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Resumo

O propésito do presente trabalho foi o estudo da Leishmaniose Visceral Canina — LVC por meio de métodos
parasitolégicos e imunoistoquimicos para a detecgio de formas amastigotas de Leishmania (L.) chagasi em bago,
além de descrever a histopatologia das lesoes esplénicas em 34 cies, com diferentes manifestacoes clinicas da LVC,
eutanasiados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Ilha Solteira, SP. Esses animais foram examinados clinicamente
antes da eutdndsia e de acordo com os sinais clinicos da LVC, foram classificados em trés grupos: assintomdticos
(8 caes), oligossintomdticos (17 caes) e sintomdticos (9 cies). Apds a realizagio desses exames, dos 34 cies, 22 (64,7%)
estavam positivos e 12 (35,3%) negativos. Desses cies positivos, 1/22 (4,5%) era assintomdtico, 12/22 (54,5%) eram
oligossintomdticos e 9/22 (40,1%) sintomdticos. Pela histopatologia, os caes, especialmente os sintomdticos apresentavam
o0 bago com inflamagio cronica e espessamento na regido capsular e trabecular, além de extensa alteragao morfoldgica
na polpa vermelha e branca pela presenca de grande quantidade de macréfagos repletos de amastigotas, pela reagao
granulomatosa inflamatéria e pelas dreas hemorrdgicas. Os exames histopatoldgicos e a detec¢io microscdpica direta da
L. (L.) chagasi revelaram que o bago ¢ um 6rgao 1til para auxiliar no diagnéstico da LVC. A coloragio imunoistoquimica
foi a que detectou o maior niimero de tecidos esplénicos positivos com amastigotas, além de elucidar os casos suspeitos
pelos exames parasitolgicos, principalmente, nos animais assintomdticos ou oligossintomadticos.

Palavras-chave: Leishmania (L.) chagasi, Leishmaniose Visceral, cies, bago, imunoistoquimica.

Abstract

The purpose of this work was a Canine Visceral Leishmaniasis — CVL study by parasitological direct examination of
Leishmania (L.) chagasi (imprinting and histological), immunohistochemical test and histopathological analysis using
spleen tissues from 34 dogs euthanized by the Zoonotic Disease Control Centre from Ilha Solteira, SP, Brazil. According
to the clinical signs, the dogs were divided in three groups: asymptomatics (8 dogs), oligosymptomatics (17 dogs) and
symptomatics (9 dogs). After the accomplishment of all diagnostic tests, 22 dogs were considered positives (64.7%)
and 12 (35.3%) were negatives to CVL. From these positive dogs, 1/22 (4.5%) was asymptomatic, 12/22 (54.5%) were
oligosymptomatics and 8/22 (40.1%) were symptomatics. The histopathological study in spleen tissues from positive,
especially symptomatic dogs, showed a diffuse chronic inflammation with thickness of capsular and trabecular regions
and there was extense morphologic alteration of the red and white pulp by the presence of abundant macrophages
full with amastigotes, the granulomatous inflammatory reaction and haemorragic areas. The data of this work from
histopathologic examination and direct microcopic visualization of L. (L.) chagasi showed that the spleen was an useful
organ to collect sample tissues for CVL diagnosis. The immunostaining detected the highest number of positive dogs
and were considered an important and conclusive method to be used in addition to parasitological methods for CVL,
particularly in asymptomatic or oligosymptomatic dogs.
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Introdugio

As leishmanioses sao doengas parasitdrias causadas por pro-
tozodrios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
género Leishmania que acometem o homem e diferentes espécies
de mamiferos silvestres e domésticos das regides tropicais e sub-
tropicais dos chamados Velho ¢ Novo Mundo (MARZOCH]I;
MARZOCHI, 1994). O agente etiolégico da Leishmaniose
Visceral — LV no palis ¢ a espécie Leishmania (L.) chagasi.

No ambiente doméstico, o cio (Canis familiaris) é o reser-
vatério envolvido na manutengio do ciclo zoonético predomi-
nante em vdrias regides do pafs (BRASIL, 2003). O diagndsti-
co clinico da Leishmaniose Visceral Canina — LVC ¢ precirio e
complexo, pois os sinais clinicos da doenga sdo varidveis e ines-
pecificos, comuns a outras enfermidades que acometem o cdo. A
imunossupressio causada por Leishmania pode gerar infecgoes
oportunistas, dificultando do mesmo modo o diagnéstico da
LVC (SILVA, 2007).

