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RESUMO

OLIVEIRA, P. V. Efetividade da analise ultrassonografica das articulacdes na leishmaniose
canina naturalmente adquirida. Salvador, Bahia, 2025. 75 p. Dissertacdo (Mestranda em Ciéncia
Animal nos Trépicos) Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia,
2025.

A leishmaniose canina (LCan) causada por Leishmania infantum € uma doenga parasitaria
zoondtica, cronica, que cursa com acometimento multissistémico. As lesdes osteoarticulares descritas na
LCan tém sido atribuidas a doenca por imunocomplexos associada a inflamac¢do da microvasculatura da
membrana sinovial e/ou presenga do parasito na sindvia. O objetivo deste estudo foi estabelecer e descrever
os achados identificados por meio de ultrassonografia (USG) articular em caes naturalmente infectados por
L. infantum, para avaliar a efetividade diagnodstica dessa técnica na caracterizagdo clinica em caes com
LCan. Foram estudados 43 cades positivos a PCR para L. infantum, atendidos entre fevereiro/2023 e
janeiro/2025 no Ambulatdrio de Leishmanioses Zoonoticas do Hospital Veterinario da UFBA. Os caes
foram avaliados por exames clinico geral, fisico locomotor, laboratoriais e de imagem por radiografia e/ou
USG. Os exames ultrassonograficos foram aplicados nas articulagdes tarsicas de todos os cdes; outras
articulagdes foram examinadas por USG quando apresentavam alteragdes ao exame fisico locomotor. Os
caes foram divididos em dois grupos: o G1 (n=23) composto por caes avaliados apenas por USG e o G2
(n=20) por caes avaliados por USG e radiografia. A maioria dos caes era de fémeas (51,2%), em idade
adulta (67,4%) e de raga definida (65,1%). Lesoes articulares foram identificadas pela ultrassonografia em
86% (37/43) dos caes avaliados, sendo osteodfitos (83,8%), derrame articular (64,9%) e espessamento
capsular (56,7%) os achados mais frequentes. Entre os cdes com alteragdes articulares detectadas por
ultrassonografia, 29,7% (11/37) ndo apresentavam alteragdes clinicas ortopédicas. A radiografia identificou
lesdes nas articulagdes tarsais em 40% (8/20) dos caes avaliados. Considerando-se o exame fisico como
referéncia, a ultrassonografia apresentou sensibilidade de 89,7% na identificacao de alteracdes articulares,
enquanto a radiografia apresentou sensibilidade de 66,7%. De forma geral, 88,4% (38/43) dos cdes com
CanL apresentaram alteragdes articulares detectaveis por métodos de imagem, compativeis com processos
degenerativos, inclusive na auséncia de sinais locomotores clinicos. Conclui-se que a ultrassonografia
demonstrou superioridade em relagdo a radiografia na detec¢do de alteragdes articulares em cdes com
CanL, incluindo casos de artropatia subclinica. Esses achados sustentam a recomendagdo da
ultrassonografia articular como ferramenta de primeira escolha no diagndstico precoce de lesdes

osteoarticulares associadas a infec¢do por L. infantum.

Palavras-chave: articulagdo, leishmaniose canina, ultrassom articular, radiografia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, P. V. Effectiveness of Ultrasonographic Joint Analysis in Naturally Acquired Canine
Leishmaniasis. Salvador, Bahia, 2025. 75 p. Dissertagao (Mestre em Ciéncia Animal nos Tropicos)
Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, 2025.

Canine leishmaniasis (CanL), caused by Leishmania infantum, is a chronic zoonotic parasitic disease
with multisystemic involvement. The osteoarticular lesions described in CanL have been attributed to
immune complex—mediated disease associated with inflammation of the synovial membrane
microvasculature and/or the presence of the parasite within the synovium. The aim of this study was to
establish and describe the findings identified through joint ultrasonography (USG) in dogs naturally
infected with L. infantum, in order to evaluate the diagnostic effectiveness of this technique in the clinical
characterization of dogs with CanL. A total of 43 L. infantum PCR-positive dogs, examined between
February 2023 and January 2025 at the Zoonotic Leishmaniasis Outpatient Clinic of the Veterinary
Hospital at UFBA, were included. The dogs underwent general clinical examination, locomotor physical
assessment, laboratory tests, and imaging by radiography and/or USG. Ultrasonographic examinations
were performed on the tarsal joints of all dogs, while other joints were evaluated by USG when alterations
were identified during the locomotor physical exam. The dogs were divided into two groups: G1 (n=23),
composed of dogs assessed only by USG, and G2 (n=20), composed of dogs evaluated by both USG and
radiography. Most dogs were females (51.2%), adults (67.4%), and purebred (65.1%). Articular lesions
were identified by ultrasonography in 86% (37/43) of the evaluated dogs, with osteophytes (83.8%), joint
effusion (64.9%), and capsular thickening (56.7%) being the most frequent findings. Among dogs with
articular alterations detected by ultrasonography, 29.7% (11/37) did not show clinical orthopedic
abnormalities. Radiography detected tarsal joint lesions in 40% (8/20) of the dogs evaluated. Considering
the physical examination as the reference, ultrasonography showed a sensitivity of 89.7% in identifying
articular changes, whereas radiography showed a sensitivity of 66.7%. Overall, 88.4% (38/43) of the dogs
with CanL presented articular alterations detectable by imaging methods, consistent with degenerative
processes, even in the absence of clinical locomotor signs. We conclude that ultrasonography demonstrated
superiority over radiography in detecting joint alterations in dogs with CanL, including cases of subclinical
arthropathy. These findings support the recommendation of joint ultrasonography as a first-line tool in the

early diagnosis of osteoarticular lesions associated with L. infantum infection.

Keywords: joint, canine leishmaniasis, articular ultrasound, radiography.
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1. INTRODUCAO

Os avangos no conhecimento sobre a leishmaniose em caes e o desenvolvimento de tecnologias
diagnosticas tém evidenciado a elevada prevaléncia desta zoonose parasitaria, bem como a ampla
variedade de alteragdes patologicas que acometem o hospedeiro canino (Baneth et al., 2008; Solano-
Gallego et al., 2009; Silva et al., 2022; WHO, 2024). A apresentagdo clinica da leishmaniose canina
(CanL), causada por Leishmania infantum, pode variar desde infec¢do subclinica até formas sistémicas
graves e terminais (Barrouin-Melo et al., 2006; Gomes et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011;
Koutinas & Koutinas, 2014; Meléndez-Lazo et al., 2018). A ocorréncia e¢ a intensidade das
manifestagdes clinicas sdo determinadas pelo equilibrio entre as respostas imune humoral e celular do
cdo frente ao parasito (Pinelli et al., 1994; Esch et al., 2013; Hosein et al., 2017; Toepp et al., 2019;
2020).

A imunidade protetora, mediada por linfocitos T auxiliares e por citocinas como IFN-y, IL-2 e
TNF-a, induz a atividade anti-Leishmania no interior dos macréfagos (Koutinas & Koutinas, 2014;
Tsouloufi et al., 2022). Por outro lado, a suscetibilidade a infec¢ao e a progressao da doenca decorre
caracterizada por uma resposta mista de citocinas Thl e Th2 (Pinelli et al., 1994; Esch et al., 2013;
Hosein et al., 2017; Toepp et al., 2019; Toepp et al., 2020). Caes suscetiveis desenvolvem CanL
multissistémica, com manifestagdes clinicas na pele, olhos ou comportamento, comprometendo a
integridade e a func¢do dos sistemas renal, digestorio, nervoso, respiratdrio, musculoesquelético e/ou
hemolinfatico, resultando em faléncia organica e morte (Solano-Gallego et al., 2011; Sonoda et al.,

2013; Koutinas & Koutinas, 2014; Tsouloufi et al., 2022; Silva et al., 2021).

A poliartrite € a alteracdo musculoesquelética mais comumente descrita em caes com CanL
(Spreng, 1993; Agut et al., 2003; Silva et al., 2022; Sbrana et al., 2014). Entre as lesdes articulares
previamente relatadas estdo o acometimento de multiplas articulagdes, sinovite, osteoartrite, formagao
de osteofitos, reagdo periosteal e anquilose o0ssea (Agut et al., 2003; Souza-Filho et al., 2024). As
manifestacdes ortopédicas incluem claudica¢do, dor, aumento de volume articular com edema,
derrame articular, limitagdo de movimento e prostragdo (Buracco et al., 1997; Agut et al., 2003; Silva
et al., 2022). Contudo, a artrite pode ser a Unica manifestagdo clinica da CanL. Dois mecanismos
fisiopatoldgicos tém sido propostos para explicar o desenvolvimento de artropatias: uma reagdo
inflamatodria de hipersensibilidade tipo III, resultante da deposi¢ao de imunocomplexos nas estruturas

vasculares articulares, e uma reac¢do inflamatdria granulomatosa decorrente da presenca direta de
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amastigotas de L. infantum na articulagdo (Spreng, 1993; Agut et al., 2003; Koutinas & Koutinas,
2014; Sbrana et al., 2014).

A caracterizagdo por imagem das lesdes articulares em CanlL, na literatura, baseia-se
principalmente em radiografias simples, que evidenciam esclerose subcondral, proliferagdes dsseas
periarticulares, oste6fitos e entesofitos, aumento da radiopacidade intra-articular, diminuicdo do
espaco articular, mineralizagcdo de tecidos moles adjacentes, formagao de cistos subcondrais e reducao
da radiopacidade subcondral (Agut et al., 2003; Silva et al.,, 2021). Estudos comparativos
demonstraram altera¢des articulares em exames radiograficos em cerca de 67% dos caes infectados
por L. infantum (Silva et al., 2021; 2022), enquanto a tomografia computadorizada identificou

artropatia em mais de 90% desses animais (Silva et al., 2022).

A ultrassonografia articular, método de baixo custo, rapido e de facil acesso, permite avaliagdo
da superficie 6ssea em multiplos planos, possibilitando identificar alteracdes que nao sdo detectadas
em radiografias (Gomes, 2019). A técnica ¢ validada e considerada confidvel para avaliacdo de
alteragdes sinoviais em humanos (Sellam & Berenbaum, 2010; D’Agostino et al., 2017) e em caes
(Ramirez-Flores et al., 2017; Carreira et al., 2024). A sinovite, principal responsavel pelos sinais
clinicos de artrite, desempenha papel fundamental na progressao das alteragdes Osseas e cartilaginosas
(Sellam & Berenbaum, 2010; Scanzello & Goldring, 2012). Além disso, a ultrassonografia ¢ sensivel
para deteccdo de sinovite e possibilita avaliagdo da cartilagem articular tanto em humanos (Cipolletta
et al., 2025; Okano et al., 2016) quanto em caes (Ramirez-Flores et al., 2017), algo que nao ¢ possivel
por meio da radiografia. Outro ponto relevante ¢ que a ultrassonografia apresenta maior sensibilidade
que aradiografia para identificacdao de pequenos ostedfitos em humanos (Mathiessen et al., 2013; 2017,

Okano et al., 2016) e em caes (Gomes, 2019).

Diante desse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a efetividade da ultrassonografia
articular no exame de caes com CanL. Para isso, parametros obtidos nos exames radiograficos,
ortopédicos e nos escores clinicos de estadiamento foram analisados, visando evidenciar a
aplicabilidade da técnica na detec¢do precoce e precisa de alteragdes locomotoras decorrentes da

infec¢do por L. infantum em caes.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer e descrever os achados ultrassonograficos articulares em caes naturalmente
infectados por L. infantum, com a finalidade de conhecer e analisar a taxa de detecgdo de alteragdes

por essa modalidade de diagnostico por imagem.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar a ocorréncia e caracterizar através de exames fisicos especificos e de imagem as alteragdes
ortopédicas diagnosticadas ao exame clinico de um grupo de caes domiciliados em area endémica e
portadores de infecg¢@o natural por L. infantum, classificados nos diferentes estadios de leishmaniose

canina (LCan);

- Avaliar a ocorréncia e caracterizar as alteragdes osteoarticulares detectadas por meio de

ultrassonografia nesses caes;

- Analisar comparativamente os achados ultrassonograficos osteoarticulares e os achados

radiogréficos, relacionando-os aos achados de exame ortopédico.

- Correlacionar os achados ultrassonograficos osteoarticulares o estadiamento clinico em caes com

LCan
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3. HIPOTESES
- As lesoes articulares que ocorrem na leishmaniose canina, ainda que em fase inicial, podem ser

facilmente detectadas por meio de ultrassonografia articular;

- A ultrassonografia articular em caes com leishmaniose possibilita determinar os diferentes graus

de intensidade de lesdo articular que, por sua vez, € proporcional ao estadio clinico da doenga;

- A ultrassonografia articular em cdes com leishmaniose identifica parametros mais precisos

quando comparada a técnica radiografica e ao exame ortopédico.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, AGENTE ETIOLOGICO E CICLO DE
TRANSMISSAO DA LEISHMANIOSE CANINA

As leishmanioses compdem um grupo de doencas transmitidas por vetores flebotomineos,
causadas por protozoarios do género Leishmania sp., que estao entre as zoonoses de maior relevancia
globalmente (Oryan; Akbari, 2016; Akhoundi et al., 2017). Leishmanioses sdo consideradas
endémicas em mais de 99 paises e territorios no mundo. Desses, 71 paises apresentam endemicidade
para ambas as formas, visceral e cutanea. A LV ¢ responsavel por cerca de 83% dos casos globais em
2023, presentes especialmente em Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sudio.
Enquanto a LC cerca de 83% dos casos ocorreu em seis paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Paquistao,
Peru e Siria (Sonoda et al., 2013; Kaszak; Planellas; Dworecka-Kaszak, 2015; Morales-Yuste; Martin-
Sanchez; Corpas-Lopez, 2022). A incidéncia de infecgdes por Leishmania sp. tem expandido para
territorios anteriormente pouco acometidos, como o norte europeu e América do Norte (Oryan; Akbari,
2016). Estima-se que cerca de 2,5 milhdes de caes tenham a leishmaniose canina (LCan), doenga que
tem um impacto significativo para a saude publica mundial (Teixeira et al., 2005; Oryan; Akbari,

2016).

No Brasil, Leishmania infantum ¢é o principal agente causal da leishmaniose visceral (LV) em
seres humanos e também da LCan (Brasil, 2014; Ribeiro et al., 2018; Marcondes et al., 2019;
Nascimento et al., 2022). Entre 2016 e 2022, a LV por L. infantum foi registrada em 53,3% dos
municipios brasileiros (2.970), havendo uma média anual de 9.521,8 casos (total em cinco anos =
66 648), com uma taxa de mortalidade de 0,21 dbitos a cada 100.000 habitantes no periodo (total de
2.261) (Brasil, 2024). Em caes, alguns estudos indicam a prevaléncia de infec¢do por L. infantum
variando entre 4% em Minas Gerais, at¢ 75% em Alagoas (Coura-Vital ef al., 2011; Rocha et al.,

2018).

L. infantum ¢é a espécie que predominantemente afeta canideos domésticos e silvestres (Dantas-
Torres; Brandao-Filho, 2006; Morales-Yuste; Martin-Sdnchez; Corpas-Lopez, 2022). No ambito da
medicina veterindria, a LCan assume particular importdncia, uma vez que o cdo doméstico ¢é
considerado o principal reservatorio de L. infantum para o vetor flebotomineo Lutzomyia longipalpis,
que transmite a infec¢ao para e entre hospedeiros mamiferos, incluindo os humanos (Davies et al.,
2003; Solano-Gallego et al., 2016; De Sousa Gongalves et al., 2020). Observa-se um niimero crescente

de relatos de infecgdo por L. infantum em outras espécies domésticas, incluindo felinos e equinos, os
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quais manifestam quadro clinico atribuido a agdo patogénica do parasito (Ashford, 1996; Dantas-

Torres; Brandao-Filho, 2006; Morales-Yuste; Martin-Sanchez; Corpas-Lopez, 2022).

A transmissdo ocorre quando a fémea de flebotomineo infectada inocula as formas
promastigotas infectantes de L. infantum ao se alimentar do sangue de um hospedeiro vertebrado
suscetivel (Teixeira et al., 2005; Brasil, 2014; Morales-Yuste; Martin-Sanchez; Corpas-Lopez, 2022).
No organismo do hospedeiro vertebrado, o parasito ¢ fagocitado e se transforma na forma amastigota
intracelular, que se desenvolve e replica, disseminando-se para diversos tecidos (Koutinas; Koutinas,
2014; Oryan; Akbari, 2016). Os flebotomineos estdo adaptados para a transmissdo bioldgica de
Leishmania sp., e uma pequena parcela dos flebotomineos consegue manter a transmissao da doenca
em zonas endémicas (Ribeiro et al., 2018; Beasley ef al., 2021). Além da via vetorial, outras formas
de transmissdo ja foram identificadas como transfusdes sanguineas, transmissdo vertical
(transplacentaria), e transmissdo venérea (Solano-Gallego et al., 2009; Guedes et al., 2020). Outras
formas de transmissao que ja foram sugeridas, incluindo a transmissao direta por mordeduras ou lesdes
cutineas em canideos, bem como a transmissao por outros artropodes hematofagos, como carrapatos

e pulgas (Davies et al., 2003; Solano-Gallego et al., 2009).

4.2 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS E MANIFESTACOES CLINICAS DA
LEISHMANIOSE CANINA POR Leishmania Infantum

A infec¢do por L. infantum em cades pode gerar um amplo espectro de respostas imunolégicas,
que resultam em condigdes patologicas que podem variar de infec¢do subclinica, com carater
autolimitante, ao desenvolvimento de doenga que acomete diversos o6rgaos e sistemas, apresentando

quadros clinicos graves (Gharbi ef al., 2015; Hosein; Blake; Solano-Gallego, 2017).

