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1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma antropozoonose caugsm um protozoario do género
Leishmania, que se divide em dois grupos capazes de prothemifestacdes cutaneas,
mucocutaneas e viscerais (FEITOSA et al.,, 2000)alxtente, sdo consideradas como
doencas re-emergentes, ressurgindo com grande tonpaenuitas vezes, com perfis de
morbi-motalidade diferentes daqueles ja conhediB&/ILACQUA et al., 2001), o que as
incluem entre as seis mais importantes endemiasuthalo ( FEITOSA et al., 2000).

No Brasil, somente no século XX a enfermidadedentificada (CAMARGO et al.,
2003). No Estado de Séo Paulo, a doenca foi reladad 1998, na cidade de Aracatuba
(BEVILACQUA, 2004), quando foram registrados osnpgiros casos autoctones de
leishmaniose visceral canina, evidenciando o swegion de novos focos, com casos
clinicos provenientes de municipios da regiéo.

E uma doenca de carater infeccioso, ddue&o aguda ou cronica, sendo a
Leishmania chagasi responsavel pela enfermidade no Brasil (CORREIARREIA,
1992).

Os vetores implicados na transmissado swrdinados flebotomineos do género
Lutzomyia, dentre os quais hutzomyia longipalpis, inseto hematéfago que tem por seu
habitat o domicilio e peri-domicilio humanos (CORREIA; CRRIA, 1992).

Os reservatérios mais importantes na @rbana sdo o cafCanis familiaris —
Lineus, 1758), a raposa e o homem, em casos derejis (CORREIA; CORREIA ,
1992; FONSECA; SANTUCCI, 2001).

Na patogénese da doencga, o protozodri@ wez inoculado na pele, parasita os
fagocitos mononucleares do bacgo, figado, nodulogaticos, medula O6ssea e,
eventualmente, de outros 6rgdos (CAMARGO; BARCINSXI03).

No céo, a leishmaniose pode ser classificada @ssimtomatica, oligossintomatica
e sintomatica segundo Genaro (1993); Feitosa et(2000), cujas manifestagcbes mais
frequientes séo onicogrifose, alteracfes urindnesaticas, dermatoldgica, gastrintestinais,
neuroldgicas, pulmonares, coagulopatias, perdaede, @norexia e distlrbios locomotores
(CORREIA; CORREIA, 1992; FEITOSA et al., 2000; NID1999).



Em muitos animais, verifica-se atrofia owlar, diminuicdo da atividade fisica,
associada a disturbios de locomocéo (FEITOSA e2@00; LONGSTAFFE et al., 1983).

Em 1997, Buracco et al., observaraesishmania donovani no liquido sinovial de
um cdo acometido por leishmaniose visceral. Maisnmemente, foi descrita a presenca de
Leishmania sp. no liquido sinovial de cdes com disturbios loctores, no municipio de
Aracatuba, Sdo Paulo (BEVILACQUA et al., 2002).

A incidéncia de problemas locomotoredechegar a 30%, sendo a claudicacéo e
dor na parte distal dos membros as principais @sefBURACCO et al., 1997; FEITOSA
et al., 2000; NOLLI, 1999; WOLSCHRIJN et al., 199E}tes problemas podem advir de
poliartrites, sinovites, polimiosite, osteoartrifggriostite proliferativa, lesdes osteoliticas,
Ulceras interdigitais, lesdes de coxim plantar eralgia (BEVILACQUA et al., 2002;
FEITOSA et al.,, 2000; MCCONKEY, et al., 2002; NOLL1999). Nas avaliacbes
radiograficas das alteragdes locomotoras, foramerghdas imagens compativeis com
osteoartrite erosiva, as vezes, acompanhada pdruigée completa das articulacbes
(BLAVIER, et al., 2001; BURACCO et al., 1997; WOLBRIJN et al., 1996).

As artrites podem estar associadas a depésitmagocomplexos ou a presenca do
parasita no interior das articulagdes, confirmaaddentificacdo de formas amastigotas de
Leishmania sp. no liquido sinovial de cdes (AGUT et al., 200EITFOSA et al., 2000;
NOLLI, 1999). Embora estes mesmos autores terdgabaseado em relatos de casos, ndo
h& estudos sobre a evolugcdo das artrites no carseisthmaniose visceral canina, mesmo
havendo vasta literatura sobre o quadro cliniccenfi@rmidade, poucos autores, até o
momento, descreveram, de forma mais detalhada, comwem as alteracdes articulares
relacionadas a presenca do parasita intra-artjidodem como as les6es morfoldgicas locais

consequentes a esta enfermidade.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da enfermidade

Em 1900, Leishman e Donovan (1903) citado por Garfeorreia, (1992) relataram
que a doenca conhecida como Kala-azar que ocoaidndia era causada por um
protozoario, e Ross, (1903), em homenagem aos plEgquisadores, denominou como
Leishmania donovani.

Na bacia do Mediterraneo verificou-se uma enferdedaimilar ao kalasar e, em
1980, foi relatado por Nicolle e Compte, que a gaesfetava cdes na Tunisia, seguida de
varios relatos na Espanha, Italia, Sicilia, Gréklalta, Franca, Argélia e em outros paises
da regi&o, além de india e China (CORREIA; CORRHI292; NOLI, 1999).

Paralelamente, descrevia-se outra enfawdmidque causava doenga cutanea, com
aspecto nodulo-ulceroso que foi denominada “botéoodente”, “ferida de Delli” e
leishmaniose cutanea.

Sob as formas visceral ou cutanea, asnesioses apresentavam diferentes padroes,
porém, em alguns locais como Nigéria, Quénia eaino$ cies ndo eram afetados, tendo
como reservatorios roedores silvestres. Ja no eretlito e na China, os cdes eram
reservatorios e eram sintomaticos. Frente a esfgsrtas, propds-se a existéncia de duas
espécies do agente: donovani e L.tropica.

Em 1911, o pesquisador Gaspar Viannaipaad Correia; Correia (1992), descobriu
a espécielL. brazliensis, responsavel pela leishmaniose muco-cutanea cgtavaf o
homem e, eventualmente, era vista em cées e gatos;onfirmado em 1912 e 1913 por
Pedroso que descreveu dois casos caninos com las8emarinas, nos municipios de
Itapura e Velha, SP.

A leishmaniose visceral humana no Brasitagse de 1913 quando Migone,
(Paraguai), descreveu o primeiro caso em necropsiando do estado do Mato Grosso
(FEITOSA; SANTUCCI, 2000; FONSECA et al., 2001).

Em 1936, Evandro Chagas citado por Feites al. (2000), aponta o vetéx
longipalpis, hoje denominadbutzomyia longipal pis, responsavel pela disseminacéo da



leishmaniose visceral e, em 1937, Castro e Ferrigieatificaram o cAo como reservatorio
da mesma (FEITOSA et al., 2000).

O primeiro caso de leishmaniose em caesunuicipio de Aracatuba, estado de Séo
Paulo foi relatado em 1998, (FEITOSA, 2000; FONSESANTUCCI, 2001).

2.2 Aspectos Epidemioldgicos e ciclo biologico

O complexd.eishmania donovani compreende aeishmania (Leishmania) donovani,
Leishmania (Leishmania) infantun e aLeishmania (Leishmania) chagas (FEITOSA et al.,
2000; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). Sdo protozoarigeertencentes a ordem
Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae, que requerem hospedeiros diferentes para
completar seu ciclo de vida, sendo um vertebrado apriga a forma amastigota, e um
invertebrado com a forma promastigota (NOLI, 1999APPENDEL; FERRER, 1990).

Dos vertebrados, o cdo assume maior i@poid como reservatorio domeéstico,
sendo que felinos, roedores e o homem também iparticdeste ciclo (FEITOSA et al.,
2000; NOLI, 1999; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).

O vetor invertebrado é um inseto hematfdigbotomineo, denominadaitzomia
longipalpis, conhecido popularmente como “mosquito palha’yigigi” ou “tatuquiras”.
Possui pequeno tamanho, cor palha, grandes asaa9ilirigidas para tras e para cima,
com 2 a 3 mm de tamanho, de hébito alimentar noty&xLENCAR et al., 1991,
FEITOSA et al., 2000; FONSECA; SANTUCCI, 2001).

O ciclo biolégico daeishmania tem inicio quando o flebotomineo infectante com a
forma promastigota realiza seu repasto sanguibeocalido-as na epiderme. Estas formas
infectantes séo fagocitadas por células do sisteamonuclear fagocitario. Uma vez dentro
de macrofagos, elas se diferenciam em amastigggealmente ovais ou redondas variando
de 2 a 5um com um cinetoplasto, multiplicando-se de formadkia com ruptura do
macrofago. Os macrofagos, por sua vez, rompembsgahdo novas formas amastigotas
para reiniciarem o mesmo ciclo ou serem ingeridasvptores em seu repasto sanguineo.
Uma vez dentro do vetor, sofrem divisdo binariaeedgerenciam em promastigotas
flageladas que também sofrem divisdo binaria, pliddicdo e se transformam em

paramastigotas, colonizando o es6fago e faringesttwr, sofrendo nova diferenciacéo para



forma promastigota metaciclica infectante (CASTRE96; CORREIA; CORREIA, 1992;
FEITOSA etal., 2000; NOLI, 1999).

2.3 Patogenia

O céo é considerado o princigervatorio fora do ambiente silvestre, pelo
fato de apresentar maior numero de parasitas @a @a&s casos caninos da leishmaniose
visceral antecedem os casos humanos (FEITOSA,,e2080; FONSECA; SANTUCCI.,
2001; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).

Uma vez infectadas, as células do sistema monarufdgocitario do cdo atuam
como células apresentadoras de antigenos, estidout@s linfécitos (CD4+) T auxiliares
do tipo T1 (Tal) ou T auxiliares do tipo2 (Ta2). f8eem ativadas as células Tal, estas
produzem citocinas (Interferon gama — fator de asxrtumoral) e a (Interleucina 2 —
ativam macrofagos). Estes, por sua vez, estimulamuaidade celular e, desta forma,
podem eliminar a infec¢cdo. Quando a infec¢do inohufinfocitos T auxiliares do tipo 2
(Ta2), ocorre a proliferagdo de células B e a praddude anticorpos, com resultado
deletério e ndo protetor, desenvolvendo-se a iafeEEITOSA et al., 2000; LOPEZ et al.,
1996; NOLI, 1999; SLAPPENDEL; FERRER, 1990).

Com a regulacao dos linfocitos T prejudeca a grande atividade de linfocitos B, ha
a geracdo de inimeros imunocomplexos circulantessgudepositam nas paredes de vasos
sanguineos, podendo causar vasculite, uveite ripidéize glomerulonefrite (LOPEZ et al.,
1996; NOLI, 1999; SLAPPENDEL; FERRER, 1990).

