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ALTERACOES CLINICAS, PROTEICAS DO HUMOR AQUOSO, SOROLOGICAS E
HISTOPATOLOGICAS EM OLHOS DE CAES (Canis familiaris) (LINNAEUS, 1758), INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE, POR VIA CONJUNTIVAL, COM Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA
& CHAGAS, 1937)

RESUMO - Avaliaram-se as alteragdes oftalmicas, protéicas do humor aquoso, sorologicas e
histopatolégicas em cées infectados experimentalmente com Leishmania (Leishmania) chagasi por via
conjuntival. Selecionaram-se dez cédes saudaveis apos exame clinico, prova sorolégica de ELISA para
Leishmania sp e microscopia de luz de esfregacos de medula éssea. Dois grupos de caes compuseram o
estudo. O Grupo Inoculado (Gl) foi constituido por sete animais, que receberam 150uL de uma solugao
de cultura de Leishmania (Leishmania) chagasi por via conjuntival, e o Grupo Controle (GC) por trés
animais, inoculados com solucao salina fisiolégica, pela mesma via. Os caes foram monitorados quanto
as alteragdes oculares as 2, 4, 6, 12 e 24h ap6s a instilagdo. Em seguida, diariamente por uma semana,
e a partir dai, uma vez por semana, até que se completassem os 60 dias pés-infeccdo. Amostras de
sangue e de humor aquoso de ambos os olhos e esfregagos de medula éssea foram coletados aos 60
dias, para sorologia, analise protéica e parasitologia, respectivamente. Todos os animais do Gl
mostraram sinais oculares unilaterais ou bilaterais, particularmente opacidades corneais. Nao somente os
resultados dos anticorpos anti-Leishmania sp no soro € no humor aquoso, como também a parasitologia,
resultaram negativos. A histopatologia dos olhos de caes do grupo infectado por Leishmania revelou
resposta inflamatéria caracterizada por infiltragdo de macréfagos, linfécitos e células plasmaticas,
notadamente na terceira palpebra, na conjuntiva e na glandula lacrimal. Edema, congestao e perivasculite

difusa envolvendo o trato uveal, igualmente foram observados.

Palavras — chave: calazar canino, olho, patologia
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OCULAR SIGNS, PROTEIN OF AQUEOUS HUMOUR, SEROLOGICAL AND
STRUCTURAL CHANGES IN THE DOGS’ EYES (Canis familiaris) (LINNAEUS, 1758),
INFECTED EXPERIMENTALLY BY THE CONJUNCTIVAL ROUTE OF EXPOSURE WITH
Leishmania (Leishmania) chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937)

SUMMARY - The aim of this study was to evaluate the ocular signs protein of aqueous
humour, serological and structural changes in the dogs’ eyes infected experimentally by the
conjunctival route of exposure with Leishmania (Leishmania) chagasi. A total of 10 healthy
dogs were submitted to clinical examination, assayed by the ELISA test for anti- Leishmania
sp antibodies and also microscopic examination of bone marrow smears. Two groups of
dogs were studied. The first, Inoculated Group (IG) consisted of seven animal which one
received a 150uL of Leishmania (Leishmania) chagasi suspension by the conjunctival route
and the Control Group (CG) consisted of three animals inoculated by the saline
physiological solution at the same route. The dogs were ophthalmology monitored at 2, 4, 6,
12 e 24 hours pos instilation. After this period, they were monitored once a day for one week
and then, once a week until 60 days were complete. Blood samples, agueous humor of both
eyes and bone marrow smears were collected at 60 days for serology , protein of aqueous
humour analyses and parasitological examination. All animals from |G showed unilateral or
bilateral ocular signs, particularly corneal opacification. Not only the results of anti-
Leishmania sp antibodies in sera and aqueous humor but also the parasitological
examinations were negative. The histopathologic evaluation of eyes in the Leishmania-
infected dogs revealed inflammatory response characterized by macrophages infiltration,
lymphocytes and plasma cells particularly on the third eyelid, the conjunctive tissue and
lacrimal gland. Edema, congestion and a diffuse perivasculitis involving the uveal tract were
also observed.

Keywords: canine Kalazar, eye, pathology.



1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ou calazar canino exibe ampla miriade de
sinais clinicos que, na dependéncia da resposta imune apresentada pelo hospedeiro
(SANTOS-GOMES et al., 2002), pode se manifestar sob a forma aguda ou crénica,
evoluindo, na maioria dos casos, para o 6bito (ALMEIDA et al., 2005).

No Brasil, a despeito da diversidade de espécies de protozodrios pertencentes
ao complexo Leishmania donovani (MARZOCHI et al.,, 1985), apenas a Leishmania
(Leishmania) chagasi tem sido imputada como agente causal da leishmaniose visceral
ou calazar, tanto no homem quanto no cdo doméstico. O cdo se destaca por seu
importante papel na cadeia epidemiolégica da doenca, porquanto é o principal
reservatério urbano da infeccdo, cuja transmissdo é dependente de populacées de
Lutzomyia longipalpis (CAMARGO & BARCINSKY, 2003).

As repercussdes clinicas suscitadas pela LVC comumente incluem lesbes
cutaneas (CIARAMELLA et al, 1997), hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia
(STRAUSS-AYALI & BANETH, 2001), alteracdes renais e articulares (ALBUQUERQUE,
2006). Lesbes oculares foram descritas acometendo principalmente o segmento
anterior (MOLLEDA et al., 1993; PENA et al., 2000; BRITO et al., 2004; BRITO, 2006).
Sobressaem-se as blefarites e as ceratopatias, além das lesbes conjuntivais e das
uveites. Alteracbes retinianas tém sido reportadas (FERRER et al., 1988;
SLAPPENDEL et al., 1988; FERRER, 1999; DE COPEGUI, 2000; FEITOSA et al., 2000;
LEIVA et al., 2002).

KOUTINAS et al. (1999) referem que o parasitismo direto pode ser determinante
na etiopatogenia das lesdes oculares, no entanto, mecanismos imunemediados estao,
habitualmente, associados.

A despeito do grande numero de estudos sobre a patogenia e as lesdes que
cursam com a LVC, ainda permanece obscura a patofisologia de uma série de lesdes
oculares, onde a barreira hemato-ocular e a conjuntiva participam como obstaculo a
entrada de microorganismos e, adjunto, conferem protecdo imune. Em virtude da

importancia do calazar canino na clinica de pequenos animais, notadamente em regides



endémicas, e das oftalmopatias que a ele se associam, estudaram-se as alteracbes
clinicas, oftalmicas, protéicas do humor aquoso, a sorologia e a histopatologia,
ensejadas pela infeccdo experimental por Leishmania chagasi por via tépica ocular em
caes. Outrossim, se tal via de infecgdo configura-se como factivel e experimentalmente

viavel na LVC.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 SINAIS CLINICOS DA LVC

A despeito de serem inoculadas na pele, diferentes espécies de Leishmania tém
preferéncia por 6rgaos distintos, causando lesbées maiores ou menores, produzindo ou
ndo metastases, podendo ou n&o ser autocuraveis. Induzem a imunidade permanente
ou temporaria e, as vezes, a nenhuma imunidade. Esse conjunto de fatores e suas
possiveis combinacdes, aliados a capacidade de resposta do paciente, sdo os
responsaveis pelas diversas formas clinicas da doengca (CAMARGO & BARCINSKI,
2003).

Atualmente, a LVC é considerada uma enfermidade em que participam eventos
mediados pelo sistema imune, porquanto alteracées na atividade das células T e B
provocam a génese de imunecomplexos circulantes, que motivam desordens em
diversos oOrgaos (GARCIA-ALONSO et al.,, 1996a; NOLI, 1999). Trata-se de
enfermidade de natureza consumptiva e imunossupressora (CAMARGO & BARCINSKI,
2003), cuja apresentacao crénica € mais comum que a aguda (KOUTINAS et al., 1999).

Cées acometidos exibem diversidade de quadros clinicos, com espectro de
caracteristicas que varia de aparente higidez a severo estagio terminal (FERRER,
1999). Animais acometidos podem ser classificados em assintomaticos,
oligossintomaticos ou sintométicos (BRASIL, 2004).

As manifestagdes clinicas gerais na LVC incluem anorexia, decréscimo da
atividade fisica, intolerancia ao exercicio, depressado, atrofia de musculatura
mastigatoria atribuida a progressiva polimiosite imunemediada (KOUTINAS et al.,
1999), emagrecimento progressivo, febre irregular, apatia (FEITOSA et al., 2000), rinite,
secrecdo nasal, tosse e claudicagcdo (DE COPEGUI, 2000; STRAUSS-AYALI &
BANETH, 2001).

BEVILACQUA et al. (2002) relataram a existéncia de altera¢des osteoarticulares,
notadamente a osteoartrite, envolvendo diferentes graus de ostedlise, em o0ssos e

articulacoes de caes acometidos pela LV.



Os sinais cutaneos mais comuns incluem alopecia simétrica bilateral (KOUTINAS
et al.,, 1999), seborréia seca difusa ndo pruriginosa, erosdo nasal, facial e em
extremidades (DE COPEGUI, 2000), cuja etiopatogenia associa-se, provavelmente, a
vasculite ou a acao direta do parasita (KOUTINAS et al., 1999), descamacéo furfuracea
da pele, presenca de nédulos que, eventualmente, podem ulcerar-se, particularmente
no focinho, orelhas e extremidades (MOLLEDA et al., 1993), onicogrifose (DE
COPEGUI, 2000 ; FEITOSA et al., 2000), com severo parasitismo no leito das unhas,
hiperqueratose nasal, digital e nos coxins plantares (KOUTINAS et al.,, 1999). Pode
haver piodermite superficial secundaria e lesdes semelhantes ao impetigo, abrigando
formas amastigotas do parasita (KOUTINAS et al., 1999).

