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AVALIAGAO ELETRONEUROGRAFICA E HISTOPATOLOGICA DE NERVOS
PERIFERICOS EM CAES NATURALMENTE ACOMETIDOS PELA LEISHMANIOSE
VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral é uma antropozoonose, que vem
aumentando no Brasil em numero de casos e ja sendo endémica em varios estados. Os
caes, considerados o principal reservatorio doméstico, sdo de grande importancia na
manutencdo do ciclo epidemioloégico da leishmania visceral, ja que a mesma € mais
prevalente na populagao canina que na humana, e também podem servir como modelo
experimental da doenca. Partindo-se da hipétese de que a leishmaniose visceral causa
uma neuropatia periférica em caes, o presente ensaio teve como objetivos analisar as
alteracdes eletroneurograficas e histopatologicas dos nervos radial, ulnar, tibial e
peroneal de cées naturalmente acometidos pela doenga. Assim, 33 caes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, e quatro caes sem a doencga foram submetidos a
exames eletroneurograficos e retirada de fragmentos dos nervos para analise
histopatolégica. Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que cides com
leishmaniose visceral podem apresentar velocidade de conduc¢do nervosa motora
diminuida, caracterizando um quadro de neuropatia periférica; apresentar alteracoes
histopatolégicas indicativas de uma neuropatia periférica; e que as principais alteragées
histopatolégicas nos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de caes com leishmaniose
visceral foram aumento de tecido conjuntivo no endoneuro, variagao no didmetro de
fibras nervosas, degeneragdo axonal, infiltrado inflamatério no perineuro e no tecido

adiposo, desmielinizagdo e aumento de tecido conjuntivo no perineuro.

Palavras-Chave: eletroneurografia, histopatologia, Leishmania sp., neuropatia

periférica
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ELECTRONEUROGRAPHIC AND HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF
PERIPHERAL NERVES OF DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY - Visceral leishmaniasis is an antropozoonosis, that is increasing in
Brazil in number of cases and already being endemic in several states. The dogs,
considered the main domestic reservoir, are of great importance in the maintenance of
the epidemic cycle of the visceral leishmania, since the same is more prevalent in the
canine population than in the human, and they can also serve as experimental model of
the disease. Breaking of the hypothesis that the leishmaniasis visceral cause an outlying
neuropathy in dogs, the present study aimed to analyze the alterations
electroneurographics and histopathologics of the radial, ulnar, tibial and peroneal nerves
of dogs attacked by the disease. Like this, 33 dogs naturally attacked by visceral
leishmaniasis, and four dogs without the disease were submitted to eletroneurography
and retreat of fragments of the nerves for analysis. The results obtained in this work
allowed to end that dogs with visceral leishmaniasis can present reduced motor nerve
conduction velocity, characterizing a neuropathy; to present histopathologics alterations
indicative of an outlying neuropathy; and that the main alterations in the radial, ulnar,
tibial and peroneal nerves of dogs with visceral leishmaniasis were increase of
conjunctive tissue in the endoneurium, variation in the diameter of nervous fibers,
degeneration axonal, infiltrated inflammatory in the perineurium and in the adipous

tissue, desmielinization and increase of conjunctive tissue in the perineurium.

Keywords: eletroneurography, histopathology, Leishmania sp., peripheral neuropathy



I. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral € uma antropozoonose, que vem aumentando no Brasil
em numero de casos e em dispersao geografica, ja sendo endémica em varios estados.
No Estado de Sao Paulo o primeiro caso canino autéctone da doencga foi diagnosticado
no municipio de Aragatuba em 1998, enquanto o primeiro diagnostico da doenca em
seres humanos foi realizado no mesmo municipio em 1999. De 1998 a 2006, 37.000
caes foram submetidos a eutanasia e 911 casos foram diagnosticados em seres
humanos, dos quais 83 vieram a o6bito. De acordo com os dados da Dire¢cdo Regional
de Saude, 41 municipios do Estado ja apresentam confirmagéo da doencga, inclusive
com casos autéctones identificados na regido metropolitana da cidade de S&o Paulo.

Os caes, considerados o principal reservatério doméstico, sdo de grande
importancia na manutencgéo do ciclo epidemiolégico da leishmania visceral, ja que esta
enfermidade mesma & mais prevalente na populacdo canina que na humana. Além
disso, a infeccdo no cédo usualmente causa uma doenca sistémica crbnica, que,
clinicamente, € similar a humana, de forma que o cdo pode servir como modelo
experimental da doenca.

Dentre os sintomas descritos em seres humanos, destacam-se aqueles
relacionados ao comprometimento do sistema nervoso periférico, € embora também
existam relatos de neuropatias periféricas em caes com leishmaniose visceral, pouco se
conhece sobre a patogenia da doencga nesse sistema.

Desta forma, partindo-se da hipétese de que a leishmaniose visceral causa uma
neuropatia periférica em cées, o presente ensaio teve como objetivos analisar as
alteracdes eletroneurograficas e histopatolégicas dos nervos radial, ulnar, tibial e
peroneal de caes naturalmente acometidos pela doencga, na tentativa de se obter uma

melhor compreensao da fisiopatogenia da mesma no sistema nervoso periférico.



Il. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, é uma
enfermidade parasitaria cujos agentes etioldgicos sédo protozoarios pertencentes a
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania, transmitidos, no
Brasil, através da picada de dipteros do género Lutzomyia. As leishmanias fazem parte
de dois grandes grupos, 0 que causa a leishmaniose visceral e 0 que causa a
leishmaniose tegumentar. A espécie responsavel pela forma visceral da doenca no
Brasil € a Leishmania chagasi (GENARO, 1993; CASTRO, 1996; SANTA-ROSA &
OLIVEIRA, 1997; POCAI et al., 1998; BANETH, 2006).

As leishmanioses (visceral e tegumentar) sdo endémicas nos cinco continentes,
em 88 paises localizados em regides tropicais e subtropicais, com cerca de 350 milhdes
de individuos vivendo em areas de risco. Embora a leishmaniose visceral seja
conhecida como uma doenca tipicamente rural, varios surtos epidémicos urbanos tém
sido relatados devido a condi¢gdes epidemiologicas favoraveis (GONTIJO & MELO,
2004; MARCONDES, 2007).

Na América Latina, 90% dos casos humanos concentram-se no Brasil. A
importancia da leishmaniose visceral reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo, mas também na possibilidade de assumir formas graves e letais quando
associada a quadros de ma nutricao e a outros agentes infecciosos (BORGES et al,
1999; GONTIJO & MELO, 2004). Outro aspecto relevante neste contexto de expansao
e urbanizagdo da leishmaniose visceral em todo o mundo & a possibilidade de
contragdo da doenca através de transfusdo sangiinea (GENARO, 2002; CAMARGO-
NEVES & SANTUCCI, 2005).

Em Sao Paulo o primeiro caso canino autéctone da doenca foi diagnosticado no
municipio de Aracatuba, regido noroeste do Estado, no Curso de Medicina Veterinaria
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), em maio de
1998. A partir de entdo o numero de casos vem aumentando consideravelmente na

regido, sendo que, de acordo com os dados da Direcao Regional de Saude, 41
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municipios ja apresentaram casos confirmados da doencga, tendo sido notificados
oficialmente 18.566 casos caninos de 1998 a 2004. Desde entéo ja foram submetidos a
eutanasia mais de 30 mil cdes na regido (LEISHMANIOSE..., 2005a; 2005b;
MARCONDES, 2007).

O diagnéstico clinico da leishmaniose visceral canina € dificil de ser realizado
devido a variedade de sintomas da doenca (FERRER, 1999; GRADONI, 2002). Os
sintomas sdo comuns a outras enfermidades, tornando o diagnédstico laboratorial ou
parasitolégico necessarios para a confirmacéo da suspeita (FEITOSA et al., 2005). As
alteragdes histopatoldgicas também séo inespecificas e as lesbes sdo semelhantes
aquelas observadas em outras doengas infecciosas e imunomediadas (FERRER, 1999;
GRADONI, 2002), tendo uma caracteristica histolégica comum: o acumulo inicial de
células fagociticas mononucleares nos tecidos invadidos, o que promove a hiperplasia
das células do sistema fagocitico mononuclear dos 6rgaos envolvidos (MALLA &
MAHAJAN, 2006).

No céo a infeccado por L. chagasi usualmente causa uma doenga sistémica
crénica, que, clinicamente, € similar a humana. Em ambos os casos ocorre febre
irregular por longos periodos, anemia, perda progressiva de peso e caquexia no estagio
final da doenga. Em muitos animais observa-se uma mioatrofia, inicialmente nos
musculos das fossas temporais, seguida, sucessivamente, pelo resto da musculatura do
corpo. Os animais acometidos podem apresentar, ainda, alteragcbes dermatologicas,
renais, hepaticas, respiratérias, cardiacas, locomotoras, neurologicas e oculares; sendo
freqlUente, também, a observacéo de diateses hemorragicas (NOLI, 1999; FEITOSA et
al., 2000; SCOTT et al.,, 2001; FERRER, 2002; CIARAMELLA & CORONA, 2003;
FEITOSA et al., 2005).

Apesar da descricdo de sintomas neurolégicos em seres humanos e caes
portadores de leishmaniose visceral, existem contradicbes na literatura quanto a
patogénese da doenga no sistema nervoso central (GARCIA-ALONSO et al., 1996;
NIETO et al., 1996; NOLI, 1999; BANETH, 2006; IKEDA et al, 2007). A literatura médica
também descreve alguns quadros de neuropatia periférica associados a doenca.

MUSTAFA (1965) descreveu o quadro clinico de 30 seres humanos no Sudéo,



portadores de leishmaniose visceral, os quais referiam dor em queimacgao na planta dos
pés e outros sintomas como paresia, com perda de alguns reflexos em membros
inferiores, e hipoalgesia nas pernas, tornozelos e pés. Na época, creditou-se a etiologia
a uma provavel hipovitaminose do complexo B, particularmente, de tiamina e acido
pantoténico.

Outro relato de sintomas neurolégicos é o de CHUNGE et al. (1985), que
descreveram a presenca de tremores generalizados em um paciente portador de
leishmaniose visceral. Os autores sugeriram que a severidade dos mesmos era
diretamente proporcional a contagem parasitaria e verificaram que, ap6s o tratamento,
os tremores desapareceram, sem, entretanto, determinar a patogénese do quadro
neurologico.

Na literatura existem, ainda, descricbes de quadros de neuropatias periféricas
em associacdo com leishmaniose tegumentar, mimetizando casos de hanseniase.
KUBBA et al. (1987) observaram, por meio de biopsias de lesbes de pele,
comprometimento de nervos periféricos em 5% dos casos da doenga em seres
humanos. SATTI et al. (1989) relataram o envolvimento de nervos periféricos em um
homem naturalmente acometido, e em nove de 13 ratos, que experimentalmente
receberam injegcdes de formas promastigotas de L. major. Na analise histopatoldgica
das lesdes de pele e de nervos periféricos dos ratos, descreveram trés estagios de
envolvimento neural, dependendo da severidade da doenga, mas sem correlagéo entre
esses e a duracédo da lesdo cutanea. Dentre os principais achados histopatolégicos
desses estudos destacam-se um quadro de neurite, com identificacdo do parasita nas
células de Schwann e na regido perineural, e presenga de intenso infiltrado inflamatorio.

Trinta anos depois de Mustafa, HASHIN et al. (1995), também no Sudao,
descreveram a ocorréncia de uma neuropatia periférica em 52 pacientes portadores de
calazar. O quadro clinico era de dor severa em queimacgéo nos pés, hiperestesia de
membros inferiores e pequenos disturbios motores. Muitos individuos apresentavam
multiplos sinais de envolvimento de nervos cranianos, sendo, o principal, a surdez. Os
autores confirmaram a ocorréncia de neuropatia periférica por meio de estudos de

neurocondugédo e verificaram diminuigdo da velocidade de condug¢do nervosa motora e



sensitiva nos nervos do membros pélvicos de quase todos os individuos, os quais
retornaram aos valores de normalidade, ou préximos a eles, apds o tratamento da
doenca. Através desses estudos foi possivel confirmar a presenca de um quadro de
desmielinizagdo, variando de moderada a severa, acompanhado de degeneracéao
axonal. Logo apods o tratamento houve remisséo gradativa das alteracdes sensitivas e
motoras, indicando uma remielinizacao da fibra nervosa. A etiologia da neuropatia ndo
foi determinada, porém, os autores contestaram a hipbotese anterior da hipovitaminose,
ja que nenhum paciente apresentou evidéncias clinicas ou laboratoriais de deficiéncia
vitaminica.

FEITOSA et al. (2005), avaliando caes com sintomas neurologicos naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, observaram a ocorréncia de sinais de
envolvimento de nervos cranianos (cegueira bilateral, dificuldade de degluticdo, ptose
palpebral e labial), de lesdes em tronco encefélico (anisocoria e midriase bilateral), de
acometimento do sistema vestibular e do cerebelo (ataxia, quedas, tremor de intencao,
inclinacao lateral da cabeca, estrabismo e nistagmo posicionais), vocalizagao, andar em
circulos, convulsdes generalizadas, mioclonias, tetraparesia e tetraplegia.

