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X1V

AVALIAGAO RADIOGRAFICA DAS ARTICULAGOES DOS MEMBROS
LOCOMOTORES DE CAES NATURALMENTE NATURALMENTE
ACOMETIDOS POR LEISHMANIOSE VISCERAL NO MUNICIPIO DE
ARACATUBA-SP

RESUMO - A leishmaniose visceral pode ser incluida como uma das
causas de poliartrite inflamatéria em caes, entretanto, sdo escassas e
contraditorias as informagbes sobre as lesbes osteoarticulares associadas a
esta enfermidade. Partindo-se da hip6tese de que cées infectados por
Leishmania chagasi apresentam disturbios locomotores, investigou-se a
freqUéncia, distribuicao e caracterizagcao dos achados radiograficos e do liquido
sinovial das articulagbes do cotovelo, carpica, joelho e tarsica, de 100 céaes
com o diagnéstico parasitolégico e soroldgico positivo para leishmaniose
visceral. Radiograficamente observou-se a presenca de lesdes osteoarticulares
em 83% dos cées, tais como, irregularidade do trabeculado 6sseo (28,62%),
esclerose subcondral (20,77%), ostedlise (18,12%), edema (12,93%), colapso
articular (12,71%), ostedlise e proliferacdo o&ssea associada (3,98%),
proliferagéo 6ssea (2,65%), aumento de opacidade medular e fratura patoldgica
(0,11%) respectivamente, sendo as articulacdes tarsicas (75%) e carpicas
(54%) as mais acometidas. A avaliagéo citologica foi realizada em 603 de 800
articulagbes estudadas, onde 199 apresentaram formas amastigotas de
Leishmania sp., enquanto 405 tinham auséncia do parasito e 196 estavam
contaminadas com sangue ou com material insuficiente para analise. A maioria
das amostras de liquido sinovial apresentou alteragdo na contagem diferencial
das células, sendo, o aumento do numero de células mononucleares ativadas e
neutrofilos o achado mais comumente encontrado. Os resultados obtidos
permitiram concluir que caes com leishmaniose visceral apresentam lesbes
articulares com distribuicdo difusa, com maior acometimento das articulagbes
distais e auséncia de sinais radiograficos patognomoénicos, e que se faz
necessaria a avaliacdo do liquido sinovial para auxiliar no diagnostico
diferencial das artropatias em &areas endémicas para leishmaniose visceral
canina.

Palavras-Chave - artrocentese, radiografia, Leishmania chagasi, liquido
sinovial, poliartrite, zoonose
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RADIOGRAPHIC EVALUATION OF THE JOINTS OF MEMBERS OF DOGS
LOCOMOTOR NATURALLY INFECTED BY VISCERAL LEISHMANIASIS IN
ARACATUBA-SP

SUMMARY - Visceral leishmaniasis can be included as a cause of dog
inflammatory polyarthritis, however there is few and contraditory informations
about osteoarticular lesions associated with this disease. Based from the
hypothesis that dogs infected by Leishmania chagasi present locomotor
disturbances, the frequency, distribution and characterization of radiographic
findings and synovial fluid of elbow, carpus, knee and tarsus articulations from
100 dogs with positive parasitologic and serologic diagnosis for visceral
leishmaniasis were studied. The presence of osteoarticular lesions were
radiographically observed in 83 per cent of the dogs, and characterized by
trabecular bone irregularity (28.62%), subchondral sclerosis (20.77%),
osteolysis (18.12%), edema (12.93%), articular collapse (12.71%), association
of osteolysis and bone proliferation (3.98%), periosteal proliferative reaction
(2.65%), increased medullar opacity and pathologic fracture (0.11%). The most
affected articulations were the tarsus (75%) and carpus (54%). The citologic
assessment was realized on 603 of 800 studied articulations, whith 199
presenting amastigote forms of Leishmania sp.,while 405 had no parasites and
196 were contaminated with blood or had insufficient sample. The most of
synovial fluid samples showed a change differential cell counting alterations,
with high number of activated mononuclear cells and neutrophils being the
common findings. The results allowed to conclude that dogs affected by visceral
leishmaniasis presented lesions joint with diffuse distribution, with more distal
articulations involvement and absence of pathognomonic radiographic signs,
and that is needed to asses the synovial fluid to assist in differential diagnosis of
arthropathy in areas endemic for canine visceral leishmaniasis.

Keywords — arthrocentesis, radiography, Leishmania chagasi, synovial fluid,
polyarthritis, zoonoses



I. INTRODUGAO

As leishmanioses séo descritas em 88 paises dos cinco continentes,
sendo endémicas em regides tropicais e subtropicais. Aproximadamente 350
milhdes de pessoas estdo expostas ao risco da infeccao, demonstrando sua
importancia pelo impacto que produzem em saude publica, notadamente pela
alta incidéncia, letalidade e implicacdes econb6micas (DESJEUX, 2004;
GRAMICCIA & GRADONI, 2005). Existem aproximadamente 14 milhdes de
pessoas infectadas pelas diferentes formas clinicas da enfermidade em todo
mundo. Mundialmente a incidéncia anual € de aproximadamente dois milhées
de novos casos de leishmaniose tegumentar (LT) e cerca de 500.000 novos
casos de leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2000; WHO, 2006).

O Brasil € responsavel por 90% dos casos de leishmaniose visceral
humana no continente americano, sendo que, dos 27 estados brasileiros, 21 ja
apresentam casos notificados da doenga. Sua ocorréncia vem aumentando no
pais, ndo s6 em numero de casos, mas também na sua dispersao geografica,
sendo endémica em varios estados brasileiros (SAO PAULO, 2003).

O primeiro caso autéctone de leishmaniose visceral canina (LVC) no
estado de Sao Paulo foi diagnosticado em maio de 1998, no municipio de
Aracatuba, no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP. A partir de
entdo foram notificados novos casos em outros 54 municipios do estado (SAO
PAULO, 2003). Cerca de um ano ap6s a identificagdo do primeiro caso canino,
foi revelada, em abril de 1999, a primeira notificagdo da doenca em seres
humanos. Segundo dados da Secretaria da Saude do Estado de Sao Paulo, ja
foram descritos 1.431 casos humanos, com 122 ébitos. No municipio de
Aracatuba, 294 casos, com 27 6bitos (SAO PAULO, 2003).

As manifesta¢des clinicas da leishmaniose visceral variam de acordo
com a patogenicidade do parasita, que difere entre as espécies, e com as
respostas imunoldgicas celulares geneticamente determinadas. N&do ha

concordancia entre os autores quanto ao envolvimento clinico do sistema



locomotor, de modo que os disturbios ortopédicos tém sido descritos por alguns
autores como incomuns em cdes com leishmaniose visceral (KONTOS &
KOUTINAS, 1993), enquanto outros autores relatam que cerca de 30%
(TURREL & POOL, 1982; SLAPPENDEL, 1988) e 44,8% dos animais
acometidos (AGUT et al., 2003) apresentam alteragdo locomotora.

Séao também escassas e contraditorias as informagdes sobre as lesdes
osteoarticulares associadas a esta doenga. Spreng (1993) e Koutinas et al.
(1999) relataram que a poliartrite por LV é do tipo n&o-erosiva, enquanto
Wolschrin et al. (1996), Koutinas et al. (1999), Blavier et al. (2001), McConkey
et al. (2002) e Agut et al. (2003) afirmaram ser do tipo erosiva. Também
chamam a atengé&o alguns relatos de literatura, onde os pacientes acometidos
pela doencga, apresentando quadros de artrite ou politartrite, ndo apresentavam
alteragdes radiograficas dsseas dignas de nota (SPRENG, 1993; FEITOSA et
al., 2000; JACQUES et al., 2002; EUGENIO et al., 2008; PARABONI et al.,
2008).

N&o ha concordéncia também quanto a etiopatogenia das lesbées na LV.
Alguns acreditam que a poliartrite induzida por Leishmania sp. € decorrente de
uma reacgao inflamatéria granulomatosa (FERRER, 1992; MCCONKEY et al.,
2002) e outros que é devida ao depdsito de imunocomplexos circulantes na
sin6via (CUCINOTTA et al., 1991; FERRER, 1992).

A fim de preencher esta lacuna de conhecimento e contribuir para o
melhor entendimento dos disturbios locomotores em caes acometidos por
leishmaniose visceral, investigou-se a frequiéncia, distribuicdo e caracterizagcéo
dos achados radiograficos e do liquido sinovial das articulagdes do cotovelo,
radio-carpica-metacarpica, do joelho e tibio-tarsica-metatarsica de caes

naturalmente infectados por Leishmania chagasi.



Il. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose € uma zoonose, endémica em 88 paises do mundo, e
cerca de 350 milhdes de pessoas sao expostas ao risco da infecgdo. Estima-se
que 14 milhdes de pessoas estado infectadas, e a cada ano ocorre cerca de dois
milhdes de novos casos. A doenga contribui significativamente para a
propagacao da pobreza, pois o tratamento € caro e nem sempre acessivel,
fazendo com que a mesma seja considerada importante pelo impacto que
produz em saude publica, notadamente pela alta incidéncia, letalidade e
implicagbes econbmicas, constituindo um sério problema sanitario e
econOmico-social pela deplecdo da forca de trabalho (DESJEUX, 2004;
GRAMICCIA & GRADONI, 2005; WHO, 2006).

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma enfermidade de carater
croénico, zoonotico e de distribuicdo mundial, causada por um protozoario
pleomorfico do género Leishmania sp., pertencente a ordem Kinetoplastida, a
familia Trypanosomatidae (ROSS, 1903). A espécie envolvida com a infec¢édo
depende da regido geografica, sendo a Leishmania (leishmania) donovani o
agente etiologico na Asia e Africa; a Leishmania (leishmania) infantum na Asia,
Europa e Africa, e a Leishmania (leishmania) chagasi nas Américas (LAVERAN
& MESNIL, 1903; ROSS, 1903; NICOLE, 1908; CUNHA & CHAGAS, 1937;
LAINSON & SHAW, 1987).

Apesar da discordancia entre pesquisadores, semelhancas estruturais
verificadas por meio de estudos moleculares sugerem que a L. chagasi e a L.
infantum sejam a mesma espécie, permitindo que alguns autores denominem
de L. infantum/chagasi o agente etioldgico desta enfermidade também nas
Américas (MAURICIO et al., 1999; JERONIMO et al., 2005; DANTAS-
TORRES, 2006).

Classicamente a leishmania é subdividida em duas formas, quais sejam
a que causa a leishmaniose tegumentar (LT), que apresenta manifestagbes

cutaneas, muco-cutaneas, cutaneas difusas e disseminadas e a que causa a



LV, com manifestacbes sistémicas e por vezes cutaneas (RIBEIRO, 1997,
REY, 2001; BANETH, 2006; MICHALICK & GENARO, 2007).