Dependendo da fase da doenga e das condigées imunolé-
gicas, muitos caes infectados apresentam-se assintomaticos.
Entretanto, j4 foi demonstrado que cées infectados, mesmo
assintomdticos, sio fontes de infeccao para os flebotomine-
os e, consequentemente, tém papel ativo na transmissio de
Leishmania (PALATNICK DE SOUZA et al.,, 2001). Na-
turalmente, tanto a resposta imune humoral como a celular
estdo envolvidas, ¢ a gravidade e variedade dos sinais clinicos
da doenca dependem do equilibrio entre esses dois sistemas
(POCAI et al.,, 1998; FEITOSA et al., 2000). Usando técnicas
soroldgicas, imunoistoquimicas e reagio de sensibilidade tar-
dia, ¢ possivel avaliar a caracteristica e o tipo de resposta imune
que ¢ envolvida e, dessa forma, definir o estado imune dos caes
(NOGUEIRA et al., 2007). Lesoes macroscdpicas consistem de
leve ictericia, linfadenopatia acentuada, esplenomegalia e hepa-
tomegalia. Pela andlise microscépica do linfonodo, bago, medu-
la dssea, figado, rim, pele e coragao, jd foi observada uma reagao
linfo-histioplasmocitdria acentuada. Numerosos macréfagos
reativos, contendo vactiolos parasitéforos intracitoplasmdticos
com estruturas basofilicas sugestivas de formas amastigotas de
Leishmania sp., foram visualizados na medula dssea, figado,
baco e linfonodo (KRAUSPENHAR, 2007).

As técnicas soroldgicas recomendadas atualmente pelo
Ministério da Satde para o inquérito epidemiolégico canino
sio a Reacio Imunofluorescéncia Indireta — RIFI e o ELISA
(BRASIL, 2003). A RIFI ainda ¢ o teste de eleiciao por reu-
nir uma série de vantagens, como ficil execugio, rapidez, baixo
custo e, sensibilidade e especificidade adequadas quando com-
parada a outras técnicas (ALVES; BEVILACQUA, 2004). Ji a
sensibilidade e a especificidade do ELISA dependem do tipo de
antigeno empregado (espécie ou forma evolutiva do parasito)
e de mudangas no protocolo experimental padrio (tempo de
incubacio ou tipos de microplacas utilizadas) (REITHINGER
et al., 2002).

Pelos exames parasitoldgicos, formas amastigotas do parasito
podem ser observadas em esfregacos de linfonodo, medula 6s-
sea, aspirado esplénico, bidpsia hepdtica e esfregacos sanguineos
corados com corantes de rotina, tais como Giemsa, Wright e
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Panético (BRASIL, 2003). Além disso, existem, atualmente, as
técnicas imunoistoquimicas que oferecem a vantagem de aumen-
tar a sensibilidade e a especificidade das técnicas parasitoldgicas
por apresentarem facilidades na execucio e alto grau de contraste
entre os parasitas ¢ as células hospedeiras (FERRER et al., 1988;
TAFURI et al., 2004).

No aspecto imunopatoldgico, a Leishmania nos cies sinto-
maticos parece desenvolver um modelo imune caracterizado pela
elevada atividade das células B e pela auséncia da imunidade ce-
lular (SLAPPENDEL, 1988).

Devido ao intenso parasitismo no bago de animais sinto-
mdticos por LVC, esse érgio foi escolhido por alguns autores
(BARROUIN-MELO et al., 2004, 2006) como um excelente
local para a obten¢ao de amostras biolégicas e assim, ser explora-
do para a obten¢ao de material para o diagndstico da LVC, por
métodos parasitoldgicos, imunoistoquimicos e outros.

O objetivo do presente trabalho foi o estudo da LVC por
meio de métodos parasitolégicos e imunoistoquimicos para a
detecgao de formas amastigotas de L. (L.) chagasi em bago, além
de descrever a histopatologia das lesoes esplénicas em caes, com
diferentes manifestagoes clinicas da doenca.

