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RESUMO

Os cées domésticos sdo considerados o reservatério principal da Leishmania infantum (= Leishmania L.
chagasi), o agente causal da Leishmaniose Visceral Canina (LVC). Sendo assim, a LVC tem uma
importancia particular ndo somente para os clinicos veterinarios, mas também a salde publica. Entre sinais
sistémicos, incluem-se as altera¢gBes oculares com blefarite, conjuntivite, ceratoconjuntivite e ceratouveite. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os disturbios da superficie ocular de cdes com LVC com ou sem sinais
oculares por meio de citologia de impresséo. Este método tem carater ndo-invasivo, induz minimo trauma e
boa qualidade das amostras. Os animais foram divididos em trés grupos: G1, constituido por 15 animais
positivos e apresentando sinais oculares de uveite; G2, constituido por 15 animais positivos e sem sinais
oculares de uveite e G3, constituido por 5 animais sadios. O material ocular foi coletado e processado,
sendo subsequentemente analisado obtendo-se informagcBes de cada grupo. Os animais com sinais
oculares e sistémicos apresentaram elevado infiltrado de polimorfonucleares e grande quantidade de debris
celulares e muco em comparacdo aos animais do grupo sem sinais oculares e grupo controle. Conclui-se
que a citologia de impressédo de cédes com sinais oculares pode ser Util no diagnéstico presuntivo da doenga,
no entanto, os exames, parasitolégico e sorolégico, sdo essenciais no diagnéstico da LVC.
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ABSTRACT

Domestic dogs are considered to be the principal host reservoir of Leishmania infantum (= L. chagasi), the
causative agent of Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) Hence, canine leishmaniasis has a particular
importance not only for the clinical veterinarians, but also to public health. Among systemic signs includes
ocular alterations as blepharitis, conjunctivitis, keratoconjunctivitis and keratouveitis. The aim of this study
was to evalutate ocular surface disturbance in dogs with CVL whether with or without ocular signs accessed
by impression cytology. This method has a non-invasive character, minimum induced trauma exam and good
sample quality. Animals were divided in 3 groups: G1, consisting of 15 positive animals for CCL and showing
signs of ocular uveitis; G2, consisting of 15 positive animals for CCL and without ocular signs uveitis and G3,
consisting of 5 healthy animals. The ocular material was collected and processed; subsequently was carried
out analysis to obtain information from each group. Animals with ocular and sistemic signs showed | high
infiltrated polimorphonuclear cells and great amount of cellular debris with mucus in comparison to CVL
carrying animals without ocular signs and the control group. In conclusion, impression cytology of dogs with
ocular signs as uveitis caused leishmaniasis can be useful as CVL presuntive diagnostic although the
parasitological and serological exams are essential for CVL diagnosis.
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INTRODUCAO
A leishmaniose visceral ¢é uma
antropozoonose causada por um

protozoario do género Leishmania, cuja

transmissao entre 0s hospedeiros
vertebrados, ocorre pela picada do
flebotomineo Lutzomyia longipalpis

infectado (Ribeiro, 1997; Santa Rosa e
Oliveira, 1997; Pocai et al., 1998). Do ponto
de vista epidemioldgico, a doencga canina é
considerada mais importante que a doenca
humana, pois, além de ser mais prevalente,
apresenta grande contingente de animais
assintomaticos albergando parasitos na
derme (Marzochi et al., 1985; Santa Rosa e
Oliveira, 1997).

O primeiro caso de leishmaniose
visceral canina no Estado de Sao Paulo foi
diagnosticado no municipio de Aracatuba,
no Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de
Oliveira” da Faculdade de Medicina
Veterinaria — UNESP, no més de maio de
1998. Desde entdo, o numero de casos
caninos de leishmaniose visceral nesta
regido vem aumentando significativamente,
e de acordo com os dados da Direcéo
Regional de Saude, varios municipios da
regido ja apresentaram casos confirmados
da doenca. No estado de Sao Paulo, no
periodo de 1999 a 2000, 30 casos
humanos foram confirmados, sendo que o
municipio de Aracatuba concentra 83,3%
dos casos.