Vérios orgaos podem ser afetados e o ipa@@de ser encontrado em quase todos 0s
tecidos e liquidos corpdreos. Por esta razdo,sart@niose pode adquirir caracteristicas
clinicas diferentes.

O periodo de incubacdo compreende de usrarséte anos e neste intervalo de tempo
0 parasita se dissemina amplamente, com predifggdaamedula 6ssea, ganglios linfaticos,
pele, baco e figado.

Os sinais clinicos mais comuns sdo: dilpaw da atividade fisica, onicogrifose,
enfermidades da pele e perda de peso (NOLLI, 1999).

As principais alteracbes dermatoldgicas g@eda de pélos, lesbes ulcerativas,

geralmente presentes em saliéncias 0sseas, plaalenespacos interdigitais, além de



prurido, dermatite seborréica, infeccbes secunslabacterianas, fungicas, e outras
enfermidades associadas, como: linfossarcoma @&egtidemodiciose, malasseziase e
escabioses (NOLI, 1999; FEITOSA e cols., 2000).

Alteracdes urinarias sdo comuns e se t@azam por polidria, polidipsia,
proteindria, hematuria, geralmente provenientegldmerulonefrite proliferativa, nefrite
intersticial, por deposicdo de imunocomplexos d¢actes; podendo culminar em
insuficiéncia renal (FEITOSA et al., 2000; NOLLB99).

As leishmanias também se multiplicam nesndfagos do figado, causando hepatite
crdnica ativa, vomitos, ascite e ictericia. Asraltdes do sistema gastrintestinal geralmente
estdo correlacionadas aos problemas hepéaticosats representando colites ulcerativas
crdnicas, com diarréia e melena. Podem também excenterites agudas fatais, como
resultado de danos parasitarios diretos.

Os caes podem apresentar disturbios dgutag@io como tempo de sangramento
prolongado, didtese hemorragica, presenca de pasequhematlria, epistaxe,
hiperglobulinemia, interferindo na polimerizagédo filarina, uremia, inibindo a funcéo
plaquetaria, sequestro esplénico de plaquetasbtcitopenia por aplasia ou hipoplasia
medular. O quadro pode se agravar com infeccOexiadas a erlichiose, babesiose e
dirofilariose, em regides endémicas.

O sistema respiratério pode ser afetado) ocorréncias de epistaxe, geralmente
unilateral; que se acredita ocorrer como resultiElesdes ulcerativas da mucosa nasal ou
por alteracbes de coagulacdo. Alguns animais debema pneumonia intersticial
(FEITOSA et al., 2000; NOLI, 1999).

Em alguns cées ocorre blefarite, ceratocnivite, uveite bilateral, edema de cornea
e sinéquia, por deposicédo de imunocomplexos ougpetenca da propria leishmania.

Das alteracdes neuroldgicas observadaswaior freqliéncia, destacam-se paresia de
membros, ataxia, andar em circulos, tremores eutedes. (FEITOSA et al., 2000).

Atrofia muscular € verificada, inicialmentnas fossas temporais seguida de perda
generalizada da massa muscular. Como consequé&utmae diminuicdo da atividade
fisica, associada a disturbios locomotores. Estalidade muscular e a diminuicdo da
atividade fisica podem decorrer da anemia, atrafiascular, da poliartropatia e
insuficiéncia renal crénica (FEITOSA et al., 200[@)LLI, 1999).



Problemas locomotores sdo decorrentes dertptes, sinovites, polimiosite,
osteoartrite, periostite proliferativa, lesdes olteas, Ulceras interdigitais, lesbes de
coxim plantar e neuralgia (BEVILACQUA et al., 2002EITOSA et al., 2000; NOLLI,
1999).

2.4 Enfermidade articular inflamatoéria e infeccioa

A doenca articular inflamatéria caracterse pelo aumento da quantidade de
neutrofilo no liquido sinovial (LS). A contagem ahga de neutréfilo segmentado
evidencia, tipicamente, aumento moderado a inteesa, causa pode envolver agentes
infecciosos e nao-infecciosos (FISHER, 2003).

Algumas doencas articulares sdo causgdasbactérias, fungos, micoplasma,
espiroquetasBorrelia burgdorferi), protozoariosl{eishmania donovani), virus (calicivirus,
coronavirus) e bactériaglfrlichia canis, anapalsma fagocitun, Ehrlichia equi, Ehrlichia
ewingii) e riquéticias (Rickettsia rickettsii). Os microrganismos podem alcancar as
articulacdes por via hematdégena ou pela inoculaijgeia (DANLER, 2001; FISHER,
2003; NELSON; COUTO, 1994).

Em 2002, Mcconkey relatou um caso em que um césaptava claudicacéo e dor
nas articulacbes com evolucdo de dois anos, didgads como poliartrite erosiva,
subluxacéo e colapso dos espacos articulares dosscafetando também a articulagéo do
cotovelo, apresentando moderado aumento de celadkrino LS que consistiam de 23%
de neutrofilos, 16% células mononucleares, e 61§ugm®s linfocitos. Muitos macréfagos
e neutréfilos continham numerosos microrganismos) cinetoplasto, compativeis com
Leishmania sp.

Nas artrites sépticas, o pH pode se apresengaxcatdo valor normal (SAWYER,
1963), o numero de leucdécitos aumenta acentuadamerbagulo da mucina é ruim e ha
aumento na concentragdo de proteina total (BIASH ,€2001; FERNANDEZ et al., 1983;
VAN PELT, 1974).

O LS é um dialisado do plasma sangline@rdéém proteinas, as quais o acido
hialurénico (AH) se adere, secretado pelas célsilagviais quando o plasma se difunde
pelas paredes dos capilares (VAN PELT, 1962 e 19€@)n da secrecdo de AH, o LS é



acrescido de glicoproteinas e outras macromolé¢Mas{AFFEY, 1992 e 2002). E um
fluido viscoso, amarelo claro, limpido, livre detpeulas e que ndo coagula (BARNABE,
2001 e 2004; BIASE et al., 2001; FERNANDES et 8083; VAN PELT, 1967 e 1974)
desprovido de fibrinogénio e outros fatores de utz@o, com pH entre 7 e 7,8
(SAWYER, 1963), e concentracao de proteina de,3gdl (PERMAN, 1980).

A primeira barreira seletiva que o plasmeaedultrapassar € formada pelos capilares
préximos a superficie da camada sinovial intermacentato direto com a substancia basal
entre 0s sinoviocitos e poros endoteliais. O tecwdmjuntivo da substancia basal,
juntamente com a camada de AH-proteina secretatlzs @mnoviocitos formam a
“membrana” pela qual o plasma é dialisado (BARNAREI., 2004).

Pequenas moléculas, glicose e eletréitm®ntram-se em concentracdes similares no
LS, entretanto, em condi¢cdes normais, as protgilesnaticas devem cruzar a “barreira
sangue-sinovia”, fazendo-o de forma limitada (MAHAFY, 1992 e 2002). Essa
permeabilidade seletiva € mantida pelos estreigpmgons entre os sinoviocitos e pela
composi¢cao da matriz extracelular, bem como peld FEBDHUNTER, 1996).

O AH origina-se da membrana sinovial, seednsiderado o composto de maior
importancia do LS, conferindo-lhe varias propriegtadxclusivas, como a alta viscosidade
e capacidade de lubrificacéo e influéncia a congdastio mesmo.

O LS pode ser considerado um fluido tegicspecializado que reflete alteracdes no
tecido sinovial, isto é, liqguido e membrana sinisvidBARNABE et al., 2004;
MCcILWRAITH, 1980 e 1987; VAN PELT, 1962;) e no mbtdismo intra-articular (VAN
PELT, 1962, 1974).

Segundo Barnabé, (2004), para que taidangas ocorram sao necessarias duas
alteracbes fundamentais, uma anormalidade na ftecaarias substancias atraveés da
barreira sangue-liquido sinovial e um distarbiometabolismo intra-articular. O grau de
permeabilidade desta barreira varia com a severigatipo de inflamacdo (VAN PELT,
1967).

A quantidade de células nucleadas eragatno LS normal de cées, pode variar de
250 a 3000, com 94% a 100% de células mononucleades 6% de neutrofilos (BIASE et
al., 2001; BRINKER et al., 1986).



3 OBJETIVOS

Considerando o crescente numero de casos dbmkmigose visceral com
comprometimento articular, despertou-se a necesside estudar a artrite experimental

em caes positivos.

Desta forma este trabalho teve por objetivos: @escras alteracdes articulares da

leishmaniose experimental através de

a) Avaliacdes clinica e radiogréfica;

b) Analises citologica, parasitoldgica e fisico-quiaico liquido sinovial, das

articulagdes inoculadas e controles.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 20 cées adultos, de racas varieslrsdo dez machos e dez
fémeas, de um a quatro anos de idade, pesanddl®ndr85 kg, respectivamente. Todos 0s
animais, oriundos do Centro de Controle de Zoondsesidade de Andradina-SP, eram
sorologicamente positivos para leishmaniose visqeebos testes de Imunofluorecéncia
Indireta e ELISA.

O critério de escolha dos animais paugéio no procedimento experimental
constou de exame fisico completo e radiografice,dpfiniu auséncia de lesbes articulares.

Antes do periodo experimental os anirfaism vermifugados com Endal plus®
(5 mg/kg/dose Unica) e receberam tratamento comici2tima®’ (5 mg/kg/12h por 21
dias), para eliminar a possibilidade de ocorrédeiarlichiose.

Durante o experimento, os animais utilizaram caleiseticida Scalibur ®e foram
alojados em canis telados, recebendo agua e ragé&eraal "ad libidum”.

Este estudo foi aprovado pela ComissdoEtica de Experimentacdo Animal

(CEEA) da Faculdade de Medicina \veterinaria Vateta de Aracatuba (SP) da UNESP —

Campos Aracgatuba.

4.2 Inoculagéo intra-articular de Leishmania chagas e momentos das avaliagdes

O periodo experimental constou de trés momeatsaber:
-Momento 0 (zero): os animais foram submetidosares radiograficos das articulacdes
fémoro-tibial (FT) e escapuloumeral (EU) direiteesguerda em duas proje¢des, médio-
lateral e antero-posterior para exclusdo de oull@encas articulares degenerativas e

posterior comparagao.