A primeira observacdo dos parasitos foi descrita por Cunningham, em
1855, na india (MICHALICK & GENARO, 2007). Em 1903, o agente etiologico foi
relatado quase simultaneamente por Willian Leishman e Charles Donovan
(DONOVAN, 1903). Ainda em 1903, em estudos na india, Laveran e Mesnil
consideraram que o parasito associado ao Calazar indiano fosse um piroplasma,
denominando-o de Piroplasma donovani. Ross, nesse mesmo ano, criou o
género Leishmania, redenominando como Leishmania donovani o agente
etiolégico da LV.

Nas Américas, a primodescrigdo da doenga data de 1913, quando Migone,
em Assuncéao (Paraguai) descreve o primeiro caso autoctone em seres humano,
observando a presenca de “corpusculos”, semelhantes ao da Leishmania sp., no
sangue de um paciente. Tal paciente, de nacionalidade paraguaia, trabalhava na
construgéo da estrada de ferro Sdo Paulo-Corumba e, apo6s ter se deslocado
para essas regides desenvolveu quadro clinico caracteristico da LV, sendo, no
entanto, submetido a tratamento para malaria, e vindo a ébito (MIGONE, 1973).

No Brasil os primeiros possiveis relatos datam de 1911 quando Carlos
Chagas suspeitou da ocorréncia dessa doenga na regido por onde percorria o rio
Amazonas (CUNHA & CHAGAS, 1937). Em 1934, Penna, ao pesquisar a febre
amarela no municipio de Salvador, Bahia, examinando 47.000 l&minas de
viscerotomias, detectou 41 casos positivos de leishmaniose visceral americana
em preparados histologicos de figado (MICHALIK & GENARO, 2007).
Posteriormente, através de estudos sobre a morfologia do parasito, bem como a
sua patogénese, foi sugerido tratar-se de uma nova espécie do género
Leishmania, denominada entéo de Leishmania chagasi, em homenagem a Carlos
Chagas (CUNHA & CHAGAS, 1937).

Em 1936 Evandro Chagas realizou, por meio de puncéo esplénica, o
primeiro diagnéstico in vivo da doenga e também apontou a Lutzomyia longipalpis
como provavel vetor da LV no Brasil (CUNHA & CHAGAS, 1937; BRASIL, 2006;
MICHALICK & GENARO, 2007).



O ciclo da Leishmania chagasi, principal agente etiolégico da
leishmaniose no Brasil (GONTIJO & MELO, 2004), ocorre em dois hospedeiros:
o vetor e os hospedeiros vertebrados. O vetor é representado por insetos
dipteros conhecidos como flebotomineos, tendo como principal representante
no pais a Lutzomyia longipalpis, embora mais recentemente a Lutzomyia cruzi
também tenha sido incriminada como vetor no Estado do Mato Grosso do Sul e
a Lutzomyia intermédia no litoral do municipio do Rio de Janeiro. O hospedeiro
vertebrado € representado pelo homem, por mamiferos domésticos ou
selvagens (GONTIJO & MELO, 2004; GRAMICCIA & GRADONI, 2005) e por
roedores.

O do parasito apresenta-se sob dias formas distintas, sendo uma
aflagelada ou amastigota, intracelular obrigatéria, encontrada no interior de
células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados e,
outra flagelada ou promastigota, encontrada no trato digestério dos insetos
vetores. As formas amastigotas se multiplicam por divisdo binaria
(SLAPPENDEL, 1988; BANETH, 2006).

Uma vez que o vetor ingere a forma amastigota no momento do repasto
sanguineo no hospedeiro vertebrado, esta se transforma no interior do
aparelho digestério, em uma forma infectante denominada de promastigota,
que pode ser inoculada em outro hospedeiro ou reservatério (homem ou
animal) ao promover o repasto sanguineo. A forma flagelada, ao penetrar no
hospedeiro vertebrado, transforma-se em amastigota, e multiplica-se ocorrendo
a disseminacgéo linfatica e hematégena para varios tecidos do organismo. Ao
ser picado por outro vetor, o hospedeiro transmite as formas amastigotas
fechando-se assim o ciclo de transmisséo (FERRER, 2002; GONTIJO & MELO,
2004; GRAMICCIA & GRADONI, 2005; BANETH, 2006; MICHALICK &
GENARO, 2007).

Os flebotomineos sao insetos pequenos (com cerca de 2 a 3 mm), com
habitos intra e peridomiciliares, vivendo em fendas de rocha e cavernas,
fazendo seu ciclo larvar em matéria organica vegetal ou animal em
decomposicdo, o que dificulta o seu combate (SANTA ROSA & OLIVEIRA,



1997; TEODORO et al.,, 2003; BASANO & CAMARGO, 2004). Possuem
habitos crepusculares e noturnos, permanecendo em locais tranquilos,
sombrios e Umidos durante o dia. Deslocam-se em vb6os curtos e silenciosos, o
que nao denuncia sua aproximagdo no momento da picada (REY, 2001).
Alguns autores associam o periodo de maior transmissibilidade a estacao
chuvosa, quando os insetos invadem o domicilio picando o homem e outros
animais (SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997).

A doenga ja foi identificada em cées (Canis familiaris), gatos (Felis
domesticus), cachorros do mato (Cerdocyon thous), raposas (Lycalopex
vetulus), gambas (Didelphis marsupialis, Didelphis albiventris) e ratos
(Proechymis oris) (GENARO, 1993; CASTRO, 1996; BANETH, 2006; ROSSI,
2007; MIRANDA et al., 2008).

Até o presente momento, de todos os animais identificados como
reservatorios da doenga, o cdo € considerado epidemiologicamente o mais
importante, pois apresenta um grande contingente de animais infectados com
parasitismo cutaneo, constituindo-se no principal elo na cadeia de transmisséo
da LV (SLAPPENDEL & FERRER, 1990). A leishmaniose visceral canina, do
ponto de vista epidemioldgico, € considerada mais importante que a doenca
humana, pois, os caes infectados mesmo assintomaticos, servem como fonte
de infeccao para os vetores (MOLINA et al., 1994; GRAMICCIA & GRADONI,
2005; LAURENTI et al., 2009). Outro fator a ser levado em consideragéo € que
essa espécie doméstica convive e compartilha o domicilio com o homem
(GONTIJO & MELO, 2004; BARATA et al., 2005).

Enquanto a prevaléncia da infeccdo em caes em areas endémicas pode
chegar a mais de 50%, a prevaléncia da doenca varia entre trés e 10%
(FERRER, 2002; ALBUQUERQUE et al., 2005).

A LV ocorre em 11 paises das Américas do Sul e Central, sendo que no
Brasil as principais areas atingidas sao o norte, nordeste e o centro oeste,
embora existam focos crescentes na regido sudeste e sul. A doencga era, até
recentemente, considerada como rural, tipica de ambientes silvestres, mas hoje

pode ser também contraida em zonas suburbanas e urbanas. Atualmente



surtos e epidemias de leishmaniose visceral canina tém sido observados em
grandes centros urbanos do Brasil (SILVA et al., 2001; FRANCA-SILVA et al.,
2003; SAO PAULO, 2003; BRASIL, 2006; DANTAS-TORRES, 2006; RIBEIRO,
2007).

No estado de S&o Paulo o primeiro caso autdctone de LVC foi registrado
no municipio de Aragatuba, regido noroeste do estado, em 1998, no Curso de
Medicina Veterinaria — UNESP — campus de Aragatuba. A confirmacao foi feita
pela observacao direta de formas amastigotas de Leishmania sp. em exame
citologico de um nddulo cutaneo. Posteriormente identificou-se, como agente
etiolégico, a Leishmania chagasi. Estes fatos, associados a presencga do inseto
vetor, notificado em 1997, confirmam a autoctonia da LVC em Aragatuba. Em
1999, no mesmo municipio, foi notificado o primeiro caso humano autéctone no
Estado. A partir de entdo o numero de casos caninos da doenga na regido vem
aumentando consideravelmente, sendo que, de acordo com os dados da
Direcao Regional de Saude, 57 municipios ja apresentaram casos confirmados
da doenga, que esta se difundindo para outras regiées do estado, inclusive com
casos autdctones identificados na regido metropolitana da cidade de Sao Paulo
a partir do ano de 2005 (SAO PAULO, 2003).

Na dependéncia das propriedades do parasito e da resposta imune do
hospedeiro a LVC pode desenvolver-se sob a forma de infecgdo aguda ou
cronica (GENARO, 1993; PINELLI et al.,, 1999). Caracteristicas genéticas
determinam diferentes respostas imunologicas na espécie canina, sendo que
alguns animais ou ragas podem apresentar uma resposta mais efetiva do que
outros (FERRER, 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2000).

O principal fator que influencia a evolugéo da enfermidade é a resposta
imune mediada por células T. A resisténcia ao desenvolvimento de sintomas
apo6s uma infecgéo por Leishmania sp. € determinada por indugédo da resposta
imune celular mediada por linfocitos CD4+ do subtipo Ta1 (DAY, 2007). Os
macrofagos infectados por parasitas atuam como células apresentadoras de

antigenos aos linfocitos T do tipo CD4+. Estes linfocitos sao estimulados a



produzir interleucinas e, dependendo do perfil estimulado, ocorre
desenvolvimento de duas sub-populagbes de linfocitos T auxiliares, Ta1 ou Ta2
(NOLI, 1999; BANETH, 2006).

Caso sejam ativadas preferencialmente as células Ta1l ocorrera a
producdo de citocinas pré-inflamatérias, tais como interleucina-2 (IL-2),
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (FNT), que por sua vez,
estimulardo a imunidade celular, aumentando a eficiéncia das células
fagociticas e de linfécitos citotoxicos, desencadeando uma resposta imune
celular protetora, podendo haver controle do parasitismo com eliminagdo da
infeccdo. Em contraste, quando a infeccao induz a ativagéo de linfocitos Ta2,
ocorrera a produgédo de citocinas antiinflamatérias, dentre elas as IL-4, 5, 6, 10
e 13, as quais desencadeardo proliferacdo de células B, com subseqiente
producéo de imunoglobulinas e desenvolvimento da infecgdo (SLAPPENDEL &
FERRER, 1990; NOLI, 1999; CIARAMELLA & CORONA, 2003).

Um perigo potencial da regulagdo de linfocitos T prejudicada e da
atividade exarcebada de linfécitos B € a formagcdo de imunocomplexos
circulantes, causando danos em varios 6rgaos pela deposigdo dos mesmos
nas paredes de vasos sangilineos, podendo causar quadros de vasculite,
uveite, glomerulonefrite, artrite e poliartrite (SLAPPENDEL & FERRER, 1990;
KONTOS & KOUTINAS, 1993; NOLI, 1999; CIARAMELLA & CORONA, 2003;
BANETH, 2006).