Material e Métodos

1. Local e animais

Esse trabalho foi executado em Ilha Solteira, localizada na
regido Noroeste do estado de Sao Paulo, considerada endémica
para LVC. Os cies (n = 34) foram entregues ao Centro de Con-
trole de Zoonoses — CCZ de Ilha Solteira, SP, por se apresenta-
rem naturalmente infectados para LVC (kit Bio Manguinhos,
titulo 1:40). Esses caes foram submetidos 2 eutandsia pelo CCZ,
em cumprimento ao Decreto n° 51.838 do Ministério da Satde
do Brasil, de 14 de mar¢o de 1963, o qual estabelece que animais
domésticos portadores de leishmaniose devem ser submetidos
A eutandsia. Para este procedimento os caes foram anestesiados
com pentobarbital sédico (15 mg/kg/iv) e ainda em plano anes-
tésico, aplicou-se uma ampola de cloreto de potdssio a 19,1%,
por via intravenosa, seguindo as recomendagoes da Resolucio
n° 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medi-
cina Veterindria, que dispoe sobre procedimentos e métodos de
eutandsia de animais.

Esses animais, antes de sofrerem a eutandsia foram submeti-
dos a exames clinicos. De acordo com os sinais clinicos da LVC
foram separados em trés grupos: aqueles com mais de trés si-
nais clinicos caracteristicos para LVC foram classificados como
sintomdticos (n = 9 cdes), com um a trés sinais clinicos, como
oligossintomdticos (n = 17 ces) e sem qualquer sinal clinico
aparente, como assintomdticos (n = 8 cies). Os animais com-
preendiam caes de vdrias idades, sexo e ragas, com a maioria sem
raca definida.

Em seguida, esses animais foram novamente examinados
para se detectar a presenca de anticorpos anti-Leishmania no
soro, pelos métodos ELISA e RIFI.
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2. Exames parasitoldgicos

Imprinting— IP: Durante as necrépsias, impressoes de fragmen-
tos de tecidos de bago foram realizadas em [Aminas de microscé-
pio, fixadas em metanol e coradas pelo Giemsa. Foram analisados
até 100 campos microscépicos na objetiva de 100X e os campos
positivos com formas amastigotas foram contados. A intensidade
do parasitismo foi graduada da seguinte forma: até 10% dos cam-
pos positivos (+); de 11 a2 30% (++); 31 a 60% (+++); 65 a 100%
(++++). Os tecidos dos animais que nao apresentaram amastigotas
em nenhum dos campos foram considerados negativos (-).

Exames bistoldgicos — HE: Amostras de tecidos de bago de
todos os animais foram coletadas e fixadas em solucao de for-
malina tamponada a 10% e pH 7,4, emblocadas em parafina
para o exame histolégico de rotina e coradas com hematoxilina
e eosina (HE). Para avaliagio do grau parasitdrio adotou-se o se-
guinte procedimento: Tecido negativo: auséncia de amastigotas
(). Tecido suspeito (+) quando havia lesoes de fraca intensidade
que nio permitia uma avaliagio conclusiva, ou quando o grau de
contraste da coloragio nio era suficiente para permitir uma visu-
alizagio perfeita das amastigotas, se presentes. Tecido fracamente
positivo (++), quando apenas alguns macréfagos foram visualiza-
dos com amastigotas, mas concentrados apenas em algumas dre-
as. Tecido moderadamente positivo (+++), quando em torno de
50% do tecido estava comprometido com macréfagos infectados.
Fortemente positivo (++++), quando a sec¢io tecidual analisada
encontrava-se quase que completamente comprometida, tanto
pelas lesoes, quanto pela presenca dos macréfagos parasitados.

3. Exame imunoistoquimico

A técnica adotada para a imunoistoquimica foi a de Tafuri
et al. (2004), da seguinte maneira: liminas com corte do tecido
em parafina foram hidratadas por passagens sucessivas em xilol e
4lcool, de acordo com a técnica histoldgica padrio. O anticorpo
primdrio foi o soro hiperimune de cies comprovadamente infec-
tados com LVC (RIFI; titulo 21:1280). O anticorpo secunddrio
foi anti-coelho produzido em cabra e biotinilado. O complexo
enzimdtico foi uma solu¢io do Complexo Avidina-Biotina pero-
xidase (Vectstain ABC kit; Vector Laboratory) e o substrato foi o
cromdgeno New Red (New Red substrate kit, Vector Laboratory).
Os tecidos foram finalmente corados com hematoxilina de Mayer
e montados entre limina e laminula. As formas amastigotas pre-
sentes nos tecidos coraram-se especificamente na cor vermelho
tijolo. O resultado foi apresentado apenas como negativo ou po-
sitivo, ndo se avaliando a intensidade da imuno-reacio.
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Resultados e Discussao

