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RESUMO

SANCHES, FP. Leishmaniose visceral canina: caracterizacdo das alteracdes
histoldgicas de pele, linfonodo e baco e, a correlagdo do parasitismo tecidual com
a expressao do INOS. [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2013.

O presente estudo teve como objetivo caracterizar as alteracdes histologicas de
pele, linfonodo e baco, determinar a densidade de parasitas e de células iINOS”,
assim como correlacionar o parasitismo com a expressdo de iINOS em pele, baco
e linfonodo de cades naturalmente acometidos por leishmaniose visceral. Foram
selecionados aleatoriamente, 28 caes infectados com Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi, oriundos do Centro de Controle de Zoonoses do municipio de
Aracatuba, os quais foram distribuidos em dois grupos, de acordo com sinais
clinicos e exames laboratoriais, em sintomaticos (n=18) e assintomaticos (n=10).
Um grupo de 6 animais oriundos de area ndo endémica para leishmaniose visceral
foram empregados como controle negativo. As alteracdes histoldgicas de pele
foram similares em ambos os grupos clinicos, sintométicos e assintométicos, e se
caracterizaram por um infiltrado inflamatério na derme, formado por células
mononucleares (macréfagos, linfécitos e plasmdcitos), que variou de discreto a
intenso. No linfonodo, as alteracfes histologicas foram também semelhantes entre
0s grupos clinicos, e se caracterizaram por hiperplasia e hipertrofia da area
cortical e para-cortical, que variou de discreta a intensa; e por hiperplasia e
hipertrofia de macréfagos na regido medular, caracterizando em muitos casos uma
linfadenite granulomatosa. No baco, alteracfes histolégicas da polpa branca e
polpa vermelha foram similares entre os grupos sintomaticos e assintomaticos,
com hipoplasia e atrofia de polpa branca e, hipertorfia e hiperplasia de macréfagos
na polpa vermelha, variando de moderado a intenso. Quanto ao niumero de formas
amastigotas/mm? tanto na pele, como no linfonodo e baco, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos clinicos (p=0,2104), (p=0,2401) e
(p=0,8869), respectivamente. Em relacdo a densidade de células
iINOS*(células/mm?), observamos que a infeccdo por Leishmania levou ao
aumento do numero destas células na pele, no baco e no linfonodo em relacéo ao
controle (p<0,05). Porém, quando analisamos a densidade de células iINOS™ entre
0Ss grupos clinicos, sintométicos e assintoméaticos, ndo observamos diferenca
significativa tanto na pele (p=0,3026), como em linfonodo (p=0,3257) e baco
(p=0,5940). Observou-se correlacao fraca e nao significativa entre a densidade de
parasitas e a densidade de células expressando iINOS" no tegumento; porém no
linfonodo, verificou-se correlacdo negativa moderada e significante (p=0,0034)
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entre o parasitismo e a expressdo de células iINOS®, assim como no baco
(p=0,0329), sugerindo que o oOxido nitrico deve exercer um papel importante no
controle do parasitismo em visceras.

Descritores: Leishmaniose visceral canina. Pele. Baco. Linfonodo. Histologia.
Imunidade celular. Oxido nitrico.
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ABSTRACT

SANCHES, FP. Canine visceral leishmaniasis: characterization of histologic
alterations of skin, lymph nodes and spleen, and correlation of tissue parasitism
with the expression of INOS. [Dissertation]. Sao Paulo: Faculty of Medicine,
University of Sao Paulo: 2013.

