UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

LESOES HEPATICAS NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA:
ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Igor Paula de Castro
Médico Veterinario

UBERLANDIA — MINAS GERAIS - BRASIL
Julho de 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

LESOES HEPATICAS NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA:
ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Igor Paula de Castro
Orientadora: Profé. Dra. Alessandra Aparecida Medeiros

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria - UFU, como parte das exigéncias para a
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias Veterinarias
(Saude Animal).

UBERLANDIA — MINAS GERAIS - BRASIL
Julho de 2012



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacdo (CIP)

Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

C355L
2012 Castro, Igor de Paula, 1987-

Lesdes hepaticas na leishmaniose visceral canina: aspectos
histo- patoldgicos e bioquimicos / Igor Paula de Castro. -- 2012.

39f. il

Orientadora: Alessandra Aparecida Medeiros.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Pro-grama de Pds-Graduacdao em Ciéncias Veterinarias.

Inclui bibliografia.

1. Veterindria - Teses. 2. Cdo - Doencas - Teses. 3. Leishmaniose
visceral - Teses. 4. Figado - Histopatologia - Teses. I. Medeiros,
Alessandra Aparecida. Il. Universidade Federal de Uberlandia. Pro-
grama de Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. I11. Titulo.

CDU: 619




“O sucesso é ir de fracasso em fracasso sem perder o entusiasmo”

Winston Churchill



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por me dar oS meios necessarios para conseguir chegar até
aqui;

Aos meus pais Ivon e Alcione, irméos Daniel e Lucas e avés Geralda e Terezinha pelo
apoio em todos 0s momentos;

A professora Alessandra pela orientacdo, amizade e por tudo que me ensinou nesse
periodo;

Ao Centro de Controle de Zoonoses, na pessoa do Dr. Adalberto de Albuquerque
Pajuaba Neto, e principalmente a Dra. Marcia Beatriz Cardoso de Paula e Dra. Ana
Claudia Borges por auxiliarem durante a coleta de dados e disponibilidade em auxiliar
no experimento;

Ao Laboratorio de Patologia Clinica, em especial ao Prof. Antonio Vicente Mundim e ao
Felipe César Gongalves, pela contribuicdo direta na execucéo do trabalho;

A Larissa Fernandes Magalhaes e Tais Meziara Wilson, pela grande ajuda durante todo
o trabalho, sem a qual ndo conseguiria chegar até aqui;

As residentes Ana Leticia Daher Aprigio e Nicolle Pereira Soares pelo auxilio na fase
final do trabalho, se dispondo a me ajudar nas horas mais complicadas;

Aos meus amigos em especial Paula, Carol, Gabi, Rodrigo, Marcus Vinicius que
compartilharam dos momentos bons e ruins e de alguma forma me ajudaram nesses
dois anos de sufoco.

A todos vocés muito obrigado!



RESUMO........

SUMARIO

PALAVRAS-CHAVE. ...
AB ST RACT e

KEYWORDS...

INTRODUGAO. ..ot en e

REVISAO DE LI

Epidemiologia...

TERATURA. ...

LeishmanioSe VISCEIal CANINGL ... .cuvee e e e e eenns

Alteragcfes hepaticas na leishmaniose...........cccccevvviiiiiiieiee e,

Diagnéstico da leishmaniose visceral canina..........cccceeeeviiiieeeniiennn.

Profilaxia da leishmaniose visceral Canina.........c.cocovveeieeeiiieeiieieeinens

MATERIAL E METODOS........ocoiiitiieieteeeeteie et

Animais.............

Avaliagao clinica dOS @anNIMAIS.........ccceeiiiiiiiiiiieee e

Avaliacdo bioquimica dos animaiS............ceeeriiiiiiiiiieees e

Necropsia..........

AnNalise hiStOPAtOlOQICA. ........vveieeiiiiiee i

ANALISE ESIA S ICA. ... eeee et e

RESULTADOS E DISCUSSAOD. ....cc oot eea e

CONCLUSAO. ..o ettt et et aeia s

REFERENCIAS

© 00 O w

11

11

11

11

12

12

13

14

26

27



LESOES HEPATICAS NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA: ASPECTOS
HISTOPATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

RESUMO - O presente estudo objetivou descrever as alteracdes histopatolégicas no
figado de cdes com leishmaniose, avaliando o infiltrado inflamatério predominante, a
carga parasitiria e as alteragbes degenerativas, correlacionando-os com a
sintomatologia clinica e alterac6es bioquimicas séricas. Foram utilizados 50 cédes, sendo
17 negativos (grupo controle) e 33 sororreagentes para leishmaniose, classificados em
assintomaticos, oligossintomaticos ou sintomaticos. A partir da coleta de 10 mL de
sangue em tubos sem anticoagulante e do soro extraido, foram determinadas as
concentracbes de proteinas totais, albumina, ALT, fosfatase alcalina e GGT.
Posteriormente os animais foram eutanasiados e fragmentos hepaticos foram coletados
para andlise histopatologica. A partir da avaliacdo histopatolégica do tecido hepético,
verificou-se que as principais alteracdes degenerativas observadas foram esteatose e
degeneracdo turva, sem diferenca entre 0s grupos de animais sintomaticos,
assintomaticos e oligossintomaticos (p<0,05). Nao houve diferenca na ocorréncia de
infiltrado inflamatoério entre os trés grupos, nem em relacdo ao numero de células
parasitadas. Com relacdo as alteragcbes bioquimicas séricas, o0s trés grupos
apresentaram valores aumentados de GGT, proteinas totais e globulinas e diminuidos
de albumina. Animais infectados naturalmente por Leishmania podem apresentar
alteracdes inflamatérias e degenerativas no figado sem, contudo, apresentarem
sintomatologia clinica. Hipoproteinemia associada a hiperglobulinemia, além de um
aumento nos niveis de GGT ocorrem tanto em animais sintoméaticos como
assintomaticos e oligossintomaticos.

Palavras-Chave: cao, figado, Leishmania, lesdes, proteinas séricas



LIVER INJURY IN CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS: HISTOPATHOLOGICAL
AND BIOCHEMICAL ASPECTS

SUMMARY - The present study describes the histopathological changes in liver of dogs
with leishmaniasis, assessing the predominant inflammatory infiltrate, parasite load and
the degenerative changes and correlate them with clinical symptoms and serum
biochemical changes. A total of 50 dogs, 17 negative (control group) and 33 seropositive
for leishmaniasis, classified as asymptomatic, oligosymptomatic or symptomatic. From
the collection of 10 mL of blood in tubes without anticoagulant and the serum extracted,
were determined the concentrations of total protein, albumin, ALT, alkaline phosphatase
and GGT. Later the animals were euthanized and liver fragments were collected for
histopathologic analysis. From the histopathological evaluation of liver tissue, it was
found that the major degenerative changes were observed fatty degeneration and
cellular edema, with no difference between groups of animals symptomatic,
asymptomatic and oligosymptomatic (p < 0.05). There was no difference in incidence of
inflammatory infiltrate between the three groups, nor in relation to the number of infected
cells. Regarding the assessment of serum biochemical changes, all three groups
showed increased values of GGT, total protein and globulin and decreased albumin.
Animals naturally infected by Leishmania may have inflammatory and degenerative
changes in the liver, but without presenting clinical symptoms. Hypoproteinemia
associated with hyperglobulinemia, and increased levels of GGT in animals occur both
symptomatic and asymptomatic and oligosymptomatic.

