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“As aparéncias para a mente sao de quatro tipos. As
coisas ou Sao 0 que parecem ser; ou Nao Sao, nem parecem
ser; ou Sao e Nao parecem ser; ou ndo sdo, mas parecem Ser.
Posicionar-se corretamente frente a todos esses casos € a
tarefa do homem sabio.”

Epictetus, Século 1l d.C.



RESUMO

GONCALVES, M. E. Identificacdo de Leishmania spp. em amostras de
diferentes regifes do tecido cutaneo de cées . [Leishmania spp. identification in
different skin regions of dogs]. 2004. 78p. Dissertacdo (Mestrado em Clinica
Veterindria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, “Julio de Mesquita Filho.”

A identificacdo do agente etiologico da leishmaniose visceral canina (LVC) em
tecido cutaneo é importante ferramenta para o controle desta enfermidade. Foram
colhidas amostras da cutis, clinicamente sem lesdo, de 30 cdes pertencentes a
area endémica e com diagndstico positivo para leishmaniose visceral, com o
objetivo de determinar se ha uma regido preferencial para a realizagdo da biépsia
cutanea para o diagnostico da doenga, relacionando esses achados aos aspectos
clinicos. Fragmentos cutaneos foram colhidos de seis regifes distintas: plano
nasal, pavilhdo auricular, torax, abdome, membro anterior e transi¢éo
mucocutanea. Foi realizada a técnica de imunoistoquimica em todas as amostras
cutdneas e posteriormente, empregou-se a técnica de reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) somente nas amostras que apresentaram resultados negativos
a primeira técnica. Os sinais clinicos mais frequentemente observados nos cées
foram emagrecimento (95%), seguido de linfoadenomegalia (55%) e mucosas
palidas (30%). As alteracdes dermatoldgicas mais frequentes foram alopecia e
descamacao cutanea (90%), seguidas de dermatite ulcerativa (60%), onicogrifose
(50%) e hiperpigmentacdo (40%). A imunoistoquimica revelou resultado positivo
em 100% das amostras cutaneas, independente da regido dos caes sintomaticos
gue apresentaram quadro dermatolégico. JA nos cdes que nao apresentaram
manifestacdes dermatoldgicas, a porcentagem de positividade foi menor, 40% e
30%, dependendo da regido e nos animais assintomaticos a positividade foi de
30% e 20%. Todas as regides avaliadas nos caes com diagnostico negativo
apresentaram resultado negativo a imunoistoquimica. A PCR apresentou maior
positividade quando comparada com a imunoistoquimica (P< 0,05) para a regido
de membro anterior dos cdes sintomaticos sem alteracdes cutaneas. Os achados
demonstraram que a cutis clinicamente sd alberga parasitos em cédes de area
endémica que apresentam ou nao sinais clinicos.

Palavras-chave: Caes. Leishmaniose visceral. Tecido cutaneo. Imunoistoquimica.
Reacdo em cadeia pela polimerase.



ABSTRACT

The identification of Leishmania spp. in the skin is an important tool for the canine
visceral leishmaniasis (CVL) control. The aim of this study was to investigate which
would be a better clinically normal skin region to perform skin biopsies for the
diagnosis of the naturally Leishmania-infected dogs and to associate this finds to
clinical signs. Thirty dogs from an endemic visceral leishmaniasis area and positive
diagnose for CVL were selected for the study. Five asymptomatics dogs, negative
for Leishmania were included as a fourth group. Clinically normal skin samples
were collected from the six different sites by punch biopsy: upper part of the
muzzle, ear, thorax, abdomen, forelimb and mucocutaneous junction.
Immunohistochemistry detection of Leishmania was performed in all skin biopsy
specimens and polymerase chain reaction (PCR) was performed in samples that
were Leishmania-negative by immunohistochemistry. Weight loss (95%),
lymphadenomegaly (55%) and pale mucous membrane (30%) were the main
clinical signs observed. The most frequent skin abnormalities were alopecia and
desquamation (90%), ulcerative dermatitis (60%), onychogryphosis (50%) and
hyperpigmentation (40%). The immunohistochemistry demonstrated 100% of
positivity in all skin samples of symptomatics dogs with skin lesions, independing
on the region. Symptomatics dogs without skin lesions showed a lower positivity
percentage, 40% and 30% depending on the region and asymptomatics dogs
showed 30% and 20%. All regions from group 4 showed negative results. PCR
showed positivity rates higher when compared to immunohistochemistry (P< 0,05)
for the forelimb region from symptomatics dogs without skin lesions. These
findings demonstrated that clinically normal skin of dogs from endemic area have
parasites independently of clinical signs.

Key-words: Dogs. Visceral leishmaniasis. Skin. Immunohistochemistry.
Polymerase chain reaction.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose é uma enfermidade parasitaria, de carater zoonoético e
distribuicdo mundial, causada por um protozoario pleomorfico da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Esse género inclui
varias espécies que provocam manifestacbes cutdneas e viscerais, que
classicamente sédo subdivididas em duas formas: leishmaniose tegumentar (LT),
que apresenta manifestacdo cutdnea, mucocutdnea ou cutanea difusa e
leishmaniose visceral (LV) (RIBEIRO, 1997; MICHALSKY et al., 2002).

Nas Américas, a LV é conhecida como leishmaniose visceral americana
(LVA) e tem como agente etiolégico o protozoario da espécie Leishmania (L.)
chagasi, que recentemente tem sido considerada idéntica a L. (L.) infantum.
(SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997; MILES et al., 1999).

Em varios estados brasileiros, a LV tem acometido os cdes e o homem,
sendo considerada uma endemia. Esta zoonose era reportada como uma doencga
rural, entretanto, nos Ultimos anos, tem aumentado sua prevaléncia em areas
urbanas de grandes cidades do Brasil como Belo Horizonte-MG, Rio de Janeiro-
RJ e Sao Paulo-SP (COSTA et al., 1991; PARANHOS-SILVA et al., 1996; TAFURI
et al., 1996).

MARZOCHI & MARZOCHI (1994) relataram que a migracdo da populagéo

rural contribuiu para propagacdo da doenca ndo s6 com a introducdo do
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reservatorio canino como também, com a introducdo do vetor, pois este inseto
pode abrigar-se no interior de méveis e ser transportado para regides distantes.

Os parasitos apresentam-se sob duas formas principais: a forma
amastigota, contendo nucleo e cinetoplasto, que é encontrada principalmente no
interior de células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) e na cutis; e a forma
promastigota, que possui nucleo, cinetoplasto e um flagelo livre e € observada no
tubo digestivo do inseto vetor. Ambas as formas se multiplicam por processo de
divisdo binaria (SLAPPENDEL, 1988; ALENCAR, 1991).

A LV acomete diversas espécies de animais domésticos e silvestres e
também os seres humanos. O céo é o principal reservatorio urbano e domeéstico
da doenca (LAINSON & SHAW, 1987; ABRANCHES et al., 1991; SLAPPENDEL &
FERRER, 1998).

A transmissdo entre os hospedeiros vertebrados ocorre com a participacao
de insetos vetores pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae
(FERRER, 1992; MICHALSKY et al, 2002; SOARES & TURCO, 2003).
Atualmente, duas espécies de flebotomineos estdo mais relacionadas com a
transmissdo da LVA: Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis, sendo esta ultima
considerada a espécie de maior importancia no Brasil. Dados recentes referem a
Lutzomyia cruzi como importante vetor no Estado de Mato Grosso do Sul
(BRASIL, 2003).

Os flebotomineos séo conhecidos no Brasil como mosquito palha, asa dura,
birigui e tatuquiras (RIBEIRO, 1997; SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997). Séo
insetos de pequeno porte (1,0 a 4,0 mm), com corpo e asas pilosos e coloragéo

castanho claro ou cor palha. Possuem um comportamento caracteristico de voar
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em pequenos saltos e pousar com as asas entreabertas, o que facilita a sua
identificacdo (CASTRO, 1996).

O ciclo biolégico da espécie Lu. longipalpis ocorre em aproximadamente 28
a 36 dias. As fémeas realizam a oviposi¢cao em locais sombreados, umidos e ricos
em matéria organica Os adultos de ambos 0s sexos necessitam de carboidratos
como fonte de energia, mas somente as fémeas sdo hematoéfagas, pois precisam
ingerir sangue para a maturacdo dos ovos (SOARES & TURCO, 2003). As fémeas
realizam o repasto sangiineo no periodo noturno, iniciando-o cerca de uma hora
apos o crepusculo (CASTRO, 1996).

Quando infectada, a fémea do flebotomineo inocula as formas
promastigotas metaciclicas infectantes no hospedeiro vertebrado, as quais séo
fagocitadas por macréfagos na derme. As formas promastigotas diferenciam-se
em formas amastigotas no interior das células do hospedeiro vertebrado e passam
a se reproduzir, por divisdo binaria. Quando repletas de formas amastigotas, as
células se rompem, levando a disseminagdo do parasito por todo o organismo do
hospedeiro (REY, 1991). O periodo de incubagéo varia entre 3 meses e 7 anos na
espécie canina (SLAPPENDEL & FERRER, 1998).

O cao possui grande importancia epidemiologica, pelo fato de a prevaléncia
canina ser alta em areas endémicas bem como por preceder a ocorréncia de
casos humanos. Além disso, muitos cdes infectados n&do apresentam sinais
clinicos da doenga, mas albergam parasitos na derme (MARZOCHI et al., 1985;
SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997).

