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RESUMO

Leishmaniose é uma enfermidade multissistémica cujas manifestacdes clinicas sdo extremamente
variaveis. Em cédes sinais clinicos oftalmicos sdo relativamente frequentes, ainda que outros sinais
sisttmicos ndo sejam identificados. Atualmente, o diagndstico da doenga baseia-se em métodos
parasitolégicos, soroldgicos e moleculares, mas, até o momento, a identificagdo de formas amastigotas
desse parasito em esfregagos feitos a partir de suabes conjuntivais ndo é empregada rotineiramente.
Valendo-se de cdes sorologicamente positivos para leishmaniose, portadores (G1) ou ndo (G2) de
alteracGes oftalmicas, este estudo avaliou a viabilidade do esfregago a partir de suabe conjuntival como
método de diagnostico para a enfermidade. O exame suprarreferido foi positivo em 60% dos animais do
Gl e 38,1% do G2, no entanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo a
positividade nos dois grupos (P=0,2167). Os dados apontam para uma tendéncia de os cdes com
leishmaniose e com sinais oftdlmicos serem positivos ao exame parasitolégico de esfregago a partir de
suabe conjuntival, podendo esse método ser Util no diagnéstico parasitologico da leishmaniose canina.
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ABSTRACT

Leishmaniasisis is a multisystemic disease with varying clinical presentations. In dogs, alterations in the
eyes are commonly observed even in animals with no systemic signs. The diagnosis of leishmaniasis is
currently based on parasitological, serological and molecular methods, although the identification of
amastigote forms of this parasite in conjunctival swabs is not a routine technique in clinical practice.
Serologically positive dogs for leishmaniasis presenting (G1) or not (G2) ocular alterations were
enrolled in this study to evaluate the conjunctival swab as a method for the diagnosis of this disease. The
parasitological evaluation of the swabs disclosed 60% positivity for dogs in group 1, whereas only 38.1%
of dogs in group 2 were positive. However, no significant difference was documented between the two
groups (P=0.2167). Our data suggest a tendency for dogs with ocular signs to be tested positive in the
conjunctival swab exam, thus, this method is useful in the diagnosis of canine leishmaniasis.
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INTRODUCAO formas cutinea, mucocuténea ou visceral (Akilov

et al., 2007). Segundo a Organizacdo Mundial da

As leishmanioses abrangem um amplo espectro Salde (World, 2011), a doenca ameaga 350

de  doengas  transmitidas  por  insetos milhdes de pessoas em 88 paises do mundo,

flebotomineos infectados com parasitas do sendo 72 destes considerados paises em
género Leishmania, podendo manifestar-se nas desenvolvimento.
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O cdo avoca importancia quando se trata da
epidemiologia da forma visceral da enfermidade
por ser o principal reservatério dos parasitas
(Deane e Deane, 1995) e considerado alvo em
programas de erradicacdo da doenga, a similitude
do que ocorre com a raiva (Oliveira-dos-Santos
et al., 1993).

Relativamente aos sinais clinicos, podem
ser observados febre, perda de peso,
atrofia muscular, vomito, diarreia, melena,
hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia,
dermatite granulomatosa ou ulcerativa,
hiperceratose, descamacdo, Ulceras mucocutaneas,
onicogrifose, uveite anterior, conjuntivite, blefarite,
rinite, epistaxe, poliartrite neutrofilica, ictericia,
dentre outros (Sherding, 2006). N&o raro, cées
infectados podem se apresentar assintomaticos
(Sideris et al., 1999), entretanto, potencialmente
infecciosos para o vetor (Moshfe et al., 2009).

Os testes soroldgicos imunoenzimatico (ELISA)
e de imunofluorescéncia indireta (RIFI) s&o
recomendados pelo Ministério da Salde para o
inquérito epidemioldgico canino (Brasil, 2007),
entretanto 0 exame parasitoldgico é considerado
0 teste de exceléncia para o diagnéstico da
doenca. A observacdo direta das formas
amastigotas do parasito em esfregacos de
aspirado de linfonodo, medula O6ssea, bago,
figado, pele e sangue corados por Giemsa,
Leishman ou Panético ¢ uma forma segura,
relativamente simples e rapida para o diagndstico
da enfermidade. A especificidade desse método é
de 100%, mas a sensibilidade depende do grau
de parasitismo, do tipo de material biol6gico
coletado, do seu processamento e coloracéo,
além do observador. A sensibilidade pode ser de
50 a 83% em amostras de medula 6ssea, entre 30
a 85% em amostras de linfonodo e entre 71 a
91% quando ambos os tecidos estdo combinados
(Laurenti, 2009). Considerando a possivel
variagdo no numero de parasitos para cada
amostra, 0 aumento do tempo de observagéo e no
nimero de campos observados refletird em maior
sensibilidade para o teste (Maia e Campino,
2008).

