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RESUMO

A leishmaniose € uma antropozoonose de grande impacto na saude publica, pois o
cao € o principal reservatério do parasito, o que gera dificuldade no controle da
doencga. O objetivo foi realizar a avaliagédo clinica, hematoldgica e medular de caes
com diferentes formas clinicas de leishmaniose visceral. Foram selecionados 19
cdes adultos, SRD, machos e fémeas, sorologicamente reagentes e
parasitologicamente positivos para Leishmania spp. e alocados no canil
experimental do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Os animais foram agrupados em sub-clinicos e clinicos de
acordo com a presenca e quantidade de sinais clinico-patologicos da doencga. Na
classificagao clinica foram encontrados (12/19) 63,2% sub-clinicos e (7/19) 36,8%
clinicos. Na avaliacdo hematolégica foi identificada anemia normocitica
normocromica em 26,3% (5/19) dos animais; 47,4% (9/19) apresentaram
anisocitose, 15,8% (3/19) policromasia e trombocitopenia. Encontrou-se leucocitose
por neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo em 10,5% (2/10), 5,3% (1/19)
apresentou apenas desvio a esquerda, 15,8% (3/19) linfocitose e 15,8% (3/19)
linfopenia, 21,1% (4/19) monocitose e 5,3% (1/19) basofilia. Foram observados
linfécitos reativos em 21,1% (4/19) e mondcitos ativados em 26,3% (5/19). Na
avaliacdo da medula 6ssea 52,6% (10/19) apresentaram-se hematopoeticamente
ativos, 36,8% (7/19) hipoplasia mieldide com 28,6% (5/19) associada a discreta
hiperplasia eritréide, e 10,5% (2/19) apresentaram hiperplasia mieldide. A presenca
do parasito foi identificada em 10,5% (2/19) dos animais. A analise estatistica Qui
Quadrado evidenciou que os desvios nao foram significativos e que nao houve
dependéncia entre as variaveis: classificagdo clinico-patolégica e alteragdes
medulares. Diante dos resultados pdde-se concluir que os achados hematoldgicos e
medulares nem sempre estao relacionados com a forma de apresentacéao clinica da
doencga, pois estas dependem da associagdo de varios fatores como a carga
parasitaria, o sistema imunoldgico do hospedeiro e o estagio da doenga. Assim, os
exames laboratoriais s&o auxiliares e imprescindiveis para a avaliacdo e o
monitoramento de animais infectados com Leishmania infantum chagasi.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, medula é6ssea, caes, hipoplasia, anemia,
linfoadenopatia.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is an anthropozoonosis which causes large public health impact, for
dogs are the main reservoir of the parasite, which makes hard to control the disease.
The aim of this work was to evaluate clinical, haematological and bone
marrow of different clinical forms of visceral leishmaniasis in dogs. We used 19 adult
dogs with both genders. All animals were positive to Leishmania spp. by ELISA, RIFI
and parasitological examination. All animals stayed in the experimental kennel
Institute of Biological Sciences (ICB), Federal University of Minas Gerais (UFMG).
Animals were divided in sub-clinical and clinical group according the presence of
clinical and pathological signs of disease. Clinical evaluation shows that 63,2%
(12/19) and 36,8% (7/19) of animals were sub-clinical and clinical
respectively. Hematological evaluation showed normochromic normocytic anemia in
26.3% (5/19) of animals; followed by anisocytosis 47.4% (9/19), 15.8% (3/19) and
thrombocytopenia polychromasia. Plus, it was found neutrophilic leukocytosis and
regenerative left shift in 10.5% (2/19), 5.3% (1/19) showed only a left shift
Lymphocytosis 15.8% (3/19) and 15.8% (3/19), lymphopenia, monocytosis 21.1%
(4/19) and 5.3% (1/19) basophils. Reactive lymphocytes were observed in 21.1%
(4/19) and 26.3% in activated monocytes. In bone marrow 52.6%(10/19) exhibited
hematopoetically active, 36.8% (7/19) 28.6% (5/19) myeloid hypoplasia associated
with mild erythroid hyperplasia, and 10.5% (2/19) showed myeloid hyperplasia. The
presence of the parasite was identified in 10.5% (2/19) of animals. Statistical
analyses do not show any significant between clinic pathological evaluation and bone
marrow alterations. Given to the results we can conclude that the hematological and
bone marrow findings are not always correlated with the clinical presentation of the
disease, as those depend on the combination of several factors such as the parasitic
load, the immune system of the host and stage of disease. Thus, laboratory tests are
subsidiary and essential to the evaluation and monitoring of animals infected with
leishmania infantum chagasi.

Keywords: Vvisceral leishmaniasis, bone marrow, dogs, hypoplasia, anemia,
lymphadenopathy.
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1. INTRODUGAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenga cosmopolita, provocada por
diferentes espécies de Leishmania. E considerada uma patologia infecciosa grave
que afeta as visceras e quando ndo tratada corretamente pode ser fatal, pois a

resposta imunoldgica nao € eficiente contra o parasito (SILVA, 2007).

Do ponto de vista clinico, a leishmaniose divide-se classicamente em visceral e
tegumentar, cujos agentes etiologicos s&o protozoarios de diferentes espécies do
género Leishmania, pertencente a familia Trypanossomatidae (MICHALICK, 2004).
Os principais vetores da leishmaniose visceral no Brasil sdo as fémeas infectadas
dos flebotomineos, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. Lutzomia longipalpis
apresenta maior importancia, pois esta presente em todo o territoério brasileiro
(BRASIL, 2010).

O diagnédstico da leishmaniose visceral canina ainda € hoje uma grande
problematica dentro da saude publica, em decorréncia da quantidade e variedade
dos sinais clinicos apresentados pelos animais, comuns a diversas enfermidades
infecciosas. Segundo Mancianti et al. (1988), os animais podem ser classificados de
acordo com a quantidade e os sinais clinicos apresentados, em assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos, objetivando facilitar o diagnéstico clinico desta
patologia. Além disso, os testes laboratoriais preconizados pelo Ministério da Saude
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Reac&o de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
ndo apresentam 100% de especificidade e sensibilidade e os exames
histopatolégicos podem apresentar alteracbes inespecificas e inconclusivas
(BRASIL, 2003).

O meétodo diagndstico mais seguro da LVC é o parasitolégico, cuja especificidade é
de 100% e a sensibilidade é influenciada pelo nivel de parasitismo, o material
coletado e o seu processamento, o estagio em que a doenga encontra-se e da
habilidade do observador. O objetivo € visualizar formas amastigotas do parasito em
amostras oriundas de aspirado de medula éssea, linfonodos, bago e em bidpsia
hepatica e de pele (FEITOSA, 2001; LAURENTI, 2009).

O estudo da medula éssea vem sendo utilizado como uma ferramenta diagndstica

dentro da Medicina Veterinaria, pois possibilita observar desordens hematologicas
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primarias, presenga de agentes infecciosos e alteragbes neoplasicas, influenciando
no prognostico de inumeras patologias (GRINDEM et al., 2002).

As alteragdes medulares contribuem tanto no diagnéstico confirmatério da LVC, por
meio da observagdo do parasito, quanto no prognéstico clinico laboratorial em
virtude das alteragbes hematopoiéticas encontradas. No entanto, ainda sé&o
necessarios estudos que possibilitem estabelecer um padrao hematoldégico medular
para diagndstico da LVC de acordo com as diferentes formas clinicas observadas
nos animais (REIS et al., 2006).

Desta forma, este trabalho tem por objetivo realizar a avaliagéo clinica, hematoldgica
e medular em caes (naturalmente infectados) com Leishmania infantum chagasi. O
presente estudo é uma importante ferramenta para o clinico veterinario, pois auxilia
no diagnostico e na compreensao do desenvolvimento desta doenga, principalmente

em casos assintomaticos, devido as dificuldades encontradas no diagnostico clinico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

As leishmanioses representam um crescente problema de saude publica em varios
continentes, como americano, asiatico, europeu e africano bem como no Brasil onde
€ considerada uma das endemias de interesse prioritario. A leishmaniose esta
inserida na lista das seis doengas consideradas prioritarias no programa de controle
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1990), por apresentar-se como zoonose, antroponose ou antropozoonose, sendo
que nesta ultima o homem atua como reservatoério no ciclo de transmissdo do
parasito (PASSOS et al., 1993).

Existe uma estimativa de 500.000 novos casos de LVC por ano, sendo considerada
endémica em mais de 72 paises, estando estes numeros em constante ascenséo.
Aproximadamente 90% de todos os casos de leishmaniose visceral ocorrem em
Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2001).

Os primeiros casos de leishmaniose visceral (LV) foram relatados na india em 1885,
no entanto, o agente causador desta enfermidade, Leishmania donovani foi
descoberto e descrito somente alguns anos mais tarde, em 1903, por William Boog
Leishman e Charles Donovan (LEISHMAN, 1903).

O primeiro relato da doenca no Brasil ocorreu durante a epidemia de febre amarela
ocorrida no Nordeste brasileiro em 1934. O médico patologista Dr. Henrique Penna
examinou 47 mil amostras de figado e observou em 41 casos, estruturas que
atribuiu serem de Leishmania. Estes resultados sugeriram que o Nordeste, em
especial o Ceara, apresentava os principais foco da doenga (LAINSON e RANGEL,
2005).

O primeiro documento de epidemia urbana brasileira ocorreu em Teresina, no
estado do Piaui, no inicio da década de 80. Novas epidemias foram descritas mais
tarde nas cidades de Natal, Estado do Rio Grande do Norte e Sdo Luis no Estado do
Maranhao (JERONIMO et al., 1994; SILVA et al., 1997).

Segundo dados da Funasa (2004), o comportamento epidemiolégico da

leishmaniose visceral é ciclico, evidenciado pela elevagdo dos casos em periodos
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meédios a cada cinco anos, apresentando uma tendéncia crescente, considerando o
periodo de 1980 até agora. O aumento do numero de casos registrados, nos ultimos
anos, explica-se pela modificagdo do modo de ocorréncia geografica, com o registro
de casos em muitos centros urbanos, 0 que caracteriza uma expansido da area
tradicional de ocorréncia da doencga, a zona rural, em virtude do intenso processo
migratorio da populacgdo rural para a periferia das cidades de médio e grande porte
(FUNASA, 2004).

Estes fatores influenciam para o aumento tanto da morbidade e mortalidade infantil
quanto na redugdo da capacidade de trabalho da populagdo, prejudicando o
desenvolvimento econdmico das regides atingidas e intensificando um grave
problema de saude publica (GONCALVES et al., 1986; VIEIRA, 1987).

A expansdo geografica e o processo de urbanizagdo da LVC demonstraram a
necessidade de implantagdo de alternativas de controle mais eficazes. A presenca
de cées infectados foi observada em diversos estudos sobre epidemias urbanas
(SILVA et al., 2001).

Em grande parte dos casos o aparecimento da doenga humana esta relacionado a
doenca, no entanto, existem questionamentos sobre a real posi¢cdo da leishmaniose
visceral canina como fator de risco para a doenga humana (CAMARGO-NEVES et
al., 2001).