Keywords: dog, Leishmania, lesions, liver, serum proteins



l. INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma enfermidade causada por um grupo de protozoarios do
género Leishmania que, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2012), pode ser
dividida em quatro categorias principais dependendo dos sinais clinicos: leishmaniose
visceral, leishmaniose cutanea, leishmaniose muco cutanea e leishmaniose difusa.

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenca sistémica severa, causada
pela espécie Leishmania chagasi, cujas manifestacdes clinicas relacionam-se com o
tipo de resposta imunologica expressada pelo animal infectado (BRASIL, 2006). Essa
doenca, de distribuicdo mundial, apresenta um alto potencial zoondtico, com grande
repercussao na saude publica (MOREIRA et al., 2008; ALVES et al., 2010).

Os reservatorios da doenca existem tanto em ambientes silvestres como
urbanos, onde o cdo é considerado a principal fonte de infec¢cdo na area urbana e sua
enzootia tem precedido a ocorréncia de casos humanos (BRASIL, 2006).

O gquadro clinico ndo é previsivel e esta relacionado com a resposta imune do
cdo, sendo que alguns obtém a cura clinica espontaneamente, enquanto outros
evoluem até a morte em poucas semanas. Normalmente, os caes assintomaticos
evoluem para cura clinica espontanea, apresentando uma resposta imune celular
positiva (MICHALICK; GENARO, 2005).

Como a LVC pode causar infeccdes oportunistas advindas da imunossupressao
e por esta doenca apresentar sinais clinicos comuns a outras enfermidades, o
diagnéstico preciso é de dificil obteng&o. Por isso, a associagdo de testes moleculares,
sorologicos e imunolégicos é importante para confirmar a infeccdo do animal (SILVA,
2007; TRONCARELLI, et al., 2008).

O diagndstico preciso € de essencial importancia, ja que a legislacdo brasileira
nao autoriza o tratamento de cées com LVC, sendo recomendada a eutanasia de todos
0S cdes sororreagentes com titulos a partir de 1:40 na RIFI e/ou com exame
parasitologico positivo (BRASIL, 2005).

O envolvimento hepatico é descrito em cées infectados (assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos) e geralmente estd associado a formacdo de
granulomas nos sinusoides, intravasculares e na regido centrolobular do parénquima
hepatico (GIUNCHETTI et al., 2008). Foram descritos ainda infiltrado portal



(macrofagos, linfocitos e plasmacitos) na cipsula hepatica, raros polimorfonucleares,
fagdcitos exibindo parasitos intracitoplasmaticos e fibrose hepatica em cées infectados
(TAFURI et al.,, 1996, RALLIS et al., 2005,GIUNCHETTI et al., 2008, MELO et al.,
2008).

A LVC € um excelente modelo para estudo da Leishmaniose Visceral Humana
devido a histéria natural da doenca ser similar no homem e cdo (MORENO; ALVAR,
2002). Assim é importante avaliar a intensidade das alteracbes hepaticas e suas
correlacdes para melhor entendimento da patologia da LV. Este estudo colaborara para
verificar as correlacdes entre alteracdes histoldégicas e bioquimicas que ocorrem
durante o progresso da doenca.

Nesse contexto, 0 presente estudo objetivou descrever as alteracbes
histopatoldgicas no figado de caes com leishmaniose, avaliando o infiltrado inflamatorio
predominante, a carga parasitaria e as alteragcbes degenerativas, correlacionando-os

com a sintomatologia clinica e altera¢des bioquimicas séricas.



Il. REVISAO DE LITERATURA

A Leishmaniose € uma enfermidade zoondtica causada por protozoarios
tripanossomideos do género Leishmania, que séo parasitas intracelulares obrigatorios
das células do sistema fagocitico mononuclear e que segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (2012), pode ser dividida em quatro categorias principais dependendo dos
sinais clinicos: leishmaniose visceral, leishmaniose cuténea, leishmaniose muco
cutanea e leishmaniose difusa.

A Leishmaniose Visceral € uma das sete principais endemias mundiais e
acomete de um a dois milhdes de pessoas a cada ano. Esta doenca ocorre em 47
paises e possui como agente etiologico trés espécies: Leishmania donovani na india e
leste da Africa; Leishmania infantum na China, Asia Central, Europa e Africa;
Leishmania chagasi, América do Sul e Central (CAMARGO et al., 2007).

As modificagcdes ambientais, consequentes do intenso processo migratério, por
pressfes econdmicas ou sociais, 0 processo de urbanizacao crescente, 0 esvaziamento
rural e as secas perioddicas levam a expansao das regides endémicas e o surgimento de
novos focos (BRASIL, 2006).

O Brasil registrou 59.129 casos de LV entre os anos de 1980 e 2005, sendo
82,5% na regido Nordeste. Paulatinamente, esta parasitose se espalhou para as
regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste, sendo que em 2005 a incidéncia saltou para
44%, contrastando os dados obtidos em 1998 onde se registraram 15% dos casos
nestas trés regides (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Pela Leishmaniose Visceral Canina ter elevadas taxas de letalidade e ter se
expandido geograficamente para areas urbanas ao longo dos ultimos 25 anos ela vem
se tornando um grave problema para a saude publica (CARRANZA-TAMAYO et al.,
2010).

Epidemiologia

Segundo Michalick e Genaro (2005), as espécies, Leishmania donovani e
Leishmania infantum, sdo alguns dos agentes etiolégicos causadores da Leishmaniose
Visceral na Asia, Africa e Europa, enquanto que a Leishmania chagasi é a responséavel

pela doenca nas Américas. A infeccdo em humanos ocorre pela Leishmania donovani,



enquanto que a Leishmania infantum e Leishmania chagasi sdo responsaveis por
infectar tanto o homem quanto os caes.

Entretanto, recentes estudos genéticos concluiram que as espécies Leishmania
infantum e Leishmania chagasi correspondem ao mesmo protozoario, continuando
ambas as designac¢des como sindnimas, no Velho e Novo Mundo (BANETH, 2006).

No Brasil, a Leishmania chagasi € a principal espécie causadora da LV, sendo
frequentemente isolada em pacientes com esta doenca, tanto em humanos, quanto em
cédes e outros reservatorios (BRASIL, 2006).

A Leishmania apresenta um ciclo de vida heteroxeno, isto €, precisa de dois
hospedeiros, um invertebrado (inseto vetor) e o outro vertebrado, para completar o seu
ciclo de vida. Por isso, uma fragdo do seu desenvolvimento acontece em um fleb6tomo
do género Lutzomyia (hospedeiro invertebrado), o qual transmite o protozoario para o
hospedeiro vertebrado (ROZE, 2005; TOMAS; ROMAQ, 2008).