A resposta imune celular € essencial no controle da LCan no organismo do hospedeiro e ¢é
mediada principalmente pelos linfocitos T auxiliares do tipo 1 (Thl), os quais produzem citocinas
como o interferon gama (IFN-y), a interleucina 2 (IL-2) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
Essas citocinas atuam diretamente na ativacdo de macrofagos infectados, promovendo a destrui¢do do
parasito intracelular (Bogdan; Rollinghoff, 1998; Hosein; Blake; Solano-Gallego, 2017; Molina ef al.,
2023). Caes que desenvolvem uma resposta Thl ativa e predominante apresentam maior capacidade
de eliminagao do parasito por meio da resposta imune celular, o que resulta em baixa carga parasitaria,

menores titulos de anticorpos séricos e auséncia ou manifestagdes clinicas moderadas (Sbrana et al.,
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2014; Brito et al., 2021). Esses caes sao descritos como resistentes ¢ menos infecciosos aos

flebotomineos (Magalhaes-Junior et al., 2016; Travi et al., 2018).

Entretanto, L. infantum pode modular e evadir a resposta imune do cdo, remodelando o vactiolo
parasitoforo e impedindo a agdo leishmanicida dos macrdéfagos, e multiplica-se a ponto de causar a
ruptura da membrana desses fagocitos, liberando mais formas amastigotas (Pinelli et al., 1994;
Ribeiro-Gomes; Sacks, 2012; Gupta et al., 2013). Essas amastigotas serdo entdo fagocitadas por outras
células do sistema fagocitdrio mononuclear, cuja migra¢do as transporta ao sangue, figado, baco e
medula 6ssea (Gregory, 2011; Kim; Shin, 2021; Rettiger, 2022; Karthik; Kannan, 2023). Animais que
desenvolvem uma resposta imune predominantemente Th2 sdao incapazes de controlar ou eliminar os
parasitos dentro dos macréfagos, devido a inibi¢do da reag@o de oxidagdo por 6xido nitrico dentro dos
fagolisossomos que contém as amastigotas de Leishmania (Debrabant et al., 2003; Goto; Mizobuchi,
2023). Esses cdes apresentam alta carga parasitaria, elevados titulos de anticorpos e desenvolvem
sinais e manifestagdes clinicas da doenga. Devido a predominancia da resposta imune do tipo Th2,
ocorre a ativagdo dos linfocitos B, e producdo intensa de imunoglobulinas M e G, que, além de serem
incapazes de controlar a infec¢do, se ligam a antigenos circulantes, formando imunocomplexos que se
depositam em vasos de tecidos e 6rgdos, entre eles a membrana sinovial e rins (Solano-Gallego et al.,

2009).

Os anticorpos sdo as imunoglobulinas produzidas pelos linfocitos B com a fun¢do de neutralizar
e opsonizar para eliminar os microrganismos e toxinas presentes fora das células do organismo
hospedeiro (Abbas; Lichtman; Pillai, 2017). Essas imunoglobulinas tém um papel fundamental na
prevencao da invasdo de células e tecidos pelo agente patogénico, impedindo assim o estabelecimento
de infeccdes (Hosein; Blake; Solano-Gallego, 2017). Por outro lado, a maioria das células T possui
funcdo de reconhecimento a apenas alguns antigenos proteicos, produzidos por microrganismos no
interior da célula (Abbas; Lichtman; Pillai, 2017). Leishmania sp. € um parasito intracelular, e por isso
anticorpos ndo possuem a capacidade de neutralizd-lo, sendo assim a defesa contra esses
microrganismos intracelulares ¢ mediada, primordialmente, por células como os linfocitos T (LT). O
grupo de linfécitos T € composto pelos LT auxiliares (ou helper, do inglés) CD4+, que secretam
citocinas que direcionam o tipo predominante de resposta imune Th1 ou Th2 (Abbas; Lichtman; Pillai,
2017). Na resposta Thl, esses linfocitos produzem as citocinas interleucina-2 (IL-2), interferon gama
(IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (FNT-o) que ativam fagocitos para eliminacdo de
microrganismos nas vesiculas fagocitadas, enquanto os LT CD8+ destroem células infectadas por

patogenos (Debrabant et al., 2003; Abbas; Lichtman; Pillai, 2017). Na resposta Th2, os linfocitos
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TCD4+ produzem interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e interleucina-10 (IL-10) as quais
estimulam a produgao de anticorpos circulantes (Solano-Gallego et al., 2009; Abbas; Lichtman; Pillai,

2017).

A resposta humoral nas formas subclinicas ou clinicamente manifestas da LCan tem sido
motivo de debate (Garcia-Castro et al., 2022). Algumas pesquisas t€ém demonstrado uma
predominancia de IgG-1 em infec¢des subclinicas, enquanto outras colocam esse subtipo de IgG como
marcador de suscetibilidade associado ao aparecimento de sinais clinicos (Nieto et al., 1999; Solano-
Gallego et al., 2001; Carrillo et al., 2007; Lima et al., 2017). Por outro lado, a I[gG-2 também tem sido
associada a protecdo imune em caes com infec¢ao subclinica que apresentariam niveis elevados desse
subtipo de IgG, enquanto os cdes com LCan manifesta produziriam niveis ainda mais altos (Solano-
Gallego et al., 2001; Fernandez-Pérez et al., 2003; Da Costa-Val et al., 2007). Outros autores, porém,
ndo verificaram essa relacdo entre as respostas de IgG-1 e IgG-2 e o quadro clinico canino (Quinnell
et al., 2003; Travi et al., 2009; Boggiatto et al., 2010; Carson ef al., 2010; Coura-Vital et al., 2011,
Ribeiro et al., 2011). De qualquer forma, os quadros graves sdo associados a resposta humoral intensa

e alta carga parasitaria (Solano-Gallego et al., 2009; Montserrat-Sangra et al., 2018; Segarra, 2021).

Os sinais clinicos podem comegar com a lesdo no local de inoculagdo, geralmente ulcerativa,
em decorréncia da resposta inflamatéria no local, que pode regredir apds alguns dias, enquanto pode
ocorrer replicacdo nos demais orgaos e tecidos, onde também havera resposta inflamatoria
granulomatosa (Ciaramella et al., 1997; Kaszak; Planellas; Dworecka-Kaszak, 2015). Os estadios
iniciais da doenga ndo estdo associados a sinais gerais claros, mas com a progressdao da infeccdo, o
sinal mais frequentemente observado ¢ a adenomegalia, na qual os linfonodos se tornam dolorosos e

palpaveis (Koutinas; Koutinas, 2014; Gharbi et al., 2015; Kaszak; Planellas; Dworecka-Kaszak, 2015).

As manifestacdes dermatologicas sdo, normalmente, as primeiras observadas pelos
responsaveis pelos animais, € as mais frequentes incluem descamacdo da pele, lesdes cutaneas
nodulares, ulcerativas ou pustulares, dermatite esfoliativa, alopecia, reacdes eritematosas e
onicogrifose (Solano-Gallego et al., 2011; Meléndez-Lazo et al., 2018; Morales-Yuste; Martin-
Sanchez; Corpas-Lopez, 2022). Outras apresentacdes envolvem alteracdes oculares (blefarite, uveite
e ceratoconjuntivite), hepaticas e esplénicas, porém os sinais obtidos ao exame fisico podem ser
inespecificos (Morales-Yuste; Martin-Sdnchez; Corpas-Lopez, 2022). Na maioria dos casos, ¢
observada linfonodomegalia, apatia, emaciacdo e atrofia muscular, e insuficiéncia renal que consiste

na principal causa de Obito decorrente da infeccdo (Ciaramella ef al., 1997; Manzillo et al., 2013;
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Solano-Gallego et al., 2011; Kaszak; Planellas; Dworecka-Kaszak, 2015). Em alguns casos, o
acometimento articular e, consequentemente, a claudicagao, podem ocorrer (Spreng, 1993; Sbrana et

al., 2014).

O grupo de pesquisa LeishVet desenvolveu um sistema de estadiamento clinico e laboratorial
para o diagnostico, prognostico e tratamento mais precisos, de acordo com a gravidade da apresentacao
clinica e parametros laboratoriais (Solano-Gallego et al., 2009; 2011). Sao quatro estadios de evolugao:
estadio I (doenca leve), estadio II (doenga moderada), estadio III (doenga grave) e estadio IV (doenga
muito grave) (Apéndice A). Outros autores também descrevem sistemas para determinar a gravidade
da LCan por meio de pontuacdo (escore) para as alteragdes clinicas classificando a gravidade da LCan
com base no escore total em doenca leve (escore <16), moderada (escore 16-30) e grave (>30) (Silva

et al.,2017) (Apéndice B).

4.3 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE CANINA

O diagnostico da leishmaniose canina ¢ complexo dada a diversidade de manifestacdes
clinicas nos caes, além do que a infec¢dao por Leishmania sp. pode nao implicar, necessariamente,
doenga clinica (Gharbi et al., 2015; Solano-Gallego et al., 2001). A deteccdo de DNA de Leishmania
sp. em amostras biologicas de caes clinicamente sauddveis de regides endémicas sugere a ocorréncia
de infecg¢ao subclinica, indicando que esses animais sdo portadores do patogeno, mas ndo manifestam

sinais clinicos (Molina et al., 2023).

O estabelecimento do estadio clinico da LCan deve ser embasado ndo apenas nos sinais
verificados ao exame fisico, mas também em alteracdes clinico-patologicas detectaveis em andlises
clinico-patologicas (Solano-Gallego ef al., 2011). Além do aumento de globulinas, que caracteriza
hiperproteinemia devido a hiperglobulinemia, as alteragdes bioquimicas mais frequentes podem incluir
azotemia associada a disfuncdo renal e hipoalbuminemia, resultante da perda proteica na urina,
decorrente de lesdo e disfuncdo renais (Meléndez-Lazo et al., 2018). As principais alteracdes nos
exames urindrios incluem proteintria persistente e aumento da relagdo proteina/creatinina urindria
(UPC), decorrentes de lesdes associadas a deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos renais
(Solano-Gallego et al., 2009). Dentre as alteragdes hematologicas, destacam-se a anemia nao
regenerativa, leucocitose ou leucopenia e trombocitopenia, associadas a processos inflamatérios

sistémicos cronicos e/ou disturbios na medula ossea.
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A identificagdo de imunoglobulinas G (IgG) especificas para antigenos de Leishmania sp. pode
ser realizada por meio de técnicas sorologicas, dentre elas a Reagao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e o Ensaio de Imunoadsor¢ao Enzimatica (ELISA) sdo os mais utilizados (Gharbi et al., 2015;
Solano-Gallego et al., 2016). Concentragdes elevadas de anticorpos sdo frequentemente
correlacionadas com altas cargas parasitarias e manifestagdes clinicas mais intensas (Rodriguez-Cortés
et al., 2006). No entanto, existem caes soronegativos, o que pode ser atribuido ao periodo de incubagao

ou infec¢des autolimitantes (Molina et al., 2023; Solano-Gallego et al., 2000).

Me¢étodos diagnoésticos como a citologia, histopatologia e a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) permitem o diagnostico do parasito envolvido no quadro (Nunes et al., 2007; Hosein; Blake;
Solano-Gallego, 2017). Para confirmar a infec¢do, os métodos disponiveis incluem exames
parasitolégicos por meio de citologia, que permitira a identificagdo de amastigotas em amostras
provenientes de aspirados de lesdes cutaneas, linfonodos, medula 6ssea e bago, por meio de
microscopia direta (Gharbi et al., 2015). Técnicas de biologia molecular permitem detectar o DNA
parasitario em amostras teciduais (Lachaud et al., 2002; Quaresma, 2007; Hosein et al., 2015). A PCR
(convencional e quantitativa) confere acuracia do diagnoéstico parasitologico, sendo reconhecida como
o método diagnostico de maior sensibilidade e especificidade (Solano-Gallego et al., 2009; Molina et
al.,2023), e ¢ aplicavel em amostras de medula 6ssea, linfonodos, bago ou pele, embora a sensibilidade
para detec¢do em sangue total e urina seja menor (Quaresma, 2007; Hosein et al., 2015; Molina et al.,
2023). A PCR quantitativa em tempo real € capaz de detectar cargas parasitarias em quantidades
significativamente menores, quando comparada a PCR convencional (Rodriguez-Cortés et al., 2006;

Hosein et al., 2015; Molina et al., 2023).

4.4 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA ARTICULAR NA LCAN

4.4.1 Aspectos anatomicos e fisiolégicos das articulacdes dos caes

A fungdo das articulagdes ¢ proporcionar estabilidade no suporte de peso do corpo em
movimento, € a movimentagao articular deve ser indolor para que o animal possa ter uma deambulagao
normal (Constantinescu; Constantinescu, 2009; Villamonte-Chevalier ef al., 2015). O diagndstico e
manejo da doenca articular dependem da compreensdo da anatomia e fisiologia do sistema

musculoesquelético (Agut et al., 2003; Silva et al., 2021).

A classificagdo anatdmica das articulagdes pode ser resumida em articulagdes fibrosas

(sinartroses), cartilaginosas (anfiartroses) e sinoviais (diartroses) (Decamp et al., 2015). As
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articulagdes sinoviais permitem a maior quantidade de movimentos e sdo compostas por cavidade
articular, capsula articular, liquido sinovial, cartilagem articular e osso subcondral (Decamp et al.,
2015; Tabar et al., 2022). Algumas articulagdes possuem, também, ligamentos intra-articulares,
meniscos e coxins gordurosos. A superficie articular do 0sso ¢ coberta por cartilagem hialina e 0s 0ssos
s30 unidos por uma capsula articular e ligamentos. A capsula articular ¢ composta por uma membrana
sinovial interna que produz liquido sinovial e uma camada fibrosa externa que auxilia na estabilidade

articular (Decamp et al., 2015; Silva et al., 2022).

A amplitude de movimento das articulagdes ¢ limitada pela agdo de musculos, ligamentos, capsula
articular e pela conformagdo Osseas. Assim e como qualquer sistema mecanico sujeitos ao desgaste, as
articulagdes dos animais ndo sdo exce¢do. Embora o processo degenerativo ocorra naturalmente com
o envelhecimento, ele pode ser acelerado ou agravado por trauma, doengas, bem como por alteragdes

estruturais e bioquimicas na cartilagem articular (Tabar et al., 2022).

A lubrificacdo articular, fundamental para reduzir o atrito e manter a estrutura articular em
condi¢des funcionais adequadas (Caine et al., 2009), e pode ser afetada pela natureza e geometria das
superficies articulares, pela integridade da membrana sinovial, pelas propriedades fisicas e quimicas
do fluido sinovial, pela carga empreendida na articulagdo e pelo tipo de movimento articular realizado

(Buracco et al., 1997; Decamp et al., 2015).

A membrana sinovial ¢ altamente vascularizada, aderindo-se ao periosteo nas regides de
reflexdo Ossea e recobrindo todas as estruturas intra-articulares, exceto a cartilagem articular e os
meniscos (Decamp et al., 2015). Seu revestimento pode estender-se além da camada fibrosa, formando
bolsas sinoviais sob tenddes e ligamentos. Os sinoviocitos, células constituintes da membrana sinovial,
desempenham funcdes essenciais de fagocitose e de producdo do liquido sinovial (Decamp et al.,

2015).

A cartilagem articular normal de um animal adulto apresenta coloracao branca, superficie lisa,
brilhante e translucida, além de ser desprovida de vasos sanguineos, linfaticos e terminac¢des nervosas.
O suprimento nutricional da cartilagem ocorre por difusdo através do liquido sinovial e da matriz

cartilaginosa, antes de alcancar os condrocitos (Decamp et al., 2015; Tabar et al., 2022).

O liquido sinovial ¢ um dialisado do plasma sanguineo ao qual os sinoviocitos adicionam
glicosaminoglicanos (GAG) (Araujo et al., 2016; Silva et al., 2022). Sua principal fun¢do ¢ a

lubrificagdo, reduzindo o atrito e prevenindo o desgaste da cartilagem articular. Além disso, o liquido
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sinovial fornece nutrientes para a cartilagem e contribui para a manutencdo do equilibrio eletrolitico e
metabolitos intra-articular. O principal GAG do fluido sinovial € o 4cido hialuronico, que ¢ altamente
polimerizado e impede que proteinas séricas de alto peso molecular entrem no fluido (Tabar et al.,
2022). As proteinas do liquido sinovial aumentam em condi¢des inflamatorias devido a uma
diminuicdo neste estado polimerizado do acido hialuroénico ou como resultado de um aumento na

permeabilidade capilar do subsindvio. Ambas as situagdes causam derrame articular (Decamp et al.,

2015).

4.4.2 Aspectos imunopatoldgicos da LCan e a doenca articular associada

Alguns autores propdem que o desenvolvimento de artrite ou poliartrite na LCan pode estar associado
a diferentes mecanismos patogénicos, incluindo a presenga de formas amastigotas no interior da
articulagdo, transportadas por células de defesa do organismo, desencadeando uma resposta
inflamatoria local e/ou reacdo de hipersensibilidade tipo III decorrente de inflamagdo sistémica, com
deposi¢ao de imunocomplexos nos vasos dos tecidos periarticulares e da membrana sinovial (Agut et
al., 2003; Debrabant et al, 2003; Silva et al, 2022). Esses estudos também indicam que ambos os

mecanismos podem coexistir em uma mesma articulagao.