Desta forma, a capacidade do hospedeiro em controlar a infecgéo esta
associada a resposta Ta1, e a progressao da doengca com a resposta Ta2. A
inducéo preferencial de linfocitos Ta1 ou Ta2 depende de alguns fatores, como
a dose infectante, o mecanismo de apresentacdo do antigeno, a via de
inoculacdo e o padrao genético do hospedeiro (FERRER, 2002; CIARAMELLA
& CORONA, 2003; BARBIERI, 2006; MICHALICK & GENARO, 2007).

O diagnéstico clinico da leishmaniose visceral é dificil de ser realizado
devido a grande variedade de sintomas, bem como pelo fato de se tratarem de

achados clinicos inespecificos, que podem sugerir outras enfermidades, o que



se torna muitas vezes um desafio para o médico veterinario (FEITOSA et al.,
2000; SINGH & SIVAKUMAR, 2003; IKEDA-GARCIA & FEITOSA, 2006). As
alteragbes laboratoriais encontradas no hemograma, na urindlise ou em
exames bioquimicos sdo inespecificas (GRADONI, 2002), e a presenca de
formas amastigotas nos esfregagos sangliineos é um achado raro (VIEIRA et
al., 2007).

Apesar de discordancias entre alguns autores 0 exame parasitoldgico &
considerado, ainda, o teste ouro para o diagndéstico da doencga,
fundamentando-se na demonstracdo de formas amastigotas do parasito em
esfregacos obtidos por meio de citologia aspirativa por agulha fina de 6rgéos
linféides (MOREIRA et al., 2007) e, menos frequentemente, em esfregacos
sanglineos, liquido ascitico e liquido sinovial, corados com corantes de rotina,
tais como Giemsa, Wright e Panético (WOLSCHRIJN et al., 1996; LEONTIDES
et al., 2002; SINGH & SIVAKUMAR, 2003; IKEDA-GARCIA & FEITOSA, 2006;
SILVA et al., 2009).Trata-se de um método simples com especificidade de
100% e sensibilidade dependente do grau de parasitemia e do tipo de material
biologico coletado. As formas amastigotas s&o reconhecidas pela sua forma
esférica a ovoide, medindo 2-5 ym e contendo um nucleo arredondado e um
cinetoplasto alongado (KONTOS & KOUTINAS, 1993; BRASIL, 2006).

O diagnéstico sorolégico da LV, que se baseia na detecgédo de
anticorpos anti-Leishmania sp. circulantes, apesar de ndo apresentar 100% de
sensibilidade ou especificidade, € o método mais utilizado para o diagnéstico
da doenca, principalmente em se tratando de inquéritos epidemioldgicos. No
entanto, seus resultados devem ser interpretados com cuidado, uma vez que
podem gerar resultados falso-positivos e falso-negativos (SLAPPENDEL &
GREENE, 1990; FERRER et al., 1995; SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997). As
técnicas recomendadas atualmente pelo Ministério da Saude sédo a
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o teste de ELISA (BRASIL, 2006).

Os sintomas no cdo variam em decorréncia dos mecanismos
imunoldgicos ativados pelo hospedeiro, bem como dos 6rgdos acometidos. A

forma visceral € uma doenga sistémica, caracterizada pelo envolvimento de
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varios 6rgaos, entre eles o baco, figado, medula 6ssea, pele e linfonodos
(CIARAMELLA et al., 1997).

A infecgéo por Leishmania chagasi no cao causa, na maioria das vezes,
uma doenga sistémica cronica, que apresenta manifestagbes clinicas
inespecificas e similares as dos seres humanos, exceto pelo fato dos seres
humanos n&o apresentarem lesbes cutaneas. O periodo de incubagéo é
variavel, situando-se entre trés e oito meses, em média (GENARO, 1993). Os
animais acometidos por leishmaniose visceral podem apresentar alteracbes
digestorias, cardio-respiratérias, renais, hepaticas, neuroldgicas, oculares,
dermatolégicas e locomotoras (GENARO, 1993; BURACCO et al.,, 1997;
CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999; FEITOSA et al., 2000; BLAVIER et
al., 2001; CIARAMELLA & CORONA, 2003; BANETH, 2006; SILVA et al,
2007a; FERRARO, 2008; MARCONDES, 2008). O quadro clinico pode se
apresentar complicado devido a ocorréncia de infec¢gdes oportunistas
concomitantes (CASTRO, 1996; RIBEIRO, 1997; NOLI, 1999).

As principais manifestagbes clinicas na forma classica da doenca
incluem mucosas palidas, apatia, emagrecimento progressivo, hiporexia ou
anorexia, caquexia (FERRER, 1992; GENARO, 1993), alteracbes
dermatolégicas tais como pelame opaco, desqueratinizacdo, alopecia ou
rarefagdo pilosa, onicogrifose, hiperqueratose e ulceragbes cutaneas
(CIARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999; SONODA, 2007; VIDES et al., 2009),
ceratoconjuntivite, blefarite, uveite (FERRER, 1992; CIARAMELLA et al., 1997;
NOLI, 1999), linfoadenomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia (BANETH,
2006), émese, diarréia, hematoquezia e melena (FERRER, 1992; GENARO,
1993; NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000).

Em muitos animais portadores de leishmaniose visceral verifica-se
diminuicdo da atividade fisica, associada a osteoartropatia (SLAPPENDEL &
FERRER, 1990; NOLI, 1999). Segundo alguns autores, a incidéncia de
disturbios locomotores em casos de leishmaniose visceral pode chegar a 30%
dos caes afetados (TURREL & POOL, 1982; YAMAGUCHI et al., 1983;
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SLAPPENDEL, 1988; FERRER, 1992; WOLSCHRIJN et al., 1996; BURACCO
et al., 1997). Entretanto, em estudo mais recentes, Agut et al. (2003)
observaram o acometimento em 44,8% (26/58) da populagédo em estudo. No
Brasil ha alguns relatos pretéritos citando o envolvimento articular em quadros
de artrite ou poliartrites, em caes portadores de LV. Contudo tratam-se de
relatos de apenas um caso clinico (BEVILACQUA et al., 2002; SOUZA et al.,
2005; SANTOS et al., 2006; SILVA et al., 2007a; SILVA et al., 2007b; SILVA et
al., 2007c; PARABONI et al., 2008).

O envolvimento osteoarticular em animais com leishmaniose visceral
pode ser caracterizado clinicamente por claudicagéo, artralgia, edema, rigidez
articular, paresia e atrofia muscular dentre outros, que podem ser decorrentes
de poliartrites, sinovites, polimiosite, osteoartrite, periostite proliferativa, lesées
osteoliticas e neuralgia (SLAPPENDEL, 1988; KONTOS & KOUTINAS, 1993;
SPRENG; 1993; WOLSKCHRIJN et al, 1996; BURACCO et al., 1997;
MCCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003; BANETH, 2006). Quanto as
alteracbes musculares, em muitos animais observa-se uma mioatrofia,
inicialmente nos musculos das fossas temporais, seguida, sucessivamente,
pelo resto da musculatura corporea (LONGSTAFFE, et al., 1983; KONTOS &
KOUTINAS, 1993; KOUTINAS et al., 1999; NOLI, 1999).

Muitos agentes etiologicos podem causar poliartropatias, sendo estas
classificadas em nao inflamatérias e inflamatérias (FISHER, 2003; GREENE &
BUDSBERG, 2006; EUGENIO, 2008; FERNANDES, 2009). Acredita-se que a
poliartrite induzida por Leishmania sp. seja decorrente de uma reacéo
inflamatéria granulomatosa, causada pela presenca de parasitos ou por uma
resposta celular e humoral, a semelhangca do que se observa em 6érgaos
linfoides (MCCONKEY et al.,, 2002; REIS et al, 2009; GUINCHETTI et al.
2008a; GUINCHETTI et al. 2008b) rins, coracdo, musculo estriado esquelético
e tecido nervoso (FERRER, et al.; 1988; COSTA et al., 2003; PACIELLO et al.,
2008; FERRARO et al, 2009; GOMES, et al, 2009; MELO et al. 2009).

Estudos pretéritos sugeriram que a patogenia da leséo articular em caes

com leishmaniose visceral é devida a liberagdo de citocinas por macréfagos
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infectados, levando a absorcdo e destruicdo da cartilagem éssea (FERRER,
1992), ou ao deposito de imunecomplexos circulantes na sinévia (CUCINOTTA
et al.,, 1991; FERRER, 1992). Estes, podem produzir uma reacédo de
hipersensibilidade tipo Ill, induzindo a uma ativagcéo local de complemento e
sintese de fatores quimiotaticos para neutréfilos (BENETT & MAY, 1995). Os
neutréfilos produzem enzimas hidroliticas, que causam destrui¢cdo articular,
vasculite e aumento da permeabilidade vascular (GORMAN, 1995).

No que diz respeito aos achados radiograficos, diferentes relatos tém
descrito a poliartrite por LV como sendo do tipo ndo-erosiva (SPRENG, 1993;
KOUTINAS et al.,1999; AGUT et al., 2003) ou erosiva (WOLSCHRIN et al.,
1996; KOUTINAS et al., 1999; BLAVIER et al., 2001; MCCONKEY et al., 2002;
AGUT et al., 2003). Entretanto, conforme a literatura compilada, os achados
radiograficos freqlientemente descritos foram: destruicdo da regido cortical
(TURREL & POOL, 1982; WOLSCHRIJN et al., 1996; MCCONKEY et al., 2002;
AGUT et al., 2003), aumento de opacidade medular (TURREL & POOL, 1982;
BURACO et al., 1997; AGUT et al., 2003), diminuicdo de opacidade medular
(AGUT et al., 2003), reacao periosteal proliferativa (TURREL & POOL, 1982;
BURACO et al., 1997; AGUT et al., 2003; SOUZA et al., 2005; SANTOS et al.,
2006; SILVA et al., 2007a), osteolise (WOLSCHRIJN et al., 1996; BURACO et
al.,, 1997; MCCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003; SOUZA et al., 2005;
SILVA et al.,, 2007a), colapso dos espacos articulares (MCCONKEY et al.,
2002; SILVA et al., 2007a) e edema de partes moles (TURREL & POOL, 1982;
WOLSCHRIJN et al., 1996; SPRENG, 1993; SANTOS et al., 2006; SILVA et al.,
2007a). Também chama a atencdo alguns relatos de literatura onde os
pacientes acometidos pela doenga, com quadros de artrite ou politartrite, ndo
apresentavam alteragdes radiograficas désseas dignas de nota, levando a
acreditar que o tempo de evolugéo da enfermidade ainda nao fora suficiente
para tal (SPRENG, 1993; JACQUES et al., 2002; EUGENIO et al., 2008;
PARABONI et al., 2008).