Estomatite ulcerativa e colite sdo relatadas como associadas a doenca renal
(KOUTINAS et al., 1999). Manifestam-se diarréia, melena e vomitos (DE COPEGUI,
2000; STRAUSS-AYALI & BANETH, 2001). Pode haver ascite (KOUTINAS et al., 1999;
STRAUSS-AYALI & BANETH, 2001). A deposi¢do de imunecomplexos circulantes em
liquido sinovial induz a poliartrites (KOUTINAS et al., 1999).

A proliferagdo de linfécitos B, de histiocitos e de macréfagos resulta em
linfoadenopatia localizada, notadamente dos popliteos e pré-escapulares (KOUTINAS
et al., 1999) ou generalizada (SLAPPENDEL & GREENE, 1990; STRAUSS-AYALI &
BANETH, 2001).

No estagio terminal da doenca, decorrem caquexia, com atrofia da musculatura
facial, epistaxe (FERRER, 1999), por inflamacéo ou ulceras na mucosa nasal ou por
trombocitopenia e diatese hemorragica (KOUTINAS et al., 1999). Evidenciam-se, ainda,
hepatoesplenomegalia, anemia, hematoquezia, paresia de membros pélvicos (BRASIL,
2004), polidria e polidpsia, por faléncia renal (DE COPEGUI, 2000; STRAUSS-AYALI &
BANETH, 2001) e, ndo raramente, decorre o 6bito (THOME, 1999).

2.2 SINAIS OCULARES ASSOCIADOS ALVC

GARCIA-ALONSO et al. (1998) informaram que as oftalmopatias que cursam

com a LVC podem ou n&o estar associadas a sinais sistémicos e, na maioria dos casos,



se apresentam de forma bilateral. Diversos fatores estdo relacionados a sua origem,
quer seja em relacdo a espécie e ao tropismo do parasita, quer quanto ao tipo e a
duracdo da resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro vertebrado (GARCIA-
ALONSO et al., 1996a).

Em caes com LV, o segmento anterior €, comumente, o mais afetado (MOLLEDA
et al., 1993). BRITO (2004), contudo, relatou coriorretinite em um cao naturalmente
infectado, ressaltando a dificuldade de se realizar a oftalmoscopia, porquanto em
animais acometidos normalmente decorre perda de transparéncia de estruturas do
segmento anterior.

Lesbes proprias ao olho e comprometendo os seus anexos tém sido descritas.
Sobressaem as blefarites, que podem se apresentar na forma erosiva, nodular ou
granulomatosa (FERRER et al., 1988) e, ordinariamente, estdo associadas a dermatites
faciais (MOLLEDA et al., 1993; KOUTINAS et al., 1999) ou & celulite orbital (PENA et
al., 2000).

El HASAN et al. (1998) observaram que a conjuntivite geralmente decorre da
extensdo direta das lesdes cuténeas, podendo, no entanto, advir da via hematdgena,
sendo clinicamente representada por hiperemia, quemose e exsudato purulento
(SLAPPENDEL et al., 1988; BRITO, 2004).

Edema, ulceragdo corneal e “melting” foram referidos por LEIVA et al. (2002), e
“distrofia” corneal por ROZE (2002). BRITO et al. (2004) pioneiramente relataram a
presenca de formas amastigotas do parasita em um caso de Ulcera corneal.

Ceratoconjuntivites, independentes da sua natureza (FERRER, 1999;
KOUTINAS et al., 1999; FEITOSA et al., 2000; PENA et al., 2000), tém sido observadas
em caes infectados com Leishmania sp. Decorrem edema corneal focal ou difuso,
vascularizacdo e infiltrado celular intersticial, geralmente proximo a juncao
esclerocorneal (MOLLEDA et al., 1993).

As uveites se apresentam como uma condicdo frequente (FERRER, 1999;
FEITOSA et al., 2000). Associam-se hipdpio, hifema e hemorragia retiniana (MOLLEDA
et al.,, 1993), nédulos na iris, com ou sem sinéquias (EL HASSAN et al., 1998), e
glaucomas (FERRER, 1999).



Considera-se como factivel a diminuicdo da producao lacrimal decorrente da
inflamacéao crénica da membrana nictitante e da glandula lacrimal (GARCIA-ALONSO et
al., 1996a), ou pela acao destrutiva do parasita sobre o aparelho lacrimal. Outrossim,
por adenite imunemediada (KOUTINAS et al., 1999).

Outros achados incluem catarata, ciclite, corioretinite, hemorragias retinianas
(MOLLEDA et al., 1993), descolamento de retina (ROZE, 1986; PUMAROLA et al.,
1991; FERRER, 1999; KOUTINAS et al., 1999; MARTINS & STILES, 2003) e retinites
(DE COPEGUI, 2000). Mais raramente, o exoftalmo e o estrabismo (ROZE, 2002).

2.3 IMUNOPATOLOGIA DA DOENCA OCULAR NA LVC

Células do sistema imune sé@o organizadas e exercem fungbes especificas em
sitios definidos do hospedeiro vertebrado. Podem ser observadas, em um mesmo
hospedeiro, duas barreiras eficazes contra a invasdao de patbgenos: a hemato-
encefalica (BHE) e a hemato-ocular (BHO), com alguma individualidade. A BHE
compreende um conjunto complexo de defesa do cérebro, enquanto a BHO torna o
interior do bulbo do olho praticamente isolado (PEIFFER JUNIOR, 1980).

As defesas imunes do olho possuem caracteristicas proprias, contudo, acham-se
intimamente ligadas ao restante do sistema imune, agindo em conjunto (EICHENBAUM
et al., 1987). Compde-se, essencialmente, por quatro sitios importantes: o fluido
lacrimal e a conjuntiva, a esclera, a Uvea e a retina (BIELORY, 1991).

Segundo EICHENBAUM et al. (1987), a auséncia de vascularizacao corneal
adjunto a inexisténcia de drenagem linfatica, atuam como obstaculo a resposta imune.
Por sua vez, a conjuntiva e a Uvea representam os centros primarios de atividade
linféide no olho. Tecido linféide associado a conjuntiva (CALT) e células de Langerhans
sao primordiais para a apresentacao de antigenos.

Fatores como a barreira hemato-aquosa, o seqlestro de antigenos na retina, a
imunomodulagdo no humor aquoso, somados a evasao da resposta imune na camara
anterior, conferem ao olho um status de ambiente “imunologicamente privilegiado”
(ROCHA et al., 1992, ROCHA et al., 1994).



A resposta imune ocular desencadeada agrega-se a diversos fatores, que podem
agir isoladamente ou em associagcdo (EICHENBAUM et al., 1987). Anticorpos podem
ser encontrados em todas as estruturas oculares, por sua producao local. Na
conjuntiva, posteriormente ao reconhecimento do antigeno pelo sistema linféide, podem
ser encontrados linfécitos B e, por conseguinte, imunoglobulinas das classes IgA, IgD,
IgE, 19G e IgM . Nao obstante, deve-se recordar a existéncia da imunidade mediada por
células na cornea e, também, de proteinas do sistema complemento no limbo
(EICHENBAUM et al., 1987).

Condigbes patolégicas suscitadas pela Leishmania sp derivam de eventos
inflamatorios e degenerativos que o parasita induz no hospedeiro, bem como pela
génese e deposicao de imunecomplexos (NIETO et al., 1999). Como consequéncia da
regulacao de linfécitos T e da producéo de linfécitos B, geram-se grandes quantidades
de imunecomplexos circulantes (GOTO & LINDOSO, 2004), que se depositam nas
paredes dos vasos sangliineos em 6rgaos diversos (FERRER, 2002). Ha sdlidas
evidéncias de que eles desempenham papel decisério, notadamente nas vasculites, nas
glomerulonefrites, nas artrites e nas uveites (COCHRANE & KOFLER, 1973; RAHI et
al., 1973 THIRKILL et al., 1992). Segundo GARCIA-ALONSO et al. (1998),
desencadeia-se uma enfermidade oftalmica prépria, especifica da LVC, a qual
denomina Leishmaniose Ocular Canina (LOC), com caracteristicas peculiares e
préprias a resposta imune a antigenos do parasita.

A presengca de imunecomplexos em diferentes componentes do olho,
notadamente no limbo esclerocorneal, no corpo ciliar e na iris, induz a efeitos lesivos
decorrentes da acdo de mediadores inflamatérios que, juntamente com o sistema
complemento, promovem a liberagdo de proteinas e de enzimas lisossomais, induzindo
a lise celular e consequente lesdo ocular (GARCIA-ALONSO, et al. 1996a).

Dentre as diversas oftalmopatias, as uveites tém sido alvo de um ndmero
crescente de pesquisas, porquanto acham-se associadas a condi¢oes inflamatérias
auto-imunes ou infecciosas (DA COSTA, 2006). Em uveites acometendo caes
naturalmente infectados, fatores imunogénicos intra-oculares estdo envolvidos na

génese de anticorpos anti-Leishmania (Leishmania) chagasi (BRITO, 2004).



Importantes lesdes sdo visibilizadas na esclera, na cérnea, no trato uveal e na
retina, onde diferentes elementos participam da resposta imune em cédes com LV
(McCONNELL et al., 1970; GARCIA-ALONSO et al., 1998). Segundo BRITO (2006), a
Leishmania sp induz a uma resposta imune humoral ocular em caes, em que ha a
participacao de anticorpos da classe IgG.

Complexos antigeno-anticorpo foram identificados a imunoistoquimica, no
processo ciliar e na sua insergdo com o corpo ciliar (MOLLEDA et al., 1993; GARCIA-
ALONSO et al., 1996a; GARCIA-ALONSO et al., 1998). BRITO (2006), valendo-se da

mesma técnica, ratificou a sua ocorréncia em diversas estruturas oculares.