No Brasil, até 0 momento, existem duas espécies de fleb6tomos que transmitem
a doenca, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo que a primeira € considerada
a principal transmissora da Leishmania (Leishmania) chagasi neste pais, visto que se
adapta ao peridomicilio e a diferentes temperaturas. Por outro lado, estudos recentes
revelaram que no Mato Grosso do Sul o L. cruzi foi incriminado como vetor (BRASIL,
2006).

As fémeas do vetor sdo as responsaveis pela transmissédo da Leishmania spp.,
visto que, além de serem fitéfagas como os machos, elas sdo hematéfagas ingerindo
sangue de variadas espécies a fim de obterem nutrientes necessarios para 0
desenvolvimento dos seus ovos (ROSYPAL et al., 2003; AFONSO; ALVES - PIRES,
2008).

O hospedeiro vertebrado se infecta com as promastigotas, forma flagelada do
protozoario, apos a picada do vetor, as quais sao fagocitadas, na epiderme, por células
do sistema mononuclear fagocitario, principalmente macréfagos. Apds penetrarem
nestas células, as promastigotas se diferenciam em amastigotas e se multiplicam até o
rompimento dos macroéfagos, liberando estas formas que serdo novamente fagocitadas
por outros macrofagos em um processo continuo. Desta forma, ha a disseminacao
hematogénica para linfonodos, figado, baco e medula 6ssea, 6rgdos ricos em células

do sistema mononuclear fagocitario. O vetor se infecta ao picar o hospedeiro vertebrado



infectado e ingerir macrofagos com as formas amastigotas, as quais se diferenciam em
promastigotas e se multiplicam no intestino do mosquito. As promastigotas viram
paramastigotas e colonizam o esodfago e a faringe do vetor e assim, se diferenciam nas
formas infectantes, as promastigotas metaciclicas (BRASIL, 2006).

Os fleb6tomos possuem uma atividade noturna e o seu deslocamento é realizado
por meio de voos curtos e irregulares, que na maioria das vezes nao ultrapassa 1ou 2
km de distancia do local de reproducado, exceto quando favorecidos pelo vento. Em
paises de clima temperado, como a Bacia do Mediterraneo e a Asia, tais vetores s&o
ativos nos meses mais quentes, ou seja, entre a primavera e o final do outono, ao
passo que em paises de clima tropical, como a América Latina, certas espécies atuam
durante todo o ano (BANETH, 2006).

Com o aumento da temperatura, o periodo de desenvolvimento do parasita no
fleb6tomo é menor e o periodo de atividade dos insetos adultos, as geracdes anuais e a
densidade do vetor sdo maiores. Por isso, com 0 aumento da temperatura ambiental, o
risco de transmissdo do protozoario pelos insetos vetores, no futuro, podera ter um
maior risco (AFONSO; ALVES-PIRES, 2008).

De acordo com Bourdeau (2009), o protozoario Leishmania apresenta uma maior
relacdo com o vetor do que com o hospedeiro vertebrado, uma vez que a competéncia
do fleb6tomo parece estar ligada com a capacidade dos promastigotas se acoplarem
especificamente a receptores, no intestino do inseto. Por isso, quando essas ligactes
nao acontecem, 0s parasitas, apds se replicarem, sao excretados com as fezes do
fleb6tomo (BANETH, 2006).

De outra forma, alguns cédes positivos para leishmaniose e com sintomatologia
tipica da doenca podem néo ter formas amastigotas na pele (TAFURI et al., 2001),
diminuindo sua participacdo como fonte de infeccdo para os fleb6tomos. O céo é a
principal fonte de infeccdo nas éareas urbanas. A infeccdo destes tem sido mais
prevalente do que no homem e na maioria dos casos precede 0s casos humanos
(SILVA, 2008).

Em paises do Sul da Europa, Médio Oriente, Asia e Norte da Africa, o cdo (Canis
familiaris) é considerado o principal reservatério doméstico e peridoméstico de
Leishmania infantum e de Leishmania chagasi em paises da América Central e do Sul.

Entretanto, o reservatério da Leishmania infantum e Leishmania chagasi ndo se
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restringe a apenas o cdo domeéstico, mas também varias espécies de canideos
selvagens, como o lobo, o chacal e a raposa (PEREIRA, 2008). Além disso, 0
parasita Leishmania pode infectar naturalmente outras espécies como gato, marsupiais
e roedores (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007).

Leishmaniose visceral canina

A variacdo de caracteristicas clinicas da leishmaniose canina € grande por
existirem varios mecanismos patogénicos do protozoario, por depender de como sera a
reacdo imunolégica do hospedeiro e por acometer diferentes o6rgdos (SOLANO-
GALLEGO; BANETH, 2008).

No céo a evolucdo desta doenca € lenta e seu inicio é de dificil reconhecimento,
sendo variavel de animal para animal o tempo de aparecimento dos sinais clinicos,
podendo levar meses ou até muitos anos. Isso decorre de como atua a resposta
imunoldgica do animal ap6s o contato com o parasita, podendo este se tornar um
portador assintomatico, porém fonte de infeccdo, ou apresentar varias manifestacées
clinicas e evoluir para o 6bito (TARTAROTTI et al., 2011)

Conforme estudo de sequenciamento genético realizado por Ferrer (2002)
existem cdes com certas mutacdes em genes especificos que os tornam mais
resistentes a leishmaniose comparado aos animais que ndo as possuem, concluindo
gue a prevaléncia da infeccdo € maior do que se conhecia. Foi comprovado, em areas
endémicas, que varios casos da doenca surgem secundariamente a algum fator
imunodepressivo, pelo fato deste alterar o tipo de resposta imunitaria que o animal
desenvolve, ocasionando equilibrio entre hospedeiro e parasita, surgindo assim as
manifestacdes clinicas da leishmaniose.

De acordo com Rey (2001), a formacéo de reacdes inflamatdrias granulomatosas
e a producdo de complexos imunes circulantes sdo 0s mecanismos patogénicos que
causam os sintomas e as lesdes da leishmaniose.

Os sinais clinicos dos cédes diagnosticados com leishmaniose canina sao
bastante diversificados podendo ser consequéncia da prépria doenca ou resultar de
doencas concomitantes (BARBOSA, 2011). Segundo Barros (2011), os principais
sintomas observados nos animais infectados, em ordem de frequéncia, sé&o

linfadenopatia, lesbes alopécicas, esplenomegalia e hepatomegalia, mucosas



hipocoradas, anorexia, ulceracdes cutaneas, seborréia seca e onicogrifose. Além
destas, ja foram relatados a ocorréncia de lesdes oftalmicas (KOMNENOU; KOUTINAS,
2007), lesdes do aparelho locomotor (ALEXANDRE-PIRES; CORREIA, 2008; KOHN,
2007), lesdes cardiacas, problemas pulmonares, alteracdes na medula 6ssea, sintomas
neurolégicos (ALEXANDRE-PIRES; CORREIA, 2008), problemas gastrointestinais
(NELSON; COUTO, 2003; ELLIOTT; LEFEBVRE, 2008) e problemas nos o0rgaos
genitais masculinos (DINIZ et al., 2005; ROZE, 2005).