A leishmaniose visceral canina tem sido reportada em associagdo com

infeccdo por Ehrlichia canis e Borrelia bugdorferi, sendo muito comum a
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infeccdo por Leishmania sp. ocorrer em regides onde estes organismos
também sdo endémicos (CIARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999;
SLAPPENDEL & GREENE, 1990). Esses microrganismos podem afetar as
articulagdes por via hematogena e/ou por inoculagéo direta (FISHER, 2003;
FERNANDES, 2009). Por apresentarem curso clinico extremamente variavel,
torna-se importante a realizacdo de diagnéstico diferencial devido a
semelhanga das alterac¢des clinicas manifestadas por essas enfermidades que
causam artropatias (NOLI, 1999).

A avaliagédo do liquido sinovial tem sido usualmente realizada para
diferenciagdo de inflamacdo aguda e cronica, bem como para exclusdo de
processo infeccioso imunomediado (DE BIASE et al., 2001; AKERBLOM,
2007). Ao analisar o liquido sinovial, na dependéncia da quantidade de volume
colhido, sao obtidas valiosas informagbes sobre a cor, a turbidez, a
viscosidade, a contagem total de células nucleadas, a qualidade da mucina e a
concentracdo de proteinas totais (BOON, 1997; DE BIASE et al.,, 2001;
FISHER, 2003; FERNANDES, 2009). Entretanto, as amostras de liquido
sinovial podem ser dificeis de avaliar porque muitas vezes possuem um
pequeno volume e s&o viscosas, gerando limitacbes na realizagéo dos testes
laboratoriais (FISHER, 2003; FERNANDES, 2009). Em caso de obtencgdo de
pequeno volume, € priorizado o exame citolégico por ser € o componente mais
importante (ROITT et al., 2003).

O processo inflamatério articular provoca um aumento na quantidade de
liquido sinovial e promove a diminuigdo da viscosidade do fluido, pela diluicdo
ou pela degradagao do acido hialurénico por hialuronidase originada de células
ou agentes inflamatorios (PEDERSEN, 1978; WILKINS, 1993; LOZIER &
MENARD, 1998; ULLMAN & TODOROFF, 1998; TODHUNTER & JOHNSTON,
2003). O liquido sinovial do cao normal € claro, viscoso, de cor amarelo-palha,
com pH entre 7,0 e 7,8, ndo contém fibrinogénio e forma um bom coagulo de
mucina poés-colheita (FERNANDEZ et al., 1983; HOULTON, 1994).

Em cées portadores de LV foi observada alta concentragédo de proteinas

totais na avaliagao do liquido sinovial (BURACCO et al., 1997), fato associado
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a edema tecidual e que pode ser atribuido a uma elevagao da permeabilidade
vascular da membrana sinovial (BOON, 1997). Tem tém sido verificado um
grande numero de neutréfilos (CUCINOTA et al.,, 1991; SPRENG, 1993;
BURACCO et al., 1997), o que é indicativo de uma doenca inflamatoéria (BOON,
1997).

Muitos casos relatados demonstraram que o aumento na quantidade de
células inflamatérias, associado com uma infiltragéo linfocitica, pode, de forma
secundaria, representar uma resposta ativa celular (FONT et al., 1996).
Mudangas na coloragao e turbidez do liquido sinovial também s&o visualizadas
no calazar canino (SPRENG, 1993). Tais alteragbes sdo mais freqlientes em
caes portadores de lesbes osteoliticas (CUCINOTA et al.,, 1991; SPRENG,
1993) e de edema de partes moles (BURACCO et al., 1997). Além disso, tem
sido descrita a visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania sp. em
macréfagos de liquido sinovial (YAMAGUCHI et al., 1983; SPRENG, 1993;
BURACCO et al.,, 1997; KOUTINAS et al., 1999; MCCONKEY et al., 2002;
AGUT et al., 2003; SANTOS et al., 2006; PARABONI et al., 2008; SILVA et al.,
20009).

Como o liquido sinovial demonstra um espectro limitado de respostas
quanto as doengas inflamatérias, além da dificil distingdo entre as
enfermidades infecciosas de longa duragdo, tais como erliquiose canina,
doengca de Lyme e LV, para buscar a causa base das artropatias se faz
necessaria a realizacdo de exames complementares como radiografias,
exames soroloégicos, métodos de amplificagdo do DNA de possiveis agentes
etiologicos, dentre outros, além da obtencdo de um detalhado histérico e
minucioso exame fisico (FERNANDES, 2009).
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ll. MATERIAL E METODO

liL.I. Etica animal

O estudo realizado esta de acordo com os Principios Eticos adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal (COBEA) e pela Comisséo
de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da UNESP - campus de
Aracatuba, S&o Paulo, Brasil, aprovado na reunido de 28/09/2007, estando
registrado sob protocolo n°. 2007/003292.

llLIl. Local e tempo de execugao

O ensaio foi realizado nas dependéncias do Curso de Medicina
Veterinaria da UNESP - campus de Aracatuba, SP, Brasil, nos Setores de
Radiologia Veterinaria, Laboratério Clinico Veterindrio e Laboratério de
Imunologia do Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira®, durante o

periodo entre margo de 2008 a junho de 2009.

lILIIl. Animais utilizados

Foram colhidas amostras de 154 caes, adultos, independentes de sexo,
raga e peso, sintomaticos ou assintomaticos, encaminhados para eutanasia ao

Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Aragatuba, SP, Brasil.

O diagnéstico da doenga baseou-se nos resultados da pesquisa de
formas amastigotas do parasita por meio do exame citolégico de citologia
aspirativa por agulha fina (CAAF) de linfonodo, e da reag&o sorologica
imunoenzimatica (ELISA) para detecgdo de anticorpos anti-Leishmania sp.,
como descrito por Lima et al. (2003). Do total de animais examinados, foram

incluidos 100 caes positivos para a presengca de formas amastigotas de
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Leishmania sp. no exame citolégico e/ou sorologia reagente para a presenca

de anticorpos anti-Leishmania sp.

Antes da avaliacao radiografica os animais recebiam uma medicagao
pré-anestesia (MPA) com Acepromazina', na dose de 0,055 mg/kg por via
intravenosa, seguida, de uma anestesia geral com Pentobarbital S(’)dicoz, na
dose de 15 mg/kg por mesma via para a realizagdo da eutanasia. Os cées
infectados receberam aplicacédo de uma ampola de 10 mL cloreto de potassio a
19,1%3, por via intravenosa, em cumprimento ao Decreto n°. 51.838 do
Ministério da Saude do Brasil, de 14 de margo de 1963, o qual estabelece que
animais domésticos portadores de leishmaniose devam ser submetidos a
eutanasia. O método utilizado seguiu recomendagdes da Resolugéo n°. 714, de
20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV),

que dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais.

As amostras de liquido sinovial foram obtidas por meio de artrocentese
objetivando avaliar a celularidade a partir da contagem de 100 células e
pesquisar formas amastigotas de Leishmania sp.

Em todos os animais soropositivos foi realizado o teste de imunoensaio
enzimatico para a deteccdo de anticorpos anti-Ehrlichia canis e anti-Borrelia
bugdorferi utilizando-se o kit comercial SNAP® 3DX™* com o objetivo de

determinar a ocorréncia de possiveis co-infecgdes.

! Acepran 0,2% — Vetnil — Louveira - Sdo Paulo

% Hypnol 3% — Fontoveter — Itapira, SP

3 Cloreto de potassio a 19,1% — Darrow — Rio de Janeiro, RJ

4 SNAP® 3DX™ — IDEXX Laboratories — Sacramento, Califérnia
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lILIV. Colheita de sangue total

Para realizagdo da sorologia para leishmaniose visceral, erliquiose
canina e doenga de Lyme, colheu-se por flebocentese da veia julgular cinco
mililitros (mL) de sangue total, utilizando-se, agulhas 25x8 milimetros (mm)
acopladas a seringas estéreis de 10 mililitros (mL). Apos a retragéo do coagulo,
a amostra foi submetida a centrifugagdo a aproximadamente 1.500 G, durante
10 minutos, para melhor separagédo do soro. Este, por sua vez, foi estocado a

- 20°C, até o momento do seu processamento.

lll.V. Diagnoéstico da leishmaniose visceral

lI.V.l. Exame citolégico de linfonodo

O exame citologico dos linfonodos foi realizado apés a CAAF dos
linfonodos popliteos e pré-escapulares, na dependéncia de aumento de volume
dos mesmos e da facilidade de pungéo de acordo com o animal, com o auxilio
de uma seringa descartavel de polietilieno de 10 mL, acoplada a uma agulha
hipodérmica descartavel, com espessura e comprimento de 25x7 mm, onde era
exercido vacuo para a aspiracdo do material a ser colhido. Apds esse
procedimento, imediatamente realizava-se o esfregaco do material aspirado em
ldminas de vidro, estes eram secos ao ar e corados com O corante
hematolégico1 para a posterior avaliagdo a microscopia de luz no aumento de

100x, com imerséo, e pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.

"Panotico Rapido - Laborclin — Curitiba, Parana
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lILV.Il. Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi no soro através

da técnica de ELISA (Enzyme-linke immunosorbent assay)

As amostras de soro de todos os animais foram submetidas a pesquisa
de anticorpos IgG anti-Leishmania sp. por meio da técnica de ELISA, como
descrita por Lima et al (2003).

As microplacas foram cobertas com antigeno total de Leishmania
chagasi, cepa MHOM/BR/74/PP75, numa concentragdo de 20 pg/mL em
tampéo carbonato 0,05 M, pH 9,6, e incubadas “overnight” a 4°C. Apos a
lavagem com PBS-tween 20 (PBS-T) por trés vezes as placas foram
bloqueadas por uma hora com 150 ul de PBS-BSA 1%, e incubadas a
temperatura ambiente durante duas horas. Apés nova lavagem com PBS-
tween por trés vezes, 100 ul do controle positivo, do controle negativo (animal
de area ndo endémica saudavel) e das amostras de soro, diluidas em PBS
contendo 0,05% de tween 20 e 1% de BSA, foram adicionadas a cada poc¢o e
incubadas por trés horas a temperatura ambiente. Apos trés lavagens com
PBS-tween 20, adicionou-se a placa 100 ul de anticorpo anti-lgG de céo
marcado com peroxidase1 previamente titulado.