The present study aimed the characterization the histological features in skin,
lymph nodes and spleen; determination of the parasitism density and the cells
expressing iINOS; and correlation between the parasitism and the expression of
INOS in the skin, lymph nodes and spleen of dogs naturally committed by visceral
leishmaniasis. Twenty-eight naturally infected dogs by Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi were selected randomly from the Zoonosis Control Center of
Aracatuba municipality and distributed in two groups according to the clinical signs
and laboratory exams, symptomatic (n=18) and asymptomatic (n=10) animals. A
group of six animals from non-endemic region for visceral leishmaniais was used
as negative control. Histological changes in skin were similar in both clinical
groups, symptomatic and asymptomatic, and were characterized by a focal and
diffuse inflammatory infiltrate in the dermis of mononuclear cells (macrophages,
lymphocytes, plasmocytes), that varied from discrete to intense. In lymph nodes,
the histological changes were also similar in both clinical groups, and were
characterized by hyperplasia and hypertrophy of the cortical and para-cortical area,
that varied from discrete to intense; and hyperplasia and hypertrophy of
macrophages in the medullar region characterizing in many cases a
granulomatous lymphadenitis. In spleen, the histological alterations in the white
pulp and red pulp were similar in both clinical groups, with hypoplasia and
hypotrophy of the white pulp and hypertrophy and hyperplasia of macrophages in
red pulp varying from moderate to intense. Regarding the results of parasitism
density (amastigotes/mm?), we did not observe any significant difference between
the clinical groups in skin (p=0.2104), lymph nodes (p=0.2401) and spleen
(p=0.8869). Concerning to the density of iINOS™ cells, we observed that the
infection by Leishmania caused an increase in the number of these cells in the
skin, in spleen and lymph nodes in relation to the control group (p<0.05). However,
when we analyzed the density (cells /mm?) of iINOS* expressing cells in clinical
groups, symptomatic and asymptomatic, we did not observe any significant
difference in the skin (p=0.3026), in lymph nodes (p=0.3257) and spleen
(p=0.5940). A weak and non-significant correlation was observed between the
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parasite density and the density of INOS™ cells in the skin. However, in the lymph
node a significant and moderate correlation (p=0.0034) was observed between the
parasitism and iINOS" cells, as well as in the spleen (p=0.0329), suggesting that
nitric oxide plays an important role in the control of the parasitism in the viscera.

Descriptors: Canine visceral leishmaniasis. Skin. Spleen.Lymph
nodes.Histology.Cellular immunity.Nitric oxid.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo consideradas um complexo de doencas, de carater
zoonotico, que acometem o homem e diversas espécies de animais silvestres e
domésticos. Estas doencas sédo causadas por protozoarios digenéticos, do género
Leishmania, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. O seu ciclo
biol6gico ocorre em dois hospedeiros, sendo um vertebrado, que inclui uma
variedade de mamiferos, entre eles os canideos, marsupiais, roedores e 0s
primatas; e o outro um invertebrado, que sdo insetos pertencentes a ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae, género Lutzomyia (Novo
Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo). H4 mais de 20 espécies de Leishmania,
que podem ser transmitidas aos humanos por 30 espécies de diferentes
flebotomineos (Pearson e Steigbigel, 1996).A leishmaniose permanece ainda
como um severo problema de saude publica (Desjeux, 2004) e, é considerada a
terceira infeccdo mais importante do grupo das doencas causadas por vetores,
depois da malaria e da filariase linfatica (Solano-Gallego et al., 2009). Atualmente,
estimam-se que 12 milhdes de pessoas, em 88 paises, estejam infectadas e, a
cada ano, um a dois milh6es de novos casos humanos sao registrados, dos quais
500.000 casos séao identificados como leishmaniose visceral, de acordo com World
Health Organization (WHO, 2011). A infec¢do por Leishmania manifesta-se sob
duas formas clinicas principais, a visceral e a tegumentar, dentre as formas
tegumentares podem ser caracterizadas a forma cutanea localizada (LCL),
cutdnea mucosa (LCM), cutanea disseminada borderline (LCDB) e cutanea
anérgica difusa (LCAD) (Silveira et al., 2004; Silveira et al.; 2005). A leishmaniose
visceral € a forma mais severa da doenca, na qual os 6rgdos vitais sdo afetados
(WHO, 2012), e quando nao tratada, torna-se fatal; estima-se, anualmente, 59.000
casos de mortes por esta doenca (Desjeux, 2004).