! Praziquantel, 50mg, palmoato de pirantel 144 wigaritel 150mg, laboratério Schering-Plough S.A.
2 Doxiciclina 100 mg, laboratério Pfizer

3 deltrametrina -,laboratério Intervet



-Momento 1: Colheita de uma amostra do liquido\8addb00 ul, com agulha 40x10 ou
40x12, em todos 0s animais, para realizacao dosextaboratoriais. Apos anestesia geral,
por meio de tricotomia e anti-sepsia com iodo poedsobre a pele, foi realizada a
artrocentese das articulagbes fémoro-tibial e edcameral, de forma bilateral, em
seguida, inoculacées intra-articulares com $XTERQUEIRA et al., 2003. LIMA et al.
2003) de formas amastigotas ld@shmania chagasi* diluidas em 50Qul de solucdo salina
nas articulacdes escapuloumeral esquerda e fémbaab-tireita. Como controle nas
articulacdes EU direita e FT esquerda, foi inocola@Oul de solucédo isotbnica salina.

A escolha dos membros inoculados em diagongprigposital para diminuir uma

possivel exacerbacao da claudicacédo ipsilaterglieodificultaria a avaliacdo clinica desse
sintoma.
- Momento 2: trinta dias ap6s M1, foram realizadosmmes radiograficos das quatro
articulagdes em todos os animais, e colheita doddgsinovial para realizacdo de exame
citopatolégico e posterior eutanasia por anestgsial intravenosa com barbitdrico e
administracéo de cloreto de potassio.

Propositalmente, ndo foi utilizado um grupo cdetrcompreendendo animais
sadios inoculados pdreishmania chagasi, uma vez que este procedimento ndo é permitido

pelos 6rgdos de Saude publica, OMS e pela comiesética local.
4.3 Avaliacao clinica das articulagbes

Um protocolo de avaliagdo do sistema locomotor dtaborado contendo
informacdes da avaliacéo diaria de cada animahtiei@periodo experimental.

! cepa MHOM/BROO/MERO 02 - FIOCRUZ-Bahia



Os parametros avaliados diariamente foram: temperaiorporal C), temperatura local
articular (diminuida, normal e aumentada), asale€ mensuracdo com a regido dorsal da
mao do examinador sobre a area; dor, aumento deneobrticular, crepitacdo articular,
restricAo ou exacerbacdo de movimentos, assimeaiti@fia muscular, claudicagéo,

impoténcia funcional.

4.4 Avaliacdo Radiografica

Os exames radiograficbgFilmes 24 x 30 cm e 30 x 40 cm) foram realizados n
momento 0 (zero) e no momento 2 (apos 30 dias)lizahdo oito projecdes por animal
(antero-posterior e médio-lateral), com objetivo \dificar, por método comparativo,
imagens radiograficas compativeis com: efusdo udatic irregularidade nas superficies

articulares, esclerose 6ssea e osteéfitos .

4.5 Andlise do liquido sinovial (LS)
A avaliacdo do LS foi realizada nos momentos M1% &Iconstataram de:

4.5.1 Exames fisico e quimico
A inspecdo de tubos de ensaio foram adadi cor e aspecto. Utilizando-se fitas
reagentes foram avaliados: pH, proteinas, leucécitos (regatracos, baixo, moderado e

alto), sangue (negativo, hemolisado e ndo hemal)s&da densidade, por refratometria.

! Fotobras Fotossensiveis do Brasil Ind. Com. Ltda.
2 Combur 10 teste UX Roche Diagnostic Gmbh e Uridiagdiag Ltda



4.5.2 Viscosidade

A determinacg&o da viscosidade foi realizada no nmbonda transferéncia do LS da
seringa de colheita para lamina de vidro, estimasslo comprimento, em centimetros, do
filamento formado pela gota antes do seu despreamdonda extremidade da seringa.
Considerou-se ausente: sem formacao de filamemanuida: comprimento do filamento

inferior a 5 cm, normal: ultrapassar a 5 cm (BARet al., 2005).

4.5.3 Teste de Qualidade de precipitacdo da mucif@QPM)

Foi realizado o teste de coagulo deina segundo Fisher (2003) no M2, devido a
colheita do LS ser superior a 1ml. O procedimeptwstou da adicdo de uma ou duas gotas
de liquido sinovial em 8 gotas de &cido acético'2Bste teste baseia-se na precipitacéo do
sal protéico do acido hialurbnico apds a acidiffcaglo liquido sinovial, formando um
coagulo que reflete o grau de polimerizacdo docabidluronico (ALTMAN e GRAY,
1984). Segundo Parry (1996) e Barnabé et al., (200&6de ser graduado em: bom
(formacédo de coagulo compacto e grande em solugdada), regular (formacdo de
coagulo amolecido em solucédo discretamente tumu) (coagulo friavel em solucdo

turva) ou péssimo (ndo formacao de coagulo, mamslfiocos em solugéo turva).

4.5.4 Andlise citologica

O exame da citologia realizado no M2 compreendetorgagem diferencial e
morfologica das células do liquido sinovial, bemmooa pesquisa direta das formas
amastigotas do parasito.

Para a contagem das células nucleadas foram dtkzam ou mais esfregacos do

LS em cada momento, para todas as articulacdesja@epm corante panético rapfdo

! Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda

2 Instant-Prov - Newprov produtos para laboratério



O exame citolégico constou da contagem de 100 alalucleadas em cada
esfregaco, utilizando microscopio de luz com obgetie imerséo (100X). Utilizou-se um
trajeto em forma de “zigue-zague” na lamina, de uex&remidade lateral a outra,
registrando-se as células nucleadas em seu trajeto.

As células nucleadas foram classificadas como @f#dos, linfocitos, e

mononucleares fagocitarios e os resultados forgresgos em percentuais.

4.5.5 Andlise parasitolégica

A pesquisa foi realizada nos momentos M1 e M2senlando, no LS, a presenca
de parasitas fora e dentro de células mono e pdiimacleares, avaliando-se a contagem de
100 células.

4.6 Andlise Estatistica
A analise estatistica constitséude:

1) Teste de McNemar: para comparar a propor¢cao daglies clinicas nas diferentes
articulacoes.

2) Teste de Wilcoxon: para comparar a temperatural latas articulagbes
escapuloumeral (EU) e fémoro-tibial (FT), as vagiavfisico-quimicas do grupo
inoculado nos M! e M2 para cada uma das articukaeda precipitacdo da mucina
(TQPM) dos gruposcontrole e inoculado para cadadesarticulacoes.

3) Coeficiente de correlacdo de Spearman: para compargariaveis viscosidade e
TQPM para cada articulacdo e grupo.

As estatisticas foram considesad@gnificantes quando p < 0,05. A analise
estatistica foi efetuada empregando-se o prografvia (Statistical Analysis System) (ZAR,
1998).



5 RESULTADO

Dentre os 20 animais selecionados, quatmoreram devido ao rapido avango da
doenca que ocorreu principalmente apdés a inoculagfa-articular, com piora dos
sintomas digestérios e urinarios. Um animal aptesecontaminacao bacteriana no liquido
sinovial e em outro, foi identificado moérula @rlichia sp. no interior de macrofago,

sendo excluidos do experimento.

5.1 Avaliacao clinica das articulagfes inoculadas

Nos 14 animais avaliados foi identificado dor cutar, claudicacdo, restricbes de
movimentos e atrofia muscular, nas articulacéedialas ndo foram observadas alteracbes
de volume articular, crepitacdo articular, exacgfbade movimentos, assimetria ou
impoténcia funcional parcial ou total do membroashte o periodo de 30 dias.

Os resultados obtidos no exame clinico das asipiels EU e FT inoculadas entre o
M1 e M2. estdo contidos na TABELA 1.

Com referéncia a variavel restricdo de movimeptale-se observar que esta ocorreu
na articulacdo EU em 50% dos animais e em 71 4%rti@ulacdo FT, ndo apresentando
diferenca significante entre as articulacdes iremtas.

Atrofia muscular do membro, cuja artigéla recebeu inoculo, persistiu durante todo
o periodo experimental sendo que 71,4% dos animaesentaram no membro toracico
esquerdo e 78,6% no membro pélvico direito, nderendo diferenca significante entre as
articulagdes inoculadas. Na maioria dos casos @fieatmuscular ocorreu de forma
generalizada, co discreta diferenca entre as &tigeas contreles e inoculadas.

Todos os animais apresentaram clagdca relutancia em andar, observando-se
uma diferencga significante (p=0,0040) entre asadacdes EU e FT inoculadas, ainda
37,5% manifestaram na articulacdo EU e 100,0% teukacdo FT, durante todo periodo
experimental. Os 14 animais apresentaram dor lotaservada apds a inoculacdo, bem
como no decorrer do periodo experimental, ndo idder significantemente (p=0,2500)
guanto as articulacdes EU e FT inoculadas ondeséssana clinico foi evidente, 75,0%
apresentaram na articulacdo EU e 100,0% na ant&olBP .

Todos os sinais clinicos avaliados foi mais evieerat articulacao FT.



Tabela 1 - RestricAo de movimento, atrofia muscukaudicacdo e dor, observados nas
articulacdes escapuloumeral (EU) e fémoro-tibidl)(fos 14 cdes naturalmente
infectados porLeishmania sp. e experimentalmente inoculados intra-articular

por Leishmania chagas (Aragatuba — SP, 2006).

Articulacéo EU Articulagéo FT
Sinais clinicos p®
n % n %
Restricdo de movimentos 7 50,0 10 71,4 0,2500
Atrofia muscular 10 71,4 11 78,6 1,0000
Claudicacéo 5 35,7 14 100,0 0,0040
Dor 11 78,6 14 100,0 0,2500

@ teste de McNemar

Em relacdo a temperatura local, as adgfids controle ndo apresentaram alteragdes.
Nas articulacbes inoculadas, houve um aumentaalrgcie foi atribuido a inflamacéo pés-
inoculacdo que manteve-se dentro dos padrbes deahdade apés o 7° dia. Este
parametro ndo apresentou diferenca estatistic#fisagiie entre as articulacdes estudadas
em todos os momentos avaliados.

A temperatura corporal avaliada ao longdrohta dias, oscilou entre 37°C a 40,7 °C,
com uma média de 38,8 °C.

5.2 Avaliacao Radiogréfica

N&o foram encontradas quaisquer alteracdes Ossadgulares nos 14 animais em

nenhum dos momentos avaliados conforme pode-$6GURA 1.



Figura 1 — Imagens radiograficdas articulacdes EU esquerda e FT dirégades naturalmente
infectados por leishmaniose visceral e experimprgate inoculados com formas amastigotas de
Leishmania chagasi. A: articulacdo EU esquerda no MO; B: articula€dd esquerda no M2; C:
articulacédo FT direita no MO e D: articulagdo Fieda no M2. Superficies articulares normais,

sem areas de proliferacdo ou lise.



