¢des cutaneas
discretas que ocorrem frequentemente na ponta da orelha e em areas
periorbitais, alopecia localizada e algumas vezes, opacificacdo da pelagem

(REIS et al., 2009). A forma clinica sintomatica é caracterizada pela presenca



33

de mais de trés sinais clinicos graves da leishmaniose que se manifestam no
decorrer da doenga, como ulceragcdes cutaneas geralmente crostosas,
onicogrifose, dermatite furfuracea, ceratoconjuntivite, opacificacdo das corneas,
intensa perda de peso que as vezes evolui para anorexia e caquexia, podendo
evoluir até um progressivo estado geral de prostragédo e 6bito, bem como o
envolvimento osteoarticular (MANCIANTI et al., 1988).

O desenvolvimento de sinais clinicos inespecificos e, muitas vezes,
tardios contribui para o sub-diagnostico da doenca e transmissédo do parasita
no ambiente doméstico (OLIVEIRA et al., 2001; LOPES et al., 2010).

As manifestacdes clinicas da doenga no cdo e no homem séo similares,
e apresenta sinais inespecificos, como febre regular por longos periodos,
mucosa palida e emaciacdo (FRASER, 1991; FEITOSA, 2006). A proliferacao
de linfécitos B, plasmécitos, histiocitos e macrofagos podem resultar em
linfoadenomegalia generalizada e hepatoesplenomegalia (NEVES, 2000).

As leishmanias também se multiplicam em macréfagos do figado,
produzindo uma hepatite ativa cronica e, ocasionalmente, hepatomegalia,
vOmitos, polidria, polidipsia, anorexia e perda de peso. Alguns animais
apresentam diarréia crbnica e melena devido a presenca de ulceracbes de
mucosa gastrica e intestinal. A enterite pode ser resultado de um dano
parasitario direto ou consequéncia de uma insuficiéncia renal (LUVIZOTTO,
2006; TILLEY; SMITH, 2008).

Em muitos animais portadores de LV, verifica-se diminuicdo da atividade
fisica, associada a osteoartropatias (SLAPPENDEL; FERRER, 1998). Os caes
acometidos por LV podem apresentar manifestacdes clinicas como artralgia,
cifose, claudicacao, crepitacdo articular, edema de tecidos moles adjacente a
articulacdo e relutdncia ao caminhar, devido a presenca de neuralgia,
osteomielites, poliartrite, polimiosite e sinovite (WOLSCHRIJN et al., 1996;
VAMVAKIDIS et al., 2000; AGUT et al., 2003; SILVA et al., 2007; GOMES et
al., 2009; PACIELLO et al., 2009; SILVA, 2009; SILVA et al., 2011; GOMES et
al., 2012; SILVA et al., 2012a; SILVA et al., 2012b).

Diferentemente, muitos caninos acometidos pela LV séo assintoméaticos,
no entanto, apresentam alteracdes nos exames complementares compativeis
de poliartrites (AGUT et al., 2003; SILVA, 2009) ou polimiopatias (VAMVAKIDIS
et al., 2000; GOMES et al.,, 2009; GOMES et al., 2012). Em um estudo
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realizado por Gomes et al. (2009), por meio da eletromiografia e histopatologia
em musculos de 23 cdes com LVC, sem evidéncias clinicas de disturbios
locomotores, 15 (65,22%) animais apresentaram polimiopatia e, outros seis
(26,1%), lesdbes em musculos isolados. Neste ensaio, a imunoistoquimica
confirmou a presenca do parasita e de processo inflamatorio em 19 (82,6%)
dos 23 animais.

A incidéncia de afeccOes locomotoras, em areas endémicas para LV,
pode chegar a 30% dos caes afetados (TURREL; POOL, 1982; YAMAGUCHI
et al., 1983; SLAPPENDEL, 1988; WOLSCHRIJN et al., 1996; BURACCO et
al., 1997). Agut et al. (2003) descreveram o acometimento em 44,8% (26/58)
da populacdo em estudo na Espanha. No Brasil comprovou-se o envolvimento
em 38% dos caes naturalmente infectados por Leishmania infantum chagasi
(SILVA, 2009).

A poliartrite (PA) é uma artropatia inflamatéria que envolve mais de uma
articulacdo e é considerada uma condicdo incomum nos cédes (FOURNEL et
al., 1992). Os sinais clinicos relatados sao variaveis e incluem relutancia em
caminhar, vocalizagdo espontanea, rigidez articular, claudicagéao, crepitagéo,
artrodinia, aumento de volume articular e incapacidade de ficar de pé ou andar.
As vezes, sinais sisttmicos como febre, inapeténcia, perda de peso e anorexia
podem ser os Unicos sinais (ROUSH et al., 1989; DUNN; DUNN, 1998).

Dependendo da sua origem, a PA pode ser classificada como uma
doenca infecciosa, induzida por depdsito de cristal ou imunomediada
(HOPPER, 1993; BENNETT; MAY, 1995).

As artrites infecciosas podem ser viral, bacteriana, micoplasma,
protozoario ou fungo (BENNETT; MAY, 1995). Artrites induzidas por cristal séo
causadas pela deposicao de cristais de urato de sodio (gota) ou cristais de
pirofosfato de célcio dihidratado (pseudo-gota) nas articulacdes (BENNETT;
MAY, 1995). As poliartrites imunomediadas séo resultantes da deposicdo e
fagocitose de imunocomplexos, bem como a liberacdo de enzimas lisossomais
circulantes no interior da membrana sinovial (hipersensibilidade tipo IlI)
(HOPPER, 1993; BENNETT; MAY, 1995) ou ainda pela acdo direta do parasita
(McCONKEY et al.,, 2002). Perell6-Roso et al. (1996), descreveram, em
humanos co-infectados por LV e pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),

sinais clinicos osteoarticulares semelhantes aos observados nos caes.
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Muitos agentes etiolégicos podem causar poliartropatias, sendo estas
classificadas em nao inflamatorias e inflamatorias (FISHER, 2003; GREENE;
BUDSBERG, 2006; EUGENIO et al., 2008; FERNANDES, 2009). Acredita-se
gue a poliartrite induzida por Leishmania spp. seja decorrente de uma reacéo
inflamatéria granulomatosa, causada pela presenca de parasitos ou por uma
resposta celular e humoral, a semelhanca do que se observa em 0rgaos
linfoides (McCONKEY et al., 2002; REIS et al., 2009; GIUNCHETTI et al.,
2008a; GIUNCHETTI et al., 2008b) rins (COSTA et al., 2003), coracao
(FERRER, et al.; 1988), musculo estriado esquelético (FERRARO et al., 2009;
GOMES, et al., 2009; PACIELLO et al., 2009; GOMES, et al., 2012) e tecido
nervoso (MELO et al., 2009).

Estudos pretéritos sugerem que a patogenia da lesédo articular em cées
com LV é devido a liberacdo de citocinas por macréfagos infectados, levando a
absorcdo e destruicdo da cartilagem Ossea (FERRER, 1992), ou ao depdésito
de imunocomplexos circulantes na sinévia (CUCINOTTA et al., 1991; FERRER,
1992). Estes podem produzir uma reacdo de hipersensibilidade tipo |lI,
induzindo a uma ativacdo local de complemento e sintese de fatores
quimiotaticos para neutrofilos (BENNETT; MAY, 1995). Os neutrofilos
produzem enzimas hidroliticas, que causam destruicdo articular, vasculite e
aumento da permeabilidade vascular (GORMAN, 1995).

Quadros de PA como os da LV podem ser observados em outras
doencas infecciosas, imuno-mediadas e autoimunes, tais como a erliquiose e a
borreliose (JACQUES et al., 2002). Dependendo do agente, a PA pode
apresentar-se como manifestacdo isolada ou vir acompanhada de sinais
sistémicos. Desta forma é de extrema importancia que se faca um diagndstico
diferencial, principalmente em se tratando de suspeita de doencgas infecciosas
(BENNETT, 2005).

Apesar da grande variedade de sinais clinicos da leishmaniose, a
doenca canina pode permanecer clinicamente inaparente por longos periodos.
Dependendo da fase da infeccdo, muitos cédes infectados apresentam-se
assintomaticos, mas mesmo assim sdo fontes de infeccdo para os
flebotomineos e, consequentemente, tem papel ativo na transmissdo da
Leishmania spp. (PALATNIK-DE-SOUZA et al.,, 2001). Apenas uma parcela

dos caes infectados desenvolve a doenca clinica, na dependéncia da
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competéncia imunologica desses animais (MORENO; ALVAR, 2002). De
acordo com Cardoso et al. (2007), os animais assintomaticos sdo a maioria na
populacdo canina infectada, representando relevante importancia na
epidemiologia da doenca. Dessa forma, a avaliacdo dos animais
assintomaticos € de fundamental importancia em regiées endémicas de LV,
uma vez que estes ndo sao identificados no exame clinico e algumas vezes,
séo indetectaveis pelos métodos sorolégicos convencionais devido aos baixos
titulos de anticorpos.

No que tange aos achados radiograficos, diferente relatos tém descrito
que as lesbes osteoarticulares podem ser classificadas como erosivas
(WOLSCHRIN et al., 1996; KOUTINAS et al., 1999; BLAVIER et al., 2001,
McCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003) e nado erosivas (SPRENG, 1993;
KOUTINAS et al.,, 1999; AGUT et al.,, 2003), dependendo da evolugcdo da
doenca e da resposta imune do animal. Alguns outros relatos afirmam que as
lesbes podem ocorrer de forma mista, ou seja, osteolitica e osteogénica
concomitantemente (SILVA et al., 2007; SILVA, 2009; SILVA et al., 2011,
SILVA et al., 2012a; SILVA et al., 2012b).

As lesbes podem se desenvolver em qualquer regido éssea, incluindo a
diafise dos ossos longos, corpo de 0ssos irregulares (carpos e tarsos), patela,
sesamoides, 0ssos chatos (pelve e escapula) e cranio, e geralmente
desenvolvem-se bilateralmente, contudo geralmente s&o observadas nas
regides distais do esqueleto apendicular (Tabela 1) (SPRENG, 1993,
BURACCO et al., 1997; AGUT et al., 2003; SILVA et al., 2007; SILVA, 2009;
SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012a; SILVA et al., 2012b).



TABELA 1.

Localizacéo

das lesdes

radiograficamente em caes com leishmaniose.

osteoarticulares

37

observadas

Autores

Ossos afetados

Articulagoes afetadas

Tryphonas et al. (1977)
Turrel; Poll (1982)
Slappendel (1988)
Cuccinotta et al. (1991)
Spreng (1993)
Wolschrijn et al. (1996)
Buraco et al. (1997)
Koutinas et al. (1999)
Blavier et al. (2001)
McConkey et al. (2002)
Agut et al. (2003)

N&o descrito

Umero, radio, ulna, fibula e tibia
Umero, ulna, tibia e tarso

Radio e ulna

N&o descrito

Umero, radio e ulna

Radio, ulna, metacarpo e tibia
N&o descrito

N&o descrito

Carpo e tarso

Umero, radio, ulna, metacarpo,falanges,

Coxofemoral e joelho

Carpal, joelho e tarsal

Tarsal

Carpal e tarsal

Cotovelo, joelho e tarsal
Cotovelo

Carpal e tarsal

N&o descrito

Carpal e Tarsal

Cotovelo, carpal, joelho e tarsal
Ombro, cotovelo, carpal, coxofemoral,

fémur, tibia, fibula e metatarso
Fémur

N&o descrito
N&o descrito
Nao descrito
N&o descrito
N&o descrito
N&o descrito
N&o descrito
N&o descrito
N&o descrito
Nao descrito

joelho e tarsal

N&o descrito

Tarsal

Carpal e tarsal

Carpal e tarsal

Carpal, joelho e tarsal

Tarsal

Cotovelo, carpal, joelho e tarsal
Cotovelo, carpal, joelho e tarsal
Carpal, joelho e tarsal

Carpal e tarsal

Cotovelo, carpal, coxofemoral,
joelho e tarsal

Souza et al. (2005)
Santos et al. (2006)
Silva et al. (2007)
Paraboni et al. (2008)
Cuomo et al. (2009)
Collignon et al. (2009)
Silva (2009)

Silva et al. (2011)
Hoffmann et al. (2012)
Silva et al. (2012a)
Silva et al. (2012b)

Segundo a literatura compilada, os achados radiograficos incluem
esclerose difusa ou localizada na medula 6ssea de ossos longos, podendo
evoluir para uma reacao periosteal, com ou sem a presenca de areas
osteoliticas. O edema de tecidos moles geralmente acompanha as lesdes
intrarticulares e 6sseas (FARROW, 2003; HOFFMANN et al., 2012). As lesbes
do tipo erosivas sugerem cronicidade do processo e a maioria das alteracdes
radiograficas articulares ndo estdo associadas a presenca do parasito na
sindvia, sugerindo que a etiopatogenia das lesdes articulares ndo € devida
exclusivamente a presenca do parasito, mas possivelmente a deposicdo de
imunecomplexos na sindvia (SILVA, 2009).

Ademais, outros sinais radiograficos osteoarticulares podem ser notados
na LVC, tais como destruicdo da regidao cortical (TURREL; POOL, 1982,
WOLSCHRIJN et al., 1996; McCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003),
aumento de opacidade medular (TURREL; POOL, 1982; BURACO et al., 1997,
AGUT et al., 2003), diminuicdo de opacidade medular (AGUT et al., 2003),
reacao periosteal proliferativa (TURREL; POOL, 1982; BURACO et al., 1997,
AGUT et al., 2003; SOUZA et al., 2005; SANTOS et al., 2006; SILVA et al.,
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2007; HOFFMANN et al.,, 2012), ostedlise (WOLSCHRIJN et al., 1996;
BURACO et al., 1997; McCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003; SOUZA et
al., 2005; SILVA et al., 2007), colapso dos espacos articulares (McCONKEY et
al., 2002; SILVA et al.,, 2007; HOFFMANN et al., 2012) e edema de partes
moles (TURREL; POOL, 1982; WOLSCHRIJIN et al., 1996; SPRENG, 1993;
SANTOS et al., 2006; SILVA et al., 2007; HOFFMANN et al., 2012).

Também chamou atencéo alguns relatos de literatura onde os pacientes
acometidos pela doenca ndo apresentaram alteracdes radiograficas ésseas
dignas de nota, levando a acreditar que o tempo de evolucdo da enfermidade
ainda ndo fora suficiente para se desenvolver, ou mesmo, ndo foi sensivel a
percepcao radiografica (SPRENG, 1993; JACQUES et al., 2002; EUGENIO et
al., 2008; PARABONI et al., 2008).

Na Medicina Veterindria, poucos sdo os estudos avaliando o sistema
osteoarticular em caes infectados por Leishmania infantum chagasi, por meio
da tomografia computadorizada. Em um relato de caso apresentado por Silva
et al. (2012a), em area endémica para a doenca, revelaram areas de osteolise,
com esclerose adjacente, formagédo de novo 0sso periosteal e densidade 6ssea
heterogénea, por meio da TC.

Este método de diagndstico seria de grande auxilio, uma vez que
poderia caracterizar as lesdes em animais positivos com ou sem sinais
locomotores da doenca, além de contribuir na identificacdo das lesbes em
humanos com poliartrites inflamatérias ou autoimunes causadas pela LV
(AKERBLOM; SJOSTROM, 2007).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Diante do exposto e das escassas e contraditorias informacdes sobre as
lesdes osteoarticulares associadas a LVC o presente projeto visa:

e Contribuir na deteccdo das alteracfes ocorridas em caes infectados por
Leishmania infantum chagasi, por meio dos exames radiogréficos digitais e
tomogréaficos computadorizados.

e Auxiliar na caracterizacdo das lesbes em animais positivos, com ou sem

sinais clinicos da doenca, contribuindo na identificacdo das lesbes causadas
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pela Leishmania infantum chagasi e fornecer subsidios ao profissional da

imagem para incluir a LV em seus diagnosticos diferenciais.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar as articulagbes umeroradioulnares, radiocarpicametacarpicas,
femurotibiopatelares e tibiotarsicametatarsicas por meio da radiografia digital
e tomografia computadorizada, a fim de caracterizar o tipo, a frequéncia e a
distribuicdo das lesdes osteoarticulares, desde as mais sutis as grosseiras.

e Obter informacgbes de alteracBes osteoarticulares, por meio de exames de
imagens, que possam sugerir ao médico veterinario a suspeita de LV.

e Testar a sensibilidade da radiografia digital e tomografia computadorizada
como ferramenta de diagndstico complementar em casos de poliartrites

associada a leishmaniose visceral canina.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Etica animal

O presente estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus Botucatu
(FMVZ — UNESP - Botucatu), aprovado na reunidao de 21 de maio de 2012,
estando registrado sob o protocolo n° 159/2011-CEUA (Anexo 1).