2.2 Agente etioldgico e ciclo biolégico

A leishmaniose é causada por protozoarios parasitos que pertencem ao Filo
Protozoa, Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania
(LAINSON et al., 1987).

A classificacao inicial de leishmania foi baseada em grande parte no tropismo do
parasita por determinados 6Orgaos, nas caracteristicas clinico-patolégicas e
epidemiologicas da leishmaniose humana (TURK e BRYCESON, 1971), bem como,

em reagdes soroldgicas utilizando anticorpos de coelho (NOGUCHI, 1926).

Sao conhecidas até o momento mais de 30 espécies de Leishmania, destas
aproximadamente 20 espécies sao patogénicas para os humanos (DESJEUX,

2004). Na Africa, Europa e Asia, Leishmania donovani e Leishmania infantum sao
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as espécies causadoras da LV. Nas Américas, o agente etioldégico encontrado € o
Leishmania chagasi. A L. donovani & responsavel pela infeccdo em humanos,
enquanto que a L. infantum e L. chagasi provocam a leishmaniose visceral tanto nos
humanos quanto em caes (MICHALICK e GENARO, 2005). Segundo Mauricio et al.
(2000), dados genéticos e enzimaticos sédo provas conclusivas de que as espécies L.

infantum e L. chagasi podem ser consideradas sinénimos.

O parasito possui ciclo biolégico heteroxénico, utilizando dois hospedeiros, sendo
um vertebrado, representado por canideos silvestres e domésticos, além de
roedores e humanos, e um invertebrado, representado pelo inseto vetor (SCHLEIN,
1993). O invertebrado, popularmente conhecido por flebotomineo, pertencente a
ordem diptera, familia psychodidae, subfamilia phlebotominae, género lutzomyia no
novo mundo, phlebotomus no velho mundo, alberga a forma flagelada, promastigota,
dentro do seu tubo digestivo (DESJEUX, 1996; BRASIL, 2006).

Aproximadamente 460 espécies de Lutzomyia tém sido identificadas nas Américas e
destas, cerca de 30 foram confirmadas como vetores da leishmaniose (DESJEUX,
1991).

Um estudo realizado por Lainson e Rangel em 2005, demonstrou a importancia das
areas de floresta como locais de procriagao dos flebotomineos. Contudo, nos ultimos
anos, esta se verificando um acumulo de flebotomineos no ambiente peridomiciliar
podendo estar relacionado a sua migragao a partir do ambiente silvestre ou ainda ao

estabelecimento de um ambiente de procriagdo secundario.

De acordo com LAINSON et al (1987), o ciclo se inicia quando o vetor se
contamina com formas amastigotas de leishmania presentes no interior dos
macrofagos, da pele do hospedeiro infectado durante o repasto sanguineo. Na
porcdo média do trato digestivo do inseto, ocorre a transformacéo das formas
amastigotas em promastigotas, e a multiplicagdo destas até originarem as
promastigotas metaciclicas infectantes, em média esta fase tem duragédo de 3 a 4
dias. Ap6s um novo repasto sanguineo, as fémeas dipteras, inoculam as formas
promastigotas metaciclicas infectantes em um novo hospedeiro, estas retornam a
forma amastigota ao serem fagocitadas pelos macrofagos, irdo se multiplicar até

rompé-los, sendo entdo, fagocitadas por novos macrofagos. Assim ocorre a
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disseminagdo hematdgena para os tecidos ricos em células do sistema monocitico

fagocitario como: linfonodos, figado, bago e medula 6ssea.

2.3 Patogenia e resposta imune

A LVC é considerada uma doenca imunomediada pelo fato do parasito conseguir
burlar a resposta imunoldgica do hospedeiro (PINELLI et al., 1994). A invasao do
hospedeiro pelo parasito envolve mecanismos da imunidade inata e adaptativa. A
imunidade inata tem importante funcdo na disseminagcdo do parasita, pois os
neutréfilos sdo as primeiras células a surgir no local de infecgdo, dando inicio a
fagocitose, seguidos pelos macréfagos (SANTOS-GOMES et al., 2002).

Apoés ser inoculada no mamifero, a Leishmania sofre fagocitose ou penetra nas
células do sistema fagocitico mononuclear, onde internaliza o flagelo deixando de
ser promastigota e se transformando em amastigota. Se a resposta imunoldgica néao
for capaz de destruir o parasito, ocorre sua multiplicagao intracelular, dando inicio ao
quadro infeccioso da doenga (BACELLAR et al., 2005).

Segundo Reis et al. (2006), para que ocorra o estabelecimento da infecgdo o
parasito precisa sobreviver ao processo de fagocitose, por meio de mecanismos
como a invasdo em células-alvo seguras, inibicdo da formacédo do fagolisossomo
remogao dos radicais hidroxilas e anions superoéxidos, inibicdo da degradagao das
enzimas do fagolisossomo e transformagdo em amastigota, pois esta forma
apresenta maior resisténcia ao 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio e ao pH do

fagolisossomo.

A cronicidade da doenca pode estar associada a uma resposta imune exacerbada
ou inativa, resultando assim, na incapacidade do hospedeiro em controlar a infecgao
(FOLI et al., 1995). De acordo com Luvizoto (2006), o desenvolvimento da doenca
depende do tipo de resposta imune provocada no hospedeiro. A ativacido da
resposta Th1, mediada por células e produgéo de interferon gama, fator de necrose
tumoral e IL-2 e IL-12 esta associada resisténcia a doenga. Em contrapartida, a
ativacao da resposta Th2 com a expansao e proliferagao de células B e producao de
IL-4, IL-6 e IL-10 ocorrem nos individuos susceptiveis. A resposta humoral provoca
aumento dos niveis séricos de imunoglobulinas, formagdo de imunocomplexos e

deposi¢ao em diferentes 6rgaos, provocando graves lesdes teciduais.
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A elevagao nos niveis de anticorpos n&o impede a progressdo da doenga e parece
estar associada a uma diminuicdo da imunidade celular (ROSA, 2005). O aspecto
mais importante na patogénese e desenvolvimento da leishmaniose visceral é a
ineficiéncia da imunidade celular. Esta falha pode ser observada pela da reagao de
hipersensibilidade de tipo tardia negativa para Leishmania (SACKS e NOBEN-
TRAUTH, 2002).

2.4 Alteragcbes hematoldgicas e medulares

Os achados hematoldgicos de caes com LVC nao sao muito utilizados como forma
de diagndstico desta doenca. No entanto, estes parametros podem atuar como
importantes biomarcadores no acompanhamento da evolugao clinica dos animais

infectados e auxiliar no entendimento da patogenia da LVC (REIS et al., 2006).

Nao existe um padréao de leucograma em caes acometidos pela doencga. Alguns
animais apresentam leucocitose com desvio a esquerda regenerativo ou ainda
leucopenia, por neutropenia ou mesmo perfil leucocitario normal (VAL, 2004). Alguns
animais, nas fases finais da doenga, podem possuir a contagem plaquetaria normal,
ou ainda trombocitopenia (FEITOSA, 2001).

Em um estudo sobre as alteragbes hematolégicas de 191 céaes infectados
naturalmente com Leishmania chagasi, Ikeda et al. (2003), observaram que, tanto a
linfocitose e linfopenia, foram encontrados em animais apresentando quadros

clinicos brando e severo.

De acordo com Nicolato et al. (2013), foi observada intensa anemia, seguida de
eosinopenia, linfopenia e monocitopenia decorrentes de alteragcbes hematologicas
associadas a intensidade dos sinais clinicos observados. Os animais classificados
como sintomaticos apresentaram uma anemia mais grave com valores de eritrocitos,
hemoglobina e hematdcrito significativamente mais baixos, quando comparados aos

animais assintomaticos.

Um achado laboratorial muito frequente em cdes com leishmaniose visceral é a
anemia que na maioria das vezes € grave e ocorre por redugdo da eritropoiese
decorrente de hipoplasia ou aplasia medular e ainda devido a destruicdo de células
no bacgo (SILVA, 2007).
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A medula 6ssea apresenta-se como o principal 6rgao linféide e hematopoético, o
seu exame tem sido amplamente realizado para diagnostico das doencgas do sistema
hematopoético, avaliagdo do estadio das neoplasias e para pesquisa de parasitos.
Tem sido utilizada também para a coleta de material e a infusdo de medicamentos
com objetivo terapéutico. As indicagbes para a avaliagdo da medula 6ssea s&o
precedidas de anormalidades observadas no hemograma (ALENCAR et al., 2002).

O estudo da celularidade na medula éssea de cées positivos para a leishmaniose
visceral ainda € pouco discutido por hematologistas e parasitologistas. Alguns
autores relatam ocorréncia de hiperplasia de algumas células precursoras como
granulécitos, proporcionando um aumento da relagdo mieldide:eritroide. Alteragdes
como aumento na populagdo de mondcitos, macréfagos, plasmaocitos e células de
Mott que indicam uma resposta ao estimulo antigénico associada a infecgao medular
(ANOSA e IDOWU, 1983; YAMAGUCHI et al., 1983).

A medula éssea na leishmaniose visceral se assemelha a outros 6rgaos linféides,
apresentando hipertrofia e a hiperplasia das células. Ha casos em que ocorre
hipoplasia e aplasia medular que pode resultar em anemia e trombocitopenia
(KRAUSPENHAR et al., 2007).

Existem poucas informagdes a respeito das alteragdes medulares encontradas em
caes infectados Leishmania infantum. O aumento na populagdo de mondcitos,
macrofagos e plasmécitos sdo relatados tanto em cdes quanto em humanos
(TRYPHONAS et al., 1977). Registra-se ainda eritrofagocitose e displasia eritréide,
hipoplasia eritroide, hiperplasia mieldide neutrofilica e eosinofilica (MANZILLO et al.,
2006).

Segundo Abreu (2008), as principais alteragdes observadas na série vermelha foram
a redugdo no numero de proeritroblastos, eritroblastos policromaticos e
ortocromaticos nos grupos infectados quando comparado aos caes néao infectados.
Avaliando microscopicamente as laminas, foi observada maior divisdo mitética de
células da série eritropoética nos caes sintomaticos e nado foram encontradas

alteragdes patoldgicas como eritrofagocitose e displasia eritréide.

De acordo com Neves (2005), no inicio do quadro infeccioso, tanto a eritropoese

quanto a granulopoese sdo normais. Com o agravamento, nas fases mais
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adiantadas da infecgdo, ocorrem alteracbes na hematopoese, constituida pela
diminuicdo da produgao celular, evidenciada no quadro hematolégico, alternando
com periodos sucessivos de hiperplasia e hipoplasia, resultando posteriormente em

aplasia medular.

Em estudo sobre a resposta medular de caes infectados por Leishmania chagasi
com diferentes formas clinicas e densidade parasitaria, Abreu et al., (2011),
verificaram que o estado clinico e carga parasitaria influenciam a relagdo de
propor¢cao entre o indice de maturacao relativo e a celularidade da medula 6ssea.
Estes dados foram calculados com o objetivo de avaliar a resposta da medula

ossea.