O sistema complemento € ativado a partir da inoculacdo de promastigotas na
epiderme do animal. Além de beneficiar a ligagdo dos fatores do complemento a
Leishmania, ha formacdo de produtos de clivagem das proteinas do sistema
complemento que direcionam os macréfagos para o local da infeccdo e induzem a
expressdo de receptores do complemento (CR) nessas células. A maior parte dos
promastigotas € destruida, por este sistema, uma vez que promovem lise do parasita,
por meio de lesbes nas suas membranas celulares (SANTOS-GOMES et al., 2008).
Porém, as formas parasitarias que ainda permanecerem serdo fagocitadas pelas
células imunitarias e assim atingirdo as células hospedeiras (TOMAS; ROMAO, 2008).

Uma vez infectado por Leishmania, os cdes podem se tornar clinicamente
resistentes ou susceptiveis, jA& que nem todos os animais infectados desenvolvem a
doenca. Os animais que resistem a infeccdo, seja pela eliminacdo do parasita ou por
sua restricdo, permanecem assintomaticos. Por outro lado, 0s susceptiveis
desenvolvem a infeccdo e apresentam sintomas, podendo ocorrer o controle
espontaneo da infec¢do, seguido de uma possivel sorologia negativa, ou evoluir para
uma situacao de doenca crénica (MICHALICK e GENARO, 2005; BANETH, 2006).

Nos animais susceptiveis hd a formacdo de complexos imunes circulantes
advindos dos antigenos do género Leishmania, das imunoglobulinas IgG ou IgM e
fracbes do complemento, especialmente C3. Isso € decorrente da intensa ativacao de
linfécitos B e da producéo de anticorpos (CAMPILLO et al., 1999).

AlteracOes hepaticas na leishmaniose
A doenca hepatica e diversas alteracdes histopatologicas associadas tém sido

descritas na LVC e doenca visceral humana (MELO et al. 2008).



Na leishmaniose, semelhante a outras doencas causadas por parasitas
intracelulares, a resposta imunolégica celular é primordial na determinacdo da
recuperacdo ou resisténcia as doencas (KAYE et al., 2004). No entanto, a eficacia
antimicrobiana da resposta granulomatosa existente no figado, parece nao ser
totalmente eficaz, dependendo de fatores determinantes do hospedeiro e dos agentes
patogénicos (MURRAY, 2001).

No figado de animais com LVC geralmente € encontrado infiltrado mononuclear
(plasmo-histio-linfocitario) nos espacos porta e no interior dos l6bulos (TAFURI et al.,
2001). Além de necrose hepatocelular multifocal, degeneracéo vacuolar e infiltracdo de
macrofagos parasitados (SLAPPENDEL, 1988).

Um outro achado comum em figado de cdes com LV sdo os granulomas
intralobulares, consistindo predominantemente de macréfagos parasitados ou nao,
células epitelidides, um pequeno numero de linfocitos e raramente neutroéfilos (TAFURI
et al., 1996). Estudos realizados em camundongos BALB/c infectados por Leishmania
donovani, mostraram que a formacdo de granuloma é orgao-especifico (MURRAY,
2001) e nem sempre esta associado com o controle da infeccdo (LEMOS et al., 2000).
Para alguns autores a infec¢do hepéatica é autolimitante e a resposta imune hepéatica é
um bom exemplo de resposta inflamatéria granulomatosa, predominada por células
mononucleares envolvendo células de Kupffer, mondcitos, células TCD4+ e TCD8+
(ENGWERDA et al., 2004).

Na andlise laboratorial, podem ser observados aumento da alanina
aminotransferase (DIAS et al.,, 2008), hiperproteinemia, hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia (FREITAS et al., 2012). Segundo Noli (1999), a hipoalbuminemia pode
ser secundéaria ao comprometimento hepatico, ocorrendo também devido a proteinaria
ou desnutricdo nos casos de animais nefropatas e/ou anoréxicos, sendo achados
frequentes decorrentes da ativacéo policlonal de células B e da producdo de anticorpos
(COUTINHO, 2005).

Diagnostico da leishmaniose visceral canina
O diagnéstico clinico da leishmaniose visceral canina é na maior parte das vezes

um desafio para o Médico Veterinario, uma vez que além da doenga apresentar uma



enorme variedade de sintomas, esta possui um grande numero de cées infectados e
gue sao assintomaticos (SILVA et al., 2006).

Nenhum teste diagndstico sozinho, ja disponivel, apresenta 100% de
sensibilidade e especificidade para esta enfermidade. Por isso, é importante o
esclarecimento sobre o método utilizado, suas limitacdes e interpretacdo clinica, uma
vez que segundo o Artigo 9°, do decreto n°51. 838, de 14 de marco de 1963, todos o0s
cdes diagnosticados positivos para a leishmaniose, devem ser eutanasiados
(NOGUEIRA et al., 2009; BRASIL, 1963).

Desta maneira, o diagnostico final da leishmaniose requer a associagdo do
histérico do animal, do exame fisico, dos exames laboratoriais (hemograma, bioquimica,
proteinograma, perfil de coagulacao, urinalise) e das técnicas laboratoriais especificas
para este parasita (SOLANO — GALLEGO; BANETH, 2008).

Os métodos de diagnostico laboratoriais sao divididos em trés classes:
parasitologicos (visualizacdo do parasita), sorolégicos (deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania) e moleculares (confirmagdo e amplificagdo do DNA da Leishmania)
(FERRER, 1999; SOLANO-GALLEGO; BANETH, 2008).

Atualmente, os métodos diagndsticos laboratoriais mais utilizados s&o os
parasitolégicos e os soroldgicos, que incluem os testes de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia (RIFI). Essas técnicas soroldgicas, por terem
alta sensibilidade, sdo recomendadas pelo Ministério da Salude para que possam ser

feitos os inquéritos soroldgicos (BRASIL, 2006).

Profilaxia da leishmaniose visceral canina

O Ministério da Saude e Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
elaboraram portaria que proibe em todo o Brasil, o tratamento de cdes com
leishmaniose. Essa se fundamentou no fato de ndo haver nenhum medicamento que
assegure a cura parasitologica da doenca nos cédes. Existe também a problematica de
que o cdo continuard sendo reservatorio, fonte de infeccdo da doenca, além da
possibilidade do microrganismo se tornar resistente aos farmacos disponiveis para o
tratamento humano de leishmaniose (BRASIL, 2008). Em contrapartida, os humanos
infectados pela Leishmania devem ser submetidos ao tratamento, uma vez que esta é
potencialmente fatal (BANETH, 2006).
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Apesar de existirem vacinas registradas no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento contra a leishmaniose canina, estas ndo sdo recomendadas por nao
terem efetividade comprovada no controle da enfermidade ou protecdo imunoldgica aos
animais. Ademais, cdes vacinados poderdo reagir aos testes sorolégicos e por isso
considerados animais infectados (TARTAROTTI et al., 2011).

Uma das medidas mais importantes no controle da leishmaniose é o combate do
inseto vetor, que pode ser feito por meio da pulverizacdo de inseticidas nas casas;
construcdo de armadilhas elétricas e plantagcdo de vegetacBes desfavoraveis aos
insetos vetores, como as buganvilias, o ricino ou o limonete (CAMPILLO et al., 1999;
PEREIRA DA FONSECA; SANTOS-GOMES, 2008).