A leishmaniose visceral canina (LVC) pode desenvolver-se em uma

infeccdo aguda ou crbnica, dependendo das propriedades do parasito e do
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hospedeiro. Pode ocorrer ainda, uma evolucdo de caracteristica latente, e até
mesmo a cura espontanea (GENARO, 1993; PINELLI et al., 1999). A resposta das
células T pelo hospedeiro € o principal fator que influencia a evolugéo da infeccao.
Estudos sobre a resposta imunoldgica tém revelado que os linfécitos T e as
citocinas produzidas por estas células, determinam se a infec¢do resultard em
uma resposta imune protetora ou doenca progressiva (PINELLI et al., 1999). No
tecido cutaneo, as células de Langerhans sédo as principais responsaveis pela
apresentacdo de antigenos as células T. Na presenca de um estimulo inflamatorio
concomitante, estas células migram da epiderme para os linfonodos regionais, e
durante este processo, aumentam sua expressao de moléculas do complexo de
histocompatibilidade maior da classe Il e fatores co-estimulatorios, assim como
sua capacidade de processar antigenos parasitarios (ABBAS et al., 1997; NOLI,
1999). As caracteristicas genéticas podem determinar diferentes respostas
imunolégicas na espécie canina, sendo que alguns animais ou racas tém uma
resposta mais efetiva do que outros (FONT et al., 1996; FERRER, 1999). Em torno
de 60-80% dos caes pertencentes a area endémica podem ter contato com o
parasito e ndo desenvolver sinais clinicos da doenca (FERRER, 1999). Os cées
assintomaticos representam cerca de 20 a 40% da populacdo soropositiva e
aproximadamente 80% desenvolvem a doenca (NOLI, 1999). H& duas
subpopulacbes de células T auxiliares que expressam a molécula CD4+: os
linfécitos T auxiliares do tipo 1 (Tal) e os linfécitos T auxiliares do tipo 2 (Ta2). As
células Tal secretam interleucina-2 (IL-2), interferon gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral (FNT) que desencadeiam uma resposta imune celular protetora,

conduzindo a resisténcia imunologica. Em contrapartida, as células Ta2 secretam
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as interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) que desencadeiam
a proliferacéo de linfocitos B e uma resposta imune humoral ndo protetora. Esta
resposta causa a exacerbacdo da infeccdo, sendo demonstrada pela
hipergamaglobulinemia e por altos titulos de anticorpos produzidos pelos caes
infectados (ABRANCHES et al.,, 1991; CABRAL et al.,, 1998; SLAPPENDEL &
FERRER, 1998; PINELLI et al., 1999). A producdo exagerada de anticorpos leva a
formagcdo de imunocomplexos circulantes podendo causar vasculite, uveite,
poliartrite e glomerulonefrite (SLAPPENDEL & FERRER, 1998). Em éreas
endémicas, 40% dos cdes produzem resposta imune celular que pode estar
associada a resposta humoral, determinando a resisténcia ou ndo a infeccéo
(PINELLI et al., 1994; CABRAL et al., 1998; SANTOS et al., 1998).

Os cédes acometidos por LV podem apresentar emaciacdo, hipertermia,
hepatoesplenomegalia, linfoadenomegalia, alteracdes renais, alteracdes
hepéticas, pneumonia, miocardite, diateses hemorragicas, alteracbes oculares,
alteracdes dermatoldgicas, distlrbios locomotores e enterite (FONT et al., 1996;
CIARAMELLA et al., 1997; FEITOSA et al., 2000; BLAVIER et al., 2001).

Os achados laboratoriais caracterizam-se principalmente por alteragbes
hematolégicas como a anemia, geralmente normocitica normocromica,
hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, hiperproteinemia, trombocitopenia,
leucopenia associada a linfopenia ou leucocitose (SLAPPENDEL & FERRER,
1998; NOLI,1999).

A presenca de lesbGes cutaneas é frequente na LVC, constituindo
aproximadamente 90% dos casos. Os quadros dermatolégicos podem apresentar

padrbes variados, mas raramente sdo pruriginosos, podendo estar presentes na
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auséncia de outros sinais clinicos da doenca (CIARAMELLA et al., 1997; BLAVIER
et al.,, 2001). As alteracbes dermatoldgicas incluem uma excessiva descamacao
cutanea, principalmente na regido periocular e na borda das pinas, podendo ser
difusa por todo o corpo. Alguns animais apresentam despigmentacdo cutanea,
prurido, pelame seco, queda de pélos e areas de hiperceratose e lignificacéo,
principalmente em regides de protuberancias 6sseas. Observam-se também,
Ulceras e pequenos noédulos intradérmicos, provavelmente decorrentes da
multiplicacdo das formas amastigotas na derme. O quadro de onicogrifose
associado a presenca do parasito estimulando a matriz ungueal, € comumente
observado (NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000).

A queda de pélos tem sido explicada pela acéo direta da Leishmania sobre
o foliculo piloso ou por um distarbio do metabolismo do acido pantoténico,
decorrente de graves lesbes hepéticas, ou ainda por deposicdo de
imunocomplexos na membrana basal da cutis, induzindo a um processo auto-
imune que desencadeia a alopecia (MARZOCHI et al., 1985).

O diagnostico da LVC estd fundamentado nos sinais clinicos, na
visualizacdo direta do parasito em pungbes aspirativas de linfonodos, medula
0ssea, “imprints” ou bidpsias cutaneas e ainda, por provas soroldgicas e por
métodos moleculares como a reacdo em cadeia pela polimerase (RIBEIRO, 1997;
FERRER, 1999). Entretanto, o diagnodstico pode tornar-se dificil devido ao
prolongado curso clinico da doenga, ao pleomorfismo observado nos quadros
cutaneos e a associacdo com outras dermatoses, infec¢cdes oportunistas, doencas
auto-imunes e neoplasias (MOZQOS, et al.,1999). Doencas de comprometimento

cutaneo, dentre as quais dermatite seborréica, demodiciose, escabiose,
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dermatofitose, mastocitoma, bem como aquelas de envolvimento sistémico, como
erliquiose, babesiose, lUpus eritematoso sistémico, entre outras, devem ser
lembradas para o diagnostico diferencial (SLAPPENDEL,1988; RIBEIRO, 1997;
NOLI, 1999).

O método diagndstico que apresenta 100% de especificidade é o exame
parasitoldgico que se baseia na demonstracdo do parasito em tecidos do SFM e
tecido cutadneo, mesmo na cutis aparentemente sem alteragcbes (MARZOCHI,
1985; FERRER, 1999). Segundo Ferrer (1999), o exame parasitologico possui
baixa sensibilidade, em torno de 60%, para amostras de medula éssea, e inferior a
30%, para amostras de linfonodo.

Dentre as técnicas sorolégicas mais comumente empregadas para a
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania estdo a reacdo de fixagcdo de
complemento, a imunofluorescéncia indireta e 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(SLAPPENDEL & FERRER, 1998). Em areas endémicas, a positividade ao exame
sorolégico € insuficiente para o diagnoéstico, ja que, embora os testes sorologicos
apresentem sensibilidade e especificidade adequadas, podem apresentar falsos
positivos ou falsos negativos (MARZOCHI, et al., 1985; SANTA ROSA et al.,
1997). Os métodos sorolégicos que empregam antigeno total sédo considerados de
maior confiabilidade nos resultados, quando comparados aos que utilizam
antigenos fracionados ou particulados (FERRER, 1999). Segundo Lima et al.
(2001a), a técnica de ELISA, com a utilizacdo de antigeno total da L. (L.) chagasi
ndo detectou a ocorréncia de reacdo cruzada em caes procedentes de areas nao
endémicas para leishmaniose e infectados por Ehrlichia canis, Babesia canis,

Dirofilaria immitis ou Toxoplasma gondii.
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A reacao de hipersensibilidade do tipo tardia (RHT) ou reacéo intradérmica,
€ um teste util para a deteccdo de cdes que ndo apresentam sinais clinicos da
doenca. Os cées com resultado positivo neste teste sdo considerados como tendo
sido expostos ao parasito e potencialmente resistentes a infec¢do (PINELLI et al.,
1994). Cerca de 50% dos caes pertencentes a areas endémicas podem revelar
uma reacdo intradérmica positiva (CABRAL et al.,, 1998, FERRER, 1999;
BIAZZONO, 2003).

O isolamento e cultivo de parasitos em meios de cultura como o NNN
(Novy, Mc Neal e Nicolle) possuem baixa sensibilidade, principalmente nas fases
iniciais da doenca. E um método demorado (3 a 5 dias) e de dificil execuc¢&o, néo
sendo portanto, indicado na confirmacao do diagndstico clinico (FERRER, 1999).

Os achados histopatolégicos séo inespecificos e caracterizam-se por uma
reacdo inflamatoria granulomatosa com presenca de células mononucleares,
alteracbes estas, comuns a varias outras patologias. Quando h&a poucas formas
amastigotas de Leishmania spp. nos tecidos, pode ser dificil estabelecer-se o
diagnéstico pela histopatologia (FERRER, 1999).

Marzochi et al. (1985) realizaram biopsias cutaneas e colheita de tecidos,
apos necropsia, em 40 caes e evidenciaram a presenca de Leishmania spp. em 39
casos sendo 20% somente em visceras (bacgo), 42,5% em visceras e cutis sem
lesbes e 35% em ulceragbes cutdaneas ou mucocutaneas. Nesse estudo, ndo se
observou nitida relagédo entre a presenca e intensidade dos sinais clinicos com o
encontro de parasitos em visceras e/ou cutis.