A degeneragdo articular observada na LCan pode ser desencadeada tanto pela presenca do
parasito na articulagdo, induzindo uma reacao inflamatdéria linfoplasmocitaria a granulomatosa, quanto
por uma reagao de hipersensibilidade do tipo III, caracterizada por inflamagao neutrofilica subsequente
a deposicao complexos imunes na sindvia, resultando em sinovite e poliartrite (Decamp et al., 2015).
Os sinais clinicos frequentemente relatados incluem febre, claudicacdo, artrodinia, crepitacdo articular,
edema de tecidos moles periarticulares e atrofia muscular. Em estudos recentes, os sinais mais comuns
foram claudicacdo (40%) e artralgia (20%) em cdes com alteracdes ao exame fisico, enquanto
manifestagdes menos frequentes incluiram edema de tecidos moles ao redor da articulagdo, rigidez,

crepitacdo articular e incapacidade funcional (Silva et al., 2021).

No caso da LCan, a resposta imune a infeccdo ¢ muito variavel e, dependendo do
desenvolvimento, pode influenciar no controle ou progressao da infec¢do, evoluindo para doenga
clinica imunomediada (Hosein; Blake; Solano-Gallego, 2017; Molina et al., 2023). Assim, a resposta
imune também pode gerar lesdo tecidual e, consequentemente, doengas imunomediadas, classificadas
como reagoes de hipersensibilidade. Na doenca imunomediada, a resposta ao antigeno desencadeia a
ativagdo de respostas imunes excessivas ou anormais resultando em lesdo tecidual (Abbas; Lichtman;

Pillai, 2017; Hosein; Blake; Solano-Gallego, 2017; Tsouloufi et al., 2022). As reagdes de
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hipersensibilidade j& foram descritas como sendo a base de muitas doengas imunologicas e
imunomediadas cronicas em seres humanos e em animais (Debrabant et al., 2003; Santos et al., 2006;
Paz et al., 2021). A reagdo de hipersensibilidade tipo III, ou doenga por imunocomplexos ¢ uma
categoria de doencas mediadas por anticorpos (Abbas; Lichtman; Pillai, 2017). Na LCan, os
imunocomplexos sdo compostos de proteinas agregadas de Leishmania sp., anticorpos IgG e IgM anti-
Leishmania e, em menor quantidade, partes do sistema complemento (Parody et al., 2019). Esses
complexos imunes ativam os macrdfagos enquanto impedem a sintese de IL-12 e, consequentemente,
a produg¢do de IFN-y; esses macrofagos, ao migrar para as areas em que had deposicao de
imunocomplexos, secretam niveis elevados de IL-10, citocina que impede a atuagdo da imunidade
mediada por células, incapacitando o macrofago a conter a infeccao (Miles et al., 2005; Gizzarelli et
al., 2020). Assim, os imunocomplexos se depositardo nos vasos sanguineos de 6rgdos especificos,
levando a inflamacao cronica e lesdo tecidual, causando também uma série de manifestagdes clinicas

encontradas na LCan (Abbas; Lichtman; Pillai, 2017; Debrabant ez al., 2003; Gizzarelli ef al., 2020).

Quando os imunocomplexos se depositam em vasos sanguineos, pelos quais o plasma ¢ filtrado
em alta pressdo, como os glomérulos renais, a ivea e a sindvia articular, a inflamagao resultante pode
causar glomerulites, glomerulonefrites, nefrite, uveites e artrites. Essas condi¢des sdo comumente
observadasem caes com formas graves de leishmaniose causada por L. infantum (Chamizo; Moreno;
Alvar, 2005; Costa et al., 2003; Koutinas; Koutinas, 2014). As artropatias descritas na LCan, assim,
decorrem de uma série de eventos que envolvem acdes quimiotaticas e ativagdo do complemento

(Parody et al., 2019; Tsouloufi et al., 2022).

A artrite canina induzida pela leishmaniose pode ser classificada como infecciosa ou nao-
infecciosa (Spreng, 1993; Debrabant et al., 2003). A poliartrite pode ainda ser subdividida em erosiva
ou ndo-erosiva, com base na presenga ou auséncia de destruicdo da cartilagem articular e do osso
subcondral, visualizados por radiografia, tomografia. Contudo, nada hd na literatura acerca da
ultrassonografia (Sbrana ef al., 2014; Silva et al., 2022). A forma ndo-erosiva imunomediada ¢ a mais
comum entre os caes com LCan e resulta de uma reagdo inflamatdria granulomatosa causada pela
deposi¢ao de imunocomplexos nos vasos da membrana sinovial (Agut ef al., 2003; Santos et al., 2006;
Sbrana et al., 2014). A forma erosiva se caracteriza pela fagocitose de amastigotas realizada por
macrofagos, ativacdo do complemento e leucotaxia, promovendo a liberacdo de citocinas
(colagenases), que degradam a matriz cartilaginosa causando uma lesao de desgaste (Agut et al., 2003;

Blavier et al., 2001; McConkey et al., 2002; Sbrana et al., 2014; Silva et al., 2022).
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Histologicamente, a cartilagem articular ¢ composta de condrocitos, fibras e substancia
fundamental, com 80% da cartilagem ¢ agua, 10% ¢ colageno e 10% ¢ proteoglicano (Decamp et al.,
2015; Tabar et al., 2022). As condigdes articulares inflamatorias podem ser distinguidas das nao
inflamatoérias pela andlise do liquido sinovial (Agut et al., 2003; Silva et al., 2022). Em condigdes
inflamatoérias, o padrdo eletroforético da proteina do liquido sinovial se torna alterado: os agucares
ficam diminuidos, a populagdo celular aumenta e as proporg¢des do tipo celular mudam (Marcelino
Silva et al., 2023). O estado polimerizado do acido hialuronico pode ser estimado usando o teste de
precipitado de acido acético glacial. A qualidade dos glicosaminoglicanos diminui rapidamente na
presenca de algumas infecgdes e pode diminuir lentamente na osteoartrite cronica (Caine et al., 2009).
A viscosidade do liquido sinovial esta relacionada a esta mucoproteina; sendo maior em pequenas
articulacdes e em baixas taxas de cisalhamento e uso (Decamp et al., 2015; Silva et al., 2022). Assim,
uma lesdo articular mecanica ou quimica ndo ¢ reconhecida pelo sistema imunoldgico e nociceptivo
até que uma reagao sinovial ocorra. Como a cartilagem nao possui vasos sanguineos, o processo de
reparo inflamatério ap6s o trauma ndo ocorre, assim, as lesdes profundas invadem o osso subcondral

(Decamp et al., 2015).

A diminuigdo da atividade fisica associada a osteoartropatia e aos distirbios locomotores na
LCan podem chegar a 30% dos caes afetados (Buracco et al., 1997). Contudo, estudos mais recentes
observaram o acometimento em 83,1% dos animais acometidos por LCan (Silva et al., 2022). O
envolvimento osteoarticular desses animais com poliartrite vém sendo descrito clinicamente por
claudicacgdo, artrodinia, edema de tecidos moles, diminui¢do da amplitude de movimento articular,
paresia e atrofia muscular associada, que podem ser proporcionadas devido as poliartrites (Agut ef al.,
2003; Caine et al., 2009; Drumond; Uno; Xavier, 2021; Tabar et al., 2022). Associado a degeneragao
articular pode ocorrer um processo de proliferacdo 6ssea com formacao de ostedfitos, que no caso da
osteoartrite acontece quando células no revestimento sinovial sdo estimuladas a proliferar e iniciam o
processo de osteogénese (Decamp et al., 2015; Aragjo, 2016). Essas células, em desenvolvimento,
passam por condrogénese e depositam moléculas da matriz, como agrecano (uma macroproteina
presente na matriz extracelular dos tecidos cartilaginosos), sofrendo hipertrofia, seguido por
ossificagdo endocondral e formagao de cavidades medulares, e o ostedfito ja desenvolvido ¢ integrado
ao 0sso subcondral original (Van der Kraan; Van den Berg, 2007; Lima de Sousa; Tereza; Borges,
2019). Adicionalmente, a viscosidade e a qualidade do codgulo de mucina diminuem nos caes com
LCan, principalmente naqueles com parasito no liquido sinovial. Esses animais apresentam no liquido

sinovial (LS) aumento de polimorfonucleares, sobretudo de neutréfilos, sendo possivel visualizar as
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formas amastigotas. Parasitos sdo visibilizados no LS em maior frequéncia nos caes classificados no

estadiamento II e III da doenga (Aratjo, 2016).

As doengas osteoarticulares provocam dor, inflamacado, alteragdes funcionais e estruturais,
além comprometimento da mobilidade, fatores que contribuem para sua progressao (Decamp et al.,
2015). A dor, por sua vez, resulta em deterioracao do aparelho locomotor, tanto local quanto de forma

sistémica, em consequéncia da diminui¢ao e alteragdo da mobilidade (Sbrana et al., 2014).

Os processos patologicos envolvidos na artrite e osteoartrite (OA), como espessamento da
capsula articular, reagdes periosteais, osteofitos e anquilose, contribuem para a alteracao da amplitude
de movimento, que agrava as alteragdes musculoesqueléticas levando a um ciclo de progressdao da
doenga (Tabar et al., 2022). A ruptura do ligamento cruzado cranial provavelmente possui uma origem
multifatorial, envolvendo fatores genéticos, conformacdo anatdmica e inflamagdo articular crdnica.
Contudo, estudos sugerem que mecanismos imunopatolégicos podem estar envolvidos no
desenvolvimento de lesdes degenerativas do ligamento cruzado cranial (Decamp ef al., 2015). Além
disso, os impulsos nociceptivos continuos para o sistema nervoso central provocam a deterioracao do
sistema somatossensorial e sensibilizacdo central, que corroboram a intensificacdo da percepcao geral
da dor. O tratamento para as altera¢des funcionais e estruturais associadas a OA canina ¢ dificil e
complexo, assim, a intervencao precoce tem um grande potencial para um manejo clinico mais eficaz

da OA (Decamp et al., 2015).

Medidas preventivas, dentre elas diagnostico precoce, uso de protetores articulares e controle
da imunidade do animal permitem interromper o circulo progressivo da deterioragdo multifuncional, e
incluem iniciar um plano de cuidados apropriado em longo prazo e associagdo com terapia analgésica,

evitando assim a dor cronica (Cachon et al., 2018; Tabar et al., 2022).

4.5 TECNICAS DE DIAGNOSTICO POR IMAGEM DE OSTEOARTROPATIA EM CAES

4.5.1 Radiografia no Diagnostico de Osteoartropatias em Caes

Os sinais radiograficos de doenca articular podem aparecer de forma inespecifica,
principalmente em animais com doenga articular progressiva, quando examinados durante as
diferentes fases da doenga, sendo, portanto, fundamental a avaliacdo diagnostica por imagem das
artropatias (Slappendel; Slappendel, 1988; Thrall; Widmer, 2019). Os ossos e as articulagdes podem

responder a lesdes ou doengas de diversas formas, sendo que varios fatores podem influenciar direta
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ou indiretamente na ativa¢do ou inibicdo da remodelagdo Ossea, dentre os quais podem levar a

estimulagdo de osteoclastos, desencadeando a absor¢do 6ssea (Muramoto; Sterman; Pinto, 2005).

O aumento de opacidade dssea € associado a presenga de mineralizagdo ou a proliferagdo 6ssea,
e o estresse anormal continuo em uma superficie articular leva ao espessamento cortical e
caracterizacdo de esclerose Ossea nessa regido. Margens esclerOticas geralmente cercam areas

inflamatorias ou de infec¢ao (Kealy; McAllister; Graham, 2005).

As alteragdes radiolucentes podem estar relacionadas a areas de ostedlise ou absor¢do dssea
em decorréncia de um processo de lise ou degradacdo. A reag¢do periosteal surge como uma
irregularidade fina de margens tortuosas que confere ao osso uma imagem de contorno indistinta no
local da lesdo. Os tipos de reagdo periosteal podem ser identificados como: regular, lamelar, paligada,
espicular, amorfa ou tridngulo de Codman e evidenciacdo do trabeculado 6sseo (Turrel; Pool, 1982;

Kealy; McAllister; Graham, 2005; Mathiessen et al., 2017; Silva et al., 2021).

Um aumento moderado do volume articular capsular ou intracapsular de tecidos moles pode
ser detectado em radiografias de boa qualidade. Em contrapartida, a cartilagem articular, liquido
sinovial, membrana sinovial e a capsula articular ndo podem ser diferenciados no exame radiografico,

pois possuem densidades de tecidos moles semelhantes (Widmer; Thrall, 2018).

Em comparagdo aos métodos de diagnostico mais sofisticados, como a tomografia
computadorizada, a radiografia possui uma sensibilidade de 67% e com maior acurécia nos estadios
mais avangados da doencga, nos quais ¢ possivel observar achados mais evidentes, sendo as articulagdes

mais acometidas a articulacao tarsal, seguida pelo joelho, carpo e cotovelo (Silva ef al., 2021).

No exame radiografico das alteracdes articulares encontradas na LCan, os achados sugerem
lesdes relacionadas a osteoartrite, incluindo evidencia¢ao do trabeculado 6sseo, esclerose do osso
subcondral, diminui¢cdo do espaco intra-articular, edema de tecidos moles, reacdes proliferativas e

osteodfitos (Silva et al., 2022).

No que tange aos achados radiograficos, diferentes relatos tém descrito que as lesodes
osteoarticulares podem ser classificadas como erosivas (Wolschrin et al., 1996; Koutinas et al., 1999;
Blavier et al., 2001; McConkey et al., 2002; Agut et al., 2003) e ndo erosivas (Spreng, 1993; Koutinas

et al., 1999; Agut et al., 2003), dependendo da evolugdo da doenca e da resposta imune do animal.
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Alguns outros relatos afirmam que as lesdes podem ocorrer de forma mista, ou seja, osteolitica e

osteogénica concomitantemente (Silva et al., 2007; Silva, 2009; Silva et al., 2011; Silva et al., 2012).

4.5.2 Técnica Ultrassonografica no Diagnostico de Osteoartropatias em Caes

A ultrassonografia ¢ um método relativamente versatil, acessivel e relativamente econdmico,
que atua de forma complementar a radiografia no exame de estruturas musculoesqueléticas. Nos casos
em que a radiografia ndo permite elucidar o diagnostico, a ultrassonografia deve ser considerada antes
da utilizagdo de modalidades de imagem mais onerosas, como a tomografia computadorizada ou a
ressonancia magnética. Tal como em outras regides anatomicas, a avaliacdo ultrassonografia do
aparelho locomotor requer conhecimento detalhado da anatomia envolvida e ateng@o rigorosa a técnica
de varredura. Essa modalidade ¢ particularmente desafiadora devido ao tamanho reduzido de muitas
estruturas de interesse, o que demanda o uso de transdutores de alta frequéncia e posicionamento

preciso para obtencdo de imagens de qualidade ideal (Zwingenberger; Benigni; Lamb, 2014).

A ultrassonografia ¢ uma ferramenta importante no diagndstico de afec¢des musculoesqueléticas em
pacientes humanos e seu uso na rotina clinica tem reduzido a necessidade de ressonancia magnética
(Sousa; Borges, 2019). Na medicina veterinaria, a ultrassonografia ¢ pouco utilizada para avaliacao
musculoesquelética em pequenos animais, mesmo quando a ressonancia magnética ndo estd ainda
amplamente disponivel no Brasil e os exames radiograficos ainda sao utilizados com maior frequéncia
para diagnosticar alteracdes osteoarticulares em caes e gatos (Caine et al., 2009; Sakellariou et al.,

2017; Gomes; Hagen, 2019).

A presenca de osteofitos periarticulares identificados em imagens radiograficas € um sinal importante
de osteoartrite. No entanto, alteragdes inflamatdérias mais precoces, como efusdo intra-articular,
sinovite, degradacdo da cartilagem e lesdes meniscais, sdo dificeis de serem observadas
radiograficamente (Sakellariou et al., 2017; Sousa; Borges, 2019). A ultrassonografia ¢ capaz de
diferenciar efusdo sinovial, identificar lesdes meniscais com alta sensibilidade e especificidade, avaliar
a cartilagem articular e osso subcondral em areas passiveis de avaliacdo. Além disso, sua capacidade
de avaliacdo multiplanar da superficie dssea permite identificar oste6fitos ndo detectados pela técnica
radiografica (Nosovicki, 2016; Gomes; Hagen, 2019). Estudos em humanos acerca de osteoartrite de
joelho e mao demonstraram que a ultrassonografia articular ¢ a técnica mais sensivel do que a
radiografia convencional na deteccao de ostedfitos (Van der Kraan; Van den Berg, 2007; Mathiessen
et al., 2017). Assim como outras modalidades de imagem, a ultrassonografia tem limita¢des, sendo

uma delas a incapacidade de acessar toda a articulagdo, e a dependéncia da habilidade do examinador,
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exigindo conhecimento e treinamento especializado (Nosovicki, 2016; Gomes; Hagen, 2019;

D’Anjou; Blond, 2025).

Na técnica ecografica articular, um transdutor linear de alta frequéncia é requerido para realizagdo do
exame, mas nem sempre ¢ ideal devido a superficie pequena e/ou curva de algumas estruturas (Kealy;
McAllister; Graham, 2005; Sousa; Borges, 2019). As sondas curvilineas podem ser uteis para areas
com superficie curva ou porgdes mais profundas que requerem menor frequéncia do transdutor

Zwingenberger; Benigni; Lamb, 2014; Carvalho; Vianna, 2016; D’ Anjou; Blond, 2025).

Muitos estudos de ultrassom musculoesquelético podem ser concluidos sem anestesia ou
sedacdo, embora um paciente parado e relaxado facilite um exame detalhado e completo, que inclui a
varredura de estruturas durante o movimento passivo (Kealy; McAllister; Graham, 2005; Sousa;
Borges, 2019). A varredura de comparacdo de estruturas contralaterais pode ser necessaria quando
uma referéncia anatomica adequada estiver faltando. Para pacientes que também requerem radiografia
e pacientes com lesdes dolorosas ou que podem precisar de aspiracdo por agulha fina guiada por
ultrassom ou bidpsia, realizar todo o exame durante uma sessdo com anestesia geral pode ser mais

eficiente (Zwingenberger; Benigni; Lamb, 2014; Carvalho; Vianna, 2016; D’ Anjou; Blond, 2025).