De acordo com a regido geografica, sédo identificados trés agentes
etiologicos causadores da doenca: Leishmania (L.) chagasi nas Américas,
Leishmania (L.) donovani na Africa e Asia e Leishmania (L.) infantum na Europa,
Asia e Africa (Cunha e Chagas, 1937; Lainson e Shaw, 1987; Marzochi et



al.,1994). Embora haja varias dicussfes entre os pesquisadores, Shaw (2006)
sugere, de acordo com a International Comission on Zoological Nomenclature
1999, o uso do nome Leishmania (L.) infantum chagasi para o parasita presente
na América Latina, devido a auséncia de diferencas entre subespécies de L.
infantum e L. chagasi.

A leishmaniose visceral € o0 maior problema de salude publica,
particularmente no Brasil, onde 2000 a 3000 casos sdo reportados por ano
(Courtenay et al., 2002). Observou-se um crescimento da enfermidade nas
grandes cidades, desde a década de 1980, na qual a doenca tem se tornado
endémica e epidémica, resultando em um aumento continuo dos casos de
leishmaniose humana (Maia-Elkhoury et al., 2008). A doenca tem emergido nos
altimos anos associada ao aumento dos fatores de riscos tais como: alteracdes
ambientais, migracdo humana e o status imunologico do hospedeiro (Desjeux,
2004; Dujardin, 2006).

As formas, humana e canina, da Leishmaniose Visceral Americana (LVA)
ocorrem endemicamente em varios estados da regido Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e na regido Sudeste, nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro
(Yamamoto et al., 1988; Evans et al., 1990; Costa et al., 1991; Paranhos — Silva et
al., 1996; Tafuri et al., 1996). Até 1998, ndo havia referéncia de casos autoctones
de leishmaniose visceral no homem ou no céo no estado de Sdo Paulo. Em maio
de 1998, foi detectado um foco de leishmaniose visceral canina (LVC) no
municipio de Aracatuba, localizado na regido Noroeste do estado de S&o Paulo
(Luvizotto et al., 1999). Posteriormente, verificou-se que a leishmaniose visceral
canina (LVC) ocorria de forma endémica, ndo sé no referido municipio, mas
também em municipios circunvizinhos. Segundo dados do centro de vigilancia
epidemiologica do estado de S&o Paulo, a doenca canina encontra-se em

processo de expansdo com municipios acometidos proximos a capital paulista.



1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Na medicina veterinaria, a leishmaniose causada pela Leishmania (L.)
infantum é a mais importante entre os cées, e € uma das maiores zoonoses
globalmente reconhecidas, a qual provoca uma doenca severa e fatal nesta
espécie (Solano-Gallego, 2009). O fato desta enfermidade apresentar maior
prevaléncia na populacdo canina do que na humana, deve-se a constatacdo de
que os casos humanos sédo precedidos dos caninos (Deane eDeane, 1955;
Lainson e Shaw, 1987; Santa Rosa e Oliveira, 1997).

Os cées (Canis familiaris) sdo considerados 0s principais reservatorios
domésticos, e o parasitismo na pele destes animais esta associado a transmissao
de L. (L.) infantumchagasi para humanos (Queiroz et al., 2011). Estes animais
podem ser infectados por diferentes espécies do parasita, sendo que a mais
importante das espécies é a L. (L.) infantum chagasi. O periodo de incubacao é
muito variavel, podendo se estender de trés meses até sete anos (Slappendel e
Ferrer, 1998).