Schaer et al. (1985) realizaram biopsia cutdnea em um cdo sintomatico e

sem alteracdes dermatologicas na regido paralombar e o exame histopatolégico
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revelou formas amastigotas de Leishmania spp.. Ap0s a eutanasia, foi possivel
observar a presenca destes organismos na cutis da regido facial, evidenciando
assim, a importancia da realizacdo da biopsia cutanea até mesmo nos casos de
cdes sem alteracdes dermatolégicas.

Font et al. (1996) relataram quatro casos clinicos de caes infectados por
Leishmania spp. que apresentaram alteracdes dermatoldégicas com envolvimento
da mucosa de regido prepucial, peniana, lingual e nasal, onde o parasito foi
detectado em amostras de biopsia ou “imprints” destes tecidos. No entanto, em
dois animais nao foi possivel observar a presenca de Leishmania spp. ao exame
citoldgico de linfonodo e/ou medula 6ssea.

As técnicas de citoquimica e imunoistoquimica aumentam a possibilidade
do encontro do parasito, quando o numero destes € baixo nos tecidos avaliados
(FERRER et al., 1988b; BOURDOISEAU et al., 1997).

Ferrer et al. (1988a) identificaram formas amastigotas do parasito em tecido
cutadneo de cdes naturalmente infectados por Leishmania donovani, pelo método
da imunoperoxidase.

Ferrer et al. (1990) por meio do exame histopatolégico de um nddulo
interdigital, ndo ulcerado, em um c&o da raca boxer, observaram vacuolos
contendo corpos basofilicos no interior do citoplasma de macrofagos, e o
diagndstico da leishmaniose foi confirmado pelo método da imunoperoxidase.

Mozos et al. (1999) observaram na mesma lesdo cutdnea a presenca de
Demodex canis intrafolicular e Leishmania spp. no interior de macréfagos por meio

da realizacdo de biopsia cutanea e da técnica de imunoperoxidase.
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Tarantino et al. (2001) relataram a presenca simultdnea de Leishmania
infantum e Neospora caninum em amostras cutaneas submetidas a técnica de
imunoistoquimica, em um céo da raca Dogo Argentino de 9 meses de idade.

A reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada
na deteccdo do DNA do parasito em varios materiais biol6gicos como sangue,
medula 6ssea, cutis e liquor (FERRER, 1999; GONCALVES et al., 2004).

Ashford et al. (1995) demonstraram, em estudo desenvolvido na América do
Sul, que a PCR apresentou maior sensibilidade que a sorologia e a cultura de
parasitos para o diagndstico da LVC. Esses autores indicam que a PCR pode
tornar-se o principal método de diagnostico na identificacdo de cdes positivos para
leishmaniose.

Osman et al. (1997) concluiram que a técnica de PCR é mais sensivel
qgquando comparada ao exame parasitoloégico para a constatacdo da doenca em
amostras de linfonodo e medula dssea, sendo também um método indicado para a
confirmacado de casos clinicos suspeitos.

Roura et al. (1999b), avaliando 46 cées pelo exame citolégico de medula
0ssea, obtiveram resultados negativos em 39% dos animais, e pela PCR do
mesmo material, foi possivel confirmar o diagndstico da doenca em 97,8% dos
casos. No mesmo estudo, foi realizada a técnica de imunoperoxidase em biopsias
cutédneas de cées que apresentaram quadro clinico dermatoldgico. Os fragmentos
cutaneos foram colhidos nas regides de cutis lesionada e o diagnostico foi
confirmado em 100% dos casos.

Solano-Gallego et al. (2004) estudando a cutis clinicamente sem alteracdes,

correspondente a regido de plano nasal de cées sintomaticos e assintométicos,
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pelas técnicas de imunoistoquimica e PCR, observaram parasitos no tecido
cutaneo de 70% dos cades sintométicos, mas ndo observaram parasitos pela
imunoistoquimica na cutis dos cdes assintomaticos. Ja a PCR mostrou
positividade de 100% em todos os caes sintomaticos e assintomaticos.

A PCR pode ainda ser utilizada em amostras de tecidos que foram
submetidos a avaliacdo histopatolégica ou a técnica de imunoistoquimica e onde
ndo foi possivel a identificacdo do parasito (FERRER, 1999). As amostras de
tecidos fixadas em formol e incluidas em parafina sdo um importante recurso para
estudos moleculares (BONIN et al., 2003), embora a rotina histopatolégica possa
causar a degradacéo do DNA nos tecidos (COOMBS, 1999).

Laskay et al. (1995) avaliando a eficiéncia da técnica de PCR em bidpsias
cutaneas incluidas em parafina, constatou que a PCR detectou DNA do parasito
em 18% das amostras com resultado negativo pelo estudo histopatolégico ou
cultura in vitro. Esses autores salientaram o valor da utilizagdo da PCR nos casos
crénicos da doenca e nos estudos epidemioldgicos.

Muller et al. (2003) avaliaram 18 amostras de tecido cutaneo fixadas em
formol e incluidas em parafina, e que ja haviam sido submetidas a avaliagédo
histopatologica e imunoistoquimica. Esses autores concluiram que a PCR é uma
boa técnica para complementar o diagnéstico da LVC, mas indicam ser
indispensavel verificar a ocorréncia de degradacdo das amostras por meio da
utilizagéo de oligonucleotideos iniciadores da espécie estudada.

Varios estudos, utilizaram a técnica da imunoistoquimica ou da PCR, na
identificagdo do parasito ou DNA do parasito, em tecido cutdneo lesionado

(FERRER et al., 1990; MOZOS et al.,, 1999; TARANTINO et al., 2001). Outros
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estudos, avaliaram um destes métodos na cutis s& (BERRAHAL et al.,, 1996;
BOURDOISEAU et al., 1997; DOS-SANTOS et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et
al., 2004). Nao ha relatos na literatura, comparando diferentes regides cutaneas
em animais sintomaticos e assintomaticos, com o objetivo de determinar a melhor
regido para a realizacdo da bidpsia, afim de estabelecer um diagndstico preciso

para a LVC.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Contribuir para o controle da leishmaniose visceral através da identificacéo
direta de parasitos ou DNA do patogeno em diferentes regides do tecido cutaneo

do reservatorio canino.

2.2. Objetivos Especificos

Verificar se h& variacdes relacionadas a positividade nas diferentes regioes
do tecido cutaneo clinicamente inalterado de cées pertencentes a area endémica
para leishmaniose visceral, estabelecendo assim, a regido mais indicada para a
realizacdo da biopsia cutanea de acordo com os sinais clinicos apresentados
pelos animais.

Avaliar a aplicacdo das técnicas de imunoistoquimica e reagdo em cadeia
pela polimerase (PCR) em amostras fixadas de tecido cutaneo clinicamente
inalterado obtidas de diferentes regibes, para o diagnostico da leishmaniose

visceral canina, relacionando estes achados ao quadro clinico dos animais.
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3. HIPOTESE

Existe diferenca no resultado do exame para o diagndéstico da leishmaniose
canina em bidpsias cutaneas obtidas de diferentes regiées de um mesmo animal,
com tecido cutaneo clinicamente sem alteracdes, considerando os diferentes

sinais clinicos apresentados pelos cées.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Animais

Foram utilizados 35 cées pertencentes ao municipio de Aracatuba-SP, area
considerada endémica para leishmaniose visceral canina. Os animais avaliados
foram oriundos do atendimento do Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de
Oliveira”, do curso de Medicina Veterindria - Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” — UNESP - Campus de Aracgatuba, bem como do
encaminhamento para a eutanasia no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do
mesmo municipio. Os materiais bioldgicos foram obtidos apds o prévio
consentimento dos proprietarios dos animais e aprovacao pelo comité de ética
local. Como norma adotada para o controle da leishmaniose visceral americana
em areas endémicas, os animais com diagnéstico positivo foram submetidos a
eutanasia.

Os cées foram divididos em quatro grupos:

e GRUPO 1: 10 caes com diagnéstico positivo para leishmaniose, com

quadro clinico sistémico e dermatoldgico.

e GRUPO 2: 10 caes com diagnostico positivo para leishmaniose, com

quadro clinico sistémico, porém sem alteracdes dermatoldgicas.
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e GRUPO 3: 10 caes com diagndstico positivo para leishmaniose e

assintomaticos.

e GRUPO 4: 5 cdes com diagnéstico negativo para leishmaniose e

assintomaticos.

O diagnostico de leishmaniose foi estabelecido por meio do teste soroldgico
de ELISA e/ou exame citologico de puncao aspirativa de linfonodo.

Todos os cades foram inicialmente submetidos a exame clinico e
dermatologico. Em seguida, os caes foram anestesiados por via intravenosa (1.V.)
com Thiopental sddico (Tionembutal®12,5%), na dose de 25 mg/kg. Procedeu-se
a eutanasia com 10 ml de Cloreto de potassio® a 19,1% I.V. Os fragmentos
cutaneos para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica e PCR foram colhidos

imediatamente apds a eutanasia.

4.2. Exame parasitologico

As amostras de linfonodo foram obtidas segundo a técnica de puncédo
aspirativa por agulha fina (COWELL & TYLER, 1989). Os esfregacos foram
realizados em laminas, corados pelo método Panético rapido* e examinados em
microscopio optico em objetiva de 100x, em imers&o. Foi investigada a presenca

de formas amastigotas no interior de macréfagos ou livres.