2.4 ANTICORPOS SERICOS E OCULARES NA LVC

A LVC é considerada uma enfermidade imunemediada, em que a presenca da
resposta humoral associa-se a doenca clinica. A resposta celular, por sua vez, tem sido
observada em animais assintomaticos (MORENO et al. 1999).

O desenvolvimento da enfermidade clinica e, outrossim, o grau de severidade,
tém relacdo imediata com o equilibrio entre as respostas imune celular (Th1) e humoral
(Th2) em animais que sao acometidos pela afeccao (PINELLI et al., 1994).

A resposta (Th1) esta associada a producado de interferon-y (INF-y), de fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), e de interleucinas (IL) 2 e 12, que conferem imunidade
celular e, por conseguinte, a eliminacdo da infeccdo (KOUTINAS et al.,1999;
STRAUSS-AYALI & BANETH, 2001). Por outro lado, a enfermidade crbénica é mediada
pela via (Th2), onde participam a IL 3, IL4, IL5, IL6 e IL10, como as principais citocinas
da resposta humoral (NOLI,1999).

Um dos achados mais freqlentes na leishmaniose visceral € a hiperglobulinemia,
decorrente da ativacdo policlonal de células B e da produgdo de anticorpos
(CIARAMELLA et al.1997; FERRER, 1999; KOUTINAS et al., 1999). O incremento da
producdo de imunoglobulinas ndo confere protecao, sendo potencialmente prejudicial,
uma vez que elas permanecem circulantes e tendem a se depositar em regides

especificas. Barreiras de filtragdo, notadamente a hemato-ocular, sdo muito sensiveis.



Analises a imunologia, relativamente a essa barreira, suportam a idéia da participagéao
conjunta das respostas imune sistémica e local, na patogenia das lesées oculares que
cursam com a LVC (GARCIA-ALONSO et al., 1998).

Pesquisas de anticorpos no humor aquoso e em outros fluidos corporais tém sido
realizadas com o objetivo de se esclarecer a patogenia da infec¢do por Leishmania sp
(LOPES et al., 1993; SOLANO-GALEGO et al., 2002; LIMA et al., 2003). A deteccao de
imunoglobulinas no soro e no humor aquoso de céaes infectados por Leishmania spp.
vem sendo consignada por técnicas de Imunodifusdo Radial Simples,
Imunofluorescéncia Indireta (LIRA, 2005) e pelo teste ELISA (BRITO, 2004), contudo,
ndo se encontraram correlagéo entre anticorpos encontrados nestes fluidos orgénicos.
Nao obstante, essa relacdo parece ser importante na vigéncia de uveites (GARCIA-
ALONSO et al., 1998).

BRITO (2006) informou ndo se saber a origem dos anticorpos oculares,
admitindo a possibilidade de haver produgéo local ou sistémica, e que a sua presenca
poderia motivar a ocorréncia de lesdes oculares.

Permanece, pois, a hipotese de transferéncia de anticorpos do sangue para o
humor aquoso, como sugerido por GARCIA-ALONSO (1994), quando identificou a
origem das imunoglobulinas da classe G no humor aquoso e propds a existéncia de

correlagéo positiva entre 0 soro e 0 humor aquoso.

2.5 HISTOPATOLOGIA DA DOENCA OCULAR NALVC

Estudos envolvendo estruturas oculares em caes acometidos com LV s&o
reportados desde 1913, quando LEMAIRE et al. relataram a presenca de formas
amastigotas do parasita no estroma corneal.

Lesbdes inflamatorias, caracterizadas por infiltrados celulares de linfocitos,
plasmécitos e macrofagos, tém marcado os achados histopatoldégicos mais
consistentes, sem que o parasita, contudo, esteja necessariamente presente
(McCONNELL et al., 1970; LAUGIER & VERRO-BOULANGER, 1992; MOLLEDA et al.,
1993; GARCIA-ALONSO et al., 1996a).
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McCONNEL et al. (1970), ao estudarem a cérnea, demonstraram vasos
neoformados e DIAS (1998) relatou exsudacao focal no estroma corneal. BRITO et al.
(2004) demonstraram a separacdo das fibras estromais, edema, plasmocitos em
pequenas quantidades e hiperplasia do epitélio anterior, com espessamento do estroma
subjacente e da membrana de Descemet.

Infiltrado mononuclear-plasmocitario na conjuntiva da terceira palpebra,
associado a metaplasia no epitélio, hiperplasia das células caliciformes e infiltrado
mononuclear-plasmocitario subepitelial, foram descritos por MOLLEDA et al. (1993) e
BRITO et al. (2004).

GARCIA-ALONSO et al. (1998) classificaram como intenso 0 processo
inflamatério da glandula lacrimal da terceira palpebra. Identificaram zonas de infiltrados
celulares focais ou difusos, compostos por linfocitos, plasmocitos e por macréfagos
contendo amastigotas de Leishmania sp.

NARANJO et al. (2005) identificaram fibras musculares (musculatura extra-
ocular) circundadas por infiltrado inflamatério de macréfagos, linfécitos e células
plasmaticas.

REINECKE et al. (2001) demonstraram infiltrados de amastigotas de Leishmania
sp em histiocitos, em um caso de escleromalacia com perfuragédo escleral em cao.
Areas com infiltrado mononuclear-plasmocitario na esclera, associado & perivasculite,
foram reportadas por BRITO (2006).

Quanto as alteragbes na tunica vascular de cdes naturalmente infectados por L.
chagasi, destacam-se intensos focos de inflamagédo, caracterizados por células
redondas e por linfocitos, associados a alteracées vasculares, com dilatagdo de vasos
linfaticos e trombose, descamacéao de células glandulares e exsudato acidéfilo, adjunto
a presenca de amastigotas de Leishmania sp (GARCIA-ALONSO et al. 1998;
BARBALHO-LIMA et al. 2005; BRITO, 2006). Formas amastigotas de Leishmania sp na
retina foram relatadas por DIAS (1998). Congestdo vascular, coriorretinite, e exsudato
inflamatdrio no nervo optico, o foram por BRITO (2006).
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2.6 DIAGNOSTICO

Dentre os métodos factiveis para o diagndstico da LVC, destacam-se os exames
parasitolégicos, os testes sorolégicos e as provas moleculares (FERRER, 1999).

O exame parasitolégico baseia-se na visibilizacdo de formas amastigotas do
parasita em esfregacos obtidos de aspirados esplénicos, hepaticos, de linfonodos, da
medula 6ssea, de raspados de pele integra e lesionada (THOME, 1999; STRAUSS-
AYALI & BANETH, 2001).

Formas amastigotas de Leishmania sp. vém sendo descritas no interior de
macréfagos do sistema fagocitico mononuclear, no baco, no figado, nos linfonodos, nas
tonsilas, na lamina prépria intestinal, na bexiga urinaria, nos alvéolos pulmonares, na
medula éssea, no plexo coréide, no fluido cérebro-espinhal, na urina, no sémen, no
fluido peritoneal e em ulceras mucocutaneas (SLAPPENDEL & GREENE, 1990;
MAYWALD et al., 1996; NEVES, 1998; DE GOPEGUI, 2000).

Segundo FERRER (1999), o método parasitolégico, se empregado isoladamente,
nao consiste num método seguro ao diagndstico da LVC, devendo ser utilizado em
conjunto com testes sorolégicos.

Cées com calazar quase sempre apresentam resposta humoral,
independentemente da presenca de sinais clinicos. Diferentes métodos soroldgicos
para a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania sp. tém sido admitidos, entre os quais
destacam-se a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e a técnica de
imunoadsorg¢ado enzimatica (ELISA) (STRAUSS-AYALI & BANETH, 2001).

A RIFI comecou a ser utilizada a partir da década de 60 do século passado. Sua
sensibilidade varia de 90 a 100% e sua especificidade aproxima-se de 80% para
amostras de soro, sendo o método mais comumente empregado e recomendado pela
Fundagdo Nacional de Saude (ALVES E BEVILACQUA, 2004). Nao obstante a
existéncia de reacdes cruzadas (THOME, 1999), ela permanece como de elei¢do para
inquéritos epidemiolégicos, por sua simpleza e rapidez, baixo custo, sensibilidade e
especificidade, comparativamente a outras técnicas (ALVES E BEVILACQUA, 2004).
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A busca por novas técnicas mais sensiveis e especificas, permitiu que se
chegasse, a partir da década de 1970, a técnica de ELISA. N&o obstante tratar-se de
procedimento mais laborioso, tem se mostrado mais eficiente no diagnéstico da LVC,
comparativamente a RIFI. A utilizagdo de antigenos recombinantes ou purificados,
como as glicoproteinas de membrana gp63, gp72, gp70 e rk39, especificas do género
Leishmania, permitiu ganhos qualitativos de sensibilidade e de especificidade.
Entretanto, reagdes cruzadas com doengas causadas por outros tripanossomatideos
sao, ainda, notificadas (ALVES E BEVILACQUA, 2004). A identificacdo de anticorpos
especificos no humor aquoso de cdes com calazar, é ainda, pouco reportada (BRITO,
2004). Registraram-se apenas os da classe IgG em animais com LVC (GARCIA-
ALONSO et al.,1995).

Recentemente, desenvolveu-se a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), mais
sensivel e especifica comparativamente a sorologia (STRAUSS-AYALI & BANETH,
2001). Ela possibilita identificar e ampliar, seletivamente, o DNA do cinetoplasto do
parasita (KOUTINAS et al., 1999; ALVES E BEVILACQUA, 2004), facilitando a sua
identificacdo e possibilitando o diagndstico em amostras menos concentradas (DE
COPEGUI, 2000).

Limitagdes para o uso da PCR em inquéritos epidemiol6gicos recaem sobre o
custo, a disponibilidade de reagentes e de equipamentos, e por sua pouca
aplicabilidade para testes a campo (ALVES E BEVILACQUA, 2004).