Apés a incubagdo por uma hora em temperatura ambiente, as placas
foram novamente lavadas com PBS-tween 20 e foram adicionados 100 pul de
uma solugdo contendo substrato de ortofenilenediamina (OPD)? (0,4mg/ml) em
diluente apropriado com peréxido de hidrogénio. A reacgéo foi interrompida
adicionando-se, a cada poc¢o, 50 ul de H,SO4 1M. A densidade 6ptica (D.O.) foi
avaliada a 492nm, utilizando o leitor automatico de ELISA®. Os resultados
foram expressos pela média da densidade oéptica obtida das amostras em

duplicata.

' Sigma — Aldrich Brasil LTDA
2 Sigma — Aldrich Brasil LTDA
s Labsystems Multiskan EX - Flow Laboratories International SA, Lugano, Switzerland
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Para a determinagéo do ponto de corte foi realizado o teste de ELISA em
amostras de 20 cées sadios de area nao endémica para leishmaniose visceral.
O ponto foi estipulado a partir da média acrescida de trés desvios-padrbes da

leitura da densidade éptica (DO), o qual foi considerado 0,270.

llI.VI. Exames radiograficos

Para a realizagdo dos exames radiograficos utilizou-se uma unidade
radiolégica fixa da marca CRX' — modelo SHF 730, com capacidade para 500
miliamperes (mA) e 150 quilovoltagem (kVp), tempo de exposi¢do de 0,05 a 5

segundos (s) e equipado com grade antidifusora Potter-Bucky (Figura 1).

Figura 1. Unidade radiologica fixa do Setor de Radiologia Veterinaria do Hospital
Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira”, do Curso de Medicina Veterinaria —
UNESP, campus de Aracgatuba, utilizada nos exames de radiograficos: marca CRX
— modelo SHF 730 — 500 mA / 150 kVp / tempo de exposi¢do de 0,05 a 5 segundos
(s) (A) e equipado com grade antidifusora Potter-Bucky (B). (Aragatuba — SP, 2009)

TSHF 730 — CRX® — Campinas, Sao Paulo
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As avaliagbes foram realizadas nas articulagdes distais dos membros
toracicos e pélvicos: Umero-radio-ulnares (cotovelos), radio-carpica-
metacarpicas (carpicas), fémuro-tibio-fibulares (joelhos) e tibio-tarsica-

metatarsicas (tarsicas) (Figura 2).

Figura 2. Posicionamentos radiograficos adotados conforme a
articulagdo em estudo: umero-radio-ulnar (A e C) e fémuro-tibio-fibular
(B e D) incidéncias craniocaudal (CrCa) e mediolateral (ML); radio-
carpica-metacarpica (A e C) proje¢des dorsopalmar (DPa) e ML e para a
articulagao tibio-tarsica-metatarsica (B e D) incidéncias dorsoplantar
(DPI) e ML. (Aracatuba — SP, 2009)

Para tanto foram utilizados filmes para raios-x diagnosticos' de tamanho
24 x 30 centimetros (cm), depositados em chassis metalicos com écran
intensificador? de tamanho semelhante aos filmes supracitados. As peliculas
foram identificadas com a espécie, a raca, a idade, o registro e a data do
exame radiografico. Uma letra de chumbo indicando o membro quanto a sua
contra-lateralidade (direito — D ou esquerdo - E) foi fixada ao chassi. A
revelacdo e a fixagdo dos filmes radiograficos foram efetuadas através de

processamento automatico® (Figura 3).
g

"T-MAT G/RA — Kodak® — Sao Paulo, Sao Paulo
2X-OMAT Regular Screens — Kodak Lanex® — Sao Paulo, Sdo Paulo
¥ MX2 — Macrotec® — Cotia, Sdo Paulo
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Figura 3. Camara escura (sala revelagao): chassi metalico 24x30 cm
(seta azul) e identificador radiografico eletrénico (seta verde) (A).
Processadora automatica para filmes radiograficos (B). (Aragatuba — SP,
2009)

A técnica radiografica utilizada foi a que relaciona mAs e kVp, de acordo
com a espessura da regido a ser radiografada, preconizada por De Martin e
Iwasaki (1976).

Para a avaliacdo das articulagdes umero-radio-ulnar e fémuro-tibio-
fibular foram realizadas as incidéncias craniocaudal (CrCa) e mediolateral (ML),
para a articulagdo radio-carpica-metacarpica fizeram-se as projecdes
dorsopalmar (DPa) e ML e para a articulacdo tibio-tarsica-metatarsica
utilizaram-se as incidéncias dorsoplantar (DPI) e ML. Todas as articulagdes
foram radiografadas bilateralmente, obedecendo-se as normas de protecéo
radiologica, realizando pelo menos duas incidéncias em angulo reto uma em
relacdo a outra, sendo efetuadas em posi¢cbes padronizadas, segundo as
técnicas descritas por Kealy & McAllister (2005). Posteriormente os exames

radiograficos foram avaliados ao negatoscépio.

lIl.VII. Exame do liquido sinovial

As amostras de liquido sinovial foram obtidas por meio de artrocentese e

processadas dentro de um periodo maximo de 50 minutos, evitando-se a
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degeneracgéo celular. Ap6s a tricotomia e a palpacgéo da regido articular (Figura
4) os animais eram posicionados em decubito lateral, realizando-se a assepsia
do local com alcool iodado e, a seguir, procedendo-se a colheita da amostra
por inser¢cao de uma agulha calibre 25x7 mm, acoplada a uma seringa de cinco

mL, com o intuito de se obter o volume maximo colhido de amostra (Figura 5).

Figura 4. Palpacao das articulagdes para realizagdo da artrocentese: iumero-radio-ulnar (A),
radio-carpica-metacarpica (B), fémuro-tibio-fibular (C) e tibio-tarsica-metatarsica (D).
(Aracatuba — SP, 2009)

Figura 5. Demonstragao da realizagao da pungao articular radio-carpica-
metacarpica (A) e amostra colhida de liquido sinovial (B). (Aragatuba —
SP, 2009)
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A confeccao das laminas foi realizada imediatamente ap6s o término da
colheita do liquido sinovial, utilizando-se citocentrifugagéo1, sob
aproximadamente 380 G, durante um periodo de cinco minutos. As laminas
foram coradas com corante hematologico’ para posterior avaliagdo a
microscopia de luz no aumento de 40x e 100x, com imersao, objetivando
avaliar a celularidade a partir da contagem de 100 células e pesquisar a

presenca de formas amastigotas de Leishmania sp.

lILVIII. Teste de imunoensaio enzimatico para a deteccao de anticorpos

anti-Ehrlichia canis e anti-Borrelia bugdorferi

Todos os caes com leishmaniose visceral foram avaliados pelo teste de
imunoensaio enzimatico para a deteccédo de anticorpos anti-Ehrlichia canis e

anti-Borrelia bugdorferi utilizando o kit comercial SNAP® 3DX™3

(Figura 6), com
o intuito de identificar possiveis co-infecgdes. Para tanto o soro sangiineo e
reagente foram estabilizados a temperatura ambiente. Apés o acréscimo de
quatro gotas de conjugado anti-Ehrlichia canis e anti-Borrelia bugdorferi a trés
gotas de soro, realizou-se a homogeneizagdo e em seguida adicionou o
conteudo no pogo de reagéo do teste. Ao aparecer cor no circulo de ativagéo,
pressionou-se a outra extremidade do teste para ativagdo do mesmo. Apos oito
minutos realizou-se a leitura, levando-se em consideracdo a localizagcéo e
intensidade da cor da reagéo, conforme recomendagbes do fabricante (Figura

7).

' Citocentrifuga 2400 — Fanem — S&o Paulo, S&o Paulo
2 Panético RéPido- Laborclin — Curitiba, Parana
3 SNAP®3DX™ — IDEXX Laboratories — Sacramento, Califérnia



Figura 6. Kit sorolégico SNAP™ 3DX'™ para a
deteccéo de anticorpos contra a Ehrlichia canis e
Borrelia bugdorferi. (Aragatuba — SP, 2009)

Figura 7. Resultados obtidos pelo kit sorologico
SNAP® 3DX™ para a detecczo de anticorpos anti-
Ehrlichia canis e anti-Borrelia  bugdorferi.
Resultados negativo (A) e positivo para erliquiose
canina (B) (Aragatuba — SP, 2009)

lILIX. Analise estatistica

24

Para realizacdo da andlise estatistica descritiva os resultados foram

tabulados em planilha eletronica’ para a obtencéo da freqiiéncia da distribuigao

das variaveis clinicas, radiogréaficas e laboratoriais.

" Microsoft Office Excel 2007 — Microsoft Corporation — S&o Paulo, S&o Paulo
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IV. RESULTADOS

Dos 154 caes avaliados, 100 foram considerados positivos para infecgéo
por Leishmania sp., sendo 74% por meio de exame sorolégico (apéndice A),
88% por exame parasitoldgico de tecido linféide (apéndice B) e 62% por ambos
os métodos (apéndice C).

A percentagem de ocorréncia de co-infeccao entre Leishmania chagasi e
Ehrlichia canis foi de 45%, e nédo se observou co-infeccdo com Borrelia
bugdorferiem nenhuma amostra (apéndice D).

Os caes positivos para Leishmania sp. tinham em média 36 meses de

idade, sendo a positividade maior na faixa de 12 a 48 meses (Figura 8).

H12a 24
H25a48
M49a72
@73a96

Figura 8. Distribuicdo (%), segundo a faixa etaria em meses, de 100 cdes naturalmente
infectados por Leishmania chagasi. (Aragatuba — SP, 2009)
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Dos 100 animais avaliados, 54% eram machos e 46% fémeas. Nao se
observou predisposi¢éo racial, com 66% dos caes sem precisa definicao racial

e 34% com raca definida (Figura 9).

Sem Raca Definidida 66
Poodle 7

Teckel

Pinscher Doberman
Cocker Spaniel

Pit Bull

Fox Paulistinha
Boxer

Rottweiler

Pastor Alemao
Yorkshire Terrier
Chow-Chow

Bull Terrier
Labrador

NN
W W W
®

. .

Figura 9. Distribuigdo em numero, segundo a raga, de 100 cdes naturalmente infectados por
Leishmania chagasi. (Aragatuba — SP, 2009)
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Em 83% dos caes detectou-se radiograficamente pelo menos uma lesao
articular. As articulagbes mais afetadas foram as tarsicas e cépicas, havendo
uma tendéncia para o envolvimento bilateral (Figura 10). Embora esses
animais (83/100) representem um total de 664 articulacdes estudadas, dessas

apenas 49,2% demonstraram algum sinal radiografico digno de nota.