! Hematocor Bioldgica Comercial Ltda — S&o Paulo (SP)
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4.3. Técnica de Elisa

O teste sorolégico utilizado para avaliar a positividade dos cées deste

estudo foi a técnica de ELISA realizada segundo Lima et al. (2001b).

4.4. Amostras de tecido cutaneo

As amostras da cutis, clinicamente sem alteracdes, foram obtidas com o
auxilio de sacabocado (“punch”) com orificio de 8 milimetros de diametro. Apés a
tricotomia, foram colhidos fragmentos cutaneos de seis regides distintas: plano
nasal (KILLICK-KENDRICK & KILLICK-KENDRICK, 1999), face externa de
pavilhdo auricular (TAFURI et al., 2001; TRAVI et al., 2001; DOS-SANTOS et al.,
2004), toracica lateral, abdominal ventral (TAFURI et al., 2001; TRAVI et al.,
2001), face anterior do membro toracico e transicdo mucocutanea de regido labial
(MARZOCHI et al., 1985). Os fragmentos foram fixados em formalina a 10%
tamponada. Apos um periodo de aproximadamente 24 horas, as amostras

cutaneas foram submetidos aos procedimentos da rotina histopatoldgica.

4.5. Técnica de imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica foi desenvolvida segundo descricdo de
Moreira, (2003) com modificagdes.
As amostras de bidpsia cutédnea foram processadas em aparelho

histotécnico e emblocadas em parafina histoldégica. Foram realizados cortes de 3
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pum de espessura e os mesmos foram montados em laminas de vidro silanizadas
(Aminopropiltriethoxy-silane, SIGMA).

Efetuou-se a desparafinizacdo a quente, deixando-se as laminas em estufa,
a 58°C, por 15 minutos e xilol quente por 15 minutos. Logo em seguida, a
desparafinizagéo a frio ocorreu em banho de xilol por 15 minutos. A hidratacao foi
feita em banho de 3 a 5 minutos em alcool etilico em concentracdes decrescentes
de 100%, 95%, 80%, 70%, 50%, em seguida, agua corrente por 10 minutos e
imersdo em agua destilada.

A recuperacdo antigénica dos cortes foi realizada em solugdo de acido
citrico (10mM/pH 6,0) em ebulicdo em panela de pressado. Seguindo-se a fervura,
as laminas foram colocadas na panela de presséo a qual foi tampada e foram
cronometrados 3 minutos apds a instalacdo da pressdo. A presséo foi retirada
colocando-se a panela sob agua corrente por 5 minutos. A panela de pressao
permaneceu fechada por 20 minutos, a temperatura ambiente, antes da retirada
das laminas. A seguir, as mesmas foram colocadas em cubas de vidro e iniciou-se
o blogueio da peroxidase endbégena, por meio de trés banhos de 10 minutos com
peroxido de hidrogénio 20 volumes, seguido de mais trés banhos de 10 minutos,
com solucdo de perdxido de hidrogénio e metanol a 5%. As laminas foram
colocadas em agua corrente por 2 minutos seguindo-se por uma passagem pela
agua destilada. O excesso de agua destilada ao redor dos cortes foi absorvido
com lenco de papel e sobre os mesmos colocou-se uma solugéo de soro fetal
bovino inativado a 5%, seguindo-se incubacdo em camara Umida a 37°C por 30
minutos, para bloquear ligagbes imunes inespecificas. Apds a incubacado, as

laminas foram imersas em soluc&o de leite em p6 desnatado a 6%, a temperatura
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ambiente, por 30 minutos, para o bloqueio de ligacdes ibnicas. O excesso de
liquido ao redor dos cortes foi absorvido com lenco de papel.

Na sequéncia, foi realizada a incubacdo com o anticorpo primério anti-
Leishmania produzido em camundongo (fornecido pelo Laboratério de Moléstias
Infecciosas — LIM50 — Depto Patologia da FMUSP) na diluicdo de 1:1800 em
tampéo fosfato (PBS) contendo 1% de soro albumina bovina, acondicionando-se
em camara Umida a 37°C, por 30 minutos e a 4°C por 14 horas. ApOs este
procedimento, foram realizados trés banhos de 20 minutos com solucédo de PBS e
Tween 20 a 0,05%.

Os cortes foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado (Kit
LSAB - Dako®) a 37°C, por 30 minutos, e logo em seguida submetidos a trés
banhos de 20 minutos com solucdo de PBS e Tween 20 a 0,05%. Realizou-se a
incubacao com complexo streptavidina-peroxidase (Kit LSAB - Dako®) a 37°C, por
30 minutos, e mais 3 banhos de 20 minutos com solugcdo de PBS. Para a
revelacdo foi utilizado como cromégeno a Diaminobenzidina — DAB (SIGMA) em
solucdo de 100mg/100ml de PBS, adicionado de 1ml de peréxido de hidrogénio 20
volumes, com a imersédo das laminas nesta solugao por 5 minutos a temperatura
ambiente. As laminas foram entdo lavadas em agua corrente durante 10 minutos e
por ultimo foram imersas em agua destilada.

Realizou-se a contra coloracdo com Hematoxilina de Harris, deixando as
laminas por 1 minuto e lavando-as em 4gua corrente durante 10 minutos com uma
passagem subsequiente em agua destilada. As laminas foram desidratadas em

solucdes crescentes de alcoois, xilol e montadas em Balsamo com laminulas.



36

4.6. Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) de amostras de tecido cutaneo

incluidas em parafina histoldgica

e Obtencédo das amostras
As amostras de fragmentos cutaneos para a realizacdo da técnica de PCR
foram obtidas pela raspagem das laminas de microscopia, que continham cortes
de 3um de espessura, com o auxilio de 1aminas de bisturi n°24 (MULLER et al.,
2003). O tamanho de cada amostra retirada das laminas foi padronizado em 8

milimetros.

e Desparafinizacdo e extracdo de DNA das amostras

Foi utilizado o protocolo descrito por Coombs et al. (1999), com pequenas
adaptacdes. Foram adicionados 100ul de Tween 20 a 0,5% em cada tubo de 1,5
ml (EUA Scientific, Inc®, FL, EUA), contendo o material obtido da raspagem da
lamina de vidro. Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram aquecidas a 90°C por
10 minutos e resfriadas para 55°C utilizando-se termociclador (PTC-100™
Programmable Thermal Controller, MJ RESEARCH, Inc., MA, EUA).

Em cada amostra, foram adicionados 4ul de proteinase K (20mg/ml), sendo
as amostras incubadas em banho-maria (Modelo 146 - FANEM® Sao Paulo-
Brasil) a 55°C, durante 3 horas, agitando-se gentilmente a cada hora. Apds este
periodo, adicionou-se 100ul de Chelex 100® a 5% (diluido em TRIS EDTA) em
cada amostra, as quais foram aquecidas a 99°C durante 10 minutos, agitando-se
gentimente apos o término do aquecimento. Seguiu-se a centrifugagdo

(Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 10.500 x g durante 15
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minutos. As amostras foram novamente aquecidas a 45°C durante 5 minutos e,
posteriormente, foram adicionados 100ul de cloroférmio. Realizou-se
centrifugacdo a 10.500 x g durante 15 minutos, recuperando-se o sobrenadante

(aproximadamente 100pl) contendo DNA.

e Construcédo dos oligonucleotideos iniciadores
Foi sintetizado um par de oligonucleotideos iniciadores especificos para
Leishmania spp., segundo descricdo de Rodgers et al. (1990): 13A (5-
GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3) e 13B (5'-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3'). O
par de oligonucleotideos iniciadores amplifica um fragmento de 120 pares de base
(pb) correspondente a regido de minicirculo do DNA do cinetoplasto de

Leishmania spp.

e PCR e eletroforese

A PCR foi desenvolvida em microtubos de 200 pl, com volume final de 50 pl
contendo: 5 ul de DNA da amostra, 5 ul de dNTP (1,25 mM de cada, Invitrogen
Life Technologies, CA, EUA), 5 ul de tampao 10X concentrado para Taq DNA
polimerase (Invitrogen Life Technologies, CA, EUA), 31,2 ul de &gua ultra-pura,
1,5 ul de MgCl; (25 mM), 10 pM de cada oligonucleotideo iniciador e 1,5 unidades
de Taq DNA polimerase.

As condicbes da reacdo foram: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a

65°C por 30 segundos, extensao a 72°C por 45 segundos e extensao final a 72°C
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por 5 minutos. Para cada grupo de amostras processadas, foram feitos
simultaneamente um controle positivo (DNA de formas amastigotas de Leishmania
spp.) € um controle negativo (sem DNA).

ApGs o término dos ciclos, as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 8%, a 100 volts, por 3 horas e 30 minutos (Electrophoresis
Power Supply Model 250 EX/Gibco BRL, MD, EUA), corados com nitrato de prata
e logo em seguida o gel foi fotografado utilizando-se uma camera digital (Kodak
Digital Science, SP 700 Color Printer, Scientific Imaging systems, NY, EUA).
Utilizou-se um marcador de peso molecular em escada de 50 pb (Invitrogen-Life

Technologies, CA, EUA).