4.2 Local e tempo de execucao

O estudo foi realizado no municipio de Bauru, situado no interior do
estado de Séo Paulo, Brasil, localizando a noroeste da capital do estado, tendo
como coordenadas geogréaficas 22° 18'50” de latitude e 40°30'1” de
longitude, a 526 m de altitude, em relacdo ao nivel do mar, nas dependéncias
do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da Secretaria Municipal de Saude
de Bauru-SP, bem como no Setor de Diagnéstico por Imagem da FMVZ —

UNESP - Botucatu, durante o periodo entre junho a agosto de 2013.
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4.3 Animais utilizados

Foram utilizados 46 cées naturalmente infectados por Leishmania
infantum chagasi, com idade superior a um ano, independente do sexo, raca e
sinais clinicos, encaminhados ao Centro de Controle de Zoonoses de Bauru,
durante o periodo compreendido de junho a agosto de 2013 (Apéndice 1). O
diagnostico de LV foi confirmado pelo exame citopatologico, realizado em
preparados citolégicos obtidos por meio de citologia aspirativa por agulha fina
(CAAF) de linfonodos, bem como pela presenca de anticorpos anti-
Leishamania spp., quando do emprego das técnicas de imunocromatografia e
ELISA.

4.4 Delineamento experimental

Inicialmente fora realizado o exame semioldgico do aparelho locomotor,
conforme descrito por Eugénio (2008), objetivando identificar possiveis
alteracdes desse sistema. Sequencialmente, foram colhidas amostras
biologicas de sangue e linfonodo dos animais, para fim de diagnostico da LV,
por meio das técnicas de flebocentese da veia jugular e CAAF de linfonodos.
Para tanto, foi solicitada a autoriza¢do e assinatura do termo de consentimento
livre esclarecido do chefe da Secao de Controle de Zoonoses (Anexo 2).

O diagnéstico da doenca foi baseado nos resultados do teste de triagem
imunocromatogréafico para deteccéo de anticorpos especificos para Leishmania
infantum chagasi em amostras de soro, bem como pelo ensaio sorologico
imunoenzimatico, para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania major like, e/ou
pela pesquisa de formas amastigotas do parasita por meio do exame
citopatoldgico de linfonodos, sendo a positividade o fator de inclusdo animal
para a pesquisa.

Apo6s a confirmacdo do diagndstico da doenca os cdes receberam
medicacdo pré-anestésica (MPA) com Acepromazina a 0,2%?* (0,055 miligrama
por quilo (mg/kg), via intravenosa (IV), seguida, de anestesia geral com
Tiopental Soédico 1g? (15 mg/kg/IV) para realizacdo da eutanasia. Posterior a

esse procedimento, os caninos receberam aplicacdo de uma ampola de 10

* Acepran® 0,2% — Vetnil — Louveira, S3o Paulo, Brasil
2 Thiopentax® 1g — Cristalia — Itapira, S3o Paulo, Brasil
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mililitros (mL) de Cloreto de Potassio a 19,1%3 (IV), em cumprimento ao
Decreto n°. 51.838 do Ministério da Saude do Brasil, de 14 de margo de 1963,
0 qual estabelece que animais domeésticos portadores de leishmaniose devam
ser submetidos a eutanasia. O método empregado seguiu as recomendacdes
da Resolugéo n° 1000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV), que dispde sobre procedimentos e métodos de
eutanasia em animais.

Sequencialmente, foram colhidas amostras do esqueleto apendicular
(membros toracicos e pélvicos), a fim de identificar, caracterizar e determinar
as alteragfes osteoarticulares, por meio dos exames radiotomogréficos.

Ao término das avaliacbes supracitadas, os resultados obtidos foram

tabulados em planilhas eletronicas e analisados estatisticamente.

4.5 Exame semiolégico do aparelho locomotor
A investigacdo clinica foi realizada por meio de dados de resenha,
inspecdo visual criteriosa, palpacdo detalhada e a aplicacdo de testes

locomotores especificos, conforme descrito por Eugénio (2008).

4.6 Colheita de sangue total

A colheita de sangue total foi realizada ap0s assepsia local com polivinil
pirrolidona iodo a 10%* (PVP-l), em solugdo aquosa, contendo 1% de iodo
ativo, por flebocentese da veia jugular, utilizando agulha hipodérmica® de 0,70 x
25 milimetros (mm), acoplada a uma seringa hipodérmica® de 10 mL. Obteve-
se um volume minimo de 10 mL, sendo a amostra imediatamente
acondicionada em tubos coletores de sangue a vacuo 13 x 100 mm de sete
mL’, contendo ativador de coagulo e gel, permitindo acelerar a coagulacdo do
sangue e separar o soro da amostra, sendo a mesma delicadamente
homogeneizada por inversdo de 180° entre cinco a oito vezes para evitar
hemolise, e mantida em repouso na posi¢ao vertical por 30 minutos para retrair

o coagulo. Apés a retracao visivel do coagulo, a amostra sofreu centrifugacéo a

3 Cloreto de potéssio a 19,1% — Isofarma — Eusébio, Cear3, Brasil

4 Riodeine Dermo Suave Tdpico — Rioquimica — S3o José do Rio Preto, S3o0 Paulo, Brasil
5 BD Precision Glide™ — Becton Dickinson — Curitiba, Parand, Brasil

5 BD Plastipak™ — Becton Dickinson — Curitiba, Parand, Brasil

7 Vacuplast — CRAL — Cotia, S3o Paulo, Brasil
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1.465 g em macrocentrifuga®, durante 10 minutos, para melhor separacdo do
soro. Esse, por sua vez, foi transferido para ependorfes® e separado em duas
aliguotas, por meio de pipetas automaticas'®, e congeladas a - 20° C, até o

momento do seu processamento.

4.7 Diagndstico de Leishmania spp.

4.7.1 Exame imunocromatografico

O teste rapido para a deteccdo da LVC foi realizado nas dependéncias
do CCZ de Bauru-SP, sob a coordenacdo e supervisdo da bi6loga Nathalia
Maria Salvadeo Fernandes Parizoto.

No cenario brasileiro atual, o Ministério Saude adotou o teste
imunocromatogréafico!! rapido de triagem para o diagnéstico da LVC, que
emprega de uma lado, a combinacdo de proteina A conjugada a particulas de
ouro coloidal, e de outro, antigenos recombinantes (rK26/rK39) especificos de
Leishmania ligados a uma membrana de nitrocelulose, recentemente
desenvolvido (GRIMALDI et al., 2012).

A principio os testes rapidos qualitativos para a deteccdo de anticorpos
para LVC foram avaliados quanto ao prazo de validade, integridade das
embalagens e composi¢cao do kit.

As amostras de soro foram descongeladas, até ficaram a temperatura
ambiente, antes de serem testadas. Na sequéncia as plataformas de testes
foram desembaladas e identificadas, conforme o numero amostral, bem como
verificada a integridade de todos 0os componentes e a existéncia de duas linhas
na janela de teste do suporte, sendo uma de cor azul e uma de cor verde,
conformando a integridade do teste.

A alca coletora era encostada na amostra, até o seu preenchimento, em
torno de cinco microlitros (uL) e, em seguida, colocada na posicéo vertical e em
contato com a area de aplicacdo da amostra, na regido do poco identificada na
plataforma pelo nUmero um (amostra + tampéo). Certificado de que a amostra
de soro migrou da algca para o local do teste, adicionaram-se duas gotas da

8 Macro Centrifuga Coleman 80-2 — Coleman — Santo André, S3o Paulo, Brasil

° Tubo Eppendorf® 3810X standard — Eppendorf do Brasil — S3o Paulo, S3o Paulo, Brasil

10 Micropipeta Monocanal VF-1000 — Digipet — Curitiba, Parana, Brasil

1 TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos — Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil
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solucdo tampdo no po¢co um e aguardavamos por cinco minutos. Apds esse
tempo, a linha azul (teste) e a verde (controle) da janela desapareciam,
indicando a integridade do teste. Na sequéncia, colocaram-se quatro gotas do
tampdo no poco de nuamero dois e temporizaram-se 10 minutos e,
imediatamente, realizaram-se a leitura visual, colocando o suporte sobre uma
superficie plana e em local bem iluminado, mantendo uma distancia de
aproximadamente 30-50 centimetros (cm) entre o suporte de teste e os olhos,
observando a presenca de linhas e anotando o resultado na plataforma.
Quando do resultado ndo reagente observava-se uma linha roxa/rosa na
area de controle (C) e nenhuma linha na &rea teste (T). Este resultado sugeria
a auséncia de anticorpo para Leishmania na amostra, porém ndo excluia a
possibilidade de infeccdo pelo parasita. Entretanto, quando o resultado
demonstrava-se reagente detectava-se a presenca de duas linhas roxa/rosa,
sendo uma na area de C e outra na area de T. A intensidade da linha T variava
de claro a muito escuro, conforme a concentracdo de anticorpos especificos.
Assim, a linha na area de teste pode ter aparéncia diferente da linha na area
controle. O procedimento de leitura do teste foi realizado em no maximo 25
minutos, segundo recomendacdes do fabricante (BIO-MANGUINHOS, 2011).

4.7.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os ensaios imunoenzimaticos para o diagostico da LVC foram
realizados nas dependéncias do CCZ da Secretaria Municipal de Saude de
Bauru-SP, sob a coordenacdo e supervisdo da bidloga Nathalia Maria
Salvadeo Fernandes Parizoto.

O kit utilizado para a detecgédo de anticorpos contra Leishmania major
like, para a realizacdo dos exames de ELISA foi o EIE Leishmaniose Visceral
Canina — Bio-Manguinhos?'?, no qual inicialmente fora avaliado quanto ao prazo
de validade e seus componentes. Em continuidade, os materiais do conjunto,
armazenados em temperatura entre dois e oito graus °C, os soros controles e
as strips sensibilizadas, estocados em temperatura de -20°C, bem como as
amostras de soro congeladas a serem testadas, foram retiradas de sua

temperatura de conservacao, até ficar a temperatura ambiente, e retornada ao

2 EIE® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos — Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil
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freezer logo apos o uso. O conjugado apenas foi retirado de sua temperatura
de conservacédo no momento da sua utilizagao e retornando para o congelador
imediatamente apds 0 seu uso.

Para preparacdo do diluente de amostras/conjugado levou-se em
consideracdo o numero amostral a ser testado, que na presente situagdo foram
utilizadas cinco strips dupla sensibilizada, para realizacdo de 81 reacfes
imunoenzimaticas. Para tanto, foram utilizados 12 mL de diluente de amotras,
1,2 gramas (g) de lectina de leite e 48 mL de agua destilada. Posteriormente,
diluiram-se em tubos eppendorfs cinco puL dos controles e das amostras de
soro a serem analisadas, onde previamente foram homogeneizadas em 500 pL
do diluente de amostra/conjugada (1:100).

Para realizacdo da distribuicdo das amostras nas placas, previamente
sensibilizadas, utilizaram-se 100 pyL dos controles e amostras ja diluidos,
seguindo a seguinte ordem: na coluna um, fileiras A e B, o controle positivo
(CP); nas C, D e E, o controle negativo (CN); em F e G, sem soro (SS), o
controle do conjugado. Nos demais orificios, distribuiram-se 100 uL das
amostras testes, ja diluidas nos pocos correspondentes. Apds esse momento,
as strips foram seladas com folha adesiva e incubadas em estufa'® a 37°C por
30 minutos, observando se houve variacao significativa da temperatura.

Foram preparados 500 mL de solug¢édo tampéo de lavagem, utilizando 25
mL de tampdo de lavagem e 475 mL de agua destilada, sendo a mesma
colocada no frasco de enxague da lavadora automatica de microplacas!4. Apés
os 30 minutos de incubacédo, as amostras foram retiradas da estufa e a folha
adesiva foi descolada cuidadosamente para acondicionar a placa na lavadora
automatica. O processamento de lavagem consistiu em aspirar e lavar os
pocos seis vezes com o tampéao (200 pL/orificio), aguardando entre 30 a 60
segundos entre cada processamento. Na sequéncia foi diluido o conjugado no
diluente de amostra/conjugado, preparado anteriormente, sendo utilizados 15
mL de diluente de amostras/conjugado diluido e 15 pyL de conjugado,
homogeneizado bem e distribuidos 100 pyL da diluigdo em cada orificio dos

strips, sendo 0os mesmos novamente selados com a folha adesiva e incubado

13 Estufa microprocessada digital de secagem Q310M3 — Quimis — Diadema, S3o Paulo, Brasil
4 Lavadora automdtica de microplacas TP-Washer — ThermoPlate — Mainland, China
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por 30 minutos a 37°C. Passado o tempo necessario as amostras foram
novamente lavadas, conforme descrito anteriormente.

Nesse momento foi preparado o substrato em frasco escuro, protegido
da luz, sendo utilizados 10 mL de diluente do substrato, 100 yL de cromogeno
tetrametilbenzidina dihidroclorada (TMB) e 20 uyL de substrado H202, onde
posteriormente eram adicionados 100 pL do mesmo em cada pogo da placa,
deixando por 30 minutos em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Para
bloquear a reacdo, ap0s o tempo supracitado, foram adicionados 50 pL de
acido sulfarico 2M em todos os orificios e, em seguida, realizada a leitura da
placa através da espectrofotometria. Para tanto, a moldura com os strips foi
colocada na leitora de microplacas®, equipada com filtro de 450 nm para
leitura, onde a mesma foi ligada alguns minutos antes para estabilizacdo do
feixe de luz, depois o equipamento foi zerado sem a presenca da placa e, em
seguida, o estojo foi acondicionado no local de leitura e iniciava-se a
espectrofotometria, sendo os resultados expressos pela média da densidade
otica (DO) obtida dos soros em duplicata.

Como controle positivo de cada reagéo utilizou-se soro de dois cées
parasitologicamente positivos com elevados titulos de anticorpos anti-
Leishmania major like, provenientes do municipio de Bauru, Sdo Paulo e, como
controle negativo, utilizou-se o0 soro de trés caes provenientes de area nao
endémica para a doenga.

O cut-off ou ponto de corte (0,134) da reacéo foi estabelecido utilizando-
se a média das densidades Oticas dos controles negativos (XCN), dentro da
faixa de validacao do teste (controle positivo > 0,500 de DO e controle negativo

> 0,050 < 0,120 de DO), vezes dois, através da formula:

CO=XCNx 2

A amostra foi considerada reagente quando apresentava DO > ao CO.
Quando a amostra apresentava DO inferior ao CO foi considerada nao

reagente. Ademais, a amostra pode ser considerada indeterminada quando

15 Leitora automaética de microplacas de 96 pogos TP-Reader — ThermoPlate — Mainland, China
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apresentar valores da DO entre o CO e a faixa cinza (FC), que é determinada

pela multiplicacdo do CO por 1,2, por meio da formula:

FC=COx1,2

4.7.3 Exame citopatoldgico de linfonodo

Os exames citopatolégicos foram realizados ap6s a aspiragdo por
agulha fina dos linfonodos popliteos e pré-escapulares, na dependéncia de
aumento de volume dos mesmos e da facilidade de puncédo de acordo com o
animal, com o auxilio de uma seringa descartavel de polietileno de 10 mL*®,
acoplada a uma agulha hipodérmica descartavel, com espessura e
comprimento de 0,70 x 25 mm?’, exercendo vacuo para a aspira¢do do material
a ser colhido. Apos esse procedimento, realizou-se o esfregaco do material
aspirado em laminas de vidro para microscopia®. Este foi seco ao ar e corados
com corante hematolégico Pandtico Réapido °, sendo acondicionados em
laminario e posteriormente foram avaliados a microscopia de luz?° no aumento

de 100x, com imersdo?!, para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania

spp.

4.8 Exame radiografico digital

Para a realizacdo dos exames radiograficos foi utilizada uma unidade
radiolégica fixa DR-F de raios-X?2, com gerador de alta frequéncia com
capacidade de 500 miliamperes (mA) e 150 quilovoltagem (kVp) e tempo de
exposicao de 0,05 a 5 segundos (S).

Para as avaliagcbes das  articulacdes umeroradioulnares,
radiocarpicametacapicas, femurotibiopatelares e tibiotarsicametatarsicas foram
utilizadas duas incidéncias radiogréficas, realizadas em angulo reto uma em
relacdo a outra, em posi¢cOes padronizadas (Figura 5), obedecendo-se as
normas de protecdo radiolégica (KEALY; McALLISTER, 2005). Para tanto, as

16 BD Plastipak™ — Becton Dickinson — Curitiba, Paran4, Brasil

17 BD Precision Glide™ — Becton Dickinson — Curitiba, Parana, Brasil

18 L Amina lapidada para microscopia — Perfecta — S3o0 Paulo, S3o Paulo, Brasil
1% Panético Rapido LB — Laborclin — Pinhais, Parana, Brasil

20 Microscépio Binocular Nikon E200 — Nikon — Melville, New York, EUA

21 Oleo de imersdo para microscopia — Merck KGaA — Darmstadt, Alemanha
22 Digital-ready Room (DR-R) — GE Healthcare — Beijing, China
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pecas do esqueleto apendicular foram previamente descongeladas a

temperatura ambiente para melhor manipulagéao e posicionamento.

FIGURA 5. Posicionamentos radiograficos adotados conforme a articulagdo em estudo:
umeroradioulnar (1 e 2), radiocarpicametacarpica (3 e 4), famurotibiopatelar (5 e 6) e
tibiotarsicametatarsica (7 e 8). Incidéncias médio-lateral (ML), cranio-caudal (CrCa), dorso-
palmar (DPa), dorso-plantar (DPI).

Foram estudadas oito articulacbes de cada animal, sendo as
umeroradioulnares, radiocarpicametacarpicas, femurotibiopatelares e
tibiotarsicametatarsicas, onde a técnica radiografica utilizada foi a que
relaciona mAs e kVp, de acordo com a espessura da regido a ser radiografada,
preconizada por De Martin; lwasaki (1976). As imagens radiograficas foram
identificadas quanto ao namero de registro do animal, a espécie, a raca, a
idade, ao posicionamento e a lateralidade (direito - R e esquerdo - L). O
processamento radiografico foi feito de forma digital.