Os animais acometidos por
leishmaniose visceral podem apresentar
uma grande variedade de manifestacdes
clinicas sistémicas incluindo as alteragfes
oculares (Marzochi et al., 1985; Font et al.,
1996; Garcia-Alonso et al.,, 1996;
Ciaramella et al., 1997; Blavier et al., 2001).
Algumas das manifestacdes oftalmicas
mais importantes da doenca sao: blefarite,
conjuntivite, ceratoconjuntivite e
ceratouveite, ocorrendo nesta ultima, uma
predisposicdo a existéncia de lesbes no
segmento anterior do olho, e sua
persisténcia, mesmo nos casos onde 0

tratamento especifico é utilizado (Garcia-
Alonso et al., 1996).

A superficie ocular tem sido extensiva-
mente estudada no homem, principalmente
nos casos de deficiéncia limbica severa
causada por queimaduras quimicas ou
térmicas (Kim et al., 2000). Um dos
métodos de estudo destes distUrbios desta
natureza é a citologia de impressao, que se
constitui em um método para obtencdo de
células dos epitélios conjuntivais e corneais
(Egbert et al., 1977). Tal método apresenta
como vantagens a colheita simples do
material de estudo, o carater ndo invasivo e
o minimo trauma induzido (Barros et al.,
2001). Representa, ainda, uma alternativa
em relacdo a citologia obtida por raspados
da superficie ocular, além de garantir uma
melhor qualidade das amostras (Dart,
1997). Ressalta-se também, que o exame
fornece a obtencdo de informacdes
relativas a topografia, ao padrao celular e
relacdo entre células epiteliais e outros
componentes celulares (Tseng, 1985). Esta
técnica auxilia o entendimento e direciona o
tratamento das afec¢cbes da superficie
ocular, pois permite a andlise do grau de
metaplasia escamosa, contagem do
numero de células caliciformes em casos
de olho seco, hipovitaminose A e
deficiéncia limbica corneal (Sindrome de
Stevens-Johnson, penfigéide ocular e
gueimadura ocular) (Gomes, 2000). Utiliza-
se, ainda, como método de analise
microbiolégica viral (Thiel, 1997; Jackson e
Perrigin, 1999). Bolzan et al. (2003),
descreveram 0s aspectos da citologia de
impressdo em cdes sem alteragbes da
superficie ocular, e concluiram pela
viabilidade do método em cées, indicando-
0, assim como no homem, em detrimento
aos raspados e bidpsias.

Ndo foram encontrados dados de
citologia de impressao da superficie ocular
de cédes com Leishmaniose Visceral.
Embora o escopo do estudo nédo seja a
substituicdo de exames mais especificos
como, por exemplo, a sorologia, as
informacbes que possam ser obtidas
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guanto ao padrdo celular observado em
casos positivos de leishmaniose, podera
recomendar esta analise como indicador
indireto de diagnéstico. Sendo assim, este
trabalho teve por objetivo verificar as
alteracbes da superficie ocular em caes
com diagnéstico confirmado de LVC, com
ou sem sinais oculares, por meio da
citologia de impresséo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 35 cdes da area
endémica de Aracatuba (SP) para
leishmaniose visceral oriundos do Centro
de Controle de Zoonoses de Aracatuba e
cinco cades da cidade de S&o Paulo (area
nao endémica), adquiridos entre 2005 e
2006. Os cdaes foram divididos em trés
grupos:

* GRUPO 1 (G1): 15 cées sintomaticos,
portadores de leishmaniose visceral
(com resultado positivo aos exames
soroldgico elou citolégico de
linfonodo), com sinais clinicos oculares
de uveite;

* GRUPO 2 (G2): 15 caes
assintomaticos ou oligossintomaticos,
portadores de leishmaniose visceral
(com resultado positivo aos exames
soroldgico elou citolégico de
linfonodo), sem sinais clinicos oculares
de uveite;

* GRUPO 3 (G3): 5 caes sadios (com
resultado negativo aos exames
soroldgico e/ou citolégico do linfonodo)
oriundos de area ndo endémica.

O diagnéstico de leishmaniose foi
estabelecido por meio do exame clinico,
exame citologico da puncéo aspirativa por
agulha fina de linfonodo, além de exame
sorologico (ELISA). Os animais foram
incluidos nos grupos descritos acima, apos
exames clinicos de rotina (positivos nos
exames soroldgicos e/ou citolégico) e
oftalmolégico completo na busca de
alteracbes oftalmicas compativeis com

uveite. Os dados foram anotados em fichas
individuais.

Citologia de impressdo da superficie
ocular.