Estudos recentes indicam que a LVC tem se expandido para areas nao
endémicas, como € o caso de regibes do Norte da Italia (Otranto, 2009), Sul do
Brasil (Tomaz-Soccol et al.,, 2009) e Norte da Argentina (Salomén, 2008).
Confirmou-se também a presenca do vetor L. longipalpis em Bella Unién, no
Uruguai (Salomon, 2011), area até entdo considerada ndo-endémica. Estes
achados confirmam que o vetor estd, de fato, colonizando as areas de fronteira
Uruguai-Argentina-Brasil, e indicam potencial de risco para caes e humanos que
vivem nestas regides. O estabelecimento da LVC em novas areas geograficas
estd associado ao aumento do movimento de cées infectados, sejam eles
adotados de areas endémicas ou que viajaram para as mesmas, além de
populacdes suscetiveis a doenca.

Em regido endémica para a doenca, nem todos os cdes que sao infectados
com o parasita pela fémea do flebotomineo desenvolvem a enfermidade (Berrahal
et al.,, 1996). Deve-se levar em consideracdo que muitos cdes pemanecem

assintomaticos apos a infecgcdo, mas em alguns casos, sado capazes de transmitiro



parasita, assim como também, aqueles cdes que desenvolvem os sintomas da
LVC (Reis et al.,, 2010). Laurenti et al. (2013) através do xenodiagndstico,
mostraram que caes assintomaticos sao importantes fontes de infecdo de maior
potencial para o vetor que 0s animais sintomaticos.

O Brasil € considerado o pais com o maior registro de LVC nas Américas
(WHO, 2008). Desde a década de 80, o numero de casos em humanos tem
aumentado, tornando-se uma doenca endémica e epidémica (Maia-Elkohoury et
al., 2008). O programa de controle brasileiro foca na eliminacdo massiva de caes
soropositivos (Moreira et al., 2004); embora a eficacia da eutanasia, como medida
de controle para a prevencdo da LVA, seja contraditéria (Courtenay et al., 2002;
Nunes et al., 2008).

1.2 DOENCAS COEXISTENTES NO CAO COM LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA

InfeccBes e parasitoses, tais como: erliquiose, babesiose, espirocercose,
demodicose, hepatozoonoses, dirofilariose, anaplasmose, entre outras, sao
exemplos de doencgas coexistentes com a leishmaniose visceral no cdo (Mylonakis
et al., 2008); além das doencas imuno-mediadas como o pénfigo foliaceo e lupus
eritematoso sistémico; doencas enddcrinas como o hipotiroidismo e varias
neoplasias (Saridomichelakis, 2009).

Em é&reas endémicas, além dos casos de LVC na rotina da clinica
veterinaria, nota-se também a presenca das doencas coexistentes, devido as
condi¢bes de manejo, animais idosos e a imunossupressao provocada pela LVC.
Por sua vez, a supressao da imunidade celular, causada pela leishmaniose, pode
aumentar a suscetibilidade desses cé@es ao contato com novos patégenos ou
infecgbes latentes, como: Ehrlichia canis, Neospora caninum e Demodex canis
(Gaskin et al., 2002; Ferrer, 2004; Cringoli et al; 2002; Mozos et al., 1999). Por

outro lado, estas doencas coexistentes no cdo, podem torna-lo mais suscetivel



ainfeccdo por Leishmania, permitindo desta forma, a multiplicacdo do parasito e
aumentando os niveis de anticorpos e o desenvolvimento da doenga (Gradoni et
al, 2005; Miranda et al., 2008; Ferrer, 2004; Cringoli et al., 2002).