Existe uma grande variedade de alteragdes observadas na medula éssea de acordo
com a fase da doenga em que se encontra. Durante a fase aguda da leishmaniose
visceral ocorre hiperplasia da série leucocitaria, podendo estar ou n&o associada a
eritrocitaria demonstrada pela proliferagao linfoblastica, monécitos reativos, podendo
conter formas amastigotas do parasito, plasmocitose, hemossiderose, com destaque
para aumento da celularidade de eosindfilos e seus precursores. No decorrer da
doenga, pode ser observado no exame citologico e histologico a hipocelularidade
das séries eritrocitarias e leucocitarias, macrofagos repletos de hemossiderina,
indicando acumulo de ferro nao utilizado para produgdo de hemacias
desencadeando uma anemia profunda (LUVIZOTTO, 2006).

2.5 Sinais clinicos

De acordo com Badaré et al., (1986), a evolugédo clinica da doenca depende de
alguns fatores relacionados a resposta imunolégica do hospedeiro, ao poder de

viruléncia do parasito, bem como, da faixa etaria e estado nutricional do paciente.

Em humanos esta patologia afeta principalmente criangas com idade em torno de
um a quatro anos, sendo considerada uma doenca espectral pelo fato de possuir
varias apresentacdes clinicas que variam de formas assintomaticas, até a forma
sintomatica caracterizada, pela presenca de febre, anemia, hepato e
esplenomegalia, hemorragia, linfadenomegalia, perda de peso, taquicardia e menos
frequentemente, a tosse seca e diarréia. A medida que a doenca se torna crénica
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surgem os sinais de desnutricdo que incluem alteragbes na pele e unhas, edema
periférico e queda de cabelos (BADARO et al., 1986).

Na LVC humana mesmo nao havendo sinais clinicos patognoménicos da doenga, os
considerados mais comuns sao as alteragdes cutaneas, linfadenomegalia seja ela
local ou generalizada, a perda de peso, hepato e esplenomegalia, onicogrifose
(crescimento das unhas) e apatia (MAIA e CAMPINO, 2008).

Segundo CIARAMELLA et al., (1997), os principais sinais clinicos apresentados séo
a caquexia, anemia, linfadenopatia, hepato e esplenomegalia, além da
hipergamaglobulinemia. As alteragdes cutdneas observadas sao caracterizadas pela
presenca de Ulceras crostosas nas orelhas, focinho e regido periorbital, descamacgao
decorrente de hiperceratose e alopecia local ou generalizada. No exame citolégico
de pele de orelha pode ser observada a presenga de formas amastigotas do

parasito.

Em estudo realizado na Italia, Mancianti et al., (1988), verificaram que os cées com
LVC podem ser classificados e agrupados de acordo com os sinais clinicos que
apresentam. Os assintomaticos ndo possuem sinais caracteristicos da infecgdo. Os
oligossintomaticos apresentam pelo menos dois sinais clinicos, sendo estes
linfadenopatia, perda de peso e/ou pelagem opaca. Os sintomaticos apresentam

todos ou alguns dos sinais da doencga.

A leishmaniose visceral € uma doenca considerada crbnica, fatal e sistémica
provocando alteragdes em tecidos cutdneos e visceras. Os caes podem ser
assintomaticos, porém quando sintomaticos, na maioria dos casos apresentam mais
de um sinal clinico (FREITAS, 2012).

2.6 Diagndstico

Ainda é complexo e extremamente precario o diagnostico clinico da LVC, isso se
justifica pelo fato dos sinais clinicos da doenga serem bastante variaveis e
inespecificos. Somado a isto, a imunossupressao causada por Leishmania pode
ainda facilitar a instalagao de infecgdes oportunistas, o que dificulta ainda mais o seu
diagndstico (SILVA, 2007).
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Segundo Gontijo e Melo (2004), existem diferentes técnicas que podem ser
utilizadas para o diagnostico da leishmaniose visceral humana e canina e muitos
foram os avangos nos ultimos anos. Mas, apesar da quantidade de testes

disponiveis nenhum apresenta 100% de sensibilidade e especificidade.

O diagnéstico das leishmanioses se baseia inicialmente em dados clinicos e
epidemiologicos, sendo confirmado por meio de técnicas parasitolégicas, sorologicas
ou moleculares. A técnica parasitolégica consiste na demonstragdo direta do
parasito, feita pela observacdo de formas amastigotas em material de bidpsia de
pele, linfonodos, aspirado de medula 6ssea e puncéo esplénica. Além deste, outro
meétodo parasitolégico pode ser realizado por meio da cultura tanto in vivo, pela
inoculagdo em hamsters, quanto in vitro, por meio da semeadura em meios de
cultura especificos. Os testes imunolégicos mais utilizados sao a Intradermoreacéo
de Montenegro, o ELISA (Ensaio Imunoenzimatico) e RIFI (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta), no entanto, apresentam menor especificidade quando
comparados as técnicas parasitologicas. O método molecular da Reagdo em Cadeia
pela Polimerase (PCR) apresenta maior sensibilidade e especificidade, contudo é
mais utilizado apenas para fins de pesquisa devido a seu elevado custo (BRASIL,
2010).

Atualmente os métodos de diagnosticos preconizados pelo Ministério da Saude,
para inquéritos em saude publica s&o o teste rapido imunocromatografico de duplo
percurso (Dual Path Platform — TR DPP) que por ser um teste de triagem, permite
que apenas amostras positivas sejam confirmadas por meio do teste (ELISA — teste
confirmatorio). Segundo o fabricante, os valores de sensibilidade e especificidade
s&o superiores a 90% (BRASIL, 2011).

A suspeita diagnostica da LV deve se basear em dados epidemiolégicos, nos
achados clinicos e laboratoriais, no entanto, o diagnédstico definitivo s6 pode ser
confirmado pela presenca do parasita em tecido infectado (PASTORINO et al.,
2002).

O método definitivo de diagndstico da LVC é a visualizagado de formas amastigotas
em amostras de linfonodo, bago, medula 6ssea ou pele. Este teste apresenta 100%

de especificidade. No entanto, a depender da coleta, do profissional e principalmente
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da amostra obtida pode apresentar pequena carga parasitaria e baixa sensibilidade
do exame microscopico (GRADONI, 2002). A sensibilidade do esfregagco de
linfonodos é de 40% a 50%, de medula 6ssea é de cerca de 60 a 75 %, (ALVAR et
al., 2004), e do aspirado de chega a ser superior a 95 %, embora apresente alto risco
de hemorragia, € um dos métodos diagnodsticos mais valiosos (SUNDAR e RAI,
2002).

2.7 Controle e profilaxia

O aumento no numero de casos positivos para a leishmaniose visceral, tanto em
areas endémicas quanto ndo endémicas, demonstra a grande necessidade da
implantagdo efetiva de programas de acédo e controle. Para isso € essencial o
conhecimento do ciclo natural de transmiss&o do parasito (SOUZA et al., 2008).

As atuais estratégias adotadas pelo Programa de Controle da Leishmaniose Visceral
estdo focadas no controle do reservatério canino, por meio do inquérito soroldgico e
da eutanasia de animais positivos, bem como na aplicagdo medidas como a
aplicacédo de inseticidas, diagndstico e tratamento adequado dos casos humanos
registrados. No entanto, estas agbes nédo tém sido efetivas para redugcédo da
incidéncia da doenca, pois muitas vezes sao realizadas isoladamente,
demonstrando a necessidade de reavaliacao das propostas estabelecidas por este
programa (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

De acordo com Barata et al. (2011), trabalhos realizados demonstram que estas
medidas sao pouco representativas e apresentam baixa eficacia, pois nao levam em
consideragao caracteristicas particulares dos elementos que compdem esta cadeia

epidemiologica, especificos de cada regido.

A eliminagao de caes positivos € alvo de controvérsias e tem sua eficacia limitada,
pois possui alguns pontos que merecem ser considerados. Primeiro, o tempo entre
os testes sorologicos e remogao de caes soropositivos. Segundo, o fluxo constante
de animais para a populagao de cides com pouco ou nenhuma controle reprodutivo.
Terceiro, a transmissao vertical entre a mae e os filhotes que auxilia na manutencao

da leishmaniose visceral dentro da populagéo canina (BOGGIATTO et al., 2011).

ApoOs estudos realizados por Dye (1996), concluiu-se que a eliminagdo de caes

soropositivos € a medida de controle que resulta em menor impacto quando
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comparada as demais. Ele reitera esta afirmacdo concluindo que os animais
submetidos a eutanasia tendem a ser rapidamente substituidos por cdes mais
jovens e suscetiveis, reduzindo a eficacia desta estratégia, quando comparada ao o

controle do vetor, uso de medicamentos e vacinas.

Ribeiro e Michalick (2001) demonstraram por meio de ensaios matematicos que o
combate ao vetor deveria ser a primeira medida de controle da leishmaniose
visceral, acompanhado pela reduc¢do da susceptibilidade a infeccao, melhorando a
condigdo nutricional das criangas, e utilizando vacinas. Recentemente, alguns
debates incentivados pelo Ministério da Saude sugerem mudangas na postura das
autoridades sanitarias, objetivando priorizar o combate ao vetor na luta contra esta

doenga.

As recentes experiéncias direcionadas ao controle do vetor no reservatério canino
utilizando coleiras impregnadas com deltametrina mostraram resultados promissores
na protecdo dos animais e influenciando diretamente no ciclo de transmissao
(KILLICK-KENDRICK, 1999).

Com relagdo ao uso das vacinas Leishtec® e Leishimune®, como forma de
protecéo, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) notificou que
as mesmas ainda nao possuem recomendagao para uso em saude publica, pois
continuam em fase de teste para que possam ser utilizadas para esse fim (MAPA,
2009).

De acordo com a portaria de 08 de Outubro de 2013 com decisdao do Superior
Tribunal Federal (STF) foi indeferido o pedido de suspensdo da liminar 677 que
suspendia a autorizagao do tratamento de caes positivos para LVC. O tratamento de
caes positivos para a leishmaniose visceral com uso de drogas humanas ou n&o
registradas € desaconselhado pelo MAPA e Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV) (BRASIL, 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 19 caes adultos, sem raga definida (SRD), machos e fémeas do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do Municipio de Santa Luzia, Minas Gerais.
Estes animais foram alocados no canil experimental do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em baias de
aproximadamente trés animais, recebendo alimento (ragdo comercial) e agua ad
libidum. A confirmacgdo da infecgao para Leishmania spp., foi realizada por meio da
reatividade sorolégica em RIFI e/ou ELISA além de diagndstico parasitologico a
partir de ao menos uma das amostras coletadas de cada animal (esfregago medular,
cultura de aspirado medula ou analise imuno-histoquimica de bidpsia de pele da

regido da ponta da orelha).