Para a avaliacdo das articulagbes dos cotovelos e dos joelhos foram
realizadas as incidéncias craniocaudal (CrCa) e mediolateral (ML). Para as
articulacdes radiocarpicametacarpicas fizeram-se as projecbes dorsopalmar
(DPa) e ML e para a articulagBes tibiotarsicametatarsicas utilizaram-se as
incidéncias dorsoplantar (DPI) e ML. Posteriormente os exames radiograficos
foram analisados com o auxilio de um software de diagnostico por imagem

digital para tratamento de imagens médicas?3.

23 eFilm Workstation™ Brazil Version 3.3.5 — Microdata Tecnologia — Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil
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As andlises radiograficas do esqueleto apendicular foram baseadas em
um processo basico seguindo as seguintes etapas: deteccdo, descrigdo,
diferenciacdo e diagnodstico das lesdes, determinando a extensdo e o
acometimento de tecidos moles adjacentes, conforme descrito por Ferrel;
Clifford; Thrall (2010).

4.9 Exame tomografico computadorizado

Para a avaliacdo por meio da tomografia computadorizada (TC) foram
utilizadas as mesmas pecas anatdmicas e regibes estudadas no exame
radiogréfico supracitado. Para tanto, os membros foram posicionados em
paralelo com a mesa, sobre um apoio acolchoado, e colocados de forma

estendidas e paralelos um em relacéo ao outro (Figura 6).

FIGURA 6. Posicionamento dos membros toracicos (A) e pélvicos (B) para
realizagéo do exame por tomografia computadorizada.

Utilizou-se equipamento de TC helicoidal?* (FIGURA 7) com fator de
exposicdo de radiacdo pré-determinado em 120 mA e 120 kVp, com filtro leve e
pitch de 2,0 mm. Inicialmente foi feito o scout para visualizagdo do correto
posicionamento e determinac¢do do tamanho da area das articulagdes a serem
avaliadas, ou seja, o campo de visao (Field of view - FOV), para entdo dar
inicio ao escanograma com cortes transversais de 2 mm de espessura por 2
mm de intervalo (2x2). Nas articulagbes que apresentavam achados

radiograficos dignos de nota, foram utilizados cortes com incremento de 1x1

24 Shimadzu SCT-7800TC CT Scanner — Shimadzu Corporation — Nakagyo-ku, Kyoto, Japan



49

mm, com o intuito de diminuir os artefatos de técnica e permitir melhor
reconstrucdo 3D. As imagens foram reconstruidas em MPR com cortes sagitais
e dorsais em janela 6ssea (WW3500, WL800).

FIGURA 7. Equipamento de tomografia computadorizada
helicoidal.

Para documentacdo do trabalho, as imagens foram primariamente
salvas no HD interno do aparelho de TC e, posteriormente, repassadas para
um disco rigido portatil?®>. As imagens tomograficas foram avaliadas com o
auxilio de software de diagnostico por imagem digital para tratamento de

imagens médicas?®.

4.10 Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica descritiva os resultados foram
tabulados em planilha eletrénica?’ para a obtencéo das frequéncias absoluta (fi)
e relativa (%), bem como a comparacao e distribuicdo, quanto ao diagndstico
de Leishmania spp., variaveis clinicas, radiograficas e tomogréficas, de acordo
com os resultados, caracteristicas e comportamento das variaveis.

A priori foram verificadas as frequéncias, a fim de se obter os valores

totais (fi) e percentuais (%) dos animais positivos para a doenga por meio dos

25 HX-M101TCB/G — Samsung/Seagate — Cupertino, California, Estados Unidos da América
26 OsiriX MD — OsiriX Imaging Software — Genebra, Suica
27 Microsoft® Office Excel®: Mac 2011 Versdo 14.3.1 — Microsoft Corporation — Redmond, WA, USA



50

exames imunocromatografico, ELISA e citopatolégico. De forma similar,
testaram-se as variaveis sexo, raca, faixa etéria e sinais clinicos ortopédicos.

No que concerne aos exames radiograficos (RX) e tomogréficos (TC),
primeiramente foram feitas as analises descritivas quanto as frequéncias, a
distribuicéo, caracterizacao e ocorréncia das lesoes.

Comparou-se a presenca das lesdes entre 0s animais sintométicos e
assintomaticos para cada tipo de lesdo, articulacdo e procedimento através do
teste Exato de Fisher (p = 0,05).

5. RESULTADOS

Para a realizacdo do presente estudo foram avaliados 46 céaes
infectados por Leishmania infantum chagasi, onde o diagnostico da doenca foi
firmado por meio da positividade em pelo menos um dos trés testes realizados
(Figura 8), sendo 95,65% dos soros dos animais reagentes ao teste de
imunocromatografia (Figura 9A), 97,82% dos soros dos caninos com resultados
acima do ponto de corte (cut-off 2 0,132) pelo ensaio imunoenzimatico indireto
e 95,65% das amostras de tecido linfoide evidenciaram-se celularidade
abundante, reacao linfohistioplasmocitaria, presenca moderada de corpusculos
linfoglandulares e formas tipicas de Leishmania spp., no interior de macréfagos
(Figura 9B). Os valores individuais das sorologias e citopatologias de cada

animal/teste encontram-se apresentados no Apéndice 2.

45/46 (97,82%) 44146 (95,65%)

> 42/46 (91,30%)

PARASITOLOGICO

44146 (95,65%)

Figura 8. Sensibilidade dos testes soroldgicos de ELISA e TR-DPP®, e
parasitolégico direto em amostras biolégicas de 46 cades naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral.
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FIGURA 9. A. Avaliagdo imunocromatogréafica reagente para leishmaniose visceral canina
(seta preta), por meio do teste rapido DPP® Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos.
B. Avaliacéo citoldgica de linfonodo de cdo, acometido por leishmaniose visceral. Presenca
de formas amastigotas de Leishmania spp. no interior de macrofagos (setas brancas).
Panético rapido®, 400X.

Na populacédo canina avaliada, a relacdo entre fémeas e machos foi de
1:1. Nao se observou predisposicao racial, sendo 78,26% composta por caes
sem raca definida. No que tange a idade, essa variou de um ano a 12 anos,
com média de 3,8 anos e mediana de trés anos. As principais caracteristicas

da populacéo avaliada encontram-se apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2. Distribuicdo das frequéncias absoluta (fi) e relativa (%) conforme
as variaveis: sexo, raca e faixa etéria de 46 caes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral.

Variavel Categoria Numero Percentagem

Sexo Fémea 23 50,00%
Macho 23 50,00%

*SRD 36 78,26%

American Pit Bull Terrier 3 6,52%

Poodle 2 4,34%

Raca Pastor Alemao 2 4,34%
Cocker Spaniel 1 2,18%

Maltés 1 2,18%

Chow Chow 1 2,18%
1 a3anos 27 58,70%
Faixa etaria 4 a7 anos 15 32,61%
8 a 10 anos 3 6,52%

211 anos 1 2,17%

*Sem raca definida
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No presente estudo, 32,60% (15/46) dos animais, manifestaram
alteracdes clinicas do sistema locomotor (Figura 10), sendo mais frequente a
observacdo de rigidez articular, claudicacdo, edema de tecidos moles
adjacentes a articulacdo, dor articular a palpacdo, impoténcia funcional e
crepitacdo (Figura 11). Por vezes, a frequéncia da ocorréncia de mais de um

sinal pode ser notada em um mesmo animal concomitantemente (Tabela 3).

FIGURA 10. Apresentacdo clinica de cé&o infectado por
Leishmania infantum chagasi, demonstrando edema de
partes moles adjacente a articulagcao radiocarpicametacarpica
(setas).

Claudicacio 6

Edema de tecidos moles 6

Rigidez articular 6

Artralgia 3

Sinais clinicos

Crepitagéo 2

Impoténcia funcional 2

0 1 2 3 4 5

(o]

® NUumero de animais

FIGURA 11. Frequéncia absoluta (fi) dos achados clinicos ortopédicos em
cées com leishmaniose visceral.
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TABELA 3. Frequéncia absoluta (fi) dos achados clinicos ortopédicos de
acordo com o animal e o tipo de lesédo de 15 cées com leishmaniose visceral.

- Sinais clinicos )
Variavel — - - — - — - — - Total/Animal
Claudicagdo Artralgia Aumento de tecidos moles Impoténcia funcional Rigidez articular Crepitagdo articular
Animal 4 0 0 1 0 0
Animal 5

Animal 7

Animal 9
Animal 15
Animal 16
Animal 24
Animal 28
Animal 32
Animal 33
Animal 38
Animal 44
Animal 46
Animal 48
Animal 49
Total/Lesao 3

*0 = auséncia; 1 = presenca

O OO O 0O 0O 0O 0 OoOkr OO0 Kk
NP PNRPRPRPNREP®ONRPR®WR

Dk OO kP OO0 OO0 O Fr PP P P O
DO O P OO0 O O Fr OFrR OO0k -
NP OO FP OO0 OO0 OO0 OO0 Oo0OOo
ol OO FP PFPPFPPEPOOOOOLR
N|O OO O OO OOoOkr OFr OO0 OO0

As lesBes Osseas e articulares sugestivas de osteoartrite foram
detectadas por meio do exame radiogréafico digital em 67,4% (31/46) dos caes.
Ademais, as alteracdes radiograficas puderam ser visualizadas tanto em caes

sintomaticos, como naqueles assintomaticos (Tabela 4).

TABELA 4. Frequéncias absoluta (fi) e relativa (%) dos achados radiograficos
em caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com presenca e
auséncia de sinais clinicos ortopédicos.

Lesdo osteoarticular

Variavel Categoria Numero Percentagem
Presente Ausente
Presente 15 32,60% 11 (73,33%) 4 (26,77%)
Sinal clinico
Ausente 31 67,40% 20 (64,52%) 11 (35,48%)
Total 46 100,00% 31 15

As alteracdes radiogréficas foram caracterizadas por trabeculado 6sseo
em evidéncia, esclerose 6ssea, ostedlise, lesdes 6sseas mistas (osteoliticas e
proliferativas), aumento de volume de tecido moles adjacente as articulacdes
(edema) e outras (colapso articular, proliferacdo 0ssea, ostedfito e cisto 6sseo)
(Tabela 5), de acordo com as articulagcdes em estudo (Figuras 12 e 13).

As articulacdes tibiotarsicametatarsicas foram afetadas em 29 delas, as
radiocarpicametacarpicas em 21, as umeroradioulnares em sete e as
femurotibiofibulares em duas, havendo uma tendéncia para o envolvimento
bilateral (Figura 14).
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FIGURA 12. Imagens radiograficas  digitais das  articulagbes
tibiotarsicametatérsicas direita (A e B) e esquerda (C e D), em projecdes dorso-
plantar (A e C) e médio-lateral (B e D), de um c&o naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, demonstrando lesbes osteoarticulares. A e D.
Trabeculado dsseo evidente (setas); B. Proliferacdo dssea (seta); C. Edema de
partes moles (setas).
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FIGURA 13. Imagens radiograficas  digitais das  articulagcbes
radiocarpicametacarpicas esqueda (A) e direita (D), umeroradioulnar esquerda
(B) e femurotibiopatelar direita (C), em projec6es dorso-palmar (A e D) e
médio-lateral (B e C), de cées naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral, demonstrando lesdes osteoarticulares. A. Ostedlise (seta); B. Cisto
0sseo (setas); C. Ostedfito (seta); D. Colapso articular (setas).
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Tibiotarsicametatarsica esquerda ‘_ 28

Tibiotarsicametatarsica direita ————— 29
Radiocarpicametacarpica esquerda _ 21
Radiocarpicametacérpica direita S 21

Umeroradioulnar esquerda D 7
Umeroradioulnar direita Gl 7

Articulagbes

Femurotibiopatelar esquerda

e 2
Femurotibiopatelar direita b 2

0 5 10 15 20 25 30

"Mumero de articulagdes

FIGURA 14. Ocorréncia do envolvimento articular por meio do exame radiografico em caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Quando comparou a presenca de lesGes radiograficas entre os animais
gue manifestaram sinais clinicos ortopédicos entre aqueles com auséncia dos
mesmo, ou seja, sintomaticos e assintomaticos, por meio do teste Exato de
Fisher, notou-se auséncia de significancia em todas as variaveis estudadas (p
> 0,05). Ademais, lesdo d6ssea mista (ostedlise e proliferacdo) e edema de
tecidos moles, na juncdo do cotovelo, bem como ostedlise com proliferacdo
O0ssea concomitante, edema de tecidos moles e outros, na articulacdo do
joelho, ndo puderam ser testadas pela andlise supracitada, tendo em vista que
as mesmas nao foram identificadas nas andlises radiograficas, conforme

demonstrado no Quadro 1.
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QUADRO 1. Comparacao do numero de lesdes radiograficas entre os animais
sintomaticos e assintomaticos, por meio do teste Exato de Fisher, de cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Variavel | Sinais Clinicos Sinais Radiograficos p-valor
Trabeculado osseo evidente
Ausente Presente
Ausente (n=31) 27 (87 1%) 4 (12,9%)
Presente (n=15) 12 (80,0%) 3 (20,0%) 0,67
Total (n=46) 39 (84,8%) 7 (15,2%)
Esclerose subcondral
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0 {0,0%)
Presente (n=15) 13 (86,7%) 2(13,3%) 0,10
Cotovalo Total (n=46) 44 (QE.T%&medliSEE (4,3%)
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0 (0,0%)
Presente (n=15) 12 (80,0%) 3 (20,0%) 0,33
Total (n=48) 43 (93,5%) 3 (6,5%)
Qutros
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0 (0,0%)
Presente (n=15) 14 (93,3) 1(6,7%) 0,33
Total (n=48) 45 (97 .8%) 1(2.2%)
Trabeculado osseo evidente
Ausente Presente
Ausente (n=31) 19 (61,3%) 12 (38,7%)
Presente (n=15) 6 (40,0%) 9 (60,0%) 022
Total (n=46) 25 (54,3%) 21 (45,7%)
Esclerose subcondral
Ausente Presente
Ausente (n=31) 20 (64,5%) 11 (35,5%)
Presente (n=15) 9 (60.0%) B (40,0%) 1,00
Total (n=48) 29 (63,0%) 17 (37,0%)
Ostedlise
Ausente Presente
Ausente (n=31) 26 (83,9%) 5(16,1%)
Presente (n=15) 12 (80,0%) 3 (20,0%) 1,00
Carpal Total (n=46) 38 (82,6%) B (17.4%)
Ostedlise e proliferagao dssea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 29 (93,5%) 2 (6,5%)
Presente (n=15) 14 (93,3) 1(68,7%) 1,00
Total (n=46) 43 (93 ,5%) 3(6,5%)
Edema de tecidos moles
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0{0,0%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1(6,7%) 0,33
Total (n=46) 45 (97.8%) 1({2,2%)
Qutros
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0 (0,0%)
Presente (n=15) 13 (86,7%) 2 (13,3%) 0,10
Total (n=48) 44 (95,7%) 2(4,3%)




Trabeculado 6sseo evidente

Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1(3,2%)
Presente (n=12) 13 (100,0%) 0(0,0%) 1,00
Total (n=48) 45 (97 8%) 1(2,2%)
Esclerose subcondral
Ausente Presente
Joelho | Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1(3,2%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1(6,7%) 1,00
Total (n=46) 44 (95,7%) 2(4,3%)
Ostedlise
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1(3,2%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1(6,7%) 1,00
Total (n=48) 44 (95,7%) 2(4,3%)
Trabeculado dsseo evidente
Ausente Presente
Ausente (n=31) 14 (45 2%) 17 (54,8%)
Presente (n=13) 4(26,7%) 11 (73,3%) 0,34
Total (n=48) 18 (39,1%) 28 (60, 9%)
Esclerose subcondral
Ausente Presente
Ausente (n=31) 17 (54,8%) 14 (45,2%)
Presente (n=13) 5(33,3%) 10 (66,7%) 0,22
Total (n=48) 22 (47 B%) 24 (52 2%)
Ostedlise
Ausente Presente
Ausente (n=31) 24 (77 4%) T (22,6%)
Presente (n=15) 10 (66,7%) 5 (33,3%) 0,49
Tarsal Total (n=48) 34 (73,9%) 12 (26,1%)
Ostedlise e proliferagdo ossea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 29 (93,5%) 2 (6,5%)
Presente (n=13) 12 (80,0%) 3 (20,0%) 0,31
Total (n=48) 41 (89,1%) 5(10,9%)
Edema de tecidos moles
Ausente Presente
Ausente (n=31) 29 (93,5%) 2 (6,5%)
Presente (n=15) 12 (80,0%) 3 (20,0%) 0,31
Total (n=48) 41 (89,1%) 2(10,9%)
Outros
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96.,8%) 1(3,2%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1(6,7%) 1,00
Total (n=48) 44 (95, 7%) 2(4,3%)
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No que concerne a avaliacdo tomografica do esqueleto apendicular,
tendo em vista as articulagdes distais de cées naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, notou-se que 91,30% (42/46) dos animais apresentaram
lesdes osteoarticulares dignas de nota.