4.7. Limiar de deteccéo da PCR

Para avaliacdo do limiar de deteccédo da técnica de PCR foram realizadas
diluicées de 10* a 10 (10.000 a 0.01) de Leishmania (L.) chagasi mantidas em
cultura. Sete amostras de tecido cutdneo de caes negativos foram raspadas,
individualmente, com lamina de bisturi, conforme descricdo anterior e a cada
amostra foi adicionada uma das diluicbes. Logo apos este procedimento, foi feita a
extracdo de DNA, reacdo da PCR e eletroforese das amostras como descrito

anteriormente.
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4.8. Avaliacdo da degradacdo de amostras

Para verificar a integridade do DNA extraido das amostras de tecido
cutaneo (fixadas e incluidas em parafina) e evitar resultados falsos negativos pela
técnica da PCR, foram construidos oligonucleotideos iniciadores para amplificacéo
de fragmento de DNA da espécie canina de 202 pb (5-
TGCAATGAAACACTGGGACACC-3' e 5-ACCCTCCAGTTCCATCCCTGTT-3)
utilizando uma sequéncia correspondente a uma regido de DNA repetitivo
(BENTOLILA et al, 1999) depositada no banco de genes (“Gen Bank”, numero de
acesso AJ239525). Para a construcdo destes oligonucleotideos foi utilizado o
programa “Primer3” disponivel no endereco eletrénico http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi.

4.9. Analise Estatistica

Com o auxilio do programa SAS (Statistical Analysis System) considerado-
se um nivel de significancia de 5%, utilizou-se o teste exato de Fisher para avaliar
a associacao entre os resultados (positivo e negativo), de cada uma das técnicas
(imunoistoquimica e PCR) em diferentes regifes para cada grupo. Empregou-se
também o teste de Mc Nemar para verificar a propor¢éo de resultados positivos e
negativos da imunoistoquimica com os resultados da PCR nos grupos 2 e 3. Para

investigar a concordancia entre as técnicas aplicou-se o coeficiente kappa. O teste
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de duas proporcdes foi utilizado para comparar os resultados de uma mesma

regido cutanea, entre dois grupos independentes.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo clinica

A tabela 1 apresenta o resultado dos sinais clinicos observados nos animais
sintomaticos (grupos 1 e 2), excetuando-se as alteracdes dermatolégicas, as quais
sdo apresentadas na tabela 2. Os principais sinais clinicos observados foram:
emagrecimento (95%), linfoadenomegalia (55%) e mucosas palidas (30%). Em
25% dos cades observou-se comprometimento ocular incluindo conjuntivite e
ceratoconjuntivite. E em 15% dos animais verificou-se alteracdo locomotora
correspondendo a claudicacdo de intensidade discreta ou moderada. As lesbes
cutaneas mais frequentemente observadas foram alopecia e descamacao cutanea
(90%), dermatite ulcerativa (60%) seguida de onicogrifose (50%).

A figura 1 ilustra alteracdo dermatologica freqlientemente observada na
LVC, com dermatite seborréica, representada pela descamacdo cutanea
furfuracea em borda da pina. Na figura 2, fotografia de cdo com onicogrifose
severa, além de areas de alopecia e hiperpigmentacdo. E a figura 3 ilustra varias
alteracbes dermatoldgicas, salientando-se as lesdes mais cronicas, como a

hiperpigmentacéo e dermatite ulcerativa.
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Tabela 1. Caes de area endémica para leishmaniose visceral, segundo

0s sinais clinicos observados (grupo 1 e 2). Aracatuba, 2004.

N %
Emagrecimento 19/20 95
Linfoadenomegalia 11/20 55
Mucosas palidas 6/20 30
Comprometimento ocular 5/20 25
Apatia 4/20 20
Hipertermia 3/20 15
Alteracao locomotora 3/20 15
Atrofia muscular 1/20
Emese 1/20
Epistaxe 1/20

Tabela 2. Caes de area endémica para leishmaniose visceral, segundo

as lesdes cutaneas observadas (grupo 1). Aragatuba, 2004.

N %
Alopecia e descamacao cutanea 9/10 90
Dermatite ulcerativa 6/10 60
Onicogrifose 5/10 50
Hiperpigmentacéo 4/10 40

Nédulos ndo ulcerados 2/10 20




Figura 1. Fotografia de cdo apresentando descamagdo cutanea
furfurdcea em borda da pina. Aracatuba, 2004.

Figura 2. Fotografia de cdo apresentando onicorifose severa.
Aracatuba, 2004.
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Figura 3. Fotografia de céo apresentando
alopecia, descamacdo cutdnea, dermatite
ulcerativa e hiperpigmentacéo. Aracatuba, 2004.
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5.2. Imunoistoquimica
5.2.1. Comparacdo das regides

A tabela 3 apresenta os resultados observados com a técnica de
imunoistoquimica para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina. Os animais
do grupo 1 (sintomaticos, com lesdes cutaneas) apresentaram 100% de
positividade em todas as regifes avaliadas. Os caes do grupo 2 (sintomaticos,
sem lesOes cutaneas) apresentaram 40% de resultados positivos na regido de
transicdo mucocutanea (MC) e 30% de positividade nas demais regides estudadas
gue incluem o plano nasal (PN), pavilhdo auricular (PA), térax (T), abdome (A) e
membro anterior (MA). Quanto ao grupo 3 (assintomaticos) observou-se 30% de
positividade nas regides de MC, PN, PA e A e 20% nas regides correspondentes
ao T e MA. Todas as regides avaliadas nos cades do grupo 4 (assintomaticos e
negativos) apresentaram resultado negativo pela técnica de imunoistoquimica.
N&o houve diferenca estatisticamente significante entre as regifes analisadas,
considerando-se 0 mesmo grupo (P < 0,05). As figuras 4, 5 e 6 ilustram a

presenca de parasitos imunomarcados na derme dos cées dos grupos 1 e 3.

5.2.2. Comparacdo dos grupos

Observou-se diferenca estatisticamente significante em cada uma das
regides avaliadas, ao teste de duas proporgdes, quando comparou-se 0S animais
do grupo 1 (sintomaticos, com lesGes cutdneas) com 0s animais do grupo 2

(sintométicos, sem lesBes cutaneas), bem como entre 0os animais do grupo 1 e os
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do grupo 3 (assintométicos). N&o se observou diferenca estatisticamente
significante quando comparou-se 0s animais dos grupos 2 e 3.

A tabela 4 reune os resultados da avaliacdo soroldgica, parasitoldgica e
imunoistoquimica realizada nos caes segundo o0 grupo, a regido e a condi¢édo

clinica.



Tabela 3. Resultado da reacao de imunoistoquimica para leishmaniose visceral
segundo as diferentes regibes cutaneas e o grupo de cdes analisados.
Aracatuba, 2004.

IMUNOISTOQUIMICA

Grupo Regido Positivo Negativo Total P
N % N % N %

MC 10 100,0 0 0,0 10 100,0
PN 10 100,0 0 0,0 10 100,0
PA 10 100,0 0 0,0 10 100,0

! T 10 100,0 0 0,0 10 100,0 -
A 10 100,0 0 0,0 10 100,0
MA 10 100,0 0 0,0 10 100,0
MC 4 40,0 6 60,0 10 100,0
PN 3 30,0 7 70,0 10 100,0

) PA 3 30,0 7 70,0 10 100,0 1,000
T 3 30,0 7 70,0 10 100,0
A 3 30,0 7 70,0 10 100,0
MA 3 30,0 7 70,0 10 100,0
MC 3 30,0 7 70,0 10 100,0
PN 3 30,0 7 70,0 10 100,0

3 PA 3 30,0 7 70,0 10 100,0 1.000
T 2 20,0 8 80,0 10 100,0
A 3 30,0 7 70,0 10 100,0
MA 2 20,0 8 80,0 10 100,0
MC 0 0,0 5 100,0 5 100,0
PN 0 0,0 5 100,0 5 100,0
PA 0 0,0 5 100,0 5 100,0

‘ T 0 0,0 5 100,0 5 100,0 -
A 0 0,0 5 100,0 5 100,0
MA 0 0,0 5 100,0 5 100,0

MC: transicdo mucocutanea; PN: plano nasal; PA: pavilhdo auricular; T: térax; A:
abdome; MA: membro anterior; grupo 1: sintométicos com lesdes cutaneas; grupo 2:
sintomaticos sem lesfes cutaneas; grupo 3: assintomaticos; grupo 4: assintomaticos e
negativos. P: nivel descritivo do teste exato de Fisher.



Figra 4. Fotomicrografia de tecido cutaneo (pavilhdo auicular) de
cado sintomatico com diagndstico positivo para LVC, mostrando
parasitos imunomarcados em coloracdo castanha. Strepto-
avidina-peroxidase (Obj.20X). Aracatuba, 2004.
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Figura 5. Fotomicrografia de tecido cutaneo (transicéo
mucocutanea) de cao assintomatico com diagndstico positivo para
LVC, mostrando parasitos imunomarcados em coloragao
castanha. Strepto avidina-peroxidase (Obj 40X). Aragatuba 2004.
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Figura 6. Fotomicrografia de tecido cutaneo (transicéo mucocutanea)
de céo assintomatico com diagnéstico positivo para LVC, mostrando
parasitos imunomarcados em coloracdo castanha. Strepto-avidina-
peroxidase (Obj.1000X). Aracatuba, 2004.
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Tabela 4. Caes de area endémica segundo os resultados de diferentes métodos de diagnéstico
(sorologia, parasitologico e imunoistoquimica) para leishmaniose visceral canina e a condicdo clinica.
Aracatuba, 2004.