A presenca de sinais relacionados ao aparelho da
visdo em cdes com leishmaniose néo é incomum.
Citacdes diversas imprimem a ocorréncia de 16 a
80% de manifestacbes oculares em animais
afetados (Molleda et al., 1993; Ciaramella et al.,
1997; Koutinas et al., 1999; Pefia et al., 2000).
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Somada a avaliacdo clinica sugestiva de
enfermidade sistémica em curso, a presen¢a do
parasito ja foi confirmada em exames
histopatolégicos de conjuntiva (Laugier e Verro-
Boulanger, 1992; Brito et al., 2010), esclera
(Molleda et al., 1993), sistema lacrimal (Naranjo
et al., 2005; Brito et al., 2010), trato uveal (Brito
et al., 2010) e retina (Dias, 1998). Avaliacdes
imunoistoquimicas oferecem importante valor
diagndstico por detectarem o agente mesmo em
tecidos com baixo parasitismo (Tafuri et al.,
2004), como ja fora relatado por Brito et al.
(2010) no tecido conjuntival, na tanica fibrosa e
no trato uveal. Técnicas minimamente invasivas,
como a execugdo de suabe conjuntival para
detecclo de Leishmania (L.) chagasi pela PCR,
em cdes, também mostraram seu valor
diagnostico (Ferreira et al.,, 2008). Formas
amastigotas ja foram observadas em esfregacos a
partir de suabe conjuntival de animais infectados
(Pena et al., 2000) e em citologia corneal (Brito
et al., 2007).

Nesse contexto, o presente estudo teve o objetivo
de avaliar a viabilidade do exame parasitologico
em esfregaco feito a partir de suabe conjuntival
de cées soropositivos para leishmaniose canina.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 41 cées com raga e idade
variadas, machos e fémeas, com média de peso
igual a 12,0+7,0kg, sorologicamente positivos
para Leishimania spp nos exames ELISA e RIFI.
Os animais foram recolhidos para eutanasia, no
cumprimento de exigéncia da Portaria
Interministerial de 11 de julho de 2008, que
proibe o tratamento dessa enfermidade no pais,
obedecendo aos critérios éticos descritos na
Resolugdo 714 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria, de 20 de junho de 2002, que dispde
sobre procedimentos e métodos de eutandsia em
animais. Cuidados bioéticos relativamente as
normas da Association for Research in Vision
and Ophthalmology (ARVO) e da Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterindrias -
UNESP/Jaboticabal (protocolo n°® 004173/11)
foram rigorosamente obedecidos.

Apds pesagem procedeu-se ao exame oftalmico
com a execucdo sequencial, em ambos os olhos,
das avaliaces: teste lacrimal de Shirmer (Teste
de Shirmer, Ophthalmos, Brasil), observagdo da
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regido periocoular, avaliacdo dos reflexos
pupilares a luz (direto e consensual), avaliagdo
da camara anterior, tonometria de aplanagdo apds
instilagdo de colirio anestésico (Anestésico,
cloridrato de tetracaina 1% e cloridrato de
fenilefrina 0,1%, Allergan, Brasil),
oftalmoscopia direta 20 minutos ap6s instilagao
do colirio midriatico (Mydriacy, tropicamida a
1%, Alcon, Brasil) e, finalmente, o teste da
fluoresceina (Fluoresceina Strips, Ophthalmos,
Brasil).

Os sinais oftalmicos considerados como
relacionados a leishmaniose visceral canina
foram: teste de Shirmer com valor <10mm/min;
pressdo ocular <15mm/Hg; edema, hiperemia e
alopecia palpebrais; hiperemia conjuntival,
guemose; presenca de secrecdo mucopurulenta
ou purulenta; xerose, opacidade ou edema
corneal; injecdo ciliar; turbidez do humor
aquoso; edema de iris e rubeosis iridis ou ambos.
A apresentacdo de, no minimo, trés dos sinais
descritos acima permitiu alocar o cdo no grupo 1
— animais com intercorréncias oftdlmicas de
significacdo clinica (n=20) e a apresentacdo de
até um desses sinais permitiu colocar o animal no
grupo 2 — animais sem intercorréncias oftalmicas
dignas de nota (n=21).

