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A Leishmania é um protozodrio Kinetoplastideo pertencente a familia Trypanosomatidae com

duas formas principais: uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e
em alguns meios de cultura artificiais, e outra aflagelada ou amastigota, como € vista nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados (homem, cdes e outros animais).
A Leishmaniose Visceral caracteriza-se por um conjunto de sindromes complexas e multifacetadas
causadas por diversas espécies do género Leishmania transmitidas por insetos vetores que afetam tanto
humanos como animais domésticos e silvestres e estdo distribuidas por todos os continentes, com
excegdo da Oceania e da Antartida (WHO, Special Programme for Research and Training in Tropical
Diseases, 2002). Duas espécies de mamiferos ja foram incriminadas como reservatério deste parasita,
uma silvestre, a raposa (DEANE & DEANE, 1955b) e outra doméstica, o cdo (ALENCAR, 1961;
ALENCAR & CUNHA, 1963; DEANE & DEANE 1954b; DEANE & DEANE, 1955a). No Brasil, a
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € causada pela Leishmania (L.) chagasi (BRASIL, 1966; OMS,
1990).

A transmissdo € feita por insetos denominados flebotomineos (mosquito palha, birigui ou
tatuquiras), que consistem de vdrias espécies de género Lutzomya, dentre as quais desenvolve-se em
ambientes terrestres timidos, ricos em matéria organica e de baixa incidéncia luminosa (BRASIL,
1996; DEANE, 1956; DEANE et. al., 1955a; DEANE & DEANE, 1954).

O percentual de positividade de cdes nos municipios com transmissdo de LVC no Estado de
Sdo Paulo cresceram consideravelmente entre os anos de 1998 e 2004. Na regido de Aracatuba, o
percentual de cdes infectados variou de 9,5% em 1998/99 a 22% em 2004. Com relag¢do aos humanos,
34 pessoas foram infectadas em 2004, com duas mortes ocorridas neste ano. Nas cidades de Pereira
Barreto e Ilha Solteira, distantes aproximadamente 150 a 180 km, respectivamente, de Aracatuba, 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.
Oito humanos encontravam-se infectados em 2004 em Pereira Barreto, mas nenhum obito foi
observado. Estes Dados demonstram a importancia e a relevancia de medidas sanitrias e de controle
desta doenca que se encontra em ascensao tanto em cies como em humanos nesta regido considerada
endémica (SAVANI et al., 2003).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a LVC em tecidos de cdes autopsiados pelo Centro
de Controle de Zoonoses de Ilha Solteira através de exames parasitoldgicos diretos e histopatoldgicos
do linfonodo. Para este estudo, utilizou-se a observagdo microscOpica direta nas impressdes
(“imprints”) nos linfonodos corados pelo Gmiensa e pelo corante Pandpticoe de amastigotas de L.
chagasi em macréfagos e dos exames histoldgicos e histopatolégicos do mesmo 6rgio, montados em
blocos de parafina e corados pela hematoxilina-eosina (H&E).

Através dos sinais clinicos e do exame “post-morten”, os 34 animais autopsiados foram
subdivididos em trés grupos: assintomdticos (sem sinais clinicos aparentes), oligossintomaticos (até
trés sinais clinicos caracteristicos) e sintomaticos (acima de trés sinais clinicos).

O grau de parasitismo dos tecidos foi determinado pela presenca de formas amastigotas de
Leishmania em 200 campos microscOpicos sob a objetiva de 100x e este grau foi classificado em
cruzes (+ a ++++). Os “imprints” que apresentaram formas amastigotas dentro dos macréfagos ou
livres em até 10 campos microscopicos (até 5%) foram registrados como uma + e foram considerados
suspeitos; aqueles que tiveram entre 11 a 60 campos infectados (5,5% - 30%) foram marcados com
++; 0s que possuiam mais de 61 a 130 ( 30,5% - 65%) com +++ e por fim os que apresentaram
amastigotas de 131 a 200 campos (65,5% - 100%) receberam ++++. Os animais que ndo
apresentaram amastigotas em nenhum dos 200 campos foram considerados negativos.

Para as laminas contendo os tecidos corados pela H&E adotou-se os seguintes procedimentos:
tecido negativo, com auséncia de amastigotas. Tecido suspeito (+) quando havia evidéncia da presenca
de amastigotas, mas estas se encontravam em nimero reduzido dentro dos macréfagos esparsamente



localizados pelo tecido. Tecido fracamente positivo (++), quando alguns macréfagos estavam
infectados e repletos das formas amastigotas no seu interior, mas localizados apenas em algumas
dreas. Tecido moderadamente positivo (+++), quando em torno de 50% do tecido estava
comprometido com macréfagos infectados. Fortemente positivo (++++), quando a secgdo tecidual
analisada encontrava-se quase que completamente comprometida tanto pelas lesdes quanto pela
presenca de macréfagos infectados.

O resultado do parasitoldgico ou pelo “imprint” ou pelo histolégico, foi agrupado segundo o
grau de parasitismo de + a ++++ conforme mencionado. Assim no grupo dos assintomdticos (8 cdes):
1 (14,28%) estava negativo e 7 parasitados com graus variando de + (42,8%) a ++ (42,8%) .Os
oligossintomadticos apresentaram 3 (17,64%) caes negativos e 14 parasitados com graus variando de +
(47,05%), ++ (17,64%), +++ (11,76%) a ++++ (5,88%). J4 nenhum sintomdtico, nenhum encontrava-
se negativo e 9 estavam parasitados com graus variando de + ( 11,1%) ++ (22,2%), +++ (11,1%) a
++++ (55,5%). O parasitologico realizado pelo “imprint” foi mais sensivel para deteccdo de
amastigotas do que o histoldgico.