A erliquiose e a leishmaniose sdo as maiores doencas causadas por
vetores em cées e, com ampla distribuicdo mundial. Ambos agentes infecciosos
sdo patégenos intra-celulares, que se utilizam de macrofagos como células
hospedeiras. Disseminam-se da pele do hospedeiro para o baco, figado e medula
0ssea e, ativam mecanismos imunoldgicos do hospedeiro, com objetivo de induzir
respostas imunopatologicas (Mekuzas et al., 2008). Os sinais clinicos da LVC e
erliquiose canina sdo muito parecidos tais como: fraqueza, letargia, anorexia,
perda de peso, epistaxe, febre, mucosas palidas, enfartamento de linfonodos,
esplenomegalia e alteracbes oculares (Atanaskova et al.,, 2011). Embora a
Ehrlichia canis seja transmitida por carrapatos, principalmente pelo Boophilus
Rhipicephalus sanguineus e, a Leishmania (L.) infantumchagasi por
flebotomineos, de acordo com Dantas-Torres et al., (2010), o DNA de L. infantum
foi encontrado em glandula salivar do carrapato do cao Rhipicephalus sanguineus.
Sendo assim, é de extrema importancia avaliar rotineiramente cdes com suspeita
de leishmaniose para outras infeccBes parasitarias em areas endémicas,

principamente, em caes idosos e, casos com quadro clinico atipico (Ferrer, 2004).

1.3MANIFESTACOES CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS NA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

De acordo com Baneth et al.,(2008), as manifestacbes clinicas da LVC
podem variar muito, como consequéncia dos humerosos mecanismos patogénicos
da doenca, assim como, a diferenca dos 6Orgdos afetados e a diversidade da
resposta imune individual de cada hospedeiro.

Reis et al., (2010) afirma que o curso natural da LVC depende de varios

fatores entre eles: carga parasitaria, imunidade celular, subconjunto de células



local, resposta humoral e a expresséo de citocinas. A importancia desses fatores
em cada individuo, e o diferente equilibrio estabelecido entre eles, resulta na
aparéncia da dinamica do espectro das manifestacdes clinicas, que vao desde
animais assintomaticos resistentes a severidade da doenca em animais
naturalmente infectados, os quais sao suscetiveis. Além do mais, estes
parametros tem valores para o progresso da infeccéo.

Caes com leishmaniose visceral podem apresentar um amplo espectro de
sinais clinicos, entre eles: lesdes cutaneas, onicogrifose, linfadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, perda de peso, atrofia muscular, intolerancia a exercicios,
diminuicdo do apetite, letargia, poliiria e polidipsia, lesdes oculares, epistaxe,
vomito e diarréia (Ciaramella et al.,, 1997; Koutinas et al., 1999; Baneth et al.,
2008; Feitosa, 2000). As lesdes de pele caracterizam-se, principalmente, por
descamacdo, alopecia, dermatite pustular, dermatose ulcerativa e doenga nodular,
a qual depende da resposta imune do hospedeiro (Adler e Theodor, 1931; Cunha,
1938; Torres, 1941; Ferrer et al., 1988). A LVC estd associada com a alta
prevaléncia de doenca renal cronica (Costa et al., 2003), dai a necessidade de se
avaliar a funcéo renal, de acordo com International Renal Interest Society (IRIS,
2006). Desta forma, a doenca renal pode ser a Unica manifestacao clinica da LVC,
podendo progredir de uma leve proteiniria até a sindrome nefrética ou estagio
final da doenca renal (Solano-Gallego et al., 2009).

Aproximadamente 60-80% dos caes podem ter contato com o parasita, mas
ndo demonstrarem sinais clinicos caracteristicos da doenga. Porém, apresentam
titulos de anticorpos especificos ou resposta imune mediada por células. Convém
ressaltar, no entanto, que a porcentagem de caes resistentes a enfermidade nao
esta totalmente estabelecida (Ferrer, 1999).

Alguns cédes apoOs a infeccdo desenvolvem uma resposta imune efetiva
mediada por linfocitos T especificos, com producédo de IFN-y, TNF-qa, IL-2 entre
outras citocinas (Pinelli et al., 1994). Esses animais ndo demonstram qualquer
sinal clinico da doenca ou podem apenas desenvolver nédulos cutdneos no ponto

de inoculagdo. A reacdo tecidual nestes locais € designada como “cancro



deinoculagdo” e, sdo usualmente localizadas no nariz ou nas orelhas. Estas lesdes
podem apresentar-se com diametros de 1-3 cm, alopécicas, ulceradas e, as
vezes, com crostas, ndo pruriginosas, pouco dolorosas e, geralmente,
desaparecem espontaneamente entre um a seis meses (Ferrer, 1999).