De forma similar a Roentgenologia, os achados por tomografia
computadorizada também puderam ser visualizados nos cdes com presenca de
sinais clinicos ortopédicos, bem como naqueles com auséncia dos mesmos,

conforme demonstrado na Tabela 6.

TABELA 6. Frequéncia absoluta (fi) e relativa (%) dos achados tomogréficos
em caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com presenca e
auséncia de sinais clinicos ortopédicos.

Lesao osteoarticular

Variavel Categoria Numero Percentagem
Presente Ausente
Presente 15 32,60% 15 (100,00%) 0 (0,00%)
Sinal clinico
Ausente 31 67,40% 27 (87,10%) 4 (12,90%)
Total 46 100,00% 42 4

Levando em consideracdo as analises tomograficas computadorizadas,
foi possivel identificar lesdes osteoarticulares como trabeculado d&sseo
evidente, esclerose 0ssea, ostedlise, lesbes Osseas proliferativas, lestes
Osseas osteoliticas e proliferativas em associacdo, edema de tecidos moles,
osteofito, cistos 6sseos, colapso articular e flap de cartilagem (Tabela 7), de
acordo com as articulacdes em estudo (Figuras 15 e 16).

Por meio desta técnica imaginolégica, pode-se observar que as
articulagbes mais acometidas foram as tibiotarsicametatarsicas, seguidas das
juncbes dos joelhos, radiocarpicametacarpicas e as dos cotovelos. Conforme
demonstrado na Figura 17, pode-se perceber uma tendéncia para o

acometimento osteoarticular bilateral.
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FIGURA 15. Imagens tomogréficas digitais das articulagdes femurotibiopatelar (A),
umeroradioulnar (B), radiocarpicametacarpica (C) e tibiotarsicametatarsica (D), de
cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, demonstrando lesdes
osteoarticulares. A. Ostedlise (seta); B. Cistos 6sseos (setas); C. Colapso articular
(seta); D. proliferacdo 6ssea (seta).
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FIGURA 16. Imagens tomograficas digitais das articulacdes femurotibiopatelares
(A, C e D) e tibiotarsicametatarsica (B), de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, demonstrando lesGes osteoarticulares. A. Esclerose dssea
(seta); B. Cisto 6sseo (setas); C. flap de cartilagem (seta); D. Osteofitos (setas).
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Tibiotarsicametatarsica esquerda
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FIGURA 17. Ocorréncia do envolvimento articular por meio do exame tomografico em caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Ao comparar estatisticamente a presenca de lesdes tomograficas
computadorizadas entre 0os animais sintomaticos e assintomaticos, por meio do
teste Exato de Fisher, para cada tipo de lesdo por articulacdo, confirmou-se
gue ndo houve significancia entre as variaveis estudadas (p > 0,05) (Quadro 2).
Contudo, néo foi observado a presenca de proliferacdo 6ssea na articulacao do
cotovelo, ostedfito, cisto e outros na juntura do carpo, edema de tecidos moles

no joelho e outros na articulacéo tarsal.
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QUADRO 2. Comparacao do numero de lesdes tomograficas entre os animais
sintométicos e assintomaticos, por meio do teste Exato de Fisher, de cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Variavel | Sinais Clinicos Sinais Tomograficos p-valor
Trabeculado 6sseo evidente
Ausente Presente
Ausente (n=31) 20 (64,5%) 11 (35,5%)
Presente (n=15) 9 (60,0%) 6 (40,0%) 1,00
Total (n=46) 29 (63,0%) 17 (37,0%)
Esclerose subcondral
Ausente Presente
Ausente (n=31) 20 (64,5%) 11 (35,5%)
Presente (n=15) 10 (66,7%) 5 (33,3%) 1,00
Total (n=46) 30 (65,2%) 16 (34,8%)
Ostedlise
Ausente Presente
Ausente (n=31) 25 (80,6%) 6 (19,4%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1 (6,7%) 0,40
Total (N=46) 39 (84,8%) 7 (15,2%)
Ostedlise e proliferagdo 6ssea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0 (0,0%)
Presente (n=15) 14 (93,3) 1 (6,7%) 0,33
Total (N=46) 45 (97,8%) 1 (2,2%)
Cotovelo -
Edema de tecidos moles
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 14 (93,3) 1 (6,7%) 1,00
Total (n=46) 44 (95,7%) 2 (4,3%)
Osteofito
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 15 (100,0%) 0 (0,0%) 1,00
Total (N=46) 45 (97,8%) 1 (2,2%)
Cisto
Ausente Presente
Ausente (n=31) 28 (90,3%) 3 (9,7%)
Presente (n=15) 15 (100,0%) 0 (0,0%) 0,54
Total (n=46) 43 (93,5%) 3 (6,5%)
QOutros
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0 (0,0%)
Presente (n=15) 14 (93,3) 1 (6,7%) 0,33
Total (n=46) 45 (97,8%) 1 (2,2%)
Trabeculado 6sseo evidente
Ausente Presente
Ausente (n=31) 23 (74,2%) 8 (25,8%)
Presente (n=15) 12 (80,0%) 3 (20,0%) 1,00
Total (n=46) 35 (76,1%) 11 (23,9%)
Esclerose subcondral
Ausente Presente
Ausente (n=31) 14 (45,2%) 17 (54,8%)
Presente (n=15) 8 (53,3%) 7 (46,7%) 0,75
Total (n=46) 22 (47,8%) 24 (52,2%)
Ostedlise
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1 (6,7%) 1,00
Carpal Total (n=46) 44 (95,7%) . 2 (4,3%)
Ostedlise e proliferagdo 6ssea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 29 (93,5%) 2 (6,5%)
Presente (n=15) 15 (100,0%) 0 (0,0%) 1,00
Total (n=46) 44 (95,7%) 2 (4,3%)
Proliferagdo 6ssea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 28 (90,3%) 3 (9,7%)
Presente (n=15) 14 (93,3) 1 (6,7%) 1,00
Total (n=46) 42 (91,3%) 4 (8,7%)
Edema de tecidos moles
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0 (0,0%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1 (6,7%) 0,33
Total (n=46) 45 (97,8%) 1 (2,2%)




Trabeculado 6sseo evidente

Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 15 (100,0%) 0 (0,0%) 1,00
Total (N=46) 45 (97,8%) 1 (2,2%)
Esclerose subcondral
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1 (6,7%) 0,72
Total (N=46) 44 (95,7%) 2 (4,3%)
Ostedlise
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1 (6,7%) 1,00
Total (N=46) 44 (95,7%) 2 (4,3%)
Ostedlise e proliferagdo 6ssea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 31 (100,0%) 0O (0,0%)
Presente (n=15) 14 (93,3) 1 (6,7%) 0,54
SeElne Total (N=46) 45 (97,8%) _ 1(2.2%)
Proliferagao 6ssea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 14 (93,3) 1 (6,7%) 0,54
Total (N=46) 44 (95,7%) 2 (4,3%)
Osteofito
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 15 (100,0%) 0 (0,0%) 0,65
Total (N=46) 45 (97,8%) 1 (2,2%)
Cisto
Ausente Presente
Ausente (n=31) 28 (90,3%) 3 (9,7%)
Presente (n=15) 15 (100,0%0) 0 (0,0%) 0,65
Total (Nn=46) 43 (93,5%) 3 (6,5%)
Outros
Ausente Presente
Ausente (n=31) 28 (90,3%) 3 (9,7%)
Presente (n=15) 15 (100,0%0) 0 (0,0%) 1,00
Total (N=46) 43 (93,5%) 3 (6,5%)
Trabeculado 6sseo evidente
Ausente Presente
Ausente (n=31) 21 (67,7%) 10 (32,3%)
Presente (n=15) 12 (80,0%) 3 (20,0%) 0,50
Total (N=46) 33 (71,3%) 13 (28,3%)
Esclerose subcondral
Ausente Presente
Ausente (n=31) 10 (32,3%) 21 (67,7%)
Presente (n=15) 5 (33,3%) 10 (66,7%) 1,00
Total (N=46) 15 (32,6%) 31 (67,4%)
Ostedlise
Ausente Presente
Ausente (n=31) 28 (90,3%) 3 (9,7%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1 (6,7%) 1,00
Total (Nn=46) 42 (91,3%) 4 (8,7%)
Ostedlise e proliferagao 6ssea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 29 (93,5%) 2 (6,5%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1 (6,7%) 1,00
Total (N=46) 43 (93,5%) 3 (6,5%)
Tarsal = e
Proliferagao 6ssea
Ausente Presente
Ausente (n=31) 28 (90,3%) 3 (9,7%)
Presente (n=15) 14 (93,3%) 1 (6,7%) 1,00
Total (N=46) 42 (91,3%) 4 (8,7%)
Edema de tecidos moles
Ausente Presente
Ausente (n=31) 29 (93,5%) 2 (6,5%)
Presente (n=15) 12 (80,0%0) 3 (20,0%) 0,31
Total (N=46) 41 (89,1%) 5 (10,9%)
Osteofito
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 15 (100,0%) 0 (0,0%) 1,00
Total (N=46) 45 (97,8%) 1 (2,2%)
Cisto
Ausente Presente
Ausente (n=31) 30 (96,8%) 1 (3,2%)
Presente (n=15) 15 (100,0%) 0O (0,0%) 1,00
Total (N=46) 45 (97,8%) 1 (2,2%)
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6. DISCUSSAO

A andlise isolada dos testes sorolégicos aplicados nas amostras dos
cdes no presente estudo apresentaram valores similares, bem como a
sensibilidade por meio do teste parasitologico direto (Figura 8), demonstrando
gue os testes tiveram desempenhos equivalentes. Este fato pode estar
associado a uma amostragem intencional, selecionando-se apenas cées do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) e, portanto, com maior probalidade de
serem portadores de LV, tendo em vista que o fator de inclusdo animal para o
presente ensaio era a positividade para a doenga em pelo menos um dos
testes aplicados, ou seja, 0s animais soronegativos e/ou parasitologicamente
negativos foram excluidos do grupo de estudo.

Apesar da resposta imune humoral heterogénea, que se desenvolve em
caes infectados por Leishmania spp., que quase sempre envolve multiplos
antigenos que sdo reconhecidos de maneiras diferentes em individuos distintos
e em varios estagios da doenca no mesmo hospedeiro, sempre que possivel, &
preferivel realizar testes em paralelo ou testes com multiplos antigenos, para
identificar um maior niumero de animais infectados, conforme relatado por
Falqueto et al. (2009). Neste trabalho, ao associar os testes diagndsticos para
LV, foi possivel observar uma sensibilidade dos mesmos em 97,82%, 95,65% e
95,65%, nos exames de ELISA, TR-DPP e parasitolégico direto,
respectivamente. Ademais, dos 44 animais positivos no exame parasitologico,
91,3% (42/46) foram diagnosticados com LV, quando usados os trés testes em
paralelo (Figura 8).

Ainda que possa ocorrer diferencas no desempenho dos testes,
provavelmente atribuiveis as concentracdes de anticorpos e carga parasitaria,
gue podem por sua vez estarem ligadas a diferentes padrdes de idade,
imunidade, estado nutricional do paciente ou diversidade do parasito, no
presente estudo ndo se notou tal distincdo. Acreditamos, que os valores
obtidos no presente ensaio, sejam decorrentes dos diferentes padrées
supracitados, tendo em vista que geralmente animais oriundos do CCZ
apresentam-se em um estagio mais avancado da doenca, imunossuprimidos e
com escore corporal abaixo dos padrbes de normalidade (magros a
caquéticos). Finalmente, a representacdo dos valores percentuais no corrente

estudo foi similar ao encontrado nos relatos para o0s testes soroldgicos
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(SANTOS-GOMES; FONSECA, 2008; DOMINGOS, 2012) e parasitologico
(BRAGA et al., 1998; FERRER, 1999; ASHFORD, 2000; GONTIJO; MELO,
2004; BARROUIN-MELO et al., 2006; BRASIL, 2006).

Diversos estudos nao verificaram predisposicdo sexual para a
ocorréncia de LV em caes (KOUTINAS et al., 1999; AGUT et al.,, 2003;
FRANCA-SILVA et al., 2003; SILVEIRA et al., 2012; GOMES, 2013), conforme
observado no presente trabalho. No entanto, Slappendel (1988) relatou maior
predisposicdo em machos, conforme firmado por Miranda et al. (2008).

Quanto a predisposi¢ao racial, 78,26% (36/46) dos caes avaliados nao
apresentavam raga definida, similar aos achados de Silva (2009). Entretanto,
Koutinas et al. (1999), Sonoda (2007) e Agut et al. (2003) verificaram a
ocorréncia da doenca em 69% e 66,7% e 55,7% dos cdes de racas puras,
respectivamente.

Teoricamente cdes de qualquer raca podem ser acometidos por LV,
porém, relata-se maior predisposicdo em caninos das racas Boxer, Rottweiller,
Cocker spaniel e Pastor Alemdo (AGUT et al., 2003; SONODA, 2007
MIRANDA et al.,, 2008; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Esses dados
tornam-se conflitantes, uma vez que esses estudos foram realizados em
hospitais escolas, o que pode ter influenciado no padrédo racial dos animais,
devido o poder aquisitivo dos proprietarios. JA no presente estudo e no
proposto por Silva (2009), os animais eram oriundos do CCZ, ou seja, uma
populacdo geralmente composta por cdes errantes e de proprietarios com
baixo poder aquisitivo, consequentemente donos de caninos sem raca definida.

Na presente andlise, houve uma predisposicdo etaria para a ocorréncia
da doenca nos caninos jovens, quando os mesmos foram subdivididos em dois
grupos, entre um a trés anos (58,70%) e entre oito e 10 anos de idade (6,52%).
Apesar de a literatura afirmar que caes com menos de trés anos e entre oito e
dez anos apresentarem uma maior predisposicdo para adquirir a infeccdo
(PALTRINIERI et al., 2010), ndo foi possivel notar tal afirmacdo na corrente
pesqusia. O presente resultado pode esta associado ao fato de que os
proprietéarios ndo conseguiam fornecer com precisédo a idade dos animais, e a
avaliacao da arcada dentaria nem sempre era possivel ou fidedigna.

A populacdo canina foi predominantemente composta por jovens

(58,70%) e adultos (32,61%), ou seja, a maior parte dos animais apresentava
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idade entre um a trés anos e quatro a sete anos, confirmando os achados
descritos por Slappedel (1988); Spreng (1993); McConkey et al. (2002); Agut et
al. (2003); Collignon et al. (2009) e Silva (2009), que referem maior casuistica
em caes jovens-adultos.

Segundo Koutinas et al. (1999), parece haver auséncia de predilecédo
guanto a idade, o que reflete o longo periodo de incubacdo da Leishmania
infantum chagasi, embora alguns relatos esporadicos apresentem caes
acometidos pela doenca com periodo de vida inferior a um ano (BURACCO, et
al., 1997; SOUZA et al., 2005; SANTOS et al., 2006; PARABOBI et al., 2008).
Dependendo da resisténcia do hospedeiro, os sinais clinicos se tornam
evidentes dentro de um periodo de um més a varios anos (SLAPPENDEL,
1988; KOUTINAS et al., 1999; CARDOSO et al., 2004; ROZE, 2005).

Cées jovens e adultos sdo mais afetados por PA associada a LV
(HOPPER, 1993; BENNETT; MAY, 1995; JACQUES et al., 2002; SILVA, 2009;
HOFFMANN et al., 2012). Relatos de PA em associagdao com a Leishmania
spp. e imunossupressao em humanos com 32 anos de idade ja foi descrito,
encontrando-se 0 paciente em uma faixa etéria jovem-adulto para a espécie
(PERELLO-ROSO et al., 1996).

Animais com leishmaniose visceral apresentam sinais clinicos variados e
inespecificos (SLAPPENDEL, 1988). Embora as alteracdes ortopédicas sejam
consideradas como incomuns em cdaes infectados por Leishmania spp.
(KONTOS; KOUTINAS, 1993), o presente estudo demonstrou que 32,6%
(15/46) dos animais portadores da doenca apresentavam poliartrite, similar ao
descrito por Turrel; Pool (1982), Slappendel (1988) e Silva (2009), em que o0s
autores identificaram alteracdes articulares em 30%, 37,5% e 38% dos
animais, respectivamente. Da mesma forma, Agut et al. (2003) observaram a
presenca de poliartrite em 44,8% dos caes com leishmaniose visceral. Frente a
esses valores de frequéncias relativas, podemos afirmar que os disturbios
locomotores, associados a leishmaniose visceral, ndo sdo uma condicao
incomum na doenga. Segundo Blavier et al. (2001), as lesdes articulares
podem ser causadas pela presenca direta do parasita na sinévia ou por meio
da deposicdo de imunocomplexos na capsula articular.

A presenca de febre, claudicacdo e artrodinia foi frequentemente

observada em cées com poliartrite, portadores de leishmaniose visceral
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(ROUSH et al.,, 1989; BENNETT; MAY, 1995). No entando, na presente
pesquisa, apesar de identificar claudicacdo em 40% (6/15) e artralgia em 20%
(3/15) dos caes avaliados, notou-se também, porém em menor frequéncia,
edema de tecidos moles, rigidez articular, crepitacdo e impoténcia funcional
dos membros, similar ao descrito em outros estudos (SLAPPENDEL, 1988;
CIARAMELLA et al.,, 1997; AGUT et al.,, 2003; FONT et al., 2004; BANETH,;
AROCH, 2008; SILVA, 2009; HOFFMANN et al., 2012; SILVA et al., 2012a).
Com base nesses achados, a leishmaniose visceral deve ser incluida no
diagnodstico diferencial de distarbios esqueléticos, associada com neuralgia,
polimiosite, artralgia e poliartrite.