Cdo Sorologia Parasit. Imunoistoquimica (regides cutaneas) Condicao
(ELISA) mucocutanea pl. nasal pav. auricular térax abdomen memb. anterior

Grupo 1
1 + + + + + + + + Sintomatico
2 + + + + + + + + Sintomatico
3 N + + + + + + + Sintomatico
4 + + + + + + + + Sintomatico
5 + + + + + + + + Sintomatico
6 + + + + + + + + Sintomatico
7 + + + + + + + + Sintomatico
8 + N + + + + + + Sintomatico
9 + + + + + + + + Sintomatico
10 + - + + + + + + Sintomatico

Grupo 2
11 ) + ; - - - - - Sintomatico
12 + + + - - + - - Sintomatico
13 + + - - - - - - Sintomatico
14 + + + + + + + + Sintomético
15 + + + + + + + + Sintomatico
16 + + - - - - - - Sintomatico
17 + + - - - - - - Sintomatico
18 + + + + + - + + Sintomético
19 + + - - - - - - Sintomatico
20 + + - - - - - - Sintomatico

Grupo 3
21 + - - - - - - - Assintomatico
22 + N - - - - - - Assintomatico
23 + + + + + + + + Assintomatico
24 N + - - - - - - Assintomatico
25 + N + + + + + + Assintomatico
26 + N + + + - + - Assintomatico
27 + + - - - - - - Assintomatico
28 + N - - - - - - Assintomatico
29 + N - - - - - - Assintomatico
30 + + - - - - - - Assintomatico

Grupo 4
31 - - - - - - - - Assintomatico
32 - - - - - - - - Assintomatico
33 - - - - - - - - Assintomatico
34 - - - - - - - - Assintomatico
35 - - - - - - - - Assintomatico

N = néo realizado; + = positivo; - = negativo; parasit. = exame parasitolégico.
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5.3. Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
5.3.1. Limiar de detec¢édo da PCR
A PCR padronizada para as condi¢cfes anteriormente descritas apresentou

limiar de deteccéo de 100 parasitos por fragmento analisado (Figura 7).

PM 10% 10° 10? 10t  10° 10t 107 - +

<«— 120pb

Figura 7. Gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato de prata.
Produtos de amplificacdo, por PCR, de DNA de Leishmania spp. em
diluicbes seriadas na base 10. (PM) peso molecular de 50 pb; (-) sem
DNA; (+) DNA de formas amastigotas de Leishmania spp. de tecido
cutéaneo — Aragatuba, 2004.



52

5.3.2. Comparacdao das regides

Os animais do grupo 1 (sintomaticos, com lesdes cutaneas) apresentaram
resultados positivos em todas as amostras pela técnica da imunoistoquimica.
Assim sendo, para complementar o diagnéstico da LVC, somente as amostras dos
animais dos grupos 2 (sintomaticos, sem lesdes cutaneas), 3 (assintomaticos) e 4
(assintométicos e negativos) foram submetidas a PCR. A tabela 5 apresenta os
resultados da PCR segundo a regido cutanea avaliada e o grupo de céaes.

Nos cées do grupo 2, foram observados 77,8% de achados positivos nas
regides MC e MA, 66,7% em A, 55,6% em PN e 44,4% em PA e T. A figura 8
apresenta um gel de eletroforese com amplificacdo de fragmento de DNA de
Leishmania spp. de 120 pb do cdo 14, pertencente ao grupo 2. Os caes do grupo
3 mostraram 44,4% de positividade em A e MA, 40% em MC e PA, 30% em PN e
20% em T. Embora a técnica de imunoistoquimica ndo tenha detectado casos
positivos nos cades do grupo 4, a PCR revelou 20% de resultados positivos nas
regides MC e A e 25% na regidao MA. As demais regides dos caes do grupo 4
tiveram resultados negativos pela PCR, conforme ilustra a da figura 9. Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre as regides analisadas, considerando-

se 0 mesmo grupo (P < 0,05).
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5.3.3. Comparacdo dos grupos
Quando comparou-se cada regido cutanea entre os animais dos grupos 2 e
3, ao teste de duas proporc¢des, ndo houve diferenca estatisticamente significante.
A tabela 6 retne os resultados da avaliacdo soroldgica, parasitologica e

PCR realizada nos caes segundo o grupo, a regido e a condic¢édo clinica.



Tabela 5. Resultado da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para
leishmaniose visceral segundo as diferentes regides cutaneas e o0 grupo de caes

analisados. Aracatuba, 2004.

PCR
_ Total
Grupo Regido Positivo Negativo P
N % N % N %

MC 7 77,8 2 22,2 9 100,0
PN 5 55,6 4 44,4 9 100,0
PA 4 44,4 5 55,6 9 100,0

2 0,5530
T 4 444 5 55,6 9 100,0
A 6 66,7 3 33,3 9 100,0
MA 7 77,8 2 22,2 9 100,0
MC 4 40,0 6 60,0 10 100,0
PN 3 30,0 7 70,0 10 100,0
PA 4 40,0 6 60,0 10 100,0

3 0,8650
T 2 20,0 8 80,0 10 100,0
A 4 44,4 5 55,6 9 100,0
MA 4 44,4 5 55,6 9 100,0
MC 1 20,0 4 80,0 5 100,0
PN 0 0,0 5 100,0 5 100,0
PA 0 0,0 5 100,0 5 100,0

4 0,8474
T 0 0,0 4 100,0 4 100,0
A 1 20,0 4 80,0 5 100,0
MA 1 25,0 3 75,0 4 100,0

MC: transicdo mucocutanea; PN: plano nasal; PA: pavilhdo auricular; T: térax; A:
abdome; MA: membro anterior; grupo 2: sintomaticos sem lesdes cutaneas; grupo 3:
assintomaticos; grupo 4: assintomaticos e negativos. P: nivel descritivo do teste exato de
Fisher.



Figura 8. Gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato de
prata. Produtos de amplificacdo, por PCR, de DNA de
Leishmania spp. em amostras cutaneas de (1) plano nasal; (2)
pavilhdo auricular; (3) transicdo mucocutanea; (4) térax; (5)
abdome; (6) membro anterior; (-) sem DNA; (+) DNA de
formas amastigotas de Leishmania spp. de tecido cutéaneo;
(PM) peso molecular em escada de 50 pb. Amostras cutaneas
do cdo 14 pertencente ao grupo 2 (sintomatico, sem lesbes
cutaneas) — Aracatuba, 2004.
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Figura 9. Gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato de
prata. Auséncia de amplificagdo, por PCR, de DNA de
Leishmania spp. em amostras cutaneas de (1) plano nasal; (2)
pavilhdo auricular; (3) transicdo mucocutanea; (4) torax; (5)
abdome; (6) membro anterior; (-) sem DNA; (+) DNA de formas
amastigotas de Leishmania spp. de tecido cutaneo; (PM) peso
molecular em escada de 50 pb. Amostras cutaneas do cdo 33
pertencentes ao grupo 4 (assintomatico e negativo) —
Aracatuba, 2004.



57

Tabela 6. Caes de area endémica segundo os resultados de diferentes métodos de diagnéstico
(sorologia, parasitolégico e PCR) para leishmaniose visceral canina e a condicao clinica. Aracatuba,
2004.

Cédo Sorologia Parasit. PCR (reqides cutaneas) Condicao
(ELISA) mucocutanea pl. nasal pav. auricular térax abdomen memb. anterior
Grupo 1
1 + + N N N N N N Sintomatico
2 + + N N N N N N Sintomatico
3 N + N N N N N N Sintomatico
4 + + N N N N N N Sintomatico
5 + + N N N N N N Sintomatico
6 + + N N N N N N Sintomatico
7 + + N N N N N N Sintomatico
8 + N N N N N N N Sintomatico
9 + + N N N N N N Sintomatico
10 + - N N N N N N Sintomatico
Grupo 2
11 - + - - - - - - Sintomatico
12 + + + + - + + + Sintomatico
13 + + + - + + + + Sintomatico
14 + + + + + + + + Sintomatico
15 + + + + + + + + Sintomatico
16 + + + + - - + + Sintomatico
17 + + + + - - - + Sintomatico
18 + + + - + - + + Sintomatico
19 + + - - - - - - Sintomatico
20 + + d d d d Sintomatico
Grupo 3
21 + - - - - - d - Assintomatico
22 + N - - - - - d Assintomatico
23 + + + + + + + + Assintomatico
24 N + - - - - - + Assintomatico
25 + N + + + + + + Assintomatico
26 + N + + + - + - Assintomatico
27 + + - - + - - - Assintomatico
28 + N - - - - - - Assintomatico
29 + N + - - - + + Assintomatico
30 + + - - - - - - Assintomatico
Grupo 4
31 - - - - - d - d Assintomatico
32 - - - - - - + - Assintomatico
33 - - - - - - - - Assintomatico
34 - - + - - - - - Assintomatico
35 - - - - - - - + Assintomatico

N= n&o realizado; + = positivo; - = negativo; d = amostra degradada; parasit. = exame parasitoldgico.
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5.4. Comparacdo entre as técnicas de imunoistoquimica e PCR

A comparacdo entre as técnicas de imunoistoquimica e PCR foi realizada
para cada uma das regides estudadas dos animais dos grupos 2 e 3 (Tabelas 7 e
8, respectivamente).

A regido do membro anterior dos animais do grupo 2 apresentou diferenca
estatisticamente significante (P<0,05), quando da comparacao das técnicas, tendo
a PCR detectado 7 amostras positivas das 9 amostras analisadas e a
imunoistoquimica detectado 3 amostras positivas das 10 amostras analisadas
(Tabela 7).