Figura 10. Frequéncia (%) do envolvimento articular observada nos exames radiolégicos de
100 cdes naturalmente infectados por Leishmania chagasi. Onde URUD representa a
articulagdo Umero-radio-ulnar direita, RCMD a articulagdo radio-carpica-metacarpica direita,
FTFD a articulagdo fémuro-tibio-fibular direita, TTMD a articulagdo tibio-tarsica-metatarsica
direita, URUE a articulagdo umero-radio-ulnar esquerda, RCME a articulagdo radio-carpica-
metacarpica esquerda, FTFE a articulagdo fémuro-tibio-fibular esquerda e TTME a articulagédo
tibio-tarsica-metatarsica esquerda. (Aracatuba — SP, 2009)
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As lesbes foram caracterizadas por irregularidade do trabeculado 6sseo,
esclerose subcondral, areas de osteodlise, edema de partes moles adjacentes a
articulagdo, diminuicdo do espacgo interarticular, ostedlise associada a
proliferacdo &ssea, somente areas de proliferagcdo Ossea, aumento de

opacidade medular e fratura patolégica (Figuras 11 e 12).

Figura 11. Radiografias das articulagdes locomotoras distais de céo
acometido por leishmaniose visceral, com sinais radiograficos
compativeis com artrite. Visualizagdo do trabeculado 6sseo grosseiro
(seta branca), esclerose subcondral (seta verde), colapso articular (seta
vermelha), ostedlise (seta amarela) e ostedlise associada a proliferagéo
ossea (seta azul). (Aracatuba — SP, 2009)
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Trabeculado 6sseo grosseiro
Esclerose subcondral
Osteolise

Edema de partes moles
Colapso articular

Osteolise e proliferacdo ossea
Proliferagao ossea

Aumento de opacidade medular

Fratura patolégica
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Figura 12. Frequéncia (%) dos achados radiograficos observados em articulagées de 100 caes
naturalmente infectados por Leishmania chagasi. (Aragatuba — SP, 2009)

Devido a dificuldade de obtengdo, ao pequeno volume ou a
contaminagao da sinovia, a avaliagao citoldgica deixou de ser realizada em 196
das 800 articulagdes estudadas.

Dos 55 caes positivos para leishmaniose visceral e negativos para
erliquiose, 23% (101/440) das amostras de liquido sinovial apresentavam
formas amastigotas de Leishmania sp. em macrofagos (Figura 13). As
articulagdes tarsais (33/101) e carpais (26/101) foram as mais comumentes
infectadas, seguidas das articulagbes dos cotovelos (24/101) e dos joelhos
(19/101).

A maioria das articulagbes dos caes com leishmaniose visceral com
sorologia negativa para Ehrlichia sp. (75/101) apresentou alteragdo na
contagem diferencial das células, sendo que 30% das amostras analisadas
apresentou aumento do numero de neutrofilos, estando esses

hipersegmentados, a maioria dos quais apresentando sinais de degeneracgéo.
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Em 70% das amostras ocorreu aumento do numero de células mononucleares
ativadas, enquanto 25,75% (26/101) possuiam contagem de células
diferenciais dentro do intervalo de referéncia descrito por Fernandes (2009).
Embora formas amastigotas de Leishmania sp. n&o tenham sido
encontradas em 45% (197/440) das articulagbes dos caes negativos para
erliquiose canina (Figura 13), a contagem diferencial das células apresentou-se
elevada em 57% (113/197) das articulagbes. De modo similar as articulagbes
com presenca de formas amastigotas, as ndo infectadas também apresentaram
o0 mesmo padrio de alteracdo na contagem diferencial (aumento do numero de

células mononucleares ativadas e neutrofilos).

# Parasitologicamente positivas

# Parasitologicamente negativas

4 Contaminacao com sangue ou
material insufuente

Figura 13. Frequéncia (%) dos envolvimentos articulares observadas nos exames citolégicos
do liquido sinovial, de 55 caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral e negativos
para erliquiose canina. (Aragatuba — SP, 2009)

Entretanto, nos animais restantes (45/100), estes positivos para
leishmaniose visceral canina e erliquiose canina concomitantemente, 27,2%
(98/360) das articulagcbes apresentaram formas amastigotas de Leishmania sp.
no liquido sinovial (Figura 14), sendo as articulagbes carpais (27/98) e tarsais
(25/98) as mais comumente acometidas, seguidas das articulagdes dos joelhos
(23/98) e dos cotovelos (23/98).
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Em 69,4% (68/98) das amostras de liquido sinovial com a presenga do
parasito ocorreu aumento da celularidade, sendo 63,23% (43/68) por
neutrofilos, e esses hipersegmentados, 51,47% (35/68) com predominio de
células mononucleares, enquanto 30,6% (30/98) das articulagcdes encontravam-
se dentro dos padrdes de normalidades quanto a celularidade (FERNANDES,
2009).

De um total de 207 articulagbes de caes sorologicamente positivos para
Ehrlichia sp e sem a presenca de formas amastigotas de Leishmania sp., 41%
(85/207) apresentaram aumento de celularidade, sendo que 62,35% (53/85)
tinham predominio de células mononucleares e 37,65% (35/85) de neutrofilos,
e esses hipersegmentados. As alteragbes citoldégicas da sindvia das
articulagdes carpais representaram 18/85 (21,2%), as tarsais 22/85 (25,9%),
joelhos 24/85 (28,3%) e os cotovelos por 21/85 (24,7%).

# Parasitologicamente positivas

H Parasitologicamente negativas

4 Contaminagao com sangue ou
material insufuente

Figura 14. Frequéncias (%) dos envolvimentos articulares observadas nos exames citologicos
do liquido sinovial, de 45 caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral e positivos
para erliquiose canina. (Aragatuba — SP, 2009)
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Quando somados os achados da avaliacao sinovial dos distintos grupos,
percebeu-se que 24,87% (199/800) das articulagbes estavam parasitadas por
formas amastigotas de Leishmania sp. (Figura 15), enquanto 50,63% (405/800)
das articulagbes tinham auséncia do parasito e 24,5% (196/800) apresentavam
contaminagdo sanguinea ou material insuficiente para analise. Das 199
amostras de liquido sinovial em que se identificaram formas amastigotas de
Leishmania sp., 56 (28,14%) possuiam citologia normal e 143 (71,85%)
alterada. Da mesma forma em situa¢cdes em que o liquido sinovial n&o estava
parasitado 51% (206/404) estavam dentro dos limites de normalidade e 49%

(198/404) apresentavam-se anormais.

Figura 15. Avaliagcdo citolégica de liquido sinovial de cdo acometido por
leishmaniose visceral. Imagens com intensa neutrofilia (seta vermelha), linfocitos
(seta verde), macréfago (seta preta) fagocitando forma amastigota de
Leishmania sp. (seta azul), coloragdo panotica, aumento de 400X (A) e 1000X
(B). (Aragatuba — SP, 2009)
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V. DISCUSSAO

Neste estudo, 88% (88/100) dos animais foram positivos por meio da
citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) de linfonodos, valor este superior
aos 57,30% (51/89) de positividade em cées naturalmente infectados
provenientes de area endémica para leishmaniose visceral relatados por
Moreira et al. (2007). Slappendel & Ferrer (1990) descrevem que a prevaléncia
da LV em caes de areas endémicas pode atingir entre 20 e 40% da populagéo,
diferindo de Ferrer (2002) que relata uma prevaléncia de cées infectados
superior a 50%. Segundo Albuquerque et al. (2005), no Brasil, a prevaléncia
em areas endémicas pode chegar a 46,6%, valores esses bem inferiores a taxa
de positividade (74%) encontrada no presente estudo por meio da técnica de
ELISA. A avaliagdo citoldégica de linfonodo, para a investigagdo direta de
formas amastigotas de Leishmania chagasi também tem sido empregada como
outra técnica de diagnéstico para a enfermidade. Por se tratar de um estudo
clinico e ndo epidemioldgico, como os supracitados, é provavel que esta maior
positividade deva-se ao fato da amostragem ter sido intencional, selecionando-
se caes do CCZ e, portanto, com maior probabilidade de serem portadores de
LV. Esta deve ser também a razado pela qual um maior numero de positividade
foi obtido pela CAAF do que pelo método de ELISA.

Com relacdo a predisposicdo etaria, a maior parte dos animais
apresentava idade entre 12 e 24 meses (45%) e 25 e 48 meses (30%),
confirmando os achados descritos por Sonoda (2007) e Miranda (2008), que
referem maior casuistica em cées adultos jovens. Esses achados conflitam
com Ferrer (1992), Noli (1999) e Feitosa et al. (2000) que n&o evidenciaram

predisposi¢do quanto a faixa etaria.

No que tange a predisposicdo sexual, no presente estudo ndo houve
predisposi¢cao sexual para LV, corroborando com os relatos de Ferrer (1992),
Noli (1999), Feitosa et al. (2000), Sonoda (2007) e Miranda et al. (2008).
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Quanto a predisposicéo racial, o presente ensaio constatou que 66%
(66/100) dos caes com leishmaniose visceral ndo apresentavam precisa
definicdo racial e 34% (34/100) tinham raga definida, divergindo dos relatos de
Sonoda (2007) que descreve uma casuistica de 66,7% da doenca em animais
de raga pura, tais como Poodle (20,8%), Labrador (20,8%), Boxer (12,5%),
Chow-Chow (8,3%) e Teckel (8,3%). Esses dados tornam-se conflitantes, pois
a autora avaliou apenas 36 cédes domiciliados e provenientes de um hospital
escola. No presente estudo os animais eram, em sua maioria, errantes e
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses.

No presente estudo, 38% dos animais apresentavam quadros clinicos
compativeis com artrite ou poliartrite, concordando com os achados de Agut et
al. (2003), que ao avaliarem 58 caes de area endémica para Leishmania sp.,
descreveram que 44,8% apresentavam disturbios osteoarticulares. Alteragbes
ortopédicas tém sido descritas como incomuns em caes com leishmaniose
visceral, segundo Kontos & Koutinas (1993), fato também demonstrado por
Feitosa et al. (2000), que relataram o envolvimento locomotor em apenas nove
animais de 215, o que difere de Turrel & Pool (1982) e Slappendel (1988), onde
observaram alteracdes em 30% dos casos.