Quanto aos sinais radiograficos, 67,4% (31/46) dos animais
apresentaram mudancas osteoarticulares sugestivas de poliartrite, associada a
leishmaniose visceral. Tais modificagbes foram visualizadas tanto em cées
sintométicos (11/15), como naqueles assintomaticos (20/31), sendo as mesmas
apresentadas de forma simétrica e bilateral. Esses resultados foram
semelhantes aos encontrados por Turrel; Pool (1982), Slappendel (1988),
Buracco et al. (1997), Koutinas et al. (1999), Blavier et al. (2001), McConkey et
al. (2002), Agut et al. (2003), Souza et al. (2005), Santos et al. (2006),
Collignon et al. (2009), Silva (2009), Hoffmann et al. (2012).

Lesbes Osseas e articulares tém sido frequentemente observadas em
radiografias de caes infectados por Leishmania spp. (TRYPHONAS et al.,
1977; TURREL; POOL, 1982; CUCINOTTA et al.,, 1991; SPRENG, 1993;
WOLSCHRIJN et al., 1996; BURACCO et al., 1997; AGUT et al., 2003; SILVA,
2009), bem como nos seres humanos (PERELLO-ROSO et al., 1996).
Curiosamente em alguns casos de leishmaniose visceral descritos, ndo fora
notada mudancas radiogréficas significativas, provavelmente explicada pelos
autores por ndo haverem tempo habil para o desenvolvimento das mesmas de
forma a serem sensiveis ao exame (SPRENG, 1993; JACQUES et al., 2002;
EUGENIO et al., 2008; PARABONI et al., 2008).

Os achados de exames radiograficos mais comumente encontrados no
corrente estudo foram: trabeculado Osseo grosseiro, esclerose 0ssea,
ostedlise, lesdes Osseas mistas (ostedlise e osteoproliferativa), edema de
tecidos moles, colapso dos espacos interarticulares, proliferacdo dssea e cisto

0sseo. Segundo a literatura compilada, no que tange aos achados radiolégicos,
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diferentes relatos descreveram a poliartrite por Leishmania spp. como sendo
nao-erosiva (SPRENG, 1993; KOUTINAS et al., 1999; AGUT et al., 2003) ou
erosiva (WOLSCHRIN et al., 1996; KOUTINAS et al., 1999; BLAVIER et al.,
2001; McCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003), similar aos achados do
presente estudo. Entretanto, sinais radiograficos de ostedlise e
osteoproliferacdo também puderam ser notados concomitantemente em alguns
animais. Desta forma, acredita-se que as lesfes radiograficas em cdes com
poliartrite, associada a leishmaniose visceral, ndo apresentam um padrao tipico
ou patognomonico para a doencga. Contudo, em caso de suspeita, indica-se a
avaliacdo do membro contralateral, tendo em vista que, os achados de imagem
apresentaram-se de forma simétrica e bilateral.

Além disso, pode-se confirmar que as articulacdes mais afetadas, nessa
doenca, foram as tarsais (29/46) e as carpais (21/46), corroborando com o0s
relatos pretéritos (SLAPPENDEL, 1988; BURACCO et al., 1997; BLAVIER et
al.,, 2001; McCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003; SANTOS et al., 2006;
CUOMO et al.,, 2009; COLLIGNON et al., 2009; HOFFMANN et al., 2012).
Outrossim, tais achados foram encontrados em um paciente humano
imunodeprimido descrito por Perell6-Roso et al. (1996).

Estudos prévios afirmam que as articulagdes carpais e tarsais sdo mais
comumente afetadas em casos de poliartrites causadas por depositos de
imunocomplexos (HOPPER, 1993; BENNETT,; MAY, 1995). Por sua vez, as
articulacdes coxofemorais e do ombro sao mais afetadas em pacientes com
poliartrite infecciosa (HOPPER, 1993). No estudo apresentado, as articulacdes
carpais e tarsais foram as mais afetadas, sugerindo que, geralmente, essas
lesdes advém de um processo imunomediado.

Na presente pesquisa ndo foi possivel observar diferenca estatistica ao
comparar as lesdes entre 0s animais sintomatico e assintomaticos por meio do
exame radiografico, o que difere do proposto pelos autores da revisdo, onde ha
maior ocorréncia das lesbes em caninos sintomaticos (CUCCINOTA et al.,
1991; BURACCO et al., 1997; BLAVIER et al., 2001; McCONKEY et al., 2002,
AGUT et al., 2003; SANTOS et al., 2006; SILVA et al., 2007; CUOMO et al.,
2009; SILVA, 2009; HOFFMANN et al., 2012; SILVA et al., 2012a). Chamamos
a atencdo para esse achado, tendo em vista que caninos portadores de

Leishmania infantum chagasi, mesmo assintomaticos, podem desenvolver
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quadro clinico de poliartrite, seja pela circulagdo de imunocomplexos
depositados sobre a membrana sinovial ou por uma reacdo inflamatéria
granulomatosa, causada pela presenca do parasita.

No que concerne aos achado por tomografia computadorizada, 91,30%
(42/46) dos animais apresentaram lesOes osteoarticulares sugestivas de
poliartrite, associada a infeccdo por Leishmania infantum chagasi,
demonstrando maior sensibilidade dessa técnica imaginolégica, quando
comparada ao exame radiografico. Até o presente momento, conforme revisao
sistematica de literatura ndo foram relatados estudos sobre o esqueleto
apendicular, por meio desse exame, em casos de leishmaniose visceral canina,
sendo o presente ensaio considerado a primodescricao.

Por meio desta técnica, notadamente as alteracées foram identificadas
em 100% (15/15) dos animais sintomaticos, bem como em 87,10% (27/31) dos
cdes assintomaticos, sendo as mesmas apresentadas de forma simétrica e
bilateral, similar aos achados radiograficos encontrados neste estudo e da
literatura (TURREL; POOL, 1982; SLAPPENDEL, 1988; BURACCO et al.,
1997; KOUTINAS et al., 1999; BLAVIER et al., 2001; McCONKEY et al., 2002;
AGUT et al., 2003; SOUZA et al., 2005; SANTOS et al., 2006; COLLIGNON et
al., 2009; SILVA, 2009; HOFFMANN et al., 2012). Frente a esses resultados,
acredita-se que é preferivel a avaliacdo por tomografia computadorizada ao
exame radiogréfico do esqueleto apendicular de caes naturalmente infectados
por Leishmania infantum chagasi, baseado na maior sensibilidade dessa
técnica imaginoldgica.

Pouco se sabe quanto a caracterizacdo das lesfes 6sseas e articulares
presentes em exames por tomografia computadorizada de caes com
leishmaniose visceral, bem como nos seres humanos. Na corrente analise,
observou-se a presenca de trabeculado 6sseo evidente, esclerose 0Ossea,
ostedlise, lesdes osteoliticas e proliferativas em associacdo, edema de tecidos
moles, ostedfitos, cistos 6sseos e colapso articular, confirmando os achados da
imagem radiogréfica. Em adicdo, foi possivel observar lesdes osteogénicas e
flaps de cartilagem. No que tange aos flaps articulares, acredita-se que os
mesmos nao foram diagnosticados por meio do exame radiografico devido a
sua composicdo cartilagionosa e apenas visualizados quando da sua

mineralizacao.
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Desta forma, pode-se notar que as alteragGes encontradas por meio do
exame tomografico computadorizado foram semelhantes as encontradas na
literatura pretérita, no que tange a avaliacao radiografica de caes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral (TURREL; POOL, 1982; SLAPPENDEL,
1988; BURACCO et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; BLAVIER et al., 2001,
McCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003; SOUZA et al., 2005; SANTOS et
al., 2006; COLLIGNON et al., 2009; SILVA, 2009; HOFFMANN et al., 2012).
Entretanto, foi possivel perceber que a tomografia computadorizada
proporcionou melhor definicho do grau ou gravidade das lesGes e como
estavam acometidas as articulagdes, assim como, de forma similar aos achado
radiograficos, por meio desta técnica também notamos auséncia de sinais
patognoménico para a doenca e uma tendéncia para o acometimento
osteoarticular bilateral.

Na presente avaliacdo, pode-se notar que as articulagbes mais
acometidas foram as tarsais, seguidas das junturas do joelhos, carpais e
cotovelos, diferindo dos achados radiograficos deste ensaio, onde as
sindesmoses mais afetadas sao as distais do esqueleto apendicular (tarsal e
carpal). Entretanto, relatos de literatura apontam o envolvimento radiografico
da articulacdo do joelho na leishmaniose visceral canina (TRYPHONAS et al.,
1977; TURREL; POLL, 1982; SPRENG, 1993; McCONKEY et al., 2002; AGUT
et al, 2003; CUOMO et al, 2009; SILVA, 2009; SILVA et al, 2011;
HOFFMANN et al., 2012; SILVA et al., 2012b).

Em relacdo a tomografia computadorizada, ndo houve diferenca
estatistica entre o0s achados obtidos nas articulacbes de animais
assintomaticos e com alteracdes locomotoras, similar aos resultados
encontrados no exame radiografico do presente estudo. Esses achados
divergem dos obtidos na literatura prévia, onde propSe maior envolvimento
radiografico em caes sintomaticos (CUCCINOTA et al., 1991; BURACCO et al.,
1997; BLAVIER et al., 2001; McCONKEY et al.,, 2002; AGUT et al., 2003;
SANTOS et al., 2006; SILVA et al., 2007; CUOMO et al., 2009; SILVA, 2009;
HOFFMANN et al., 2012; SILVA et al., 2012a). Contudo, ndo ha estudos que
comparem as alteracBes obtidas na tomografia computadorizada de cdes com

e sem sinais clinicos, portadores de leishmaniose visceral.
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CONCLUSOES

Diante do estudo conduzido em caes naturalmente portadores de

leishmaniose visceral podemos concluir que:

Os exames de tomografia computadorizada possibilitam uma identificagéo
mais sensivel dos sinais de alteracfes osteoarticulares quando comparados
aos radiograficos, sendo os mesmos importantes ferramentas de diagnostico
complementar em casos de poliartrites associada a leishmaniose visceral
canina.

As alteracOes radiograficas e tomograficas de cdes naturalmente infectados
por Leishmania infatum chagasi apresentam-se simétricas e bilaterais,
sendo as mesmas predominantemente distais, com auséncia de padréo
tipico ou patognoménico.

A poliartrite € condicao frequente em pacientes acometidos por leishmaniose
visceral canina.

A leishmaniose visceral deve ser incluida no diagnostico diferencial de
poliartrite, mesmo na auséncia dos sinais clinicos classicos da doenca,
sendo importante que os médicos veterinarios considerem as manifestagcées
clinicas atipicas, como as alteracdes osteoarticulares, em seu diagnostico

diferencial.

As alteracdes Osteoarticulares podem ser observadas em exames de
tomografia computadorizada e radiografico, mesmo que o animal néo

apresente sintomatologia.
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Anexo 1. Atestado emitido pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FMVZ-UNESP-Botucatu, aprovando que a pesquisa apresenta-se em
conformidade com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal.
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ATESTADDO

Atesto para os devidos fins, que o0 Projeto de Pesquisa
“Leishmaniose visceral canina: estudo Imaginolégico
abdominal e do esqueleto apendicular em c3es naturalmente
infectados”, Protocolo n® 159/2011-CEUA, de Alexandre Redson
Soares da Silva, aluno do Programa de Pés-Graduagao em Medicina
Veterindria, Doutorado, desta Faculdade, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta Faculdade.
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, em 21 de maio de
2012.

1. oy
LD
Profa.Ass.Dr?, Maria l.ﬂc!a Gomes Lourenco

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu



94

Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido, autorizando a realizag&o
do projeto de pesquisa intitulado “Leishmaniose visceral canina: estudo
imaginolégico abdominal e do esqueleto apendicular em cées naturalmente
infectados”, junto ao Centro de Controle de Zoonose do municipio de Bauru,

Sao Paulo, Brasil.

47 UNNTRSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5\.\;\ fmvz - unesp
unesp DA Faculdade de Medicing Veterinana ¢ Zootecnia
Campus oe Botucatu

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente, doo e autorizo a
realizagdo dos procedimentos: colheita de sangue e urina; ultrassonografia
abdominal; eutanasia; necropsia; colheita de fragmentos de rim, bago, figado e
esqueleto apendicular; radiografia e tomografia do esqueleto apendicular;
sorologia para o diagnostico de lcishmaniosc visceral canina (ELISA ¢ TR-
DPP), referente ao Projeto de Pesquisa intitulado “Leishmaniose visceral
canina: estudo imaginoldgico abdominal e do esqueleto apendicular em ciies
naturalmente infectados”, de responsabilidade da Profa. Adjunto Maria
Jaqueline Mampnim e colaboragdo dos discentes Alexandre Redson Soares da
Silva, Hugo Salvador Oliveira e Lidice Aragjo Campos, de 50 (cinquenta)
cdes acometidos por leishmaniose visceral, apresentados ao Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) da Sccretaria Municipal de Saiade de Bauru, Sao
Paulo, Brasil, na qualidade de responsavel dessa instituigdo municipal.

Nome do Responsavel: “Jose” #52 'cyel Goapdlive( A€ro
RG: JO.3%6. 836
cPr. Y1) 844.551 -2,

Assinatura = e s Goagal ,;“;?
G wW'MM'
_~Facingade de Medicing Vi e THOHRBSP — campus Botucaty

nto de mal ¢ Radcloga Vetenndes
Crstrito de Rubde Jr., s, Bolucatu, SP. CEP: 18618-970,
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Apéndice 1. Identificagbes individuais dos animais quanto a espécie, a raga, 0

sexo e a idade.

Animal Espécie Raca Sexo Idade (ano)
01 Canina SRD* Macho 03
02 Canina SRD* Macho 04
03 Canina SRD* Fémea 01
04 Canina Chow Chow Macho 06
05 Canina SRD* Macho 04
06 Canina SRD* Fémea 03
07 Canina SRD* Macho 02
08 Canina SRD* Fémea 04
09 Canina SRD* Fémea 06
10 Canina SRD* Macho 01
11 Canina Poodle Macho 04
12 Canina SRD* Macho 07
13 Canina SRD* Fémea 02
14 Canina SRD* Macho 10
15 Canina Pastor Aleméo Fémea 03
16 Canina SRD* Fémea 03
17 Canina American Pit Bull Terrier Macho 01
18 Canina SRD* Macho 01
19 Canina SRD* Macho 01
20 Canina SRD* Fémea 06
21 Canina SRD* Macho 04
22 Canina American Pit Bull Terrier Fémea 02
23 Canina SRD* Macho 01
24 Canina SRD* Fémea 07
25 Canina Pastor Aleméo Fémea 05

continua ...
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26 Canina SRD* Fémea 03
27 Canina SRD* Fémea 05
28 Canina SRD* Macho 08
29 Canina American Pit Bull Terrier Fémea 02
30 Canina SRD* Macho 02
31 Canina SRD* Fémea 02
32 Canina SRD* Fémea 02
33 Canina Poodle Macho 02
34 Canina SRD* Fémea 06
35 Canina SRD* Fémea 03
36 Canina Maltés Fémea 08
37 Canina SRD* Macho 02
38 Canina SRD* Macho 03
39 Canina SRD* Macho 02
40 Canina SRD* Macho 07
41 Canina SRD* Macho 01
42 Canina SRD* Fémea 01
43 Canina SRD* Fémea 03
44 Canina Cocker Spaniel Macho 03
45 Canina SRD* Fémea 02
46 Canina SRD* Fémea 06
47 Canina American Pit Bull Terrier Fémea 03
48 Canina SRD* Fémea 12
49 Canina SRD* Macho 04
50 Canina SRD* Fémea 01

* SRD — Sem Raga Definida
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Apéndice 2. Resultados individuais para a pesquisa de leishmaniose visceral

através do ensaio imunocromatografico, por meio do Teste Rapido Dual Path

Platform (TR-DPP® -

Bio-Manguinhos),

sorologia por

meio do ensaio

Imunoenzimatico (ELISA) e em preparados citolégicos obtidos por meio de

citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) de linfonodo.