O diagnoéstico da leishmaniose visceral é considerado, ainda, como de dificil
consecucao. O extraordinario pleomorfismo e a pouca especificidade das lesbes vistas
a microscopia de luz, que sé&o similares aquelas encontradas em outras enfermidades
infecciosas ou imunemediadas, elencam-se entre os principais obstaculos. Consideram-
se ainda, as falhas intercorrentes, uma vez que os testes ndo oferecem 100% de
sensibilidade e de especificidade (KOUTINAS et al., 1999). Para a confirmacao
diagnéstica, ha, portanto, que se congregarem ao exame fisico, provas sorolégicas,
parasitolégicas e em biologia molecular (FERRER, 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

Este capitulo é apresentado em trés partes, concebidas para facilitar a
compreensao do leitor quanto a consecucao das etapas experimentais.

A primeira discorre sobre os aspectos éticos e a selecdo dos caes, que
obrigatoriamente deveriam ser negativos para leishmaniose visceral. Ela encontra-se
representada por protocolos clinicos e laboratoriais, descritos no item 3.2. A segunda
compreende os itens que vao de 3.3 a 3.5 e descreve as etapas relativas ao manejo
sanitario dos animais, a formacdo dos grupos, a infeccdo experimental e ao seu
acompanhamento. A terceira amonta os protocolos de analises clinicas e laboratoriais
(biépsia de medula éssea, sorologia e histopatologia), que se encontram descritos nos
itens de 3.6 a 3.8.

3.1 ASPECTOS ETICOS

Para a realizagdo da pesquisa, os animais foram classificados na categoria D, de
acordo com 0s principios internacionais em pesquisa biomédica envolvendo animais,
adaptado do International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals
(CIOMS) — Genebra, 1985. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o
Consensus Recommendations on Effective Institutional Animal Care and Use
Committes - NIH and USDA — publicados pelo laboratério de Ciéncia Animal, edi¢ao
especial, janeiro de 1987.

O estudo foi também aprovado pela Camara de Etica e Bem Estar Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal. Por
oportuno ressaltar, que cuidados bioéticos, relativamente as normas da Association for
Research in Vision and Ophthalmology — ARVO (National Institutes of Health
Publications No 85-23: Revised 1985), foram também obedecidos.
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3.2 SELECAO DOS ANIMAIS

Foram analisados 60 animais provenientes do Centro de Zoonoses da cidade de
Fortaleza, Ceara. Empregaram-se, para tal, a avaliacéo clinica, o diagnéstico sorolégico
e parasitolégico. Selecionaram-se, apenas, caes com sorologia negativa ao teste
ELISA, exame parasitolégico negativo para Leishmania (L.) chagasi, e sem sinais
clinicos sugestivos da doenca. Dos pré-selecionados, escolheram-se 10 animais, de
racas e idades variadas, entre machos e fémeas. Para cada um, anotaram-se todas as
informacdes quanto as variaveis clinicas e laboratoriais, no curso de toda a pesquisa.

O calculo da amostra foi realizado por conveniéncia ndo probabilistica, de acordo
com COSTA NETO (1977).

3.2.1 AVALIACAO CLINICA

A semiotécnica constou de exame fisico geral e, principalmente, da inspecao da
pele e dos faneros e da palpagdo abdominal e dos linfonodos, para a identificagdo de
sinais sugestivos de leishmaniose visceral canina, de acordo com FERRER (1999) e
FERRER (2002).

3.2.2 AVALIACAO OFTALMICA

O exame oftalmico alicergcou-se na inspecao dos anexos oculares e da camara
anterior, com o auxilio de iluminacdo' e magnificacdo®, seguido do teste para a
avaliagdo da producao lacrimal®, em ambos os olhos. Ato continuo, realizou-se indugéo
da midriase com tropicamida® para a oftalmoscopia® e, em seguida, o teste de

fluoresceina®.

! Transiluminador Welch Allen

2 Lupa para microcirurgia, Heine

® Teste de Shirmer, Ophtalmos, Sdo Paulo, Brasil
* Midriacyl®, Alcon

® Oftalmoscépio binocular Indireto, Opto

% Fluoresceina, Ophthalmos, Sao Paulo, Brasil
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3.2.3 COLETA DO MATERIAL DESTINADO A PARASITOLOGIA
3.2.3.1 BIOPSIA DE MEDULA OSSEA

Procedeu-se a sedagao dos animais, com acepromazina7, na dose de 0,1mg/kg,
por via intramuscular, e, em seguida, realizou-se a bidépsia de medula éssea, por
puncdo no manubrio do osso esterno, empregando-se seringa® e agulha®. Do material
puncionado, foram confeccionados esfregacos em laminas de vidro'®, que apés
secagem, foram submetidos ao método de coloracdo rapida Panético'’, e examinados
em microscopio de luz'?, com objetiva de 100x, para a pesquisa de formas amastigotas
de Leishmania (L.) chagasi. Os exames foram analizados no Laboratorio de Patologia
Clinica de Universidade Estadual do Ceara — UECE.

3.2.3.2 RASPADO DE PELE iNTEGRA

Foram realizados raspados de pele integra, na face interna do pavilhdo auricular
esquerdo, com o auxilio de laminas de bisturi'®. Do material obtido, foram realizados
esfregacos em laminas de vidro, que apo6s secagem, foram submetidos ao método de
coloragao rapida Panético e examinados em microscopio de luz com objetiva de 100 x,
para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania (L.) chagasi.

3.2.4 COLETA DE MATERIAL DESTINADO A SOROLOGIA

Foram coletados, de todos os animais, aproximadamente 10 mililitros (mL) de
sangue por venopuncao jugular, com seringa'* e agulha'®, imediatamente transferidos

7 Acepran 0,2%®, Laboratério Univet

8 Seringas descartaveis - 20 (ml), Becton Dickson

? Agulhas descartaveis- 40 x 12 mm, Becton Dickson

1% aminas de vidro para microscopia, Invicta

" Solugdo Corante para Hematologia Panético Rapido - LB Laborclin
'2 Microscopio Olympus BX 41

'3 Lamina de bisturi n® 24

' Seringas descartaveis 10 ml, Becton Dickson

'S Agulhas descartaveis 25x7mm, Becton Dickson
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para tubos de ensaio estéreis, sem anticoagulante, para a obtengcdo do soro. Apds a
retracdo do codgulo, as amostras sangiineas foram submetidas a centrifugacéo a 1000
rotacdes por minuto (rpm), durante 10 minutos. O soro resultante foi acondicionado em
frascos de polipropileno’® e mantido & temperatura de -20 °C, até a realizagdo dos

testes.
3.2.5 SOROLOGIA

Empregou-se o teste de ELISA, realizado junto ao Laboratério de
Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Ageu
Magalhaes — Fundacao Oswaldo Cruz —Recife - Pe (CPgAm/FIOCRUZ). Empregou-se
o Kit para o diagnéstico da EIE-Leishmaniose Canina Bio-Manguinhos®'’. Os
protocolos foram executados de consoante com as instrucées do fabricante e a leitura
foi feita em espectrofotdmetro'® a 490 nandmetros.

3.2.6 COLETA DE MATERIAL PARA HEMOGRAMA E PESQUISA DE
HEMATOZOARIOS

Posteriormente a contengédo dos animais, realizou-se anti-sepsia local com élcool
iodado a 2% e a coleta de trés mililitros (mL) de sangue por venopuncao jugular, com
agulha' e seringa®. As amostras obtidas foram transferidas para tubos de ensaio
esterilizados, contendo, como anticoagulante, Acido Etileno Diamino Tetracetato de
Sédio?' (EDTA). Foram confeccionados esfregacos em lamina de vidro, corados pelo
método de coloragéo rapida Pandtico, e realizou-se a pesquisa de hematozoarios.

'® Eppendorf ReaktiosgerafaBe, Marca Geratebau

' Bio-Manguinhos®FIOCRUZ

'8 BJO-RAD Model 3550 Microplate reader

!9 Agulha descartavel 25x8 , marca BD.

20 Seringa descartavel, 5 ml, marca BD.

2" Acido Etileno Diamino Tetracetao de Sédio, Reagen
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3.3 TERAPEUTICA UTILIZADA NOS ANIMAIS APOS A AVALIAGAO CLINICA
E HEMATOLOGICA

Apdbs a selecdo e a consecucao dos testes hematoldgicos, os animais foram
submetidos a quarentena. Como parte do manejo sanitario, eles receberam medicacao
anti-helmintica®® e terapéutica preventiva para Babesia spp.?*, na dose de 4 mg/kg, pela
via intramuscular, repetida decorridos 15 dias da primeira dose. Simultaneamente,
empregou-se farmaco para o controle profilatico de Ehrlichia sp**, na dose de 5mg/kg,
em intervalos regulares de 12 horas, por 21 dias consecutivos, pela via oral. Aplicou-se,

por via tépica, ectoparasicitida®. Posteriormente, os animais foram vacinados®.
3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Constituiram-se dois grupos experimentais: Grupo Inoculado (Gl) e Grupo
Controle (GC), formados por sete e trés animais, respectivamente. Os caes foram
mantidos em canis individuais, em area telada, com temperatura e fotoperiodo
controlados, e receberam, diariamente, racdo comercial seca para caes e dgua potavel

a vontade.

3.5 INFECCAO EXPERIMENTAL

3.5.1 CEPA de Leishmania sp

Formas promastigotas de L. chagasi (MHOM/BR/00/MERO02) foram expandidas
in vitro em meio Schneider’s até a fase de crescimento exponencial, sendo diluidos em

uma concentragdo de 10 7 microorganismos/ml. A cepa foi proveniente do estado da
Bahia.