No quesito prevencdo, o Médico Veterinario tem o papel de explicar para os
donos dos cdes as medidas que podem ser feitas contra os vetores, ja que elas
participam diretamente na diminuicdo da ocorréncia desta doenca e reduz a
possibilidade de infeccdo do homem, visto que diminuira a populacdo de vetores
(BARBOSA, 2011). Além disso, existem outras recomendacdes para reduzir a
incidéncia da leishmaniose visceral canina, que s&do: monitoramento e vigilancia dos
animais, diagnostico e tratamentos adequados para 0os humanos, eutanasia de caes

positivos, modificacdo do ambiente e controle quimico (TARTAROTTI et al., 2011).
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lll. MATERIAL E METODOS

Animais

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob o protocolo de registro CEUA/UFU
034/11.

Foram utilizados 50 cées de diferentes ragas, sexos e idades, provenientes do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Uberlandia — Minas Gerais, sendo 17
negativos (grupo controle) e 33 sororreagentes nos testes de Imunofluorescéncia
Indireta (IFI) e Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), conforme preconizado
por Brasil (2006).

Avaliacéao clinica dos animais

Os animais foram submetidos a exame clinico completo segundo a Ficha Clinica
do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia. As alteracdes clinicas
observadas foram registradas para tabulacdo de dados e posterior classificacdo dos
animais, conforme a quantidade de sinais clinicos, em: assintométicos,

oligossintomaticos ou sintomaticos de acordo com Brasil (2006).
Avaliagado bioquimica sérica

Ap6s o exame clinico, foi colhido de cada c@o aproximadamente 10 mL de
sangue, por meio de puncédo venosa radial, em tubos sem anticoagulante. As amostras
foram transportadas em caixas isotérmicas para o Laboratorio Cinico Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia, onde foram processadas.

As amostras de sangue foram centrifugadas durante 5 (cinco) minutos a 720xg
no soro extraido, foram determinadas as concentragfes de proteinas totais (método
biureto), albumina (método verde de bromocresol), alanina aminotransferase (método
cinético UV IFCC), fosfatase alcalina (método cinético optimizado IFCC) e gamma-
glutamiltransferase (método Szasz modificado), em analisador automatico multicanal
(ChemWell®), previamente calibrado com Calibra H e aferido com soro controle
universal Qualitrol H. O calibrador, soro controle e kits comerciais utilizados foram

fabricados pela Labtest Diagnostica®. As concentracbes de globulinas foram
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calculadas pela diferenca entre as proteinas totais e albumina. Os resultados foram

confrontados com os valores de referéncia citados por KANEKO et al. (2008).

Necropsia

Apls exame clinico e coleta de amostras, os animais foram eutanasiados
segundo protocolo adotado no CCZ, ou seja, foram previamente contidos fisicamente e
posteriormente anestesiados com cloridrato de cetamina 10 mg/kg e xilazina na dose
de 1 mg/kg por via intramuscular. Apos este procedimento foi administrado tiopental na
dose de 12,5mg/kg por via intravenosa. Apés a verificagcdo de status anestésico
profundo, com perda de consciéncia, reflexo muscular e de estimulos nocivos, foi
administrado de 1 a 2 mmol/Kg de cloreto de potassio, com infusdo rapida intravenosa
ou intracardiaca. Ap0s a eutanasia, os animais foram enviados ao Laboratério de
Patologia Animal da UFU, sendo submetidos & necropsia.

A técnica foi realizada seguindo-se a sequéncia de inspecéo de érgdos da Ficha
de Necropsia do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da
Universidade Federal de Uberlandia. Em seguida os figados foram avaliados e
fragmentos coletados, sendo descritas as alteragcdes macroscopicas observadas e
registradas, por meio de fotografias, se necessario.

Andlise histopatoldgica

Fragmentos hepaticos foram coletados para analise histolégica e fixados em
solucéo de formol tamponado a 10%.

Posteriormente, tais fragmentos foram incluidos em parafina, cortados em 5um
de espessura e corados com hematoxilina e eosina para identificacdo das principais
alteracdes morfoldgicas no figado, segundo TOLOSA et al. (2003).

Por meio do microscopio Optico, objetiva de 40x, foi feita a avaliacao
histopatolégica, em que se observou 20 campos por corte de tecido, nas regides
periportal, mediozonal e centrolobular.

As alteracbes hepéticas foram classificadas como degenerativas e/ou
inflamatorias. Na presenca de tais alteracdes a intensidade era classificada como: +

(discreta), ++ (moderada) e +++ (acentuada).
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Na caracterizacdo do processo inflamatorio, além da intensidade também era
registrado o tipo de células inflamatorias presentes.

Para avaliacdo do grau parasitario adotou-se o0 seguinte procedimento: Tecido
negativo: auséncia de amastigotas (-). Tecido fracamente positivo (+), quando apenas
alguns macrofagos foram visualizados com amastigotas, mas concentrados apenas em
algumas areas. Tecido moderadamente positivo (++), quando em torno de 50% do
tecido estava comprometido com macrofagos infectados. Fortemente positivo (+++),
quando a seccdo tecidual analisada encontrava-se quase que completamente
comprometida, tanto pelas lesdes, quanto pela presenca dos macrofagos parasitados,
de acordo com TASCA et al. (2009).

Analise estatistica

A fim de estabelecer diferenca entre os tipos de inflamacao dentre os diferentes
grupos de animais, foi aplicado o teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%.
Teste também aplicado a fim de verificar a existéncia de significancia entre os
parametros bioguimicos séricos nas situa¢des de aumentado, diminuido e normal entre
0s trés grupos de animais.

Para avaliar a frequéncia de degeneracbes, inflamagcdo, granulomas e
parasitismo entre os grupos, foi utilizado o teste de Qui-Quadrado, com significancia de
5% em uma prova bilateral.

Os valores médios dos parametros bioquimicos foram avaliados pelo teste de U
de Mann-Whitney com significancia de 5%.



14

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, sete animais foram classificados como assintomaticos
(22%), 13 oligossintomaticos (39%) e 13 como sintomaticos (39%). Os sinais clinicos
mais frequentes foram: alopecia em membros e ponta de orelha (79%), hepatomegalia
(73%), linfadenomegalia (60%) e onicogrifose em 27% dos animais avaliados.

Carvalho (2009) estudando as manifestacdes clinicas de cdes com LV em
Campo Grande encontrou 27,7% de animais assintomaticos, 31,8% de
oligossintomaticos e 40,5% de sintomaticos. Ja Tasca et al. (2009) observaram 4,5% de

cdes assintomaticos, 54,5% de oligossintomaticos e 40,1% de cées sintomaticos.

Acredita-se que a doenca evolui de um quadro normal, sem sinais clinicos, para
um estado grave e terminal apresentado pelos animais sintomaticos. Diversos fatores
podem estar relacionados com a forma clinica apresentada pelo cdo. Muitos animais
apresentam-se susceptiveis e desenvolvem uma doenca ativa, enquanto outros se
mostram resistentes a infec¢cdo e permanecem assintomaticos, além disso, o estado
nutricional do animal pode influenciar diretamente no desenvolvimento da doencga
(NETO, 2008).