No presente estudo, dos 100 cades com leishmaniose visceral, 83 (83%)
apresentaram alteragdes osteoarticulares a avaliacao radiografica, o que difere
dos resultados encontrados por Agut et al. (2003), que relataram a presenca de
osteoartrite em 57,7% dos animais portadores de leishmaniose visceral.
Acredita-se que a presente discordancia pode ter sido observada, uma vez que
os autores utilizaram uma amostragem inferior e apenas examinaram animais
sintomaticos. No Brasil, alteragbes locomotoras em cées infectados por
Leishmania chagasi foram descritas por Bevilacqua et al. (2002), Souza et al.
(200%5), Santos et al. (2006), Silva et al. (2007a), Silva et al. (2007b), Silva et al.
(2007c) e Paraboni et al. (2008). Entretanto, ndo foi possivel confrontar tais
relatos com os nossos resultados, no que diz respeito a freqiéncia de
ocorréncia, uma vez que os mesmos relataram caso clinico de um unico

animal.
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Por meio da avaliacdo radiografica verificou-se um envolvimento das
articulagdes de forma bilateral e com maior freqiiéncia nas jungdes distais:
tibio-tarsica-metatarsicas (tarsicas) com 75% (75/100) e radio-carpica-
metacarpicas (carpicas) esquerda e direita com 54% (54/100) e 52% (52/100)
respectivamente, corroborando os achados de Turrel & Pool (1982), Buracco et
al. (1997), Agut et al. (2003), Santos et al. (2006), Silva et al. (2007a), Silva et
al. (2007b) e Silva et al. (2007c). Com menor freqliéncia observou-se o
acometimento das articulagbes umero-radio-ulnar (cotovelo) esquerda e direita,
com 26% (26/100) e 24% (24/100) respectivamente, e finalmente as fémuro-
tibio-fibular (joelho) esquerda com 11% (11/100) e a direita com 10% (10/100),
com comportamento semelhante as articulagbes distais, quando do
envolvimento bilateral. Estes resultados se assemelham aos encontrados por
Turrel & Pool (1982), Spreng, 1993, Wolschrijn et al. (1996), Agut et al. (2003),
Souza et al. (2005). Provavelmente esse achado deve-se a conformagéo
articular, pois essas articulagbes s&o maiores e menos complexas quando
comparadas com as distais supracitadas. H4 de se considerar que as
diferengas hemodindmicas possam também colaborar para maior
comprometimento das articulagdes distais, a semelhanga do que ocorre com os
hemoparasitos que s&o mais facilmente encontrados em amostra de sangue
periférico.

Alteracbes radiograficas como ostedlise periosteal foram observadas em
18,12% das articulagdes, semelhante ao descrito por Wolschrin et al. (1996),
Koutinas et al. (1999), Blavier et al. (2001), McConkey et al. (2002) e Agut et al.
(2003), sugerindo que esses animais encontravam-se em uma fase avangada
da doenca. Entretanto, também foram observadas areas de lise Ossea
associadas a processos proliferativos 6ésseos em 3,98% das articulagbes e
proliferacdo Ossea periosteal em 2,65%, resultados também reportados por
Buracco et al. (1997), que sugerem ser incomum esses achados e podem ser
interpretados como resultado de uma infecgéo crénica. Diferentemente, Agut et

al. (2003), observaram maior frequéncia de sinais radiograficos de proliferagéo
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Ossea e periosteal por terem selecionado em seu estudo um maior numero de
caes com quadro agudo ou subaguda da doenca.

Alteragdes radiograficas como trabeculado 6sseo grosseiro e esclerose
subcondral também foram observadas em 28,62% e 20,77% das articulacdes,
respectivamente, podendo ser interpretadas como uma evidéncia de infecgéo
inicial, segundo Turrel & Pool (1982). O aumento de opacidade do canal
medular foi observado em um dos casos estudados, fato observado também
por Turrel & Pool (1982) e Agut et al. (2003), que associaram esta alteragéo
com a infecgéo por via hematégena. Ocorréncias como edema de partes moles
(12,93%) e colapso articular (12,71%), também foram encontradas no presente
ensaio, conforme observado em estudos pretéritos relatados por Turrel & Pool
(1982), Yamaguchi et al. (1983), Cucinotta et al. (1991), Spreng (1993),
Wolschrin et al. (1996), Buracco et al. (1997) e Silva et al. (2007a), fato
associado a uma possivel infecgéo sinovial.

Neste estudo, as amostras de liquido sinovial apresentaram baixo
volume e a com contagem diferencial de células nucleadas fora o teste
usualmente realizado, bem como a pesquisa direta de formas amastigotas de
Leishmania sp., limitacao também descrita por Agut et al. (2003) e associada a
dificuldade de colheita.

A visualizagdo do parasito em macrofagos no liquido sinovial ja havia
sido relatada por Yamaguchi et al. (1983), Spreng (1993) e Buracco et al.
(1997), o que corrobora com os resultados do presente estudo, onde 24,87%
(199/800) das articulacdes foram positivas para a presencga de Leishmania sp.
O aumento anormal do nimero de neutréfilos no liquido sinovial de caes com
leishmaniose visceral também foi observado por Cuccinota et al. (1991),
Spreng (1993), Buracco et al. (1997) e Agut et al. (2003), em conformidade
com os resultados aqui demonstrados, onde 71,85% (143/199) das amostras
apresentaram neutrofilia e presenga do protozoario. Alteragdo de celularidade
indicando inflamag¢do também ocorreu em 49% (198/404) das amostras de
liquido sinovial sem a presenca de formas amastigotas de Leishmania sp.

Contudo, deve-se levar em consideragdo que a nao visualizagdo de formas
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amastigotas de Leishmania sp. no liquido sinovial ndo exclui a infecgcéo, sendo
importante a realizagcdo de outras técnicas de diagndstico mais sensiveis, a
exemplo da reacdo em cadeia de polimerase e a imunohistoquimica.
Corroborando propostas para a patogénese da poliartrite associada a
leishmaniose visceral canina que segundo Agut et al. (2003) a poliartrite ocorre
como consequéncia de uma inflamagdo granulomatosa da sindvia causada
pela presenga da leishmania ou pela deposigcdo de imunocomplexos na
sindvia, levando a uma sinovite e poliartrite, segundo Cucinotta et al. (1991) e
Ferrer (1992).
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VI. CONCLUSAO

. As alteragbes radiograficas de caes naturalmente infectados por
Leishmania sp. sao difusas, bilaterais, predominantemente distais,

porém néo patognomadnicas.

. As lesdes osteoarticulares de cdes com leishmaniose visceral sao

predominantemente do tipo erosiva, sugerindo cronicidade do processo.

. A maioria das altera¢des radiograficas articulares de cdes acometidos
por leishmaniose visceral ndo estdo associadas a presenca do parasito
na sinovia, sugerindo que a etiopatogenia das lesbes articulares néo é

devida exclusivamente a presencga do parasito.

. As alteragbes citologicas do liquido sinovial ndo contribuiram para o
diagnéstico da poliartrite causada por leishmaniose visceral, enquanto a
pesquisa da forma amastigota de Leishmania sp. na sinGvia mostrou-se
uma boa alternativa para o diagnostico da doencga, especialmente em

caes portadores de alteragdes clinico-radiograficas do carpo e tarso.
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Apéndice A — Densidades 6pticas médias (DO), obtidas por meio da técnica de
ELISA para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi, no soro de 154
caes provenientes do Centro de Controle de Zoonoses do municipio de
Aracatuba - SP. (Aracatuba - SP, 2009)

Animal DO Resultado Animal DO Resultado
1 0,316 Reagente 36 0,208 Nao Reagente
2 0,175 | Nao Reagente 37 0,249 Nao Reagente
3 0,180 | Nao Reagente 38 0,079 N&o Reagente
4 0,132 | Nao Reagente 39 0,515 Reagente
5 0,104 | Nao Reagente 40 0,057 N&o Reagente
6 0,084 | Nao Reagente 41 0,314 Reagente
7 0,169 | Nao Reagente 42 0,057 N&o Reagente
8 0,031 | Nao Reagente 43 0,140 N&o Reagente
9 0,051 | Nao Reagente 44 0,030 Nao Reagente
10 0,117 | Nao Reagente 45 0,480 Reagente
1 0,046 | Nao Reagente 46 0,083 Nao Reagente
12 0,084 | Nao Reagente 47 0,587 Reagente
13 0,315 Reagente 48 0,245 N&o Reagente
14 0,261 | Nao Reagente 49 0,040 N&o Reagente
15 0,182 | Nao Reagente 50 0,062 Nao Reagente
16 0,072 | Nao Reagente 51 0,655 Reagente
17 0,286 Reagente 52 0,610 Reagente
18 0,030 | Nao Reagente 53 0,023 N&o Reagente
19 0,222 | Nao Reagente 54 0,020 Nao Reagente
20 0,159 | Nao Reagente 55 0,037 Nao Reagente
21 0,036 | Nao Reagente 56 0,616 Reagente
22 0,063 | Nao Reagente 57 0,554 Reagente
23 0,276 Reagente 58 0,406 Reagente
24 0,227 | Nao Reagente 59 0,326 Reagente
25 0,137 | Nao Reagente 60 0,025 Nao Reagente
26 0,107 | Nao Reagente 61 0,289 Reagente
27 0,130 | Nao Reagente 62 0,489 Reagente
28 0,110 | Nao Reagente 63 0,491 Reagente
29 0,161 | Nao Reagente 64 0,201 N&o Reagente
30 0,069 | Nao Reagente 65 0,037 Nao Reagente
31 0,192 | Nao Reagente 66 0,447 Reagente
32 0,145 | Nao Reagente 67 0,085 N&o Reagente
33 0,121 | Nao Reagente 68 0,124 N&o Reagente
34 0,261 N&o Reagente 69 0,034 Nao Reagente
35 0,167 | Nao Reagente 70 0,404 Reagente

continua...
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71 0,367 Reagente 113 0,158 Nao Reagente
72 0,388 Reagente 114 0,059 Nao Reagente
73 0,559 Reagente 115 0,154 N&o Reagente
74 0,187 N&o Reagente 116 0,305 Reagente
75 0,375 Reagente 117 0,411 Reagente
76 0,069 Nao Reagente 118 0,196 Nao Reagente
77 0,088 Nao Reagente 119 0,082 Nao Reagente
78 0,079 Nao Reagente 120 0,601 Reagente
79 0,598 Reagente 121 0,101 N&o Reagente
80 0,488 Reagente 122 0,495 Reagente
81 0,323 Reagente 123 0,361 Reagente
82 0,433 Reagente 124 0,760 Reagente
83 0,084 | N&o Reagente 125 0,219 N&o Reagente
84 0,202 | N&o Reagente 126 0,417 Reagente
85 0,375 Reagente 127 0,767 Reagente
86 0,237 | N&o Reagente 128 0,150 N&o Reagente
87 0,484 Reagente 129 1,073 Reagente
88 0,289 Reagente 130 0,241 N&o Reagente
89 0,437 Reagente 131 0,860 Reagente
90 0,361 Reagente 132 0,920 Reagente
91 0,617 Reagente 133 0,097 N&o Reagente
92 0,374 Reagente 134 0,410 Reagente
93 0,480 Reagente 135 1,124 Reagente
94 0,484 Reagente 136 1,064 Reagente
95 0,607 Reagente 137 1,049 Reagente
96 0,551 Reagente 138 0,870 Reagente
97 0,488 Reagente 139 0,347 Reagente
98 0,389 Reagente 140 1,040 Reagente
99 0,065 Nao Reagente 141 1,097 Reagente
100 0,152 Nao Reagente 142 1,073 Reagente
101 0,352 Reagente 143 0,972 Reagente
102 0,087 | N&o Reagente 144 0,845 Reagente
103 0,075 | N&o Reagente 145 0,715 Reagente
104 0,511 Reagente 146 0,785 Reagente
105 0,177 | N&o Reagente 147 0,254 N&o Reagente
106 0,201 N&o Reagente 148 0,817 Reagente
107 0,425 Reagente 149 0,045 N&o Reagente
108 0,148 | N&o Reagente 150 0,216 N&o Reagente
109 0,169 Nao Reagente 151 0,746 Reagente
110 0,257 | N&o Reagente 152 0,376 Reagente
111 0,171 N&o Reagente 153 0,422 Reagente
112 0,298 Reagente 154 1,129 Reagente
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Apéndice B — Resultados individuais da pesquisa de formas amastigotas de