Ao final do exame oftalmico, os animais
receberam sobre a superficie ocular uma
gota de colirio anestésico a base de
cloridrato de proximetacaina (Anestalcon
0,5%°®, Alcon), para dessensibilizacédo da
mesma. Em seguida, foi aplicada uma tira
assimétrica do papel de filtro com o poro de
0,45 pm (Millipore Corporation), cortado
nas dimensdes aproximadas de 5 mm de
largura x 7 mm de altura, com &pice, base
e abertura lateral com auxilio de uma pinca
com extremidade suave, sobre a conjuntiva
bulbar nas regibes de 9 e 12 horas em
analogia a um relégio. A tira de papel foi
pressionada por alguns segundos sobre a
area a ser estudada (2 a 5 segundos em
meédia) em toda a sua extensdo para
garantir uma boa colheita de células. Em
seguida, o papel foi removido com a
mesma ping¢a, por meio de uma manobra
de “peeling” (Figura 1).

Apos a colheita, o papel foi colocado
sobre uma lamina de vidro limpa e fixado
em uma solugcdo previamente preparada
contendo: 100 ml &lcool etilico a 70%, 5 ml
de &cido acético glacial e 5 ml de
formaldeido a 37%. A técnica de coloracao
empregada baseou-se na técnica descrita
por Martinez et al. (1995) e Barros et al.
(2001), que se utiliza do &cido periédico de
Schiff (PAS), hematoxilina e Papanicolau
modificado. Ap6s a coloracdo o papel foi
montado em lamina de vidro com a face
que esteve em contato com superficie
ocular voltada para cima, e por fim, selado
por laminula e resina sintética. A leitura foi
feita em microscopio Optico de luz. Os
aspectos estudados foram: 1) amostra
considerada adequada: 30% da extensao
do papel com material; 2) quantidade de
células; 3) qualidade da coloracédo; 4)
disposicdo e forma das células (agrupadas
e dispersas); 5) células epiteliais (extratos:
superficiais, intermediarias e basais); 6)
presenca de células caliciformes; 7)
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Material extracelular e do fundo (debris
celulares e muco); 8) presenca de
polimorfonucleares; 9) presenca de
mononucleares e 10) preservacdo das
caracteristicas das células.

i

Figura 1 — Imagem fotografica do procedimento de
colheita de células da conjuntiva bulbar por meio
de citologia de impressao. Detalhe: “peeling” apds
compressédo do papel sobre a conjuntiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o se encontraram dificuldades na
obtencdo do material para a pesquisa
proposta, pois a mesma foi conduzida em
uma regido endémica para a leishmaniose,
onde o numero de animais recolhidos pela
o Servico de Vigilancia Epidemiolégica da
cidade & muito grande.

A citologia tem sido usada nas diversas
especialidades meédicas como método
diagndstico principalmente na ginecologia,
no diagnostico de doencas malignas do
colo uterino; na hematologia, no
diagndstico de anemias e leucemias, e nas
doencas infecciosas, principalmente nas
meningites, através do estudo do fluido
cerebral, com grande importancia clinica na
elucidacdo diagndstica e no prognostico
(Bezerra et al., 2003). A citologia de
impressdo da conjuntiva ocular é um
método util, ndo invasivo, de avaliacdo de
lesBes oculares, ja bem estabelecidos entre
os oftalmologistas (Rocha et al., 2002). O
material obtido possibilitou colher dados
gue permitem uma suspeita diagnostica da

doenca em questdo. Vale salientar que
nesse periodo em que a pesquisa se
desenvolveu, ndo foram encontrados
trabalhos versando sobre o tema em
animais de companhia.

Os sinais clinicos sistémicos mais
observados nos animais do G1 foram
linfadenomegalia e seborréia seca. No
entanto, metade dos animais do G2,
embora tivesse positividade nos exames
sorolégicos e/ou de puncdo do linfonodo,
eram assintomaticos.

No que se refere a colheita do material
pela impressdo celular em papel acima
descrito, ndo se encontraram O6bices em
fazé-la. Os animais toleraram bem tal
manobra que era realizada apés
dessensibilizacdo da superficie ocular com
colirio anestésico. Tomou-se cuidado em
ndo colocar o papel logo apos a instilagéo
do colirio, uma vez que a adesao celular no
papel é prejudicada quando o papel de filtro
entra em contato com a lagrima e/ou
colirios instilados (Barros et al., 2001).

Figura 2 — Imagem fotografica da citologia de
impressdo do animal do G1. Observam-se células
superficiais (seta), intermediarias e basais e
presenca de muco (m) (100X).