Os animais foram examinados por meio de exame clinico completo quando foram
avaliados, entre outros parametros a frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria,
temperatura retal, coloragdo de mucosas e tempo de perfusdo capilar e os
resultados anotados em fichas individuais. Os animais foram classificados em
subclinicos ou clinicos para a LVC de acordo com a quantidade de alteracbes
clinico-patolégicas sugestivas da doenga segundo Junior, (2013) adaptada de
Solano-Gallego et al., (2011). Para a classificacédo, cada animal recebeu uma
pontuagdo para 13 alteragbes clinico-patolégicas encontradas e foi definido como
portador de doenga subclinica (< 5 pontos) ou doenga clinica (> 5 pontos)
(Quadro1).
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QUADRO 1. Método de pontuacédo utilizado para categorizar cdes naturalmente infectados por

Leishmania infantum chagasi em grupos, conforme quadro clinico, Segundo Junior,
(2013), adaptada de Mir¢ et al., (2011).

SINAIS CLINICOS 0 1 2
PESO NORMAL REDUZIDO CAQUEXIA
LINFOADENOPATIA AUSENTE LOCALIZADA | GENERALIZADA
EPISTAXE AUSENTE MODERADA SEVERA
DERMATITE ESFOLIATIVA AUSENTE MODERADA | GENERALIZADA
DERMATITE ULCERADA AUSENTE SIMPLES MULTIPLA
ONICOGRIFOSE AUSENTE MODERADA SEVERA
LESOES OCULARES AUSENTE MODERADA SEVERA
ESPLENOMEGALIA AUSENTE MODERADA SEVERA
ANORMALIDADES CLIiNICO-PATOLOGICAS 0 1 2
PROTEINA NORMAL ELEVADA REDUZIDA
RELACAO A/G NORMAL REDUZIDA
UREIA NORMAL ELEVADA
CREATININA NORMAL ELEVADA
CONTAGEM SANGUINEA COMPLETA 0=NORMAL
1=ANEMIA
2=LEUCOCITOSE
3=ANEMIA+LEUCOCITOSE
4=ANEMIA+LEUCOPENIA

Foram colhidas amostras de sangue por meio de venipuncédo da jugular dos caes

para a realizagdo do hemograma (5 mL de sangue em tubos contendo
anticoagulante, EDTA potassico a 10%), essas amostras foram processadas em
Laboratério Clinico Veterinario comercial Hermes Pardini, Divisdo Veterinaria - Belo
Horizonte/MG. Em seguida, os animais foram submetidos a tricotomia e anti-sepsia
com iodo povidine degermante no membro posterior na extremidade da crista dorsal
da asa do ileo, onde se procedeu a puncdo da medula 6ssea. Nos casos em que
nao foi possivel a retirada de amostra de medula na crista iliaca, o procedimento foi
realizado no osso esterno. A puncio aspirativa de medula éssea, foi realizada com
auxilio de agulha Komiyashiki (Figura 1), (sempre precedido de anestesia geral com
acepromazina 0,1 mL/kg/p.v.; tiopental sddico 0,5 mL/kg/p.v.) acoplada a seringa de
20 ml descartavel contendo EDTA a 3% diluido em solugao fisiologica estéril, sendo

até 0,5 mL por 1,0mL de medula (ALENCAR et al., 2002) (Figura 2 e 3).



(FONTE: Kohayagawa, A.)

FIGURA 1. Agulhas Komiyashiki, especificas para
colheita de medula éssea.

(FONTE: Acervo pessoal)

FIGURA 2 a. Tricotomia e antissepsia do local da pungéo; b. inser¢cdo da agulha
Komiyashiki para retirada do aspirado medular; c. fixagdo da agulha
para colheita de medula dssea; d. retirada do mandril.
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Apods a colheita, a medula 6ssea aspirada foi dispensada em placa de petri, onde as
espiculas presentes no aspirado medular foram capturadas com auxilio do tubo
capilar para micro-hematdcrito para a realizagcdo dos esfregagcos medulares tipo
squash (Figura 3). O objetivo deste procedimento foi concentrar as espiculas no
centro da lamina, pois nestas se encontram as ilhas hematopoéticas que
possibilitam a analise do ambiente medular. As laminas foram fixadas ao ar e em
seguida com metanol por 5 minutos. Posteriormente, as laminas foram coradas com
corante hematoldgico rapido e a classificagdo de diferenciagéo celular foi analisada
em objetiva de 4x, 10x e 40x a celularidade, porcentagem de gordura, contagem de
megacariocitos e em objetiva de imersao (100x) foi observada a morfologia e
realizada a contagem diferencial em 500 células, além da avaliagdo de alteragbes
significativas no ambiente medular provocadas pela presenga do parasito da

leishmaniose visceral canina, segundo Harvey, (2001).

(FONTE: Acervo pessoal)

FIGURA 3 a. Puncdo de medula 6ssea na crista iliaca; b. depdsito da medula éssea em placa de
petri; c. observagao das espiculas; d. confeccado das laminas de medula éssea por
squash.



Os dados foram apresentados na forma de média e a variabilidade na forma
de desvio-padrdo. A analise estatistica realizada foi descritiva e a distribuicao
de frequéncia entre as diferentes variaveis foi realizada pelo teste Qui
Quadrado considerando, Qui Quadrado tabelado (3,84) e Qui Quadrado
calculado.

Este trabalho foi derivado do projeto intitulado de “Avaliacao imunolégica e
histopatolégica de caes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) Chagasi, tratados com antimoniato de meglumina
encapsulados em lipossomas nanométricos e alopurinol” que tem como
responsavel Wagner Luis Tafuri, aprovado em comissdo de ética e

experimentagao animal (CETEA/UFMG), numero de protocolo: 211/2007.
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Os resultados dos achados do exame clinico: estado geral, linfadenopatia, coloragéo

de mucosas, dermatopatias, classificacdo clinica, eritrograma,

leucograma e

mielograma estdo representados nos quadros 2 ao 10 e nas figuras 6 a 8,

respectivamente.

QUADRO 2. Estado de consciéncia e condicdo corporal identificados por meio do exame clinico de

formas clinicas.

cades (N=19) naturalmente infectados com Leishmania infantum chagasi nas diferentes
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Analisando o estado de consciéncia, de acordo com o quadro 2, 16 animais (84%)
(16/19) encontravam-se em estado de alerta, 2 animais (10,5%) (2/19) apresentaram
apatia e apenas 1 animal (5,3%) (1/19) apresentou hiperatividade. Nao foi observado

nenhum animal em estado de depressao (Quadro 2).

Diferindo deste trabalho Marzochi et al., (1985), analisaram 40 animais positivos
para leishmaniose no Rio de Janeiro e encontraram a apatia como achado clinico
mais frequente, acometendo 71,4% dos animais. Estes dados se assemelham aos
obtidos por Palis et al., (2007), que observaram a apatia em 46,2% dos animais
positivos sorologicamente e parasitologicamente para a leishmaniose visceral.
Moura (2012), encontrou numeros semelhantes aos obtidos neste trabalho, com

apenas 5 animais infectados 14,3% que se apresentavam apaticos.

Em relacdo a condigdo corporal pode-se observar que 79% (15/19) dos animais
apresentaram condig&o corporal normal. Em 15,8% (3/19) dos animais, observou-se
emaciacao e em 10,5% (2/19), caquexia, ndo havendo registros de animais com
obesidade (Quadro 2).

O emagrecimento foi um dos achados mais frequentes em pesquisas realizadas com
animais soropositivos para leishmaniose visceral. Marzochi et al., (1985),
observaram esta alteracdo presente em 100% dos animais estudados. Os dados
obtidos por Assis et al., (2010), demonstram que 58% dos animais também
apresentaram emagrecimento. Segundo dados de Abreu (2008), o emagrecimento
moderado foi observado em 40,9% dos animais oligossintomaticos e 30,8% dos
animais sintomaticos. Palis (2007), encontrou uma frequéncia de 61,6% animais com
emaciagao. Moura (2012), registrou o emagrecimento em 33,3% dos animais e a
caquexia com frequéncia 14,3%. Estes dados diferem dos observados por Freitas et
al., (2012), que obtiveram como sinal clinico mais frequente a caquexia acometendo
77,9% dos animais. Segundo Luvizzoto (2006), o emagrecimento pbde ser
observado em cerca de 74,7% dos caes, sendo decorrente presenga do parasito no
trato gastrintestinal, o que compromete a funcao digestiva, esta alteragdo ocorre nos

estagios cronicos da doenca.

A presenca de linfoadenopatia foi observada em 94,7% (18/19) e apenas 1 dos 19
animais nado apresentou a alteragdo palpavel em nenhum dos linfonodos,

confirmando a existéncia desta alteragdo em grande parte dos casos de



35

leishmaniose visceral (RIBEIRO et al.,, 2008). Foi observado o aumento nos
linfonodos pré-escapulares em 18 animais (94,7%) (18/19), nos popliteos em 13
animais (68,4%) (13/19) e nos submandibulares em 5 animais (26,3%) (5/19).

Alguns animais apresentaram linfoadenopatia em mais de um linfonodo (Quadro 3).

QUADRO 3. Linfoadenopatia observada por meio do exame clinico de cées (N=19) naturalmente
infectados com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

EXAME CLIiNICO: ESTADO GERAL

LIFOADENOPATIA
ANIMAL - -
SUBMANDIBULAR PRE-ESCAPULAR POPLITEO
1 1
2 1 1 1
3 1 1 1
4 1
5 1 1
6 1 1
7 1 1
8 1 1
9 1
10 1 1 1
11 1 1 1
12 1
13 1 1
14 1 1
15 1 1
16 1 1
17 - - -
18 1
19 1 1 1
TOTAL 5 18 13
PORCENTAGEM (%) 26,3 94,7 68,4
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Os linfonodos sdo importantes 6rgdos do sistema imunoldgico responsaveis pela
filtracdo de todo o conteudo dos vasos linfaticos. As infecgcdes sao detectadas pelos
linfonodos, os mesmos desencadeiam reagdes de defesa, desta forma, estes 6rgaos

sinalizam para diversas patologias (GETTY, 1986).

A linfadenopatia foi um dos achados mais observados, podendo se apresentar de
forma generalizada ou localizada. Ciaramella et al., (1997), também observaram a
presenga de linfadenopatia, generalizada em 56,7% dos 150 animais estudados.
Segundo Pinhdo (2009), esta alteragdo foi detectada em 57 dos 158 animais
estudados, correspondendo a 36,08% do total. Destes, 47,37% possuiam
linfadenopatia generalizada, 31,58% apenas em linfonodos popliteos, 9,6% em
linfonodos retrofaringeos e 3,8% em pré-escapulares. Este numero foi ainda maior em
estudo realizado por Feitosa et al., (2000), onde dos 215 caes soropositivos para
leishmaniose visceral, 81% apresentaram linfoadenopatia, sendo os linfonodos
popliteos os mais afetados corroborando com os achados de Pinhdo (2009). De
acordo com Lima et al.,, (2004), a linfadenopatia, generalizada foi observada em
grande parte dos animais, no entanto, os linfonodos cervicais e popliteos tiveram
maior acometimento. Freitas et al., (2012), também encontraram maiores alteragdes
nos linfonodos popliteos. Alves et al.,, (2009), observaram linfadenopatia, mais
frequente que nos linfonodos axilar e popliteo, resultante da reatividade linfoide e
proliferagdo de macréfagos na regido medular. Com relagdo a localizagdo mais
frequente da linfadenopatia, todos os trabalhos estudados observaram os linfonodos
popliteos como os mais acometidos diferindo dos dados obtidos neste trabalho, que

demonstrou um maior acometimento dos pré-escapulares seguido dos popliteos.