5.3 Analise do liquido sinovial (LS)

5.3.1 Exames Fisico e Quimico

Obteve-se LS em 100% das punc0Oes realizadas kime@btido na articulacao FT,
em M1, n&o ultrapassou 0,4 ml. No M2, variou ¢ertil a 1,5 ml na articulagdo FT e na
articulacdo EU de 1,0 ml a 2,0 ml. Das 56 punc@&adizadas, o LS apresentou-se com
aspecto amarelo palha, limpido e com auséncia di&yas. Na pungédo, onze amostras
foram contaminadas com sangue, devido a ruptucapitares subsinoviais.

As TABELAS 4 e 5 contemplam os resultados parametros avaliados (leucécitos,
proteina, pH e viscosidade) do liquido sinovial defcululacbes EU e FT nos momentos
M1 e M2.

No liquido sinovial das articulacbes EU e FT coles, ndo foi identificado a
presenca de leucécitos no M1 em todos os animaisMB® apds a inoculacdo de solucéo
fisiologica, foi detectado através do método widi@a , a presenca de leucdOcitos em
intencidade moderada em 57,1% e 71,4% para EU eBpectivamente.

Para articulagcbes EU e FT a serem inoculadas ,éemi@io foram detectados leucocitos
em M1. No M2, 30 dias ap6s o inoculo de (3jfromastigotas foi verificado aumento
moderado de leucocitos em 78,6% na EU e, em 8Ba/%, respectivamente.

A concentracdo de proteina no LS na articulagaa@titrole no M1 foi variavel, ndo
tendo sido detectada em 35,7,% dos animais. Apiaserivel de normalidade em 7,1% e
foi considerada moderada em 57,2%. No M2, obsegveadores normais em 35,7% e
64,3% moderada.

Na articulacdo EU a ser inoculada, M1, a conceatrale proteina néo foi detectada
em 28,6%, esteve normal em 14,3% e intensidaderadd em 57,1%. No M2, a proteina
apresentou-se com intensidade moderada em 92,8asla em 7,1%.

Na articulacdo FT controle, no M1 a concentragd@mbteinas ndo foi detectada em
42,9% e de forma moderada em 57,1%. Em M2, estederada em 85,7% e elevada em
14,3%.

Na articulacdo FT inoculada, no M1 nédo foi detdatpresenca de proteinas em

35,7%, ocorrendo de forma moderada em 64,3%. En2BIB% dos animais apresentaram



nivel moderado da mesma e esteve elevada em 7XHéUve diferenca estatistica
significante nas articulacdes EU e FT inoculadabBqp<0,0010).

O pH do LS no grupo controle manteve-salelo na articulacdo EU e FT em todos
0s momentos. Em trés animais, observou-se pH @edarticulacdo FT controle. O grupo
inoculado apresentou valores inferiores ao limés articulagbes EU e FT, de forma mais
acentuada em M2 indicando pH &cido. Esta alterégadetectada nas articulacdes FT de
sete animais no M2.

Houve diferenca estatisticamente significante (p266) entre as articulacdes EU e
FT inoculadas, em M2.

Tabela 2 - Valores bioguimicos de pH do liqlidamsial (média e desvio-padrdo) obtidos
das articulacbes escapuloumeral (EU) e fémorottilflel), dos grupos
inoculado e controle, em diferentes momentos (MM2) nos 14 cées
naturalmente infectados pdeishmania sp. e experimentalmente inoculados
intra-articular poiLeishmania chagas (Aracatuba — SP, 2006)

Articulacdo EU Articulacdo FT
Variavel Grupo
M1 M2 M1 M2
Controle 8,21+ 0,26 7,82+ 0,32 8,14+ 0,23 7,5# 0,78
pH
Inoculado 8,21+ 0,26 7,25 0,80 8,18t 0,25 6,68t 1,19
Viscosidade

A viscosidade do LS da articulagdo EU controleesgntou-se dentro dos valores
normais em 100% dos casos no M1, enquanto no M#ndida em 57,1%. Na articulacdo
EU inoculada, este parametro esteve em 100% dos casmais no M1, e diminuida em
100% dos casos no M2.

A articulagdo FT controle manteve um padrdo idéntt EU controle no M1 e

diminuida em 42,9% dos casos no M2. Na articul&famoculada, em 71,4% dos animais



a viscosidade esteve normal e diminuida em 28,874/h No M2, ausente em 35,7% e
diminuida em 64,3%.

Esta variavel esteve diretamente correlacionadeoagulo de mucina, apresentando
coeficientes de correlacdo de Spearman, a salewulagbes EU controle {~= 0,603;
p=0,0224), FT controle §0,835; p<0,0002), FT tratada$0,913; p<0,0001).

Na articulacdo EU inoculada, ndo foi possivel dalco coeficiente de correlagédo, pois

todos os cdes apresentaram viscosidade diminuida.

5.3.2 Precipitagdo da Mucina

Os resultados obtidos no Teste qualidadeigitacdo da mucina (TQPM) do liquido
sinovial obtido das articulagbes escapuloumeral) (EUémoro-tibial (FT), inoculadas e
controle, no 30° dia de avaliacdo encontram-seatel@ 3.

A formacao de coagulo de mucina nao foi avalismldd devido a quantidade de LS
ser insuficiente para o teste. Ao se compararegngss controle e inoculado, observou-se
gue, na articulacdo EU controle, trés animais aptasam coagulo categorizado como
bom, e onze animais, como regular, na articulacBoirtbculada, em seis animais, a
gualidade do coagulo foi considerado regular e @m deles, o coagulo apresentou-se
ruim. Houve diferenga estatisticamente significamte estes dois grupos (p=0,0039).

Na articulacdo FT controle, quatro animais apreesam coagulo categorizado como
bom, cinco, regular e em outros cinco, coagulo rlita articulagdo FT inoculada, dois
animais com coagulo regular, sete com coagulo reintinco, coagulo péssimo.
Observando-se uma diferenca estatisticamente isgve (p=0,0010) entre as
articulagdes FT controle e inoculada.

Foi observado também que a articulacdo FT inoautadstrou-se mas susceptivel a
infeccdo, apresentando diferenca significativa (469) quando comparada a articulacéo

EU inoculada.



Tabela 3 - Teste qualidade precipitacdo da mud@PM) do liquido sinovial obtido das
articulagcdes escapuloumeral (EU) e fémoro-tibidl)(Fnoculadas e controle,

no 30° dia de avaliacdo, nos 14 cées naturalmefetetados pokeishmania sp.

e experimentalmente inoculados intra-articular

(Aracatuba — SP, 2006).

dogishmania chagas

EU FT
TQPM Controle Inoculado Controle Inoculado
n % n % n % n %

Péssimo 0 0,0 0 0,0 0 0,0 5 35,7
Ruim 0 0,0 8 57,1 5 35,7 7 50,0
Regular 11 78,6 6 42,9 5 35,7 2 14,3

Bom 3 21,4 0 0,0 4 28,6 0 0,0

p® 0,0039 0,0010

@D teste de Wilcoxon

TQPM - EU Inoculado x FT Inoculado : p = 0,0469



Tabela 4 - Valores de leucécitos, proteina, visiame e pH, obtidos do liqlido sinovial das
articulagdes escapuloumeral (EU) inoculada e ctteon diferentes momentos
(M1 e M2) nos 14 caes naturalmente infectados Ilpeishmania sp. e
experimentalmente inoculados intra-articular pdreishmania chagas
(Aracatuba — SP, 2006).

Articulacao EU Articulacao EU
_ _ Controle Inoculada
Variavel Categoria M1 M2 M1 M2
p(l)
N % N % n % n %
.. Ausente 14 100,06 42,9 141000 3 21,4
Leucocitos
Moderado 0 0,0 8 571 0 0,0 1178,6
Ausente 5 357 O 00 4 286 O 0,0
orotein Normal 1 7,1 5 357 2 143 O 0’00,0156
! Moderada 8 572 9 643 8 57,1 12,9
Elevada 0 0,0 O 00 O 00 1 72
Diminuida 0 0,0 8 571 0 0,0 1400,0
Viscosidade
Normal 14 100,0 6 42,9 14100,0 0 0,0
Acido 0 0,0 0O 00 O 00 2 143
pH Normal 0 00 4 286 0 00 8 57,10,0005
Alcalino 14 100,0 10 71,4 14100,0 4 28,6

@ teste de Wilcoxon para o grupo inoculado



Tabela 5 - Valores de leucécitos, proteina, visiame e pH, obtidos do liglido sinovial das
articulacdes fémoro-tibial (FT) inoculada e cordgra@m diferentes momentos (M1
e M2) nos 14 cédes naturalmente infectados p@shmania sp. e

experimentalmente inoculados intra-articular peishmania chagas (Aracatuba

— SP, 2006).
Articulacéo FT Articulacdo FT
Controle Inoculada
Variavel Categoria M1 M2 M1 M2 p®
n % n % N % n %
.. Ausente 14100,0 4 28,6 141000 2 14,3
Leucocitos
Moderado 0O 00 10714 0O 0,0 12 85,7
Ausente 6 429 0O 00 5 357 0 0,
Proteina Normal O 00 O OO0 O O00 0 o0,
0,0010
Moderada 8 57,1 1285,7 9 643 4 28,6
Elevada 0O 00 2 143 O 0,0 1014
Ausente O 00 0 00 O 00 5 357

Viscosidade ~ Diminuida o g9 g 429 4 286 9 64,30,0020

Normal 14 1000 8 57,1 10 71,4 0 00
Acido 0 00 3 214 0 00 7 500

pH Normal 0 00 1 71 0 00 3 21,40,0007
Alcalino 14 100,0 10 715 14 1000 4 286

@ teste de Wilcoxon para o grupo inoculado



5.3.4 Densidade

A densidade do liguido sinovial obtida das art¢bes EU e FT variaram de 1010

a 1030 dos Grupos controle e inoculado, e ogeslestdo expressos na Tabela 6

Tabela 6 - Valores de densidade do liquido sindvieddia e desvio-padréo) obtidos das
articulacdes escapuloumeral (EU) e fémoro-tibidl)(fhoculada e controle, em
diferentes momentos (M1 e M2) nos 14 cdes naturdbnenfectados por
Leishmania sp. e experimentalmente inoculados intra-articular lp@shmania
chagas (Aracatuba — SP, 2006)

EU FT

Variavel Grupo
M1 M2 M1 M2

Controle 1012,5+ 7,3 1016,+* 6,8 1015,4t 6,0 1019,3+ 7,3
Densidade
Inoculado 1014,3+5,5 1018,2: 8,0 1015,G: 5,5 1024,6- 7,5

5.3.5 Citologia

A observacao de eritrocitos nos esfregacos don$& e M2 foi rara, excetuando-se
guando houve contaminacdo com sangue durante @teolh

No M1, observaram-se células sinoviais1€9% das amostras (FIGURA 2A); em
90% das articulacdes, houve predominio de célulasomucleares, principalmente de
linfécitos e mondcitos. Apenas em um dos animaisvh predominio de neutréfilos no
M1, em trés articulagcbes, excetuando a articul&tdaontrole em que se pode observar a
mucina (FIGURA 2B). Nesse mesmo animal, observoluesshmania sp. no interior de
macrofagos e neutréfilos, nos momentos M1 e M2. bSeovacdo de neutrofilos nos
esfregacos ocorreu em 8% das articulacoes avaksdagl.