A técnica de coloracdo foi previamente
testada em material obtido em outros
animais que nao foram incluidos nesse
estudo, e ndo se encontraram dificuldades
guanto a sua realizacdao. O material colhido
foi corado em um s6 momento, 0 que
minimizou e otimizou 0s custos desse
procedimento.
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O material obtido de todos os
animais ocupou mais de 80% do papel de
filtro, o que leva a concluir que todas as
amostras foram consideradas adequadas.
Nos animais dos trés grupos foram
observadas células superficiais dispersas e
agrupadas ao longo do papel analisado.
Porém, as células orangeofilicas
(superficiais), foram mais observadas nos
animais do G1, que eram portadores de
sinais clinicos oculares de uveite e
ceratoconjuntivite seca (CCS) associados.
Nesses mesmos animais, foi observada
grande quantidade de muco, debris
celulares, polimorfonucleares e poucas
células caliciformes, que impediu a
identificacdo de  células  secretorias
caliciformes como era de se esperar. Tais
achados sao observados freqlentemente
em disturbios dessa natureza (Barros et al.,
2001, Slatter, 2007).

T - : . ':l 4 5 'T.. :
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Figura 3 - Imagem fotografica da citologia de

impressdo de um animal do G1. Observam-se
células intermediarias e basais ainda, infiltrado
polimorfonuclear (100X).

A auséncia de células caliciformes pode
também ser esperada diante da falta de
condicbes ambientais para a normal
proliferacdo das mesmas (Barros et al.,
2004). Ha relatos de que superficie da
conjuntiva alterada freqientemente é
coberta por células epiteliais com
metaplasia escamosa, que inclui importante
reducdo ou auséncia da populacdo de
células caliciformes, como em casos de
sindrome de Steven-Johnson e CCS.

Ressalta-se que alguns animais
apresentavam CCS e intenso eritema
conjuntival. No entanto, ndo foi possivel
visualizar formas amastigotas da
Leishmania spp, como se pode observar
em exames citologicos.

A tabela 1 apresenta os dados
individuais relativos aos achados clinicos,
oculares e da citologia de impressao. Os
achados citopatoldgicos encontrados nos
animais do G1 (cursando uveite), foram em
maior contingente comparativamente aos
encontrados nos animais do G2 e G3. Em
alguns animais do grupo G1, foi ainda
observada a presenca de mononucleares,
representados por linfocitos e plasmacitos
(figuras 2 e 3). Um fendbmeno descrito
como emperipolese foi também observado
em alguns animais desse grupo,
principalmente quando havia grande
guantidade de células inflamatorias e
células da superficie ocular no campo
estudado. Houve diferenca dos parametros
analisados entre os animais do G2 e G3.
Neste dltimo, observou-se apenas a
presenca de células intermediarias e basais
e em um dos animais (animal 1) observou-
se a presenca de polimorfonucleares. Nos
animais do G2, a presenca deste tipo
celular foi evidenciada em 53,3% dos
animais. Mas ha que se considerar que o
namero de animais incluidos no G2 era
maior do que o numero de animais do G3.
Os debris celulares e muco raramente
foram encontrados nos animais do G2.
Salienta-se que tais achados foram
evidentes em todos os animais do G1, e
gue impediu uma melhor avaliacdo dos
achados citolégicos encontrados nesses
animais. Salienta-se que o0s achados
encontrados nos animais do G3 também
foram encontrados por Bolzan et al. (2003)
ao estudarem a conjuntiva bulbar de caes
sadios pelo mesmo método.

Acredita-se que a repetibilidade dos
achados citopatolégicos nos animais do G1
nos permita inferir que um padrdo
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Tabela 1 — Dados referentes aos sinais clinicos sistémicos, sinais oculares e achados
citopatolégicos empregando-se a citologia de impressédo da conjuntiva bulbar de cédes sintomaticos
com uveite, assintomaticos e oligossintomaticos sem uveite e sadios.