A maior parte das doencas musculares e do sistema nervoso periférico
apresenta sintomas relacionados a musculatura esquelética. No entanto, nem sempre é
possivel ao clinico determinar se as alteragbes sdo primarias ou secundarias. Para
tanto, existem os testes eletrodiagnésticos (eletroneurografia e eletromiografia) que
melhoram a capacidade de avaliagdo do examinador, complementando o exame fisico
e auxiliando na localizacdo da lesdo. Em muitos casos os resultados destes
procedimentos fornecem informagdes que nao poderiam ser obtidas por meio de outros
métodos (CHRISMAN, 1991; CHRISMAN & CLEMMONS, 1993).

A eletroneurografia € um exame que consiste na estimulagdo direta de um
nervo e no tragado de um potencial de agdo no musculo (condugéo nervosa motora), ou
na estimulagao direta de um nervo e na captacédo de um potencial de a¢ado no préoprio
nervo (conducgdo nervosa sensitiva) (SIMS, 1983; VAN NES, 1986). Para o estudo das
velocidades de conducédo nervosa (VCN) podem ser utilizados varios sitios de

estimulacdo e de captacédo. No entanto, quando da obtengao de resultados e avaliagao
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da laténcia, amplitude e duragdo dos potenciais de agdo, os valores devem ser
confrontados com aqueles obtidos nos mesmos sitios de estimulagdo e captacao
(BROWN & ZAKI, 1979; MALIK et al.,, 1989; CHRISMAN, 1991; CHRISMAN &
CLEMMONS, 1993; FEITOSA et al., 2000a, 2000b).

Quando se estimula um nervo, as diferengas de potenciais sdo amplificadas e
simultaneamente apresentadas num osciloscopio para uma monitorizagdo visual
(DUNCAN, 1980; PINTO, 2006). Obtém-se, inicialmente, um artefato de choque, depois
um periodo de laténcia e, finalmente, um potencial de agdo evocado. O periodo de
laténcia & expresso em milisegundos e representa o tempo necessario para a condugao
através do axénio, da jungcdo neuromuscular e do musculo (CHRISMAN, 1991;
CHRISMAN & CLEMMONS, 1993).

A velocidade de condug¢ao nervosa motora ndo é constante ao longo de todo o
nervo, pois o impulso se alentece a medida que atinge a porcéo distal, onde existem
ramos terminais ndo mielinizados e a jungdo neuromuscular. Além disso, existe o tempo
de cerca de 0,5 ms que € consumido entre o inicio da despolarizagao da fibra muscular
e sua contragdo (CHRISMAN, 1991; CHRISMAN & CLEMMONS, 1993; DUMITRU et al,
2002; PINTO, 2006). Para se determinar a velocidade de condugdo nervosa
eliminando-se este retardo (conhecido como laténcia residual), o nervo motor pode ser
consecutivamente estimulado em dois pontos. Apos as estimulagdes, obtém-se dois
potenciais de acdo. O tempo decorrido entre o estimulo do nervo e o aparecimento do
potencial de acédo é o tempo de conducado ou tempo de laténcia. A diferenca entre os
dois tempos de laténcia obtidos € o tempo gasto para o impulso percorrer a distancia
entre os dois pontos estimulados. A formula para determinar a velocidade de condugéao
nervosa em metros por segundo é: a distancia em milimetros dividida pelo tempo em
milisegundos. O comprimento deste segmento (mm) dividido pela diferenca nos tempos
(ms) fornece a velocidade de conducdo nervosa em metros por segundo (m/s)
(CHRISMAN & CLEMMONS, 1993; FEITOSA et al., 2000a, 2000b).

Além da laténcia, analisam-se, durante a realizagdo do exame, a amplitude e a
duracao das respostas. A duragao € medida do inicio do potencial até o ponto em que

sua deflexdo retorna a linha isoelétrica. A amplitude do potencial € a medida do pico



negativo ao pico positivo, e serve para determinar se existe ou ndo uma diminuicdo do
numero de axoénios funcionantes, uma vez que ela esta relacionada com o nimero de
unidades motoras ativadas. Este é um parametro importante e deve ser
cuidadosamente avaliado porque permite uma estimativa da porcentagem de fibras
motoras sobreviventes quando de lesdes. A amplitude depende também do tamanho do
musculo escolhido e da posicao e tipo de eletrodo (FEITOSA et al., 2000a; DUMITRU et
al., 2002; PINTO, 2006).

Na degeneracéo axonal hd uma perda de fibras nervosas e, portanto, uma
diminuicdo na amplitude do potencial de agdo muscular evocado, porque um menor
numero de fibras musculares é inervado (PINTO, 2006).

A duragédo € um parametro mais utilizado nas respostas motoras. Ela informa
sobre a integridade das fibras de conducgédo lenta, enquanto a laténcia informa sobre a
integridade das fibras de condugdo rapida. Fibras nervosas isoladas variam
consideravelmente em diametro e, portanto, na sua velocidade de condugdo. Essa
variagdo na velocidade de conducgdo resulta em diferengas no tempo em que um
impulso demora para chegar no eletrodo registrador, o que acaba resultando numa
dispersao temporal do potencial de agao, isto €, em sua duragcéo. Em outras palavras, a
duracao do potencial de acdo é um reflexo da sincronia com que as fibras musculares
sofrem descargas no tempo. Assim, retardos de Ilaténcia podem indicar
comprometimento de fibras rapidas e o aumento na duragdo pode indicar um
comprometimento de fibras lentas. Portanto, alteragdes nas duas (laténcia e duragao)
indicam uma lesao afetando os dois tipos de fibras. Em processos desmielinizantes a
diminuic&o da velocidade de condug&o nervosa nao € a mesma em todas as fibras, por
este motivo ocorre também uma dispersdo do potencial de acdo (BRAUND, 1994,
DUMITRU et al., 2002; PINTO, 2006).

Apoés uma estimulagado nervosa distal, as fibras musculares séo ativadas quase
que sincronicamente pelos axénios motores que as inervam. Apds uma estimulagao
proximal, no entanto, as diferengas nas velocidades de conduc¢do dos varios axdnios
motores resultam em uma dispersdo temporal do potencial evocado, isto &, um

potencial mais largo. Quanto maior a distdncia de condugédo, maior a disperséo



temporal e maior a discrepancia entre as respostas evocadas ao nivel proximal e distal.
Quanto maior a sincronia com a qual os potenciais de agao musculares s&o iniciados na
regido do eletrodo registrador, maior sera a amplitude e menor a duragao do potencial.
Portanto, uma neuropatia, por diminuir a sincronia e o numero de potenciais de acao
muscular iniciados, reduz a amplitude e aumenta a duracdo dos potenciais evocados
(BRAUND, 1994; FEITOSA et al., 2000a).

Quando uma corrente elétrica é aplicada a um nervo periférico, as grandes
fibras axonais atingem o limiar de disparo mais facilmente que as menores. A grande
area das fibras maiores oferece menos resisténcia ao fluxo da corrente do que as
pequenas. Desta forma, os grandes nervos periféricos sdo capazes de conduzir a uma
velocidade maior do que os pequenos. Além disso, a mielinizacdo e a distancia
internodal também determinam a velocidade de conducdo. Quanto maior a bainha de
mielina, maior a distancia internodal e maior a velocidade de conduc¢do nervosa
(FEITOSA & USHIKOSHI, 2001).

SIMS & REDDING (1979), analisando os potenciais evocados nos musculos
inter6sseos palmares através de estimulagdo dos nervos ulnar direito e esquerdo de
caes clinicamente sadios, ndo constataram diferencas estatisticamente significativas
entre os dois lados e obtiveram os seguintes valores; amplitude proximal (ao nivel da
articulagdo umero-radio-ulnar) de 23,3 + 4,7 mV, amplitude distal (articulagdo carpo-
radial) de 22,9 £ 3,5 mV, duragéo proximal de 4,9 + 0,4 ms e duracgdo distal de 4,2 +
0,3ms.

WALKER et al. (1979), em estudos eletroneurograficos da amplitude e duragéo
dos potenciais evocados por estimulagéo dos nervos ulnar, tibial e peroneal, verificaram
amplitudes médias obtidas nos musculos interésseos palmares apds estimulacédo do
nervo ulnar de 22,0 £ 1,9 mV, quando a estimulacdo era feita na face medial da
articulagdo umero-radio-ulnar e 25,2 + 1,7 mV quando a estimulagdo era um pouco
acima do osso acessorio do carpo. Para os mesmos pontos de estimulagéo, as
duragdes dos potenciais foram 4,1 £ 0,2 ms e 4,0 + 0,2 ms, respectivamente. Ja o nervo
tibial, que teve como sitios proximal e distal de estimulagao o trocanter maior do fémur e

a face lateral do terco distal da tibia, apresentou amplitudes e duragdes médias de



potenciais obtidos nos musculos inter6sseos plantares de 20,1 + 1,6 mV e 4,6 £ 0,2 ms
no sitio proximal, e 23,3 £+ 2,3 mV e 4,0 £ 0,2 ms no sitio distal. Para os potenciais
evocados no musculo tibial cranial apos estimulagdo do nervo peroneal, a amplitude e
duracdo médias na altura do trocanter maior do fémur foram 19,8 £ 1,4 mV e 6,4 +
0,4ms, e ao nivel da articulagao fémur-tibial 19,5+ 1,5mV e 6,6 £ 0,3 ms.

TAKAKURA e INADA (1983), estimulando o nervo ulnar direito e esquerdo na
articulagdo umero-radio-ulnar (sitio proximal) e préximo ao osso acessoério do carpo
(sitio distal), verificaram potenciais evocados nos musculos inter6sseos palmares com
amplitude média de 27,6 £ 6,7 mV e 28,0 £ 8,5 mV e duracdo média de 3,7 £ 0,4 ms e
3,5 = 0,5 ms, respectivamente. Da mesma forma, estimulando o nervo tibial direito e
esquerdo na articulagao fémur-tibial (sitio proximal) e préximo a tuberosidade calcanea
(sitio distal) e registrando os potenciais nos musculos inter6sseos plantares,
observaram amplitudes médias de 27,0 £ 5,1 mV e 32,7 £ 6,4 mV e duragcdo média de
4,1+ 0,7 ms e 3,8 £ 0,6 ms, respectivamente. Nao foram constatadas diferencas entre a
amplitude e a duracédo dos potenciais nos lados direito e esquerdo. Por outro lado, a
amplitude do potencial obtida por estimulacdo proximal n&o diferiu daquela obtida por
estimulacdo distal nos musculos interésseos palmares, mas a primeira foi bem menor
do que a segunda no caso dos musculos plantares.

MALIK et al. (1989), comparando as caracteristicas dos potenciais de agao dos
musculos interésseos plantares obtidos por estimulagao proximal e distal do nervo tibial,
puderam constatar que o potencial distal (articulacdo tibio-tarsica) possuia uma
amplitude de 20,2 + 5,3 mV e que, a medida que o sitio de estimulac&o era desviado
proximalmente, o potencial tornava-se progressivamente menor e mais largo, até atingir
uma amplitude de 16,2 £ 4,3 mV na fossa poplitea e de 13,6 + 4,0 mV sobre o trocanter
maior do fémur. Da mesma forma, na estimulagdo do nervo ulnar, obtiveram potenciais
de agdo nos musculos interésseos palmares com uma amplitude distal (sobre os ossos
do carpo) de 16,2 + 4,3 mV e proximal (articulagdo umero-radio-ulnar) de 12,8 %
3,9mV. Por outro lado, observando potenciais de acgao registrados no musculo tibial
cranial, ap6s estimulagdo do nervo peroneal, verificaram uma amplitude distal (fossa

poplitea) de 26,9 £ 6,1 mV e proximal (trocanter maior do fémur) de 25,6 + 5,5 mV.
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FEITOSA et al. (2000b), aplicando estimulos no nervo radial sobre a face
cranial da articulagdo umero-radio-ulnar e sobre o terco médio do radio, em sua face
cranial, préximo a veia cefalica, e captando o estimulo sobre o musculo extensor digital
comum, na face dorsal da articulagdo carpo-radial, obteve valores de 2,46 £ 0,72 ms e
1,58 + 0,62 ms para as laténcias proximal e distal, respectivamente. Nos mesmos
pontos, a amplitude de pico a pico e a duragao foram 8,79 + 2,26 mV e 2,85 £ 0,76 ms
para o estimulo proximal, e 952 + 242 mV e 2,71 £ 0,75 ms para o sitio de
estimulacéo distal. No nervo ulnar, com captacdo sobre os musculos inter6sseos
palmares e com estimulo proximal sobre a articulagdo umero-radio-ulnar, os valores de
laténcia obtidos foram 4,17 + 0,53 ms, de amplitude 10,72 £ 2,60 mV, e duragéo de
2,23 + 0,38 ms; com estimulo distal sobre o terco distal da ulna os valores foram 2,67 +
0,38 ms para a laténcia, 11,72 + 2,81 mV para a amplitude e 2,04 = 0,35 ms de
duracgao.

