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No Brasil, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é causada pela Leishamania (L.) chagasi
(BRASIL, 1996; OMS, 1990). Os dados da Fundacdo Nacional de Sadde, para o periodo de 1984 a
1997, mostraram que a doenca ocorre em quase todas as regides brasileiras.

No municipio de Aracatuba localizado na regido Oeste do Estado de Sdo Paulo, em 1998, foi
detectada a presenca de LVC e, em 1999, foram diagnosticados casos humanos de leishmaniose
visceral nesta regido (GALIMBERTTI et al., 1999). A partir destes primeiros casos, a enzootia canina
ja foi registrada em 18 municipios desta mesma regido, em 2004 (Centro de Vigilancia
Epidemiolégica “Prof. Alexandre Vranjac” da Secretaria do Estado de Sdo Paulo, 2000). Nas
cidades de Pereira Barreto e Ilha Solteira, distantes aproximadamente 150 a 180 km, respectivamente,
de Aragatuba, o percentual de positividade de cdes com leishmaniose visceral foi de 8,9% no ano de
1998/99 aumentando para 35% no ano de 2004 em Pereira Barreto e, 0,9%, no ano de 2004 em Ilha
Solteira. Estes dados demonstram a importancia e a relevancia de medidas sanitdrias e de controle
desta doenga que se encontra em ascensdo tanto em cdes como em humanos nesta regido considerada
endémica.

No Brasil ainda nfo existe terapéutica para cdes e a pratica do sacrificio dos animais infectados
tem sido utilizada em muitas regides, mas com resultados mistos influenciando nas taxas de
transmissdo e muitas vezes ndo € aceitdvel pelo dono do animal. A SUCAM (Superintendéncia de
Campanhas de Satide Publica) e mais recentemente, a Fundacdo Nacional de Saude, utilizam como
método diagndstico a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em eluatos de sangue no papel de
filtro (Brasil, 1996; OMS, 1990).

Costa et al. (1991) realizaram um estudo comparativo da RIFI em eluatos de sangue de caes
infectados experimentalmente com diferentes tripanosomatideos e utilizaram como antigenos
promostigotas de L. mexicana, L. braziliensis e L. chagasi. Os resultados mostraram que a
sensibilidade do método foi de 87,5% para diagndstico do calazar canino, independentemente do
antigeno empregado; e que ocorreu reacdo cruzada com leishmaniose tegumentar em 75% dos casos e
com doenga de Chagas em 83,3%. Assim, os autores sugeriram que a RIFI deveria ser usada com
cautela nas campanhas de saide publica, em relag@o a prevaléncia do calazar canino.

Em funcdo de a RIFI apresentar baixa especificidade, novos métodos de diagnéstico foram
propostos por vérios autores nos ultimos anos. O presente trabalho teve como objetivo diagnosticar a
LVC através de exames parasitolégicos (“imprint” e histolégico) em tecidos de figado e através de
exames soroldgicos (RIFI e ELISA) em 34 cées autopsiados pelo Centro de Controle de Zoonose de
Ilha Solteira.

Destes 34 cdes, 14 encontravam-se positivos pela RIFI (Kit Bio Manguinhos) realizada pelo
Instituto Adolfo Lutz — Andradina, SP. Os demais cdes (20) foram autopsiados, apenas mediante a
realizacdo do exame parasitolégico através da puncio dos linfonodos, onde a maioria deles (12 cies)
apresentava sinais clinicos caracteristicos de LVC e alguns (8 cdes) foram apreendidos pelo CCZ por
serem cdes errantes, mas sem sinais clinicos evidentes de leishmaniose. Antes de serem autopsiados,
estes animais foram examinados clinicamente e divididos em trés grupos: grupos dos assintométicos,
oligossintomadticos (até 3 sinais clinicos caracteristicos) e sintomdticos (mais de 3 sinais clinicos).
Colheu-se sangue para a obtencdo dos soros destes animais e apds a autdpsia, tecidos de vérios 6rgaos,
incluindo o figado foram colhidos, onde uma parte foi utilizada para a impressdo dos Orgaos
(“imprint”) e outra parte foi fixada ou em solu¢do de formalina tamponada a 10% ou em solucdo de
Bouin para a realizag¢do dos cortes histoldgicos e o estudo histopatolédgico.