Pela histopatologia, dos linfonodos dos animais assintomdticos apenas um estava negativo
(14%), trés eram suspeitos (42,8%) e trés eram fracamente positivos (42,8%). Analisando-se toda a
secc¢do tecidual, observou-se hiperplasia de macréfagos na regido cortical e paracortical e hiperplasia
de plasmdcitos na regido medular. Observou-se em alguns tecidos, corptisculos linfoglandulares e
polimorfonucleares (PMNs) em algumas &dreas. Os macrdéfagos parasitados apresentavam-se com
poucos parasitas no seu interior. Algumas amastigotas foram vistas também fora dos macréfagos na
regido dos seios medulares. As células linféides das regides corticais e paracorticais estavam
hiperplasicas e havia aumento dos vasos sanguineos. Em alguns tecidos observou-se a presenga de
hemossiderina nos macréfagos que poderiam confundir com amastigotas.

Dos 17 caes do grupo oligossintomatico, trés cdes (17,6%) aparentemente ndo apresentavam
células parasitadas com amastigotas e oito eram suspeitos (47,1%). Os demais cdes (seis, 35,3%)
estavam infectados com graus variados de parasitismo e apenas um estava fortemente parasitado
(5,9%). Nos caes suspeitos para leishmania (+), verificou-se que os tecidos linféides apresentavam-se
com muitas granulacdes (hematina e hemossiderina), varios foliculos linféides secunddrios ativos com
grandes centros germinativos, presenga de plasmoécitos na regido medular e na paracortical,
corpusculos linfoglandulares, hiperplasia dos seios e dos corddes medulares. Os tecidos fracamente
positivos (++) apresentavam aumento de macréfagos na regido cortical, paracortical, nos corddes e nos
seios medulares. Nestes animais, os macréfagos infectados estavam localizados nos corddes
medulares. Os linfonodos moderadamente e fortemente positivos, estavam com hiperplasia de
linfécitos na regido paracortical e medular e seios medulares e também hperplasia de plasmdcitos e
macréfagos nesta dreas. Alguns tecidos estavam fibrosados e havia a presenca abundante de
macréfagos infectados por todo o linfonodo. Em algumas areas destes linfonodos, observou-se a
presenca de PMNs.

Nos sintomaticos 88,9% dos nove cdes estavam infectados com graus variando de ++ (22,2%),
+++ (11,1%) a ++++ (44,5%). Os tecidos dos caes suspeitos (11,1%) apresentavam auséncia de
foliculos secundarios hiperpldsicos e aumento de vasos sanguineos hemorrigicos. Os cdes com grau
parasitolégico fraco (++) apresentavam hiperplasia folicular na regido cortical, abundincia de
plasmécitos e macréfagos infectados. Os cdes com grau mediano (+++) também apresentavam
hiperplasia folicular na regido cortical e hiperplasia de linfécitos da regido medular com grande
quantidade de plasmdcitos granulares e macréfagos infectados. Os macréfagos infectados estavam
mais concentrados na regido do seio cortical e nos corddes medulares. Nos tecidos fortemente
positivos (++++), o linfonodo apresentou-se fibrosado, com muitas trabéculas de tecido conjuntivo,
corddes medulares e foliculos primdrios e secunddrios atrofiados com aumento consideravel das
arterfolas, indicando uma linfoadenite fibrética. Os parasitas foram vistos preferencialmente nos
corddes medulares, mas havia grande distribui¢ao de macréfagos infectados por toda a secgao tecidual
além de muitas células gigantes infectadas.

Os exames soroldgicos foram realizados uma parte pelo Kit Bio-Manguinhos através da
Reacdo de Imunoflorescéncia Indireta (RIFI) e executados no Instituto Adolfo Luts de Andradina, SP
e outra parte pela RIFI e pelo Imunoenzimatico (ELISA) realizados no Laboratério de Imunologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da UNESP- Campus de Jaboticabal.



Verificou-se que dos 7 cdes assintomdticos examinados 4 (45%) estavam positivos pelo
sorologico (RIFI e/ou ELISA) e 3 (43%) estavam positivos pelo parasitoldgico (“imprint” e
histol6gico). Além disso, 3 destes animais estavam positivos por um teste (soroldgico) e nao pelo
outro (parasitolégico), indicando uma nao concordancia com o resultado do diagndstico em 43% dos
casos examinados. Pela andlise dos testes soroldgicos e parasitolégicos dos animais
oligossintomadticos, verificou-se que dos 17 cées, 11 (64,71%), estavam positivos para ambos os testes
e que 4 cdes (29,4%) apresentavam-se positivos em apenas um dos testes (sorolégico ou
parasitoldgico) indicando uma discordancia no resultado do diagnéstico em 29,4% dos casos
examinados. Na andlise dos testes dos animais assintomdticos constatou-se que dos 9 cies, 8
apresentavam-se positivos em ambos os testes (soroldgico e parasitoldgico) e apenas 1 (11,11%)
apresentava uma discordincia no resultado do diagndstico, apresentando-se negativo nos testes
sorolégicos (RIFI e ELISA), porém positivo nos testes parasitolégicos (“imprint” e histolégico). No
geral, comparando os métodos parasitoldgicos com o sorolégico constatou-se que houve uma maior
discordincia entre os testes realizados nos cdes do grupo dos assintomadticos, seguidos pelos
oligossintomdticos e pelos sintomaticos, concluindo-se que estes merecem serem confirmados através
de outras técnicas, quer seja pela imunoistoquimica ou pela Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR).
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