Barros (2011) também observou como principais sinais clinicos nos animais
infectados, em ordem de frequéncia, a linfadenopatia, lesGes alopécicas,
esplenomegalia e hepatomegalia, sendo menos frequentes mucosas hipocoradas,

anorexia, ulceragdes cutaneas, seborréia seca e onicogrifose.

Em relacdo as lesbBes alopécicas, que foi o sinal clinico mais frequente,
Ciamarella et al. (1997) descreveram que tais lesdes geralmente se iniciam na cabeca
(especialmente orelhas e regido dos olhos) e estendem-se para o restante do corpo.
Segundo Hommel (1978), a alopecia estaria associada a acao direta da Leishmania
spp. sobre o foliculo piloso ou por distirbios no metabolismo do acido pantoténico
causado por lesdes hepaticas, ou ainda pela deposicdo de imunocomplexos na
membrana basal da pele induzindo um processo auto-imune que desencadearia a

alopecia.



15

A partir da avaliacdo histopatolégica do tecido hepéatico, verificou-se que as
principais alterac6es degenerativas observadas foram esteatose e degeneracao turva
(Tabela 1). Apesar da frequéncia destas alteracGes variar entre 0os grupos de animais
classificados clinicamente como assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos, ndo

houve diferenca estatistica na ocorréncia das degeneracgdes (p=0,05).

Tabela 1. Frequéncia de lesdes hepaticas observadas em caes naturalmente infectados

com Leishmania chagasi, Uberlandia — MG, 2012.

Tipo de Leséo Assintomaticos (n=7) Oligossintomaticos Sintomaticos (n=13)
(n=13)
Esteatose 2 (28%)% 1(7%) 2 4 (31%)*°
Degeneragdo Turva 2 (28%)° 9 (69%) ° 4 (31%)®
Granulomas 5(71%) ° 9 (69%) ° 10 (77%)°
Infiltrado Inflamatério 7(100%) ? 10 (77%)* 12 (92%) *
Parasitismo 1(14%)* 3(23%)° 5 (38%)?

* Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos pelo teste de Qui-
Quadrado (p=0,05).

Pimentel et al. (2008) verificaram que esteatose, caracterizada pela consisténcia
friavel, cor amarelada do 6érgdo e microscopicamente pela presenca de goticulas de
lipideos no citoplasma dos hepatdcitos ocorreu em 80% dos animais sororreagentes em
Recife. Estes autores ndo agruparam os caes de acordo com a sintomatologia clinica,
porém, no presente estudo, somente 31% dos animais sintomaticos apresentaram
esteatose.

Laurenti (2010) cita que na leishmaniose visceral em humanos os hepatoécitos
apresentam esteatose de intensidade variada, além de escassas alteracdes
regenerativas ou necrose de células isoladas. Este mesmo autor observa que em
modelos experimentais, como hamsteres inoculados com formas amastigotas de L.
chagasi, os aspectos histopatoldgicos sédo semelhantes aos padrdes tipicos observados
na doen¢a humana.

A degeneracdo gordurosa (Figura 1) pode ser associada a diminuicdo da
producéo de fosfolipideos (VAZ et al., 2006) devido as quedas metabdlicas das células

em funcado da cronicidade da doenca, da hiperplasia e hipertrofia das células do sistema
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fagocitico mononuclear, além de alteragbes homeostaticas que ocorrem no 6rgao
(BOGLIOLO, 2009).

A degeneracdo turva dos hepatdcitos, observada nos trés grupos de animais,
também foi relatada por Molano et al. (2003) e Rallis et al. (2005) com incidéncia de
57,7%. No mesmo estudo, os referidos autores ndo encontraram correlacdo entre a
degeneracdo e a carga parasitaria ou o tipo de reacdo inflamatéria no 6rgdo, como
observado no presente estudo. Porém, Kumar et al. (2005) explicam que a
degeneracado hidrépica pode ser causada pela reducdo do fluxo sanguineo para o

orgao, causada pelo infiltrado inflamatério periportal.

Figura 1. Vacuolos contendo goticulas de lipideos no citoplasma de hepatécitos (seta) em céo
naturalmente infectado por Leishmania chagasi, Uberlandia — MG, 2012. HE. 40x.

No figado de cées dos trés grupos analisados foi observada reacéo inflamatéria
cronica, caracterizada por infiltracdo de células mononucleares no espago porta e
parénquima hepatico, juntamente com granulomas intralobulares (Figura 2). Embora

seja claro que o processo inflamatério é estimulado pelo parasitismo, ele nao é
suficiente para erradicar a infeccdo (MARQUEZ; MARTINEZ, 2001).
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No presente trabalho observou-se granulomas hepéticos nos cées, independente
da apresentacao clinica, sendo que nao houve diferenca estatistica entre os grupos
com relacdo a ocorréncia de granulomas (p=0,05).

Figura 2. Granuloma intralobular em figado de céo naturalmente infectado por Leishmania
chagasi, Uberlandia — MG, 2012. HE. 40x.

Granulomas intralobulares também foram relatados por Tafuri et al. (2004) e
Rallis et al. (2005) em céaes naturalmente infectados por L. chagasi, sendo a gravidade
das lesdes determinada por varia¢des individuais da resposta imunol6gica do individuo
(GONZALEZ et al., 1988).

Os granulomas originam-se em resposta a presenca de parasitos incorporados
em macrofagos que se multiplicam em seu citoplasma, numa tentativa de controlar sua
multiplica¢éo. Isso resulta em estimulo da imunidade humoral e como consequéncia a
infiltrac@o linfoplasmocitaria ao redor dos macréfagos infectados. Eventualmente os
granulomas adquirem uma disposi¢cdo concéntrica, com os macréfagos no centro e
linfocitos e plasmacitos na periferia (CORBEIL et al., 1976).

De acordo com Murray (2001) um granuloma imunologicamente ativo é

necessario para uma acao antimicrobiana efetiva. Para sua formacéo, requerem um
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antigeno especifico vindos de uma resposta imune mediada por células e se
desenvolvem lentamente, podendo persistir por longos periodos e sdo mais propensos
a estar presentes em infec¢cdes provocadas por patdgenos intracelulares (MCELRATH
et al., 1988).

Na leishmaniose, semelhante a outras doencas causadas por parasitas
intracelulares, as respostas imunes celulares sdo fundamentais na determinacédo da
cura ou a resisténcia a doenca, tanto em humanos quanto em murinos (KAYE et al.,
2004). Na LVH, a presenca de granuloma hepatico parece estar correlacionada com o
controle espontaneo e manutencdo de um estado subclinico de infeccdo. O mesmo
parece ocorrer em caes, como observado neste estudo onde cdes assintomaticos

também apresentaram granulomas hepaticos.

No entanto, a eficacia antimicrobiana da resposta granulomatosa é imprecisa e

depende dos patdgenos determinantes (MURRAY, 2001).

N&o houve diferenca na ocorréncia de infiltrado inflamatoério entre os trés grupos.
Porém, independente do tipo de inflamacdo os animais assintomaticos foram os que
apresentaram com maior frequéncia processo inflamatério (100%), seguido dos
sintomaticos com 92% (Tabela 1).