Os mesmos autores (FEITOSA et al.,, 2000a) estimularam o nervo tibial nas
regides do trocanter maior do fémur e sobre a face lateral da tibia, préximo a veia
cefélica, e registraram os valores sobre uma falange proximal ou média do segundo
dedo. Para este nervo, com estimulacédo proximal, os valores de laténcia obtidos foram
6,55 £ 0,86 ms, a amplitude foi 7,33 + 1,37 mV e a duragéo foi 1,65 £ 0,38 ms. Com
estimulacéo distal a laténcia foi 3,09 £ 0,53 ms, a amplitude 9,92 £ 2,08 mV e a duragao
1,59 + 0,43 mV. No nervo peroneal a estimulagcéo proximal foi feita sobre a regido do
trocanter maior do fémur, e a distal sobre a face caudal da articulacdo fémur-tibial, com
captagdo sobre o musculo tibial cranial. Os valores obtidos neste nervo, com
estimulacédo proximal, foram 3,86 £ 1,14 ms para laténcia, 7,89 + 2,10 mV para
amplitude e 2,11 £ 0,84 ms para duragdo. Com estimulacéo distal os valores foram de
2,40 £+ 1,14 ms para laténcia, 8,01 £ 2,20mV para amplitude e 2,00 £ 0,74 ms para
duracéo.

A velocidade de condugdo nervosa é o maior auxilio no diagnéstico e
monitorizacdo de neuropatias periféricas. Nas neuropatias desmielinizantes a perda da
mielina afeta diretamente a condugao nervosa, observando-se um alentecimento ou um

bloqueio na condugdo. O alentecimento da condugéo é resultado ou de um atraso na
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excitacdo de nddulos sucessivos, mesmo quando a condug¢ao permanece saltatéria, ou
de uma reversao para uma conducg&o continua. Em um processo de desmielinizagdo
nem todas as fibras sdo afetadas com a mesma intensidade. Desta forma, as fibras
conduzirdao em diferentes velocidades, resultando numa dispersdo temporal do
potencial de acdo evocado. Esta reducdo pode chegar a 70% dos valores normais,
observando-se até velocidades de cinco a 10 m/s (NIEDERHAUSER & HOLLIDAY,
1989; PINTO, 2006).

A velocidade de conducgdo nervosa pode permanecer normal, no limite inferior
da normalidade ou um pouco diminuida, até que muitas fibras de grande didametro
sejam afetadas. Se a lesao for severa o suficiente para causar perda da maioria ou de
todas as fibras mielinizadas, a condugao obviamente ndo ocorrera (DUNCAN, 1980;
NIEDERHAUSER e HOLLIDAY, 1989).

LEE & BOWEN (1970), SWALLOW & GRIFFITHS (1977), DUNCAN (1980),
MALIK et al. (1989) e CHRISMAN & CLEMMONS (1993), determinando a velocidade de
condugao motora dos nervos ulnar e tibial, observaram valores de 60,0 + 1,7 m/s, 60,0
+5m/s, 60,7 £ 5m/s, 61,4 + 9 m/s e 60,0 £ 1,1 m/s para o nervo ulnar e valores de 60,0
+ 1,1 m/s, 61,0 £ 5 m/s, 60,8 £ 4,9 m/s, 68,3 £ 4,2 m/s e 60,0 £ 1,7 m/s para 0 nervo
tibial, respectivamente.

Enquanto HOERLEIN (1978) afirmou que a velocidade de condug&o nervosa
motora do nervo peroneal varia de 62 a 92 m/s, com uma média de 77m/s, WALKER et
al. (1979) observaram velocidades médias de 79,8 + 1,8 m/s e MALIK et al. (1989)
obtiveram valores médios de 95,1 + 10,7 m/s para a VCN do mesmo nervo.

De acordo com WALKER et al. (1979) a velocidade média de condugéo nervosa
motora do nervo radial € 72,1 £ 1,9 m/s. FEITOSA et al. (2000a, 2000b), determinando
os valores médios da velocidade de conducéo nervosa motora dos nervos radial, ulnar,
tibial e peroneal de caes, observaram valores de 66 m/s, 60 m/s, 58 m/s e 71 m/s,
respectivamente.

O sistema nervoso periférico difere do sistema nervoso central em alguns

aspectos fundamentais, como sua composicéo e capacidade de regeneracéo. Ainda, as



12

células de Schwann sdo muito ativas e resistentes a uma série de les6es naturais e
experimentais (RIET-CORREA et al., 2002).

As duas principais respostas do nervo periférico a uma lesdo baseiam-se no
alvo do insulto, isto é, a célula de Schwann ou ao axdénio. As doencas que afetam a
célula de Schwann levam a uma perda da bainha de mielina, causando uma
desmielinizagdo segmentar. Em contraste, o acometimento primario do neurdnio e de
seu axdénio produz uma degeneracao axonal. Enquanto um dos dois processos tende a
predominar, os dois estdo geralmente presentes em varios graus, dependendo do
estagio da doenca (NIEDERHAUSER & HOLLIDAY, 1989; MUELLER et al., 2001;
PINTO, 2006).

Histologicamente, a desmielinizacdo segmentar ocorre quando existe uma
disfuncao da célula de Schwann ou um dano a bainha de mielina, sem anormalidade
primaria do axénio. Este processo nao afeta todas as células e a mielina que esta
sendo desintegrada é englobada inicialmente por outras células de Schwann e, a
seguir, por macréfagos. O axénio pode permanecer intacto, mas incapaz de conduzir
impulsos, ou, em repetidos quadros de desmielinizagdo, pode haver também lesao
axonal. Nos casos em que o axbénio esta integro, células presentes no endoneuro
possuem capacidade de substituir as células de Schwann lesadas, envolvé-lo e, com o
passar do tempo, mielinizar a por¢cao lesada. Porém, a nova bainha de mielina é fina
em relagéo ao didmetro do axénio (BRAUND et al., 1996; KOESTNER & JONES, 2000;
MUELLER et al., 2001; SALVADORI et al., 2005; PINTO, 2006).

Fibras nervosas com menor diametro e espacos internodais mielinizados mais
curtos sao indicativos da ocorréncia de um processo de remielinizagcdo. O diametro
reduzido das fibras, junto com o aumento de fibras de colageno induzem a formacgéo de
novos fasciculos, compostos por fibras mais finas e em menor numero (RIET-CORREA
et al., 2002).

A degeneragéo axonal caracteriza-se pela destruicdo primaria do axénio, com
desintegracédo secundaria de sua bainha de mielina. O dano axonal pode ser devido a
um evento Unico e localizado, como um traumatismo ou uma isquemia, ou a uma

anormalidade subjacente do neurbnio (neuronopatia). Quando a degeneragdo axonal
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ocorre como resultado de uma transecgao, a porcao distal da fibra sofre degeneracao
secundaria ou Walleriana. Apdés um dia o axbnio desintegra-se, e as células de
Schwann afetadas comegam a catabolizar a mielina e englobar fragmentos de axénios,
formando pequenos compartimentos ovoides de mielina. Os macréfagos sao recrutados
para dentro da area, e participam na fagocitose dos detritos axonais e derivados da
mielina. Nas neuronopatias ou axonopatias de evolugédo lenta a evidéncia de
desintegracdo da bainha de mielina € pequena, pois somente poucas fibras estdo
sofrendo degeneracdo num mesmo momento (KOESTNER & JONES, 2000; MUELLER
et al., 2001).

Os cotos proximais dos axdnios degenerados podem desenvolver novos cones
de crescimento, que se estendem ao longo do trajeto do axdnio degenerado. A
presenca de multiplos axbénios de pequeno calibre, intimamente agregados e
delicadamente mielinizados, constitui uma evidéncia de regeneracao. Esse crescimento
de axdénios € um processo vagaroso, na ordem de dois milimetros por dia. Esta
regeneragao é responsavel por parte do potencial de recuperacgéo funcional apés uma
les&o axonal periférica (MUELLER et al., 2001).

A perda da mielina sem degeneracdo axonal primaria geralmente é
desencadeada por rea¢des imunomediadas. Nesses casos a bainha de mielina pode se
regenerar, desde que o corpo celular mantenha-se intacto e que seja eliminado o fator
desencadeador da reagao auto-imune (STEVENS & LOWE, 2002).

O nervo periférico é susceptivel a uma ampla variedade de doencas de etiologia
inflamatoéria, infecciosa, traumatica, metabdlica, téxica, genética e neoplasica. As
neuropatias inflamatérias caracterizam-se pela presengca de infiltrados celulares
mononucleares, compostos por linfocitos, macrofagos e poucos plasmécitos, variando
em distribuicdes escassas a grandes cole¢des de células disseminadas nas regides
endoneurais e perivenulares de todo o nervo. A desmielinizagdo segmentar € a leséo
primaria, seguida por uma degeneragdo axonal, principalmente quando a doenca for
grave. Os focos inflamatérios, as alteracées no tecido conjuntivo do endoneuro e a

desmielinizagdo, sdo amplamente distribuidos por todo o sistema nervoso periférico,
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embora com intensidade variavel (BRAUND et al., 1996; MUELLER et al., 2001; PRINZ
et al., 2003).

Dentre as doencas parasitarias que podem causar neuropatias em caes
encontram-se a toxoplasmose, a neosporose e a leishmaniose visceral. O Toxoplasma
gondii pode causar degeneracdo axonal, desmielinizagdo e ocasional presenca de
cistos endoneurais nas raizes nervosas e nervos periféricos. HASS et al. (1989)
relataram que as manifestagbes neurolégicas causadas pela toxoplasmose podem ser
divididas em processo central (freqlientemente associada com uma rapida progresséao
do quadro clinico) e neuropatia periférica (freqiientemente associada com miosite). De
forma semelhante, o Neospora caninum também pode causar desmielinizacdo e
degeneragcao axonal e, consequentemente, diminuicdo da velocidade de condugéo
nervosa motora (BRAUND et al., 1996). WOLF et al. (1991), avaliando
eletroneurograficamente cées com neosporose, relataram que os resultados foram
compativeis com uma neuropatia periférica.

Apesar dos relatos de neuropatias periféricas causadas por Leishmania
infantum em seres humanos, a literatura veterinaria € escassa no que diz respeito a
descricdo de sintomas neuroldégicos em caes com leishmaniose visceral, e 0s poucos
trabalhos existentes referem-se a quadros de comprometimento do sistema nervoso
central, exceto o de FEITOSA et al. (2000), que relataram sintomas compativeis com
lesbes no sistema nervoso periférico (nervos cranianos).

Um unico trabalho da literatura veterinaria descreve a avaliacdo da velocidade
de condugdo nervosa motora em caes com leishmaniose visceral. Este, foi realizado por
VAMVAKIDIS et al. (2000), com nove caes, nos quais ndo foram observadas alteragdes
na velocidade de condugao nervosa do nervo tibial, que se encontravam variando de 67
a 69 ms.

Desta forma, partindo-se da hipotese de que a leishmaniose visceral causa uma
neuropatia periférica em cées, o presente ensaio teve como objetivos analisar as
alteracdes eletroneurograficas e histopatolégicas dos nervos radial, ulnar, tibial e
peroneal de caes naturalmente acometidos pela doencga, na tentativa de se obter uma

melhor compreensao da fisiopatogenia da mesma no sistema nervoso periférico.
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ll. MATERIAL E METODOS

Local de realizagao dos exames
Os exames eletroneurograficos foram realizados no Laboratério de
Eletroneuromiografia do Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira”, do Curso de

Medicina Veterinaria, da Faculdade de Odontologia, UNESP, campus de Aragatuba.

Animais

Foram avaliados 37 cées provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) do municipio de Aracatuba — SP.

A confirmacao da infecgao por Leishmania sp. baseou-se no achado de formas
amastigotas do parasita no exame citoldgico das puncgdes biopsia aspirativa de
linfonodo, bago e figado, e na reacdo sorolégica imunoenzimatica (ELISA). De forma
semelhante, a exclusdo da infecgdo teve como critérios a auséncia de sintomas e
exames sorologico e parasitolégico negativos.

O primeiro grupo (Grupo LVC) foi constituido por 33 animais naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, e o segundo (Grupo controle), por quatro caes
sem a doencga. Os caes eram adultos, machos ou fémeas, e ndo possuiam raga
definida.