Findado o exame oftalmico, canulou-se a veia
cefalica com cateter vascular (Angiocath, 22G,
BD, EUA) para aplicacdo de acepromazina
(Acepran 0,2%, acepromazina, Univet, Brasil) na
dose de 0,1 mg/kg. Decorridos cinco minutos,
também pela via intravenosa, procedeu-se a
injecdo de tiopental sodico (Tiopentax 1,0g,
tiopental sédico, Cristélia, Brasil) na dose média
de 15mg/kg, como agente anestésico geral. Apds
delicada lavagem do saco conjuntival com
solugdo fisioldgica (Fisioldgico 0,9%, cloreto de
sodio a 0,9%, Equiplex, Brasil), utilizou-se uma
pinga de conjuntiva para preensdo e tracdo da
face palpebral da conjuntiva da terceira palpebra
exteriorizando sua porcdo bulbar. Ato contiguo,
realizou-se suave escarificagdo da porgéo
exposta, bem como da regido do fdrnice
conjuntival em toda sua circunferéncia,
empregando-se suabe descartavel estéril (Swab,
suabe estéril, CB Products Ind. e Com. Ltda.,
Brasil). O material obtido foi depositado em
movimentos de rolagem sobre uma lamina de
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microscopia (Laminas para microscopia com
extremidade fosca, Exacta, Brasil) para exame
parasitolégico.

Realizou-se puncéo dos linfonodos mandibular,
cervical superficial e popliteo esquerdos,
utilizando-se  agulha  descartavel  (Agulha
descartavel 0,70x25, BD, EUA), em movimentos
regulares de avanco e recuo ao interior do érgéo.
O material obtido foi imediatamente depositado
sobre lamina para microscopia e distribuido
sobre a mesma em forma de esfregaco.

Para o exame parasitoldgico, empregou-se o
principio de coloragdo estabelecida por
Romanosvsky (Panotico rapido, LB, Brasil) e as
laminas foram avaliadas & microscopia de luz em
lente de imersdo com aumento de 1000x. A
observagdo de uma Unica forma amastigota em
quaisquer das laminas refletiu resultado positivo
para o animal em questéo.

Foi realizado o teste exato de Fisher a partir dos
dados observados nos dois grupos ao exame
parasitoldgico. Calculou-se, ainda, a Odds ratio
para determinacdo da razdo de chance de um
dado grupo ser positivo no exame parasitoldgico.
Para essas analises, empregou-se 0 programa
Graphpad Prism versdo 5.03 para Windows
(Graphpad Software®, San Diego, California,
2009).

RESULTADOS

A avaliacdo parasitoldgica de esfregacos a partir
de suabe conjuntival mostrou positividade em
60% dos cdes do grupo 1 e em 38,1% dos cées
do grupo 2 (Tab. 1). A Odds ratio expressou
valor igual a 2,438, no entanto, ndo houve
diferenga significativa entre os grupos estudados
(P=0,2167).

Nas avaliagbes dos esfregagos oriundos das
puncbes realizadas nos linfonodos, p6de-se
observar a presenca das formas amastigotas de
Leishmania spp em pelo menos um dos
linfonodos examinados (mandibular, cervical
superficial e popliteo) na totalidade dos exames
do grupo 1 e em 95,5% dos exames relativos ao
grupo 2.
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Tabela 1. Resultado em frequéncia absoluta (n) e relativa (%), positivo ou negativo, para Leishmania spp
no exame parasitolégico de esfregaco obtido a partir de suabe conjuntival em cées sorologicamente

positivos para leishmaniose

Positivo Negativo .
Grupo Total Valor de p Odds ratio
% n %
1 12 60,0 08 40,0 100,0 02167 2,438
2 08 381 13 619 1000 ’ (0,6944 a 8,556)
Total 20 48,8 21 51,2 100,0 - -

Legenda — Grupo 1: animais com intercorréncias oftalmicas de significacéo clinica; Grupo 2: animais sem

intercorréncias oftalmicas dignas de nota.
DISCUSSAO

A conjuntiva ocular apresenta, em sua camada
superficial, foliculos linfoides que drenam para
os linfonodos submaxilares e paratireoideos
(Samuelson, 1998). Tal condicdo anatbémica
permite entender a razdo de percentuais de
positividade obtidos neste trabalho (Tab. 1). Os
resultados sdo superiores aos 18,8% (3/16)
encontrados por Pefia et al. (2000) ao realizarem
a citologia de esfregagos conjuntivais em 16 cées
com alteracdes oftdlmicas decorrentes da
leishmaniose.