Conforme a coloragdo das mucosas orais e oculares obteve-se o0s seguintes
resultados: 42,1% (8/19) dos animais demonstraram mucosas normocoradas, 36,8%
(7/19) hipocoradas e 26,3% (5/19) hipercoradas (Quadro 4).
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QUADRO 4. Coloragdo de mucosas observada por meio do exame clinico de cées (N=19)
naturalmente infectados com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas

clinicas.
MUCOSAS
ANIMAIS HIPOCORADA NORMOCORADA HIPERCORADA
1 1
2 1
3 1
4 1
5 1 1
6 1
7 1
8 - - -
9 1
10 1
11 1
12 1
13 1
14 1
15 1
16 1
17 1
18 1 1
19 1
TOTAL 7 8 5
PORCENTAGEM (%) 36,8 421 26,3

A maioria dos autores estudados observou a presenca de mucosas hipocoradas
como achado mais frequente com relacdo a coloracdo. Esta alteragcdo esta
diretamente relacionada com a presenca de anemia, pois se apresenta como um
sinal caracteristico da mesma. Magalhdes et al., (2012), observaram que 14,7% dos
34 animais estudados apresentavam mucosas hipocoradas. Pinhdao (2009), também
observou este dado em 20,89% dos casos positivos. Marzochi et al., (1985),
encontraram 33% dos animais analisados apresentando esta alteracdo. De acordo
com Moura (2013), estes dados foram ainda maiores, pois ele observou mucosas
hipocoradas em 62% dos animais positivos. Os resultados encontrados por outros
autores foram diferentes dos obtidos neste trabalho, onde a presenca de mucosas

normocoradas foi o achado mais frequente.
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Das diversas dermatopatias caracteristicas da LVC, a mais observada foi a alopecia
presente em (7/19) (36,8%). Dos animais analisados (5/19) (26,3%) apresentaram
hiperceratose e (5/19) (26,3%) n&o apresentaram qualquer tipo de dermatopatia. Foi
encontrada a mesma porcentagem de animais com Uulceras, seborréia seca e
onicogrifose, sendo 3 animais em cada dermatopatia, representando 15,8% (3/19). A
hipotricose e dermatite esfoliativa representaram 10,5% das alteracées encontradas,

sendo 2 animais (2/19) para cada uma (Quadro 5 ).

Em estudo realizado por Moura (2013), as dermatopatias foram as principais
alteracbes observadas em animais sintomaticos, estando presente em 90,5% dos
caes. De acordo com Travi et al., (2001), as alteragdes dermatoldgicas sao achados
comuns em casos positivos para leishmaniose visceral, podendo estar presente em

mais de 50% dos animais infectados.

A alteracdo mais comumente observada foi alopecia, que pode estar relacionada a
presencga de Ulceras. Analisando 85 animais positivos para leishmaniose Freitas et
al., (2012), encontraram a presenca de ulceras cutdaneas como o achado mais
frequente dentre as alteragdes dermatologicas, acometendo 35,3% animais, seguido
pela presengca de onicogrifose em 33,8% e alopecia (30,95%). Os dados
encontrados por Almeida et al., (2005), foram ulceras de pele acompanhadas pela
onicogrifose e alopecia. Ja os achados de Dias et al., (2008), diferem dos de Freitas
et al., (2012), e Almeida et al., (2005), cujas dermatopatias mais encontradas nos
animais foram onicogrifose (60,71%), alopecia (39,28%), ulceras (39,28%) e
descamacao seca (28,57%) dos animais. A alopecia e a descamacao foram os
achados mais frequentes nos estudos de Pinhdo (2009), acometendo 27,22% dos
animais infectados, corroborando com o presente estudo. Ciaramella (1997),
concluiu que as anormalidades na pele de animais positivos para leishmaniose eram
muito comuns, observando a presenca de seborréia seca em 56%, ulceras em 40%,
alopecia periorbital em 18%, alopecia generalizada em 14% e onicogrifose em 24%
dos cées. O trabalho de Abreu (2008), obteve como achado mais frequente a
onicogrifose que esteve presente em 64,6% dos animais, seguido pela alopecia
localizada (52,3%), pelagem opaca (50,8%) e ulceras localizadas (21,5%). Estes
dados sdo semelhantes a maioria dos trabalhos encontrados bem como com o
presente estudo. Porém, pode-se constatar que os achados clinicos e

dermatolégicos estdo presentes na LVC e ndo sao unicos, podendo estar
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associados e acreditar que existe um sinal patognomdnico pode ser controverso

(Figura 4).

QUADRO 5. Dermatopatias encontradas por meio do exame clinico de caes (N=19) naturalmente
infectados com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

DERMATOPATIAS

ANIMAL

SS

HC

SuU

AL

UL

HI

ON

DE

N

Ol | Nl ]|JwW]DN

-
o

N
=N

-
N

-
w

N
D

-
(¢)]

-
o

-
~

-
©

19

1

1

TOTAL

3

5

0

7

3

2

3

2

PORCENTAGEM (%)

15,8

26,3

0

36,8

15,8

10,5

15,8

10,5

SS :Seborréia seca; HC: Hiperceratose; SU: Seborréia umida; AL: Alopecia; UL:Ulcera; Hl:Hipotricose; ON: Onicogrifose; DE:

Dermatite esfoliativa.




40

8 947 DOLINFOADENOPATIA

E 73.7 DDERMATOPATIAS

g 158] DEMACIAGAO

8( 10.5 DAPATIA

5 [ 105 DCAQUEXIA

< r BHIPERATIVIDADE
00 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

PERGENTAGEM %

FIGURA 4. Frequéncia de alteragbes clinicas em caes (N=19) naturalmente infectados
com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

De acordo com os sinais clinicos alguns pesquisadores classificam os animais em
trés categorias: assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos conforme a
presencga e natureza de sinais clinicos. Esta &€ uma classificagao tradicional sugerida

por Mancianti et al., (1988), porém em desuso.

Solano-Gallego et al., (2009), criaram uma nova classificagao clinica atual, com boa
aceitacdo entre Médicos Veterinarios de pequenos animais. Nesta classificacdo os
animais sao divididos em dois grupos: um com infecg&o clinica, envolve os animais
que apresentam sinais clinicos ou alteragbes clinico-patolégicas e outro com
infeccdo sub-clinica, envolve o0s animais sorologicamente reagentes e
parasitologicamente positivos, no entanto, n&do apresentam sinais clinicos ou

alteragdes clinico-patoldgicas da leishmaniose.

O presente estudo optou por utilizar a classificagdo de Solano-Gallego et al., (2009),
sendo observada a forma sub-clinica da LVC em (12/19) 63,2% dos animais e a
forma clinica em (7/19) 36,8% dos animais positivos no diagnodstico sorolégico e
parasitolégico. Esta classificagdo utilizou paréametros clinicos, bioquimicos, e

hematoldgicos (Quadro 6).
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QUADRO 6. Classificagao clinica realizada por meio de exame clinico de cdes (N=19) naturalmente
infectados com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

CLASSIFICAGAO CLINICA

ANIMAIS SUB-CLINICO CLINICO

1 1
2 1
3 1
4 1
5 1
6 1
7 1
8 1
9 1
10 1
11 1
12 1
13 1
14 1
15 1
16 1
17 1
18 1
19 1

TOTAL 12 7

PORCENTAGEM (%) 63,2 36,8

Freitas et al., (2012) utilizando a mesma classificagdo do presente estudo, dividiu os

animais em dois grupos, observando que (10/78) 12,8% dos animais n&o

apresentam alteragdes clinicas e laboratoriais mesmo sendo positivos para infecgao

por Leishmania infantum chagasi e (68/78) 87,2% dos animais apresentam

alteracdes clinicas e laboratoriais, pelos testes de rotina, tendo infeccdo confirmada

pela sorologia e parasitologia.

Junior, (2013) apds realizagao dos exames clinicos e laboratoriais observou (16/35)

45,7% dos animais foram classificados como portadores de infeccdo subclinica

enquanto (19/35) 54,3% dos animais foram categorizados como portadores de

doenca clinica. No mesmo estudo as alteragdes clinicas mais frequentes foram

lesdes de pele e linfoadenopatia.
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Analisando os valores de eritrograma (Quadro 7) dos cées infectados com
Leishmania infantum chagasi pbdde-se identificar que animais (5/19) 26%
apresentaram anemia normocitica hipocrémica. Dos animais que apresentaram
anemia trés apresentaram também alteracbes dermatoldgicas e linfoadenopatia e
dois ndo apresentaram alteragbes dermatoldgicas, somente linfoadenopatia. Todos

0s animais apresentaram mucosas hipocoradas.

Segundo Xavier (2002), a anemia € um achado bastante observado na leishmaniose
visceral canina, podendo acometer entre 50 a 70% dos animais. Na maioria das
vezes apresenta-se normocitica, normocrdomica arregenerativa, indicando
inicialmente auséncia de resposta medular. Estes dados coincidem com os
observados por Medeiros et al., (2008), que analisaram 145 caes reagentes,
observando a anemia em 60% dos animais, tendo como caracteristica marcante a
forma normocitica e normocrbmica em 47%. A anemia também foi um achado
frequente nos trabalhos de Ciaramella (1997), onde observou a anemia normocitica

e normocrémica arregenerativa em 90 animais, correspondendo a 60% do total.

No trabalho realizado por Freitas et al., (2012), observaram que 63% do animais
sintomaticos apresentaram redugdo no numero de eritrocitos, 72% tinham o
hematécrito abaixo de 37% e 62% apresentaram uma diminuicdo na hemoglobina,
demonstrando um quadro de anemia. Quanto a diferengca no tamanho das hemacias
(9/19) 47% apresentaram anisocitose e quanto a diferenga na coloragao, (3/19) 16%
apresentaram policromasia. Coincidindo com os dados de Medeiros et al., (2008),
que encontraram anisocitose em 13,1% e policromasia 6,8% dos animais o que

representa a presencga de hemacias jovens (JAIN, 1993).

Segundo lkeda et al., (2003), as possiveis causas de anemia em caes acometidos
por leishmaniose visceral sdo sequestro esplénico de hemacias, diminuicdo da
producado medular, faléncia renal crénica, perda sanguinea, hemdlise e mecanismos

imunomediados.

Quanto ao numero de plaquetas, (3/19) 16% apresentaram trombocitopenia
(redugdo do numero de plaquetas). Ciaramella (1997), também observou
trombocitopenia em 29,3% dos 36 cées estudados. Freitas et al. (2012),
encontraram reducdo no numero de plaquetas em 50% dos animais classificados

como sintomaticos. Estes numeros foram ainda maiores em estudos realizados por
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Medeiros (2008), que observou a trombocitopenia em 77 animais correspondendo a
53,1%, do total. Segundo Feitosa (2001), a trombocitopenia ocorre principalmente
nas fases finais da doenga, no entanto, a contagem plaquetaria pode se apresentar
normal.