2 Drontal Plus®, Bayer

2 Ganaseg®, Coopers

2 Doxitrat® , Agener Unido

% Max 3®, Bayer

% Duramune Max®, Fort Dodge
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3.5.2 INOCULACAO

Foram realizadas infecgdes experimentais em sete cdes pertencentes ao Grupo
Inoculado (Gl), que receberam seis gotas (150 yL) de uma de solucédo de cultura de
Leishmania chagasi, por via tépica ocular bilateral. No grupo Controle (GC), instilou-se
solucdo fisioldgica isotbnica em mesmo volume.

Para a inoculagé@o, os animais foram sedados com acepromazina, na dose de
0,1mg/kg, por via intramuscular, e seguiu-se um protocolo de instilacdo de uma gota a
cada 5 minutos, com o objetivo de completa absor¢ao conjuntival.

3.5.3. ACOMPANHAMENTO DOS ANIMAIS DOS GRUPOS INOCULADO (Gl)
E CONTROLE (GC)

Os animais foram observados clinicamente as 2, 4, 6, 12 e 24h apdés a instilagdo.
Em seguida, foram examinados diariamente por uma semana e, a partir dai, uma vez
por semana, até que se completassem 60 dias de pds-infeccao (Pl). A semiotécnica foi
realizada conforme descrito nos itens 3.2.1 3.2.2 e consistia na observagao da presenca
de secrecao ocular, opacidade corneal, hiperemia conjuntival, e uveite. Soro sangiineo
de cada animal foi coletado e armazenado conforme descrito no item 3.2.4,
semanalmente, até 60 dias PI.

Em todos os animais, de ambos os grupos, utilizaram-se colares impregnados
com deltametrina®’ durante o periodo experimental, no intuito de prevenir a acgéo
hematofaga de artropodes vetores de Leishmania sp. Adjunto, os animais foram

mantidos em local protegido com tela fina, com 0 mesmo objetivo.

# Coleira Scalibor®, Merial.
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3.6 PESQUISA PARASITOLOGICA DE FORMAS AMASTIGOTAS DE
Leishmania (L.) chagasi

Decorridos 60 dias da infeccdo experimental, realizaram-se bidpsia de medula
Ossea e os testes laboratoriais, seguindo-se os protocolos descritos no item 3.2.3.1.

3.7 TESTES SOROLOGICOS

O teste de ELISA foi realizado no Laboratério de Imunoparasitologia do
Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Ageu Magalhdes — Fundacao
Oswaldo Cruz —Recife - Pe (CPgAm/FIOCRUZ). Empregou-se o Kit para o diagnéstico
da Leishmaniose Visceral Canina ELISA/S7 28. Os protocolos foram executados de
consoante com as instrucées do fabricante e a leitura foi feita em espectrofotdmetro a
450 nanémetros.

3.7.1 COLETA DO HUMOR AQUOSO

Aos 60 dias PI, e imediatamente ap6s a coleta de amostras para a sorologia € a
parasitologia, realizou-se a eutandsia ativa dos animais de ambos os grupos, no Centro
de Especialidades Veterinarias — CEV, em Fortaleza, Ceara. Para tal, empregou-se a
acepromazina e o tiopental s6dico?.

Posteriormente ao 6bito, realizou-se a paracentese da camara anterior, na
porcao limbica lateral de cada um dos olhos, com o auxilio de seringa® e agulha®, para
a coleta do humor aquoso, que foi armazenado em microtubo de polipropileno a uma
temperatura de -20°C, até a realizacdo dos testes. Ato continuo, injetou-se 1 mL de
solugdo de formalina 3 tamponada a 10% Posteriormente, os olhos foram enucleados

de sua érbita e mantidos na mesma solucéo fixadora até a realizacdo dos exames.

% Biogene®

2 pentobarbital® — Cristalia —Produtos quimicos farmacéuticos Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil
% Seringas descartaveis de 3 ml, Becton Dickson

%" Agulhas descartaveis 13x4,5 mm, BD

® Formaldeido, Reagen
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3.7.2 TESTE ELISA DO HUMOR AQUOSO

O teste de ELISA foi realizado no Laboratério de Imunoparasitologia do
Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Ageu Magalhdes — Fundacao
Oswaldo Cruz —Recife - Pe (CPgAmM/FIOCRUZ). Empregou-se o Kit para o diagnéstico
da Leishmaniose Visceral Canina ELISA/S7, na diluicdo 1:2, em conformidade com
GARCIA-ALONSO et al. (1996a). Os protocolos foram executados de consoante com
as instrucdes do fabricante e a leitura foi feita em espectrofotdbmetro a 450 nanémetros.

3.8 HISTOPATOLOGIA

Foram coletados fragmentos da terceira palpebra, da glandula da terceira
palpebra, da conjuntiva, do limbo esclerocorneal, da esclera, da cérnea, da Uvea
anterior, da coroide, da retina e do nervo Optico. Eles foram processados para a
inclusdo em blocos de parafina, cortados em micrétomo a 3-4 micrémetros (um) e
corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.), segundo o descrito por BEHMER,
TOLOSA e FREITAS NETO (1976).

A microscopia de luz foi realizada no Setor de Patologia Animal do Departamento
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, em
Recife, Pernambuco.

3.9 ANALISE A ESTATISTICA

Empregou-se andlise discriminante, multivariada, para se avaliar o efeito da
positividade aos testes nas variaveis que expressavam o numero de células por tipo,
para um nivel de probabilidade de 95% e erro amostral de cinco por cento.

A normalidade da amostra foi testada pelo método t de student.
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4. RESULTADOS

4.1 SINAIS CLINICOS DOS ANIMAIS DOS GRUPOS INOCULADO (Gl) E
CONTROLE (GC)
4.1.1 SECRECAO OCULAR

A avaliacdo clinica dos animais do grupo inoculado (Gl), observaram-se a
presenca de secrecao ocular seromucoide em 71,42% dos caes, sendo, geralmente,
bilateral e discreta, a partir do dia 0,16 (4h PI) até o dia cinco P! (Figura 1).

Figura 1 - Imagem fotografica de olho de céao
submetido a infecgdo experimental com
Leishmania chagasi por via topica ocular,
12h poés-infecgdo. Notar a presenca de
secrecao ocular seromucéide (seta).

Quanto a avaliagao temporal (0,08, 0,16, 0,33, 0,5,1,2,3,4,5,6, 7, 8, 9, 16, 23,
30, 37, 44, 51 e 58 dias) das médias observadas, constatou-se que 28% dos animais
apresentaram secrecao ocular a partir do dia 0,16, o que corresponde a 4h Pl, e 14% a
apresentaram no dia 0,5, o que corresponde a 12h PIl. Nos dias um e dois, 28% dos
animais apresentaram o evento. A média sofreu decréscimo para 14% dos animais no

dia cinco, a partir do qual, ndo foi mais observada secreg¢ao ocular (Figura 2).
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Secrecao Ocular
30%-
25%
20%:
Meédia 15%-
10%:-
5%
0%, . ///////////
0,08d 0,16d 0,33d 0,5d 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 16d 23d 30d 37d 44d 51d 58d
Periodo de avaliagﬁo

Figura 2 - Representacdo grafica das médias observadas para a variavel secrecdo ocular em caes
ap6s a infecgcdo experimental com Leishmania chagasi, por via tépica ocular.

Nao foi vista secrecao ocular nos animais do grupo controle (GC).

4.1.2 OPACIDADE CORNEAL

Com relacéo a transparéncia corneal, 100% dos cées do grupo inoculado (Gl) a
perderam, entre o dia 0,16 e o dia 60 PI. As alteragdes foram observadas em diferentes
pontos da cérnea, sendo em 57,14% dos céaes, de forma central. Opacidades
puntiformes foram visibilizadas em 42,85% dos caes (Figura 3). Observou-se, ainda,

que 66,98% apresentaram-nas bilateralmente.

Figura3 Imagem fotogréfica de olho de cdo submetido a
infecgdo experimental com Leishmania chagasi
por via topica ocular, 60 dias pos-infecgao.
Notar a presengca de opacidade corneal
puntiforme (seta).
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Quanto a avaliagdo temporal (0,08, 0,16, 0,33, 0,5,1,2,3,4,5,6,7, 8, 9, 16, 23,
30, 37, 44, 51 e 58 dias) das médias observadas, constatou-se que ao dia 0,16 (4h PI),
28% dos animais apresentaram opacidade corneal. Observou-se 0 aumento da média a
partir do dia 0,5 (12h PI), quando 57% dos céaes a apresentaram. No dia um, a média
atingiu o maximo de 85%, permanecendo em 71% entre os dias dois e cinco PIl. A
despeito da diminuicdo ocorrida aos sete dias, ela permaneceu, em alguns animais, por
até 60 dias PI (Figura 4).

Opacidade Comeal

90%-
80%|
70%
60%-

Média 077
40%
30%
20%
10%|

0%
0,08d 0,33d 1d 3d 5d 7d od 23d 37d 51d

Periodo de avaliacao

Figura 4 - Representagdo grafica das médias observadas para a varidvel opacidade corneal em
céaes, apos a infeccao experimental com Leishmania chagasi, por via tépica ocular.

Com relagéo ao grupo controle (GC), ndo houve alteracao da transparéncia

corneal.

4.1.3 HIPEREMIA CONJUNTIVAL

Hiperemia conjuntival (Figura 5) foi observada no Grupo Inoculado (Gl) em
85,71% dos animais, sendo visibilizada entre os dias 0,16 (4h) e 16 PI. Ela apresentou-
se de forma discreta em 33,33% e moderada em 66,66% dos animais. Em 71,42 % a
ocorréncia foi bilateral.
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N

Figura5- Imagem fotogréfica de olho de céao
submetido a infecgdo experimental com
Leishmania chagasi por via topica ocular, 4h
poés-infeccdo. Notar a presenca de

hiperemia conjuntival (seta).