Baseando-se na determinacéo da velocidade de condugao nervosa motora, para
cada nervo, os animais do grupo com leishmaniose visceral canina foram subdivididos
em dois outros grupos. Um com evidéncias eletroneurograficas de desmielinizagéo,
degeneragao axonal (Grupo LVC VCN-d) ou com evidéncia de ambas, e outro sem
evidéncias eletroneurograficas de neuropatias (Grupo LVC VCN-n). Para tanto, foram

considerados como referéncia os valores obtidos nos quatro cdes do Grupo controle.
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Delineamento experimental

Inicialmente os animais eram submetidos a um exame fisico com énfase no
exame neuroldgico, e a colheita de sangue total. Para a realizacédo da eletroneurografia
0s caes receberam medicagcédo pré-anestésica a base de acepromazina1 na dose de
0,055 mg/kg por via intravenosa, seguida, 15 minutos depois, de uma inducado e
manutengdo anestésica com pentobarbital sodico? na dose de 15mg/kg/IV. Apds o
término do exame realizava-se a eutanasia, com aprofundamento do plano anestésico e
aplicacao de uma ampola de cloreto de potassio a 19,1%°, conforme procedimentos
recomendados pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2002). Os caes
com leishmaniose visceral foram submetidos a eutanasia seguindo-se as
recomendacgdes do Ministério da Saide, em cumprimento ao Decreto n°. 51.838, de 14
de marco de 1963, o qual estabelece que animais domésticos portadores da doenca
devem ser submetidos a eutanasia. Os cdes do grupo controle foram submetidos a
eutanasia por se tratarem de animais provenientes do CCZ de Aracgatuba, que realiza o
mesmo procedimento em caes doados por proprietarios.

Apoés a eutanasia eram realizadas as biopsias aspirativas de linfonodos, medula
Ossea, figado e bago para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp., e
colhidos os fragmentos de nervos para posterior processamento histopatolégico. Os
nervos submetidos a analise histopatoldégica foram os mesmos avaliados por meio de
eletroneurografia, entretanto as amostras foram obtidas do membro contralateral ao da

realizacado da eletroneurografia.

Colheita das amostras

Sangue total

Amostras de 20 mL de sangue eram colhidas por punc¢ao da veia jugular externa,
com agulhas 25x8mm acopladas a tubos vacutainer siliconizados. O sangue era
mantido a temperatura ambiente até a coagulacdo e retragéo visivel do coagulo. Em

seguida sofria centrifugacao a 3.000 r.p.m., durante 5 minutos, para melhor separagéo

! Acepran 0,2% — Univet AS Industria veterinaria — Sdo Paulo, SP
2 Hypnol 3% — Fortoveter — Itapira — SP
® Cloreto de potassio a 19,1% — Darrow — Rio de Janeiro, RJ
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do soro, que era transferido para frascos plasticos apropriados, com o auxilio de uma
pipeta automatica, e congelado imediatamente a -20° C até o momento do seu

processamento.

Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp. no soro

As reagdes sorolégicas imunoenzimaticas (ELISA) para pesquisa de IgG anti-
Leishmania sp. no soro foram realizadas no Laboratério de Imunologia do Curso de
Medicina Veterinaria da UNESP, campus de Aracgatuba, segundo o método descrito por
LIMA et al. (2005)*. A densidade 6ptica (D.O.) foi avaliada a 492nm, utilizando-se leitor
de ELISA’. Os resultados foram expressos pela média da densidade éptica obtida das

amostras em triplicata.

Eletroneurografia

Para a realizacdo dos testes eletroneurograficos utilizou-se um equipamento de
eletroneuromiografia da marca VIASYS® - modelo Viking Quest - com dois canais,
portatil (Figura 1). Os nervos avaliados foram o radial, ulnar, peroneal e tibial. Para cada
nervo foram avaliados os seguintes parametros: laténcia (ms), amplitude (mV), duracao
dos potenciais de acdo (ms) e velocidade de condugdo nervosa motora (m/s). A
distancia (mm) entre os pontos de estimulacédo e captacéo foi medida com fita métrica
inelastica, sempre com o membro estendido.

A estimulacao foi feita com um estimulador manual, com duas barras fixas (um
catodo e um anodo) separadas por uma distancia de trés centimetros. O controle da
intensidade do estimulo era realizado no préprio estimulador, variando de zero a 180V
(Figura 2A). Os estimulos foram supramaximos, espagcados em um segundo, com
duracédo de 0,05ms. Os eletrodos registrador (ativo), referéncia e terra, colocados na

superficie da pele, eram do tipo jacaré,” ou placa retangular com dois polos® ou, ainda,

4 Apéndice A - Técnica de ELISA para Leishmaniose Visceral descrita por LIMA et al. (2005)
® Labsystems Multiskan EX - Thermo Fisher Scientific Inc. — Waltham, MA.

® Nicolet Compass Meridian® - Nicolet Biomedical Inc.® - EUA

” Alfamedic® - Brasil

® Alfamedic® - Brasil
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em forma de adesivos retangulares® (1,5 x 2,0 cm), na dependéncia do tamanho do
animal (Figura 2B, 2C e 2D). A faixa de filtragem do aparelho foi calibrada de dois a
10KHz, com varredura de tela de dois milisegundos por dois microvolts por divisao.

Antes da colocacao dos eletrodos foi realizada uma tricotomia da regiao, seguida
de limpeza do local com alcool, para retirada de sujidades e gordura da superficie
cutanea a fim de diminuir a impedancia da pele. Em alguns animais a pele foi
escarificada. Os locais dos eletrodos de captacéo do tipo Jacaré foram constantemente
umedecidos com alcool, com o mesmo objetivo. Os eletrodos de estimulacéo, e os de
captacéo tipo barra, e os tipo placa, foram utilizados com gel eletrolitico para melhorar o
contato elétrico entre eles e a pele, conforme recomendado por PINTO (2006).

Durante todo o exame a temperatura ambiente foi controlada e mantida por volta
de 22° C a 24° C, e a temperatura dos animais foi aferida antes da avaliacdo de cada

nervo, mantendo-se o animal aquecido por meio de colchdo térmico.

® Neuroline® - Malasia



Figura 1. Aparelho de eletroneuromiografia do Laboratério de
Eletroneuromiografia do Hospital Veterinario do Curso de
Medicina Veterinaria, Unesp — campus de Aragatuba — SP.

Figura 2. Estimulador utilizado para realizagdo dos exames de
eletroneurografia (A). Eletrodos de captacgéo tipo jacare (B),
tipo placa retangular com dois pélos (C) e tipo adesivos
retangulares (D). Laboratério de Eletroneuromiografia do
Hospital Veterinario do Curso de Medicina Veterinaria, Unesp
— campus de Aragatuba — SP.
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Os pontos de estimulagao e captagédo dos nervos foram os mesmos descritos por
FEITOSA et al. (2000a, 2000b), a saber:

- Para o nervo radial o eletrodo registrador foi colocado sobre a face dorsal da
articulagdo carpo-radial, proximo a emergéncia dos ramos dorsais digitais comuns,
sobre o musculo extensor digital comum; e o eletrodo referéncia colocado trés
centimetros distalmente ao registrador, sobre os ossos do carpo ou as falanges
proximais. O eletrodo terra foi posicionado sobre a face medial do membro, entre os
eletrodos registrador e referéncia. Realizou-se a estimulagdo proximal sobre a face
cranial da articulagdo umero-radio-ulnar, e a distal sobre o terco médio do radio, em sua
face cranial, préximo a veia cefalica (Figura 3).

- Para o nervo ulnar o eletrodo registrador foi colocado sobre os musculos
inter6sseos palmares, e o referéncia a trés centimetros distalmente, sobre uma falange
do quarto dedo. O eletrodo terra foi mantido sobre o osso acessério do carpo. A
estimulagéo proximal foi aplicada sobre a face medial da articulagdo umero-radio-ulnar,
e a distal sobre a face caudal do terco distal da ulna (Figura 4).

- A estimulagéo proximal do nervo tibial foi realizada com o estimulador sobre o
trocanter maior do fémur, e a distal com o estimulador sobre a face lateral do tergo
distal da tibia, proximo a veia safena. Os eletrodos registradores e referéncia foram
colocados sobre os musculos interésseos plantares e, a trés centimetros de distancia,
sobre uma falange proximal ou média do segundo dedo, respectivamente. O eletrodo
terra foi posicionado sobre a tuberosidade calcanea (Figura 5).

- O nervo peroneal foi avaliado mantendo-se o eletrodo registrador sobre o
musculo tibial cranial, e o eletrodo referéncia a trés centimetros distal do mesmo, sobre
os ossos do tarso. O eletrodo terra foi colocado sobre a face lateral da tibia. A
estimulacéo proximal foi realizada na regido do trocanter maior do fémur e a distal na
face caudal da articulagao fémur-tibial (Figura 6).

Em todos os animais os nervos foram testados duas vezes e os valores
comparados. Nos casos de discrepancia de resultados os dados foram

desconsiderados.



NERVO RADIAL

Estimulo Proximal

Estimulo Distal ——ggar—| i
Terra
Registrador
Referéncia

Figura 3. Desenho esquematico dos pontos de
estimulagdo (estimulo proximal e distal),
captacéo (registrador) e colocagéo dos eletrodos
terra e referéncia, para a avaliagdo da velocidade
de condugdo nervosa motora do nervo radial.
(Jaboticabal — SP, 2008)

NERVO ULNAR

Estimulo Proximal

Estimulo Distal

Terra
Registrador

Referéncia

Figura 4. Desenho esquematico dos pontos de estimulagao
(estimulo proximal e distal), captacédo (registrador)
e colocagédo dos eletrodos terra e referéncia, para a
avaliacdo da velocidade de condugdo nervosa
motora do nervo ulnar. (Jaboticabal — SP, 2008)
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NERVO TIBIAL

Estimulo Proximal

Estimulo Distal
Terra

Referéncia

Figura 5. Desenho esquematico dos pontos de estimulagéo
(estimulo proximal e distal), captacdo (registrador) e
colocagdo dos eletrodos terra e referéncia, para a
avaliacdo da velocidade de condugdo nervosa motora
do nervo tibial. (Jaboticabal — SP, 2008)

NERVO PERONEAL

Estimulo Proximal

Estimulo Distal

Figura 6. Desenho esquematico dos pontos de estimulagéo
(estimulo proximal e distal), captacdo (registrador) e
colocagdo dos eletrodos terra e referéncia, para a
avaliagado da velocidade de condugdo nervosa motora
do nervo peroneal. (Jaboticabal — SP, 2008)
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Figura 7. Fotografia onde se observa a realizagdo de
eletroneurografia do nervo radial em cao.
Estimulagcdo proximal sobre a face dorsal da
articulacdo carpo-radial e colocacdo dos
eletrodos, para a avaliagdao da velocidade de
conducdo nervosa motora. (Jaboticabal — SP,
2008)
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Exame citolégico de linfonodo, bago e figado

As pungdes biopsia aspirativas de linfonodo, medula éssea, figado e bago foram
realizadas com agulhas hipodérmicas 25x7mm, acopladas a uma seringa de 10mL. Os
esfregacos foram realizados imediatamente apds a colheita do material, secos ao ar e
corados com corante hematologico'® para posterior observagdo ao microscopio de luz

em aumento de 100x, e pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.

Colheita dos fragmentos de nervos

Apds a eutanasia foram colhidos fragmentos dos nervos radial, ulnar, tibial e
peroneal. As colheitas foram alternadas de maneira a obterem-se amostras do membro
direito e esquerdo, sendo sempre realizadas no membro contralateral ao da realizagéo
da eletroneurografia. Os fragmentos foram fixados em solugédo de formalina a 10%

tamponada com fosfatos (ph 7,4) para posterior processamento histopatologico.

Exame histopatolégico

Colheu-se uma amostra de dois centimetros de comprimento de cada nervo
avaliado, a qual foi fixada em formalina tamponada por 24 horas e, entdo, armazenada
em alcool 70°. De cada fragmento de nervo foram feitos cortes transversais seriados de
trés a cinco micrébmetros de espessura, corados com hematoxilina-eosina (HE),
Tricrobmico de Massom (TM), Vermelho Congo (VC), Luxol Fast Blue (LX) e Azul de
Toluidina (AT). Nos cortes histolégicos corados por HE foram avaliados os aspectos
morfolégicos genéricos do nervo, com especial atengéo as alteragbes como diferencas
no tamanho das fibras nervosas, presenca de processos inflamatorios e modificagbes
estruturais. Naqueles corados com Tricrdmico de Massom, foram evidenciadas as fibras
do tecido conjuntivo nervoso para a avaliagdo do tamanho das mesmas, da presenca
de degeneracdo e/ou regeneragcao axonal, e presenca ou auséncia de fibrose e sua
quantificacdo. A coloragdo com Vermelho Congo procurou identificar a presenca de
substancia amiléide. Nos cortes corados com Luxol Fast Blue e Azul de Toluidina foram

evidenciadas a presencga ou auséncia da bainha de mielina axonal.

1% panético Rapido — Laborclin — Curitiba, PR
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Analise Estatistica

Para a comparagao dos resultados eletroneurograficos entre os trés grupos foi
determinada a média e o desvio padréo de cada parametro analisado, e a comparagéo
entre os grupos foi realizada pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ao nivel de
significancia de 5%. Utilizou-se o programa Graphpad Prism® (3.00, 1999).