No M2, em relacdo aos tipos celulares identifisadoalteracdo mais marcante foi a

elevacdo do percentual de neutréfilos, que ocoesu 59% dos cdes avaliados. A



frequéncia de neutrofilos foi acima de 70% na nmiaidos casos, havendo dois casos em
gue atingiram mais de 90% das células nucleadais tintadas.

Houve inversdo da celularidade em M1 e M2, caratdo pela substituicdo de
mononucleares por polimorfonucleares, especificéaneautrofilos (FIGURA 2C).

Nas articulacbes EU inoculadas n&o ocorreramagiiess significantes nos momentos
M1 e M2, havendo predominio de células mononucie@éGURA 2D). Apenas em um
animal houve inversao de celularidade na articola®) inculada, com valores de
neutréfilos acima de 70% e presencale@eshmania sp. no interior de macréfagos e de
neutréfilos. Por outro lado, foram constatadas mgds na celularidade das articulacdes
FT, comparando-se M1 com M2, ja que em 56% dosaisjm articulagdo FT inoculada
apresentou predominio de neutrofilos, com valoras gariaram de 55 a 86% da
celularidade em M2 (FIGURA 2E).

No M2, em 64% dos animais foi observadonfs amastigotas desishmania sp. no
LS. Em todos esses cdes, o protozoario foi ideatifi no citoplasma de macréfagos
(Figura 2F), e em dois cées as formas amastigotaamsita localizavam-se no interior do
citoplasma de neutrofilos.

Em relacdo as articulagdes onde o parasita foitifttado, ocorreu em dois caes na
articulacdo EU, enquanto na articulacdo FT, foecdeido em sete cades. Destes sete, as
formas amastigotas foram verificadas no M1 em @égnais, correspondendo trés

articulagcdes a serem inoculadas e uma controle.
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Figura 2 - Fotomicrografia do liqlido sinovial daticulacdes EU esquerda e FT direita, de cdes
naturalmente infectados pdreishmania sp. e experimentalmente inoculadas com formas
amastigotas deeishmania chagasi. A: Células sinoviais em M1; B: mucina (seta), tn&ilos e
linfécitos em M2; C: neutréfilo em M2; D: Célulagngviais e mononucleares em M2; E:
Predominio de neutréfilos em M2; F: Macrofago dogishmania sp (seta) em M2 (Aracatuba —
SP, 2006).



6 DISCUSSAO

Restricbes de movimento ocorrem em grande parteadosais com infeccao
natural porLeishmania sp. (FEITOSA et al.,, 2000; LONGSTAFFE et al., 1983; INDQ
1999). Neste trabalho, a relutdncia a marcha, dagdo e atrofia muscular foram
observadas com maior intensidade nos primeiros a@s a inoculagdo do agente nas
articulacoes EU e FT.

A incidéncia de claudicacdo em caes com infecgdoral compreende de 30% a
37,5% dos casos (BEVILACQUA et al., 2002; BURACCCak, 1997; FEITOSA et al.,
2000; MCCONKEY et al., 2002; NOLLI, 1999; WOLSCHRI&t al., 1996), porém como
consequéncia da inoculacdo experimental de progoéass esta alteracdo esteve presente
na totalidade dos animais, sendo mais evidenteticalacdo FT quando comparada a EU.
A dor é um sinal clinico local esta sempre presaateartrites sépticas segundo Nelson e
Couto (1994). Alguns animais deste trabalho aptasam dor, apds inoculacao e outros,
no decorrer do periodo experimental.

A articulacdo FT mostrou-se mais sensivel e dedgramportancia no diagnostico
de enfermidades articulares apresentando sintoreafortha precoce e com maiores
alteracdoes. Estes achados provavelmente se devamemor espaco articular, maior
vascularizacdo local pelo fato de ser uma arti@ac submetida a menor estresse
mecanico, quando comparada a articulacdo escapetalm

Na analise radiogréafica das articulacde MO e M2, ndo foram identificadas
quaisquer alteracdes articular e 6ssea, 0 quedesé&@ordo com os relatos de Agut at al.,
(2003), Feitosa (2006) que identificardreishmania sp no LS de cées, na auséncia de
alteracbes radiograficas evidentes. Padrdoes derfpibd erosiva e ndo erosiva sao
descritos em animais acometidos pela leishmanigsenal segundo Agut et al. (2003),
Blavier et al. (2001), Buracco et al. (1997); Mccley et al. (2002), e Wolschrijn et al.
(1996). Caes portadores da doenca apresentaramogleadlaudicacdo com evolucao lenta
de um a dois anos antes dos sinais radiograficoostieoartrite estarem evidente.
(Mcconkey et al., 2002; Wolschrijn et al., 1996).

Alteracdes radiogréficas das articulagbenvolvidas nas artrites sépticas,
inicialmente, séo inespecificas e se limitam a&sgpaento da membrana sinovial e capsula

articular e, em infecgBes cronicas, € possivelrobseradiograficamente, degeneracdo de



cartilagem, formacdo ostedfitos periarticularesicé® periosteal e lise 0ssea subcondral
(NELSON; COUTO, 1994). Desta forma, para se detestaalteracdes radiograficas
0sseas em cdes com leishmaniose, talvez seja aecessn periodo de observacéo
superior ao proposto neste trabalho, que foi déatdias.

Segundo Lozier e Menard (1998) e Borgeal. (1999)p volume médio de LS na
articulacdo fémoro-patelar normal do cdo é de ®R4&Embora a média encontrada neste
experimento, em M1, tenha sido de 0,4 ml e, pastaniior do que a de cées sadios, este
volume é ainda escasso para realizacdo de todaeapébposta neste estudo. Porém, apds
30 dias (M2), maior volume de LS foi obtido nascaitbgdes inoculadas, sendo que na
articulacdo FT e EU os volumes ndo excederam anl,,® 2 ml respectivamente. Esta
observacao reforca a idéia de que, nas artritdcagpocorre aumento significativo do LS
intra-articular (NELSON; COUT(Q1,994).

Das 56 amostras colhidas, onze foramacninadas com sangue que, segundo Van
Pelt (1974) e Boon (1997), este fato é frequergeidd a ruptura de capilares subsinoviais.

Van Pelt (1974) relatou também um aumento acentnadolumero de leucocitos
nas artrites infecciosas; o mesmo achado foi obdervmo decorrer do experimento nas
articulacdes EU e FT inoculadas, em grau moderadda

A concentragdo de proteina no LS nowash de 2 a 2,5 g/dl (BIASE at al., 2001;
LIPOWITZ, 1985; PERMAN, 1980). Valores aumentadfiwam detectados nas
articulacbes EU e FT inoculadas no M2, sendo quertiaulacdo FT o aumento foi
significante. Segundo Van Pelt (1974), ocorre umento acentuado nos casos de artrites
infecciosas.

O pH do LS no grupo controle mantevexsalino, nas articulagdes EU e FT, no
M1. Segundo os relatos de Biase et al. (2001) e/&a(#963), o pH do LS normal de céo
varia de 7,0 a 7,8. Na articulacdo EU inoculadaivegequena mudanca para o pH &cido
no M2, na articulagdo FT inoculada, houve altevagéais acentuada de alcalino para
acido, observada em sete animais no M2. SegundgeB4h063) o pH pode-se apresentar
abaixo dos valores normais nas artrites sépticas.

Foi verificada uma correlacdo entre scosidade do LS e o teste do coagulo de
mucina também observada por Barnabé et al., (209%8, apresentaram qualidade inferior

no M2 em ambas as articulagdes, como referido peseBet al. (2001) e Fernandes at al.



(1983). Nos processos inflamatoérios articulares|.S freqiientemente apresenta um
péssimo coagulo de mucina; fato atribuido a inftiggnexercida pela quantidade e
qualidade do &cido hialurdnico presentes na am(B&RNABE at al., 2005; VAN PELT,
1967). Este mecanismo indica alteracdes na congmsig liquido sinovial que, segundo
Nelson e Couto (1994), resultara em coagulo deabgiralidade, possivelmente decorrente
da presenca de microrganismos ou de enzimas lixerpelas células inflamatoérias
presentes nas articulacoes.

Houve diferenca entre os membros toraceEqglvicos quanto as caracteristicas
observadas no LS nas articulagdes inoculadas,ajuéid foi observado por Barnabeé at al.
2005, no estudo do mesmo fluido da bainha tendiaesyliinos sadios.

Em relagdo a analise citolégica do LS no M1, hoyredominio de células
mononucleares, principalmente as fagocitarias, enemor nimero, os linfocitos. Segundo
Luvizotto (2006), o LS apresenta uma reacdo infthnreamononuclear em cées infectados
naturalmente poleishmania sp. Os valores para as células mononucleares supef%
em quase todos os casos, referidos Biase et @1)atbmo valores de normalidade a
ocorréncia de 94 a 100% de mononucleares. Seddads (1984)células mononucleares
constituem-se de linfocitos, mondcitos, macréfagosélulas da membrana sinovial e
podem variar de 90 a 100%, tanto no liquido sinawimal como nas artropatias. Neste
estudo, percentual de neutrofilos do M1 (0 a 8tlia-se nos limites para o LS normal
onde os valores para polimorfonucleares séo inBsiou iguais a 10%. (BIASE et al.,
2001; COLES, 1984; FISHER, 2003).

Em relacdo aos tipos celulares observaddg2) a alteragcédo evidente foi a elevacao
do percentual de neutrofilos, que ocorreu em 59% dées cujos valores de
polimorfonucleares superaram os 70% da celulariddneervada, atingindo em alguns
animais, mais de 90% das células nucleadas t@atxreu uma inversdo da celularidade,
ja que o predominio de mononucleares foi substtupglo de polimorfonucleares,
especificamente neutréfilos. De fato, na maioria derites sépticas, ha prevaléncia de
neutroéfilos segmentados (FISHER, 2003; NELSON; COUTI994).