As alteracdes histopatoldgicas viscerais encontradas na LVC s&o similares
as descritas na doenca humana (Keenan et al., 1984a), embora as lesdes
cutdneas estejam presentes nos cdes, muitas vezes, em carater intenso, o que
nao ocorre na doenca humana.

Os orgaos linfoides sdo os principais alvos na doenca. Os linfonodos
encontram-se frequentemente enfartados, com perilinfoadenite, hipertrofia dos
cordbes e dos foliculos, intensa fibrose, seios dilatados e hiperplasia de
macrofagos (Alencar, 1959). Também foram observadas,populacdo reduzida de
linfocitos e proliferacdo de macrofagos nas éreas paracorticais e corddes
medulares, hiperplasia folicular e plasmocitose intensa (Keenan et al., 1984a;
Corbett, et al., 1992).

A esplenomegalia muitas vezes ndo esta presente, ou pode ser discreta,
moderada ou intensa (Alencar, 1959). Outra alteracéo frequentemente encontrada
€ periesplenite. Este 6rgado apresenta uma diminuicdo de linfocitos na bainha
linféide periarteriolar e proliferacdo de macréfagos nesta regido; hiperplasia
folicular e aumento da polpa vermelha com agregados de macréfagos e
plasmdcitos (Keenan et al., 1984a; Badar6 e Duarte, 1996; Tafuri et al., 2001).

Na medula 6ssea, ha maior celularidade decorrente da proliferacdo de
macréfagos que podem, ou ndo, conter parasitas (Keenan et al., 1984a). A
hipoplasia medular, pode também ser observada, principalmente de células
brancas associada a identificagdo de macréfagos parasitados (Tafuri et al., 2001).

O figado, geralmente, encontra-se aumentado de volume, apresentando um
infiltrado plasmo-linfocitario e hiperplasia das células de Kupffer (Keenan et al.,
1984b), porém éraro o achado do parasita. Geralmente, também ocorre uma
hepatite difusa, acompanhada de reacdo inflamatéria exsudativa, com infiltrado
linfo-plasmocitario nos espacos portais (Badar6 e Duarte, 1996; Tafuri et al.,
2001).



Apesar da grande diversidade de sinais clinicos da LVC e do quadro
histopatolégico, existem animais aparentemente saudaveis e também aqueles que
exibem sintomatologia caracteristica de estagios finais da doenca. A doenca
canina pode permanecer clinicamente inaparente por longos periodos (Longstaffe
et al., 1983).

1.4 PATOGENIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Pouco se sabe sobre a patogenia da leishmaniose em caes infectados
naturalmente (Solano-Gallego et al., 2004), pois a maior parte dos estudos advém
da infeccdo experimental em roedores porLeishmania major.Estes estudos
analisam a relacdo entre a sobrevivéncia, multiplicacdo, disseminacéo,
desenvolvimento das lesGes e aspectos da imunidade humoral e celular (Belkaid
et al., 2001; Kamhawi et al, 2000; Nicolas et al., 2000).

Uma vez que promastigotas metaciclicas sdo inoculadas na pele do céo,
através da picada do vetor (Killick-Kendrick e Killick-Kendrick, 1999), ocorrem as
primeiras interacdes com o sistema imune da pele, seguida das transformacdes
em formas amastigotas, as quais seréo transportadas por macrofagos infectados
até os linfonodos regionais (Baneth, 2005; Slappendel e Ferrer, 1998).