No laboratério de Imunoparasitologia da UNESP - Ilha Solteira foram realizados os exames
parasitoldgicos diretos pelo “imprint” e pelo histolégico e os exames histopatoldgicos. Para o exame
“imprint” a impressdo dos tecidos de figado foi fixada em metanol e corada pelo Giemsa ou pelo
corante Instant-Prov. Apds a devida fixacdo, as sec¢Oes teciduais de figado foram enxaguadas e
mantidas em dlcool 70% até o uso. Em seguida, os tecidos foram incluidos em blocos de parafina e
cortados em micrétomo a 5 um de espessura para a montagem das ldminas. As laminas, a seguir foram
hidratadas em xylol e dlcool e coradas em hematoxilina/eosina (H&E). Para os exames
parasitoldgicos, a visualizacdo microscépica das formas amastigotas foi realizada tanto na impressio
de 6rgaos (“imprint”) como nos tecidos fixados e corados pela H&E.

Pelo “imprint”, as formas amastigotas de Leishmania foram observadas, identificadas, contadas
e classificadas em graus parasitarios. Para isto, em cada ldmina, foram observados 200 campos do
microscopio de luz branca sob a objetiva de imersdo de 100x. Os cdes que apresentaram amastigotas
presentes em até 20 campos microscopicos (até 10%) foram registrados com uma + e considerados
suspeitos, aqueles que tiveram entre 20 a 100 campos positivos (11% - 50%) foram marcados com ++
(fracamente positivos), os que possuiam entre 100 a 160 (51% - 80%) com + + + (medianamente
positivos) e por fim os que apresentaram amastigotas entre 160 a 200 campos (81% - 100%)
receberam + + + + (fortemente positivos). Os animais que ndo apresentaram amastigotas em nenhum
dos 200 campos foram considerados negativos. Pelo exame histolégico, a avaliacio do grau
parasitdrio, foi semelhante ao realizado pelo “imprint”, com excecao de que os campos microscOpicos
nao foram contados, mas avaliados de acordo com a extensdo das lesdes e pela presenga das células
parasitadas pelos tecidos.

Desta forma, através dos exames parasitoldgicos pela visualizacdo direta das amastigotas tanto
nas contagens (“imprint”) como na avaliacdo histoldgica, os resultados foram os seguintes: No grupo
dos animais assintomadticos (8 cdes), 3 (37%) estavam negativos e 0s 5 positivos apresentaram graus
variando parasitdrios variando de + (37%), ++ (12%) a +++ (12%). Os oligossintomdticos, com 17
cdes, apresentaram 6 (35%) cdes negativos e 11 infectados com graus variando de + (37%), ++ (12%)
a +++ (12%). Ja os sintomdticos, com 9 caes, nenhum se encontrava negativo e os demais estavam
infectados com graus variando de ++ (2%), +++ (11%) a ++++ (67%).

Pela andlise histopatégica, os tecidos hepdticos dos animais do grupo dos assintomdticos,
encontravam-se com leve congestio e inflamacgdo portal e com focos inflamatérios difusos (pequenos
granulomas) com predominancia de células mononucleares, tanto na regido portal como entre os
sinuséides hepaticos. Havia também aumento de macréfagos e plasmdcitos nestas dreas inflamadas.
Em alguns tecidos, havia a presenga de polimorfonucleares (PMNs), com predominincia de
eosindfilos. Os hepatdcitos de algumas dreas estavam dilatados e com os citoplasmas vacuolizados.
Quando presentes, as leishmanias foram vistas em macréfagos (células de Kupfer) dentro dos
sinuséides. Babesia sp e Erlichia sp também foram assinaladas nestes tecidos.

No grupo dos animais oligossintomadticos, os tecidos apresentavam congestao portal, aumento
no nimero de canais biliares e abundancia de células inflamatdrias do tipo mononuclear. Havia em
algumas 4reas acimulo de hemdiceas e pigmentos como hemossiderina e hematina nos sinuséides
dilatados. No interior dos sinuséides foram vistos PMNs (eosinéfilos e neutrdfilos), plasmocitos e
alguns macroéfagos infectados com Leishmania. Neste grupo havia muitos focos inflamatdrios difusos
ou focais, formando granulomas ricos em células mononucleares, principalmente linfécitos e
macréfagos. Nos tecidos comprovadamente positivos, observou-se maior nimero de granulomas onde
as amastigotas foram visualizadas com maior frequéncia. Além disso, havia dilatacdo dos sinusdides e
estes eram preenchidos ou obstruidos por células inflamatérias. Os hepatdcitos encontravam-se
vacuolizados, reticulados e com goticulas de lipidios (esteatose hepdtica). Em alguns, amastigotas
foram vistas no interior de seu citoplasma. Havia também hemorragias em muitos tecidos.