Animal TR-DPP® ELISA* CAAF Resultado
01 Positivo 0,822 Positivo Positivo
02 Positivo 0,914 Positivo Positivo
03 Positivo 0,117 Negativo Positivo
04 Negativo 0,150 Positivo Positivo
05 Positivo 0,422 Positivo Positivo
06 Negativo 0,058 Negativo Negativo
07 Positivo 0,451 Positivo Positivo
08 Negativo 0,000 Negativo Negativo
09 Positivo 0,833 Positivo Positivo
10 Positivo 0,587 Positivo Positivo
11 Positivo 0,653 Positivo Positivo
12 Positivo 0,433 Positivo Positivo
13 Positivo 0,489 Positivo Positivo
14 Positivo 0,677 Positivo Positivo
15 Positivo 0,459 Positivo Positivo
16 Positivo 0,725 Positivo Positivo
17 Negativo 0,075 Negativo Negativo
18 Positivo 0,380 Positivo Positivo
19 Positivo 0,326 Positivo Positivo
20 Positivo 0,666 Positivo Positivo
21 Positivo 0,396 Positivo Positivo
22 Positivo 0,169 Positivo Positivo
23 Positivo 0,806 Positivo Positivo
24 Positivo 0,436 Positivo Positivo
25 Positivo 0,454 Positivo Positivo

continua ...
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26 Negativo 0,076 Negativo Negativo
27 Positivo 0,198 Positivo Positivo
28 Positivo 0,350 Positivo Positivo
29 Positivo 0,665 Positivo Positivo
30 Positivo 0,359 Positivo Positivo
31 Positivo 0,684 Positivo Positivo
32 Positivo 0,239 Positivo Positivo
33 Positivo 0,190 Positivo Positivo
34 Positivo 0,776 Positivo Positivo
35 Positivo 0,995 Positivo Positivo
36 Positivo 0,489 Positivo Positivo
37 Positivo 0,399 Positivo Positivo
38 Positivo 0,176 Positivo Positivo
39 Positivo 0,930 Positivo Positivo
40 Positivo 0,343 Positivo Positivo
41 Positivo 0,313 Negativo Positivo
42 Positivo 0,543 Positivo Positivo
43 Positivo 0,509 Positivo Positivo
44 Negativo 0,411 Positivo Positivo
45 Positivo 0,264 Positivo Positivo
46 Positivo 0,364 Positivo Positivo
47 Positivo 0,326 Positivo Positivo
48 Positivo 0,674 Positivo Positivo
49 Positivo 0,640 Positivo Positivo
50 Positivo 0,779 Positivo Positivo

* Cut off = 0,134
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Diretrizes para Autores

e Artigos Cientificos

Devem ser estruturados de acordo com 0s seguintes itens:

1. Pagina de rosto, com:

Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol, fonte Times
New Roman, tamanho 12, com espagamento simples, em negrito e
centralizado, em letra maidscula. Quando necessario, indicar a entidade
financiadora da pesquisa, como primeira chamada de rodapé;

Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de
experimentacdo, encaminhar o parecer da Comissdo de Etica ou
equivalente, assinalando, no trabalho, antes das referéncias, a data de
aprovacao.

2. Pagina com resumo, abstract e resumen

Tanto o resumo, como 0 abstract e o resumen devem ser seguidos do
titulo do trabalho, no respectivo idioma, e conter no maximo 400
palavras cada um, com informacdes referentes a introducdo,
metodologia, resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e
digitado em paragrafo Unico e espaco simples, comecando por
RESUMO. O abstract, e o resumen devem ser traducao fiel do resumo.
Independente da lingua em que o artigo for apresentado, devera conter
0 resumo em portugués, inglés e espanhol.

Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras
clave que identifiquem o conteudo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducdo: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema
investigado e a literatura pertinente, bem como aos objetivos da
pesquisa. A introducao estabelece os objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informacdes de reprodutibilidade da
pesquisa, de forma clara e concisa, como variaveis, populacédo, amostra,
equipamentos e métodos utilizados, inclusive os estatisticos.
Resultados: Apresentacdo dos resultados obtidos, que devem ser
descritos sem interpretacdes e comparacdes. Podera ser sob a forma
de tabelas, no maximo de cinco, ordenadas em algarismos arabicos e
encabecadas pelo titulo, de acordo com as normas de apresentacao
tabular da ABNT/WBR 6023/2000 da Associacao Brasileira de Normas
Técnicas, identificadas no texto como Tabela; sob a forma de figuras,
nos casos de gréficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas
em algarismos arabicos, até no maximo de seis, e citadas no texto como
Figura.

Discusséo: Deve ser entendida como a interpretacdo dos resultados,
confrontando com a literatura pertinente, apresentada na introducéo. Se
julgar conveniente, o0s resultados e a discussao poderdo ser
apresentados conjuntamente.

Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na
discusséo.
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Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas
Vancouver (http://www.icmje.org/).

Deverao ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edicédo de
textos, Excel (qualquer versdo) para gréaficos, formato JPEG ou GIF
(imagem) para fotografias, desenhos e mapas, formato A4 (21,0 x 29,7
cm), em espaco simples, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no
topo e pé de cada pagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e
numeracao consecutiva das paginas em algarismos arabicos, a partir da
folha de identificacdo. Deverdo também apresentar numeragdo nas
linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina. llustracbes e
legendas devem ser apresentadas no decorrer do texto. Nao serdo
fornecidas separatas. Os artigos estarédo disponiveis no formato PDF no
enderecgo eletrOnico da revista. Para as demais sec¢des da revista sédo
validas as normas anteriores. Ndo devem exceder a 15 paginas.
Abreviaturas ndo usuais devem ser empregadas apds escritas por
extenso na primeira utilizacao.

Referéncias e Citacdes: As referéncias devem ser numeradas
consecutivamente e listadas na ordem em que sao
mencionadas no texto. As referéncias devem ser identificadas
no texto, nas tabelas e legendas com numeros arabicos, entre
parénteses, seguindo a mesma sequencia. Os titulos das
revistas devem ser abreviados de acordo com List of Journals

Indexed in Index Medicus disponivel em:
http://www.nlm.nih.gov.

Exemplos:

Citacoes

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucdo
fisiologica para evitar o ressecamento (5).

Aulisa(1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.
Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do Umero sem
imobilizacao.

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e né&o
imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem
(35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com
metodologias diferentes (22-26).

Referéncias

Indique somente até seis autores. Em caso de mais autores, usar et al.
apos o sexto autor.

1. Artigo de revista

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not.
2004;10:1-15.
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RESUMO

Alteracdes locomotoras sdo incomuns em caes com leishmaniose visceral. Embora a origem
dos sinais clinicos permaneca obscura, a poliartrite deve ser considerada como um potencial
diagnostico nestes casos. Muitos agentes etiologicos podem causar poliartropatias, sendo
estas classificadas em ndo inflamatdrias e inflamatdrias. Acredita-se que a poliartrite induzida
por Leishmania spp. seja decorrente de uma reacdo inflamatoria granulomatosa, causada pela
presenca de parasitos ou por uma resposta celular e humoral. O diagnostico clinico ainda é um
desafio para os profissionais de salde, devido a grande variedade de sinais inespecificos em
decorréncia da leishmaniose visceral. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos
avaliar radiotomograficamente as articulagdes umeroradioulnares, radiocarpicametacarpicas,
femurotibiopatelares e tibiotarsicametatarsicas, a fim de caracterizar as lesGes
osteoarticulares, fornecendo subsidios para os clinicos que atuam em areas endémicas. Para
tanto, foram utilizados 46 cdes, naturalmente infectados, com diagnoéstico firmado por meio
dos exames imunocromatografico (95,65%), ELISA (97,82%) e/ou parasitologico direto
(95,65%), provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Bauru. N&o houve predilegéo
guanto ao sexo (1:1). A maioria dos animais ndo apresentava precisa definicdo racial
(78,26%). A idade variou entre um a 12 anos, com mediana igual a trés anos. Sinais clinicos
compativeis com poliartrite foram observados em 32,60%. Alteracdes radiograficas e
tomograficas importantes foram observadas em 77% e 91% dos caninos, respectivamente,
sendo as articulacBes tibiotarsicametatarsicas a mais afetada em ambos o0s testes,
acomentendo cdes sintomaticos e assintomaticos. Os sinais imaginoldgicos foram variados,
ndo sendo possivel determinar um padrdo especifico para a doenca, porém a presenca de
trabeculado G6sseo evidente, esclerose Gssea e ostedlise foram os mais frequentementes
observados. Ademais, notou-se uma tendéncia para o envolvimento bilateral e simétrico.
Notou-se auséncia de significancia quando comparadas as lesbes radiotomograficas entre 0s
animais sintomaticos e assintomaticos. Diante do estudo conduzido em cdes naturalmente
portadores de leishmaniose visceral podemos concluir que o exame tomografico foi mais
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sensivel que o radiografico; as alteracGes radiotomograficas apresentaram-se simétricas,
bilaterais e com auséncia de sinais patognomonicos; as articulag@es tiobiotarsicametatarsicas
foram as mais afetadas; a poliartrite associada a leishmaniose visceral € uma condicao
frequente; a leishmaniose visceral deve ser incluida no diagndstico diferencial de poliartrite,
mesmo na auséncia dos sinais clinicos classicos da doenca.

Palavras-chave: Leishmania spp., zoonose, radiologia, tomografia computadorizada, artrite

CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS: IMAGING STUDY IN NATURALLY
INFECTED DOGS

ABSTRACT

Locomotor alterations are uncommon in dogs with visceral leishmaniasis (VL). Although the
origin of clinical signs remain unclear, polyarthritis should be considered as a potential
diagnosis in these cases. Many etiological agents may cause polyarthropathies, which are
classified into inflammatory and non-inflammatory. It is believed that the polyarthritis
induced by Leishmania spp. may be due to a granulomatous inflammatory reaction caused by
the presence of parasites or by cellular and humoral response. Clinical diagnosis is still a
challenge for health professionals, due to the great variety of nonspecific clinical signs on VL.
Thus, the aim of the present study were to evaluate radiographically and tomographically
elbows, carpal, stifle and tarsal joints, in order to characterize the osteoarticular lesions,
providing subsidies for veterinary practitioners in endemic areas. For this, 46 dogs were used,
naturally infected, with diagnosis confirmed by immunochromatography (95.65%), ELISA
(97.82%) and/or cytological (95.65%) methods, from the Zoonoses Control Center of Bauru.
There was no preference to gender (1:1). The majority of animals were mixed breed
(78.26%). Ages varied from 1 to 12 years, with a median of 3 years. Clinical signs consistent
with polyarthritis were observed in 32.60%. Radiographic and tomographic alterations were
observed in 77% and 91% of dogs, respectively, with tarsal joints the most affected on both
methods, on asymptomatic and symptomatic dogs. Imaging signs varied, and it was not
possible to establish a pattern for the disease, however the presence of apparent trabecular
bone, bone sclerosis and osteolysis were the most frequently observed. Furthermore, we
noticed a tendency for bilateral and symmetric involvement. It was observed a lack of
significance when comparing the radiographic and tomographic lesions between symptomatic
and asymptomatic animals. In conclusion, the tomographic exam was more sensitive than
radiographic; radiographic and tomographic alterations presented symmetrical, bilateral with
lack of pathognomonic signs; the tarsal joints were the most affected; polyarthritis associated
with VL is a common condition; VL should be included on differential diagnosis of
polyarthritis, even on the absence of clinical signs of the disease.

Keywords: Leishmania spp., zoonoses, radiology, computed tomography, arthritis.

LEISHMANIASIS VISCERAL CANINA: ESTUDIO DE IMAGEN EN LOS PERROS
INFECTADOS DE FORMA NATURAL

RESUMEN
Alteraciones del aparato locomotor son poco comunes en los perros con leishmaniasis visceral

(LV). Aunque el origen de los signos clinicos siguen sin estar claros, poliartritis debe ser
considerado como un diagnéstico potencial en estos casos. Muchos agentes etioldgicos
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pueden causar poliartropatias, que se clasifican en inflamatorio y no inflamatorio. Se cree que
la poliartritis inducida por Leishmania spp. puede ser debido a una reaccion inflamatoria
granulomatosa causada por la presencia de parasitos o por respuesta celular y humoral. El
diagnostico clinico sigue siendo un reto para los profesionales de la salud, debido a la gran
variedad de signos clinicos inespecificos en LV. Por lo tanto, el presente estudio tuvo como
objetivo evaluar las articulaciones, radiograficamente y tomograficamente, codos, carpo,
rodillas y del tarso, con el fin de caracterizar las lesiones osteoarticulares, la concesion de
subvenciones para los profesionales veterinarios en las zonas endémicas. Para ello, se
utilizaron 46 perros infectados naturalmente, con diagndstico confirmado mediante
inmunocromatografia (95,65%), ELISA (97,82%) y/o citolégico (95,65%) los métodos, desde
el Centro de Control de Zoonosis de Bauru. No hubo preferencia al género (1:1). La mayoria
de los animales eran de raza mixta (78,26%). Edad variaban de 1 a 12 afios, con una mediana
de 3 afios. No se observaron signos clinicos correspondientes a la poliartritis en 32,60%. Se
observaron radiograficos y tomogréficos alteraciones en el 77% y el 91% de los perros,
respectivamente, con los huesos del tarso los méas afectados en ambos métodos, en los perros
sintométicos y asintomaticos. Sefiales de imagen variaron, y no fue posible establecer un
patrén de la enfermedad, sin embargo, la presencia de hueso trabecular aparente, la esclerosis
6sea y osteolisis fuera el observado con mayor frecuencia. Por otra parte, hemos observado
una tendencia a la afectacion bilateral y simétrica. Se observd una falta de significacion al
comparar las lesiones radiograficas y tomogréficas entre animales sintométicos y
asintomaticos. En conclusion, el examen tomogréafico fue mas sensible que la radiografia;
radiograficos y tomogréficos alteraciones presentan simétrica, bilateral con la falta de signos
patognomonicos; las articulaciones del tarso fueron los mas afectados; poliartritis asociada a
la LV es una condicion comun; LV debe incluirse en el diagnostico diferencial de la
poliartritis, incluso en la ausencia de signos clinicos de la enfermedad.

Palabras-clave: Leishmania spp., zoonosis, radiologia, tomografia computarizada, artritis.
INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose que vem se expandindo pelo Brasil,
principalmente nos grandes centros urbanos, onde nos Gltimos 10 anos 38.953 casos foram
notificados em 26 dos 27 estados brasileiros, dos quais 2.384 cursaram com o Obito dos
pacientes, segundo dados do Ministério da Salde, atualizados até agosto do ano de 2013
(1,2,3).

De 2003 a 2013, foram notificados 38.953 pessoas portadoras de LV em todo
territorio brasileiro, dos quais 2.500 vieram a 6bito (1,2,3). No estado de Sdo Paulo, conforme
valores do Centro de Vigilancia Epidemiologica “Prof. Alexandre Vrajac” (CVE), foram
registrados na ultima década 2.384 casos de LV, com 171 dbitos (4). J& no municipio de
Bauru, localizado na regido noroeste do estado, foram notificados 438 casos de LV, das quais
38 pessoas vieram a 6Obito, entre 2003 a maio de 2013, de acordo com registros do CVE (4).

No ambiente doméstico o cdo é o principal reservatorio epidemiolégico da doenca
sendo considerado um importante hospedeiro e fonte de infeccdo para os vetores. Esse fato
torna-o um dos alvos nas estratégias de controle da doenca (5,6).

A leishmaniose visceral canina (LVC) pode manifestar-se como uma doenga sistémica
crbnica, comprometendo diversos sistemas organicos (6,7,8). Embora pouco estudada, a
incidéncia das afeccdes musculo esqueléticas em areas endémicas para LVC pode chegar
entre 30 e 45% (9,10,11.12,13,14,15). Esses cdes podem apresentar artralgia, cifose,
claudicacdo, crepitacdo articular, edema de partes moles adjacente a articulacdo e relutancia
ao caminhar, proveniente de lesédo neural, poliartrite, sinovite, polimiosite e osteomielites
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(12,14,15,16,17,18,19,20,21,22).

Ensaios radiologicos demonstraram que as lesbes osteoarticulares podem ser
classificadas como erosivas (12,14,23,24,25), ndo erosivas (14,23,26) e mistas
(15,17,19,21,22), dependendo da evolucdo da doenga e da resposta imune do animal.
Contudo, na literatura pretérita pouco séo os relatos avaliando o esqueleto apendicular de caes
infectados por Leishmania infantum chagasi, por meio da tomografia computadorizada (TC)
(21). Desta forma, acreditamos que o exame por meio da TC, podera colaborar com a
caracterizagdo de possiveis lesdes osteoarticulares em animais positivos, tendo em vista que é
uma técnica mais sensivel e elaborada, que consiste em uma imagem que representa secgdes
sequenciais de um segmento do corpo, obtidas através do processamento computadorizado.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as articulacGes dos cotovelos, carpicas,
joelhos e tarsicas, por meio dos exames radiograficos digitais e tomografia computadorizada,
a fim de caracterizar o tipo, a frequéncia e a distribuicdo das lesdes osteoarticulares, obtendo
informac0es de alteracBes para fornecer subsidios para os clinicos veterindrios que atuam em
areas endémicas. Ademais, testar a sensibilidade das técnicas imaginologicas supracitas como
ferramentas de diagnostico complementar nos casos de poliartrites associadas a leishmaniose
visceral canina.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus
Botucatu (FMVZ — UNESP — Botucatu), aprovado na reuniao de 21 de maio de 2012, estando
registrado sob o protocolo n® 159/2011-CEUA.

O estudo foi realizado no municipio de Bauru, situado no interior do estado de Séo
Paulo, Brasil, nas dependéncias do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da Secretaria
Municipal de Satde de Bauru-SP, bem como no Setor de Diagnoéstico por Imagem da FMVZ
— UNESP - Botucatu, durante o periodo entre junho a agosto de 2013.

Foram utilizados 46 cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum chagasi,
com idade superior a um ano, independente do sexo, raca e sinais clinicos, encaminhados ao
CCZ do municipio de Bauru. O diagndstico de LV foi confirmado pelo exame citopatolégico,
realizado em preparados citoldgicos obtidos por meio de citologia aspirativa por agulha fina
(CAAF) de linfonodos, bem como pela presenca de anticorpos anti-Leishamania spp., quando
do emprego das técnicas de imunocromatografia e ELISA.