Alteragdes inflamatorias como a sinovite e a efusdo sdo relacionadas com a degradagdo da
cartilagem articular. A USG identifica a efusdo articular e a sinovite com boa acuracia, tendo a
vantagem de ser uma modalidade ndo invasiva e de baixo custo. Contudo, o exame radiografico, apesar
de ndo identificar com precisdo a sinovite e efusdo articular, ainda ¢ a modalidade de imagem mais
utilizada no diagnostico de pacientes com osteoartrite (Sousa; Borges, 2019). Adicionalmente, a
avaliacdo multiplanar da ecografia articular ¢ mais sensivel na detec¢do de ostedfitos milimétricos e
localizados em regides de dificil visualizagdo pela técnica radiografica (Van der Kraan; Van den Berg,

2007; Nascimento et al., 2022).

O menisco ¢ formado por tecido fibrocartilaginoso e ¢ visualizado na ultrassonografia como
uma estrutura triangular, hiperecogénica e homogénea entre os condilos do fémur e da tibia. Presenca
de efusdo, hiperecogenicidade ou hipoecogenicidade do menisco, contorno irregular e deslocamento
sdo as principais alteragdes que podem ser encontradas na USG (Kealy; McAllister; Graham, 2005).
Foi demonstrado em trabalhos anteriores que a ecografia articular para avaliagdo meniscal possui

elevada sensibilidade e especificidade em comparacdo com a artroscopia (Mahn et al., 2005).
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A cartilagem articular ¢ composta de tecido cartilaginoso que € caracterizado como uma forma
especializada de tecido conjuntivo de consisténcia rigida. Essa cartilagem desempenha a fungao de
suporte de tecidos moles, reveste superficies articulares, onde absorve choques, e facilita o
deslizamento dos ossos na articulagdo (Carvalho; Vianna, 2016; Maeguchi et al., 2018). O grau de
alteragdo e a espessura da cartilagem podem ser avaliadas no exame de USG articular de forma

eficiente quando comparado com a artroscopia (Maeguchi et al., 2018).

A USG articular requer equipamentos de imagem de alta definicdo e transdutores de alta
frequéncia, mas a sua incapacidade de penetrar tecido mineralizado restringe o acesso a certas
estruturas anatdmicas; entretanto, as principais limitacdes ao uso da ultrassonografia
musculoesquelética sdao devidas a dependéncia do operador, exigindo experiéncia técnica
Zwingenberger; Benigni; Lamb, 2014). Em decorréncia de seu baixo custo e a maior disponibilidade
em comparagdo com a ressonancia magnética, a USG tem potencial para o diagnostico precoce de

alteracdes musculoesqueléticas em caes (Carvalho; Vianna, 2016).

4.5.2.1 Técnica de USG articular da articulacdo do tarso

A ultrassonografia do tarso para diagnéstico de lesdes articulares tem sido aplicada em
equinos ha bastante tempo (Genovese et al., 1986; Dik, 1993). Pode ser utilizada para diagnosticar
lesdes em estruturas de tecidos moles que sustentam articulacdes do cdo. Trabalhos anteriores
demonstraram que ¢ a articulacdo mais acometida em cdes que apresentam osteoartropatias devido a
LCan (Kramer et al., 1999; Lamb; Wong, 2005; Mattern et al., 2006; Silva et al., 2021). A USG ja foi
usada para examinar partes do tarso saudavel de cdes, principalmente o tenddo calcaneo (Lamb;
Duvernois, 2005). Varias estruturas de tecidos moles tarsais e periarticulares podem ser avaliadas com

ultrassom, especialmente em cdes de grande porte e médio (Caine et al., 2009).

O tipo de transdutor utilizado para realizacdo do procedimento ultrassonografico deve ser
levado em consideragdo, pois transdutores convexos € microconvexos, por apresentarem menor
frequéncia e formato curvilineo, ndo oferecem acoplamento ideal as superficies articulares, o que pode
comprometer a defini¢do das estruturas avaliadas. Ja o transdutor linear tem se mostrado com maior

resolucao devido a sua alta frequéncia (Lamb; Wong, 2005).

Além dessas estruturas, a avaliagdo dessa articulacdo pode trazer informagdes sobre a capsula
articular, presenca de efusdo articular, de ostedfitos, irregularidade de contornos 6sseos, anquilose e

lise 0ssea (Carvalho; Vianna, 2016). A avaliagcdo da articulagao do tarso ¢ eficaz e vantajosa, pois nao
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ha necessidade de sedagdo, e a restricdo ¢ minima, tornando a técnica bastante Util em contextos

envolvendo dor (Abako et al., 2021; Caine et al., 2009).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 AMOSTRA DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo que utilizou amostras nao probabilisticas por
conveniéncia. Caes atendidos no Ambulatorio de Leishmanioses Zoondticas do Hospital de Ensino da
Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal da Bahia foram prospectivamente
incluidos entre fevereiro de 2023 e janeiro de 2025. Todos os responsaveis receberam informacgdes
prévias sobre os procedimentos do estudo e formalizaram a concordancia com a participagdo de seus

animais por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os critérios de inclusdo determinaram que os cies deveriam apresentar infeccdo naturalmente
adquirida por L. infantum, confirmada por exame parasitologico direto de esfregacos de medula ossea
em laminas e/ou pela deteccdo de DNA do parasito em aspirados esplénicos e/ou de medula dssea por
meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), além da autorizacao do responsavel para a coleta de
amostras biologicas. Foram excluidos do estudo caes com peso corporal inferior a 5 kg, gestantes, com
idade inferior a seis meses, comportamento agressivo que comprometesse 0 manejo seguro, positivos
para os hemoparasitos Ehrlichia canis e/ou Babesia sp., ou cujos responsaveis ndo assinaram o termo

de consentimento no momento da inclusdo.

O estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos na Experimenta¢io Animal
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdao Animal (CONCEA) e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia

da Universidade Federal da Bahia, sob protocolo n° 109/2023-CEUA.

5.2 EXAME CLINICO E ESCORE DE GRAVIDADE DA LEISHMANIOSE CANINA

Todos os caes foram submetidos a exame clinico, incluindo anamnese, exame fisico geral e

exames de patologia clinica. Em seguida, realizou-se exame fisico especifico do sistema locomotor,



33

avaliando dor, crepitagdo articular, aumento de volume dos tecidos moles periarticulares e disturbios
de locomogao, como claudicagdo. Adicionalmente, foram realizados os testes de compressao tibial, a

manobra de Ortolani e o teste de gaveta.

Os exames laboratoriais de patologia clinica compreenderam hemograma completo e
bioquimica sérica para avaliagdo de enzimas hepdticas, creatinina, ureia, proteinas totais, albumina,

globulinas, urindlise e relagdo proteina/creatinina urindria.

A aspiracao de liquido sinovial, utilizando agulha hipodérmica 25 x 0,70 mm acoplada a seringa
de 10 mL, foi realizada em caes que apresentaram aumento de volume de tecidos moles periarticulares
e naqueles que evoluiram a 6bito durante o estudo. O material coletado foi esfregado em laminas para
analise microscopica, coradas pelo kit Pandtico Répido (Renylab, Barbacena, Brasil). As areas de
maior celularidade foram examinadas em objetiva de 100x para identificagdo de formas amastigotas
de Leishmania sp. As imagens foram capturadas por sistema de fotomicrografia acoplado ao

microscopio (PrimeCam HD12pro, Prime Lifescience Corp., Boca Raton, EUA).

Um sistema de pontuagao foi aplicado aos sinais clinicos para determinar a gravidade da CanL.
A soma total de pontos classificou os caes como doenga leve (escore <16), moderada (escore 16—-30)

ou grave (>30), conforme adaptacdo da literatura (Ribeiro et al., 2021).

5.3 EXAMES DE IMAGEM

As avaliagdes ultrassonograficas incluiram a analise das articulagdes tarsicas de todos os caes,
independentemente da presenca de sinais clinicos ortopédicos. Quando havia indicios de alteragdes em
outras articulagdes durante o exame fisico ortopédico, essas articulagdes também foram avaliadas por
ultrassonografia. Todos os exames foram realizados pelo mesmo examinador (P.V.O.), utilizando
equipamentos Logiq F6 ou Logiq V2 (GE Healthcare, Brasil), com transdutor linear L6-12 de até 12
MHz, aplicado sobre a regido previamente tricotomizada e com uso de gel acustico.

As imagens ultrassonograficas articulares foram obtidas nos planos transverso e sagital, com o
membro em semiflexdo e posi¢do neutra. As alteracdes ultrassonograficas foram avaliadas qualitativa
e semi-quantitativamente. A intensidade das lesdes foi graduada em escores de 0 a 3 para:
espessamento da membrana sinovial, presenca de ostedfitos periarticulares, irregularidade do osso

subcondral, edema periarticular e derrame articular (Gomes, 2019).
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Os meniscos foram avaliados e classificados da seguinte forma: (0) integro; (1) alteragcdo de
ecogenicidade e ecotextura com preservacao do formato triangular; (2) lesdao com perda de morfologia;
(3) presenga de fragmentos deslocados para a regido intercondilar associados a lesdo meniscal em alga

de balde.

A avaliacao do ligamento cruzado cranial (LCC) da articulagdo femorotibiopatelar seguiu os
critérios: (0) integro; (1) presenca de derrame apenas na regido de inser¢do, sem ruptura de fibras; (2)
ruptura parcial, com visualizacdo de algumas fibras continuas ao exame dindmico; (3) ruptura

completa, com interrupg¢ao total das fibras no exame dindmico (Gomes, 2019).

Os exames radiograficos foram realizados em equipamento fixo digital AltusDR (Konica
Minolta, Marunouchi, Chiyoda-ku, Toquio, Japao). Foram avaliadas as articulagdes radiocarpica,
escapulo-umeral, coxofemoral, femorotibiopatelar e tibio-tarsica, em duas projecdes ortogonais. As

radiografias foram obtidas bilateralmente em posi¢des padronizadas (Silva et al., 2021).

As alteragdes registradas incluiram esclerose do osso subcondral, rea¢do periosteal, presenca
de osteodfitos e/ou entesofitos, anquilose Ossea, lise dssea, padrao trabecular evidente, derrame articular

e aumento do volume de tecidos moles periarticulares. A gravidade das lesdes foi graduada de 0 a 3.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados em planilhas do Microsoft Excel. Foram realizadas analises
descritivas, apresentadas em tabelas, com frequéncias absolutas e relativas (%) das alteragdes
ortopédicas identificadas ao exame fisico, ultrassonografia e radiografia. O teste exato de Fisher foi

utilizado para varidveis categoricas, a fim de comparar propor¢des entre 0s grupos.

Foram calculadas sensibilidade, especificidade e intervalos de confianga de 95% para os sinais
ortopédicos clinicos em comparacao aos exames ultrassonograficos e radiograficos. Os testes de
Mann-Whitney e/ou Kruskal-Wallis foram aplicados para avaliar diferencas entre sinais clinicos
ortopédicos e escore de lesdo ultrassonografica, assim como entre niveis séricos de globulinas, escore

de lesdo ultrassonografica e gravidade da CanL. A correlag@o entre variaveis categdricas foi analisada
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pelo teste de Spearman. O nivel de significancia adotado foi p<0,05. As analises foram realizadas no

software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Califérnia, EUA).

O indice Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia entre os exames de imagem e a
presenca ou auséncia de alteragdes ortopédicas detectadas no exame fisico, sendo interpretado de
acordo com Landis e Koch (1977): pobre (<0,20), fraca (0,21-0,40), moderada (0,41-0,60), boa ou
substancial (0,61-0,80) e quase perfeita (0,81-1,0).

6. RESULTADOS

Foram incluidos 43 caes com CanL. A maioria era fémea (51,2%; 22/43), com idade entre 1

7 anos (67,4%; 29/43) e de raca definida (65,1%; 28/43) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos 43 cies diagnosticados com leishmaniose canina, descritas de acordo com a presenga

ou auséncia de alteragdes ortopédicas identificadas no exame fisico

Caes com alteracoes Caes sem alteracoes

Variaveis Total de cies
ortopédicas no exame fisico ortopédicas no exame fisico
N=43 N=29 N=14
Sexo
Fémea 51,2% (22/43) 41,4% (12/43) 71,4% (10/14)
Macho 48/8% (21/43) 58,6% (17/43) 28,6% (4/14)
Raca
Sem raga definida (SRD) 34,9% (15/43) 31% (9129 ) 42,8% (6/14)
Raca 65,1% (28/43) 69% (20/29) 57,2% (8/14)
Idade
Jovem (6 — 11 meses) 7% (3/43) 6,9% (2/29) 7,1% (1/14)
Adulto (1 — 7 anos) 67,4% (29/43) 62,1% (18/29) 78,6% (11/14)
Idoso (> 7 anos) 25,6% (11/43) 31% (9/29) 14,3% (2/14)

O exame fisico ortopédico detectou sinais de alteracdes articulares em 29 caes (67,4%; 29/43),

incluindo dor articular (62%; 18/29), crepitacao (20,6%; 6/29), claudicagdo (31%; 9/29) e aumento de
volume de tecidos moles periarticulares (6,8%; 2/29). Dentre esses, 11 caes (37,9%; 11/29)
apresentaram alteracdes clinicas locomotoras em multiplas articulagdes, caracterizando poliartropatia,

envolvendo tarso, ombro, quadril e/ou joelho.
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A ultrassonografia identificou lesdes articulares em 37 dos 43 caes com CanL (86%; 37/43).
Alteragdes ultrassonograficas foram observadas em tarso, carpo, joelho, ombro e quadril. Todos os 37
caes apresentaram pelo menos um tipo de alteracdo nas articulagdes tarsicas. Os achados incluiram
osteofitos (83,8%; 31/37), irregularidade de contorno 6sseo (56,7%; 21/37), derrame articular (64,9%;
24/37), espessamento capsular/sinovial (56,7%; 21/37), edema periarticular (29,7%; 11/37), reacao
periosteal (21,6%; 8/37) e lise dssea (5,4%; 2/37) (Figura 1; Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia e intensidade (escore) ultrassonograficos das lesdes nas articulagdes tarsicas nos 37 cées
com leishmaniose canina com ou sem alteragdes ortopédicas no exame fisico

Tipo de lesdo com alteracdes com alteracgdes ortopédicas sem alteracdes ortopédicas

no USG (n=37) (n=26) (n=11)
% % %
Osteofito 83,8% (31/37) 84,6% (22/26) 81,8% (9/11)
Efusdo articular  64,9% (24/37) 73,1% (19/26) 45,4% (5/11)
Espessamento 56,8% (21/37) 65,4% (17/26) 36,4% (4/11)
de capsula
articular
Irregularidade 56,7% (21/37) 53,8% (4/26) 63,6% (7/11)
de contornos
Edema em 29,7% (11/37) 38,5% (10/26) 9,1% (1/11)
tecido
periarticular
Reacdo 21,6% (8/37) 23,1% (6/26) 18,2% (2/11)
periosteal
Lise 6ssea 5,4% (2/37) 3,8% (1/26) 9,1% (1/11)
Escore USG
total 5,5(3,7-10)* 2 (2-8)

#mediana (25-75 percentis). *P< 0,05, teste de Mann-Whitney.
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Figura 1. Imagens ultrassonograficas e radiograficas de articula¢des de caes positivos para Leishmania sp. (a,
b) Ultrassonografia da articulagdo do tarso evidenciando efusdo articular (asterisco) e espessamento da capsula
articular/membrana sinovial (seta dupla). (c, d) Radiografias do tarso nas proje¢des dorsoplantar e mediolateral
demonstrando aumento de volume de tecidos moles periarticulares. (e, f) Ultrassonografia da articulacdo
femorotibiopatelar revelando irregularidades 6sseas na superficie articular da tibia e efusdo articular associada
(seta branca). (g, h) Radiografias da mesma articulagdo em projecdes craniocaudal e mediolateral evidenciando
aumento de volume de tecidos moles.

Fonte: ALZ, (2023)

Dos 37 caes com alteracdes tarsicas a ultrassonografia, 26 (70,3%) apresentaram também sinais
clinicos ortopédicos, enquanto 11 (29,7%) ndo exibiram alteracdes clinicas. O escore total de lesdo
tarsica foi significativamente maior nos cdes com sinais clinicos do que nos assintomaticos (p=0,0262).
Especificamente, os escores de edema periarticular foram mais elevados nos caes com sinais clinicos

em comparagdo aos sem alteragdes clinicas ortopédicas (p=0,0463).

As alteracoes detectadas pela ultrassonografia, de acordo com a articulagdo avaliada, foram
descritas da seguinte forma. Na articulagdo coxofemoral, observaram-se espessamento da cépsula
articular (80%; 4/5), edema periarticular (60%; 4/5), irregularidade do contorno da superficie 0ssea
(40%; 2/5), derrame articular (40%; 2/5), osteofitos (40%; 2/5), luxagdo coxofemoral (20%; 1/5) e
reacdo periosteal (20%; 1/5). Na articulacdo carpal, verificaram-se irregularidade do contorno da
superficie Ossea (50%; 1/2), presenga de ostedfitos (50%; 1/2) e edema periarticular (50%; 1/2). No
joelho (articulagdo femorotibiopatelar), foram observadas irregularidade do contorno da superficie
ossea (100%; 4/4), derrame articular (75%; 3/4), osteofitos (100%; 4/4), espessamento da capsula
articular (25%; 1/4), ruptura ligamentar (25%; 1/4) e reagdo periosteal (25%; 1/4). A avaliacao
ultrassonografica da articulagdo escapuloumeral foi realizada em apenas um cdo, no qual foi

identificado espessamento da cdpsula articular. Foi encontrada correlagdo significativa entre a
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gravidade das lesOes nas articulagdes tarsicas e a gravidade das alteragdes identificadas em outras

articulacdes nos 11 caes avaliados (r = 0,7746; p = 0,0044) (Figura 2).