Os resultados dos exames histopatologicos foram demonstrados por meio de
analise descritiva das ocorréncias e distribuicdo de freqiéncias. A comparacgao entre os
grupos foi feita pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ao nivel de significancia
de 5%, somando-se o0 numero de nervos que apresentavam alteragdes

histopatologicas. Utilizou-se o programa Graphpad Prism® (3.00, 1999).
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IV. RESULTADOS

Dos 33 caes com diagnéstico de leishmaniose visceral (Apéndice B), 15
(45,45%) eram assintomaticos e 18 (54,55%) sintomaticos. Esses apresentavam
diferentes graus de emagrecimento, moderada a intensa atrofia muscular,
principalmente em membros pélvicos, chegando a caquexia. Um céo apresentava tosse
produtiva, outro hematoquesia, trés tinham pododermatite, trés secrecdo ocular
purulenta, quatro hiperqueratose de coxins, calos de apoio e saliéncias 0sseas, € seis,
lesbes dermatologicas, como lesdes ulcerativas difusas pelo corpo, disqueratinizagéo
sem presenca de ulceras cutdaneas. Um unico animal (L18) apresentou alteragbes ao
exame neuroldgico, onde se identificou paresia dos membros pélvicos, associada a
intensa atrofia muscular dos mesmos. Nos outros 17 ndo foram observados disturbios

locomotores ou neurolégicos (Apéndice C).

Eletroneurografia

N&o foi possivel utilizar os resultados da eletroneurografia dos quatro nervos em
todos os caes com leishmaniose visceral. Apesar de todos os animais terem sido
submetidos a um exame completo (nervos radial, ulnar, tibial e peroneal), optou-se por
utilizar somente os resultados em que se obteve uma repetibilidade dos dados.

Desta forma, dos 33 caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
(Grupo LVC), em 26 foram consideradas as avalia¢gdes do nervo ulnar; em 22, dos
nervos radial e peroneal e em 20 do nervo tibial.

Como 13 caes com leishmaniose visceral possuiam, pelo menos, um nervo com
VCN dentro dos valores de normalidade (Quadro 1), decidiu-se realizar a analise
estatistica para cada nervo e ndo por animal. Deste modo, evitou-se um desvio padrao
muito elevado dentro do grupo. Assim sendo, o Grupo LVC contou com 66 nervos com

diminuicdo da VCN e 24 nervos com VCN normal.
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Quadro 1. Resultados da avaliagdo da velocidade de condugéo nervosa
motora (VCNM), dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de
caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.
(Jaboticabal - SP, 2008)

Animal VCNM
n. Radial n. Ulnar n. Tibial n. Peroneal

L1 - - Normal Diminuida
L2 Diminuida - - Diminuida
L3 Normal Diminuida - Diminuida
L4 Normal Normal - Diminuida
L5 Normal Diminuida Normal -

L6 Normal - - Diminuida
L7 Diminuida - - Diminuida
L8 - Diminuida Diminuida Diminuida
L9 Diminuida Diminuida Diminuida -

L10 - Diminuida - -

L11 Normal Normal Normal Diminuida
L12 Normal Normal Normal -

L13 - Normal Diminuida Diminuida
L14 Diminuida - Diminuida -

L15 Diminuida Normal Diminuida Normal
L16 - Diminuida Diminuida Diminuida
L17 Normal Diminuida Diminuida -

L18 - Normal Diminuida -

L19 Diminuida Diminuida Diminuida -

L20 Normal Diminuida - Diminuida
L21 - Normal Normal Diminuida
L22 Diminuida Diminuida - -

L23 Diminuida Diminuida Diminuida Diminuida
L24 - - - Diminuida
L25 Normal Diminuida Diminuida Diminuida
L26 - Diminuida - -

L27 Normal Diminuida - Diminuida
L28 Diminuida Diminuida - Diminuida
L29 Diminuida Diminuida - Diminuida
L30 - Diminuida Diminuida Diminuida
L31 - - Diminuida -

L32 Diminuida Diminuida Diminuida Diminuida
L33 Diminuida Normal Diminuida Diminuida

Os valores médios e desvios-padrbes das medidas das laténcias obtidas por
meio de estimulagdo proximal e distal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal dos

caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com e sem alteragbes na
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velocidade de condugdo nervosa motora, e do grupo controle encontram-se
apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
laténcias médias obtidas por estimulagdo proximal dos nervos radial, ulnar, tibial e
peroneal, entre os trés grupos (Tabela 1). Verificou-se que a laténcia obtida por
estimulagcéo distal do nervo radial apresentou diferenga estatisticamente significativa

(p<0,05) entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrdes (X £s) das laténcias (ms) dos potenciais de acao
obtidos por meio de estimulagdo proximal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de
cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com velocidade de condugdo
nervosa diminuida (Grupo LVC VCN-d), com velocidade de condug¢do nervosa motora
normal (Grupo LVC VCN-n), e de cdes negativos para leishmaniose visceral (Grupo
Controle). n = niumero de nervos avaliados. (Jaboticabal - SP, 2008)

Grupo
Nervo LvVC V(_:N-d LVC VC_N-n Contrclle p*
n xXts n xXts n xzts
Radial 12 2,38+0,35a 10 241+0,53a 4 3,70 +£1,47 a |0,0592
Ulnar 18 4,25+1,29a 8 3,65+0,41a 4 4,38 +1,23a |0,2482
Tibial 15 6,56+1,61a 5 6,14+ 1,05a 4 5,98 +1,97a |0,7809
Peroneal| 21 3,82+0,82a 1 4,50 a 4 4,10+0,50a |0,5429

* valor descritivo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05);
médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).

Tabela 2.

Valores médios e desvios-padrées (x x5 ) das laténcias (ms) dos potenciais de agdo
obtidos por meio de estimulacdo distal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com velocidade de condug¢do nervosa
diminuida (Grupo LVC VCN-d), com velocidade de condugdo nervosa motora normal
(Grupo LVC VCN-n), e de caes negativos para leishmaniose visceral (Grupo Controle). n =
numero de nervos avaliados. (Jaboticabal - SP, 2008)

Grupo
Nervo LVC V(_IN-d LVC VEN-n Contrgle p*
n xXts n xXts n Xts
Radial 12 152+0,19a | 10 1,75+0,51 ab 4 2,88+1,42b |0,0354*
Ulnar 18 2,58+0,78 a 8 2,55+0,55a 4 2,98+0,78a | 0,5803
Tibial 15 3,63+1,00a 5 3,54+0,42 a 4 3,63+1,15a | 0,9899
Peroneal| 21 2,20+ 0,68 a 1 3,80 a 4 2,45+0,53a | 0,2196

* valor descritivo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05);

médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).
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Os valores médios e desvios-padrbes das amplitudes dos potenciais de agao
obtidos por meio de estimulagdo proximal e distal dos nervos radial, ulnar, tibial e
peroneal dos caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com e sem
alteragbes na velocidade de condugao nervosa motora, e do grupo controle encontram-
se apresentados nas Tabelas 3 e 4.

Os valores médios de amplitude dos potenciais de agéo obtidos por estimulagcéo
proximal e distal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal nao diferiram estatisticamente

entre os grupos (p>0,05).

Tabela 3. Valores médios e desvios-padrées (X + s ) das amplitudes (mV) dos potenciais de agdo
obtidos por meio de estimulagdo proximal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de
caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com velocidade de condugéo
nervosa diminuida (Grupo LVC VCN-d), com velocidade de condugdo nervosa motora
normal (Grupo LVC VCN-n), e de cades negativos para leishmaniose visceral (Grupo
Controle). n = numero de nervos avaliados. (Jaboticabal - SP, 2008)

Grupo
Nervo LVC VEN-d LvVC VCiN-n Contrc_)le p*
n xXts n xXts n xX=xs
Radial 12 3,06 +1,54 a 10 3,12 +1,31a 4 1,93+ 1,09a |0,2572
Ulnar 18 5,48 +2,48 a 8 8,46 + 3,98 a 4 545+3,28a |0,1273
Tibial 15 4,55+ 3,55a 5 3,18+ 1,28 a 4 3,25+2,33a |0,5895
Peroneal | 21 2,87 +1,99a 1 3,70 a 4 2,95+286a |0,6796

* valor descritivo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05);

médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).

Tabela 4. Valores médios e desvios-padrées (X £s) das amplitudes (mV) dos potenciais de
acdo obtidos por meio de estimulagao distal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal
de cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com velocidade de
condugédo nervosa diminuida (Grupo LVC VCN-d), com velocidade de condugéo
nervosa motora normal (Grupo LVC VCN-n), e de cées negativos para leishmaniose
visceral (Grupo Controle). n = niUmero de nervos avaliados. (Jaboticabal - SP, 2008)

Grupo
Nervo LVC ven-d LVC vcn-n Controle p*
n xts n xts n xXEs
Radial 12 3,30+ 2,08 a 10 3,14+ 1,96 a 4 2,03+1,20a |0,4563
Ulnar 18 6,86 £ 3,16 a 8 8,79+4,76 a 4 3,78+ 1,96 a |0,1394
Tibial 15 6,65+ 5,51 a 5 440+ 2,23 a 4 3,43+1,40a |0,4556
Peroneal| 21 3,13+2,74 a 1 3,50 a 4 3,656+2,85a |0,6562

* valor descritivo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05);

médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).
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Os valores médios e desvios-padrées das duragdes dos potenciais de agao
obtidos por meio de estimulagdo proximal e distal dos nervos radial, ulnar, tibial e
peroneal dos caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com e sem
alteragdes na velocidade de condugao nervosa motora, e do grupo controle, encontram-
se apresentados nas Tabelas 5 e 6.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre as duragbes

obtidas nos potenciais de agao dos nervos estudados.

Tabela 5. Valores médios e desvios-padroes (X s ) das duragdes (ms) dos potenciais de acdo
obtidos por meio de estimulagédo proximal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de
caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com velocidade de condugio
nervosa diminuida (Grupo LVC VCN-d), com velocidade de condug&o nervosa motora
Normal (Grupo LVC VCN-n), e de cées negativos para leishmaniose visceral (Grupo
Controle). n = niumero de nervos avaliados. (Jaboticabal - SP, 2008)

Grupo
Nervo LVC VCN-d LVC VCN-n Controle p*
n xts n xXts n xts
Radial 12 509+161a 10 5,13+1,83a 4 6,13+2,26 a |0,5545
Ulnar 18 4,28+1,01a 8 4,24 +0,99 a 4 5,03+0,92a |0,2750
Tibial 15 4,61+1,20a 5 4,58 +1,02 a 4 463+1,25a |0,9993
Peroneal| 21 6,71 +£1,92a 1 3,50 a 4 5,75+1,02a |0,1692

* valor descritivo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05);
médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).

Tabela 6. Valores médios e desvios-padrées (X +s ) das duragbes (ms) dos potenciais de acdo
obtidos por meio de estimulacdo distal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com velocidade de condug&o nervosa
diminuida (Grupo LVC VCN-d), com velocidade de condug&o nervosa motora normal
(Grupo LVC VCN-n), e de cées negativos para leishmaniose visceral (Grupo Controle). n =
numero de nervos avaliados. (Jaboticabal - SP, 2008)

Grupo
Nervo LVC VCN-d LVC VCN-n Controle p*
n xts n xXts n xts
Radial 12 4,38+148a 10 510+2,13 a 4 6,48 +2,22a |0,2562
Ulnar 18 3,88+0,92a 8 4,35+1,27 a 4 4,48 +0,85a |0,4600
Tibial 15 3,65+1,11a 5 3,44 £ 0,72 a 4 4,25+0,72a |0,2217
Peroneal| 21 7,07 +1,73 a 1 2,50 a 4 6,83 +2,27 a |0,2362

* valor descritivo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05);
médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).



31

Os valores médios e desvios-padrées das velocidades de condug&o nervosa
motora dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal dos cées naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral e do grupo controle encontram-se apresentados na Tabela 7 e
Figura 8.

Os valores de velocidade de conducédo nervosa dos quatro nervos estudados
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos LVC com velocidade de
condugdo nervosa motora diminuida e controle. As médias do grupo LVC com
velocidade de conducao nervosa motora normal ndo diferiram das médias do grupo
controle. Os nervos radial, ulnar e tibial apresentaram médias estatisticamente
diferentes (p<0,05) entre os grupos com velocidade de conduc¢do nervosa motora
diminuida e com velocidade de condugao nervosa motora normal.

Os valores individuais de laténcia inicial, amplitude, duracdo e velocidade de
conducao nervosa motora de cada nervo examinado estao relacionados no Apéndice D.

Se observa na Figura 9 apresenta exemplos de potenciais evocados obtidos por

estimulagcédo nervosa motora do nervo ulnar apés estimulo proximal e distal.