QUADRO 7. Avaliagdo hematoldgica de cdes (N=19) naturalmente infectados com Leishmania
infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

ERITROGRAMA
ANIMAIS He (x 10%uL) | Hb (g/dL) | VG (%) | vem (L) | HCM (pg) | CHCM (grdL) | PLT (x10%uL)
Valores de referéncia 55-85 12-18 | 37-55| 60-77 | 19,5-24,5 32-36 166.000 - 500.000
1 7,06 15,3 49,3 69,8 21,7 *31,3 355.000
2 3,86 8,3 26,5 68,7 21,5 31,3 190.000
3 5.43 13 40 73,7 23,9 32,5 462.000
4 4.76 10,1 32,2 67,6 21,2 31,4 244.000
5 6.73 15,9 48,9 072,7 23,6 *32,5 352.000
6 5.90 13,6 41,4 70,2 23,1 32,9 349.000
7 6.50 15,1 48,1 74 23,2 31,4 301.000
8 6,03 14,2 43,9 72,8 23,5 32,3 146.000
9 4,18 8,9 28,7 68,7 21,3 *31 149.000
10 4,44 9,3 30,3 68,2 20,9 30,7 228.000
11 3,43 7 23,1 67,3 20,4 30,3 97.000
12 7,17 17,1 52,3 72,9 23,8 32,7 273.000
13 6,45 15,1 47 72,9 23,4 32,1 351.000
14 6,62 14,6 44,4 67,1 22,1 32,9 310.000
15 7,69 18 55,6 72,3 23,4 32,4 230.000
16 7,48 17,1 52,4 70,1 22,9 32,6 192.000
17 6,85 16,5 50,4 73,6 24,1 32,7 335.000
18 7,17 15,8 48,3 67,4 22 32,7 291.000
19 5,62 12,2 37,1 66 21,7 32,9 265.000
MEDIA 6 13,5 42,1 71,2 22,5 32,1 269473,7
DESVIO PADRAO 1,4 3,3 9,8 2,7 1,2 08 90474,3

Numero de eritrécitos (He) (x106/pL), concentragdo de hemoglobina (Hb) (g/dL), volume globular (VG) (%),
volume corpuscular médio (VCM) (fL), hemoglobina corpuscular média (HCM) (pg), concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) (g/dL) e contagem de plaquetas (PLT) (x103/uL) mensurados de 19
caes sem raga definida (SRD) infectados naturalmente com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas
clinicas.

Valores na tabela em italico: abaixo dos valores de referéncia; valores na tabela em negrito: acima dos valores
de referéncia; e discreta anisocitose;*discreta policromasia
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No leucograma (Quadro 8) observou-se que 11% (2/19) apresentaram leucocitose
caracterizado por quantidade de leucocitos totais acima dos valores de normalidade,
condigao que pode estar relacionada a presenga de um processo inflamatério (JAIN,
1993). Estes dois animais apresentaram linfoadadenopatia e alteragdes
dermatoldgicas. Trés animais apresentaram desvio a esquerda, caracterizado por
quantidade de neutrofilos bastonetes absolutos acima dos valores de referéncia
sendo indicativo de aumento de atividade medular para o combate de processos
inflamatérios (JAIN, 1993). Dos trés animais que apresentaram desvio a esquerda

dois apresentaram hiperplasia medular da série mieloide (precursores de leucdcitos).

A neutrofilia foi observada em 11% (2/19) podendo estar relacionada a presenca de
alteracdes dermatologicas. A linfocitose foi observada em 16% (3/19) e pode estar
relacionada a um processo infeccioso viral associado, 16% (3/19) também
apresentaram linfopenia por consumo das células para o local da infeccdo. Dos
animais que apresentaram linfocitose, foi observada nos trés animais a
linfoadenopatia de linfonodos pré-escapulares e popliteos. Dois apresentaram
mucosas hipocoradas (ocular) e hipercoradas (oral). Dos animais que apresentaram
linfopenia, todos apresentaram mucosas hipocoradas estando associada a
ocorréncia da anemia. A monocitose foi observada em 21% (4/19) e 16% (3/19)

apresentaram eosinofilia, apenas um animal apresentou basofilia 5% (1/19).

Ciaramella (1997), também observou uma elevagao na contagem total de leucocitos
com acentuada neutrofilia. Estes dados condizem com os encontrados por Freitas et
al., (2012), que observaram a leucocitose em 33% dos cdes acompanhada de
neutrofilia em 28% dos animais sintomaticos, ndo encontrando alteragdes nos caes
assintomaticos. Os resultados anteriores diferem dos encontrados por Nicolato et al.,
(2013), que observaram acentuada eosinopenia, linfopenia e monocitopenia,
estando estes achados diretamente relacionados a gravidade dos sinais clinicos
apresentados. Pode-se observar que as contagens total e diferencial de leucdcitos
nao obedeceram nenhum padrao, pois alguns animais responderam com leucocitose
com desvio a esquerda regenerativo enquanto outros apresentaram leucograma

normal.
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QUADRO 8. Avaliagdo do leucograma de caes (N=19) naturalmente infectados com Leishmania
infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

LEUCOGRAMA
ANIMAIS LEUC (x10%/uL) (X?Q%L) SEG (x10%/L) (x:_:)’;l/iu (XQ"O%EL) (E%EQ;LT) (X%@ZL)
Valores de 6.000—17.000 | 0-300 [ 3.000-11.500 | 1.000 —4.800 [ 150 —1.350 | 100 —1.250 0 -50
referéncia
1 *11.568 0 5.784 4512 347 925 0
2 13.100 0 11.397 01.310 262 131 0
3 18.200 728 13.286 01.092 1638 1456 0
4 23.900 1434 18.164 02.629 01673 0 0
5 13.200 0 6.204 4.884 264 1.848 0
6 13.200 132 9.504 2.376 792 396 0
7 12.500 0 5.750 5.500 1000 250 0
8 14.600 292 5.986 7.592 584 146 0
9 10.200 0 7.854 714 01632 0 0
10 13.600 816 11.288 408 0816 272 0
1 6.500 0 5.200 975 260 65 0
12 14.300 0 10.725 1.144 01430 1.001 0
13 10.600 0 6.784 1.802 1.166 848 0
14 15.900 0 11.130 2.385 1272 1113 0
15 9.300 0 3.906 4.464 651 279 0
16 13.900 139 6.811 4.309 556 1668 417
17 9.100 182 6.006 02.548 182 182 0
18 11.500 0 6.325 3.220 0920 1035 0
19 8.300 0 5.478 1.826 498 498 0
MEDIA 12814,1 195,9 8293,8 3074,1 676,6 637,5 21,9
DESVIO PADRAO 3876,6 385,7 3569,6 2071,3 4438 585,8 95,7

Contagem de leucdcitos totais (LEUC) (x103/uL), contagem absoluta de bastonetes (BAST) (x103/uL), de
neutrofilos segmentados (SEG) (x103/uL), de linfocitos (LINF) (x103/uL), de mondcitos (MON) (x103/pL), de
eosindfilos (EOSIN) (x103/uL) e de basdfilos (BAS) (x103/uL) mensurados de 19 cdes sem raga definida (SRD)
infectados naturalmente com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

Valores em italico: abaixo dos valores de referéncia; valores em negrito: acima dos valores de referéncia; o
linfocitos reativos; o mondcitos ativados;*leucdcitos totais corrigidos (metarrubricito 2)

O quadro 10 e figuras 5, 6, 7 representam a avaliagdo descritiva da medula 6ssea
encontrada no quadro 9. Esses dados foram analisados segundo Jain (1993) e
Harvey (2001) os quais estabeleceram que o valor de normalidade para relagao M:E é
de 0,75-2,53 e a relagdo de celularidade normal para animais adultos é de 50% de
células e 50% de gordura.
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Algumas observacdes foram detectadas ao realizar a colheita das amostras de
medula 6ssea, pois em trés caes (animais 1, 5 e 7) ndao foram encontradas
visualmente nas amostras, espiculas (pequenos fragmentos semelhantes a gelatina)
(Figura 5) desse modo os animais tiveram que ser puncionados no osso externo,
onde também ndo foram observadas espiculas, obtendo-se apenas material
sanguineo e a presencga de gordura visivel, indicando que tratava-se de material

medular.

(FONTE: Acervo pessoal)

FIGURA 5. a. Presenca de espiculas semelhante a material gelatinoso. b. Gordura
visivelmente observada, indicando que trata-se de material medular.

Na avaliagdo da medula 6ssea 52,6% (10/19) dos animais apresentaram medula
0ssea hematopoeticamente ativa, 36,8% (7/19) hipoplasia mieldide com 28,6% (2/7)
associada a discreta hiperplasia eritroide e 10,5% (2/19) apresentaram hiperplasia

mieldide (Quadros 9 e 10).

Considerando a classificagédo clinica, dos animais sub-clinicos 66,6% (8/12)
obtiveram uma medula éssea hematopoeticamente ativa nos demais em 33,3%
(4/12) foi encontrada hipoplasia da série mieldéide e em 25% (1/4) foi observada
hiperplasia da série eritrdide e hipoplasia megacariocitica. J& nos animais clinicos,
42,8% (3/7) apresentaram medula hematopoeticamente ativa, 28,5% (2/7)
apresentaram hiperplasia mieléide e a mesma quantidade 28,5% (2/7), hipoplasia
mieldide sendo que em 14,2% (1/7) esta alteragdo foi associada a hiperplasia

eritroide.

Apesar da escassa literatura em relacédo a citologia da medula 6ssea de caes

portadores de leishmaniose visceral, alguns autores relatam a ocorréncia de
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hiperplasia de precursores granulécitos neutrofilicos, o que pode justificar os
quadros de leucocitose, aumentando desta maneira, a relacado mieldide:eritroide
(M:E); relatam, ainda, a ocorréncia de um aumento na populagdo de mondcitos e
macrofagos e elevagao no numero de plasmacitos e células Moft, que podem indicar
uma estimulagdo antigénica associada a infeccdo (ANOSA e IDOWU, 1983;
YAMAGUCHI et al., 1983; BURACCO et al., 1997).

Nos achados de Manzillo (2006), as principais alteragdes patoldgicas observadas na
medula 6ssea de céaes infectados foram displasia megacariocitica, presente em
66,6% dos caes, eritrofagocitose 53,3% e displasia eritroide, presente em 13,3%.
Sessenta por cento dos animais que apresentaram displasia megacariocitica e 75%
que apresentaram eritrofagocitose foram classificados como sintomaticos para a
leishmaniose, podendo haver relacdo entre as alteracbes medulares e a presenca

de sinais clinicos provocadas pelo parasito.

Os resultados observados por Nicolato et al., (2013), demonstram hiperplasia
mieldide, por aumento de precussores de leucdcitos e hipolasia eritréide, por
reducdo no numero de eritroblastos. Esta alteragao refletiu na reducéo dos valores
de eritrécitos, hemoglobina e hematocrito no sangue periférico de caes positivos

para alLV.