A comparacédo dos resultados nos animais do grupo 3 néo revelou diferenca

estatisticamente significante (Tabela 8).
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Tabela 7. Comparacéo das técnicas de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
e imunoistoquimica para cada regido dos cdes sintomaticos sem lesdes

cutaneas (grupo 2). Aracatuba, 2004.

IMUNO
. Total P
Regiéo PCR Positivo Negativo

N % N % N 0%  (Kappa)
Positivo 4 44.4 3 33,3 7 77,8

. 0,0833

MC Negativo 0 0,0 2 22,2 2 22,2 (0.3721)
Total 4 44 .4 5 55,6 9 100,0
Positivo 2 22,2 3 33,3 5 55,6

. 0,3173

PN Negativo 1 11,1 3 33,3 4 44,4 (0,1429)
Total 3 33,3 6 66,7 9 100,0
Positivo 3 33,3 1 11,1 4 44.4

. 0,3173

PA Negativo 0 0,0 5 55,6 5 55,6 (0,7692%)
Total 3 33,3 6 66,7 9 100,0
Positivo 3 33,3 1 11,1 4 44.4

. 0,3173

T Negativo 0 0,0 5 55,6 5 55,6 (0,7692%)
Total 3 33,3 6 66,7 9 100,0
Positivo 3 33,3 3 33,3 6 66,7

. 0,0833

A Negativo 0 0,0 3 33,3 3 33,3 (0.4000)
Total 3 33,3 6 66,7 9 100,0
Positivo 3 33,3 4 44 .4 7 77,8

. 0,0455

MA Negativo 0 0,0 2 33,2 2 22,2 (0.2500)
Total 3 33,3 6 66,7 9 100,0

MC: transicdo mucocutanea; PN: plano nasal; PA: pavilhdo auricular; T: térax; A:
abdome; MA: membro anterior. P: nivel descritivo do teste de McNemar. * = apresenta
concordancia.
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Tabela 8. Comparacdo das técnicas de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e

imunoistoquimica para cada regido dos caes assintomaticos (grupo 3). Aracatuba,

2004.
IMUNO
. Total P
Regiéo PCR Positivo Negativo
(Kappa)
N % N % N %
Positivo 3 30,0 1 10,0 4 40,0
MC Negativo 0 0,0 6 60,0 6 60,0 03173
9 ' ’ Y (0,7826%)
Total 3 30,0 7 70,0 10 100,0
Positivo 30,0 0,0 30,0
PN N i 7 7 —_—
egativo 0,0 0,0 0,0 (1,0000%)
Total 30,0 7 70,0 10 100,0
Positivo 3 30,0 1 10,0 4 40,0
: 0,3173
PA Negativo 0 0,0 6 60,0 60,0 (0,7826%)
Total 3 30,0 7 70,0 10 100,0
Positivo 20,0 0,0 20,0
T N i —_—
egativo 0,0 80,0 80,0 (1.00007)
Total 20,0 80,0 10 100,0
Positivo 33,3 11,1 44 .4
. 0,3173
A Negativo 0,0 55,6 55,6 (0,7692%)
Total 33,3 66,6 100,0
Positivo 2 22,2 2 22,2 4 44,4
. 0,1573
MA Negativo 0 0,0 5 55,6 5 55,6 (0.5263)
Total 2 22,2 7 77,8 9 100,0

MC: transicdo mucocutanea; PN: plano nasal; PA: pavilhdo auricular; T: térax; A:
abdome; MA: membro anterior. P: nivel descritivo do teste de McNemar. * = apresenta
concordancia.
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5.5. Degradacado das amostras utilizadas para PCR

A integridade das amostras de tecido cutaneo (fixadas e incluidas em
parafina) foi verificada pela observacdo do fragmento de DNA da espécie canina
correspondente a 202 pb. Por conseguinte, a impossibilidade de observacéo deste
fragmento, sugeriu a ocorréncia de degradacdo das amostras durante o
processamento.

Em um dos animais (cdo 20) do grupo 2, observou-se auséncia de
amplificacdo de fragmento de DNA de 202 pb, representando 10% das amostras
deste grupo. No grupo 3, 3,33% das amostras nao resultaram em amplificacao,
correspondendo a regido do abdome do céo 21 e a regido do membro anterior do
céo 22. No grupo 4, 6,66% das amostras das regides do térax e membro anterior
do cdo 31 ndo resultaram em amplificacdo. (Tabela 6). A figura 10 ilustra a

auséncia de amplificacdo do fragmento desejado no cdo 21 do grupo 3.
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<«— 202pb

Figura 10. Gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato
de prata. Produtos de amplificacédo, por PCR, de DNA de
cdo em amostras cutaneas de (1) plano nasal; (2)
pavilhdo auricular; (3) transicdo mucocutanea; (4) térax;
(6) membro anterior. Auséncia de amplificacdo em
amostra cutanea de (5) abdome. (+) DNA de tecido
cutdneo da espécie canina; (-) sem DNA; (PM) peso
molecular em escada de 100 pb. Amostras cutaneas do
cdo 21 pertencente ao grupo 3 (assintomatico) -
Aracatuba, 2004.
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6. DISCUSSAO

O sinal clinico mais freqientemente observado nos animais dos grupos 1 e
2 (caes sintomaticos com e sem alteragdes dermatoldgicas, respectivamente) foi o
emagrecimento, resultado este diferente dos relatados por outros autores, que se
referem a linfoadenomegalia (SLAPPENDEL, 1988; CIARAMELLA et al.,, 1997;
FEITOSA et al., 2000) como principal sinal observado. No presente estudo, a
linfoadenomegalia foi o0 segundo achado mais frequiente. Deve-se salientar, que o
namero de caes avaliados é consideravelmente menor (n=20) quando comparado
a outros estudos, e que as condi¢Oes nutricionais destes animais nao deviam ser
semelhantes.

Alopecia, seborréia e dermatite ulcerativa foram as principais lesdes
cutdneas observadas nos animais do grupo 1. Estas alteracbes dermatoldgicas
tém sido relatadas por varios autores como predominantes na LVC (FERRER et
al.,, 1988a; DENEROLLE, 1996; CIARAMELLA et al., 1997) bem como a
onicogrifose, sinal freqiiente nos caes do grupo 1 e que também tem sido relatada
por outros autores (KOUTINAS et al., 1999; FEITOSA et al., 2000).

Os demais sinais clinicos observados nos cédes do grupo 1 e 2, e nao
considerados classicos da doenca, como: palidez de mucosas, comprometimento
ocular, apatia, hipertermia, alteracdes locomotoras, atrofia muscular, vémitos e
epistaxe, também tém sido relatados, com frequéncia variada em caes acometidos

pela doenca (FEITOSA et al., 2000; BLAVIER et al., 2001).
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No presente estudo, comparando-se as regides cutaneas de cdes de cada
grupo, pela reacdo de imunoistoquimica, observou-se que os caes sintomaticos,
com lesdes cutaneas (grupo 1), apresentaram 100% de positividade em todas as
regides estudadas, mesmo tendo-se obtido as amostras de locais onde a cutis
apresentava-se clinicamente inalterada. Tais achados sugerem que céaes
apresentando manifestacdes dermatoldgicas, albergam parasitos ndo s6 em
tecido cutaneo alterado, como também em cutis aparentemente sem leséo,
conforme afirmativa anterior de Bourdoiseau et al. (1997). Portanto, em cées com
guadro clinico sistémico e dermatoldgico, as amostras de bidpsia cutanea podem
ser obtidas de qualquer uma das regifes estudadas neste experimento, ndo sendo
necessario a realizacdo da biépsia em tecido cutaneo alterado para se chegar ao
diagnéstico da LVC.

J& no grupo dos animais sintomaticos sem lesdo cutanea (grupo 2) e no
grupo dos animais assintomaticos (grupo 3) a porcentagem de positividade das
amostras foi menor (40% e 30%, respectivamente), e ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre as regides analisadas.

As regides do térax e membro anterior dos caes do grupo 3 apresentaram
menor porcentagem de resultado positivo (20%), caracterizando-se assim, em
regides menos favoraveis para a colheita de amostra para imunoistoquimica em
cdes assintomaticos, ainda que ndo se tenha observado diferenca
estatisticamente significante entre as regides. Nao ha relatos anteriores da
comparacdo de fragmentos cutaneos obtidos das regides de térax e membro

anterior para o diagnoéstico da leishmaniose visceral canina.
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Quando comparou-se a mesma regiao entre os caes dos diferentes grupos,
houve diferenca significativa entre os animais dos grupos 1 e 2 e entre 0s animais
dos grupos 1 e 3; j& os animais dos grupos 2 e 3 ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante. A andlise destes resultados sugere que caes com
guadro clinico sistémico sem lesbes cutaneas (grupo 2) e caes assintomaticos
(grupo 3) apresentam o mesmo padrao relacionado a identificacdo de parasitos na
derme e provavelmente a mesma importancia epidemiologica na transmissédo da
doenca, discordando do relato de Solano Gallego et al. (2004) que, no caso dos
cdes assintomaticos, ndo observaram parasitos na derme pela técnica de
imunoistoquimica.

Travi et al. (2001), comparando as regides de pavilhdo auricular e abdome
para a infectividade do vetor, referiram a primeira como a melhor op¢édo para a
colheita do tecido cutaneo. Esses autores relataram que a orelha foi a regido
preferencial para a picada dos flebotomineos, culminando com o maior encontro
de parasitos. No entanto, a infectividade de flebotomineos (xenodiagndéstico) pode
nao ter relacdo direta com a regido mais indicada para a bidpsia cutanea para o
diagndstico em caes com estagio avancado da doenca, uma vez que nos caes do
grupo 1 foram encontrados parasitos em todas as regifes pesquisadas.