Tabela 7. Valores médios e desvios-padroes (x £ s ) das velocidades de condugdo nervosa motora
(m/s) dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de cédes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral com velocidade de condugdo nervosa diminuida (Grupo LVC VCN-
d), com velocidade de condugdo nervosa motora normal (Grupo LVC VCN-n), e de caes
negativos para leishmaniose visceral (Grupo Controle). n = ndmero de nervos avaliados.
(Jaboticabal - SP, 2008)

Grupo
Nervo LVC VCN-d LVC VCN-n Controle p*
N xts n xts n xts
Radial 12 57,26 +10,90a |10 7229+245b | 4 79,00+10,36b | 0,0001*
Ulnar 18 52,72+710a | 8 68,75+8,09b | 4 62,53 +2,13b |<0,0001*
Tibial 15 5327+798a |5 6746+4,39b | 4 70,96 +9,44b | 0,0013*
Peroneal |21 61,93+7,90 a 1 92,86 ab 4 85,59 +8,55b | 0,0036*

* valor descritivo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05);

médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).
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@ Radial B UInar O Tibial O Peroneal |

Figura 8. Velocidades médias de condugéo nervosa motora (m/s) dos nervos

radial, ulnar, tibial e peroneal de caes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral com velocidade de condugdo nervosa
diminuida (Grupo LVC VCN-d), com velocidade de condug¢ao nervosa
motora normal (Grupo LVC VCN-n), e de cées negativos para
leishmaniose visceral (Grupo Controle). (Jaboticabal - SP, 2008)
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Figura 9. Potenciais evocados obtidos por estimulacdo nervosa
motora do nervo ulnar, apos estimulo proximal (A) e distal
(B). (Jaboticabal - SP, 2008)
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Exame histopatologico

Nao foi possivel realizar o exame histopatolégico de todos os fragmentos
colhidos, pois devido a falhas no processamento do material, algumas amostras foram
desprezadas. Deste modo, foram analisadas 18 amostras do nervo radial, 19 do nervo
ulnar, 18 do nervo tibial e 16 do nervo peroneal.

As alteracdes observadas na avaliacdo histopatolégica dos nervos foram;
aumento de tecido conjuntivo no endoneuro e perineuro, degeneragdo axonal,
desmielinizagdo, fibrose no endoneuro, infiltrado inflamatério no perineuro, infiltrado
inflamatério no tecido adiposo adjacente ao perineuro, infiltrado inflamatério no
endoneuro, variagdo no didmetro de fibras nervosas e vasculite no tecido adiposo
adjacente ao epineuro (Figuras 10 e 11).

Nao foram observadas formas amastigotas de Leishmania sp. nos fragmentos

dos nervos avaliados.
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Figura 10. Fotomicrografias de nervos de cdes com leishmaniose
visceral - (A) infiltrado inflamatério em tecido adiposo
adjacente ao perineuro — HE 20x., (B) Corte transversal, notar
0s nucleos das células de Schwann (setas vermelhas) e
axonios degenerados (setas pretas) — HE 40x. (Jaboticabal —
SP, 2008).
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Figura 11. Fotomicrografias de nervos de cdes com leishmaniose visceral (A)
corte transversal, fibras nervosas mielinizadas, notar a variagdo no
didmetro das fibras nervosas (setas) — Luxol Fast Blue 20x; (B)
Aumento de tecido conjuntivo no endoneuro (seta) — TM 40x.
(Jaboticabal — SP, 2008)
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Nos céaes do grupo controle foram observadas algumas alteragbes histopatolégicas, tais
como; aumento de tecido conjuntivo no endoneuro, aumento de tecido conjuntivo no
perineuro, fibrose no endoneuro, variagado no didmetro das fibras.

A analise estatistica da soma do numero de alteragcdes observadas em cada
grupo demonstrou diferenca estatisticamente significativa entre os animais do grupo
controle e os caes com velocidade de conduc&o nervosa diminuida, quanto a
degeneracgao axonal e a variagdo no didmetro das fibras nervosas.

As alteracdes histopatolégicas de cada nervo examinado estédo relacionados no
Apéndice E.

A somatoria do numero de alteragdes histopatologicas observadas lesdes e sua
freqiéncia nos trés grupos avaliados, bem como o resultado da analise estatistica

encontram-se apresentados na Tabela 8 e Figura 12.

Tabela 8. Somatdria do niumero de alteragdes (n) e percentagem (%) das alteragbes histopatolégicas observadas
nos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de cées naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com
velocidade de condugdo nervosa diminuida (Grupo LVC VCN-d), com velocidade de condug&o nervosa
motora normal (Grupo LVC VCN-n), e de cdes negativos para leishmaniose visceral (Grupo Controle).
(Jaboticabal - SP, 2008)

GRUPO
ALTERACAO LVC VCN-d LVC VCN-n Controle
N total: 37 nervos N total: 18 nervos N Total: 16 nervos p*
n % n % n %
Aumento de tecido conjuntivo no endoneuro 12 17,39 1 5,56 2 28,57 0,0633
Aumento de tecido conjuntivo no perineuro 6 8,70 2 11,10 2 28,57 0,8278
Degeneragao axonal 11 15,94 a 0 -b 0 -b 0,0054*
Desmielinizagédo 3 4,35 1 5,56 0 - 0,2406
Fibrose no endoneuro 4 5,80 0 - 2 28,57 0,1651
Infiltrado inflamatério no perineuro 9 13,04 7 38,89 0 - 0,0810
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo 10 14,49 6 33,33 0 - 0,2718
Infiltrado inflamatério no endoneuro 1 1,45 0 - 0 - 0,3679
Variagédo no diametro de fibras nervosas 12 17,39 a 1 5,56 b 1 14,29 b 0,0242*
Vaspulite no tecido adiposo adjacente ao 1 1,45 0 - 0 - 0,3679
perineuro
69 100,00 18 100,00 7 100,00 -

* valor descritivo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05);
médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).
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V. DISCUSSAO

Os sintomas observados nos cdes com leishmaniose visceral do presente estudo
foram semelhantes aos descritos na literatura por NOLI (1999), FEITOSA et al. (2000),
SCOTT et al. (2001), FERRER (2002), CIARAMELLA & CORONA (2003) e FEITOSA et
al. (2005).

Uma justificativa para a dificuldade encontrada na estimulagéo de alguns nervos
pode ser o fato de que uma percentagem da populacédo apresenta desvios anatémicos
no trajeto dos nervos periféricos, dificultando a localizagdo dos pontos de estimulagéo
conforme descrigdes de PINTO (2006).

Neste estudo foram utilizados varios tipos de eletrodos de superficie (jacaré,
adesivo e placa), e foram realizados testes comparativos para verificar possiveis
diferengcas nos resultados obtidos com o uso de cada eletrodo. De acordo com os
relatos de DUMITRU et al. (2002), tratando-se de eletrodos de superficie, o tipo ndo
interfere nos resultados, fato que foi confirmado neste estudo.

Os valores de laténcias proximais e distais ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas exceto para a estimulagado distal do nervo radial. Esta
diferenca pode ser atribuida a dificuldade na localizagcdo dos pontos de estimulacéo e
captacéo deste nervo, também verificada por BROWN & ZAKI (1979). No entanto,
apesar de nédo ter sido evidenciada diferenca estatistica entre os grupos para a
estimulacdo proximal do nervo radial, ao se observar as médias dos grupos e o valor de
p (0,0592), é possivel verificar que o grupo controle apresentou valores superiores aos
outros dois, como na estimulag&o distal.

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
amplitudes dos potenciais de ac&do dos trés grupos, tanto na estimulagdo proximal,
quanto na distal. Os valores médios obtidos em todos os grupos encontram-se dentro
dos limites propostos por CHRISMAN (1991) e CHRISMAN & CLEMMONS (1993) que
afirmaram que a amplitude dos potenciais de acéo varia de um a 15 mV. Por outro lado,

no presente ensaio os valores foram bem menores do que os descritos por SIMS &
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REDDING (1979), TAKAKURA & INADA (1983) e MALIK et al. (1989), e foram um
pouco abaixo dos descritos por FEITOSA et al. (2000a, 2000b).

Apesar da amplitude dos potenciais de agcdo dos caes do grupo controle ter sido
inferior a dos animais com leishmaniose, essa diminuicdo nao foi conseqlente a uma
degeneracgao axonal, fato evidenciado pela analise histopatolégica dos referidos nervos.
Somente no grupo de cées com leishmaniose visceral e velocidade de conducgao
nervosa diminuida observou-se degeneracdo axonal por meio de analise
histopatolégica, fato que nao foi evidenciado pela amplitude dos potenciais de acgao.
Deste modo, fica evidente que, apesar da eletroneurografia se prestar para a avaliacao
de degeneracgao axonal, como afirmado por FEITOSA et al. (2000a) e PINTO (2006), no
presente estudo ela ndo foi capaz de detecta-la.

As duragbes dos potenciais de acdo n&o diferiram estatisticamente entre os
grupos, e foram superiores aos demonstrados por FEITOSA et al. (2000a, 2000b),
porém semelhantes aqueles relatados por SIMS & REDDING (1979), WALKER et al.
(1979) e TAKAKURA & INADA (1983). A duracao reflete as velocidades de condugé&o
de fibras lentas, isto €, com menor bainha de mielina, sugerindo, deste modo, que
essas fibras foram menos afetadas pelo processo de desmielinizagéo.

Ao se observar os valores médios das duragdes dos potenciais de agao verifica-
se que apesar de nao haver diferenca estatisticamente significativa entre os grupos,
para o nervo peroneal, a duracéo do potencial de acédo do animal com velocidade de
conducdo nervosa motora normal foi muito menor que a obtida nos animais dos outros
grupos. Isto se deve provavelmente a uma variagcdo individual, uma vez que as
alterag¢des devidas a neurocondugéo diminuida das fibras lentas reflete-se por aumento
e n&o diminuigdo da duragao.

Muitos caes com leishmaniose visceral apresentavam velocidade de condugao
nervosa motora normal, apesar de apresentarem discreta desmielinizacdo de fibras
nervosas, evidenciada por avaliacao histopatologica. Esse fato confirma os relatos de
DUNCAN (1980) e NIEDERHAUSER & HOLLIDAY (1989), de que a velocidade de
conducéao nervosa pode permanecer normal até que as fibras de grande diametro sejam

afetadas.
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A diferengca estatisticamente significativa encontrada nas velocidades de
conduc&o nervosa motora, entre os cdes com leishmaniose visceral e velocidade de
condugcdo nervosa diminuida e os outros dois, que apresentaram velocidade de
condugao nervosa motora normal, reflete a intensidade da desmielinizagado observada
em trés animais deste grupo, observacdes concordantes as colocagbes de
NIEDERHAUSER & HOLLIDAY (1989) e PINTO (2006).

No decorrer da realizagdo deste trabalho, as maiores dificuldades foram
observadas quando da estimulagdo dos nervos tibial e peroneal em sua regiao proximal
(trocanter maior do fémur), o que, por diversas vezes, tornou necessaria a aplicacdo de
varios estimulos até que se registrasse o potencial de ac&do destes nervos. Esta
dificuldade deve ser decorrente da posicdo anatdbmica do nervo, situado mais
profundamente neste sitio de estimulagdo, uma vez que nos animais com menor massa
muscular na regido de estimulacéao, o resultado foi obtido com maior facilidade, fato que
nao foi mencionado por CHRISMAN & CLEMMONS (1993) e FEITOSA et al. (2000a).

Verificam-se, mediante os resultados dos exames histopatolégicos deste estudo,
maior freqiéncia de alteragdes no grupo de cédes com leishmaniose visceral com
alteracdo na velocidade de conducgado nervosa, principalmente no que diz respeito a
presenca de degeneragdo axonal e variagdo no didmetro das fibras nervosas, o que
corrobora os relatos médicos de MUSTAFA (1965) e HASHIN et al. (1995) que
associaram estas alteragbes a leishmaniose visceral em humanos com diminuicdo da
velocidade de conducdo nervosa, acompanhados de desmielinizacdo moderada a
severa e de degeneracao axonal. Nos animais com leishmaniose visceral e velocidade
de conducgédo nervosa diminuida os valores médios obtidos para o nervo tibial foram
inferiores aos verificados por VAMVAKIDIS et al. (2000), quando da avaliagdo do
mesmo nervo em caes com leishmaniose visceral. Entretanto, o autor ndo realizou
exame histopatolégico dos nervos, que pudesse confirmar uma auséncia de
desmielinizagdo. O aumento de tecido conjuntivo no endoneuro e no perineuro também
foi marcadamente presente, confirmando as descri¢des de PRINZ et al. (2003).

Apesar da freqiéncia de ocorréncia de desmielinizacédo ter sido relativamente

menor nos caes com velocidade de condugao nervosa diminuida em comparagéo aos
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animais com neurocondugdo normal, a intensidade da desmielinizagdo foi maior no
primeiro grupo, confirmando os relatos de BRAUND et al. (1996), KOESTNER &
JONES (2000); MUELLER et al. (2001), SALVADORI et al. (2005) e PINTO, 2006, ao
afirmarem que a desmielinizacdo de fibras nervosas motoras € um dos fatores que
diminuem a neuroconducao.

Nos cées do primeiro grupo (LVC VCN-d) verificou-se tanto degeneracao axonal
quanto desmielinizagédo, tal qual as descricbes de NIEDERHAUSER e HOLLIDAY
(1989), MUELLER et al. (2001) e PINTO (2006), ao relatarem que nas neuropatias
periféricas os dois processos costumam estar presentes.