Inicialmente fora realizado o exame semiolégico do aparelho locomotor, conforme
descrito por Eugénio (27), objetivando identificar possiveis alteracbes desse sistema. Em
sequéncia, foram colhidas amostras bioldgicas de sangue e linfonodo dos animais, para fim de
diagnostico da LV, por meio das técnicas de flebocentese da veia jugular e CAAF de
linfonodos.

O diagnoéstico da doenca foi baseado nos resultados do teste de triagem
imunocromatografico para deteccdo de anticorpos especificos para Leishmania infantum
chagas em amostras de soro, bem como pelo ensaio sorolégico imunoenzimatico, para
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania major like, e/ou pela pesquisa de formas amastigotas
do parasita por meio do exame citopatolégico de linfonodos, sendo a positividade o fator de
inclusdo animal para a pesquisa.
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Apos a confirmagdo do diagnostico da doenca os cdes receberam medicacdo pré-
anestésica com Acepromazina a 0,2%°, na dose de 0,055 mg/kg, via intravenosa (1V),
seguida, de anestesia geral com Tiopental Sodico 1g’, na dose de 15 mg/kg, via 1V, para
realizacdo da eutandsia. Posterior a esse procedimento, os caninos receberam aplicacdo de
uma ampola de 10mL de Cloreto de Potassio a 19,1%8 (IV), em cumprimento ao Decreto n°.
51.838 do Ministério da Saude do Brasil, de 14 de marco de 1963, o qual estabelece que
animais domesticos portadores de leishmaniose devam ser submetidos a eutanasia. O método
empregado seguiu as recomendacdes da Resolugdo n°. 1000, de 11 de maio de 2012, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre procedimentos e métodos de
eutanésia em animais.

Sequencialmente, foram colhidos os membros toracicos e pélvicos, a fim de
identificar, caracterizar e determinar as alteracOes osteoarticulares, por meio dos exames
radiotomograficos.

Ao término das avaliagOes supracitadas, os resultados obtidos foram tabulados em
planilhas eletrdnicas e analisados estatisticamente.

A investigacdo clinica foi realizada por meio de dados de resenha, inspecao visual
criteriosa, palpacdo detalhada e a aplicacdo de testes locomotores especificos, conforme
descrito por Eugénio (27).

A colheita de sangue total foi realizada ap0s assepsia local com polivinil pirrolidona
iodo a 10%° (PVP-1), em solucdo aquosa, contendo 1% de iodo ativo, por flebocentese da
veia jugular, utilizando agulha hipodérmica de 0,70 x 25mm, acoplada a uma seringa
hipodérmica de 10 mL. Obteve-se um volume minimo de 10mL, sendo a amostra
imediatamente acondicionada em tubos coletores de sangue a vacuo 13 x 100 mm de sete mL,
contendo ativador de coégulo e gel, permitindo acelerar a coagulacdo do sangue e separar 0
soro da amostra, sendo a mesma delicadamente homogeneizada por inversio de 180°, entre
cinco a oito vezes para evitar hemolise, e mantida em repouso na posigdo vertical por 30
minutos para retrair o codgulo. Apds a retracdo visivel do coadgulo, a amostra sofreu
centrifugacdo a 1.465 g em macrocentrifuga, durante 10 minutos, para melhor separacdo do
soro. Esse, por sua vez, foi transferido para ependorfes e separado em duas aliquotas, por
meio de pipetas automaéticas, e congeladas a - 20° C, até 0 momento do seu processamento.

No cenario brasileiro atual, o Ministério Salide adotou o teste imunocromatogréafico®
rapido de triagem para o diagnostico da LVC.

As aliquotas de soro foram descongeladas, até ficaram a temperatura ambiente, antes
de serem testadas e as plataformas de testes foram identificadas, conforme o nimero amostral,
sendo as amostras analisadas seguindo recomendacdes do fabricante (28).

O kit utilizado para a deteccdo de anticorpos contra Leishmania major like, para a
realizacdo dos exames de ELISA foi o EIE Leishmaniose Visceral Canina — Bio-
Manguinhos'!. Os materiais do conjunto, os soros controles e as strips sensibilizadas e as
amostras de soro congeladas, foram retiradas de sua temperatura de conservacdo, até ficar a
temperatura ambiente. O conjugado apenas foi retirado de sua temperatura de conservagéo no
momento da sua utilizacdo e retornando para o congelador imediatamente apds o seu uso,
sendo as amostras avaliadas, senguindo recomendagdes do fabricante (29).

O ponto de corte (0,134) da reacdo foi estabelecido utilizando-se a média das
densidades oOticas dos controles negativos (XCN), dentro da faixa de validacdo do teste

6 Acepran® 0,2% — Vetnil — Louveira, S3o Paulo, Brasil

7 Thiopentax® 1g — Cristalia — Itapira, S30 Paulo, Brasil

8 Cloreto de potéssio a 19,1% — Isofarma — Eusébio, Cear3, Brasil

% Riodeine Dermo Suave Tdpico — Rioquimica — S3o José do Rio Preto, S3o0 Paulo, Brasil

10 TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos — Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil
1 EIE® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos — Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil
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(controle positivo > 0,500 de densidade 6ptica (DO) e controle negativo > 0,050 < 0,120 de
DO), vezes dois.

A amostra foi considerada reagente quando apresentava DO > ao CO. Quando a
amostra apresentava DO inferior ao CO foi considerada ndo reagente. Ademais, a amostra
pode ser considerada indeterminada quando apresentar valores da DO entre o CO e a faixa
cinza (FC), que é determinada pela multiplicacdo do CO por 1,2.

Os exames citopatologicos foram realizados ap0s a aspiragcdo por agulha fina dos
linfonodos popliteos e pre-escapulares, na dependéncia de aumento de volume dos mesmos e
da facilidade de puncédo de acordo com o animal, com o auxilio de uma seringa descartavel de
polietileno de 10mL, acoplada a uma agulha hipodérmica descartavel, com espessura e
comprimento de 0,70 x 25mm, exercendo vacuo para a aspiracdo do material a ser colhido.
Ap0s esse procedimento, realizou-se o esfregaco do material aspirado em laminas de vidro
para microscopia. Este foi seco ao ar e corados com corante hematoldgico Pandtico Rapido,
sendo acondicionados em laminario e posteriormente foram avaliados a microscopia de luz no
aumento de 100x, com imerséo, para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp.

Para a realizacdo dos exames radiograficos foi utilizada uma unidade radioldgica fixa
DR-F de raios-X'2, com gerador de alta frequéncia com capacidade de 500 miliamperes (mA)
e 150 quilovoltagem (kVp) e tempo de exposicdo de 0,05 a 5 segundos (5).

Para as avaliagBes das articulagbes foram utilizadas duas incidéncias radiograficas,
realizadas em angulo reto uma em relacdo a outra, em posicdes padronizadas, obedecendo-se
as normas de protecdo radioldgica (30). Para tanto, as pecas do esqueleto apendicular foram
previamente descongeladas a temperatura ambiente para melhor manipulacdo e
posicionamento.

Foram estudadas oito articulacbes de cada animal, sendo as cotovelos, céarpicas,
joelhos e térsicas, onde a técnica radiografica utilizada foi a que relaciona mAs e kVp, de
acordo com a espessura da regido a ser radiografada, preconizada por De Martin & Iwasaki
(31). As imagens radiograficas foram identificadas quanto ao nimero de registro do animal, &
espécie, a raca, a idade, ao posicionamento e a lateralidade (direito - R e esquerdo - L). O
processamento radiografico foi feito de forma digital.

Para a avaliacdo das articulagdes dos cotovelos e dos joelhos foram realizadas as
incidéncias  craniocaudal (CrCa) e mediolateral (ML). Para as articulagdes
radiocarpicametacarpicas fizeram-se as proje¢des dorsopalmar (DPa) e ML e para a
articulagBes tibiotarsicametatarsicas utilizaram-se as incidéncias dorsoplantar (DPI) e ML.
Posteriormente os exames radiograficos foram analisados com o auxilio de um software de
diagndstico por imagem digital para tratamento de imagens médicas®®.

As analises radiograficas das articulacdes supracitadas foram baseadas em um
processo basico seguindo as seguintes etapas: deteccdo, descricado, diferenciacao e diagndstico
das lesdes, determinando a extensdo e o acometimento de tecidos moles adjacentes, conforme
descrito por Ferrel et al. (32).

Para a avaliagdo por meio da tomografia computadorizada (TC) foram utilizadas as
mesmas pecas anatdmicas e regides estudadas no exame radiografico supracitado. Para tanto,
0s membros foram posicionados em paralelo com a mesa, sobre um apoio acolchoado, e
colocados de forma estendidas e paralelos um em relagdo ao outro.

Utilizou-se equipamento de TC helicoidal** com fator de exposicdo de radiacdo pré-
determinado em 120 mA e 120 kVp, com filtro leve e pitch de 2,0 mm. Inicialmente foi feito
0 scout para visualizacdo do correto posicionamento e determinacdo do tamanho da area das

12 Digital-ready Room (DR-R) — GE Healthcare — Beijing, China
13 eFilm Workstation™ Brazil Version 3.3.5 — Microdata Tecnologia — Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil
1 Shimadzu SCT-7800TC CT Scanner — Shimadzu Corporation — Nakagyo-ku, Kyoto, Japan
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articulacOes a serem avaliadas, ou seja, 0 campo de visdo (Field of view - FOV), para entdo
dar inicio ao escanograma com cortes transversais de 2 mm de espessura por 2 mm de
intervalo (2x2). Nas articulacBes que apresentavam achados radiograficos dignos de nota,
foram utilizados cortes com incremento de 1x1 mm, com o intuito de diminuir os artefatos de
técnica e permitir melhor reconstrugdo 3D. As imagens foram reconstruidas em MPR com
cortes sagitais e dorsais em janela 6ssea (WW3500, WL800).

Para documentacdo do trabalho, as imagens foram primariamente salvas no HD
interno do aparelho de TC e, posteriormente, repassadas para um disco rigido portatil. As
imagens tomograficas foram avaliadas com o auxilio de software de diagnostico por imagem
digital para tratamento de imagens médicas®®.

Para realizacdo da anéalise estatistica descritiva os resultados foram tabulados em
planilha eletrénica’® para a obtencéo das frequéncias absoluta (fi) e relativa (%), bem como a
comparacdo e distribuicdo, quanto ao diagnostico de Leishmania spp., variaveis clinicas,
radiograficas e tomogréficas, de acordo com os resultados, caracteristicas e comportamento
das variaveis.

A priori foram verificadas as frequéncias, a fim de se obter os valores totais (fi) e
percentuais (%) dos animais positivos para a doenca por meio dos exames
imunocromatografico, ELISA e citopatoldgico. De forma similar, testaram-se as variaveis
sexo, raca, faixa etaria e sinais clinicos ortopédicos.

No que concerne aos exames radiograficos (RX) e tomograficos (TC), primeiramente
foram feitas as andlises descritivas quanto as frequéncias, a distribuicdo, caracterizacdo e
ocorréncia das lesdes.

Comparou-se a presenca das lesdes entre 0s animais sintomaticos e assintomaticos
para cada tipo de lesdo, articulagdo e procedimento através do teste Exato de Fisher (p =
0,05).

RESULTADOS

Para a realizacdo do presente estudo foram avaliados 46 cées infectados por
Leishmania infantum chagasi, onde o diagnostico da doenca foi firmado por meio da
positividade em pelo menos um dos trés testes realizados, sendo 95,65% (44/46) dos soros
dos animais reagentes ao teste de imunocromatografia, 97,82% (45/46) dos soros dos caninos
com resultados acima do ponto de corte (cut-off > 0,132) pelo ELISA e 95,65% (44/46) das
amostras de tecido linfdide evidenciaram-se formas tipicas de Leishmania spp., no interior de
macraéfagos.

Na populacdo canina avaliada, a relacdo entre fémeas e machos foi de 1:1. Néo se
observou predisposicdo racial, sendo 78,26% composta por cdes sem raca definida. No que
tange a idade, essa variou de um ano a 12 anos, com média de 3,8 anos e mediana de trés
anos. As principais caracteristicas da populacdo avaliada encontram-se apresentadas na
Tabela 1.

15 OsiriX MD — OsiriX Imaging Software — Genebra, Suica
16 Microsoft® Office Excel®: Mac 2011 Vers3o 14.3.1 — Microsoft Corporation — Redmond, WA, USA
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Tabela 1. Distribuicdo das frequéncias absoluta (fi) e relativa (%) conforme as variaveis:
sexo, raga e faixa etaria de 46 cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Variavel Categoria Numero Percentagem

Sexo Fémea 23 50,00%
Macho 23 50,00%
*SRD 36 78,26%

American Pit Bull Terrier 3 6,52%

Poodle 2 4,34%

Raca Pastor Aleméo 2 4,34%
Cocker Spaniel 1 2,18%

Maltés 1 2,18%

Chow Chow 1 2,18%
1 a3 anos 27 58,70%
Faixa etaria 4 a7 anos 15 32,61%
8 a 10 anos 3 6,52%

=11 anos 1 2,17%

*Sem raca definida

No presente estudo, 32,60% (15/46) dos animais, manifestaram alterac@es clinicas do
sistema locomotor, sendo mais frequente a observacdo de rigidez articular, claudicacéo,
edema de tecidos moles adjacentes a articulacdo, dor articular a palpagdo, impoténcia
funcional e crepitacdo. Por vezes, a frequéncia da ocorréncia de mais de um sinal pode ser
notada em um mesmo animal concomitantemente.

As lesBes 0sseas e articulares sugestivas de osteoartrite foram detectadas por meio do
exame radiografico digital em 67,4% (31/46) dos cdes. Ademais, as alteracdes radiograficas
puderam ser visualizadas tanto em cdes sintomaticos, como naqueles assintomaticos (Tabela
2).

Tabela 2. Frequéncias absoluta (fi) e relativa (%) dos achados radiogréficos em cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com presenca e auséncia de sinais
clinicos ortopédicos.

Lesao osteoarticular

Variavel Categoria Numero Percentagem
Presente Ausente
Presente 15 32,60% 11 (73,33%) 4 (26,77%)
Sinal clinico
Ausente 31 67,40% 20 (64,52%) 11 (35,48%)
Total 46 100,00% 31 15

As alteragdes radiogréaficas foram caracterizadas por trabeculado 6sseo em evidéncia,
esclerose 0Ossea, ostedlise, lesdes Osseas mistas (osteoliticas e proliferativas), aumento de
volume de tecido moles adjacente as articulacbes (edema) e outras (colapso articular,
proliferacdo dssea, osteofito e cisto 6sseo) (Tabela 3), de acordo com as articulagcbes em
estudo (Figuras 1 e 2).

As articulacOes tarsicas foram afetadas em 29 delas, as carpicas em 21, as dos
cotovelos em sete e as dos joelhos em duas, havendo uma tendéncia para o envolvimento
bilateral (Figura 3).
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Figura 1. Imagens radiograficas digitais das articulacdes tibiotarsicametatarsicas direita (A e
B) e esquerda (C e D), em proje¢des dorso-plantar (A e C) e médio-lateral (B e D), de um céo
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, demonstrando lesdes osteoarticulares. A e
D. Trabeculado 6sseo evidente (setas); B. Proliferacdo 6ssea (seta); C. Edema de partes moles
(setas).

T,
VR

(A) e direita (D), umeroradioulnar esquerda (B) e femurotibiopatelar direita (C), em projecoes
dorso-palmar (A e D) e medio-lateral (B e C), de cées naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, demonstrando lesdes osteoarticulares. A. Osteélise (seta); B. Cisto
0sseo (setas); C. Ostedfito (seta); D. Colapso articular (setas).
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Figura 3. Ocorréncia do envolvimento articular por meio do exame radiogréfico em cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Quando comparou a presenca de lesGes radiogréficas entre os animais que
manifestaram sinais clinicos ortopédicos entre aqueles com auséncia dos mesmo, ou seja,
sintométicos e assintomaticos, por meio do teste Exato de Fisher, notou-se auséncia de
significancia em todas as variaveis estudadas (p > 0,05). Ademais, lesdo 6ssea mista (ostedlise
e proliferacdo) e edema de tecidos moles, na jungdo do cotovelo, bem como oste6lise com
proliferacdo 6ssea concomitante, edema de tecidos moles e outros, na articulacdo do joelho,
ndo puderam ser testadas pela analise supracitada, tendo em vista que as mesmas ndo foram
identificadas nas analises radiograficas.

No que concerne a avaliagdo tomografica do esqueleto apendicular, tendo em vista as
articulacOes distais de cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, notou-se que
91,30% (42/46) dos animais apresentaram lesdes osteoarticulares dignas de nota.

De forma similar a Roentgenologia, os achados por tomografia computadorizada
também puderam ser visualizados nos cées com presenca de sinais clinicos ortopédicos, bem
como naqueles com auséncia dos mesmos, conforme demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia absoluta (fi) e relativa (%) dos achados tomograficos em cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com presenca e auséncia de sinais
clinicos ortopédicos.