1. Positividade dos cies segundo os sinais clinicos

Para melhor compreensio dos resultados, os animais fo-
ram subdivididos em trés grupos, visto que cies infectados
podem desenvolver sinais clinicos da LVC resultando em
morte, enquanto outros permanecem assintomdticos, ou po-
dem desenvolver um ou mais sinais brandos, sendo classifica-
dos como oligossintomdticos. Apés a realizagio dos exames
parasitoldgicos (IP e HE) e imunoistoquimicos, verificou-se
que dos 34 animais, 22 (64,7%) eram positivos, 12 (35,3%)
eram negativos. Dentre os cdes positivos por esses métodos
diagnésticos, 1/22 (4,5%) era assintomdtico, 12/22 (54,5%)
eram oligossintomdticos e 9/22 (40,1%) sintomdticos. De
acordo com Cabral et al. (1998) e Sideris et al. (1999), a
maioria dos caes infectados nao apresenta nenhum sinal cli-
nico. Isso explica a presenca de cdes assintomdticos positivos
para LVC, na presente pesquisa. A maioria dos cdes pertencia
ao grupo oligossintomdtico, ao contrdrio dos resultados de
Moreira et al. (2007) verificando no bago, positividades de
26,8; 28,0 e de 34,8%, respectivamente, para cies assinto-
madticos, oligossintomdticos e sintomdticos em exames histo-
quimicos.

Na Tabela 1, observa-se que desses 34 cies, o teste IMIQ
diagnosticou como positivo 18/33 (54,5%) animais, se-
guido pelo HE com 17/33 (51,52%) e pelo IP com 13/27
(48,15%). Verificou-se assim que esses trés métodos foram
bastante semelhantes quanto ao nimero de cdes positivos,
no entanto, vale lembrar que pelos exames parasitolégicos
(ID, Figura 1 ou HE, Figuras 2a, 3a, 4a e 4b), 8 (29,63%) ¢
12 (36,36%) cies foram considerados suspeitos pelos exames
IP e HE, respectivamente, pela dificuldade na visualizacio
dos parasitas nos tecidos. Nessas situacoes, o exame IMIQ
(Figuras 2b e 3b) contribuiu para concluir o diagnéstico, quer
seja positivo ou negativo, com auséncia de suspeitos, e isto se
deveu A coloracio especifica das formas amastigotas presen-
tes nos tecidos esplénicos. Esses resultados estao de acordo
com vérios autores que relataram as técnicas parasitoldgicas
como bastante especificas, mas com a imunoistoquimica ofe-
recendo a vantagem adicional, pelo maior grau de contraste
entre os parasitas e as células hospedeiras aumentando a sua
sensibilidade e a sua especificidade (FERRER et al., 1988;
TAFURI et al., 2004).

Tabela 1. Ntumeros e porcentagens de caes positivos, suspeitos e negativos para LVC ap0s a realizacio de exames parasitolégicos (IP e HE) e

Imunoistoquimicos — IMIQ. Ilha Solteira, SP, 2008.

Numeros e porcentagens de caes

Testes Positivos Suspeitos Negativos
Total NR
Ne % Ne % Ne %
P 13 48,15 8 29,63 6 22,22 27 7
HE 17 51,52 12 36,36 4 12,12 33 1
IMIQ 18 54,50 0 0 15 45,50 33 1
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Figura 1. Fotomicrografia do imprinting de fragmentos do bago do

cao n° 31, sintomdtico para Leishmaniose Visceral, mostrando dois
macréfagos repletos de formas amastigotas de Leishmania. Observe
também a presenca de algumas amastigotas isoladas pelo material.
Giemsa.