Nos fragmentos de nervos em que foram observadas degeneragbes axonais,
muitas vezes identificou-se pequenos compartimentos ovoéides de mielina, confirmando
os achados de KOESTNER & JONES (2000) e MUELLER et al. (2001).

Em nenhuma das amostras analisadas verificou-se a presenca de multiplos
axoénios de pequeno calibre agregados e pouco mielinizados, indicativos de um
processo de regeneracgao, conforme citado por MUELLER et al. (2001).

Em caes dos trés grupos foi visualizado um aumento de tecido conjuntivo tanto
no endoneuro como no perineuro, sem diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. O mesmo foi observado em relagcdo a fibrose do endoneuro, presente nos
grupos 1 (LVC VCN-d) e Controle. Apesar de BRAUND et al. (1996), MUELLER et al.
(2001) e PRINZ et al. (2003) afirmarem que tais alteragbes ocorrem em focos
inflamat6rios nos nervos periféricos, no presente estudo ndo se observou tal fato, uma
vez que apenas um animal do grupo com leishmaniose visceral e neurocondugao
diminuida (LVC VCN-d) possuia infiltrado inflamato6rio no endoneuro.

Os caes com leishmaniose visceral e velocidade de condugdo nervosa motora
normal apresentaram maior freqiéncia de ocorréncia de infiltrado inflamatério no
perineuro e no tecido adiposo, evidenciando uma lesao decorrente da doenga mesmo
sem alteracao evidente na velocidade de condugdo nervosa. Esta observagao sugere
diferentes fases da doenga, com o infiltrado inflamatério aparecendo numa fase anterior

a degeneracdo axonal e a desmielinizagdo, que diminuem a velocidade de conducéo
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nervosa, como sugerido por BRAUND et al. (1996), MUELLER et al. (2001) e PRINZ et
al. (2003).

A presenca de infiltrados inflamatoérios nos fragmentos dos nervos avaliados sao
caracteristicas de neuropatias inflamatérias, entretanto ndo foram descritos nos relatos
de neuropatias parasitarias realizados por HASS et al. (1989), WOLF et al. (1991) e
BRAUND et al. (1996), ou por nao terem sido identificados ou pelos autores ndo terem
dado especial atengdo a este achado.

A variagéo no diédmetro das fibras nervosas foi mais evidente no grupo 1 (LVC
VCN-d), confirmando as afirmagdes de BRAUND et al. (1996), KOESTNER & JONES
(2000) e MUELLER et al. (2001), de que em lesdes desmielinizantes e em casos de
degeneracgao axonal, evidenciam-se fibras de varios tamanhos.

Os resultados das analise histopatolégicas dos nervos de caes com leishmaniose
visceral confirmaram a ocorréncia de uma neuropatia periférica, como descrito por
HASS et al. (1989), WOLF et al. (1991) e BRAUND et al. (1996) em casos de
toxoplasmose e neosporose, entretanto nao puderam identificar a exata causa da lesao,
uma vez que nao foram observadas formas amastigotas do parasita em nenhum nervo

avaliado.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condigdes do presente experimento permitiram
concluir que:

- Caes com leishmaniose visceral podem apresentar velocidade de condugao
nervosa motora diminuida, caracterizando um quadro de neuropatia periférica;

- Caes com leishmaniose visceral podem apresentar alteragcbes histopatologicas
indicativas de uma neuropatia periférica.

- As principais alteracdes nos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de caes com
leishmaniose visceral foram aumento de tecido conjuntivo no endoneuro, variagédo no
didmetro de fibras nervosas, degeneragédo axonal, infiltrado inflamatério no perineuro e
no tecido adiposo, desmielinizacdo e aumento de tecido conjuntivo no perineuro,

confirmando um quadro de neuropatia periférica.
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Apéndice A: Técnica de ELISA para leishmaniose visceral, como descrita por LIMA et
al. (2005), para determinar a presenca de IgG anti-Leishmania sp no soro

dos animais.

As microplacas foram cobertas com antigeno total de Leishmania (Leishmania)
chagasi, numa concentragdo de 20ug/ml em tampao carbonato 0,05M, pH 9,6, e
incubadas “overnight” a 4°C. Apo6s a lavagem com PBS-tween por trés vezes, as placas
foram bloqueadas com 20ul de BSF 10% em PBS e incubadas a temperatura ambiente
durante duas horas. Apos nova lavagem com PBS-tween por trés vezes, 100ul do soro
controle positivo, do soro controle negativo e das amostras de soros dos animais,
diluidas 1:400 em PBS contendo 0,05% de tween 20 e 10% de BSF, foram adicionadas
a cada poc¢o e incubadas por trés horas a temperatura ambiente. Apds quatro lavagens
com PBS-tween 20, adicionou-se a placa 100ul de anticorpo anti-IgG de céo, marcado
com peroxidase, previamente titulado. Apds a incubag¢do por uma hora em temperatura
ambiente, a placa foi novamente lavada quatro vezes com PBS-tween 20 e foram
adicionados 100ul de uma solugado contendo substrato OPD (0,4mg/ml) em diluente
apropriado. A reacao foi interrompida adicionando-se a cada po¢o 50ul de H,SO4 1M e,
a densidade optica (D.O.) foi avaliada a 492nm, utilizando-se um leitor de ELISA. Os
resultados foram expressos pela média da densidade Optica obtida dos soros em
triplicata. Para a determinacéo do ponto de corte foi realizado o teste de ELISA no soro
de 20 caes sadios de area nédo endémica para leishmaniose visceral. O ponto foi
estipulado a partir da média acrescida de trés desvios-padrdes da leitura da densidade

optica, o qual foi considerado 0,270.
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Apéndice B: Resultados individuais dos exames sorologico e parasitolégico dos caes

naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Tabela B1. Resultados individuais da presenca de IgG anti-Leishmania sp. no

soro dos animais por meio da técnica de ELISA e, da pesquisa de
formas amastigotas de Leishmania sp. pelo método parasitolégico
direto nos esfregacos de citologias aspirativas de linfonodo, bago e
figado dos caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
(Grupo LVC). (Jaboticabal — SP, 2008)

EXAME SOROLOGICO EXAME PARASITOLOGICO
Cao ELISA Linfonodo Bago Figado
L1 negativo positivo n.e. n.e.
L2 positivo positivo n.e. n.e.
L3 negativo positivo n.e. n.e.
L4 positivo positivo n.e. n.e.
L5 positivo positivo n.e. n.e.
L6 negativo positivo n.e. n.e.
L7 negativo positivo n.e. n.e.
L8 negativo negativo negativo positivo
L9 negativo positivo n.e. n.e.
L10 negativo positivo n.e. n.e.
L11 negativo positivo n.e. n.e.
L12 positivo negativo positivo n.e.
L13 positivo positivo n.e. n.e.
L14 negativo positivo n.e. n.e.
L15 positivo negativo negativo positivo
L16 positivo positivo n.e. n.e.
L17 negativo positivo n.e. n.e.
L18 positivo positivo n.e. n.e.
L19 negativo positivo n.e. n.e.
L20 positivo positivo n.e. n.e.
L21 negativo positivo n.e. n.e.
L22 positivo positivo n.e. n.e.
L23 positivo negativo positivo n.e.
L24 positivo positivo n.e. n.e.

Continua...



continuacao...
L25 negativo positivo n.e. n.e.
L26 positivo positivo n.e. n.e.
L27 negativo negativo positivo n.e.
L28 positivo positivo n.e. n.e.
L29 negativo negativo positivo n.e.
L30 positivo positivo n.e. n.e.
L31 negativo positivo n.e. n.e.
L32 negativo negativo positivo n.e.
L33 negativo positivo n.e. n.e.

n.e. — nao examinado
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APENDICE D: Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico, duragdo e

velocidade de conduc&o nervosa obtidas por meio de estimulagdo
proximal e distal dos nervos radial, ulnar, tibial e peroneal de caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral e de caes negativos

para a doenca. (Jaboticabal, 2008)

Tabela D1. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e durag&o obtidas por meio

de estimulagdo proximal do nervo radial de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de condug&o nervosa motora diminuida
(LVC VCN-d). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duragéao

(ms)
L2 2,60 2,00 4,30
L7 2,20 1,80 7,60
L9 2,70 6,20 3,30
L14 2,20 2,40 3,50
L15 1,70 4,00 5,00
L19 2,80 3,30 6,10
L22 2,80 1,10 4,60
L23 2,30 3,80 5,00
L28 2,70 2,00 3,90
L29 2,40 1,40 3,60
L32 2,30 3,90 8,30
L33 1,90 4,80 5,90

Tabela D2. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e durag&o obtidas por meio

de estimulacdo distal do nervo radial de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de condug&o nervosa motora diminuida
(LVC VCN-d). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duragdo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugao
nervosa

(m/s)
L2 1,90 2,80 4,40 57,14
L7 1,40 1,30 5,50 62,50
L9 1,40 8,30 3,10 30,77
L14 1,70 2,40 3,20 56,00
L15 1,40 4,80 4,60 66,67
L19 1,60 1,70 2,40 68,00
L22 1,70 1,30 3,80 55,00
L23 1,60 3,90 4,80 47,00
L28 1,50 2,10 3,70 49,00
L29 1,40 1,60 3,70 64,00
L32 1,30 4,30 8,10 68,00
L33 1,30 5,10 5,20 63,00




Tabela D3. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e durag&o obtidas por meio
de estimulag&o proximal do nervo radial de caes naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral, com velocidade de condug¢do nervosa motora
normal (LVC VCN-n). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao

(ms)
L3 3,10 1,90 6,30
L4 2,60 1,50 3,00
L5 2,80 2,90 1,80
L6 2,70 1,60 5,70
L11 2,10 5,50 8,20
L12 2,00 4,30 6,70
L17 2,90 3,60 5,10
L20 2,30 2,80 5,10
L25 2,30 2,80 5,20
L27 1,30 4,30 4,20

Tabela D4. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duragdo obtidas por meio
de estimulacdo distal do nervo radial de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de condugédo nervosa motora normal (LVC
VCN-n). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duracdao Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugao
nervosa

(m/s)
L3 2,40 2,30 6,20 71,43
L4 1,60 1,30 3,00 70,00
L5 2,10 1,90 2,50 71,43
L6 2,30 1,20 7,00 75,00
L11 1,30 5,50 8,70 73,00
L12 1,50 4,90 6,60 71,00
L17 2,40 1,20 2,60 74,00
L20 1,40 2,60 6,20 71,00
L25 1,50 3,90 4,10 77,00

L27 1,00 6,60 4,10 69,00




Tabela D5. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e durag&o obtidas por meio
de estimulagdo proximal do nervo radial de caes negativos para leishmaniose
visceral (controle). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao
(ms)
C1 2,40 2,30 6,60
C2 5,80 1,00 8,20
C3 3,50 1,10 2,90
C4 3,10 3,30 6,80

Tabela D6. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duragao obtidas por meio
de estimulacao distal do nervo radial de cédes negativos para leishmaniose visceral
(controle). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duracdo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugao
nervosa

(m/s)
Cc1 1,90 2,40 6,40 80,00
C2 4,80 1,10 9,00 90,00
C3 3,10 1,30 3,60 65,00

C4 1,70 3,30 6,90 81,00




Tabela D7. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e durag&o obtidas por meio
de estimulagdo proximal do nervo ulnar de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de condug&o nervosa motora diminuida
(LVC VCN-d). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao

(ms)
L3 4,60 2,40 5,40
L5 4,80 2,80 4,80
L8 4,10 1,80 4,40
L9 3,30 7,10 4,90
L10 7,00 1,60 6,60
L16 4,60 3,20 2,50
L17 4,60 5,70 4,60
L19 4,40 3,50 4,10
L20 3,50 4,90 3,50
L22 5,70 5,50 6,00
L23 3,40 6,70 3,60
L25 4,20 7,00 4,10
L26 2,10 7,30 3,30
L27 2,50 9,30 3,50
L28 5,90 6,20 3,60
L29 3,90 5,90 4,10
L30 2,40 8,20 3,50
L32 5,50 9,60 4,50

Tabela D8. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e durag&o obtidas por meio
de estimulacdo distal do nervo ulnar de c&es naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de condug&o nervosa motora diminuida
(LVC VCN-d). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duragcédo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugéo
nervosa

(m/s)
L3 2,30 2,00 4,70 30,43
LS 2,90 3,20 4,40 57,89
L8 2,80 2,00 4,10 53,85
L9 2,10 7,10 4,70 55,00
L10 4,40 4,50 4,50 57,00
L16 2,80 4,30 2,60 55,56
L17 2,70 6,20 4,00 44,74
L19 2,60 8,50 3,80 55,56
L20 2,20 6,00 3,30 50,00
L22 3,10 5,70 5,80 58,00
L23 2,10 6,90 3,00 45,00
L25 2,20 10,10 4,40 60,00
L26 1,30 11,70 3,10 56,00
L27 1,60 10,60 3,10 56,00
L28 4,00 6,80 3,30 48,00
L29 2,50 6,00 4,20 57,00
L30 1,70 8,70 2,10 57,00