No que se refere a articulacdo EU, ndo ocorrerderagbes significantes nos
constituintes celulares do LS quando comparaddgbe M2. Ou seja, permaneceu em

guase todos os momentos, o predominio de monomeslddor outro lado, foram



constatadas mudancas na celularidade das artiesld€b, comparando-se M1 com M2,
onde em 56% dos animais, a articulacdo FT inocudpdasentou inversdo de celularidade
no M2 , com predominio de neutrofilos sobre monteares, com valores que variaram de
55 a 86% o pode ser confirmado no trabalho de Niapet al. (2002), que encontraram
esta inversdo no LS de um cédo acometido pela Leisiose. Esses mesmos autores
observaram Leishmania sp. no interior de célulasianocleares e em neutrofilos,
coincidindo com o que fora observado nesse estadde as formas amastigotas de
Leishmania sp. foram identificadas no LS de 64% dos animais n@. Mlas foram
observadas no interior de células mononuclearesiep@s ou grandes, e em poucos
neutrofilos.

Em relacdo a andlise citoldgica do LS mamesquisa do parasito, a articulacdo FT
superou a EU quanto ao numero de células parasité&@kgundo Parry (199%)eishmania
sp. tem sido demonstrada no interior de macrofagnsiquido sinovial de um nimero
pequeno de caes com leishmaniose visceral canina.

Embora tenha sido realizado o tratamenéwiprde todos os cdes deste experimento
com doxiciclina, um animal apresentou mérulakthelichia sp. no interior de macréfago,
no M1 e, desta forma, foi excluido do experimento.

A diferenca entre o encontro ou ndo dagta nas articulacbes FT e EU, observada
aos trinta dias pés-inoculacéo, talvez possa geicada pela migragdo do protozoario para
tecidos circunvizinhos.

Em futuros trabalhos, € necesséaria uma avaliasimphatoldgica da capsula articular,
para que os dados obtidos neste estudo possamos@&ontados com os achados
citoldgicos, a fim de se elucidarem as diferen¢aservadas entre as articulacoes FT e EU
no tocante a celeridade e gravidade da artrite reraxta em cdes com leishmaniose
experimental.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesse estudospam®icluir que:
- A inoculacdo de suspensdo de promastigota @)xi@rarticular ndo determinou
alteracOes radiograficas articulares apés 30 dias.
- A andlise do liquido sinovial foi determinanteidantificacdo de alteracéo inflamatoria ,
pos-inoculacéo.
- A analise parasitologica revelou formas amastigiatel eishmania sp em 64 % dos cées
no 30° dia.
- A articulacdo fémoro-tibial foi a mais adequadargp a observacdo de alteracoes
inflamatérias pela analise fisico-quimica e, ppatinente, pela citologia do liquido
sinovial;
- Os achados clinicos de claudicacdo e dor forais mtensos e ocorreram precocemente,
demonstrando que o processo inflamatorio ocorreraior intensidade nos primeiros dias

apos a inoculacao do parasita.
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RESUMO

Estudo clinico-laboratorial das articulagdes desc@uralmente infectados com
leishmaniose visceral e experimentalmente inocsl@adml eishmania chagasi por via
intra-articular.

Este estudo teve por objetivo descrever a evoldedalteracdes locomotoras, citologicas e
radiograficas, na tentativa de se elucidar o meoamipelo qual se desenvolve a artrite na
leishmaniose experimental em cdes. Formas pro-gotasi dd_. chagasi foram inoculadas
nas articulacdes escapuloumeral e fémoro-tibiall4dedes. Os animais foram submetidos
a avaliacdes clinicas diarias por 30 dias, bem camdlises radiografica, citologica e
fisico-quimica do liqlido sinovial. As alteracbelnicas mais encontradas foram:
claudicacao, dor, restricdo de movimentos e aumdatéemperatura local. No liquido
sinovial, houve aumento gradativo de leucécitosgdpminando mononucleares e,
posteriormente, polimorfonucleares. Aumento deginas, diminuicdo do pH (de alcalino
tendendo a acido), bem como da viscosidade, e dgulgli do coagulo ruim foram
observados ao longo do estudo. Estatisticamengegti@lagdo femoro-tibial apresentou
maiores alteracdes quando comparada a escapukluer 64% dos animais, observou-
se a presenca do parasita na articulacdo e nam femaontradas alteracGes radiograficas
O0sseas, no periodo estudado. O confronto dos wsalfisicos, quimicos e achados
citoldgicos do liquido sinovial, permitiu subsidiaportante para afirmar que ha ocorréncia
de artrite infecciosa, porém sem carater prolifepabu sequer degenerativo, no periodo
estudado.

palavras chave: Cao, liquido sinovial, artriteshananiose visceral.

ABSTRACT

Clinical-laboratorial study of dog articulationstally infected by visceral leishmaniasis
and experimentally inoculated witleishmania chagas via intra-articular injection.

The aim of this study was to describe the evolutiddrthe locomotor and cytological
articular alterations, trying to unveil the mectsanithrough which the arthritis develops in
the experimental leishmaniasis in dogs. Pro-amatstsy forms ofL. chagasi were
inoculated in the humeral-scapular and the femtisad! articulations of 14 dogs. The
animals were submitted to daily clinical evaluasidior a thirty-day period, as well as



cytological and physiochemical analysis of the syalofluid The most frequent clinical
alterations were: limping articular volume incregsa&n and local temperature increase. In
the synovial fluid, there was a gradual increaskeokocytes, predominating mononuclear
cells and, later, polymorphonuclear ones. Proteirease, decrease of the pH (from
alkaline towards neutral), as well as viscosityd aoagulation test of bad quality were
observed along the study. Statistically, the fertdyal articulation presented greater
alterations when compared to the humeral-scapular lo 64% of the animals, the parasite
presence was observed in the articulation and seons radiographic alterations were
found in the period of the study. The comparisonhef physical and chemical values and
the cytological findings in the synovial fluid suga important information to state that
there are occurrences of septic arthritis, in thiggai phase, however without prolipherative
or degenerative characteristics, in the periodhefdtudy

Key words: Dog, synovial liquid, arthritis, viscéfeishmaniasis

RESUMEN

Estudio Clinico-Laboratorial de las Articulaciongs canes naturalmente infectados con
Leishmaniose visceral y experimentalmente inoamdacbn Leishmania chagasi por via
intra-articular.

Este estudio tuvo por objetivo describir la evabincide las alteraciones locomotoras y
citoldgicas articulares, en el intento de elucida@smecanismo por el cual se desenvuelve
la artritis en la leishmaniose experimental eresafrormas pro-amastigotasldechagasi
fueron inoculadas en las articulaciones escapuleraimEU) y fémur-tibial (FT) de
catorce (14) canes. Los animales fueron sometid®ghiaciones clinicas diarias por 30
dias, bien como a andlisis citoldgico Yy fisicoquondel liquido sinovial. Las alteraciones
clinicas encontradas fueron: claudicacion, aumdatosolumen articular, dolor y aumento
de la temperatura local. En el liquido sinovialbduaumento gradual de leucocitos,
predominantemente mononucleares y, posteriormgmnorfonucleares. Aumento de
proteinas, disminucion del pH (de alcalino tendgeadeutro), asi como de la viscosidad, y
test de coagulo de mala calidad fueron observadm$aago del estudio. Estadisticamente,
la articulacion FT presentd mayores alteracionesido comparada a la EU. En 64% de los
animales, se observo la presencia del parasita emticulacion y no fueron encontradas

alteraciones radiogréficas 0seas en el periodaliesint La confrontacion de los valores



fisicos, quimicos y hallazgos citologicos del lgpisinovial, permitié subsidio importante
para afirmar que hay ocurrencia de artritis sépgcasu fase inicial, aunque sin caracter
prolifico, ni siquiera degenerativo, en el pericgkiudiado. Palabras llave: Can, liquido

sinovial, artritis, leishmaniose visceral.

INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral é uma doencaadéter infeccioso, de evolucédo aguda ou
cronica, sendo aeishmania chagas responsavel pela enfermidade no Brasil. Em muitos
animais verifica-se atrofia muscular, diminuicdoati@idade fisica associada a disturbios
de locomocéo (FEITOSA et.aP000; LONGSTAFFE et al., 1983).

A incidéncia de problemas locomotoreslg chegar a 30%, sendo as queixas
principais de claudicacdo e dor na parte distal desnbros (BURACCO et al., 1997,
WOLSCHRIIN et al.,, 1996). Estes problemas podemirad® poliartrites, sinovites,
polimiosite, osteoartrite, periostite proliferativiesdes osteoliticas, Ulceras interdigitais,
lesGes de coxim plantar e neuralgia (BEVILACQUAakt 2002; FEITOSA et al., 2000;
MCCONKEY et al., 2002).

Alguns autores relataram manifestacdésicas locomotoras em que o0s cées
acometidos apresentavam variados graus de claddica@umento do volume articular
sendo que, apds exames radiograficos, as imagans evmpativeis com osteoartrite
erosiva e, as vezes, com destruicdo completa dasilacdes (AGUT et al., 2003;
BEVILACQUA et al., 2002; BURACCO et al1997; WOLSCHRIJN et al., 1996).

Em 1997, Buracco et al., (1997), relataaencontro déeishmania donovani no
liquido sinovial de um cdo acometido por leishmsaiwisceral. Mais recentemente, foi
descrita a presenca desishmania chagasi no liquido sinovial de cdes com distlrbios
locomotores no municipio de Aracatuba, Sdo Paul/{(BACQUA et al,, 2002).

As artrites podem estar associadas cocemdsito de imunocomplexos ou a
presenca do parasita no interior das articulagieste caso, é possivel a identificacdo de
formas amastigotas déeishmania sp. no liquido sinovial (AGUT et al.,, 2003;
BEVILACQUA et al., 2002; BURACCO et al., 1997; HESA et al, 2000).

Muito embora estes autores tenham se baseado &wsree casos, ndo ha estudos

sobre a evolucédo das artrites no curso da leistus@misceral canina.



Diante do exposto, este estudo teve fpetivo descrever a evolugdo clinica,
radiografica das articulagdes e analise do ligsidovial em cées naturalmente infectados

por Leishmania sp apos a inoculagédo desishmania chagas intra-articular.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 20 caes adultos, de racas variadashos e fémeas, de um a
guatro anos de idade, pesando entre 10 e 35 kgosTod animais, sorologicamente
positivos para leishmaniose visceral pelos testeRehcao de Imunofluorecéncia Indireta,
e ELISA, alojados em canil telado e usando cof@ralibur.