Nos animais sintomadticos, os tecidos hepdticos encontravam-se extensamente alterados. Havia
ampla congestio portal com grande infiltracdo de células inflamatérias mononucleares. Havia extensas
dreas com sinuséides dilatados e hemorragicos e a presencga de granulomas inflamatérios e macréfagos
infectados com Leishmnia no seu interior, caracterizando uma inflamagao granulocitica cronica. Em
alguns casos havia PMNs nos sinusdides e dreas centrolobulares com hepatdcitos apresentando



diversas alteragdes como as goticulas lipidicas, dilatados, vacuolizados, reticulados ou necrosados.
Observou-se também pigmentos de hemossiderina em alguns casos.

Além da RIFI realizada pelo Instituto Adolfo Lutz em 14 animais, soros foram colhidos dos
demais animais e enviados para o Laboratério de Imunologia da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterindrias da UNESP-Campus de Jaboticabal para realizagdo tanto da RIFI como do teste
imunoenzimatico direto (ELISA).

Dos oito cdes pertencentes ao grupo dos assintomadticos, em apenas um (20%), os resultados
foram concordantes em todos os exames realizados, ou seja, os resultados dos exames soroldgicos
foram positivos tanto pelo kit Bio Manguinhos como pelos realizados em Jaboticabal e concordantes
com os parasitolégicos. Neste animal, o nivel de ELISA e o titulo da RIFI, foram considerados altos
(NE =4 e 1/1280, respectivamente) e os tecidos encontravam-se infectados com graus variando de ++
a +++ cruzes, tanto pelo “imprint” como pelo histolégico. J4 em um outro animal, o resultado da RIFI
do kit Bio-Manguinhos foi positivo, mas tanto a RIFI como o ELISA realizados em Jaboticabal foram
negativos, concordando com o resultado do exame parasitolégico, que foi considerado apenas
suspeito. Para os demais animais, houve uma discordancia de 50% em pelo menos um dos testes
realizados (sorolégicos ou parasitoldgicos). Em funcdo das discordancias entre os exames dos animais
deste grupo, ficou decidido que os testes sorolégicos serdo repetidos, os parasitoldgicos reavaliados e
o teste imunoistoquimico acrescentado para concluir o diagndstico.

No grupo dos animais oligossintomaticos (17 caes), todos os exames realizados com o kit Bio-
Manguinhos foram também positivos tanto pelo ELISA quanto pela RIFI realizados em Jaboticabal e
foram também concordantes com os exames parasitoldgicos (“imprint” ou histolégico). Cabe ressaltar
aqui, que dois cées estavam com titulos altos nos sorolégicos, mas com graus parasitirios variando de
suspeitos a fracos. Ja outros dois animais, estavam positivos para o ELISA (embora com NE = 3),
negativos para a RIFI (ambos de Jaboticabal), mas negativos ou suspeitos pelos exames
parasitolégicos. Nestes dois cdes evidenciou-se a presenca de Babesia sp, principalmente no bago.
Talvez este seja um caso de reacdo cruzada no ELISA. Finalmente apenas um cdo, ao contrario, o
ELISA foi negativo, mas o RIFI e os exames parasitolégicos foram positivos. Neste caso, o ELISA
serd repetido para esclarecer as duvidas.

Os exames soroldgicos dos animais pertencentes ao grupo sintomético (9 caes) foram realizados
apenas em Jaboticabal. Neste grupo, 8 cdes estavam positivos (88%) com niveis ELISA altos (NE
variando de 5 a 6) e titulos também altos para a RIFI (1/1.280) com graus parasitdrios variando de
moderados a fortes (+++ a ++++) nos exames parasitolégicos. Apenas um cdo neste grupo, estava
negativo pelo ELISA e RIFI, possivelmente por qualquer falha ocorrida com a amostra deste soro,
pois este animal estava fortemente positivo em todos os tecidos analisados parasitologicamente.

Em funcdo das dificuldades na confirmacio do diagndstico da LVC quando se utilizou somente
as técnicas soroldgicas e parasitoldgicas, conclui-se que apesar destas técnicas serem importantes, e
usadas na rotina laboratorial, outras como a imunoistoquimica e as moleculares devem ser
introduzidas para auxiliar o diagndstico definitivo, principalmente quando ocorrer casos conflitantes,
quando os animais nao apresentarem qualquer sinal clinico da doenga.
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