2. Exames parasitoldgicos, imunoistoquimicos e
histopatoldgicos em tecidos esplénicos

Cies assintomdticos: Nesse grupo, apenas 1/8 (12,5%) cio
estava positivo (o cio de n° 19), resultado esse confirmado por
todos os exames realizados, ou seja, os dois parasitolégicos e a
imunoistoquimica, além também da sorologia (dados niao mos-
trados). Os demais animais, embora 7/8 (87,5%) tenham sido
classificados como suspeitos (+) pelos exames parasitoldgicos, a
imunoistoquimica nio detectou nenhuma forma amastigota em
seus tecidos e assim foram considerados negativos (Tabela 2).
Pela histopatologia do bago, observou-se que o unico cio posi-
tivo, embora assintomdtico, apresentava os tecidos hemorrdgi-
cos, com vasos dilatados e congestos com aumento no niimero
das arterfolas, inflamagio aguda abaixo da cdpsula esplénica e
polpa branca levemente hiperpldsica. Havia também a presen-
ca de polimorfonucleares, com predominincia de eosinéfilos e
neutréfilos, além do aumento no nimero de plasmdcitos e ma-
créfagos infectados por Leishmania sp. e focos inflamatdrios mo-
nonucleares formando granulomas com células gigantes. Nesse
cdo, o titulo de anticorpo anti-Leishmania para RIFI (1:1.280)
foi alto e o baco estava intensamente (++++) infectado, tanto
na histoquimica (HE) como na imunoistoquimica (Tabela 2
e Figuras 2a e 2b). Esse resultado estd em concordincia com
Cabral et al. (1998) e Sideris et al. (1999), onde relataram que
nem todos os caes infectados apresentam qualquer sinal clinico
da LVC. Pode existir um periodo assintomdtico varidvel, onde os
animais podem desenvolver os sinais clinicos posteriormente ou
continuar como portadores sios da leishmaniose canina, mas po-
tenciais transmissores do parasita ao inseto vetor ABRANCHES
etal., 1998). No entanto, o presente cio j soropositivo, teve seu
quadro avancado para a manifestagao clinica da doenga.

Rev. Bras. Parasitol. Vet.

Nos demais animais assintomadticos, observou-se em alguns
deles, a presenca de Babesia sp. em hemdcias e pigmentos de
hemossiderina e hematina no bago, mas eram suspeitos quanto a
presenca de formas amastigotas de Leishmania sp., pois, o resul-
tado do parasitolégico foi de apenas uma cruz (+).

Cies oligossintomdticos: Dentre os 17 caes oligossintomdticos,
12 estavam positivos (70,59%) e 5 (29,41%) negativos. Consi-
derou-se resultado negativo quando os animais eram suspeitos
nos exames parasitoldgicos, ou seja, com apenas uma cruz (+),
mas com exame IMIQ negativo (Tabela 3).

Nos tecidos esplénicos dos animais considerados suspeitos,
tanto a polpa branca quanto a vermelha apresentavam-se com
aparéncia normal, mas havia em alguns ces, principalmente
na regido trabecular, grande quantidade de Polimorfonuclea-
res — PMN e, as vezes, acimulo de macréfagos. No entanto, nao
se detectava amastigotas nesses locais, ou em algumas vezes, ha-
via apenas a suspeita da presenga desses parasitas, pois a colora-
¢io histoquimica nem sempre permitia uma boa visualizacio dos
mesmos. Posteriormente, nenhum desses casos suspeitos teve a
confirmagio positiva pela imunoistoquimica.

Nos tecidos dos bagos de cies positivos, com grau parasitdrio
de fraco a moderado (++ a +++), compreendendo apenas 26,7%
dos cées desse grupo, havia hiperplasia de polpa branca, hemor-
ragia e aumento no nimero de linfécitos e macréfagos, a regiao
trabecular estava espessada e fibrosada, e havia presenca de gra-
nulagées e pigmentos diversos (hematina e hemossiderina) com
abundéincia de PMN. As formas amastigotas de Leishmania sp.,
principalmente do cio de n° 12 (Tabela 3 e Figura 3), encon-
travam-se isoladas fora das células ou em grandes concentragoes
dentro dos macréfagos, na polpa vermelha, polpa branca, ¢ na
regido capsular ou subcapsular. Havia também em algumas 4re-
as, a presenca de células gigantes.

Em alguns animais foram vistos Babesia sp. nas hemdcias. In-
feccoes simultineas com ehrlichioses e babesioses (OLIVEIRA
et al., 2008) tém sido observadas em muitos caes e essas doencas
podem apresentar quadros clinicos semelhantes aos da LVC e
confundir o diagnéstico. Por essa razio, os animais oligossinto-
maticos foram os mais dificeis de serem analisados.