Abreu (2011), observou alteragdes no numero de pro-eritroblastos e eritroblastos
policromaticos e ortocromaticos, evidenciando também uma hipoplasia da série
eritrdide presente em animais com diferente classificacao clinica e carga parasitaria.
Segundo achados de Manzillo (2006), o aumento da relacdo M:E pode acontecer
devido a hiperplasia ou hipoplasia mieloide ou eritrdide, a displasia mieldide,

eritrdide e megacariocitica e eritrofagocitose.

Os achados anteriores, bem como do presente estudo, corroboram com os achados
de Kontos e Koutinas (1993), Koutinas et al., (1999), Ciaramella e Corona (2003) e
Ikeda et al. (2003), os quais verificaram que animais com leishmaniose visceral

apresentam hipoplasia medular, e consequentemente anemia arregenerativa.

A presencga do parasito foi identificada em 10,5% (2/19) dos animais (animais 9 e
14). lkeda et al. (2003), também tiveram dificuldade com o exame parasitologico pois
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nao encontraram formas de Leishmania sp. a partir da pungdo aspirativa de

linfonodo e medula 6ssea.

Dias et al. (2008), analisando a medula de 28 cades positivos sorologicamente,
observaram formas amastigotas em apenas 2 animais, o que corresponde a 7,14%
do material medular analisado. Ramos et al., (2012), observaram resultados
diferentes, pois 42,8% dos 28 animais positivos na sorologia foram positivos no
diagndstico parasitolégico de material medular.

Saridomichelakis et al. (2005), correlacionaram a presenga de sinais clinicos com a
sensibilidade da microscopia de esfregacgos de linfonodos e de medula 6ssea, sendo
que a sensibilidade pode atingir 94,7% cées considerados sintomaticos e menos de
30% em cées assintomaticos. Reis et al. (2006) observaram que a evolugdo da
sintomatologia esta relacionada ao intenso parasitismo na medula O&ssea.
Observaram também que a cultura de material medular, bem como a utilizagdo de
imprint de pele, baco, figado e nédulos linfaticos demonstrou maior eficiéncia do que

esfregago de medula direto.
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QUADRO 9. Avaliacao citolégica de aspirado medular de caes (N=19) naturalmente infectados com
Leishmania infantum chagasi apresentando diferentes formas clinicas.

MIELOGRAMA (em 500 células)

MIELOIDE | MIELOIDE ERITROIDE ERITROIDE LINF PLASM MONOCITOS EOSIN CELULARIDADE | paRASITISMO
MADURO IMATURO MADURO IMATURO % % MACROFAGOS % (%)
ANIMAIS . M:E
% % % % (n°decels) | (n° de cels) % (n° de
céls)
(n°de céls) (n° de céls) (n° de céls) (n° de céls) (n° de céls)
42,40% 3,60% 30% 4% 4,20% 0,60% 1,20% 2%
1 1,4:1 60 -
212 18 150 20 21 3 6 10
30% 1,60% 50% 3,20% 5% 0,80% 1,40% 8,20%
2 0,6:1 70 -
150 8 250 16 25 4 7 41
61% 5,20% 14,80% 7,60% 3,40% 2,60% 1% 4,40%
3 3,0:1 80 -
305 26 74 38 17 13 5 22
59,20% 3,80% 18,80% 8,40% 3% 2% 1,60% 3,20%
4 2,31 80 -
296 19 94 42 15 10 8 16
32% 8% 38,80% 13,80% 2% 2,60% 1% 1,80%
5 0,8:1 55 -
160 40 194 69 10 13 5 9
41,40% 11,80% 17,60% 18,40% 5% 2% 2% 1,80%
6 1,511 70 -
207 59 88 92 25 10 10 9
49,80% 3,20% 36% 2,80% 3,80% 1,40% 1,60% 1,40%
7 1,4:1 65 -
249 16 180 14 19 7 8 7
46% 8% 31,80% 5,20% 3,80% 1,40% 2% 1,80%
8 1,5:1 70 -
230 40 159 26 19 7 10 9
31% 11,20% 37,20% 13,80% 2,60% 2,60% 0% 1,60%
9 0,8:1 60 Amostra
155 56 186 69 13 13 0 8 positiva
36% 2% 45,40% 2,80% 4,80% 1,20% 1,80% 6%
10 0,8:1 70 -
180 10 227 14 24 6 9 30
47,80% 2,60% 36,40% 3,40% 3,80% 1,20% 3,20% 1,60%
1 1,311 70 -
239 13 182 17 19 6 16 8
43% 3,20% 39,40% 5,80% 4,20% 0,60% 1,60% 2,20%
12 1,0:1 60 -
215 16 197 29 21 3 -8 11
37,60% 15% 33% 6% 4,40% 1,20% 1,20% 1,60%
13 1,311 75 -
188 75 165 30 22 6 6 8
56% 1,60% 25,40% 4,20% 4,80% 1,40% 4,60% 2%
14 1,9:1 60 -
280 8 127 21 24 7 23 10
34,80% 3% 43% 7,60% 4,20% 2,40% 2,60% 2,40%
. Amostra
15 0,7:1 60 o
174 15 215 38 21 12 13 12 positiva
27,80% 7% 42% 8,80% 6,40% 2,20% 3,20% 2,60%
16 0,7:1 75 -
139 35 210 44 32 11 16 13
49,20% 2,80% 37,40% 2,20% 4,20% 0,80% 1,60% 2%
17 1,311 55 -
246 14 187 11 21 4 8 10
40,60% 9,80% 19,80% 18% 5% 2,60% 2,20% 2%
18 1,3:1 70 -
203 49 99 90 25 13 11 10
48,20% 2% 34,80% 3,20% 5% 0,20% 4% 2,60%
19 1,3:1 50 -
241 10 174 16 25 1 20 13

Contagem diferencial em 500 células, da série mieldide madura e imatura, série eritréide madura e imatura,
linfécitos (LINF), plasmécitos (PLASM), mondcitos e macréfagos, eosindfilos (EOSIN), relagdo mieldide: eritroide
(M:E) e celularidade realizada no mielograma de 19 caes sem raga definida (SRD) infectados naturalmente com
Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

*Células mieldides imaturas incluem mieloblastos e promieldcitos. Células mieldides maduras incluem mieldcitos, metamieldcitos,
bastonetes e segmentados. Células eritréides imaturas incluem rubroblastos e prorubrécitos. Células eritréides maduras incluem
rubrdcitos e metarrubrocitos.
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QUADRO 10. Avaliagdo descritiva do mielograma de cées (N=19) naturalmente infectados com

Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas.

ANIMAIS

DESCRIGAO DOS ACHADOS MEDULARES

O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas. A celularidade se apresenta normal para a espécie e
faixa etaria. A relagdo M:E esta normal. Os megacariécitos estao presentes em quantidade e morfologia normais de
1-3 em cada espicula (figura 13). A série eritréide e mieldide apresenta-se numericamente e morfologicamente
normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque de ferro nao foi
avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém nio foram encontrados macréfagos com hemossiderina.
Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagao: Medula
6ssea hematopoeticamente ativa.

A amostra apresenta celularidade discretamente aumentada para a espécie e faixa etaria do animal e grande
quantidade de gordura. A relagdo M:E esta diminuida. Os megacariocitos estdo presentes em quantidade e
morfologia normais de 3-5 em cada espicula (figura 13). A série eritrdide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. A série mieléide apresenta-se reduzida e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro ndo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém ndo foram encontrados macrofagos com
hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra.
Interpretagao: Hipoplasia mieloide.

A amostra apresenta celularidade aumentada para a espécie e faixa etaria do animal e grande quantidade de
gordura. A relagdo M:E esta aumentada. Os megacariécitos estdo presentes em pequena quantidade e morfologia
reduzida de 1- 2 em cada espicula (figura 13). A série eritrdide e apresenta-se numericamente e morfologicamente
normal, com maturagdo completa e ordenada. A série mieldide apresenta-se aumentada e morfologicamente
normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque de ferro nao foi
avaliado com a coloragéo de Azul da Prussia, porém foram encontrados macréfagos com hemossiderina (figura 13).
Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagao:
Hiperplasia mieldide.

A amostra apresenta celularidade aumentada para a espécie e faixa etaria do animal. A relagdo M:E esta normal.
Os megacariocitos estdo presentes em quantidade e morfologia normais de 2-5 em cada espicula (figura 13). A
série eritrdide apresenta-se numericamente e morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. A
série mieldide apresenta-se discretamente aumentada e morfologicamente normal, com maturagdo completa e
ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque de ferro ndo foi avaliado com a coloragéo de Azul da
Prussia, porém nao foram encontrados macréfagos com hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade
normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagéo: Hiperplasia mieloide.

O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas. A celularidade se apresenta normal para a espécie e
faixa etaria. A relagdo M:E esta normal porém a série mieldide esta proxima ao valor inferior de normalidade. Os
megacariocitos estdo presentes em quantidade e morfologia normais de 1-3 em cada espicula (figura 13). A série
eritréide apresenta-se numericamente e morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. A série
mieldide apresenta-se discretamente reduzida e morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada.
Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque de ferro ndo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia,
porém nao foram encontrados macréfagos com hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal.
Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagao: Discreta hipoplasia mieldide. (4)

A amostra apresenta celularidade discretamente aumentada para a espécie e faixa etaria do animal e grande
quantidade de gordura. A relagdo M:E esta normal. Os megacariocitos estdo presentes em quantidade e morfologia
normais de 3-4 em cada espicula (figura 13). A série eritréide e mieldide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro ndo foi avaliado com a coloragao de Azul da Prussia, porém ndo foram encontrados macrofagos com
hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Muitas
células degeneradas. Interpretagdo: Medula 6ssea hematopoeticamente ativa.

O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas. A celularidade apresenta-se discretamente aumentada
para a espécie e faixa etaria. A relagdo M:E esta normal. Os megacariocitos estdo presentes em quantidade e
morfologia normais de 1-3 em cada espicula (figura 13). A série eritroide e mieléide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro néo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém ndo foram encontrados macréfagos com
hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra.
Interpretacao: Medula 6ssea hematopoeticamente ativa.

O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas. A celularidade apresenta-se discretamente aumentada
para a espécie e faixa etaria. A relagdo M:E esta normal. Os megacariécitos estdo presentes em quantidade e
morfologia normais de 1-3 em cada espicula (figura 13). A série eritréide e mieldide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro ndo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém ndo foram encontrados macrofagos com
hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra.
Interpretacao: Medula 6ssea hematopoeticamente ativa.
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O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas e gordura. A celularidade se encontra normal para a
espécie e faixa etaria do animal. A relagdo M:E esta normal, porém a série mieldide esta proxima ao valor inferior de
normalidade. Os megacariocitos estdo presentes em quantidade reduzida e morfologia normal de 0-1 em cada
espicula (figura 13). A série eritrdide apresenta-se discretamente aumentada e morfologicamente normal, com
maturagdo completa e ordenada. A série mieldide apresenta-se discretamente diminuida e morfologicamente
normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque de ferro nao foi
avaliado com a coloragédo de Azul da Prussia, porém foram encontrados macréfagos com hemossiderina em grande
quantidade (figura 13). Raros plasmdcitos foram observados (figura 12). Figuras de mitose tipicas e em quantidade
normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagao: Discreta hipoplasia mieldide e megacariocitica e
discreta hiperplasia eritréide.