Figura 2. Imagens ultrassonograficas e radiograficas da articulacdo tarsica esquerda em um c@o positivo

para Leishmania sp. por PCR (Boiadeiro Bernés, 2 anos). (a) Radiografia em projecdo mediolateral
evidenciando aumento de volume de tecidos moles (seta branca); (b—d) Imagens ultrassonograficas
demonstrando efusdo articular (asterisco) e espessamento da capsula articular/membrana sinovial (seta
dupla e seta branca).

Fonte: ALZ, (2023)

As alteragdes ao USG ao considerar o tipo de articulagdo e antimero avaliado estdo descritas na tabela

3.
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Tabela 3 - Quantitativo das alteragdes articulares por antimero encontradas nos exames ultrassonograficos em 37

cées do estudo

Articulacio/Antimero IC EA (0] LO RL RP ETP ECA OA

Coxofemoral
Direito - - - - - - - - -
Esquerdo - 1 1 - 1 - 1 2 3
Ambos 2 1 1 - - 2 2 2 -
Tarso
Direito 5 6 5 - - - 2 3 -
Esquerdo 4 5 6 - - 1 1 2 -
Ambos 12 12 19 2 - 5 12 13 -
Carpo
Direito - - - - - - - - -
Esquerdo - - - - - - 1 - -
Ambos 1 1 2 - - - - 2 -
Femorotibiopatelar
Direito - - - - - - - - -
Esquerdo 1 - 3 - 1 - - - -
Ambos 3 3 1 - 1 2 - 2 -
Escapuloumeral
Direito - - - - - - - 1 -
Esquerdo - - - - - - - - -

Ambos - - - - - - - - -

Irregularidade de Contornos (IC), Efusdo Articular (EA), Ostedfito (0s), Lise dssea (LO), Ruptura de Ligamento
(RL), Reagdo Periosteal (RP), Edema em tecido periarticular (ETP), Espessamento de capsula articular/sinovia

(ECA) e Outros Achados (AO).
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Os responsaveis autorizaram a realizacdo de exames radiograficos em apenas 20 dos 43 caes
com CanL estudados. As articulagdes tarsicas foram radiografadas em todos os 20 caes,
independentemente da presenga de sinais clinicos ortopédicos. Outras articulagdes foram radiografadas
quando havia alteragdes clinicas ortopédicas. Quinze dos 20 cdes (75%; 15/20) avaliados por
radiografia apresentaram sinais clinicos de doenga articular ao exame fisico, e 11 (55%; 11/20)
mostraram alteragdes radiograficas (Figura 2). Dentre esses 11 cdes com achados radiograficos, oito
(72,7%; 8/11) apresentaram alteracdes nas articulagdes tarsicas, e trés deles (37,5%; 3/8) também
exibiram alteragdes radiograficas em outras articulagdes, como quadril e/ou joelho, caracterizando
poliartrropatia. Os outros trés caes com alteragdes radiograficas (27,3%; 3/11) apresentaram apenas
lesdes em quadril e/ou joelho. Nao foram identificadas alteracdes radiograficas em quatro caes que
apresentavam sinais clinicos ortopédicos (26,7%; 4/15). Os cinco caes sem sinais clinicos ortopédicos

(25%; 5/20) também ndo apresentaram alteragdes radiograficas.

Alguns caes apresentaram mais de um tipo de lesdo na mesma articulagdo. As alteragdes
radiograficas observadas nas articulagdes tarsicas incluiram: presenga de ostedfitos (75%; 6/8),
aumento de volume de tecidos moles periarticulares (62,5%; 5/8), reagdo periosteal (37,5%; 3/8),
aumento da evidéncia de trabeculacdo 6ssea (25%; 2/8), lise 6ssea (12,5%; 1/8) e anquilose Ossea

(12,5%; 1/8).

Figura 3. Grafico de dispersdo que demonstra a correlagdo entre a gravidade das lesdes nas articulagdes tarsicas e em
outras articulagdes em 11 cdes com leishmaniose canina.
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Fonte: ALZ, (2023).
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Na articulagdo coxofemoral, trés caes apresentaram sinais radiograficos de displasia, ¢ um
apresentou luxacao articular no membro pélvico esquerdo, com alteragdes radiograficas incluindo
osteofitos (25%; 1/4), reagdo periosteal (25%; 1/4) e lise ossea (25%; 1/4). A radiografia também
evidenciou osteo6fitos nos joelhos de dois caes (66,7%; 2/3), derrame articular em um cao (33,3%; 1/3)

e reacdo periosteal em outro (33,3%; 1/3).

Figura 4. Imagens radiograficas da articulacdo do tarso em um cdo positivo por método PCR para Leishmania. sp. em
incidéncias dorsoplantar e mediolateral do membro pélvico direito e esquerdo: anquilose 6ssea e reagdo periosteal (A e B);
Aumento de volume de tecidos moles (C); esclerose 6ssea (D).

Fonte: ALZ, (2023).
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Figura 5. Imagens radiograficas da articulagdo tarsal em céo positivo por método PCR para Leishmania. sp. em
proje¢do mediolateral (esquerda) e proje¢do dorsoplantar evidenciando efusdo articular (direita-seta).
| g |

Fonte: ALZ, (2023).

As alteragdes observadas nas articulacdes tarsicas por meio do exame radiografico incluiram os

parametros observados na tabela 4.



43

Tabela 4 - Quantitativo das altera¢des articulares por antimero encontradas nos exames radiograficos em 12 cées do estudo.

Articulacao/Antimero OS AO LO AVT RP ETO EO OA

Coxofemoral
Direito - - - - - - - 1
Esquerdo 1 - - - - - - 1
Ambos - - 1 1 1 - - 3
Tarso
Direito - - | - - - - -
Esquerdo 1 - - - - - - -
Ambos 3 1 1 10 3 2 1 1
Carpo
Direito - - - - - - - -
Esquerdo - - - - - - - -
Ambos - - - - - - - -
Femorotibiopatelar
Direito - - - - - - - -
Esquerdo - - - - - - - 1
Ambos 2 - - 2 1 - - 2
Escapuloumeral
Direito - - - - - - - -
Esquerdo - - - - - - - -

Ambos - - - - - - - -

Ostedfito (OS), Anquilose Ossea (AO), Lise Ossea (LO), Edema de Tecidos Moles (AVT), Reagio Periosteal
(RP), Evidenciagao do Trabeculado Osseo (ETO), Esclerose Ossea (EO) e Outros Achados (AO).

Na analise comparativa, de 20 caes submetidos a radiografia e ultrassonografia das articulagdes

tarsicas, 19 (95%) apresentaram alteracdes detectaveis a ultrassonografia, enquanto apenas 8 (42%)



44

exibiram alteragdes radiograficas. O tUnico cdo sem alteragdes ultrassonograficas também nao

apresentou alteragdes radiograficas, resultando em taxa de discordancia entre os métodos de 55%.

Tabela 5 - Comparagdo entre os achados de lesdes articulares na avaliagdo ultrassonografica ou radiografica do tarso em
cdes com leishmaniose canina por Leishmania infantum, com ou sem alteragdes ortopédicas clinicas detectadas no exame

fisico

Achados no exame ortopédico da articulag@o tarsica

Yes No Total
Achados Yes 26 11 37
ultrassonograficos na
avalia¢do da articulagdo No 3 3 6
tarsica (N=43)
Kappa Coefficient =
Total 29 14 43
(0.130)
Achados radiograficos Yes 10 | 11
na avaliagdo da
articulagdo tarsica No 5 4 9
(N=20)
Kappa Coefficient =
Total 15 5 20
(0.368)
Achados ultrassonograficos na avaliagdo da articulacdo tarsica
(N=20)
Yes No Total
Achad diografi
chados reT 1(zgra icos Yes g 0 g
na avaliagdo da
articulagdo tarsica No 11 1 12
(N=20)
Kappa Coefficient= Total 19 1 20
(0,068)

De forma geral, a analise conjunta dos exames clinicos, ultrassonograficos e radiograficos
revelou que 88,4% (38/43) dos cdes com CanL apresentaram alteragdes articulares detectaveis por
métodos de imagem, sugestivas de processos degenerativos em fase cronica, compativeis com artrite
ou poliartrite de carater inflamatorio.

Atribuindo-se escores de gravidade da CanL aos 43 caes avaliados por ultrassonografia,

observou-se que, dentre os 37 com alteragdes ultrassonograficas, oito (22,2%) tinham doenga leve, 23
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(62,1%) moderada e seis (16,2%) grave. Nao houve diferenca significativa entre o escore

ultrassonografico das lesdes tarsicas e a gravidade da CanL, embora tenha sido observada tendéncia

de maiores escores nos casos moderados e graves (p=0,5952) (Tabela 6).

Tabela 6 - Comparagdo entre a frequéncia e intensidade (escore) das lesdes ultrassonograficas (USG) das
articulacdes tarsicas e a gravidade da leishmaniose canina nos 37 c@es com leishmaniose estudados

Gravidade da leishmaniose canina

Leve Moderada Grave Total p-valor
(N=8) (N=23) (N=6)
Alteragdes Sim 6 20 6 32 0,287
ao USGdo 5, 2 3 0 5
tarso
Total 8 23 6 37
Escore total 1,5 (0,2-8,5) 4 (1-8) 4 (2-6) 0,5952
(lesdes em
tarso)

Foram realizadas andlises comparativas entre niveis séricos de globulinas, gravidade da CanL

e frequéncia de alteragdes ortopédicas. Caes com formas leves apresentaram niveis séricos de

globulinas mais baixos que os com formas moderadas (p<0,05). Entretanto, ndo foi identificada

associacdo entre frequéncia de altera¢des ortopédicas e hiperglobulinemia (Tabela 7; Figura 6).
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Tabela 7 - Comparagdo entre a frequéncia das alteragdes ortopédicas observadas no exame fisico, os achados
ultrassonograficos das articulacdes tarsicas e a presenga de hiperglobulinemia nos 43 caes com leishmaniose.

Hiperglobulinemia
Sim Nio Total p-valor
N=8 N=22
Alteragdes ortopédicas Sim 21 8 29 0,231
detectadas no exame
fisico Nio 13 | 14
Total 34 9 43
Alteragdes . 1,000
ultrassonograficas Sim 29 8 37
detectadas nas
articulagdes tarsicas Nio 5 | 6
Total 34 9 43

Figura 6. Grafico em barras que indica os niveis de globulina sérica conforme a gravidade da leishmaniose canina
em 36 caes que realizaram exames de ultrassonografia articular.
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Fonte: ALZ, (2023).

No entanto, ndo foi identificada associagdo entre a frequéncia das alteracdes ortopédicas

detectadas tanto no exame fisico quanto por ultrassonografia e a ocorréncia de hiperglobulinemia
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6.1 DETECCAO DE FORMA AMASTIGOTAS DE LEISHMANIA EM EXAME CITOLOGICO DE
LIQUIDO SINOVIAL

Entre os dois cdes que apresentaram aumento de volume de tecidos moles associado a
articulagdo identificado no exame fisico, foi possivel realizar a colheita de liquido sinovial por puncgao.
Um terceiro cdo veio a obito, permitindo também a obtengdo de amostra do liquido sinovial durante o
exame post-mortem. Nas amostras desses trés caes, foram identificadas formas amastigotas de

Leishmania sp. por meio de analise citologica (Figura 7).

Figura 7. Fotomicrografia de exame citologico de liquido sinovial de c8o positivo para leishmaniose, na qual se identifica

macrofago com formas amastigosta de Leishmania sp. Objetiva de 100x.

Todos esses trés caes apresentavam alteracdes ortopédicas, detectadas no exame fisico,
envolvendo as articulagdes tarsicas. Em um dos caes, além da articulacdo tarsica, também foram
observadas alteragdes na articulagdo coxofemoral. Os trés caes foram avaliados por USG e RX, que
revelaram alteragdes articulares compativeis com artrite associada a um processo inflamatorio cronico.
Em relacdo a gravidade da doenga, um cado apresentava LCan em forma leve, enquanto os outros dois

exibiam quadro moderado. A tabela 8 descreve as caracteristicas clinicas desses caes.
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Tabela 8 - Perfil clinico, gravidade da LCan ¢ as alteragdes de imagens (USG e RX) de trés cdes que apresentaram

amastigotas de Leishmania sp. no liquido sinovial

Alteracao no exame

Ciio Caracterfstlcas clinico; Gravidade de LCan(escore Alteracoes USG Alteracoes RX
erais (escore total) (escore)
g total)
Aumento de volume de tecidos moles Irregularidade de contorno,
Macho em regido de tarsos; aumento de efusdo articular, presenca de Presenca de osteofitos
1 Bernese’ ) ureia, aumento de ALT, osteobfitos, espessamento moderados, aumento de
anos. 36 2’ K hiperglobulinemia, UPC capsular/sinovial, edema em volume de tecidos moles
99588 discretamente elevado tecido periarticular (escore (escore total = 4)
LCan leve (escore total = 14) total = 14)
N I lari .
Claudicag@o, aumento de volume de e}rlfsgill; a;ﬁfcielarde reCsZEt(;mgé Presenga de ostedfitos
A tecidos moles em regidodos tarsos, \ » P ¢ discretos, aumento de
Fémea, Pastor crepitaci . .~ osteofitos, espessamento .
- pitacdo articular, anemia, . . volume de tecidos moles,
2 Alemao, 6 anos, . . . . . capsular/sinovial, edema em ~
29.8 k linfopenia, hipoalbuminemia, tecido  veriarticular.  reacio alteracdo no trabeculado
S KE hiperglobulinemia, aumento de ALT erios tearl) ’ 39 ssseo
e FA (3), UPC elevado p(escore total = 15) (escore total = 4)
LCan moderada (escore total = 18)
Articulacao tarsica:
irregularidade de contornos, Articulagdo tarsica:
N . . fusa icul Ofi ofi
Claudica¢do, dor articular, anemia, Zsuzzcs)amaerltllti)u ar, - osteotitos, I:; 232?2308 de ostedfitos
leucocitose, aumento de ureia, P L.
Macho, Border . . . capsular/sinovial;
. hiperglobulinemia, aumento de ALT, . ~
3 Collie, 2 anos, GGT e FA. UPC elevado Articulagdo coxofemoral:
24 kg ’ Articulagdo coxofemoral: luxa¢do, sem alteragdes
luxacdo, efusdo moderada, degenerativas

LCan moderada (escore total = 24)

espessamento discreto, edema
em tecido periarticular (escore
total = 6)

(escore total = 2)
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7. DISCUSSAO

A ocorréncia de alteragdes articulares foi demonstrada por meio de exame fisico, radiografias
e ultrassonografia articular na maioria dos cades portadores de infeccdo natural por Leishmania
infantum avaliados no presente estudo. Nossos achados evidenciaram associacao entre infec¢ao por L.
infantum e ocorréncia de artrite e poliartrite em cdes conforme mencioando em outras publicagdes
(Turrel & Pool, 1982; Buracco et al., 1997; Bevilacqua et al., 2002; Agut et al., 2003; Sbrana et al.,
2014; Ribeiro et al., 2021; Drumond et al., 2021; Silva et al., 2021; Silva et al., 2022).

As caracteristicas observadas no grupo de cdes com LCan, selecionados para o presente
trabalho, mostraram uma predominéncia de fémeas com idade entre 1 a 7 anos. Outros estudos
realizados no Brasil encontraram um perfil equivalente de caes domésticos em areas endémicas para a
LCan por L. infantum (Silva et al., 2021; Silva et al., 2022). Observamos ainda que a maioria dos caes
com sinais clinicos ortopédicos ou alteracdes nos exames de imagem tinha raga definida e foi de porte
médio. Esse achado diferiu de outro estudo realizado no Brasil, que verificou uma predominancia de
porte grande em cdes com achados de lesdes articulares, embora esses autores também tenham
encontrado uma maioria de racas definidas (SONODA et al.,, 2013). Assim, quanto a essas
caracteristicas gerais, podemos considerar que o grupo de caes aqui estudados, embora pequeno,

representa as caracteristicas gerais de cdes sob condigdes semelhantes no pais.

A literatura atribui o desenvolvimento das artropatias tanto a resposta inflamatdria associada a
presenca de amastigotas de L. infantum na articulagdo (Buracco et al., 1997; Sbrana et al., 2014; Silva
et al., 2021; Silva et al., 2022), quanto a uma reagdo de hipersensibilidade do tipo III, decorrente da
deposicao de imunocomplexos na microvasculatura sinovial (Agut et al., 2003; Sbrana et al., 2014;
Silva et al., 2022; Oliveira et al., 2024). No presente estudo, alguns cdes que apresentavam quadros de
dor, claudicagdo, comprometimento da mobilidade articular e edema na regido foram submetidos a
puncdo de liquido sinovial sob sedagdo, para exame citologico, que comprovou a presenc¢a de formas
amastigotas compativeis com Leishmania. Nossos achados, entdo, confirmam achados semelhantes na
literatura e as proposigdes fisiopatologicas de outros estudos quanto a agcdo patogénica do parasito nas
articulacdes através de técnicas de coleta como artrocentese asséptica e coleta em necropsia pos-
eutanasia (Silva et al., 2022; Souza-Filho et al., 2024). Além disso, os exames de imagem aqui
aplicados, a radiografia e a USG, demostraram diversos parametros que caracterizaram a inflamacao
articularem diversos graus de gravidade, culminando em degeneragdo irreversivel dessas estruturas

anatomicas. Ainda que ndo tenhamos feito analises de tecidos articulares para comprovar a presenca
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de imunocomplexos em articulagdes lesionadas, nossos achados de inflamacao pelos diversos métodos
usados podem também ser atribuidos a um componente de hipersensibilidade tipo III, equivalendo as

conclusdes desses autores.