Leishmania sp. em preparados citoldgicos obtidos por citologia aspirativa por

agulha fina (CAAF) de linfonodo de 154 cées provenientes do municipio de

Aracatuba - SP. (Aracatuba - SP, 2009)

Animal CAAF Resultado | Animal CAAF Resultado
1 + Positivo 36 + Positivo
2 + Positivo 37 + Positivo
3 - Negativo 38 - Negativo
4 - Negativo 39 + Positivo
5 - Negativo 40 - Negativo
6 - Negativo 141 + Positivo
7 - Negativo 42 - Negativo
8 - Negativo 43 + Positivo
9 - Negativo 44 + Positivo
10 Positivo 45 + Positivo
1 - Negativo 46 - Negativo
12 - Negativo 47 + Positivo
13 + Positivo 48 + Positivo
14 + Positivo 49 - Negativo
15 + Positivo 50 - Negativo
16 - Negativo 51 + Positivo
17 + Positivo 52 - Negativo
18 Negativo 53 Negativo
19 - Negativo 54 - Negativo

20 - Negativo 55 - Negativo
21 - Negativo 56 + Positivo
22 - Negativo 57 + Positivo
23 - Negativo 58 + Positivo
24 - Negativo 59 + Positivo
25 - Negativo 60 + Positivo
26 - Negativo 61 + Positivo
27 + Positivo 62 + Positivo
28 - Negativo 63 + Positivo
29 - Negativo 64 + Positivo
30 - Negativo 65 - Negativo
31 + Positivo 66 + Positivo
32 + Positivo 67 - Negativo
33 + Positivo 68 - Negativo
34 + Positivo 69 - Negativo
35 + Positivo 70 + Positivo

continua...
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7 + Positivo 113 - Negativo
72 + Positivo 114 - Negativo
73 + Positivo 115 - Negativo
74 - Negativo 116 - Negativo
75 + Positivo 117 Positivo
76 + Positivo 118 - Negativo
77 - Negativo 119 - Negativo
78 - Negativo 120 + Positivo
79 - Negativo 121 + Positivo
80 + Positivo 122 + Positivo
81 + Positivo 123 - Negativo
82 + Positivo 124 + Positivo
83 - Negativo 125 + Positivo
84 + Positivo 126 + Positivo
85 + Positivo 127 - Negativo
86 + Positivo 128 - Negativo
87 + Positivo 129 - Negativo
88 - Negativo 130 + Positivo
89 + Positivo 131 + Positivo
90 + Positivo 132 + Positivo
91 + Positivo 133 - Negativo
92 + Positivo 134 - Negativo
93 + Positivo 135 + Positivo
94 + Positivo 136 + Positivo
95 - Negativo 137 + Positivo
96 + Positivo 138 + Positivo
97 + Positivo 139 + Positivo
98 + Positivo 140 + Positivo
99 + Positivo 141 - Negativo
100 + Positivo 142 + Positivo
101 + Positivo 143 + Positivo
102 - Negativo 144 + Positivo
103 - Negativo 145 + Positivo
104 + Positivo 146 + Positivo
105 - Negativo 147 + Positivo
106 - Negativo 148 + Positivo
107 + Positivo 149 - Negativo
108 - Negativo 150 - Negativo
109 - Negativo 151 + Positivo
110 - Negativo 152 + Positivo
111 - Negativo 153 + Positivo
112 - Negativo 154 + Positivo
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Apéndice C — Resultados individuais para a pesquisa de leishmaniose visceral
em preparados citologicos obtidos por meio de citologia aspirativa por agulha
fina (CAAF) de linfonodo e sorologia por meio da técnica de ELISA em 154

caes provenientes do municipio de Aragatuba — SP. (Aragatuba — SP, 2009)

Animal CAAF ELISA Resultado
1 Positivo Positivo Positivo
2 Positivo Negativo Positivo
3 Negativo Negativo Negativo
4 Negativo Negativo Negativo
5 Negativo Negativo Negativo
6 Negativo Negativo Negativo
7 Negativo Negativo Negativo
8 Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo
10 Positivo Negativo Positivo
1 Negativo Negativo Negativo
12 Negativo Negativo Negativo
13 Positivo Positivo Positivo
14 Positivo Negativo Positivo
15 Positivo Negativo Positivo
16 Negativo Negativo Negativo
17 Positivo Positivo Positivo
18 Negativo Negativo Negativo
19 Negativo Negativo Negativo

20 Negativo Negativo Negativo
21 Negativo Negativo Negativo
22 Negativo Negativo Negativo
23 Negativo Positivo Positivo
24 Negativo Negativo Negativo
25 Negativo Negativo Negativo
26 Negativo Negativo Negativo
27 Positivo Negativo Positivo
28 Negativo Negativo Negativo
29 Negativo Negativo Negativo
30 Negativo Negativo Negativo
31 Positivo Negativo Positivo
32 Positivo Negativo Positivo
33 Positivo Negativo Positivo
34 Positivo Negativo Positivo
35 Positivo Negativo Positivo

continua...
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36 Positivo Negativo Positivo
37 Positivo Negativo Positivo
38 Negativo Negativo Negativo
39 Positivo Positivo Positivo
40 Negativo Negativo Negativo
41 Positivo Positivo Positivo
42 Negativo Negativo Negativo
43 Positivo Negativo Positivo
44 Positivo Negativo Positivo
45 Positivo Positivo Positivo
46 Negativo Negativo Negativo
47 Positivo Positivo Positivo
48 Positivo Negativo Positivo
49 Negativo Negativo Negativo
50 Negativo Negativo Negativo
51 Positivo Positivo Positivo
52 Negativo Positivo Positivo
53 Negativo Negativo Negativo
54 Negativo Negativo Negativo
55 Negativo Negativo Negativo
56 Positivo Positivo Positivo
57 Positivo Positivo Positivo
58 Positivo Positivo Positivo
59 Positivo Positivo Positivo
60 Positivo Negativo Positivo
61 Positivo Positivo Positivo
62 Positivo Positivo Positivo
63 Positivo Positivo Positivo
64 Positivo Negativo Positivo
65 Negativo Negativo Negativo
66 Positivo Positivo Positivo
67 Negativo Negativo Negativo
68 Negativo Negativo Negativo
69 Negativo Negativo Negativo
70 Positivo Positivo Positivo

continua...
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71 Positivo Positivo Positivo
72 Positivo Positivo Positivo
73 Positivo Positivo Positivo
74 Negativo Negativo Negativo
75 Positivo Positivo Positivo
76 Positivo Negativo Positivo
77 Negativo Negativo Negativo
78 Negativo Negativo Negativo
79 Negativo Positivo Positivo
80 Positivo Positivo Positivo
81 Positivo Positivo Positivo
82 Positivo Positivo Positivo
83 Negativo Negativo Negativo
84 Positivo Negativo Positivo
85 Positivo Positivo Positivo
86 Positivo Negativo Positivo
87 Positivo Positivo Positivo
88 Negativo Positivo Positivo
89 Positivo Positivo Positivo
90 Positivo Positivo Positivo
91 Positivo Positivo Positivo
92 Positivo Positivo Positivo
93 Positivo Positivo Positivo
94 Positivo Positivo Positivo
95 Negativo Positivo Positivo
96 Positivo Positivo Positivo
97 Positivo Positivo Positivo
98 Positivo Positivo Positivo
99 Positivo Negativo Positivo
100 Positivo Negativo Positivo
101 Positivo Positivo Positivo
102 Negativo Negativo Negativo
103 Negativo Negativo Negativo
104 Positivo Positivo Positivo
105 Negativo Negativo Negativo
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106 Negativo Negativo Negativo
107 Positivo Positivo Positivo
108 Negativo Negativo Negativo
109 Negativo Negativo Negativo
110 Negativo Positivo Positivo
111 Negativo Negativo Negativo
112 Positivo Positivo Positivo
113 Negativo Negativo Negativo
114 Negativo Negativo Negativo
115 Negativo Negativo Negativo
116 Negativo Positivo Positivo
117 Positivo Positivo Positivo
118 Negativo Negativo Negativo
119 Negativo Negativo Negativo
120 Positivo Positivo Positivo
121 Positivo Negativo Positivo
122 Positivo Positivo Positivo
123 Negativo Positivo Positivo
124 Positivo Positivo Positivo
125 Positivo Negativo Positivo
126 Positivo Positivo Positivo
127 Negativo Positivo Positivo
128 Negativo Negativo Negativo
129 Negativo Positivo Positivo
130 Positivo Negativo Positivo
131 Positivo Positivo Positivo
132 Positivo Positivo Positivo
133 Negativo Negativo Negativo
134 Negativo Positivo Positivo
135 Positivo Positivo Positivo
136 Positivo Positivo Positivo
137 Positivo Positivo Positivo
138 Positivo Positivo Positivo
139 Positivo Positivo Positivo
140 Positivo Positivo Positivo
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141 Negativo Positivo Positivo
142 Positivo Positivo Positivo
143 Positivo Positivo Positivo
144 Positivo Positivo Positivo
145 Positivo Positivo Positivo
146 Positivo Positivo Positivo
147 Positivo Negativo Positivo
148 Positivo Positivo Positivo
149 Negativo Negativo Negativo
150 Negativo Negativo Negativo
151 Positivo Positivo Positivo
152 Positivo Positivo Positivo
153 Positivo Positivo Positivo
154 Positivo Positivo Positivo
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