O critério de escolha constou de exame fisico cetopk radiografico que
definiram auséncia de lesdes articulares. O mrd@@taprovado pelo Comité de ética em
Experimentacdo Animal de Medicina Veterinaria daversidade Estadual Paulista — Julio
de Mesquita Aragatuba-SP, (protocolo n° 140/05).

Seis animais foram descartados no decorrer daiexg@o.

O periodo experimental constou de trémantos, a saber:
-Momento 0 (zero): os animais foram submetidosares radiograficos das articulacdes
fémoro-tibial (FT) e escapuloumeral (EU) direiteesguerda em duas projecdes, médio-
lateral e antero-posterior, totalizando oito progs;por animal, com objetivo de verificar,
por meétodo comparativo, imagens radiograficas coivgia com: efusdo articular,
irregularidade nas superficies articulares, esstedssea e ostedfitos .
-Momento 1: Colheita de uma amostra do liquido\saddb00 ul, com agulha 40x10 ou
40x12, em todos os animais, para realizacdo dosexdaboratoriais. Apos anti-sepsia
sobre a pele foi realizada a artrocentese dasukagies fémoro-tibial e escapuloumeral,
bilateralmente, em seguida, foram realizadas irgéas intra-articulares com 1X10
(CERQUEIRA et al.; 2003) de formas amastigotak@shmania chagasi® diluidas em 500
ul de solucdo salina nas articulagdes escapulolresgaerda e fémoro-tibial direita. O
parasita foi cultivado conforme descrito por Lima a., 2003. Como controle nas

articulacdes EU direita e FT esquerda, foi inocola@Opul de solugéo isotbnica salina.
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A escolha dos membros tratados em diagonal foiqsitgd para diminuir uma possivel
exacerbacao da claudicacao.

Momento 2: trinta dias apés M1, foram realizadcsness radiogréaficos das quatro
articulagdes em todos os animais, e colheita dodégsinovial para realizacdo de exame
citopatolégico e posterior eutanasia.

Um protocolo de avaliacdo foi elaborado contenadformagfes dos parametros
avaliados diariamente, constando de: temperatupia (C), temperatura local articular
(diminuida, normal e aumentada), mensuragéo coegido dorsal da mao do examinador
sobre a é&rea; dor, aumento de volume articularpitao articular, restricdo ou
exacerbacdao de movimentos, assimetria, atrofia uwhasc claudicacdo, impoténcia
funcional.

A avaliacdo do LS foi realizada nos momentos M12 &lconstataram de:

Na inspecédo em tubo de ensaio forama@d cor e aspecto. Utilizando-se fitas
reagente’s foram avaliados: pH, proteinas, leucécitos (riegatracos, baixo, moderado e
alto), sangue (negativo, hemolisado e ndo hemal)s&da densidade, por refratometria.

A determinacgdo da viscosidade foi ms@la no momento da transferéncia do LS da
seringa de colheita para lamina de vidro, estimas®do comprimento, em centimetros, do
filamento formado pela gota antes do seu despremmdonda extremidade da seringa.
Considerou-se: ausente, quando ndo houve formagdachento; diminuida: quando o
comprimento do filamento foi inferior a 5 cm e natmquando ultrapassou a 5 cm
(BARNABE et al., 2005).

Foi realizado o teste de coagulo de mucina segtisgiher, (2003) no M2, devido a
colheita do LS ser superior a 1ml. O procedimepttstou da adicdo de uma ou duas gotas
de liquido sinovial em 8 gotas de &Acido acético 2%ode ser graduado segundo Parry

(1996) em: bom, regular, ruim ou péssimo.

! Combur 10 teste UX Roche Diagnostic Gmbh e Uridiagdiag Ltda

2 Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda



O exame da citologia realizado no M1 e M2 comprearal contagem diferencial e
morfoldgica das células do liquido sinovial e agpésa direta das formas amastigotas do
parasito.

Para a contagem das células nucleadas foram déézam ou mais esfregacos do
LS em cada momento, para todas as articulacéesj@epm corante panético raptdaue
constou da contagem de 100 células nucleadas @mesfregaco, utilizando microscépio
de luz com objetiva de imerséo (100X). Utilizoutse trajeto em forma de “zigue-zague”
na lamina, de uma extremidade lateral & outrastregido-se as células nucleadas em seu
trajeto.

As células nucleadas foram classificadas como @#dos, linfocitos, e
mononucleares fagocitarios e os resultados forgreegos em percentuais.

A andlise estatistica foi utilizada pasavariaveis classificatorias de distribuicdo redrm

e foram consideradas significantes nos testes tm®¥dn e McNemar quando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos 14 animais avaliados foi identificado dor artar, claudicacdo, restricdes de
movimentos e atrofia muscular. Com referéncia #val restricdo de movimento, pode-se
observar que esta ocorreu na articulagdo EU em 80% animais e em 71,4% na
articulacdo FT.

Atrofia muscular do membro cuja articulagécebeu inoculo, persistiu durante todo
0 periodo experimental sendo que 71,4% dos anig@issentaram no membro toracico
esquerdo e 78,6% no membro pélvico direito.

Todos os animais apresentaram claudicacdo e reiat@m andar, observando-se
uma diferenca significativa (p=0,0040) entre ascaldcdes EU e FT inoculadas, onde
37,5% apresentaram na articulagdo EU e 100,0%ticalacdo FT.

Restricdes de movimento ocorrem em gradiee dos animais com infec¢éo natural
por Leishmania sp. (FEITOSA et al.; 2000; LONGSTAFFE et al.; 1983)neste trabalho,

a relutancia a marcha, claudicacao e atrofia maséoitam observadas com maior
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intensidade nos primeiros dias apos a inoculacégedate nas articulacdes EU e FT.

A incidéncia de claudicacdo em cées idetcao natural compreende de 30% a
37,5% dos casos (BEVILACQUA et al.; 2002 FEITOSAakt 2000).

Os 14 animais apresentaram dor localerwbsla apds a inoculacdo, bem como no
decorrer do periodo experimental, sendo que 75d@rfgsentaram na articulagcdo EU e
100,0% na articulacdo FP inoculadas. A dor é ural silinico local sempre presente nas
artrites sépticas, segundo Nelson e Couto (1994artikulacdo FT mostrou-se mais
sensivel e de grande importancia no diagnosticenfiermidades articulares apresentando
sintomas precocemente.

Em relagdo a temperatura local, houve wmeamto inicial que foi atribuido a
inflamacdo poés-inoculagdo e mantendo-se dentro mhndrdes de normalidade. As
articulacdes controle ndo apresentaram alteragoes.

A temperatura corporal avaliada ao longdrohta dias, oscilou entre 37°C a 40,7 °C.

Na analise radiogréfica das articulagbesMD e M2, ndo foram identificadas
quaisquer alteracdes articular e 6ssea, 0 quedesé&@ordo com os relatos de Agut at al.,
(2003), Feitosa (2006) que identificardraishmania sp no LS de cées, na auséncia de
alteracbes radiogréficas evidentes. Poliartritesiga e ndo erosiva sdo descritas em
animais acometidos pela leishmaniose visceral skgigut at al., (2003); Buracco at al.,
(1997); Mcconckey at al., (2002);Wolschrijn at 4l1996). Cées portadores da doenca
apresentaram quadro de claudicagdo com evolucBderum a dois anos antes dos sinais
radiograficos de osteoartrite estarem evidente€GMNKEY et al., 2002; WOLSCHRIJN
et al., 1996).

Alteracdes radiograficas das articulacoesvolvidas nas artrites sépticas,
inicialmente, s&o inespecificas e se limitam agsgpeento da membrana sinovial e capsula
articular e, em infeccbes crbnicas, € possivel rgbseradiologicamente, degeneracao de
cartilagem, formagdo de ostedfitos, reacdo penbste lise Ossea subcondral
(NELSON; COUTO, 1994). Desta forma, para se detestaalteracées radiograficas
0sseas em cdes com leishmaniose, talvez seja aecessn periodo de observacgéo
superior ao proposto neste trabalho, que foi d¢atdias. Acreditamos ser necessarios um

periodo minimo de seis meses para que ocorramag@ies articulares na infeccéo natural.



No exame fisico, o LS apresentou-se coneaspamarelo palha, limpido e com

auséncia de particulas. Das 56 amostras colhidas,foram contaminadas com sangue,

fato que, segundo Boom (1997) e Van Pelt (19748 &eqlente, devido a ruptura de
capilares subsinoviais.

Segundo Lozier e Menard (1998) e Borgeal., (1999), o volume médio de LS na
articulagdo fémoro-patelar normal do cédo é de mRZmbora a média encontrada neste
experimento, em M1, tenha sido de 0,4 ml e, pastantior do que a de caes sadios, este
volume é ainda escasso para realizacdo de todaeapébposta neste estudo. Porém, apds
30 dias (M2), maior volume de LS foi detectado adgulacdes inoculadas, sendo que na
articulacdo FT o volume nao excedeu a 1,5 ml, Ewa2 ml. Esta observacéo reforca a
idéia de que, nas artrites sépticas, ocorre aumsigtaficativo do LS intra-articular
(NELSON; COUTO0,1994).

No liquido sinovial das articulagbes EUF& controles, ndo foi identificada a
presenca de leucécitos no M1 em todos os animaisMB® apos a inoculagdo de solugéo
fisiolégica, foi detectada, através do meétodo zdidio, a ocorréncia de leucdOcitos em
intensidade moderada em 57,1% e 71,4% respectitarpara EU e FT.

Para articulac6es EU e FT inoculadaspbtan ndo foram detectados leucdcitos em
M1. No M2, 30 dias ap6s o inoculo de (1%1@ormas promastigotas, foi verificado
aumento moderado de leucocitos em 78,6% na EU 685/ na FT, respectivamente,
apresentaram intensidade moderada, segundo Var{(1PéK) ha aumento acentuado no
namero de leucocitos nas artrites infecciosas.

A concentracdo de proteina no LS na articulagaa@itrole no M1 foi variavel, ndo
tendo sido detectada em 35,7,% dos animais. Apiaserivel de normalidade em 7,1% e
foi moderada em 57,2%. No M2, esteve normal em98® fmoderada em 64,3%.

Na articulacdo EU inoculada, em M1, a concentrai#i@roteina ndo foi detectada
em 28,6%, esteve normal em 14,3% e foi de intedsisaoderada em 57,1%. No M2, a
proteina apresentou-se com intensidade modera®2 &% e elevada em 7,1%.

Na articulacdo FT controle, no M1 a concentragd@mbteinas ndo foi detectada em
42,9% e moderada em 57,1%. Em M2, esteve modernad®b &% e elevada em 14,3%.