Entre as estruturas oculares pesquisadas para
Leishmania spp, a conjuntiva da terceira
palpebra tem demonstrado maior intensidade de
parasitismo, como observado por Brito et al.
(2010), que encontraram 92% de animais
positivos para Leishmania spp em exame
histoquimico da terceira palpebra, enquanto que
em outros tecidos oculares a maior porcentagem
foi de 24%.

Quando comparados aos resultados do exame
parasitoldgico com valores positivos em pelo
menos um dos linfonodos avaliados (mandibular,
cervical superficial ou popliteo), a avaliagdo do
esfregaco a partir de suabe conjuntival
apresentou valores inferiores. No entanto, o
exame do material colhido por suabe conjuntival
pode ser utilizado como mais uma ferramenta de
diagnostico pelo clinico, principalmente em
casos de lesBes oculares constatadas em cées de
areas endémicas.

Diferengas quanto a  sensibilidade do
exame parasitologico podem ser explicadas
considerando-se o grau de parasitismo, o tipo de
material bioldgico coletado, as varidveis de
processamento e coloracdo, além da experiéncia
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do observador (Laurenti, 2009) e do tempo de
observacdo (Maia e Campino, 2008).

O suabe conjuntival é uma técnica ndo invasiva e
de répida e facil execucdo, como também
relatado por Ferreira et al. (2008) e Leite et al.
(2010). Essa € uma caracteristica importante para
utilizagdo de um método de diagnostico na
clinica veterinaria, pois minimiza a relutdncia
dos proprietarios quanto ao monitoramento
periddico de seus animais. No presente trabalho,
a coleta do suabe ndo suscitou nenhuma
dificuldade, entretanto os animais encontravam-
se anestesiados.

Formas amastigotas de Leishmania spp foram
identificadas em citologia de Ulcera corneal por
Brito et al. (2007). Andrade et al. (2006), ap6s
realizarem citologia de impressdo da conjuntiva
bulbar de cées com leishmaniose visceral canina,
descreveram a técnica como factivel para a
avaliagdo da celularidade, entretanto ndo a
indicaram como teste diagnéstico para a
enfermidade.

Em estudos empregando esfregaco obtido a partir
de suabe conjuntival para detec¢do do parasito
pela PCR, foram encontrados resultados variando
entre 66,6% e 83,3% em cdes assintomaticos
(Leite et al., 2010) e entre 52,2% e 73,9% em
cdes sintomaticos (Ferreira et al.,, 2008).
Comparando com os resultados aqui observados
e considerando que 0 exame parasitolégico pode
ser realizado de forma rdpida e que
ndo requer equipamentos especializados, pode-se
recomendar esse método como uma forma Util de
diagnostico.

Como limitagcBes da técnica empregada e em

concordancia com as citagdes de Laurenti (2009)
e Maia e Campino (2008), destaca-se a
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experiéncia do observador e o tempo dispensado
durante a leitura das ld&minas como importantes
fatores relacionados ao resultado da avaliacéo,
ainda mais quando se trata de uma enfermidade
cujo tratamento é proibido e a positividade no
teste implica a eutanasia do paciente.

A impossibilidade da coleta de amostras
negativas em animais nas mesmas condicdes
daquelas empregadas no presente estudo, ou seja,
anestesiados e sem qualquer dos mdaltiplos sinais
clinicos relacionados & leishmaniose visceral
canina em uma regido endémica para a
enfermidade, invalidou a possibilidade de
executar testes de sensibilidade para o exame de
esfregaco a partir de suabe conjuntival.

CONCLUSOES

O exame parasitolégico de amostra coletada em
suabe conjuntival pode ser uma ferramenta no
diagndstico da leishmaniose visceral canina.
Trata-se de técnica ndo invasiva, de simples e
rapida execugdo e de baixo custo. Contudo, a
experiéncia do observador e o tempo considerado
para as avaliagbes sdo fatores de suma
importancia para reforcar sua aplicabilidade e
aceitabilidade na rotina clinica de pequenos
animais.
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