No grupo de animais assintomaticos o tipo de inflamacdo predominante foi o
linfocitario com moderada intensidade (57%), assim como no grupo de
oligossintomaticos (23%). Os animais sintomaticos apresentaram em igual proporcao
processo inflamatério linfocitario e histiocitario (23%), ambos de intensidade moderada
(Figura 3). Porém ndo foi possivel estabelecer um padrdo dominante de infiltrado

inflamatorio em cada um dos trés grupos avaliados pelo teste de Wilcoxon.
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Figura 3. Distribuicdo dos tipos de infiltrado inflamatério de acordo
naturalmente infectados com Leishmania chagasi, Uberlandia — MG, 2012.
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com a sintomatologia clinica em caes

N&o houve diferenca significativa entre os grupos avaliados (p=0,05) pelo teste de teste de Wilcoxon. C= Controle; A

= Assintoméaticos; O = Oligossintométicos; S = Sintomaticos. Roxo =

moderada; Amarelo = intensidade acentuada.

intensidade discreta; Rosa = intensidade
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Os tipos de infiltrado inflamatério observados no presente estudo (Figura 4) sao
compativeis com aqueles encontrados por Tafuri et al. (1996) e Rallis et al. (2005) que
consideram as mesmas compativeis com o quadro de hepatite crénica em caes com
LVC, descrevendo infiltrado inflamat6rio no espacgo porta, ocasionalmente penetrando
no parénquima hepatico, além de agregados linfoplasmocitarios no parénquima do
orgao.

Figura 4. Infiltrado inflamatério linfocitario (A), linfoplasmocitario (B), histiocitario (C), plasmocitario (D) e
histioplasmocitario (E) no figado de cées naturalmente infectados com Leishmania chagasi, Uberlandia — MG, 2012.
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Rallis et al. (2005) sugerem uma progressdo de mudancas hepaticas em caes
com LV, sendo que no inicio da doenca o figado apresenta uma estrutura normal, com
algum infiltrado inflamatério histiocitico e amastigotas na regido dos sinusoides. Com o
desenvolvimento da doenca visualiza-se areas de inflamacg&o periportal moderada com
populacées de histiocitos, plasmadcitos e linfécitos, com uma quantidade maior de
granulomas e amastigotas. Ja nagueles animais com o padrdo severo da doenca,
observa-se hepatite linfoplasmocitaria periportal, com poucos histiécitos e o infiltrado

penetrando o parénquima hepatico juntamente com degeneragfes mais evidentes.

Entretanto, no presente estudo os animais assintomaticos e oligossintomaticos
apresentaram processo inflamatério predominantemente linfocitico periportal, de
intensidade moderada, sem apresentarem padrédo severo da doencga clinicamente ou
alteracdes bioguimicas séricas importantes, com excec¢ao dos niveis de GGT acima dos
valores de referéncia, como serd discutido adiante. Na verdade a severidade das
manifestacbes clinicas depende intrinsecamente do tipo de resposta imunoldgica
expressada pelo individuo infectado.

Conforme a capacidade do individuo (homem ou cdo) em montar uma defesa
imunologica efetiva, a qual estd relacionada a fatores ambientais, nutricionais,
genéticos e ligados ao préprio parasita; induzindo preferencialmente resposta imune
mediada por Thl ou Th2, a LV podera se apresentar sob amplo espectro, com formas:
assintomaticas, oligossintomaticas e sintoméaticas (MELO, 2004).

Estudos em cées tém mostrado que a geracdo de uma resposta imune protetora
contra leishmaniose € mediada por células T (CABRAL, et al., 1992). Os macrofagos
parasitados e outras células apresentadoras do antigeno apresentam antigenos de
Leishmania aos linfécitos T do tipo CD4+. Estes linfocitos sédo estimulados a produzirem
interleucinas, e dependendo do perfil estimulado ocorre o desenvolvimento de sub-
populacdes de linfocito TH (T Helper) do tipo Thl, associado a producao de citocinas
que sao requeridas para a ativacdo de macrofagos e morte dos parasitas. Ja no
estimulo de linfocito tipo Th2 ha producéo de grande quantidade de IL-4 marcadores da
presenca de resposta humoral com producdo de grande quantidade de anticorpos
produzidos por linfocitos B (LIEW; O’'DONNEL, 1992).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cabral%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1437241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alexander%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1437241
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A LV é caracterizada pela grande producdo de anticorpos, principalmente IgG.
Entretanto como a ativacdo de LB é policlonal, a maioria das imunoglobulinas séo
inespecificas. Os anticorpos especificos contra Leishmania s&o utilizados
principalmente para o diagnéstico. No homem, bem como no c&o, aspectos
relacionados a imunidade nao estdo claramente definidos (MELO, 2004), assim como
sua correlacdo com a manifestacao clinica.

Dados demonstram que animais assintomaticos apresentam baixo parasitismo
em diversos 6rgaos como pele, baco, figado e linfonodos quando comparados ao grupo
de animais sintomaticos (REIS et al., 2006b). No presente estudo observou-se maior
numero de células parasitadas nos animais sintomaticos, porém estatisticamente nao
houve diferenca entre os grupos.

Giunchetti et al. (2008) encontraram uma frequéncia maior de parasitismo em
cdes sintomaticos, estabelecendo com isso uma possivel relagdo entre a intensidade do
parasitismo hepatico e a evolucdo das manifestacfes clinicas da LVC. Sanchez et al.
(2004) também relataram parasitismo hepatico mais intenso em caes sintomaticos do
gue em assintomaticos, sugerindo que essa diferenca poderia ser explicada por uma
infeccdo diminuida ou um controle mais eficaz da replicacdo do parasita no grupo dos
assintomaticos. Pinelli et al. (1995) propuseram que cées sintomaticos podem ser mais

suscetiveis ou os assintomaticos mais resistentes a infecgédo por L. infantum.

Giunchetti et al. (2008) estabeleceram uma associacdo significativa entre
parasitismo e reacédo inflamatoéria periportal, demonstrando que a presenca do parasita
parece ser suficiente para induzir uma reacéo inflamatéria, embora tal reacdo nédo seja

dependente da intensidade ou frequéncia de parasitismo.

No presente estudo esta relacdo nao foi observada, pois animais que nao
apresentaram parasitismo exibiam processo inflamatorio periportal. A simples presenca
do parasita no parénquima hepatico é suficiente para iniciar eventos relacionados a
inflamacgé@o granulomatosa e as alteracdes no tecido hepatico simplesmente refletem a
ativacdo do sistema imune. Poréem El Hag et al. (1994) observaram que a reacédo
inflamatoria persiste mesmo depois do tratamento e erradicacdo do parasitismo.
Sugere-se que junto com o parasitismo outros fatores estdo envolvidos no processo

inflamatério.
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Com relagdo a avaliagdo das alteracdes bioquimicas séricas, ndo houve
diferenca nos niveis de proteinas e enzimas entre os trés grupos avaliados (Tabela 2).
Porém é possivel perceber que os niveis médios de GGT, proteinas totais e globulinas
estdo aumentados em todos os grupos analisados e, os de albumina e a relagéo
albumina globulina (A:G) estdo diminuidos quando confrontados com valores de

referéncia.