Em apenas dois caes (13,3%) oligossintomdticos, com grau
parasitdrio intenso, observou-se hiperplasia de polpa branca,
vasos sanguineos dilatados, presenca de PMN, hematina e he-
mossiderina. As formas amastigotas de Leishmanias ssp. foram
facilmente visualizadas em macréfagos difusamente localiza-
dos dentro da cdpsula esplénica, na polpa branca e vermelha e
também livres nos sinuséides esplénicos. Havia extensas dreas
repletas de macréfagos intensamente parasitados com amas-
tigotas, além das células gigantes e de granulomas difusos ou
focais. Observou-se ainda uma completa desorganizacio dos te-
cidos esplénicos, pela predominancia de macréfagos infectados
(Figuras 3a e 3b), tanto na polpa branca como na vermelha. A
cdpsula do bago de alguns animais estava bastante espessada e
havia a presenca de PMNGs.

Cdes sintomdticos: Dentre os nove caes sintomaticos, 100%
eram positivos para LVC (Tabela 4). Além das alteracoes his-
topatolégicas observadas nos bacos dos animais oligossintom4-
ticos, como hiperplasia de polpa branca e aumento de macré-
fagos, plasmdcitos e células gigantes, observou-se nos animais
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Figura 2. Fotomicrografia de tecido esplénico do cdo de n° 19, assintomdtico para Leishmaniose Visceral, mas apresentando seus tecidos
repletos de formas amastigotas do parasita. Amastigotas (setas) visualizadas pela coloracao HE, (a) e pela imunoistoquimica (b). Verificar a
intensidade do contraste na imunoistoquimica em relagao histoquimica.

T, h ey

Figura 3. Fotomicrografias de tecido esplénico do cio de n° 12, oligossintomdtico para Leishmaniose Visceral, mas apresentando seus tecidos
repletos de formas amastigotas do parasita. Amastigotas visualizadas pela coloracio HE (a) e pela imunoistoquimica (b). Verificar a intensidade
do contraste na coloragio imunoistoquimica em relagio 4 histoldgica.

intensamente infectados, espessamento do érgio, incluindo a Tabela 2. Resultados dos exames parasitolégicos pelo imprinting—IP
Cépsula e as trabéculas esplénicas. O mesmo foi Observado por € hiStOlégiCO — HE € pClO imunoistoqufmico — IMIQ em tCCidOS dO
Tafuri et al. (2001), relatando a hiperplasia da polpa branca com bago de ciies assintomdticos (A). ITha Solteira, SB, 2008.
extensa proliferacio de macréfagos infectados e algumas células- . Tecidos esplénicos de cées assintomdticos
gigantes, onde as formas amastigotas estavam presentes dentro Caes i,m.al Parasitolégico*
clinico
dos tecidos esplénicos em 54,5% dos caes. P HE L0l
Em rrtultos hammalf l.1av1a nzensa prohferagzo de Ehnleatos, 01 A NR . N
extensas dreas hemorrigicas e algumas necrosadas. Em alguns 02 A NR . NR
cies, os tecidos encontravam-se completamente desestruturados 04 A NR N
+
sem a separagio nitida da polpa vermelha e branca, com intensa
. - . . .o 13 A N + N
infiltracdo de macréfagos infectados em todas as regides do bago 18 A N
(Figura 4). Tafuri et al. (2001) observaram em um cdo, com in- ’ "
fecgao cronica e j& em adiantado estado caquético, o bago com 19 A i T P
reagdo inflamatéria cronica e difusa estendendo-se desde a regido 20 A * N N
22 A N + N

capsular, subcapsular, trabecular e a polpa branca, fato também

. . * ; 2 e4rias NR: na ; LN = vo: P = positi
observado no bago dos cies sintomdticos do presente trabalho. Graus de infecgio parasitdria; NR: nao realizado; N = negativo; P = positivo.
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Figura 4. Fotomicrografia das alteragoes no tecido esplénico do cdo de n° 30, sintomdtico para Leishmaniose Visceral, mostrando em 4reas da

polpa vermelha, abundéncia de células mononucleares com predominéncia de macréfagos. Visualizar a presenca de amastigotas de Leishmania
nos macréfagos presentes na drea demarcada (em (a) objetiva de 40X) € no maior aumento em (b) (objetiva de 100x). Técnica histoldgica e

coloragio pela HE.