O presente estudo teve uma abordagem essencialmente clinica, aplicando o exame fisico
ortopédico para determinar o componente clinico representado pelas artropatias na LCan, seguido por
exames radiograficos, o método ainda mais utilizado para confirmar a suspeita clinica de lesdo articular
na clinica médica de caes (Agut, et al.; 2003). Esse padrao diagnostico clinico ortopédico foi, entdo, a
base para desenvolvermos o estudo sobre a aplicabilidade e a acuracia diagnéstica da USG articular
na determinacdo da ocorréncia e intensidade das artropatias na LCan. Nesse contexto, foram
examinados ndo apenas cdes que apresentavam algum sinal clinico de alteragdo ortopédica, mas
também todos os cdes que, atendidos no ALZ-HOSPMEV-UFBAem um periodo de 18 meses,
apresentaram resultado positivo em exame confirmatorio de infec¢@o por L. infantum, a PCR. Outros
estudos também aplicaram o exame fisico ortopédico e os exames de imagem como radiografia e
ultrassonografia para evidenciar alteragdes articulares na LCan, porém com seus proprios critérios

(Buracco et al., 1997; Sbrana et al., 2014; Silva et al., 2021, 2022).

O método ultrassonografico foi capaz de determinar que 86% dos caes portadores de infecgdo
por L. infantum examinados apresentaram alteragdes osteoarticulares, independentemente de
apresentarem ou nao sinais ortopédicos. Entretanto, comparativamente, a prevaléncia de lesdes
articulares detectadas pela radiografia foi de apenas 60%. Altas prevaléncias de alteragdes articulares,
variando entre 91,3% e 83,1%, em cdes acometidos por LCan foram encontradas em estudos prévios
descritos no Brasil (Silva et al., 2021; 2022). Entretanto, ¢ importante ressaltar que o nosso achado de
prevaléncia de 86% foi obtido por meio de USG articular exclusivamente, enquanto os achados
descritos de 91,3% e 83,1% (SILVA et al., 2021; 2022) foram resultantes de exames necroscOpicos
associados a métodos mais sofisticados como a tomografia computadorizada. A medida que as
pesquisas disponibilizam tecnologias diagnosticas mais precisas € sensiveis, a tendéncia ¢ que dados
de prevaléncia sejam maiores em relacao a estudos com métodos mais antigos, € nao necessariamente
signifiquem uma modifica¢do na historia natural da doencga. De fato, trabalhos mais antigos mostram
prevaléncias menores de acometimento articular, da ordem de 30% nos Estados Unidos (Agut et al.,
2003) ou 57,7% na Espanha (Turrel; Pool, 1982). Outro aspecto ressaltado por outros autores ¢ que a
complementacao diagnostica usando mais de uma técnica tende também a aumentar os nimeros de

prevaléncia (Silva et al., 2021, 2022). Esse aspecto enfatiza ainda mais a excelente aplicabilidade da
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USG articular conforme nossos resultados mostram, no diagndstico precoce de doenga articular na

LCan e na auséncia de sinais clinicos ortopédicos.

Neste estudo, a ultrassonografia identificou maior prevaléncia de lesdes em cdes em estagio
moderado da doenca (61,1%), em comparacdo aos estagios leve (19%) e grave (19%). Nos casos leves,
essa menor frequéncia pode estar relacionada ao carater incipiente da infec¢do; ja nos casos graves,
possivelmente alguns individuos sejam menos suscetiveis ao desenvolvimento de lesdes articulares
especificas, apesar do comprometimento sistémico avangado. Observagao semelhante foi relatada por
outros autores (Solano-Gallego et al., 2011; Tsouloufi et al., 2022). Embora nao tenha havido diferenca
estatisticamente significativa no presente estudo, observou-se tendéncia de aumento dos escores
ultrassonograficos nos estagios moderado e grave, refor¢ando a importancia do diagnostico precoce
pela ultrassonografia. Ressaltamos, no entanto, que o numero de caes avaliados foi reduzido, e estudos
clinicos futuros com maior casuistica poderdo confirmar a correlagdo entre gravidade clinica da CanL

e severidade das lesoes articulares.

Outro aspecto importante é que cerca de um terco dos cdes com lesdes articulares
ultrassonograficas ndo apresentava alteragdes ortopédicas ao exame fisico. Além disso, a
ultrassonografia identificou diversas lesdes ndo detectadas pela radiografia. Como a radiografia
evidencia apenas alteragdes em fases mais avangadas da doenga articular, essas diferengas sao
esperadas. Esses achados estdo em consonancia com estudos prévios, que encontraram diferengas
importantes entre achados ao exame fisico ortopédico e achados na imagem (SILVA et al., 2021,
2022). Isso nos leva a considerar que a USG representa a primeira alternativa de exame de imagem
auxiliar a se adotar no diagnostico de artralgias associadas a LCan. Assim, nosso estudo se soma a
diversos outros estudos que vém demonstrando evidéncias da aplicabilidade da USG no diagndstico
de doenga articular (Abako et al., 2021; Caine et al., 2009; Carrig et al., 2003; Kramer et al., 1999;
Naredo et al., 2009; Nosovicki, 2016; Okano et al., 2016). Porém, o presente estudo ¢ o primeiro a
comparar e validar a técnica ultrassonografica em caes com artropatia associada a LCan, em relagdo a
radiografica que até entdo ¢ o método convencional e classico de exame de imagem auxiliar para

triagem a partir de uma queixa do responsavel e/ou do exame ortopédico de caes.

Esses resultados fazem sentido quando se considera que a radiografia identifica alteragdes em
um estado mais avancado quando se trata de articulagdes, quando os cdes ja manifestam alteracdes
detectaveis pelo responsavel ou pelo médico veterindrio ao exame fisico. Um estudo elencou as
principais lesdes encontradas ao exame radiografico de cdes com LCan em lesdes trabeculares,

esclerose Ossea e osteolise (Silva ef al., 2021). Dentre os achados radiogréaficos que encontramos, a
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principal alteragdo foi a presenca de osteofitos (75%), seguida por aumento de volume de tecidos moles
(62,5%), reacdo periosteal (37,5%) e esclerose Ossea (25%). De fato, autores de um outro estudo
encontraram dentre as principais alteragdes articulares na LCan a esclerose 0ssea em suas avaliagdes
radiograficas (Silva et al., 2022). Nossos dados, portanto, além de corroborarem os achados prévios
desses autores, confirmam que as lesdes articulares tornam-se detectaveis pela radiografia apenas

quando ja estdo em um grau avangado.

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que, uma vez presentes, as alteragdes
ultrassonograficas em mais de uma articulacdo predominaram em relacdo a artropatia Unica,
caracterizando a poliartrite, havendo maior incidéncia de lesdes na articulagdo tarsica, seguida pela
femorotibiopatelar e coxofemoral. Nossos dados confirmam achados predominantes de poliartrite na
LCan, descritos por outros autores, que, porém, diferentemente, encontraram também uma alta
prevaléncia de lesdes no carpo (Sbrana et al., 2014; Silva et al., 2021). Nosso estudo centrou as
avaliacdes-padrao na articulagcdo do tarso, mesmo quando os cdes ndo apresentavam sinais clinicos
ortopédicos, ou quando apresentavam alteragdes ortopédicas apenas em outras articulagdes, o que
permitiu uma analise comparativa detalhada e consistente. Em conjunto, os achados de predominancia

de poliartrites, tanto os presentes quanto os da literatura, ressaltam o carater sist€émico da LCan.

O exame ecografico articular detectou nos caes com LCan do presente estudo, alteracdes como
presenca de osteofitos (83,8%), efusdo articular (64,9%), espessamento de capsula articular (56,7%),
irregularidade de contornos (56,7%) e edema em tecido periarticular (29,7%). Esses achados reforcam
a aplicabilidade da USG a deteccao de lesdes articulares precoces, ainda antes de causarem impacto
clinico no cdo, como dor e claudica¢do, ja que reconhece lesdes discretas como fonte de informacgdes
relevantes, com alta sensibilidade em comparagdo ao exame radiografico. Os osteofitos, relevantes no
estabelecimento de diagndstico dentre os achados na USG articular, sdo considerados marcadores
precoces de doenga articular em humanos (Van Der Kraan; Van Den Berg, 2007; Okano et al., 2016).
Outros autores também concluiram que o exame ultrassonografico articular foi superior em identificar

alteracdes precoces em comparacao ao exame radiografico em animais (Gomes et al., 2018).

As evidéncias encontradas de acessibilidade e aplicabilidade superiores da USG articular em
comparacao ao exame radiografico na pratica clinica veterinaria enfatizam sua utilidade no plano
diagnostico de doencas sistémicas inflamatorias em caes, como a LCan. Como tratou-se de estudo
clinico, em caes domiciliados, e pacientes do Hospital universitario da UFBA, verificamos que foi
possivel realizar a ultrassonografia em todos os caes incluidos no estudo, durante todo o periodo de

analises. Em contraste, a avaliacdo radiografica foi vidvel em apenas uma parcela menor de 46,5%
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(20/43) dos caes, devido ao tempo necessario a realizacdo, além das restrigdes financeiras dos
responsaveis que optavam entre um dos exames de imagem. Quanto ao paciente canino,
principalmente aqueles que ja apresentavam sinais clinicos de dor articular, claudicagdo e limitagao de
movimento articular, houve naturalmente restri¢do ao estiramento do membro para posicionamento
radiografico em alguns casos. Tal observacao é coerente com a preocupagao do clinico quanto ao bem-
estar do animal que j& sofre dor frequentemente intensa nos quadros de poliartrite (Perry, 2015;
Jacques, et al.; 2002). Esses casos evidenciam a necessidade de sedagdo, o que aumenta o tempo de
diagndstico na realizagdo do exame radiografico, além de ser mais um fator de risco iatrogénico, além
da radiagdo. Observou-se ainda que os caes submetidos ao exame radiografico e que manifestaram dor
durante o posicionamento para este procedimento exibiram uma tolerancia nitidamente maior ao
exame ultrassonografico articular. Isso se deve ao fato de que na USG existe a possibilidade de ajuste
de técnica para realizacdo de movimentos lentos ¢ a adaptacdo da posi¢do de avaliacdo (janela de
visualizagdo) com o transdutor, evitando manipulagdes como a extensdo completa do membro e,

consequentemente, menos dolorosa para os animais.

A ultrassonografia articular destaca-se por sua elevada sensibilidade na detecgdo de alteragoes
em tecidos moles articulares, como espessamento da capsula articular, presenca de efusdo sinovial
mesmo em volumes discretos, edema leve em tecidos periarticulares, além de permitir a avaliagao
detalhada de estruturas como meniscos, tenddes e ligamentos. Essa capacidade diagnostica foi
particularmente relevante na LCan, cujas manifestagdes articulares inflamatdrias inicialmente nao
geram alteragdes O0sseas. Dessa forma, a USG permitiu verificar que a prevaléncia de artropatias pode

ser muito mais alta do que as citadas na literatura validando a aplicabilidade dessa técnica na LCan.
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8. CONCLUSOES

Com base nos achados deste estudo, lesdes articulares sdo comuns em cdes com leishmaniose canina.
A ultrassonografia articular demonstrou superioridade em relagdo ao exame fisico na detec¢ao de
alteragdes articulares, evidenciando seu valor como ferramenta diagndstica complementar em caes
positivos para L. infantum, mesmo quando nao ha altera¢des ortopédicas ao exame clinico. Além disso,
a leishmaniose deve ser considerada no diagnostico diferencial de osteoartrite e outras afecgdes

osteoarticulares.
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APENDICE

A. Quadro com diferentes estadiamentos clinicos da LCan de acordo com anticorpos, sinais clinicos, achados de patologia clinica, tratamento e

prognostico.
Estadiamento Sorologia (presenca de e I i
cll’lnico a%lltic((l))rpos) ¢ Sinais clinicos Achados de patologia clinica Tratamento* Prognostico
- Negativo ou niveis Acompanhamento ou
Estadio I discretos de anticorpos Discretos: linfadenopatia Perfil renal normal: alopurinol isolado ou Bom
(doenga discreta) | - Infecgio confirmada por discreta ou dermatite papular | - Creatinina <1,4mg/dL associado a meglumina ou
imunohistoquimica -UPC<05 miltefosina
) o Sinais do estadio | e dermatite
Estadio II - Niveis discretos a esfoliativa difusa, - Anemia ndo regenerativa . .
elevados . . ~ . . . Alopurinol associado a Bom a
d onicogrifose, ulceragdes, - hipergamaglobulinemia ’ ! )
(doenga . Creatinina <1.4me/dL meglumina ou miltefosina | reservado
moderada) - Ponto de corte: 1/80 anorexia, perda de peso e - oA = LAng
epistaxe -UPC0,5-1,0
Sinais do estadio II e lesdes ) )
Estadio III - Niveis elevados associadas a deposi¢ao de - Alteragdes do estadio I Alopurinol associado a

imunocomplexos como

- Doenga renal cronica (IRIS I)

meglumina ou miltefosina

Reservado a

- UPC >5,0

(doenga grave) | - Ponto de corte: 1/80 vasculites, artrites, uveite e - Creatinina 1,4-2mg/dL Protocolo RIS vara DRC desfavordvel
: - UPC >1,0 ou IRIS II P
glomerulonefrite )
Estadio TV o ) Sinais dos estadios anteriores | - Alteragdes do estadio III
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Anexo 3 - Artigo
Ultrasonographic detection of joint lesions in canine leishmaniasis caused by Leishmania
infantum
Priscila Vasconcelos Oliveira'; Caterina Muramoto®; et. al; Stella Maria Barrouin-Melo!->*
ABSTRACT
Canine leishmaniasis (CanL) caused by Leishmania infantum is a multisystemic disease that
can present with joint manifestations related to inflammatory processes. This study evaluated
the effectiveness of ultrasonography for detecting joint abnormalities in dogs with LCan. Forty-
three L. infantum PCR-positive dogs underwent orthopedic physical examination and
ultrasonography, and 20 of them were also evaluated by radiography. Tarsal joints were
systematically examined by imaging methods, while other joints had imaging diagnosis when
there were orthopedic clinical changes. Arthropathy lesions were detected on joint
ultrasonography in 86% (37/43) of the studied dogs, with osteophytes (83.8%), joint effusion
(64.9%), and capsular thickening (56.7%) being the most frequent. Among dogs with joint
lesions detected by ultrasonography, 29.7% (11/37) did not have clinical orthopedic alterations.
Radiography detected tarsal joint lesions in 40% (8/20) of the evaluated dogs. Considering the
physical examination as a reference, ultrasonography had a sensitivity of 89.7% in identifying
joint changes, while radiography’s sensitivity was 66.7%. Overall, 88.4% (38/43) of the dogs
with CanL had joint alterations detectable by image methods, consistent with degenerative
processes, even those without clinical locomotor signs. We conclude that ultrasonography was
superior to radiography in detecting joint alterations in dogs with CanL, including those with
subclinical arthropathy. This would support recommending joint ultrasonography as a first-line

tool in the early diagnosis of osteoarticular lesions associated with L. infantum infection.

Keywords: Arthritis, Arthrodynia, Diagnostic, Pain, Polyarthritis, Radiographic, Ultrasound.
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1 Introduction

Advances in knowledge about leishmaniasis in dogs and the development of diagnostic
technologies have highlighted the high prevalence of this parasitic zoonosis and its wide variety
of pathological alterations in the canine host (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009;
Silva et al., 2022; WHO, 2024). Clinical presentation of canine leishmaniasis (CanL) caused
by Leishmania infantum can range from subclinical infection to severe and terminal systemic
disease (Barrouin-Melo et al., 2006; Gomes et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011; Koutinas
& Koutinas, 2014; Meléndez-Lazo et al.,, 2018). Occurrence and intensity of clinical
manifestations are determined by the balance between humoral and cellular responses of the
dog to the parasite (Pinelli et al., 1994; Esch et al., 2013; Hosein et al., 2017; Toepp et al., 2019;
2020). Protective immunity, mediated by helper T lymphocytes via cytokines such as IFN-y,
IL-2, and TNFa, induces anti-Leishmania activity within macrophages (Koutinas & Koutinas,
2014; Tsouloufi et al., 2022). Susceptibility to infection and disease progression results from a
predominant non-protective humoral immune response associated with inhibition of cell-
mediated immunity, in a mixed Th1 and Th2 cytokine response (Pinelli et al., 1994; Esch et al.,
2013; Hosein et al., 2017; Toepp et al., 2019; Toepp et al., 2020). Susceptible dogs develop
CanL, which affects multiple systems, producing clinical manifestations on skin, eyes, or
demeanor, compromising the renal, digestive, nervous, respiratory, musculoskeletal, and/or
hemolymphatic systems’ integrity and function, resulting in organic failure and death (Solano-
Gallego et al., 2011; Sonoda et al., 2013; Koutinas & Koutinas, 2014; Tsouloufi et al., 2022;

Silva et al., 2021).