Quanto a avaliacao temporal (0,08, 0,16, 0,33,0,5,1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 16, 23,
30, 37, 44, 51 e 58 dias) das médias observadas, constatou-se média maxima de 85%
no dia 4 Pl, com tendéncia a diminuigao entre os dias 5 e 16. Apds esse periodo, 0
evento nao foi mais observado (Figura 6).

Hiperemia conjuntival ndo foi observada nos animais do grupo controle (GC).

Hiperemia Conjuntival

90%

80%

70%

60%

. 50%-
Media 40%.

30%:-
Pt /u
10%:-
ool TS TS

0,08d 0,33d 1d 3d 5d 7d ad 23d 37d 51d
Periodo de avaliacao

Figura 6 - Representacao grafica das médias observadas para a variavel hiperemia conjuntival
em caes, apos a infeccao experimental com Leishmania chagasi, por via tdpica
ocular.
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4.1.4 UVEITE

Nao foram observadas altera¢des na tunica vascular dos animais do Gl e do GC.

4.2 SOROLOGIA

Ao término do periodo concebido, realizou-se a pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania, no soro e no humor aquoso, cujos resultados foram negativos, para ambos

0S grupos.

4.3 BIOPSIA DE MEDULA OSSEA

Aos 60 dias, realizou-se a biépsia de medula 6ssea para a pesquisa de
Leishmania chagasi, ndo tendo sido observadas formas amastigotas nas amostras

examinadas, nos dois grupos.

4.4 HISTOPATOLOGIA DO GLOBO OCULAR

Verificou-se a histopatologia, inicialmente, no Grupo Inoculado (Gl), exsudato
inflamatério com predominio de plasmécitos e de linfocitos.

Infiltrado linfoplasmocitario subepitelial foi observado na conjuntiva, em 85,71%
dos animais. Sua ocorréncia deu-se de forma discreta em 50%, moderada em 33,33%,
e intensa em 16,66%, uni ou bilateralmente.

Plasmécitos e macréfagos foram evidenciados ao redor dos vasos conjuntivais,
notadamente nos mais superficiais, caracterizando quadro de perivasculite. Observou-
se, de forma infreqlente, congestdo vascular, que, por vezes, associava-se a dilatacao
dos vasos. Em 28,57% dos cées, notou-se hemorragia no estroma conjuntival.

Na terceira palpebra, decorreu infiltrado inflamatério composto por linfocitos,
plasmécitos e macréfagos, com o predominio de plasmadcitos, em graus variados, em

todas as amostras avaliadas.
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Os epitélios de revestimento da terceira palpebra se apresentaram adelgacados
e, algumas vezes, ulcerados, na maioria dos animais (Figura 7).

Plasmécitos e macrofagos foram mais evidenciados nas areas subepiteliais. Nas
areas adjacentes ao epitélio estratificado plano, a exsudacgéao inflamatéria preponderou.
Menor quantidade de exsudato inflamatério foi identificada no epitélio colunar prismatico
e nas areas mais proximas a cartilagem da terceira palpebra. Nas regidées onde o
exsudato inflamatorio foi mais evidente, o epitélio encontrava-se adelgagcado em grande
parte de sua extensdo. Tanto o epitélio estratificado plano, quanto o colunar prismatico
achavam-se hiperplésicos e, na maioria das vezes, havia acentuada hiperplasia das
células caliciformes, ndo raro, afetando toda a sua extensdo (Figuras 8 e 9). Em

algumas areas, todavia, ndo se encontraram células caliciformes.

Figura 7 - Fotomicrografia da conjuntiva da terceira péalpebra de céo infectado
por via tépica conjuntival com cultura de Leishmania chagasi. Notar
intenso infiltrado constituido por linfécitos e plasmécitos adjacente ao
epitélio, com adelgagamento do mesmo. HE. Obj. 10 x
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Figura 8 — Fotomicrografia da conjuntiva da terceira pélpebra de céo infectado por
via tépica conjuntival, com cultura de Leishmania chagasi. Notar areas do
epitélio, ora com metaplasia (setas largas), ora com hiperplasia das
células caliciformes (seta estreita). HE. Obj. 4 x

AN

N

Figura 9 - Fotomicrografia da conjuntiva da terceira palpebra de céo infectado por
via topica conjuntival com cultura de Leishmania chagasi. Notar intenso
infiltrado focal (seta larga) e hiperplasia de células caliciformes (seta
estreita). HE. Obj. 4 x

27
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Alteragbes inerentes as glandulas da terceira palpebra foram representadas,
principalmente, por infiltrado inflamatério em 42,85% dos animais. Esse se compunha,
basicamente, por linfocitos e por plasmdcitos, com atrofia focal em grande parte dos
acinos serosos e mucosos. Adjunto a presenca de exsudato inflamatério, a atrofia foi
mais evidente. Células inflamatorias foram visibilizadas entre os acinos, no limen e nos
ductos. Concomitantemente, denotou-se desorganizacdo do estroma da glandula em
alguns dos fragmentos avaliados (Figura 10).

Relativamente a iris, ao corpo ciliar e aos processos ciliares, visibilizaram-se
congestao vascular, edema e perivasculite, em 85,71% dos animais, caracterizada,
notadamente, pela presenca de plasmdcitos e de macréfagos (Figura 11).

Na coroide, notou-se, apenas, infiltrado inflamatério mononuclear.

Relativamente as tunicas fibrosa e nervosa, ndo foram visibilizadas quaisquer
alteracoes, sequer quanto a presenca de infiltrado de células inflamatérias.

No Grupo Controle, apenas um animal apresentou células inflamatérias
mononucleares (linfécitos e plasmdcitos) no tecido conjuntival, de forma discreta.

Nenhuma outra alteragéo pode ser observada.



Figura 10-

Fotomicrografia do tecido glandular da terceira palpebra de céo
infectado por via tdépica conjuntival, com cultura de Leishmania
chagasi. Notar infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario (setas)
distribuido difusamente entre os acinos e ductos. HE. Obj. 40 x

Figura 11-

Fotomicrografia da iris de céo infectado por via tépica conjuntival com
cultura de Leishmania chagasi. Notar congestao vascular (setas) no
estroma. HE. Obj. 10 x

29
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5. DISCUSSAO

A LVC é uma enfermidade sistémica, que enseja oftalmopatias, dermatopatias,
linfoadenomegalia, perda de peso, lesGes renais, entre outros sinais clinicos
(CIARAMELLA et al., 1997; NARANJO et al., 2005). Manifestacdes oculares sucedem,
em casos de infec¢ao natural, entre 16 e 80,49% dos animais (MOLLEDA et al., 19983;
CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; PENA et al., 2000; BRITO, 2004)
num periodo que varia de um més a sete anos (SLAPPENDEL & GRENE, 1990). A
dissimilitude no numero de animais que desenvolvem a doenca e no periodo de
incubacgéao é atribuida a diversos fatores, tanto ligados a espécie de Leishmania sp e ao
seu tropismo, quanto relacionados ao tipo e a duragao da resposta imune desenvolvida
pelo hospedeiro (BRITO, 2004).

Neste estudo, somente alteragdes oculares foram observadas nos animais do
grupo inoculado, ndo tendo sido caracterizado qualquer sinal clinico sistémico, o que
contraria CUNHA (1938), que relatou intenso parasitismo em pele e presenca de sinais
clinicos apds quatro meses, se utilizando da via intraperitoneal para a infecgdo, e
MARTINEZ-MORENO et al. (1995) e RODRIGUES-CORTES et al. (2007), que
reproduziram doenga crbnica similar a natural, em animais experimentalmente
infectados por via intravenosa. A auséncia de sinais sistémicos provavelmente decorreu
da via de inoculacdo e do provavel desenvolvimento de resposta imune ocular, aliado
ao carater crénico da doenca e do pouco tempo de exposicdo dos animais ao parasita
(STRAUSS-AYALI et al., 2004), ou ao desenvolvimento da resposta imune celular.

Um inéculo natural contém cerca de 1 a 1000 formas promastigotas (ALMEIDA et
al., 2003; ROBERTS, 2006). Uma quantidade pequena de parasitas pode ser destruida
de imediato pela imunidade inata, no entanto, na infecgdo natural, fatores ligados a
saliva do vetor e associados a mecanismos de escape do parasita, permitem o
desencadeamento da infecgéo.

O inéculo empregado neste estudo consistiu de uma solucdo de cultura de
formas promastigotas de Leishmania chagasi, na concentracdo de 10’

microorganismos/mL. Trata-se de uma solu¢cdo mais concentrada que a natural, que,
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potencialmente poderia promover reagdo conjuntival mais precoce e intensa, tornando
factivel a infeccéao.

Segundo ALMEIDA et al. (2003), quanto mais elevada a infectividade do inéculo,
maior a possibilidade de o agente estabelecer a infeccdo. Devido as condi¢des iniciais
que caracterizam a infeccdo, o parasita esta apto a estabelecé-la, ainda que numa
baixa concentracao (0,03-0,1 parasita por fagdcito).

Resisténcia individual relacionada a auséncia de sinais clinicos, em até 50% da
populagdo canina infectada naturalmente, foi relatada por ABRANCHES et al. (1991),
tendo sido relacionada ao desenvolvimento da resposta Th1, em que ha a participacao
da interleucina 12 (IL-12), do fator de necrose tumoral a (TNF- a) e do interferon y (IFN-
y). Estes contribuem para a ativacdo de macrofagos e subseqiente morte do parasita
(PINELLI et al., 1994).

Caracteristicas anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas préprias ao olho
contribuem para a ocorréncia de uma resposta imune especifica. Estruturas oculares
sdo desprovidas de drenagem linfatica, e ha consistente barreira hemato-aquosa nos
capilares retinianos, no epitélio pigmentar da retina e no epitélio ciliar.