O resultado da infeccdo depende de varios fatores, sejam eles,
relacionados ao vetor (nUmero de picadas do vetor no hospedeiro, saliva injetada
na derme do hospedeiro) e/ou a viruléncia do parasita e hospedeiro (genética,
resposta celular e humoral, citocinas e doengas concomitantes) (Bafius et al.,
2007; Baneth, 2005; Moreno e Alvar, 2002; Gradoni, 2002; Rutten, 2003; Quinnell
et al., 2003; Sanchez-Robertet al., 2005).

O parasita, por sua vez, tem mecanismos de escape, que o torna capaz de
sobreviver e se multiplicar dentro do macrofago, sua célula hospedeira, e a partir
dai, dissemina-se causando doenca no hospedeiro vertebrado (Bafius et al.,

2007). Estes mecanismos nao so diferem entre as espécies de Leishmania, mas
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também entre cepas, explicando parcialmente o polimorfismo clinico da
leishmaniose em humanos e animais (Bafius et al.,, 2007; Baker et al., 1999;
Sundar e Rai, 2002).

As caracteristicas genéticas do hospedeiro vertebrado também influenciam
a resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo por Leishmania (Baneth, 2005;
Bourdoiseau et al., 1997; Ferrer, 2002). Ha especula¢gédo de que cdes que nascem
e crescem em areas endémicas, tornam-se mais resistentes a infeccdo e
apresentam titulos menores de IgG, quando comparados aos cées de areas nao-

endémicas inseridos em areas endémicas ainda jovens (Quinnell et al., 2003).

1.5 RESPOSTA IMUNE NO CAO COM LEISHMANIOSE VISCERAL

Os parasitas do género Leishmania podem infectar diferentes tipos de
células, incluindo as células do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), células
dendriticas, fibroblastos, macréfagos, células de Kupffer, células endoteliais,
neutroéfilos, eosindfilos, hepatécitos e até células neoplasicas (células do tumor
venério transmissivel).Estes parasitas invadem todos os tecidos e oOrgdos do
corpo, incluindo também o sistema nervoso central (Levy, et al.; 2006; Hervas-
Rodriguezet al.; 1996; Binhazimet al; 1993; Tafuri et al.; 2001; Gonzélez et al.;
1988; Saint-André Marchalet al.; 1997; Vifiuelas et al.; 2001). Mas sao as células
do SFM que contribuem para a longa sobrevivéncia do parasita, especialmente os
macréfagos, que sao fagdcitos mononucleares (Baneth, 2005).

A suscetibilidade e resisténcia a leishmaniose visceral dependem da
resposta imune apresentada pelo cdo, apds uma infeccdo natural. De acordo com
Reis et al.(2010), vérios fatores tais como: carga parasitaria, imunidade celular,
resposta imune-humoral e citocinas exercem grande importancia em cada
individuo e, um equilibrio entre todos estes fatores resulta no surgimento de um
espectro de formas clinicas, as quais vao desde céaes resistentes assintomaticos

até a doenca severa em animais suscetiveis. Além disso, esses parametros
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possuem um valor no progresso da infeccdo e a partir dai, deveriam ser levados
em conta como marcadores de resisténcia e suscetibilidade a leishmaniose
canina.

De acordo com Saldarriaga et al.,, (2006), em infeccbes naturais, a
disseminacéo do parasita do local de inoculagdo ndo é conhecido; entretanto, em
infeccbes experimentais em cées, através de inoculacéo intradérmica de formas
promastigotas de L. donovani, foi possivel observar que apds 96 horas, o0s
parasitas jA podem ser encontrados em linfonodos e baco. Entretanto, devem-se
levar em consideracao as caracteristicas genéticas e da imunidade do hospedeiro,
que sera crucial para a disseminacdo do parasita. Assim, em caes suscetiveis, 0
parasita podera se disseminar em horas, enquanto que em céaes resistentes,
podera permanecer no ponto de inoculagéo, assim como em linfonodos regionais
(Ferrer, 2002).