Polyarthritis has been the most commonly described musculoskeletal alteration in CanL
(Spreng, 1993; Agut et al., 2003; Silva et al., 2022; Sbrana et al., 2014). Previously reported

joint pathological features include the involvement of multiple joints, synovitis, osteoarthritis,
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osteophyte formation ans periosteal reaction, and bone ankylosis (Agut et al., 2003; Souza-
Filho et al., 2024). Orthopedic manifestations of these lesions include lameness, pain,
enlargement of the joint area with edema, joint effusion, decreased mobility, and prostration
(Buracco et al., 1997; Agut et al., 2003; Silva et al., 2022). However, arthritis may be the only
clinical manifestation of CanL. Studies have proposed two possible pathophysiological
pathways for arthropathy development in CanL; a type III hypersensitivity-linked inflammatory
reaction resulting from the deposition of immune complexes in the joints’ vascular structures
and a granulomatous inflammatory reaction to the actual presence of L. infantum amastigotes

in the joint (Spreng, 1993; Agut et al., 2003; Koutinas & Koutinas, 2014; Sbrana et al., 2014).

Image characterization of joint lesions in CanL in the literature is mainly based on
simple radiographs, which show subchondral bone sclerosis, periarticular bone proliferations,
osteophytes and enthesophytes, increased intra-articular radiopacity, decreased joint space,
mineralization of adjacent soft tissues, formation of subchondral bone cysts, and decreased
subchondral bone radiopacity (Agut et al., 2003; Silva et al., 2021). Comparative studies have
demonstrated joint alterations on radiographic examination in around 67% of L. infantum-
infected dogs (Silva et al, 2021; 2022), while computed tomography examination detected

arthropathy in more than 90% of those dogs (Silva et al, 2022).

Joint ultrasonography, a low-cost, easily accessible, and quick-to-perform method,
evaluates bone surface in multiple planes, allowing identification of joint conditions that are
not detectable through radiographs (Gomes, 2019). Ultrasonography is validated and reliable
for evaluating synovial changes in humans (Sellam & Berenbaum, 2010; D’Agostino et al.,
2017) and dogs (Ramirez-Flores et al., 2017; Carreira et al., 2024). Synovitis causes most
arthritis symptoms and plays a role in the progression of bone and cartilage changes (Sellam &
Berenbaum, 2010; Scanzello & Goldring, 2012). In addition to being sensitive for detecting

synovitis, ultrasonography can evaluate articular cartilage in humans (Cipolletta et al., 2025;
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Okano et al., 2016) and dogs (Ramirez-Flores et al., 2017), which is not possible with
radiography. Moreover, ultrasonography has greater sensitivity than radiography in identifying
small osteophytes in humans (Mathiessen et al., 2013; 2017; Okano et al., 2016) and dogs

(Gomes, 2019).

This work aimed to evaluate the effectiveness of joint assessment by ultrasound
examination of dogs with CanL. Parameters obtained on radiographic and orthopedic
examination and clinical staging scores were analyzed to appreciate the power of earlier and
precise detection of locomotor alterations in the clinical disease caused by L. infantum in dogs.
2 Materials and methods
2.1 Animals and ethical aspects

This was a prospective cohort study and used non-probabilistic convenience samples.
Dogs admitted to the Zoonotic Leishmaniasis Outpatient Clinic of the Teaching Hospital of
Veterinary Medicine of the Federal University of Bahia were prospectively enrolled from
February 2023 to January 2025. All dog owners received previous information on the study
procedures and should formally consent to their dogs' enrolment by signing the Informed
Consent Form.

The inclusion criteria determined that dogs should have naturally acquired infection by
L. infantum, confirmed by direct parasitological examination of bone marrow smears on slides,
and/or by detection of parasite DNA in splenic and/or bone marrow aspirates using the
Polymerase Chain Reaction (PCR) method; and authorization from the owner for the collection
of biological samples. Dogs with body weight less than 5 kg, pregnant, less than six months
old, aggressive behavior that compromised safe handling, or tested positive for the
hemoparasites Ehrlichia canis and/or Babesia sp., or whose owner did not sign the consent

form on enrolment, were excluded from the study.
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The study was conducted following the Ethical Principles of Animal Experimentation,
as established by the National Council for the Control of Animal Experimentation, and
approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of the School of Veterinary
Medicine and Animal Science of the Federal University of Bahia, under protocol no. 109/2023-
CEUA.
2.2 Clinical examination and scoring of canine leishmaniasis severity
All dogs underwent clinical examination, which included medical history, general
physical examination, and clinical pathology tests. Subsequently, a specific physical
examination of the locomotor system assessed pain, joint crepitus, increased volume in soft
tissues around the joint, and gait disturbances such as lameness. In addition, the drawer test,
Ortolani maneuver, and tibial compression test were performed. Clinical pathology laboratory
tests comprised a complete blood count and serum biochemistry to measure liver enzymes,
creatinine, urea, total protein, albumin, globulins, urinalysis, and urine protein/creatinine ratio.
Synovial fluid aspiration, using a 25 x 0.70 mm hypodermic needle attached to a 10 mL
syringe, was performed on dogs that had soft tissue swelling around joints and on those that
eventually died. The collected material was smeared onto slides for microscopy. The slides
were stained with the Rapid Panoptic kit (Renylab, Barbacena, Brazil). Areas with high
cellularity were examined under a 100x objective to identify possible amastigote forms of
Leishmania sp. Images of the slides were captured using an image capture system attached to
the microscope (PrimeCam HD12pro, Prime Lifescience Corp., Boca Raton, USA).
A scoring system attributed points for clinical signs to determine the severity of CanL.
The total of sum of points for each dogs characterized score as mild (score <16), moderate
(score 16-30), and severe (>30) disease, as adapted from the literature (Ribeiro et al., 2021).

(Supplementary Table ).
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2.3 Imaging studies

Ultrasound examinations included analysis of the tarsal joints of all dogs, regardless of
clinical signs of orthopedic alterations. If a dog had signs of injury in other joints during the
orthopedic physical examination, the altered joint or joints were also evaluated by
ultrasonography. The same examiner (P.V.0O.) performed the examinations using Logiq F6 or
Logiq V2 equipment (GE Healthcare, Brazil), using an L6-12 linear transducer of up to 12 MHz
over the shaved area and applying acoustic gel.

Ultrasound joint images were obtained in the transverse and sagittal planes, with the
limb semiflexed and in a neutral position. Ultrasound alterations were assessed qualitatively
and semi-quantitatively. The intensity of the lesions was graded in scores from 0 to 3 for the
following alterations: synovial membrane thickening, presence of periarticular osteophytes,
subchondral bone irregularity, edema in periarticular tissue, and joint effusion (Gomes, 2019).
The menisci were evaluated and scored according to the following characteristics: (0) intact;
(1) altered echogenicity and echotexture with preserved triangular shape; (2) actual lesion with
morphology loss; (3) presence of fragments displaced to the intercondylar region associated
with meniscus bucket-handle tears. Evaluation of the femorotibiopatellar (stifle) joint’s cranial
cruciate ligament (CCL) followed the scoring criteria: (0) intact; (1) presence of effusion only
in the ligament insertion area, without fiber disruption; (2) partial rupture, with visualization of
some continuous fibers during the dynamic examination; and (3) complete rupture, with total
interruption of the fibers observed in the dynamic examination (Gomes, 2019).

Radiographic examinations were performed using a Konica Minolta, AltusDR fixed
digital radiography equipment (Konica Minolta, Marunouchi, Chiyoda-ku, Tokyo, Japan). The
radio-carpal (carpal), scapulohumeral, coxofemoral, stifle, and/or tibio-tarsal (tarsal) joints
were evaluated in two orthogonal views. Radiographies were performed on the joints bilaterally

in standardized positions (Silva et al., 2021). Any changes identified, including subchondral
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bone sclerosis, periosteal reaction, presence of osteophytes and/or enthesophytes, bone
ankylosis, bone lysis, evident trabecular pattern, joint effusion, increased soft tissue volume,
and other findings, were recorded. A scoring system ranging from 0 to 3 was used to categorize
the severity of the radiographic alterations in the joints and periarticular lesions.

2.4 Statistical analysis

Data were tabulated in Microsoft Excel spreadsheets. Descriptive analyses were
performed, demonstrated by tables calculating absolute and relative frequencies (%) of
orthopedic alterations observed on physical examination, ultrasound, and radiographic findings.
Fisher's exact test was used for categorical variables to compare proportions between groups.
Sensitivity, specificity, and 95% confidence intervals were calculated for clinical orthopedic
signs compared to ultrasound or X-ray examinations. Furthermore, the Mann-Whitney and/or
Kruskal-Wallis tests were applied to the presence or absence of clinical orthopedic signs versus
ultrasound lesion score, and serum globulin levels, ultrasound lesion score, and CanL severity
to assess group differences. Correlation between categorical variables was analyzed using
Spearman's test. The significance level was p<0.05, with a 95% confidence interval. The
statistical software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, California, USA) was used for these
analyses. The agreement between the imaging exams and the presence or absence of orthopedic
alterations in the physical examination was determined by the Kappa index and interpreted
according to that proposed by Landis and Koch (1977), which considers agreement as poor
(<0.20), weak (0.21-0.40), moderate (0.41-0.60), good or substantial (0.61-0.80) and almost
perfect (0.81-1.0).
3. Results

Forty-three dogs with CanL were included in the study. Most dogs were female (51.2%;

22/43), 1 to 7 years of age (67.4%; 29/43), and of a defined breed (65.1%; 28/43) (Table 1).
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The orthopedic physical examination detected signs of joint alterations in 29 dogs
(67.4%; 28/43), including joint pain (62%; 18/29), joint crepitus (20.6%; 6/29), lameness (31%;
9/29), and increased soft tissue volume around joints (6.8%; 2/29). Eleven dogs out of these 29
(37.9%; 11/29) had clinical locomotor changes in multiple joints, characterizing
polyarthropathy, involving the tarsus, shoulder, hip, and/or the stifle.

Ultrasound examination detected joint lesions in 37 of the 43 studied dogs with CanL
(86%; 37/43). There were ultrasonographic alterations in the tarsus, carpus, stifle, shoulder,
and/or hip joints evaluated. All 37 dogs exhibited at least one type of alteration in the tarsal
joints. The ultrasonographic alterations included the presence of osteophytes (83.8%; 31/37),
contour irregularity (56.7%; 21/37), joint effusion (64.9%; 24/37), thickening of the joint
capsule/synovium (56.7%; 21/37), edema in periarticular tissue (29.7%; 11/37), periosteal
reaction (21.6%; 8/37) and bone lysis (5.4%; 2/37) (Figure 1; Table 1).

Among the 37 dogs with tarsal joint alterations diagnosed by ultrasonography, 26
(70.27%; 26/37) had also clinical signs of joint disease on physical examination, while 11
(29.73%; 11/37) had no orthopedic clinical alterations. The total tarsal lesion ultrasonographic
score was significantly higher in dogs with clinical signs than those without orthopedic
manifestations (p = 0.0262). Specifically, periarticular edema ultrasonographic scores were
significantly higher in dogs with clinical signs when compared to dogs without orthopedic
clinical signs (p = 0.0463). (Table 2)

The alterations detected by ultrasonography according to the assessed joint are described
as follows. In the hip joint, there was joint capsule thickening (80%; 4/5), periarticular edema
(60%; 4/5), irregular contour of the bone surface (40%; 2/5), joint effusion (40%; 2/5),
osteophytes (40%:; 2/5), coxofemoral dislocation (20%; 1/5) and periosteal reaction (20%; 1/5).
In the carpal joint, there was an irregular contour of the bone surface (50%; 1/2), osteophytes

(50%; 1/2), and periarticular edema (50%; 1/2). In the stifle, there was an irregular contour of
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the bone surface (100%; 4/4); joint effusion (75%; 3/4); osteophytes (100%; 4/4); joint capsule
thickening (25%; 1/4); ligament rupture (25%; 1/4) and periosteal reaction (25%; 1/4).
Ultrasound evaluation of the shoulder joint was performed in only one dog, in which thickening
of the joint capsule was identified. A significant correlation was found between the severity of
lesions in the tarsal joints and the severity of changes identified in other joints in the 11 dogs
evaluated (r = 0.7746; p = 0.0044) (Figure 2).

The dogs’ owners authorized radiography for only 20 of the 43 studied CanL cases. The
tarsal joints were radiographed in all 20 dogs, regardless of whether or not there were orthopedic
clinical changes in this joint. Other joints were also radiographed if there were clinical
orthopedic signs. Fifteen out of the 20 dogs (75%; 15/20) evaluated by radiography had clinical
signs of joint disease in the physical examination, and 11 (55%; 11/20) presented radiographic
alterations (Figure 2). Among these 11 dogs with radiographic findings, eight (72.7%; 8/11)
had such findings in the tarsal joints, and three of them (37.5%; 3/8) had radiographic alterations
also in other joints, such as the hip and/or stifle, characterizing polyarthropathy. The other three
dogs with radiographic findings (27.3%; 3/11) only had hip and/or stifle alterations. No
radiographic alterations were found in the remaining four dogs with clinical orthopedic signs
(26.7%; 4/15). The five dogs without clinical orthopedic signs (25%; 5/20) also had no
radiographic alteration.

Some dogs had more than one lesion type in the same joint, so the radiographic changes
observed in the tarsal joints included: presence of osteophytes (75%; 6/8), increased
periarticular soft tissue volume (62.5%; 5/8), periosteal reaction (37.5%; 3/8), increased
evidence of bone trabeculae (25%; 2/8), bone lysis (12.5%; 1/8), and bone ankylosis (12.5%;
1/8).

In the hip joint, three dogs showed imaging of dysplasia, and one had joint dislocation

in the left hind limb, with radiographic alterations including osteophytes (25%; 1/4), periosteal
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reaction (25%; 1/4), and bone lysis (25%; 1/4). The radiography disclosed osteophytes in the
stifles of two dogs (66.7%; 2/3), joint effusion in one (33.3%; 1/3), and periosteal reaction in
another dog (33.3%; 1/3).

Of the 20 dogs evaluated by radiographic and ultrasound examinations of the tarsus, 19
(95%; 19/20) had some joint alteration visualized on ultrasound, while radiographic alterations
were identified in only eight (42%, 8/19). The only animal in which the ultrasound did not
identify any alteration also did not present radiographic alteration. Therefore, the discordance
rate between the radiographic and ultrasound examinations was 55%.

Overall, the combined analysis of physical, ultrasound, and radiographic examinations
revealed that 88.4% (38/43) of dogs diagnosed with CanL had joint-related alterations
detectable by imaging methods. The findings indicated lesions of degenerative joint processes,
suggestive of disease in the chronic phase, consistent with arthritis or polyarthritis with
inflammatory characteristics.

Based on the clinical examination, a CanL severity score was assigned to the 43 dogs
evaluated by ultrasonography. Among the 37 dogs with ultrasonographic alterations, eight
(22.2%; 8/37) had mild CanL, 23 (62.1%; 23/37) moderate, and six (16.2%; 6/37) had severe

disease. Among the six dogs without ultrasonographic alterations.

There was no significant difference between tarsal joint injury scores assessed by ultrasound
and CanL severity in the present study. However, statistical analysis showed a trend toward

higher ultrasonographic scores in moderate and severe forms of CanL (p = 0.5952). (Table 3).

Comparative analyses were performed between serum globulin levels and the severity
of CanL and between the frequency of orthopedic changes observed on physical examination,
ultrasound findings of the tarsal joints, and hyperglobulinemia. Dogs with mild forms of the

disease had lower serum globulin levels than those with moderate CanL (P < 0.05). However,
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no association was identified between the frequency of orthopedic clinical changes detected on
physical examination or ultrasound and the occurrence of hyperglobulinemia (Table 2)

Synovial fluid was collected by puncture in two dogs that had increased soft tissue
volume around the joint on physical examination. A third dog had terminal CanL and died
during the study time, and a synovial fluid sample was obtained during the postmortem
examination. In samples from these three dogs, amastigote forms of Leishmania sp. were
identified on cytological analysis (Fig. 3).

Orthopedic physical examination had detected alterations involving the tarsal joints of
all three dogs. One of these dogs had hip clinical alterations in addition to the tarsal alteration.
All three dogs had joint lesions detected by ultrasound and radiographs, revealing imaging
evidence of arthritis associated with a chronic inflammatory process.

4. Discussion

This study demonstrated joint changes in the vast majority — 88.4% — of the studied pet
dogs with natural L. infantum infection attended at our teaching veterinary hospital, and
examined by orthopedic physical examination, radiography, and/or joint ultrasound. As
described in other publications, our findings confirm that CanL affects joints, causing arthritis
and polyarthritis in dogs (Turrel & Pool, 1982; Buracco et al., 1997; Bevilacqua et al., 2002;
Agut et al., 2003; Sbrana et al., 2014; Ribeiro et al., 2021; Drumond et al., 2021; Silva et al.,

2021; Silva et al., 2022).

The group of dogs with CanL selected for the study showed a predominance of ages
from one to 7 years and of females. Domestic dogs from endemic areas for CanL by L. infantum
described in other studies conducted in Brazil had a similar profile (Silva et al., 2021; Silva et
al., 2022). We also observed that most dogs with orthopedic clinical signs or abnormalities on
imaging tests had a defined breed and medium size. This partially differs from the findings of

another study in a similar endemic area, which reported a predominance of larger dogs among
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those with joint lesions; however, most of them were of defined breeds (Sbrana et al., 2014).
Therefore, regarding these demographics, the group of dogs studied here represented the

general characteristics of pet dogs under similar conditions in the studied area.