L32 3,20 1é,20 4,80 52,00




Tabela D9. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e durag&o obtidas por meio
de estimulagdo proximal do nervo ulnar de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de condugéo nervosa motora normal (LVC
VCN-n). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao

(ms)
L4 4,20 4,00 4.80
L11 3,90 7,20 3,80
L12 3,20 4,00 6,40
L13 3,10 7,80 4,40
L15 3,40 13,80 3,50
L18 4,10 6,40 3,90
L21 3,50 10,30 3,50
L33 3,80 14,20 3,60

Tabela D10. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulac¢ado distal do nervo ulnar de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de conduc¢do nervosa motora normal
(LVC VCN-n). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duracéo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugéo
nervosa

(m/s)
L4 3,60 4,20 4,00 83,33
L11 2,90 9,70 3,80 80,00
L12 2,00 5,10 6,50 65,00
L13 2,00 3,10 6,20 64,00
L15 2,40 14,40 3,80 64,00
L18 2,90 5,80 4,00 66,67
L21 2,20 12,90 3,10 63,00
L33 2,40 15,10 3,40 64,00

Tabela D11. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulacdo proximal do nervo ulnar de c&es negativos para
leishmaniose visceral (controle). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao
(ms)
C1 4,20 3,20 6,00
C2 5,30 5,40 5,30
C3 5,30 3,10 5,00

C4 2,70 10,10 3,80




Tabela D12. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulac&o distal do nervo ulnar de cédes negativos para leishmaniose
visceral (controle). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duragdo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugéo
nervosa

(m/s)
C1 2,90 3,60 5,40 61,54
C2 3,90 2,60 4,30 64,29
C3 3,10 2,30 4,80 60,00
C4 2,00 6,60 3,40 64,29

Tabela D13. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulagdo proximal do nervo tibial de caes naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral, com velocidade de condugdo nervosa motora
diminuida (LVC VCN-d). (Jaboticabal, 2008)
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Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao

(ms)
L8 7,00 1,30 3,80
L9 5,80 1,30 7,70
L13 5,30 3,00 5,10
L14 5,60 1,50 3,60
L15 4,90 3,30 3,30
L16 7,30 4,20 5,00
L17 8,70 3,70 5,50
L18 7,10 2,70 4,20
L19 7,40 2,60 4,00
L23 4,10 9,80 4,30
L25 7,50 3,00 4,00
L30 4,10 11,60 3,60
L31 8,80 11,70 6,50
L32 8,90 5,10 4,50
L33 5,90 2,90 4,10




Tabela D14. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulacdo distal do nervo tibial de caes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de condug&o nervosa motora diminuida
(LVC VCN-d). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duragdo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugao
nervosa

(m/s)
L8 4,2 0,80 3,70 60,71
L9 3,0 1,50 2,10 60,71
L13 3,0 3,80 3,10 45,83
L14 2,7 2,30 3,10 41,38
L15 2,7 4,80 3,00 54,55
L16 5,1 2,70 3,60 68,18
L17 4,1 6,10 5,30 48,98
L18 3,8 3,60 4,10 44,12
L19 3,7 5,60 4,30 40,54
L23 2,50 9,70 3,80 57,00
L25 3,50 5,80 3,90 50,00
L30 2,60 17,10 1,50 55,00
L31 6,10 20,30 6,00 54,00
L32 4,10 8,00 4,00 58,00
L33 3,40 7,60 3,30 60,00

Tabela D15. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulagdo proximal do nervo tibial de caes naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral, com velocidade de conduc¢do nervosa motora normal
(LVC VCN-n). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao
(ms)
L1 5,70 2,80 2,40
L5 7,50 1,20 4,30
L11 5,30 3,30 4,30
L12 5,20 4,30 7,90

L21 7,00 4,30 4,00
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Tabela D16. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulacdo distal do nervo tibial de caes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com velocidade de conduc¢do nervosa motora normal
(LVC VCN-n). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duragdo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugao
nervosa

(m/s)
L1 3,3 2,60 2,70 66,67
L5 41 1,60 4,10 61,76
L11 3,7 4,40 3,20 66,67
L12 3,0 6,50 4,30 68,18
L21 3,60 6,90 2,90 74,00

Tabela D17. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulagdo proximal do nervo tibial de caes negativos para
leishmaniose visceral (controle). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracgéao
(ms)
C1 5,90 1,20 3,40
C2 8,30 2,70 3,70
C3 6,20 2,50 5,80
C4 3,50 6,60 5,60

Tabela D18. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duragdo obtidas por
meio de estimulacdo distal do nervo tibial de cdes negativos para
leishmaniose visceral (controle). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duracdao Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugao
nervosa

(m/s)
Cc1 3,60 2,00 3,20 65,22
C2 5,10 2,60 4,80 65,63
C3 2,30 4,00 4,60 85,00

C4 3,50 5,10 4,40 68,00




Tabela D19. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulagdo proximal do nervo peroneal de c&es naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, com velocidade de condugdo nervosa
motora diminuida (LVC VCN-d). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao

(ms)
L1 4,70 1,60 3,50
L2 4,30 3,10 5,70
L3 3,90 4,00 7,80
L4 3,60 0,88 6,80
L6 3,70 0,80 4,20
L7 4,50 1,65 8,00
L8 3,30 1,60 6,20
L11 2,40 3,20 9,20
L13 3,20 2,80 4,80
L16 5,80 0,90 5,60
L20 4,50 1,40 4,90
L21 4,70 3,00 7,10
L23 3,50 6,20 6,20
L24 3,80 4,70 7,30
L25 4,70 1,80 8,30
L27 3,10 2,80 3,60
L28 3,90 0,90 9,10
L29 3,60 1,70 11,00
L30 2,40 8,10 6,90
L32 3,60 3,10 7,90

L33 3,00 6,10 6,90




Tabela D20. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulacao distal do nervo peroneal de caes naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral, com velocidade de condugdo nervosa motora
diminuida (LVC VCN-d). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duragdo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugao
nervosa

(m/s)

L1 2,50 1,80 4,70 68,18
L2 2,70 3,80 7,40 68,75
L3 2,00 1,00 7,00 52,63
L4 1,80 0,64 9,80 72,22
L6 2,40 1,00 5,00 53,85
L7 2,10 1,10 7,00 54,17
L8 1,70 2,10 7,10 75,00
L11 1,20 1,70 9,70 67,00
L13 1,90 3,00 6,30 66,67
L16 4,10 1,20 6,20 50,00
L20 2,30 1,40 5,60 59,09
L21 3,50 3,50 6,50 67,00
L23 2,00 10,00 6,10 60,00
L24 2,20 6,30 7,00 69,00
L25 3,00 2,00 8,20 65,00
L27 2,10 3,00 4,30 57,00
L28 2,00 1,00 8,00 53,00
L29 1,80 1,80 10,80 55,00
L30 1,30 9,70 5,80 50,00
L32 2,10 3,30 9,30 67,00
L33 1,60 6,40 6,60 70,00

Tabela D21. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duragdo obtidas por
meio de estimulagdo proximal do nervo peroneal de c&es naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, com velocidade de condug&o nervosa
motora normal (LVC VCN-n). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao
(ms)
L15 4,50 3,70 3,50




Tabela D22. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulacao distal do nervo peroneal de caes naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral, com velocidade de condu¢do nervosa motora normal
(LVC VCN-n). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duragdo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugao
nervosa
(m/s)
L15 3,80 3,50 2,50 92,86

Tabela D23. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duragédo obtidas por
meio de estimulacdo proximal do nervo peroneal de cdes negativos para
leishmaniose visceral (controle). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial (ms) Amplitude pico a pico (mV) Duracéao
(ms)
C1 3,90 1,00 6,30
C2 3,50 2,00 470
C3 4,40 1,60 6,90
C4 4,60 7,20 5,10

Tabela D24. Medidas das laténcias iniciais, amplitudes pico a pico e duracdo obtidas por
meio de estimulacdo distal do nervo peroneal de caes negativos para
leishmaniose visceral (controle). (Jaboticabal, 2008)

Animal Laténcia Inicial Amplitude pico a pico Duragcédo Velocidade
(ms) (mV) (ms) de
condugéo
nervosa

(m/s)
Cc1 2,00 1,00 9,50 73,68
C2 2,00 4,00 5,20 86,67
C3 2,80 2,10 7,90 94,00

C4 3,00 7,50 4,70 88,00
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APENDICE E: Alteracdes histopatolégicas.

Tabela E1. Alteragdes histopatoldégicas encontradas nos nervos radial, ulnar, tibial e
peroneal de caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com
velocidade de condugdo nervosa motora diminuida (LVC VCN-d), com
velocidade de condugé&o nervosa motora normal (LVC VCN-d) e de caes
negativos para a doenga (Controle) . (Jaboticabal, 2008)

ANIMAL  NERVO GRUPO Lesao

C1 Radial Controle Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Aumento do tecido conjuntivo no perineuro

C2 Radial Controle Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Fibrose no endoneuro

C3 Tibial Controle Aumento do tecido conjuntivo no perineuro

C4 Tibial Controle Fibrose no endoneuro
Variagao no didmetro fibras nervosas

L02 Peroneal LCV VCN-D Infiltrado inflamatério no perineuro

Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
LO3 Peroneal LCV VCN-D Desmielinizagédo
Fibrose no endoneuro
Ulnar LCV VCN-D  Aumento do tecido conjuntivo no perineuro
Degeneracgéo axonal
Fibrose no endoneuro
Infiltrado inflamatério no perineuro

L04 Ulnar LCV VCN-N Infiltrado inflamatério no perineuro
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
LO5S Ulnar LCV VCN-D Infiltrado inflamatério no perineuro

LO6 Peroneal LCV VCN-D Degeneragéo axonal
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Variagao no didmetro fibras nervosas
Radial LCV VCN-N Infiltrado inflamatério no perineuro
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
LO7 Peroneal LCV VCN-D Degeneragéo axonal
Desmielinizagao
Variac@o no diametro fibras nervosas

Radial LCV VCN-D Aumento do tecido conjuntivo no perineuro
Variagao no didmetro fibras nervosas
LO8 Ulnar LCV VCN-D Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro

Degeneracéo axonal

continua...



...continuacao

7

L09

L10

L11

L12

L13

L14

L15

Radial

Tibial
Ulnar
Ulnar

Peroneal

Radial
Tibial

Ulnar
Radial

Tibial
Ulnar
Peroneal
Tibial

Ulnar
Tibial

Radial

Tibial

LCV VCN-D

LCV VCN-D
LCV VCN-D
LCV VCN-D

LCV VCN-D

LCV VCN-N
LCV VCN-N

LCV VCN-N
LCV VCN-N

LCV VCN-N
LCV VCN-N
LCV VCN-D
LCV VCN-D

LCV VCN-N
LCV VCN-D

LCV VCN-D

LCV VCN-D

Aumento do tecido conjuntivo no perineuro
Degeneracgao axonal

Desmielinizagéo

Infiltrado inflamatério no perineuro

Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Variagao no didmetro fibras nervosas
Infiltrado inflamatério no perineuro

Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Degeneracao axonal

Fibrose no endoneuro

Variagao no didmetro fibras nervosas
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Degeneracgéo axonal

Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Variagéo no didmetro fibras nervosas
Infiltrado inflamatério no perineuro

Aumento do tecido conjuntivo no perineuro
Infiltrado inflamatério no perineuro

Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Aumento do tecido conjuntivo no perineuro
Desmielinizagéo

Infiltrado inflamatério no perineuro

Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Variagao no didmetro fibras nervosas
Infiltrado inflamatério no perineuro

Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Infiltrado inflamatério no perineuro

Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Variagao no didmetro fibras nervosas
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Degeneragéo axonal

Variagao no didmetro fibras nervosas
Aumento do tecido conjuntivo no perineuro
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Vasculite no tecido adiposo

Infiltrado inflamatério no perineuro

continua...
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L16

L17

L18
L19

L20

Peroneal

Tibial
Ulnar
Radial
Tibial
Ulnar
Tibial
Radial
Tibial

Ulnar

Peroneal
Ulnar

LCV VCN-D

LCV VCN-D
LCV VCN-D
LCV VCN-N
LCV VCN-D
LCV VCN-D
LCV VCN-D

LCV VCN-D

LCV VCN-D

LCV VCN-D

LCV VCN-D

LCV VCN-D
LCV VCN-D

Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Degeneracgao axonal

Infiltrado inflamatério no perineuro

Variagéo no diametro fibras nervosas
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Infiltrado inflamatério no perineuro

Infiltrado inflamatério no perineuro

Aumento do tecido conjuntivo no perineuro
Variacao no didmetro fibras nervosas
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Variagao no didmetro fibras nervosas
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Degeneracgéo axonal

Variagao no didmetro fibras nervosas
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Fibrose no endoneuro

Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Aumento do tecido conjuntivo no perineuro
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Infiltrado inflamatério no tecido adiposo
Aumento do tecido conjuntivo no endoneuro
Degeneracao axonal

Infiltrado inflamat6rio no endoneuro
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