Os mecanismos pelos quais os parasitos se disseminam na cutis ou estado
localizados em determinados locais deste 6rgdo, em cdes acometidos por LV,
ainda sao obscuros e, provavelmente, estdo relacionados a fatores imunolégicos
individuais dos hospedeiros e ao curso da doenca (POSTIGO et al.,, 1997;

HERWALDT, 1999; TRAVI et al., 2001).
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Comparando-se as regides cutaneas nos caes de cada grupo, os resultados
da PCR revelaram que ndo houve diferenca estatisticamente significante nos 3
grupos estudados (grupo 2, 3 e 4), apesar das regides de transicdo mucocutanea
e membro anterior dos caes do grupo 2 terem apresentado 77,8% de positividade
e as regides do pavilhdo auricular e térax terem apresentado 44,4%. O nimero
pequeno de cdes pode ter contribuido para tal resultado. No entanto, observou-se
que a regido correspondente ao membro anterior apresentou maior positividade
em todos os grupos, inclusive no grupo dos animais negativos (grupo 4). Nao ha
relatos na literatura de utilizacdo de bidpsia cutanea da regido de membros para o
diagnostico de leishmaniose pela PCR.

Os resultados positivos observados em animais considerados negativos no
exame sorolégico e/ou parasitoldgico e até mesmo na imunoistoquimica (cées do
grupo 4), sugere que a PCR possa identificar animais que entraram em contato
com o protozoario mais recentemente. De acordo com Belkaid et al. (2000) e
Solano-Gallego et al. (2004) ha duas possibilidades para o encontro do DNA do
parasito, em tecido cutdaneo aparentemente sem alteracdes, de cées
assintomaticos. A primeira hipétese baseia-se na idéia de que a PCR apresentou
resultado positivo porque a inoculacdo do agente etiologico pelo vetor ainda é
recente e ndo houve a disseminacdo do parasito para outras regides do
organismo, o que concorda com os resultados encontrados neste estudo
relacionados aos cdes do grupo 4 (assintomaticos e negativos). A segunda
hipotese considera o tecido cutdneo como reservatério de formas amastigotas em

hospedeiros imunocompetentes, os quais mantém um equilibrio hospedeiro-



67

parasito, ndo causando sinais clinicos da doenca, o que condiz com os achados
dos cées do grupo 3 (assintomaticos e positivos).

A comparacao dos resultados da PCR para a mesma regido analisada entre
0s grupos 2 e 3, ndo revelou diferenca estatisticamente significante, resultado
semelhante ao encontrado pela técnica de imunoistoquimica. Apesar de nao ter
sido observada diferenca estatisticamente significante, os cdes do grupo 2
mostraram maior porcentagem de positividade que os do grupo 3 (Tabela 7),
sugerindo que os animais do grupo 2, apesar de apresentarem sinais clinicos
sistémicos, ainda estdo respondendo imunologicamente contra os parasitos, pois
a PCR (que detecta DNA) mostrou maior positividade quando comparada a
imunoistoquimica (identifica parasito integro), principalmente no grupo 2
(SOLANO-GALLEGO et al., 2004).

A importancia de cées clinicamente saudaveis (grupo 3) na manutencéo do
ciclo da Leishmania spp., foi estudada por Berrahal et al. (1996), os quais também
identificaram DNA do parasito em tecido cutdneo de caes assintomaticos,
procedentes de area endémica, e consideraram que 0s mesmos podem contribuir
na transmisséo da doenca. Entretanto, Travi et al. (2001), avaliando a importancia
da espécie canina como reservatorio da Leishmania (L.) chagasi, em animais com
e sem sinais clinicos, concluiram que ndo houve relacdo entre os resultados
positivos obtidos pela PCR-hibridizacdo em tecido cutdneo das regibes de
pavilhdo auricular e abdome e a infectividade dos flebotomineos. Além disso, ndo
foi constatada a possibilidade de transmissdo do agente etiolégico de caes

assintomaticos (n=5) para o vetor, durante os 8 meses de estudo.
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A comparacdo dos resultados das técnicas de imunoistoquimica e PCR
revelou diferenca estatisticamente significante para a regido de membro anterior
dos cédes do grupo 2 (Tabela 7), suportando a hipdtese que os animais deste
grupo possam ainda estar revelando uma resposta efetiva contra a infeccdo. Ha
gue se lembrar que, os resultados da imunoistoquimica da regido de membro
anterior revelaram menor positividade nos cdes dos grupos 2 e 3, sugerindo que,
para esta regido, a imunoistoquimica necessite de algum aperfeicoamento.

Com relacéo aos caes do grupo 3, a regido de membro anterior foi a que
revelou maior diferenga entre as técnicas, embora esta diferengca ndo tenha
significancia estatistica (Tabela 8, P = 0,16).

A baixa porcentagem (6,66%) de auséncia de amplificacdo de DNA das
amostras submetidas a PCR, sugerindo degradacdo do DNA extraido, indica
padronizacdo adequada dos procedimentos realizados, ja que Miiller et al. (2003)
observaram 33% de degradacdo de amostras de tecido cutdneo de cées incluidas
em parafina histologica

Apesar da utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores descritos por Rodgers
et al. (1990), que amplificam regides do cinetoplasto que estdo presentes em
varias copias no parasito, resultando em maior sensibilidade da técnica (ROURA
et al., 1999a), o limiar de deteccdo da PCR foi de 100 parasitos nas amostras de
tecido cutaneo recuperado de parafina histologica. Laskay et al. (1995), utilizando
0s mesmos oligonucleotideos iniciadores relataram deteccdo de até 0,1 parasitos
(L. aethiopica) em amostras de tecido cutaneo de seres humanos recuperados de
cortes histologicos. Roura et al. (1999a), relataram sensibilidade semelhante a

observada por Laskay et al. (1995), trabalhando com amostras de tecido cutaneo
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de caes recuperados de cortes histologicos. Varios fatores como o protocolo de
fixacdo das amostras, o0 método de extracdo de DNA das laminas, bem como a
padronizagdo da PCR podem ter contribuido para as diferencas no limiar de

deteccao observadas.



70

7. CONCLUSOES

Foi rejeitada a hipotese de que existe diferenca no resultado do exame para
diagnostico da leishmaniose canina em bidpsias de tecido cutaneo clinicamente

sem alteracdes, obtidas de diferentes regiées de um mesmo animal.

N&o houve variacdes relacionadas a positividade nas diferentes regides de
tecido cutaneo, ndo sendo possivel estabelecer uma regido preferencial para a

realizacdo da biopsia cutanea visando o diagnostico da LVC.

N&o houve diferenga entre as técnicas de imunoistoquimica e PCR para o
diagndstico da leishmaniose canina, exceto na regido correspondente ao membro
anterior dos cées sintomaticos e sem lesfes cutaneas, tendo a técnica de PCR

mostrado maior sensibilidade quando comparada a técnica de imunoistoquimica.
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ANEXO 1. Sinais clinicos de cées pertencentes a area endémica para LVC.

CAO SINAIS CLINICOS
Grupo 1
1 Emagrecimento, linfoadenomegalia, conjuntivite bilateral, alopecia periocular,

10

dermatite ulcerativa, descamacao cutéanea foliacea difusa.

Emagrecimento, dermatite ulcerativa, descamacédo cutdnea furfurdcea difusa,
hiperpigmentacéo, onicogrifose.

Apatia, emagrecimento, mucosas palidas, descamacao cutanea furfuracea difusa,
onicogrifose.

Emagrecimento, hipertermia, atrofia muscular, claudicacéo, nédulos cutaneos nao
ulcerados.

Emagrecimento, mucosas palidas, conjuntivite bilateral, dermatite ulcerativa,
descamacao cutéanea furfuracea difusa , hiperpigmentacéo, onicogrifose.
Emagrecimento, linfoadenomegalia, hipertermia, dermatite ulcerativa, descamacao
cutanea furfuracea em borda das pinas, onicogrifose.

Emagrecimento, linfoadenomegalia, epistaxe, alopecia difusa, dermatite ulcerativa,
hiperpigmentacéo, onicogrifose.

Emagrecimento, mucosas pdlidas, alopecia periocular, descamacdo cutanea
furfuracea difusa.

Linfoadenomegalia, mucosas palidas, alopecia periocular, nédulos cutaneos nao
ulcerados.

Emagrecimento, dermatite ulcerativa, descamacédo cutdnea furfurdcea difusa,

hiperpigmentagéo.
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ANEXO 2. Sinais clinicos de cées pertencentes a area endémica para LVC.

CAO SINAIS CLINICOS
Grupo 2

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Emagrecimento, linfoadenomegalia.

Emagrecimento.

Emagrecimento.

Apatia, emagrecimento, linfoadenomegalia, ceratoconjuntivite bilateral, claudicagéo.
Apatia, emagrecimento, mucosas palidas, conjuntivite bilateral.

Emagrecimento, linfoadenomegalia, mucosas palidas, conjuntivite bilateral.
Emagrecimento, linfoadenomegalia.

Emagrecimento, linfoadenomegalia, mucosas palidas.

Emagrecimento, linfoadenomegalia

Apatia, emagrecimento, linfoadenomegalia, hipertermia, émese, claudicacgéo.
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