In the present study, cytological examination of synovial fluid collected from some dogs
with severe joint pain, lameness, impaired mobility, and enlargement evidenced Leishmania
amastigote forms. This agrees with other studies that have also described the parasites’
visualization in synovial fluid from arthrocentesis and post-euthanasia necropsy of dogs with
CanL (Silva et al., 2022; Souza-Filho et al., 2024). Authors have attributed the development of
arthropathies to the inflammatory response associated with the presence of L. infantum
amastigotes within the joint (Buracco et al., 1997; Sbrana et al., 2014; Silva et al., 2021; Silva
et al., 2022), or resulting from a type III hypersensitivity reaction associated with the deposition
of immune complexes in the synovial microvasculature (Agut et al., 2003; Sbrana et al., 2014;
Silva et al., 2022; Oliveira et al., 2024) We agree with these authors’ pathophysiological
propositions to explain the development of such severe arthropathies in CanL. Moreover, we
hypothesize that inflammation resulting from the deposition of immune complexes may
contribute to the attraction of macrophages carrying Leishmania to the articular site by
chemotaxis due to chemokines. In this sense, a type III hypersensitivity reaction would precede
the stage when the synovial fluid turn having Leishmania parasites within, meaning a more

advanced stage of joint disease.

Indeed, the imaging tests used here, radiography and ultrasound, demonstrated several
parameters that characterized joint inflammation of varying degrees of severity, culminating in
irreversible degeneration of these anatomical structures. These findings, combined with the
clinical orthopedic alterations exhibited by the studied dogs, illustrate the intense and
progressive joint inflammation that developed in the CanL cases. Studies previously

demonstrated diverse inflammatory parameters such intense inflammatory cell infiltrates and
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synovial membrane thickening using histopathological methods to characterize joint disease in
CanL (Buraco et al., 1997; Souza-Filho et al., 2024). Furthermore, other studies report the
involvement of an inflammatory reaction to immune complex deposition in CanL-associated

joint disease, disclosed by immunohistochemical methods (Parody et al., 2019; Tsouloufi et al.,

2022; Oliveira et al., 2024).

The present study adopted a clinical approach, where the orthopedic physical
examination determines the clinical presentation of arthropathies in CanL, followed by
radiographic examinations. Radiography is still the most commonly used technique to confirm
a clinical suspicion of joint injury in the veterinary clinical practice, as stated before (Turrel &
Pool, 1982; Agut et al., 2003; Sbrana et al., 2014; Drumond et al., 2021). This clinical
orthopedic diagnostic standard was compared using another tool, the joint ultrasound, to
determine the occurrence and severity of arthropathies in CanL. In this context, we examined
not only dogs that presented any clinical sign of orthopedic alterations, but also all dogs positive
for L. infantum that attended within 18 months of the study. Other studies also applied the
orthopedic physical examination and imaging tests to demonstrate joint changes in CanL (Silva

etal., 2021, 2022), and found similar results.

We emphasize that our finding of an 86% joint disease prevalence was obtained using
only joint ultrasonography. Previous studies described comparable prevalences of 91.3% and
83.1%, using other methods such as postmortem examinations and the more sophisticated
computed tomography (Silva et al., 2021; Silva et al., 2022). In these contexts, the more
accurate and sensitive diagnostic technologies currently available allowed obtaining higher
prevalence data than those from older studies, which naturally used less precise diagnostic tools,
and this does not necessarily mean a change in the natural history of the disease. Indeed, older
studies on CanL reported lower prevalences of joint involvement, such as 57.7% in Spain

(Turrel & Pool, 1982) or 30% in the United States (Agut et al., 2003). Nevertheless,
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complementary diagnosis using multiple techniques also tends to increase prevalence rates
(Silva et al., 2021, 2022). Taken together, such data further emphasize the applicability of joint
ultrasonography, as our results show, in the early diagnosis of joint disease in CanL and even

in the absence of orthopedic clinical signs.

The results of this study also showed that ultrasonography detected a higher prevalence
(61.1%) of joint lesions in moderate stages of the disease, compared to that in mild (19%) and
severe (19%) stages. In dogs with mild CanL, we attribute the lower prevalence findings to the
still incipient or already controlled clinical condition. Concerning the severe or terminal cases,
some individuals might be less susceptible to specifically developing joint disease, even if other
systems are severely compromised, only one dog classified as severe was not identified by
ultrasonography. Likewise, our findings of joint disease prevalence according to CanL stage
are similar to those reported elsewhere (Solano-Gallego et al., 2011; Tsouloufi et al., 2022).
Moreover, the trend we observed toward higher tarsal joint ultrasound lesion scores found in
moderate to severe CanL demonstrates the importance of early diagnosis enabled by joint
ultrasound. However, our number of studied dogs was small. Further clinical studies applying
joint ultrasonography on higher numbers of CanL cases, will possibly verify that the severity
of joint lesions might statistically correspond to the disease’s severity. We also emphasize that
joint ultrasound is an easily accessible, non-invasive technique that poses no radiation risks to
the operator, the animal, or its owner (Gomes & Hagen, 2019). It also does not require sedation

and is not routinely polluting the environment.

Ultrasonography allowed the finding of joint lesions even in dogs with subclinical
infection or having other signs of CanL but without orthopedic alterations on clinical
examination. Around one-third of the dogs with joint lesions on ultrasound showed no clinical
orthopedic alterations. Moreover, ultrasonography detected joint lesions in many dogs that did

not have joint lesions detected on radiography. Since radiography identifies changes in more
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advanced joint disease, when dogs already exhibit changes detectable by the owner or the
veterinarian during physical examination, such observations make sense. Among the
radiographic findings, the main alterations were more severe, such as osteophytes, periosteal
reaction, and bone sclerosis. Likewise, other studies listed the central lesions found on
radiographic examination of dogs with CanL as trabecular lesions, bone sclerosis, and
osteolysis (Silva et al., 2021; 2022). Therefore, our data corroborates these authors' previous

findings and confirms that joint lesions become detectable on radiography only when advanced.

Joint ultrasound identified alterations such as more discrete osteophytes, joint effusion,
joint capsule thickening, contour irregularity, and periarticular tissue edema. Osteophytes,
relevant in establishing a diagnosis among the findings on joint USG, are considered early
markers of joint disease in humans (Van Der Kraan; Van Den Berg, 2007; Okano et al., 2016).
This reinforce the applicability of ultrasonography in detecting early joint lesions, even before
they cause clinical impact in the dog, such as pain and lameness, as it recognizes discrete lesions
as a source of relevant information. Other authors also concluded that joint ultrasound
examination was superior in identifying early changes compared to radiographic examination

in animals with other conditions (Gomes & Hagen, 2019).

Ultrasound diagnostic revealed that, once present, alterations in more than one joint
predominated over single-joint arthropathy, characterizing polyarthritis in the studied dogs.
Moreover, there was a higher incidence of ultrasonographic lesions in the tarsal joint, followed
by the stifles and the hips. Polyarthritis have been previously described in other studies on CanL
caused by L. infantum, although they report a predominance of lesions in the carpal joint
(Sbrana et al., 2014; Silva et al., 2021). Taken together, either the present or the literature’s

findings of polyarthritis’ high prevalence characterize the systemic nature of CanL.
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As this was a clinical study involving canine patients at a teaching veterinary hospital,

we found it relevant that ultrasound could be performed on all dogs included in the study
throughout the analysis period. In contrast, radiographic evaluation was feasible in only a
smaller proportion of 46.5% (20/43) of the dogs, due to the time required to perform and
consequently schedule the radiographic examinations, in addition to the financial constraints of
the owners. Regarding the dogs already presenting clinical signs of joint pain, lameness, and
limited joint movement, there was naturally a restriction on limb extension for radiographic
positioning in some cases. This observation is consistent with clinicians' concerns regarding the
well-being of animals that often experience intense pain in cases of polyarthritis (Turrel & Pool,
1982; Agut et al.,, 2003). These cases exemplify the need for sedation, which increases
diagnostic time during radiographic examination and can be another iatrogenic risk factor, in
addition to radiation. Furthermore, dogs that had expressed pain during positioning for
radiography showed a greater tolerance to joint ultrasound examination. Indeed,
ultrasonography allows technique adjustments by performing slow movements and adapting
the transducer’s position (viewing window), thus avoiding forced positioning, which makes the

evaluation less painful or uncomfortable for the animal patients.

This is the first study to compare the ultrasonographic technique in dogs with
arthropathy associated with CanL, with radiography, the conventional and classic method of
auxiliary imaging examination for screening based on a complaint from the guardian and/or the
orthopedic examination of dogs. Our study adds to several other studies that have demonstrated
evidence of the applicability of ultrasonography in the diagnosis of joint disease, not only due
to CanL (Abako et al., 2021; CAINE et al., 2009; Kramer et al., 1999; Naredo et al., 2009;
Okano et al., 2016; Tobolska et al., 2020; Toijala et al., 2021). A weakness of this study is the
small number of examined dogs. However, it was possible to verify that joint ultrasound was

highly sensitive in detecting discrete changes in joint soft tissues. It also allowed for a detailed
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evaluation of less dense structures such as menisci, tendons, and ligaments. Such diagnostic
capability showed to be particularly relevant in CanL, whose inflammatory joint manifestations
do not initially generate bone changes. Thus, ultrasonography helped to propose that the
prevalence of arthropathies may be much higher than that reported in the literature, validating
its applicability for CanL diagnosis.

5. Conclusion

Based on the findings of this study, articular lesions appear to be common in CanL. Joint
ultrasonography proved superior to physical examination for detecting articular alterations. It
underscores its value as a complementary diagnostic tool in dogs positive for L. infantum, even
when orthopedic physical examination findings are unremarkable. Furthermore, leishmaniasis
should be considered in the differential diagnosis of osteoarthritis and other osteoarticular

disorders.
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Table 1. Ultrasonographic frequency and scoring of tarsal joint lesions in 37 dogs with canine
leishmaniasis, with or without orthopedic abnormalities on physical examination

Lesion type with US with orthopedic without orthopedic
abnormalities abnormalities (n=26) abnormalities (n=11)
(n=37) % %
%
Osteophyte 83,8% (31/37) 84,6% (22/26) 81,8% (9/11)
Joint effusion 64,9% (24/37) 73,1% (19/26) 45,4% (5/11)
Joint capsule 56,8% (21/37) 65,4% (17/26) 36,4% (4/11)
thickening
Irregular bone  56,7% (21/37) 53,8% (4/26) 63,6% (7/11)
surface
contour
Periarticular 29,7% (11/37) 38,5% (10/26) 9,1% (1/11)
soft tissue
edema
Periosteal 21,6% (8/37) 23,1% (6/26) 18,2% (2/11)
reaction
Bone lysis 5,4% (2/37) 3,8% (1/26) 9,1% (1/11)
Score US
total 5,5(3,7-10)* 2 (2-8)




Table 2. General characteristics of the 43 dogs diagnosed with canine leishmaniasis, described according to the presence or absence of orthopedic,

ultrasonographic, and polyarthropathy findings

Dogs with Dogs without

orthopedic orthopedic With Without
Variables Total number of abnormalities findings on ultrasonographic ultrasonographic  Ultrasonographic arthropathy

dogs on physical physical abnormalities abnormalities
examination examination
Single Polyarthropathies
N=43 N=29 N=14 N=37 N=6 =3 N=34

Sex
Female 51,2% (22/43) 41,4% (12/43) 71,4% (10/14) 48,64% (18/37) 66% (4/6) 66% (2/3) 52% (18/34)
Male 48/8% (21/43) 58,6% (17/43) 28,6% (4/14) 51,3% (19/37) 33% (2/6) 33% (1/3) 55,8% (19/34)
Breed
Mixed breed
(MB) 34,9% (15/43) 31% (9/29) 42,8% (6/14) 32,4 % (12/37) 50% (3/6) 33% (1/3) 35% (12/34)
Age 65,1% (28/43) 69% (20/29) 57,2% (8/14) 67,5 % (25/37) 50% (3/6) 66% (2/3) 64,7 % (22/34)
Age
Young (6-11
months) 7% (3/43) 6,9% (2/29) 7,1% (1/14) 5,4% (2/37) 16% (1/6) 100% (3/3) 2,94% (1/34)
Adult (1-7
years) 67,4% (29/43) 62,1% (18/29) 78,6% (11/14) 75,6% (28/37) 50% (3/6) 0 76,4% (26/34)
Senior (>7
years) 25,6% (11/43) 31% (9/29) 14,3% (2/14) 24,3% (9/37) 33% (2/6) 0 29,4% (10/34)
RX + 55% (11/20) 34,4% (10/29) 7,1% (1/14) 21,6% (8/37) 0 0 47,3% (9/19)
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RX - 45% 9/20 27,5% (8/29) 28,5% (4/14) 29,7% (11/37) 16% (1/6) 100% 1/1 52,6 %(10/19)
LCan score

Mild 21,7% (10/43) 31% (9/29) 7,1% (1/14) 75% (6/8) 33% (2/6) 66% (2/3) 20,5% (7/34)
Moderate 62,7% (27/43) 55% (16/29) 78,5% (11/14) 86,9% (20/23) 50% (3/6) 0 64,7% (22/34)
Severe 13,95% (6/43) 13,7% (4/29) 14,28% (2/14) 100% (6/6) 16,6% (1/6) 33% (1/3) 14,7% (5/34)
Hyperglobuli

nemia 79% (34/43) 72,4% (21/29) 92,8% (13/14) 78,37% (29/37) 83% (5/6) 33% (1/3) 82,35% (28/34)

*median (2575 percentiles). P < 0.05, Mann—Whitney test.

* orthopedic findings : Sex (p = 0.0647); Breed (p = 0.4459); Age (p = 0.4923); Radiography (p = 0.1591); LCan score (p = 0.2078); Hyperglobulinemia (p = 0.1226).
* ultrasonographic abnormalities: Sex (p = 0.4128); Breed (p = 0.4023); Age (p = 0.4447); Radiography (p = 0.4022); LCan score (p = 0.7215); Hyperglobulinemia (p
=0.7820).

*Single or Polyarthropathies : Sex (p = 0.5483); Breed (p = 0.9456); Age (p < 0.001); Radiography (p = 0.3534); LCan score (p = 0.0847); Hyperglobulinemia (p =
0.0480).



Table 3. Comparison between findings of joint lesions in ultrasonographic or radiographic
imaging of the tarsus in dogs with canine leishmaniasis due to Leishmania infantum with or

without clinical orthopedic changes detected on physical examination

Findings in the orthopedic examination of the tarsal joint

Yes No Total
Sonographic Yes 26 11 37
findings in tarsal
joint assessment No 3 3 6
(N=43)
Kappa Coefficient
Total 29 14 43
=(0.130)
Radiographic Yes 10 1 11
findings in tarsal
joint assessment No 5 4 9
(N=20)
Kappa Coefficient
Total 15 5 20
=(0.368)
Sonographic findings in tarsal joint assessment (N=20)
Yes No Total
Ra'dlog.raphlc Yes 3 0 2
findings in tarsal
joint assessment No 11 1 12
(N=20)
Kappa Coefficient= Total 19 1 20

(0,068)
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Supplmentary Table
Parameters Scores
Clinical (focal 1/ disseminated 2)
examination Alopecia
findings
Flaking (focal 1, disseminated 2)
Hyperkeratosis (focal 1/ disseminated 2)
Nodules gf;ocal 1/ Multiple 2/ desseminado
Ulcer gf;ocal 1/ Multiple 2/ disseminated
Cutaneous vasculitis (focal 2/ Multiple 3)
Onychogryphosis present 2
Pruritus (Mild 1/ severe 2)
Attitude gl)etharglc 1 / apathetic 2 / prostrate
Weight loss (Mild 1/ moderate 2 / cachexia 3

Pain with vocalization
Mucous membranes

Lymphadenomegaly

Epistaxis
Splenomegaly

Gastrointestinal alterations

Ocular and periocular signs

Orthopedic signs

(present 3)

(pale 2 / icteric 3)

(one lymph node: 1 / two or more:
2)

present 2

present 2

(inappetence 1 / diarrhea or
vomiting 2) blood in the stool 3)
(blepharitis 1 / conjunctivitis 2 /
uveitis) 3)

(lameness 2 / polyarthropathy 3)

Clinical
pathology
alterations

Anemia

Thrombocytopenia
Leukocytes

Elevated liver enzymes — ALT, ALP,
GGT

Hyperglobulinemia
Hypoalbuminemia

Increased creatinine

Increased urea

Urinalysis

(Mild to moderate 2/ severe 3)

(Mild 2/ moderate to severe 3)

((leukocytosis 1 / leukopenia 2 /
lymphopenia 3)
(Mild 2/ moderate to severe 3)

(Mild 1/ moderate 2/ severe 3)
(Mild 2/ severe 3)

(Mild 2/ moderate to severe 3)
(Mild 1/ moderate 2/a severe 3)
Uroliths (2) / increased UPC 3)
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Figure

Figure 1. Ultrasonographic and radiographic images of joints in dogs positive for Leishmania sp. (a,
b) Ultrasonography of the tarsal joint showing joint effusion (asterisk) and thickening of the joint
capsule/synovial membrane (double arrow). (c, d) Radiographs of the tarsus in dorsoplantar and
mediolateral views demonstrating increased periarticular soft tissue volume. (e, f) Ultrasonography of
the femorotibiopatellar joint revealing bone surface irregularities on the tibial articular surface and
associated joint effusion (white arrow). (g, h) Radiographs of the same joint in craniocaudal and
mediolateral views showing increased soft tissue volume.

Figure 2. Ultrasonographic and radiographic images of the left tarsal joint in a dog positive for
Leishmania sp. by PCR (Bernese Mountain Dog, 2 years old). (a) Mediolateral radiographic view
showing increased soft tissue volume (white arrow); (b—d) Ultrasonographic images demonstrating joint
effusion (asterisk) and thickening of the joint capsule/synovial membrane (double arrow and White
arrow).
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Figure 3 Visualization of a macrophage with amastigote forms of Leishmania sp. in cytological

preparations of synovial fluid. Objective 100x.