Lesao osteoarticular

Variavel Categoria Numero Percentagem
Presente Ausente
Presente 15 32,60% 15 (100,00%) 0 (0,00%)
Sinal clinico
Ausente 31 67,40% 27 (87,10%) 4 (12,90%)
Total 46 100,00% 42 4

Levando em consideracdo as analises tomograficas computadorizadas, foi possivel
identificar lesdes osteoarticulares como trabeculado 6sseo evidente, esclerose 6ssea, osteolise,
lesbes Gsseas proliferativas, lesdes Osseas osteoliticas e proliferativas em associacdo, edema
de tecidos moles, osteofito, cistos 6sseos, colapso articular e flap de cartilagem (Tabela 5), de
acordo com as articulagdes em estudo (Figuras 4 e 5).
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Por meio desta técnica imaginoldgica, pode-se observar que as articulagcbes mais
acometidas foram as térsicas, seguidas das junc¢@es dos joelhos, carpicas e as dos cotovelos.
Conforme demonstrado na Figura 6, pode-se perceber uma tendéncia para o acometimento
osteoarticular bilateral.
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Figura 4. Imagens tomograficas digitais das articulagdes femurotibiopatelar (A),
umeroradioulnar (B), radiocarpicametacarpica (C) e tibiotarsicametatarsica (D), de cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, demonstrando lesdes osteoarticulares. A.
Ostedlise (seta); B. Cistos dsseos (setas); C. Colapso articular (seta); D. proliferacdo 6ssea
(seta).
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Figura 5. Imagens tomogréaficas digitais das articulagdes femurotibiopatelares (A, C e D) e
tibiotarsicametatarsica (B), de cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral,
demonstrando lesGes osteoarticulares. A. Esclerose 6ssea (seta); B. Cisto 6sseo (setas); C. flap
de cartilagem (seta); D. Ostedfitos (setas).
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Figura 6. Ocorréncia do envolvimento articular por meio do exame tomografico em caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Ao comparar estatisticamente a presenca de lesdes tomogréficas computadorizadas
entre 0s animais sintomaticos e assintomaticos, por meio do teste Exato de Fisher, para cada
tipo de lesdo por articulagdo, confirmou-se que ndo houve significancia entre as variaveis
estudadas (p > 0,05). Contudo, ndo foi observado a presenca de proliferacdo Ossea na
articulacdo do cotovelo, ostedfito, cisto e outros na juntura do carpo, edema de tecidos moles
no joelho e outros na articulacéo tarsal.

DISCUSSAO

A analise isolada dos testes soroldgicos aplicados nas amostras dos cées apresentaram
valores similares, bem como a sensibilidade por meio do teste parasitoldgico direto,
demonstrando que os testes tiveram desempenhos equivalentes. Este fato pode estar associado
a uma amostragem intencional, selecionando-se apenas cdes do CCZ e, portanto, com maior
probalidade de serem portadores de LV, tendo em vista que o fator de inclusdo animal para o
presente ensaio era a positividade para a doenga em pelo menos um dos testes aplicados.

Apesar da resposta imune humoral heterogénea, que se desenvolve em cées infectados
por Leishmania spp., que quase sempre envolve multiplos antigenos que séo reconhecidos de
maneiras diferentes em individuos distintos e em varios estagios da doenca no mesmo
hospedeiro, sempre que possivel, e preferivel realizar testes em paralelo ou testes com
multiplos antigenos, para identificar um maior ndmero de animais infectados, conforme
relatado por Falqueto et al. (33). Neste trabalho, ao associar os testes diagndésticos para LV,
foi possivel observar uma sensibilidade dos mesmos em 97,82%, 95,65% e 95,65%, nos
exames de ELISA, imunocromatografia e parasitolégico direto, respectivamente.

Ainda que possa ocorrer diferencas no desempenho dos testes, provavelmente
atribuiveis as concentracfes de anticorpos e carga parasitaria, que podem por sua vez estarem
ligadas a diferentes padrdes de idade, imunidade, estado nutricional do paciente ou
diversidade do parasito, no presente estudo ndo se notou tal distingdo. Acreditamos, que 0s
valores obtidos no presente ensaio, sejam decorrentes dos diferentes padrdes supracitados,
tendo em vista que geralmente animais oriundos do CCZ apresentam-se em um estagio mais
avancado da doenga, imunossuprimidos e com escore corporal abaixo dos padrbes de
normalidade. Finalmente, a representacdo dos valores percentuais no corrente estudo foi
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similar ao encontrado nos relatos para os testes soroldgicos (34,35) e parasitologico
(36,37,38,39,40,41).

Diversos estudos nao verificaram predisposicdo sexual para a ocorréncia de LV em
cdes (14,23,42,43,44), conforme observado no presente trabalho. No entanto, Slappendel (11)
relatou maior predisposi¢do em machos, conforme firmado por Miranda et al. (45).

Quanto a predisposicéo racial, 78,26% (36/46) dos cées avaliados ndo apresentavam
raca definida, similar aos achados de Silva (15). Entretanto, Koutinas et al. (23), Sonoda (46)
e Agut et al. (14) verificaram a ocorréncia da doenca em 69% e 66,7% e 55,7% dos cdes de
ragas puras, respectivamente.

Teoricamente cdes de qualquer raga podem ser acometidos por LV, porém, relata-se
maior predisposi¢do em caninos das racas Boxer, Rottweiller, Cocker spaniel e Pastor Aleméo
(6,14,45,46). Esses dados tornam-se conflitantes, uma vez que esses estudos foram realizados
em hospitais escolas, o0 que pode ter influenciado no padrdo racial dos animais, devido ao
poder aquisitivo dos proprietarios. J& no presente estudo e no proposto por Silva (15), 0s
animais eram oriundos do CCZ, ou seja, uma populacdo geralmente composta por caes
errantes e de proprietarios com baixo poder aquisitivo, consequentemente donos de caninos
sem raca definida.

Na presente analise, houve uma predisposicao etaria para a ocorréncia da doenca nos
caninos jovens, quando os mesmos foram subdivididos em dois grupos, entre um a trés anos
(58,70%) e entre oito e 10 anos de idade (6,52%). Apesar de a literatura afirmar que cdes com
menos de trés anos e entre oito e dez anos apresentarem uma maior predisposicdo para
adquirir a infeccdo (47), ndo foi possivel notar tal afirmacdo na corrente pesqusia. O presente
resultado pode esta associado ao fato de que os proprietarios ndo conseguiam fornecer com
precisdo a idade dos animais, e a avaliacdo da arcada dentaria nem sempre era possivel ou
fidedigna.

A populacdo canina foi predominantemente composta por jovens (58,70%) e adultos
(32,61%), ou seja, a maior parte dos animais apresentava idade entre um a trés anos e quatro a
sete anos, confirmando os achados descritos por Slappedel (11); Agut et al. (14); Silva (15),
McConkey et al. (25); Spreng (26) e Collignon et al. (48), que referem maior casuistica em
caes jovens-adultos.

Segundo Koutinas et al. (23), parece haver auséncia de predilecdo quanto a idade, o
que reflete o longo periodo de incubagdo da Leishmania infantum chagasi, embora alguns
relatos esporadicos apresentem cdes acometidos pela doenca com periodo de vida inferior a
um ano (13,49,50,51). Dependendo da resisténcia do hospedeiro, os sinais clinicos se tornam
evidentes dentro de um periodo de um més a varios anos (11,23,52,55).

Cées jovens e adultos sdo mais afetados por PA associada a LV (15,54,55,56,57).
Relatos de PA em associa¢do com a Leishmania spp. e imunossupresséo em humanos com 32
anos de idade ja foi descrito, encontrando-se o paciente em uma faixa etaria jovem-adulto
para a espécie (58).

Animais com LV apresentam sinais clinicos variados e inespecificos (11). Embora as
alteracOes ortopédicas sejam consideradas como incomuns em cées infectados por Leishmania
spp. (59), o presente estudo demonstrou que 32,6% (15/46) dos animais portadores da doenca
apresentavam PA, similar ao descrito por Turrel & Pool (9), Slappendel (11) e Silva (15), em
que os autores identificaram alteragOes articulares em 30%, 37,5% e 38% dos animais,
respectivamente. Da mesma forma, Agut et al. (14) observaram a presenca de PA em 44,8%
dos cdes com LV. Frente a esses valores de frequéncias relativas, podemos afirmar que os
distarbios locomotores, associados a LV, ndo sdo uma condicdo incomum na doenga.
Segundo Blavier et al. (24), as lesdes articulares podem ser causadas pela presenca direta do
parasita na sindvia ou por meio da deposicdo de imunocomplexos na capsula articular.

A presenca de febre, claudicacdo e artrodinia foi frequentemente observada em cées
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com PA, portadores de LV (55,60). No entando, na presente pesquisa, apesar de identificar
claudicacdo em 40% (6/15) e artralgia em 20% (3/15) dos cdes avaliados, notou-se também,
porém em menor frequéncia, edema de tecidos moles, rigidez articular, crepitacdo e
impoténcia funcional dos membros, similar ao descrito em outros estudos
(9,11,13,14,15,23,24,25,48,49,50,57). Com base nesses achados, a LV deve ser incluida no
diagnostico diferencial de distlrbios esqueléticos, associada com neuralgia, polimiosite,
artralgia e poliartrite.

Quanto aos sinais radiograficos, 67,4% (31/46) dos animais apresentaram mudancas
osteoarticulares sugestivas de PA, associada a LV. Tais modificacbes foram visualizadas
tanto em cdes sintométicos (11/15), como naqueles assintomaticos (20/31), sendo as mesmas
apresentadas de forma simétrica e bilateral. Esses resultados foram semelhantes aos
encontrados por Turrel & Pool (9), Slappendel (11), Buracco et al. (13), Agut et al. (14), Silva
(15), Koutinas et al. (23), Blavier et al. (24), McConkey et al. (25), Collignon et al. (48),
Souza et al. (49), Santos et al. (50) e Hoffmann et al. (57).

LesBes Osseas e articulares tém sido frequentemente observadas em radiografias de
caes infectados por Leishmania spp. (9,12,13,14,15,26,64,65), bem como nos seres humanos
(58). Curiosamente em alguns casos de LV descritos, ndo fora notada mudancas radiogréaficas
significativas, provavelmente explicada pelos autores por ndo haverem tempo habil para o
desenvolvimento das mesmas de forma a serem sensiveis ao exame (26,51,56,66).

Os achados de exames radiograficos mais comumente encontrados no corrente estudo
foram: trabeculado d6sseo grosseiro, esclerose 0ssea, ostedlise, lesbes 0sseas mistas (ostedlise
e osteoproliferativa), edema de tecidos moles, colapso dos espacos interarticulares,
proliferacdo Ossea e cisto 6sseo. Segundo a literatura compilada, no que tange aos achados
radioldgicos, diferentes relatos descreveram a PA por Leishmania spp. como sendo néo-
erosiva (14,23,26) ou erosiva (12,14,23,24,25), similar aos achados do presente estudo.
Entretanto, sinais radiograficos de ostedlise e osteoproliferacdo também puderam ser notados
concomitantemente em alguns animais. Desta forma, acredita-se que as lesfes radiograficas
em cdes com PA, associada a LV, ndo apresentam um padr&o tipico ou patognomaonico para a
doenca. Contudo, em caso de suspeita, indica-se a avaliacdo do membro contralateral, tendo
em vista que, os achados de imagem apresentaram-se de forma simétrica e bilateral.

Além disso, pode-se confirmar que as articulagdes mais afetadas, nessa doenca, foram
as tarsais (29/46) e as carpais (21/46), corroborando com os relatos pretéritos
(11,13,14,24,25,48,50,57,67). Outrossim, tais achados foram encontrados em um paciente
humano imunodeprimido descrito por Perelld-Roso et al. (58).

Estudos prévios afirmam que as articulacGes carpais e tarsais sdo mais comumente
afetadas em casos de PA causadas por depoésitos de imunocomplexos (54,55). Por sua vez, as
articulagcbes coxofemorais e do ombro sdo mais afetadas em pacientes com PA infecciosa
(54). No estudo apresentado, as articulagcbes carpais e tarsais foram as mais afetadas,
sugerindo que, geralmente, essas lesdes advém de um processo imunomediado.

Na presente pesquisa ndo foi possivel observar diferenca estatistica ao comparar as
lesbes entre 0s animais sintomatico e assintomaticos por meio do exame radiogréafico, o que
difere do proposto pelos autores da revisao, onde ha maior ocorréncia das lesdes em caninos
sintomaticos (13,14,15,17,21,24,25,50,57,65,67). Chamamos a atencdo para esse achado,
tendo em vista que caninos portadores de Leishmania infantum chagasi, mesmo
assintomaticos, podem desenvolver quadro clinico de PA, seja pela circulacdo de
imunocomplexos depositados sobre a membrana sinovial ou por uma reacdo inflamatoria
granulomatosa, causada pela presenca do parasita.

No que concerne aos achado por tomografia computadorizada (TC), 91,30% (42/46)
dos animais apresentaram lesfes osteoarticulares sugestivas de PA, associada a infecgdo por
Leishmania infantum chagasi, demonstrando maior sensibilidade dessa técnica
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imaginoldgica, quando comparada ao exame radiografico. Até o presente momento, conforme
revisdo sistematica de literatura ndo foram relatados estudos sobre o esqueleto apendicular,
por meio desse exame, em casos de leishmaniose visceral canina, sendo o0 presente ensaio
considerado a primodescricao.

Por meio desta técnica, notadamente as alteracdes foram identificadas em 100%
(15/15) dos animais sintomaticos, bem como em 87,10% (27/31) dos cées assintomaticos,
sendo as mesmas apresentadas de forma simétrica e bilateral, similar aos achados
radiograficos encontrados neste estudo e da literatura (9,11,13,14,15,23,24,25,48,49,50,57).
Frente a esses resultados, acredita-se que é preferivel a avaliagdo por TC ao exame
radiografico do esqueleto apendicular de cdes naturalmente infectados por Leishmania
infantum chagasi, baseado na maior sensibilidade dessa técnica imaginologica.

Pouco se sabe quanto a caracterizacdo das lesdes Osseas e articulares presentes em
exames por TC de cdes com LV. Na corrente analise, observou-se a presenca de trabeculado
0sseo evidente, esclerose 0ssea, ostedlise, lesdes osteoliticas e proliferativas em associacéo,
edema de tecidos moles, osteofitos, cistos 6sseos e colapso articular, confirmando os achados
da imagem radiogréfica. Em adicdo, foi possivel observar lesGes osteogénicas e flaps de
cartilagem. No que tange aos flaps articulares, acredita-se que os mesmos ndo foram
diagnosticados por meio do exame radiografico devido a sua composicdo cartilagionosa e
apenas visualizados quando da sua mineralizacao.

Desta forma, pode-se notar que as alteracdes encontradas por meio do exame TC
foram semelhantes as encontradas na literatura pretérita, no que tange a avaliacédo radiografica
de cdes naturalmente acometidos por LV (9,11,13,14,15,23,24,25,48,49,50,57). Entretanto,
foi possivel perceber que a TC proporcionou melhor definicdo do grau ou gravidade das
lesbes e como estavam acometidas as articulagdes, assim como, de forma similar aos achado
radiogréaficos, por meio desta técnica também notamos auséncia de sinais patognoménico para
a doenca e uma tendéncia para o0 acometimento osteoarticular bilateral.

Na presente avaliacdo, pode-se notar que as articulacdes mais acometidas foram as
tarsais, seguidas das jungbes dos joelhos, carpais e cotovelos, diferindo dos achados
radiograficos deste ensaio, onde as sindesmoses mais afetadas sdo as distais do esqueleto
apendicular (tarsal e carpal). Entretanto, relatos de literatura apontam o envolvimento
radiogréfico da articulacdo do joelho na LVC (9,14,15,19,22,25,26,57,64,67).

Em relacdo a TC, ndo houve diferenca estatistica entre os achados obtidos nas
articulacbes de animais assintomaticos e com alteracdes locomotoras, similar aos resultados
encontrados no exame radiografico do presente estudo. Esses achados divergem dos obtidos
na literatura prévia, onde propde maior envolvimento radiografico em cées sintomaticos
(13,14,15,17,21,24,25,50,57,65,67). Contudo, ndo ha estudos que comparem as alteracdes
obtidas na TC de cées com e sem sinais clinicos, portadores de LV.

CONCLUSOES

Diante do estudo conduzido em cées naturalmente portadores de leishmaniose visceral
podemos concluir que:

e Exames de TC possibilitam uma identificacdo mais sensivel dos sinais de alteracdes
osteoarticulares quando comparados aos radiograficos, sendo 0s mesmos importantes
ferramentas de diagnostico complementar em casos de PA associada a LVC.

e As alteracGes radiograficas e tomograficas de cdes naturalmente infectados por Leishmania
infatum chagasi apresentam-se simétricas e bilaterais, sendo as mesmas
predominantemente distais, com auséncia de padrao tipico ou patognoménico.

e A PA é condigdo frequente em pacientes acometidos por LVC.

e A LV deve ser incluida no diagnéstico diferencial de PA, mesmo na auséncia dos sinais
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clinicos classicos da doenca, sendo importante que 0os médicos veterinarios considerem as
manifestagdes clinicas atipicas, como as alteragdes osteoarticulares, em seu diagndstico
diferencial.

e As alteracOes Osteoarticulares podem ser observadas em exames de TC e radiogréfico,
mesmo que o animal ndo apresente sintomatologia.
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