Tabela 3. Resultados dos exames parasitoldgicos pelo imprinting— 1P
¢ histolégico — HE e pelo imunoistoquimico — IMIQ em tecidos do
baco de caes oligossintomdticos (O). Ilha Solteira, SB, 2008.

Tecidos esplénicos de caes

Sinais oligossintomadticos
Caes clinicos Parasitolégico*
1P HE MIQ
03 O NR NR P
05 O NR — P
06 O NR + N
07 o) NR + p
08 o) N r p
09 (@) + + N
10 @) + N P
11 O N N N
12 o) - . p
14 o) N o+ N
15 O + ++ P
16 o) . + p
17 o) " . N
21 @] N + N
23 O N N N
33 O ++ HHE P
34 O + + N

*Graus de infecgio parasitdria; NR: nao realizado; N = negativo; P = positivo.

Além disso, a polpa vermelha mostrava profundas modifica-
¢oes devido A proliferagio de macréfagos marginais e a reagio
inflamatéria granulomatosa, onde os macréfagos lotados com
amastigotas e com pigmentos de hemossiderina organizavam-se
dentro dos granulomas. Jd a polpa branca era formada de poucos
linfécitos ao redor das arteriolas esplénicas.

Nos animais sintomdticos, somente um cio nao foi soror-
reagente, mas todos os demais apresentaram titulos de anticor-
pos anti-Leishmania bastante altos tanto para ELISA como para
RIFI (dados nao mostrados), com tecidos esplénicos fortemente
infectados em graus parasitdrios variando de +++ a ++++ cruzes
e positivos na imunoistoquimica. Isso significa que a resposta
imune humoral desenvolvida nesses cies nio os protegeram con-
tra a infecgdo, pois esses animais jd apresentavam faléncia dos
érgaos linféides de defesa.

Os exames histopatoldgicos e a detecgdo microscépica direta
dos parasitas revelaram que o bago ¢ um 6rgao til para auxiliar
o diagndstico da LVC. Barrouin-Melo et al. (2006) relataram
que 83% dos cies soropositivos e 23% dos soronegativos eram
positivos em exames parasitolégicos de aspirados obtidos pela
pungio do bago. Além disso, esse método nio estava associado
a fatores de risco, e nem tampouco provocava efeitos colaterais
e sofrimentos desnecessdrios aos animais. No presente trabalho,
90,5% dos animais com sorologia positiva apresentava bacos in-
fectados com Leishmania sp.

Embora os animais sintomdticos tenham apresentado um
quadro de parasitismo muito intenso no bago, em alguns oli-
gossintomdticos € mesmo assintomdticos, puderam também
apresentar um quadro parasitolégico bastante semelhante ao
observado nos sintomdticos. Por outro lado, nos animais oligos-
sintomdticos, o diagndstico da LVC tornou-se um pouco mais
dificil em funcao das infecgoes simultdneas com outras enfermi-
dades de sinais clinicos semelhantes dificultando a interpretagao
dos resultados diagndsticos.
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Tabela 4. Resultados dos exames parasitoldgicos pelo imprinting— 1P
e histolégico — HE e pelo imunoistoquimico — IMIQ em tecidos do
baco de cies sintomdticos (S). Ilha Solteira, SP, 2008.

Tecidos esplénicos de caes sintomdticos

Sinais

Caes clinicos Parasitolégico* IMIQ
iy HE
24 S + 4 P
25 S o raFa— P
26 S e+t ++ P
27 S e+ e+t P
28 S ++ + N
29 S e+ ++ P
30 S r—_— - P
31 S e+ e+ P
32 S e+ e+t P

*Graus de infecgio parasitdria; NR: nao realizado; N = negativo; P = positivo.

Com relagio aos testes executados, a coloragio imunoisto-
quimica foi a que detectou 0 maior nimero de tecidos esplénicos
positivos com amastigotas de L. (L.) chagasi. Além disso, a imu-
noistoquimica permitiu elucidar os casos suspeitos pelos testes
parasitolégicos (IP e HE), principalmente nos animais assinto-
mdticos ou oligossintomdticos.
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