Tabela 2. Média e desvio padrdo das enzimas e proteinas séricas avaliadoras da
funcdo hepatica de caes naturalmente infectados por Leishmania chagasi no municipio
de Uberlandia — MG, 2012.

Constituinte Assintomatico Oligossintomatico Sintomaético Valor de Reférencia
(n=7) (n=13) (n=13) (KANEKO, 2008)
ALT (U/L) 50,14+18,13% 39,76x+18,51° 54,15+40,73° 0-102 U/L
GGT (U/L) 10,54+6,00° 10,04+6,41° 12,07+10,33% 1,2-6,4 U/L
FA (U/L) 69,87+30,40° 49,34120,45° 53,37+37,05° 0-156 U/L
Proteinas totais (g/dL) 8,21+1,50 10,03£2,14° 10,52+3,68° 5,4-7,1 g/dL
Albumina (g/dL) 2,17 +0,62° 1,91+0,63° 1,90+0,51°% 2,6-3,3 g/dL
Globulinas (g/dL) 6,04+1,64° 8,11+2,58° 8,61+3,85° 2,7-4,4 gldL
Relagdo A:G 0,38+0,16 * 0,27+0,18 *# 0,280,172 0,59-1,11

*Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos avaliados (p=0,05) pelo
teste de teste de U de Mann-Whitney.

Giunchetti et al. (2008), ao comparar a relacdo A:G entre 0s grupos, observaram
niveis mais baixos nos animais sintomaticos do que nos assintomaticos. Além disso,
verificaram também que ha uma correlacdo negativa entre tais niveis e a presenca de

granulomas intralobulares, fato ndo observado no presente estudo.

A inversao da relacdo A:G revela uma diminuicdo da concentracao de albumina e
aumento das fracdes de globulinas (KEENAN et al., 1984). Isso se da devido ao

aumento nos niveis de anticorpos anti-Leishmania, que esta relacionado com a
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sintomatologia da doenga, havendo uma relagéo entre o agravamento dos sintomas e o

aumento dos niveis de globulinas (REIS et al., 2006a; Freitas et al., 2012).

Tabela 3. Comportamento das enzimas e proteinas séricas avaliadoras da funcéo

hepética de cdes naturalmente infectados por Leishmania spp no municipio de

Uberlandia — MG, 2012.

Constituinte

Assintomaticos

Oligossintomaticos

Sintomaticos

(n=7) (n=13) (n=13)
Aumentado 0 0 2(15,3%)*
ALT Diminuido 0 0 0
Normal 7(100%) ® 13 (100%)* 11 (84,7%)°
Aumentado 5(71,5%) * 9(69,2%)* 8(61,5%)*
GGT Diminuido 0 0 0
Normal 2(28.5%)* 4(30,8%) *° 5(38,5%)*
Aumentado 0 0 0
FA Diminuido 0 0 0
Normal 7(100%) ® 13 (100%)? 13 (100%)*
Aumentado 5(71,5%)? 12 (92,3%)* 11 (84,7%)*
PT Diminuido 0 0 1(7,7%)?
Normal 2(28,5%)° 1(7,7%) 2 1(7,7%)®
Aumentado 0 0 0
Albumina Diminuido 5(71,5%)* 10 (76,9%)° 12 (92,3%)?
Normal 2(28,5%) 3(23,1%)® 1(7,7%)
Aumentado 7(100%) ® 12 (92,3%)* 11 (84,7%)°
Globulinas Diminuido 0 0 1(7,7%)?
Normal 0 1(7,7%)* 1(7,7%)?
Aumentado 0 0 0
Relacdo A:G  Diminuido 6(86%)? 12 (92,3%)*° 12 (92,3%)?
Normal 1(14%)° 1(7,7%)? 1(7,7%)°

Letras iguais na mesma linha e coluna indicam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos avaliados

(p=0,05) pelo teste de teste de Wilcoxon.

Ao avaliar as diferencas de propor¢cdes de cada constituinte bioquimico sérico
dentro e entre cada um dos grupos, nao foi observada diferenca significativa entre os

achados bioquimicos séricos e a sintomatologia dos animais.
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O aumento das globulinas foi observado em 100% de sintomaticos, 92,3 %
oligossintomaticos e 84,7% de sintomaticos. Segundo Almeida et al. (2005),

hipergamaglobulinemia é um achado caracteristico em caes com LV.

Hipoalbuminemia foi observada em 71,5% de animais assintomaticos, 76,9% de
animais oligossintoméaticos e 92,3% de animais sintomaticos. Tal fato pode indicar uma
reducdo da sintese de albumina pelo figado infectado (BIZZET]I et al., 1989), resultado
de uma inflamagéo crbnica (LISTE BURILLO et al., 1994), juntamente com uma
absorcdo intestinal de proteinas prejudicada, além de uma excessiva proteinuria
(BIZZETI et al., 1989).

Como a LVC é uma doenca crénica esse aumento dos niveis de proteinas totais,
ocasionado principalmente pela elevacdo das fragées 3 e y-globulinas, juntamente com

a diminuicdo dos niveis de albumina pode ser observado (REIS, 2006a).

No presente estudo ndo houve aumento nos niveis de ALT e FA quando os trés
grupos foram comparados, corroborando com os estudos de Kiral et al. (2004) que ao
analisarem a concentracdo desta enzima no soro sanguineo detectaram valores
moderadamente elevados, porém sem diferenca significativa. Entretanto, Dias et al.
(2008) encontraram valores aumentados de ALT em cées sintomaticos e esses valores
foram diferentes dos outros grupos avaliados.

Dentre as enzimas hepéticas, a que apresentou aumento nos trés grupos foi a
GGT, que segundo Keller (1981) esta presente no figado, rim e pancreas, sendo que
sua elevacéao pode ser relacionada a falha hepatobiliar observada em animais com LCV
(VALLADARES et al., 1997). A GGT e FA sé&o consideradas enzimas de indugao e,
quando suas concentracdes séricas apresentam-se elevadas simultaneamente, indicam
colestase em cédes (TRHALL et al., 2007; TENNANT; CENTER, 2008).
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VI. CONCLUSAO

Animais infectados naturalmente por Leishmania apresentam alteragbes
inflamatorias e degenerativas no figado sem, contudo, apresentarem sintomatologia

clinica.

Animais assintomaticos e oligossintomaticos apresentam com maior frequéncia
processo inflamatério linfocitario de moderada intensidade, enquanto animais
sintomaticos apresentam processo inflamatorio linfocitario e histiocitario. Varios fatores
podem interferir na resposta inflamatdria na leishmaniose além do parasitismo,
necessitando de mais estudos, uma vez que neste trabalho ndo foi estabelecida relacao

entre parasitismo e frequéncia de processo inflamatorio.

Em relacdo a analise bioquimica sérica, hipoalbuminemia associada a
hiperglobulinemia, além de um aumento nas concentragdes de GGT ocorrem tanto em
animais sintomaticos como assintomaticos e oligossintomaticos. Porém néo foi possivel
estabelecer relacdo entre as degeneracdes e o processo inflamatorio de caes
naturalmente infectados com Leishmania chagasi e as alteracdes bioquimicas

encontradas.
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