Na articulagdo FT inoculada, no M1 ndo foram datias proteinas em 35,7%,

ocorrendo em concentragcdo moderada em 64,3%. E28/&% dos animais apresentaram
nivel moderado e elevado, em 71,4%. Houve difer@statisticamente significativa nas
articulagcdes EU e FT inoculadas no M2, (p<0,0010).
A concentragdo de proteina no LS normal varia de@ 25 g/dl (BIASE at al., 2001,
LIPOWITZ, 1985; PERMAN, 1980). Valores aumentadfiwam detectados nas
articulacdes EU e FT inoculadas no M2, sendo qu&Tha aumento foi significativo.
Segundo Van Pelt (1974), ocorre um aumento acentudsi casos de artrite infecciosa.

O pH do LS no grupo controle mantevexdsalino, nas articulagdes EU e FT, no
M1. Segundo os relatos de Biase et al., (2001 wy&a(1963), o pH do LS normal de céo
varia de 7,0 a 7,8. Na articulacdo EU inoculadaivegequena mudanca para o pH acido
no M2, na articulagdo FT inoculada, houve altevagéis acentuada de alcalino para
acido, observada em sete animais no M2. Segundge®4®063), o pH pode-se apresentar
abaixo dos valores normais nas artrites sépticas.

Houve diferenca estatisticamente sigaifte (p=0,0266) entre as articulacdes EU e
FT inoculadas, em M2.

A viscosidade do LS da articulacdo Edtaae apresentou-se 100% normal no M1,
enquanto no M2, diminuida em 57,1% dos casos. Neukacdo EU inoculada, esteve
100% normal no M1, e 100% diminuida no M2.

A articulacdo FT controle manteve um padrdo idén& EU controle no M1 e
diminuida em 42,9% dos casos no M2. Na articul&famoculada, em 71,4% dos animais
a viscosidade esteve normal e diminuida em 28,87/h No M2, ausente em 35,7% e
diminuida em 64,3%.

A formacéo de coagulo de mucina néo foi avaliadd devido a quantidade de LS
ser insuficiente para o teste. No M2, ao se comparabs grupos controle e inoculado,
observou-se diferenca estatisticamente signifiaantre estes dois grupos (p=0,0039).

Houve também diferenca (p=<0,0010) entre asudaides FT controle e inoculada,
onde a articulagdo FT inoculada apresentou codgulom e de péssima qualidade
respondendo rapidamente a infeccdo, apresentarfdcerdia significante (p=0,0469)

guando comparada a articulagdo EU inoculada.



Houve diferenca entre os membros toraceEqglvicos quanto as caracteristicas
observadas no LS, fato que nédo foi observado pondbé et al (2005), no LS normal da
bainha tendinea de equinos

Foi verificada correlagédo entre a visdade do LS e o teste do coagulo de mucina, o
gue coincide com os relatos de Barnabé et al. 5)2@presentando coeficientes de
correlagdo de Spearman, a saber: articulagbes BUot® (5 = 0,603; p=0,0224), FT
controle (g=0,835; p<0,0002), FT tratado s§0,913; p<0,0001), que apresentaram
gualidade inferior no M2 em ambas as articulacbeNos processos inflamatérios
articulares, o LS freqlentemente apresenta pésstagulo de mucina; fato atribuido a
influéncia exercida pela quantidade e qualidadéado hialurdnico presentes na amostra
(BARNABE at al., 2005; VAN PELT, 1967). Este mend indica alteracdes na
composicao do liquido sinovial que, segundo Nets@outo, (1994), resultara em coagulo
de baixa qualidade, possivelmente decorrente daepga de microrganismos ou de
enzimas liberadas pelas células inflamatérias ptesenas articulacdes.

A densidade do liguido sinovial obtida dasculacbes EU e FT variou de 1,010 a
1,030 nos grupos controle e inoculado nos M1 e M2.

Em relacdo a andlise citologica do LS nd, NMouve predominio de células
mononucleares, principalmente as fagocitarias, enemor nimero, os linfocitos. Segundo
Luvizotto (2006), o LS apresenta uma reacgao inftamemononuclear em cées infectados
naturalmente pdceishmania. Os valores para as células mononucleares supeg@ em
guase todos os casos, referidos Biase et al.,, (26@0ho valores de normalidade a
ocorréncia de 94 a 100% de mononucleares. Seddads (1984)células mononucleares
constituem-se de linfocitos, mondcitos, macréfagosélulas da membrana sinovial e
podem variar de 90 a 100%, tanto no liquido sifon@@mal como nas artropatias. O
percentual de neutréfilos do M1 de 0 a 8%, situaeselimites para o LS normal onde os
valores para polimorfonucleares séao inferiores guais a 10%. (BIASE at al., 2001;
COLES, 1984; FISHER, 2003).

Em relacdo aos tipos celulares observaddg2) a alteragcédo evidente foi a elevacéo
do percentual de neutrofilos, que ocorreu em 59% dées cujos valores de
polimorfonucleares superaram os 70% de celularidatilegindo em alguns animais, mais

de 90% das células nucleadas totais. Ocorreu unexsi#o da celularidade, j& que o



predominio de mononucleares foi substituido pelpalenorfonucleares, especificamente
neutréfilos. De fato, na maioria das artrites s&sti ha prevaléncia de neutréfilos
segmentados (FISHER, 2003; NELSON; COUTO, 1994).

No que se refere a articulagdo EU, ndo ocorreraderagbes significativas nos
constituintes celulares do LS quando comparadddloge M2. Ou seja, o predominio de
mononucleares permaneceu em quase todos os mométdgosoutro lado, foram
constatadas mudancas na celularidade das artiesld€b, comparando-se M1 com M2,
onde em 56% dos animais, a articulacdo FT inocudpdaesentou inversdo de celularidade
no M2 , com predominio de neutréfilos sobre monteares, com valores que variaram de
55 a 86% o que pode ser confirmado no trabalho Meconkey et al., (2002), que
encontraram esta inversdo no LS de um cdo acomegidoLeishmaniose. Estes mesmos
autores observarailreishmania sp. no interior de células mononucleares e em nelasof
coincidindo com este trabalho, onde as formas agemtss deste parasita.foram
identificadas no LS de 64% dos animais no M2, sestiBervadas no interior de células
mononucleares pequenas ou grandes, e em poucosfihesit

Em relacdo a andlise citoldgica do LS mamesquisa do parasita, a articulacdo FT
superou a EU quanto ao numero de células parasité&@kgundo Parry (199%)eishmania
sp. tem sido demonstrada no interior de macrofago$iquido sinovial de um pequeno
namero de caes com leishmaniose visceral.

A diferenca observada entre o encontro ou ndocadasfta nas articulacdes FT e EU,
observada aos trinta dias poés-inoculacdo, talvessgpaer explicada pela migragdo do
protozoario para tecidos circunvizinhos.

Em futuros trabalhos, € necesséaria uma avaliagimphtoldgica da capsula articular,
para que os dados obtidos neste estudo possamos@&ontados com os achados
citoldgicos, a fim de se elucidarem as diferen¢aervadas entre as articulacdes FT e EU

no tocante a celeridade e gravidade da artriterdraata.
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Anexos A — Modelo do Protocolo individual dos 14 &% usadas para avaliagao clinica,
no estudo.

N° Nome

 Foto do animal

» Temperatura corporal (quadrados correspondem a 30 dias)

* Temperatura local

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1 — Diminuida
2 — Normal
3 — Aumentada



« Aumento de volume articular

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao

» Alteragfes inflamatdrias na pele local

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao
Obs:

* Crepitacbes

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao



* Restricbes de movimentos

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao

» Exacerbacdo de movimentos

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao

* Assimetria

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao

» Atrofia muscular

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao



* Claudicacao

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao

* Impoténcia funcional

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao
e Dor

Escapuloumeral

Fémoro-patelar

1-Sim
2 —Nao
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DATA INICIO:

Exame fita EU Controle Fita FP Controle
LEU LEU
NIT NIT
URO URO
PRO PRO
PH PH
SAN SAN
DEN DEN
CET CET
BIL BIL
GLI GLI
T. M. T. M.
DATA FINAL:

Exame fita EU Controle Fita FP Controle
LEU LEU
NIT NIT
URO URO
PRO PRO
PH PH
SAN SAN
DEN DEN
CET CET
BIL BIL
GLI GLI
T. M. T. M.




Anexo B — Meio de cultura de manutencéo deishmania chagasi.

RPMI — 1640 (Sigma, USA)

10,39 g/l RPMI

2 g/l Bicarbonato de sédio
2,38 g/l Hepes

0,02 g/l Acido fdlico

0,01 g/l Hemina

870 ml H20O Milliq

20 ml Urina

10ml Antibioticos (100 mg/ml Streptomicina, 100 tdl/Penicilina).
10% Soro bovino fetal

pH 7,2

Filtrar em membrana de 0,2
Estocar a 4° C.



Anexo C

Tabela . Temperatura local observada na pele ticatgido de inoculacéo nas articulacdes
escapuloumeral (EU) e fémoro-tibial (FT) nos l4scAaturalmente infectados
por Leishmania sp. e experimentalmente inoculados intra-articular por
Leishmania chagasi (Aracatuba — SP, 2006)

Articulagédo EU Articulagdo FT g
Dia Temperatura local
n % n %
Normal 11 78,6 10 71,4
7 0,8125
Aumentada 3 21,4 4 28,6
Normal 14 100,0 13 92,9
15 -
Aumentada 0 0,0 1 7,1
Diminuida 1 7,1 0 0,0
21 Normal 13 92,9 13 92,9 0,5000
Aumentada 0 0,0 1 7,1
Diminuida 2 14,3 2 14,3
30
Normal 12 85,7 12 85,7

@D teste de Wilcoxon



Anexo D

Tabela Valores de densidade do liqlido sinoviaédia e desvio-padrdo) obtidos das
articulacdes escapuloumeral (EU) e fémoro-tibidl)(fhoculada e controle, em

diferentes momentos (M1 e M2) nos 14 cées naturdbnenfectados por

Leishmania sp. e experimentalmente inoculados intra-articular [p@shmania

chagas (Aracatuba — SP, 2006).

Articulacéo Grupo M1 M2
Controle 1012,5+7,3aB 1016,1 + 6,8 aA
= Inoculado 1014,3 £5,5 aB 1018,2 £ 8,0 aA
Controle 1015,4 £ 6,0 aB 1019,3 £ 7,3 bA
i Inoculado 1015,0+5,5aB 1024,6 +7,5 aA

Para cada membro, médias seguidas de mesma letfizgauia na coluna e mailscula na

linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (FO5).
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