Achados na citologia

Sinais Clinicos Sistémicos Sinais Oculares

Grupos Animais

de impresséo

1 Onicogrifose, lesbes cuténeas Quemose e M. DC, PMN, ER
ulcerativas difusas, seborréia edema de iris e
seca difusa miose
2 Linfadenomegalia, Quemose, flare e CS, M. DC, PMN, ER
onicogrifose, lesdes cutaneas edema de iris
ulcerativas difusas
3 Esplenomegalia, onicogrifose e Quemose, flare e CS, M. DC, PMN, ER
linfadenomegalia edema de iris
4 Esplenomegalia, Hiperemia CS, M, DC
linfadenomegalia e conjuntival,
onicogrifose edema de iris e
flare
5 Onicogrifose, esplenomegalia e Miose, edema de M. DC, PMN, ER
linfadenomegalia iris e flare
6 Esplenomegalia, CCS, quemose, CS, M, MN
Gl linfadenomegalia e lesbes edema de iris e
cutaneas ulcerativas difusas flare
7 Esplenomegalia, oligaria e CCS, quemose, CS, M. DC, PMN, ER
onicogrifose edema de iris e
flare
8 Esplenomegalia, lesdes CCS, miose e CS, M. DC, PMN, ER
cutaneas ulcerativas difusas e flare
oligdria
9 Linfadenomegalia, onicogrifose CCS, miose, CS, M. DC, PMN, ER
e vomitos e diarréia crénica ceratite
ulcerativa e flare
10 Seborréia seca difusa, oligiria  CCS, edema de CS, M. DC, PMN, ER
e lesdes cuténeas ulcerativas iris e flare
difusas
11 Esplenomegalia, seborréia CCS, miose, CS, M, PMN
seca difusa e vémitos e ceratite
diarréia crénicos ulcerativa e flare
12 Linfadenomegalia, seborréia CCS, miose, CS, PMN, MN, ER
seca difusa e onicogrifose ceratite
ulcerativa e flare
13 Onicogrifose, diarréia cronica e CCs CS, PMN, MN, ER
seborréia seca difusa
14 Esplenomegalia, CCs CS, PMN, MN, ER
linfadenomegalia e lesbes
cutaneas ulcerativas difusas
15 Esplenomegalia e lesdes CCs CS, M. DC, PMN, ER
cutaneas ulcerativas difusas e
diarréia crbnica
1 Onicogrifose - PMN
2 Linfadenomegalia - M raro, DC
G2 3 Assintomatico - PMN
4 Seborréia seca difusa - PMN
5 Seborréia seca difusa - CS, PMN
6 Linfadenomaglia - M, DC
7 Assintomatico - CSs
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Tabela 1 (Continuacao)

8 Linfadenomegalia - CS, PMN, DC
9 Assintomatico - CS, PMN, DC
10 Assintomatico - CS, MN
11 Assintomatico - CS, DC
G2 12 Seborréia seca difusa - CS, PMN
13 Linfadenomegalia e apatia - CS, MN
14 Assintomatico - CS, PMN
15 Assintomatico - CS, muco raro, DC
1 Sadio - CS, CI, CB, PMN raros
2 Sadio - Cl,CB
G3 3 Sadio - CS,Cl,CB
4 Sadio - Cl,CB
5 Sadio - Cl,CB

Legenda: (-): auséncia de sinal ocular; CCS: ceratoconjuntivite seca; flare: turbidez do humor
aquoso = aqueous cells; CS: células superficiais (orangeofilicas); M; muco; DC: debris celulares;
PMN: células polimorfonucleares; MN: mononucleares; CC: células caliciformes; ER: emperipolese;

Cl: células intermediarias e CB: células basais.

celular dé indicios da doenca, ao
compararmos os achados encontrados nos
animais do G2 e G3. Nao se pretendeu
aqui, que a realizacdo deste exame
substitua outros exames mais especificos
como, por exemplo, a sorologia e exame
parasitolégico direto, e nem indicd-lo como
exame diagnostico da doenca, mas sim,
avalid-lo como método auxiliar de triagem,
principalmente, nos casos de animais
suspeitos cursando uveite em areas
epidémicas e endémicas, com as
vantagens de ser um método rapido, de
baixo custo e eficiente.

CONCLUSOES

Os resultados observados indicam que
a citologia de impressao é um método que
permite avaliar a conjuntiva bulbar de caes
portadores de Leishmaniose Visceral
Canina.

Os achados citopatolégicos encontra-
dos em animais sintomaticos, incluindo as
uveites apresentam-se em maior
contingente, comparativamente aos
animais oligossintomaticos e sadios.

A citologia de impressdo da conjuntiva
bulbar de cdes com uveite pode ser (util
como exame de triagem diagnostica, porém
0S exames, parasitolégico e soroldgico, sao

imprescindiveis
diagnostica.

para a confirmagéo
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