Face a inexisténcia de linfonodos de drenagem, linfécitos sensibilizados por
antigenos migram para o olho, tornando a uvea um centro linféide. Admite-se que a
infiltracdo de linfécitos na Uvea pode significar a rota da resposta patoldgica. A
hipersensibilidade do tipo Il tem sido implicada nas uveites, relativamente a génese de
imunecomplexos (GOGI, 1979).

A despeito dos inumeros mecanismos de defesa celular, o suprimento vascular
da superficie do olho é o maior condutor da resposta imune, estando a inflamacéao
ocular ligada a dilatacdo vascular e a exsudacdao de substancias imunogenicamente
ativas e de células, incluindo macrofagos, leucécitos polimorfonucleares e linfocitos
(KLOTZ et al., 2000). Estudos suportam a idéia da participagdo conjunta da resposta
imune sistémica e da local na patogenia das lesées oculares (GARCIA-ALONSO et al.,
1998).

Neste estudo, observou-se mais de um sinal acometendo o mesmo olho, na

maioria dos animais, a similitude do que fora reportado por PENA et al. (2000), ao
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relatarem o desenvolvimento de mais de uma lesdo no mesmo olho, em 74,28% dos
caes estudados, apos infec¢ao natural. BRITO (2004) verificou que lesées unicas eram
mais frequentes.

Observou-se, neste estudo, uma maior apresentacao bilateral dos sintomas dado
o envolvimento sistémico da doenca. MOLLEDA et al. (1993) referiram acometimento
unilateral na fase inicial, no entanto, admitiram como factivel o envolvimento bilateral
nos estagios mais avangados. BRITO (2004) verificou que a manifestacao bilateral era
a mais prevalente na infeccdo natural, representando 89,47%.

Sob o ponto de vista clinico, apenas o segmento anterior do olho mostrou
alteracdes. Postula-se haver predisposicdo da doencga por esse segmento (PUCHOL &
GONZALES, 1989), uma vez que ele tem sido reportado como o mais acometido
(MOLLEDA et al., 1993; PENA et al., 2000; ROZE, 2002; BRITO, 2004). GARCIA-
ALONSO et al. (1998), no entanto, informaram sobre o acometimento de ambos os
segmentos do olho no curso da LVC.

As desordens oculares que se manifestam na LVC normalmente envolvem a
conjuntiva, podendo ou ndo se apresentar de forma isolada (MOLLEDA et al., 1993;
SLAPPENDEL et al., 1988).

Neste estudo, a hiperemia conjuntival foi encontrada em 85,71% dos cées do
grupo inoculado. GARCIA-ALONSO et al. (1998) reconheceram a conjuntivite como o
sinal ocular mais freqlente, com evolugao aguda ou crbnica, e em diferentes formas
clinicas de apresentacgao.

BRITO (2004) verificou 40% de prevaléncia de quadros de conjuntivite,
caracterizada por hiperemia conjuntival, quemose e exsudato purulento, a similitude do
que fora observado por PENA et al. (2000). ROZE (2002) reportou que a conjuntivite
pode preceder os quadros clinicos de uveite em cdes com LVC.

A conjuntiva, que é ricamente vascularizada, adjunto a glandula lacrimal e ao
sistema de drenagem, compdem o tecido linféide associado ao olho (EALT), essencial
ao reconhecimento de antigenos e a resposta imune. A conjuntiva desempenha um
papel indispensavel na resposta imune local, pela producdo das imunoglobulinas da
classe IgA (KNOP & KNOP, 2005).
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Macréfagos do tecido subepitelial conjuntival sdo os primeiros a reconhecer o
agente agressor, participando decisoriamente das defesas imunes na infecgdo aguda.
Células dendriticas e de Langerhans sao igualmente importantes na apresentacédo de
antigenos na Leishmaniose (FERRER et al., 1988). Ha fortes indicios de que elas
influenciam o desenvolvimento das respostas das células T e B através de mecanismos
pouco elucidados (GUARGUA et al., 2000; BAUER et al., 2002).

Opacidade corneal foi vista em 100% dos animais do grupo inoculado, se
apresentando em diversas formas, notadamente como opacidades focais, 0 que
corrobora com. BRITO (2004), que observou alteracbes corneais em 12% dos caes
estudados. GARCIA-ALONSO et al. (1996b) as relacionaram a presenga de uveite.
ROZE (2002) referiu-se ao envolvimento corneal isolado como raro, estando
normalmente relacionado a conjuntivite ou a uveite. Outrossim, que eles sao
caracterizados por opacidades focais, com edema e infiltrado de células inflamatérias.
GARCIA-ALONSO et al. (1998), no entanto, informaram sobre a ocorréncia de
opacidade corneal generalizada, associada a ceratoconjuntivite.

O epitélio estratificado ndo queratinizado, a membrana basal e as jungdes
celulares, contribuem para a manutencéo da integridade corneal, atuando como uma
barreira efetiva contra patdégenos. Por ser avascular, a resposta imune que se
desenvolve é limitada, tendo como componentes de defesa células dendriticas ou de
Langerhans, que modulam a atividade dos linfécitos B e T e a ocorréncia de
imunoglobulinas no estroma. Ap6s uma injuria, o epitélio corneal desencadeia resposta
imune local, na qual participam polimorfonucleares, linfécitos e fibroblastos (KLOTZ et
al., 2000). Produzem-se citocinas e proteases inflamatérias, induzindo e agravando a
destruicdo corneal (KNOP & KNOP, 2005).

Secrecao ocular seromucdide foi observada em 71,42% dos animais do Gl,
ocorrendo de forma branda. GARCIA-ALONSO et al. (1998) descreveram secrecao
ocular associada a LVC, variando de mucéide a catarral. LAUGIER & VERRO-
BOULANGER (1992) relataram descarga ocular associado a conjuntivite. Exsudato
purulento associado a uveite foi reportado por PENA et al. (2000), ROZE (2002) e
BRITO (2004).
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N&o se encontraram quadros clinicos de uveite em qualquer dos animais que
compuseram o presente estudo, ainda que ela seja considerada de ocorréncia comum
(FEITOSA et al., 2000; BRITO, 2004). PENA et al. (2000) reportaram-se & incidéncia de
uveite em 42,8% dos cées acometidos por Leishmaniose Visceral, em &reas
endémicas. ROZE (2002) reportou a sua ocorréncia em 70% dos casos, tendo como
provavel causa a deposicao de imunecomplexos nas paredes dos vasos sanglineos
(PUMAROLA et al, 1991).

No presente estudo decorreram apenas hiperemia conjuntival, opacidade corneal
e secrecao ocular, no entanto, ROZE (1988) e ROZE (2000) descreveram nddulos
conjuntivais, exoftalmia e estrabismo. BRITO (2004) relatou blefarite, ceratoconjuntivite
seca, ceratite ulcerativa, hifema, coriorretinite e glaucoma como intercorréncias
presentes em caes infectados naturalmente por L. chagasi.

Ao exame sorolégico, todos os animais resultaram negativos. Reiter et al. (1995)
detectaram IgG aos 15 dias da infecgdo experimental em cédes (SLAPPENDEL &
GRENE, 1990). MARTINEZ-MORENO et al. (1995) detectaram soroconversdo, ao
ELISA e a imunofluorescéncia indireta, aos 50 dias da infec¢cdo experimental por via
intravenosa. STRAUSS-AYALI et al. (2004) obtiveram soroconversao a partir de 60 dias
da infeccdo experimental, também pela via intravenosa em caes. Os autores
confirmaram a infeccdo empregando a PCR da conjuntiva, decorridos 45 dias da
infeccdo. Face aos resultados, admitiram tratar-se de técnica mais sensivel para o
diagnéstico precoce da infeccao experimental.

No presente estudo, a ndo positividade pode ter decorrido do pouco tempo de
acompanhamento dos animais, provavelmente insuficiente para se identificar a
soroconversdo, da baixa sensibilidade do teste (SLAPPENDEL & GRENE, 1990), ou
ainda, da via de inoculagao.

Nao foram encontradas formas amastigotas nas amostras de medula éssea
examinadas. ROZE (1995) e TAFURI et al. (2003) referiram que a despeito do uso
freqiente de amostras de esfregacos sangliineos ou teciduais corados, para o
diagnéstico da LVC, elas sao, em muitos casos, inconclusivas, notadamente se a carga
parasitaria tecidual for baixa. PIARROUX et al. (1994) e FERRER (1999) sugeriram que
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testes parasitologicos diretos, a partir de aspirados de medula 6ssea, sdo pouco
sensiveis, comparativamente a PCR. O acompanhamento clinico temporal, ndo muito
extenso, poderia, igualmente, justificar a auséncia de positividade aos testes
parasitolégicos.

Nao se encontraram, no presente estudo, formas amastigotas a histopatologia
ocular. DIAS (1998) relatou-as nas trés tunicas oculares e BRITO (2004) as evidenciou
nos diversos componentes do olho, a excegcdo da retina, em caes naturalmente
infectados. KLOTZ et al. (2000) referram que formas amastigotas nado séao
habitualmente identificadas na doenca ocular decorrente do calazar. STRAUSS-AYALI
et al. (2004), em casos de infeccdo experimental, ndo encontraram positividade aos 60
dias de infeccao, em dois animais. Os autores, que empregaram a imunoistoquimica
como teste, sugeriram que esse resultado teria decorrido do pouco tempo de exposicao
do hospedeiro ao parasita. BRITO (2004) admitiu que a ocorréncia de formas
amastigotas intra-oculares, dever-se-ia, provavelmente, a quebra da barreira hemato-
ocular e a sua passagem para a camara anterior ou através de macréfagos parasitados.

Formas amastigotas de Leishmania sp. tém sido documentadas em tecidos
oculares corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) (DIAS, 1998; BRITO, 2004), no
entanto, a sua baixa sensibilidade tem sido reportada (TAFURI et al., 2004).