A amostra positiva para Leishmania infantum chagasi.

10

A amostra apresenta celularidade discretamente aumentada para a espécie e faixa etaria do animal. A relagdo M:E
esta normal. Os megacariécitos estdo presentes em quantidade e morfologia normais de 2-5 em cada espicula
(figura 13). A série eritrdide apresenta-se discretamente aumentada e morfologicamente normal, com maturagéo
completa e ordenada. A série mieléide apresenta-se discretamente diminuida e morfologicamente normal, com
maturagao completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque de ferro nao foi avaliado com a
coloragéo de Azul da Prussia, porém néo foram encontrados macréfagos com hemossiderina. Figuras de mitose
tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagao: Discreta hipoplasia
mieloide e discreta hiperplasia eritréide.

11

A amostra apresenta celularidade discretamente aumentada para a espécie e faixa etaria do animal. A relagdo M:E
esta normal. Os megacariécitos estdo presentes em quantidade e morfologia normais de 5-6 em cada espicula
(figura 13). A série eritréide e mieldide apresenta-se numericamente e morfologicamente normal, com maturagéo
completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque de ferro n&o foi avaliado com a coloragédo
de Azul da Prussia, porém ndo foram encontrados macréfagos com hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em
quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretacdo: Medula 6ssea hematopoeticamente
ativa.

12

O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas. A celularidade se encontra normal para a espécie e
faixa etaria do animal. A relagcdo M:E esta normal. Os megacariécitos estdo presentes em quantidade e morfologia
normais de 1-3 em cada espicula (figura 13). A série eritréide e mieldide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro ndo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém ndo foram encontrados macréfagos com
hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra.
Interpretagao: Medula 6ssea hematopoeticamente ativa.

13

A amostra apresenta celularidade discretamente aumentada para a espécie e faixa etaria do animal e grande
quantidade de gordura. A relagdo M:E esta normal. Os megacariécitos estdo presentes em quantidade e morfologia
normal, de 3-7 em cada espicula (figura 13). A série eritréide e mieldide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro ndo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém foram encontrados macrofagos com
hemossiderina (figura 13), raros plasmacitos e células Mott (figura 12). Figuras de mitose tipicas e em quantidade
normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagao: Medula 6ssea hematopoeticamente ativa.

14

O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas. A celularidade se encontra normal para a espécie e
faixa etaria do animal. A relagdo M:E esta normal. Os megacariécitos estdo presentes em quantidade e morfologia
normais de 1-3 em cada espicula (figura 13). A série eritrdide e mieldide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro néo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém nao foram encontrados macréfagos com
hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra.
Interpretacao: Medula 6ssea hematopoeticamente ativa.

A amostra positiva para Leishmania infantum chagasi.

15

A amostra apresenta celularidade normal para a espécie e faixa etaria do animal. A relagdo M:E esta diminuida. Os
megacariocitos estdo presentes em quantidade e morfologia normais de 3-5 em cada espicula (figura 13). A série
eritréide apresenta-se numericamente e morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. A série
mieldide apresenta-se reduzida e morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de
anisocitose e policromasia. Estoque de ferro néo foi avaliado com a coloragéo de Azul da Prussia, porém n&o foram
encontrados macréfagos com hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de
células atipicas na amostra. Interpretagao: Hipoplasia mieldide.

16

A amostra apresenta celularidade discretamente aumentada para a espécie e faixa etaria do animal, porém poucas
espiculas por lamina. A relagdo M:E esta diminuida. Os megacariocitos estdo presentes em quantidade e
morfologia normais de 1-4 em cada espicula. (figura 13). A série eritrdide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. A série mieléide apresenta-se reduzida e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro ndo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém foram encontrados macrofagos com
hemossiderina (figura 13). Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Grande quantidade de
leucofagocitose e presenca de células Mott (figura 12). Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagao:
Hipoplasia mieldide.
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17

O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas. A celularidade se apresenta normal para a espécie e
faixa etaria. Observa-se uma grande quantidade de gordura. A relagdo M:E esta normal. Os megacariocitos estao
presentes em quantidade e morfologia normais de 1-4 em cada espicula (figura 13). A série eritrdide e mieldide
apresenta-se numericamente e morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de
anisocitose e policromasia. Estoque de ferro nao foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém foram
encontrados macréfagos com hemossiderina (figura13) e leucofagocitose. Figuras de mitose tipicas e em
quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagao: Medula éssea hematopoeticamente
ativa.

18

A amostra apresenta celularidade discretamente aumentada para a espécie e faixa etaria do animal e grande
quantidade de gordura. A relagdo M:E esta normal. Os megacariécitos estdo presentes em quantidade e morfologia
normais de 3-5 em cada espicula (figura 13). A série eritrdide e mieldide apresenta-se numericamente e
morfologicamente normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque
de ferro néo foi avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém nao foram encontrados macréfagos com
hemossiderina. Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra.
Interpretagao: Medula 6ssea hematopoeticamente ativa.

19

O material apresenta pouquissima quantidade de espiculas. A celularidade se apresenta normal para a espécie e
faixa etaria. A relagdo M:E esta normal. Os megacariécitos estao presentes em quantidade e morfologia normais de
1-3 em cada espicula (figura 13). A série eritroide e mieldide apresenta-se numericamente e morfologicamente
normal, com maturagdo completa e ordenada. Auséncia de anisocitose e policromasia. Estoque de ferro nao foi
avaliado com a coloragdo de Azul da Prussia, porém nio foram encontrados macréfagos com hemossiderina.
Figuras de mitose tipicas e em quantidade normal. Auséncia de células atipicas na amostra. Interpretagédo: Medula
6ssea hematopoeticamente ativa.

As amostras de sangue e bioquimico foram processadas e analisadas pelo

laboratério veterinario comercial Hermes Pardini, Divisdo Veterinaria - Belo

Horizonte/MG. Os valores de referéncia adotados foram do mesmo laboratério. A

analise de medula éssea foi realizada no Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e

Biolégicas da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, campus Cruz das
Almas/BA.
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FIGURA 6. Citologia aspirativa da medula dssea de caes (N=19) naturalmente infectados com
Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas. a. b. e d. Medula com
alta celularidade, megacariécitos (setas), 10x; c¢. Medula hematopoeticamente
ativa, megacariécitos (setas), 10x. e. e f. Medula com baixa celularidade,

megacariécito (seta), 10x.



FIGURA 7. Citologia aspirativa da medula 6ssea de cdes (N=19) naturalmente
infectados com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas
clinicas. a. promieldcito (1), mieloblasto (2), promondcito (3), 100x. b.
promieldcito (4), neutrofilo bastonete (5), metarrubricito (6), 100x. c.
prorubrécito (7), rubriblasto (8), rubrécito basofilico (9), rubrécito
policromatofilico (10), 100x. d. Plasmécito, 100x. e. e f. Plasmdcito
contendo corpusculo de Russel (célula Mott) (11), 100x.
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FIGURA 8. Citologia aspirativa da medula dssea de caes (N=19) naturalmente infectados
com Leishmania infantum chagasi nas diferentes formas clinicas. a. macréfago
realizando eritrofagocitose, presenca de hemossiderina, 100x. b. c. e d.
macroéfago contendo Leishmania (L.) infantum chagasi, 100x. e. megacariocito
maduro, 100x. f. megacariocito basofilico, 100x. g. rubroblasto binucleado,
100x. h. mieloblasto (1), neutrofilo segmentado (2) e prorubracito (3), 100x.
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Para avaliar a distribuicdo de frequéncias entre as diferentes variaveis, alteracdes
medulares e as formas clinicas apresentadas pelos animais foi utilizado o teste
estatistico Qui Quadrado. Este € um teste hipéteses que tem por objetivo encontrar
um valor de dispersao para duas variaveis nominais e avaliar a associagao existente
entre variaveis qualitativas. Sempre que o valor de Qui Quadrado for menor que 3,84
aceita-se a hipotese de igualdade estatistica entre os numeros de observados e de
esperados (HO). Ou seja, admite-se que os desvios nao sao significativos e que nao

ha dependéncia entre as variaveis analisadas (CONTI, 2009).

TABELA 1. Distribuicdo de frequéncia entre as alteragées medulares e as formas clinicas de
cdes (N=19) naturalmente infectados com Leishmania infantum chagasi nas

diferentes formas clinicas.

Medula 6ssea

Animais Normal Hipocelular ou Hipercelular
Sub-clinicos 8 (7) 4 (5)
Clinicos 3 (4) 4(3)

Valores esperados ()
Qui Quadrado calculado=1,03; Qui Quadrado tabelado= 3,84

Desta forma, os achados hematolégicos e medulares nem sempre dependem da
forma de apresentacido clinica da doencga, pois estas estdo associadas a varios
fatores como a carga parasitaria, o sistema imunolégico do hospedeiro e o estagio
da doenca. Assim, os exames laboratoriais sdo auxiliares e imprescindiveis para a
avaliagdo e o monitoramento de animais infectados com Leishmania infantum

chagasi.



57

5. CONCLUSOES

Diante das condigbes em que foi realizado o experimento, pdde-se concluir que nao
existe um padrao hematoldgico e medular para caes positivos para a LVC em virtude
da variabilidade dos achados laboratoriais. Concluiu-se também que ndo houve
dependéncia entre as alteragdes medulares e a classificacdo dos animais baseada
em achados clinico-patolégicos. Portanto, este trabalho pdde constatar que o auxilio
dos exames laboratoriais € imprescindivel para a avaliagdo e o monitoramento de
animais infectados com Leishmania infantum chagasi e que novos estudos nesta
area sao imprescindiveis para investigar profundamente toda a patogénese da

leishmaniose visceral canina no ambiente medular.
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Valores bioquimicos de caes (N=19) naturalmente infectados com Leishmania infantum chagasi nas

diferentes formas clinicas.

BlOQUIMICOS

ANIMAIS CREATININA UREIA PPT AIG
Valores de referéncia 0,6 a 1,6 mg/dL 12,0 a 25,0 mg/dL 54a7,7g/dL 0,5a1,7

1 0,70 22 11,9 0,2

2 0,90 195 9,8 0,2

3 0,90 41 8,5 0,6

4 1,10 110 8,4 0,3

5 0,60 32 5,1 0,8

6 1,30 31 8 0,6

7 1,00 81 7.4 0,9

8 0,50 36 7,8 0,4

9 0,80 37 7,8 0,3

10 0,70 44 54 1,2

11 0,80 28 13,7 0,2

12 0,50 53 4.4 0,8

13 0,40 19 5 0,9

14 0,60 25 54 0,7

15 0,90 26 7,1 0,7

16 0,50 37 4,7 0,7

17 1,20 70,9 7,6 0,6

18 0,90 37 8,1 0,6

19 9,00 423 7.4 0,5

MEDIA 1,23 70,94 7,55 0,59

DESVIO PADRAO 1,90 94,80 2,40 0,27

PPT= Proteinas plasmaticas totais; A/G= Relagao albumina/globulina