DIAS (1998) afirmou que a presenca de L. chagasi em olhos de caes induz a
alteracoes estruturais. A despeito de nao terem sido detectadas formas amastigotas, a
histopatologia, diferentes alteragbes morfolégicas foram identificadas, a similitude do
que fora reportado por BRITO (2006), que descreveu a ocorréncia de exsudato
inflamatério abundante na retina, mesmo na auséncia do parasita, admitindo como
factivel que as lesdes teriam sido induzidas pela deposi¢cdo de imunecomplexos.

Paralelamente a participacao direta do parasita e de mediadores da inflamacéo,
outros fatores podem corroborar para o desenvolvimento de lesbes. Macrofagos, nao
somente atuando na eliminacao do agente agressor, mas também promovendo reagao
inflamatéria local pela liberacao de radicais livres oxigenados, enzimas e citocinas, tém

sido incriminados.
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Exsudato inflamatério, predominantemente celular, caracterizado por
mononucleares, foi observado na conjuntiva e na tunica vascular dos animais
infectados. Infiltrado inflamatério linfoplasmocitario tem sido relatado em diferentes
segmentos do olho (MOLLEDA et al., 1993; GARCIA-ALONSO et al., 1998; NARANJO
et al., 2005; BRITO, 2006) e em outros érgaos, como pele, bago, figado, intestinos,
pulmodes e rins (TAFURI et al., 2001; XAVIER, 2002).

Infiltrado subepitelial conjuntival no Grupo Inoculado apresentou-se em diferentes
graus, que variaram de discreto a intenso, unilateral ou bilateralmente. Em alguns
animais, todavia, o evento néao foi identificado.

Diferengas quanto a intensidade da inflamacdo nas estruturas oculares foram
descritas por BRITO (2006), que admitiram decorrer do tipo de resposta imune do
hospedeiro, predominantemente celular ou humoral.

Na conjuntiva e na Uvea identificou-se forte exsudagéo inflamatéria. LAUGIER &
VERRO-BOULANGER (1992) e BRITO (2006) discorreram sobre o mesmo em caes
naturalmente infectados por L. chagasi.

Admite-se, como factivel, o importante papel como 6rgéos linfdides, que essas
estruturas representam para o olho. EICHENBAUM et al. (1987) destacaram o
conjuntival associated lymphoid tissue (CALT), como areas especializadas aptas a
receber e a apresentar antigenos. O predominio de células inflamatérias nessas regioes
poderia, entao, estar relacionado a resposta especifica, tanto no trato uveal, quanto na
superficie conjuntival (BRITO, 2006).

Identificou-se perivasculite em vasos conjuntivais, notadamente nos mais
superficiais. MOLLEDA et al. (1993) e GARCIA-ALONSO et al. (1998) a evidenciaram
apenas na tunica fibrosa. Lesbdes vasculares associadas a deposicao de complexos
imunes, localizadas ou generalizadas, foram descritas por PUMAROLA et al. (1991) e
CIARAMELLA et al. (1997). Nao se descarta a possibilidade da deposicdao de
imunecomplexos nos vasos conjuntivais, suscitando resposta inflamatéria e lesées
intercorrentes.

Neste estudo, os epitélios de revestimento da membrana nictitante

apresentaram-se adelgacados e, algumas vezes, ulcerados, com infiltrado inflamatério
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predominantemente em regido subeptelial. Observaram-se algumas é&reas de
hiperplasia de células caliciformes e outras com metaplasia epitelial e auséncia de
células caliciformes, a exemplo do que fora descrito por BRITO (2006), ao estudar caes
naturalmente infectados por L. chagasi. Alteracdes relacionadas a células caliciformes
ndao haviam sido reportados, até que BRITO (2006) as tivesse referido, e como
secundarias a reacao inflamatéria ensejada.

Relativamente a glandula da terceira palpebra, o infiltrado inflamatério
caracterizou-se por linfécitos e plasmécitos entre os acinos, no limem e nos ductos.
GARCIA-ALONSO et al. (1996b), GARCIA-ALONSO et al. (1998) e BRITO (2006)
reportaram-se ao mesmo. NARANJO et al. (2005) relataram infiltrado inflamatério ao
redor dos ductos, promovendo acumulo retrégrado e retencédo do produto de secrecao
glandular. Observou-se, ainda, atrofia focal em acinos serosos e mucosos, a similitude
do que fora descrito por BRITO (2006).

Em paralelo a presenca de exsudato, identificou-se atrofia acinar e
desorganizagdao do estroma glandular em alguns fragmentos avaliados. Tratam-se de
achados que corroboram as descricdes de NARANJO et al. (2005), quanto a deficiéncia
na producgdo lacrimal em casos de Leishmaniose Ocular, decorrentes da inflamagéo, da
atrofia acinar, ou de ambas.

A congestao vascular, o0 edema e a perivasculite em iris, corpo ciliar e processos
ciliares, caracterizados pela presenca de plasmécitos e de macréfagos, ocorreram
conforme reportado por BRITO (2006), que descreveu perivasculite, mesmo na
auséncia do parasita. Achados semelhantes ja haviam sido descritos por MOLLEDA et
al. (1993), GARCIA-ALONSO et al. (1996b), DIAS (1998) e GARCIA-ALONSO et al.
(1998).

Relativamente a cordide, verificou-se infiltrado inflamatério mononuclear.
MOLLEDA et al. (1993), GARCIA-ALONSO et al. (1996b), DIAS (1998), GARCIA-
ALONSO et al. (1998) e BRITO (2006), no entanto, se reportaram a congestao vascular,
edema e perivasculite. NIETO et al. (1996) referiram coroidite, caracterizada por
congestao capilar e intensa exsudagao inflamatoria.
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Neste estudo, ndo foram visibilizadas alteracées histopatolégicas na tunica
fibrosa, tampouco a presenga de formas amastigotas. BRITO (2006) houvera descrito
desorganizacdao do estroma corneal com proliferagdo vascular, hiperplasia do epitélio
anterior e da membrana basal, e a presenga de infiltrado inflamatério por
mononucleares, em quantitativo maior comparativamente ao que fora relatado por
MOLLEDA et al. (1993), GARCIA-ALONSO et al. (1998) e DIAS (1998).

BRITO (2006) sugeriu que a presenca de formas amastigotas de Leishmania sp
na cornea decorreria da inflamacao crénica, por migracao de macréfagos parasitados.

Neste estudo, ndo foram encontradas alteracdes estruturais na tunica nervosa.
DIAS (1998) reportou-se a auséncia de alteragdes na retina, a despeito da presenca do
parasita. GARCIA-ALONSO et al. (1998) consideraram a retina como importante sitio
de agressao parasitaria. BRITO (2006) descreveu congestao vascular, coriorretinite,
presenca de células inflamatérias em fibras do nervo 6ptico. Outrossim, espessamento
de suas camadas e degeneragdo e necrose de células ganglionares, em caes
naturalmente infectados por L. chagasi. Comentou, ademais, que formas amastigotas
de Leishmania sp nao tém sido rotineiramente notificadas no tecido nervoso.

Ocorreu infiltrado inflamatério mononuclear discreto em apenas um animal do
Grupo Controle. Segundo GARCIA-ALONSO et al. (1996b), a infiltracdo mononuclear
nao é patognomonica para LVC.

Visando a melhor compreender a patogenia das lesbes que envolvem a
Leishmaniose Ocular Canina, estudos envolvendo a pesquisa de anticorpos em humor
aquoso tém sido desenvolvidos. Resultados quanto ao aumento dos niveis de IgG
podem resultar de producao local ou de quebra da barreira sangue-olho.

Anticorpos da classe IgG no humor aquoso, foram reportados por LOPES et al.
(1993), a imunodifusdo radial simples. Os autores afirmaram ndo ter conseguido
estabelecer qualquer relacdo entre eles e anticorpos séricos. GARCIA-ALONSO et al.
(1995) e GARCIA-ALONSO et al. (1996b) demonstraram quantidades elevadas de 1gG
anti- Leishmania chagasi no humor aquoso de caes com uveite. DIAS (1998) detectou
anticorpos anti-Leishmania (IgM e IgG) nos humores aquoso e vitreo, valendo-se da
técnica de ELISA. LIEKFELD et al. (2002) referiram o micro-ELISA modificado como util
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para a determinagao de anticorpos intra-oculares, em casos de doencas sistémicas com
manifestacéo ocular.

Recentemente, BRITO (2006) demonstrou que o ELISA, utilizando peptideo
recombinante S7, foi capaz de detectar anticorpos anti-Leishmania chagasi,
expressados em densidade Optica, no humor aquoso de caes infectados naturalmente.
Tais resultados apontam para evidéncias quanto a presenca do parasita ou do antigeno
internamente ao olho, e a viabilidade do teste para diagndstico. No presente estudo, o
humor aquoso foi pela mesma técnica avaliado, e resultou negativo para anticorpos
anti-Leishmania chagasi.

Estudos adicionais, quanto a diferentes tipos de imunoglobulina, poderéo auxiliar
no entendimento da patogenia da inflamagdao ocular e, consequentemente, das

oftalmopatias intercorrentes em casos de LVC.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos com a pesquisa, na forma como fora concebida e

executada, permite-se concluir que:

¢ A via conjuntival pode ser utilizada como modelo para o estudo da patogenia da

Leishmaniose Ocular Canina.

e A pesquisa de anticorpos IgG anti-Leishmania chagasi em exame soroldgico
deve ser realizada preferencialmente apds dois meses da infeccdo experimental pela
via topica.

¢ A reposta a infecgdo experimental por Leishmania chagasi por via tépica ocular
em caes caracteriza-se por reposta inespecifica, de carater focal ou difuso,

representada por células mononucleares.
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