A resisténcia ainfeccdo por Leishmania tem sido associada a estimulacdo
de células T auxiliares 1 (Thl), enquanto que a suscetibilidade tem sido
relacionadaa ativacdo de células T auxiliares 2 (Th2) (Liew eO’Donell, 1993).
Numa populacdo de cées infectados por Leishmania, de 10 a 50% dos animais,
mostram-se resistentes a infeccdo, ou seja, ndo desenvolvem a doenca ou a
mesma se resolve espontaneamente (Slappendel e Greene, 1990; Lanotte et al.,
1979; Abranches et al., 1991; Cabral et al., 1992; Martinez-Moreno et al., 1995). A
resisténcia a infeccdo por Leishmania estd associada a ativacdo de células Thl
produtoras de IFN-y, TNF-a e IL-2, as quais sdo responsaveis pelo controle do
desenvolvimento da sintomatologia clinica (Pinelli et al., 1994; Pinelli et al., 1995).
O principal mecanismo efetor na protecdo da resposta imune de caes infectados
com L. (L.) infantum, € a ativacdo dos macrofagos por IFN-y e TNF-a,que atua na
eliminacdo das formas amastigotas intracelulares, através da producdo de Oxido
nitrico (NO) (Vouldoukis et al., 1996).

De acordo com Reis et al., (2010), um aumento nos niveis dos parametros,
tais como uma proliferacdo de células polimorfonuclareas (PMN) apés a
estimulacdo antigénica, proliferacdo de células CD4+, CD8+ e células B,
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expressdo de IFN-y e TNF-a, ou o teste intradérmico positivo (DTH) estédo
correlacionados a resisténcia. Segundo Manna et al.(2008) o aumento dos niveis
de IFN-y, podem contribuir para a cura de casos clinicos de LVC. Entretanto,
alguns estudos demonstram que ndo ha diferenca na expressdo de IFN-y entre
caes assintomaticos e sintomaticos (Quinnell et al., 2001; Correa et al., 2007; Lage
et al., 2007).No entanto, altas concentracfes de IFN-y, podem estar associadas ao
aumento da carga parasitdria e a manifestacdo clinica em cées suscetiveis
(Sanchez-Robert et al., 2008; Travi et al., 2009).

A auséncia de uma adequada resposta de células T para controlar o
parasita, leva ao surgimento de sintomas clinicos, aumento no titulo de anticorpos
especificos anti-Leishmania e uma alta carga parasitaria na pele, medula éssea,
baco, figado e linfonodos (Reis et al., 2006; Giunchetti et al., 2006; Giunchetti et
al., 2008; Guerra et al., 2009; Reis et al., 2009).

Reis et al. 2009 sugere que a resposta imune na LVC é
compartimentalizada, em cada 6rgédo ou tecido pode ocorrer peculiaridades na
relacdo hospedeiro-parasita. Cédes sintomaticos apresentam infiltrado inflamatério
dérmico com alta carga parasitaria (Giunchetti et al., 2006) e uma resposta imune
celular mista na pele (Menezes-Souza et al., 2011) Alta carga parasitaria foi
descrita em linfonodo cervical e pré-escapular, juntamente com alta expressao de
IL-10 e TGF-B (Alves et al., 2009). Obaco de cées infectados por L. infantum é
caracterizado por infiltrado de células mononucleares na polpa vermelha e a
substituicdo de linfécitos por macrofagos na polpa branca (Alexandre-Pires et al.,
2006). Ha um acumulo predominante de IL-10 nos animais que apresentam alto
parasitismo (Lage et al., 2007), enquanto que o compartimento hepatico apresenta
alto parasitismo e intensa alteracéo inflamatoria (Reis et al., 2009). Anélises de
linfécitos circulantes em cées sintomaticos, demonstraram baixos niveis de células
T CD4+ e CD8+, somados a uma diminuicdo de células B CD21+ e mondcitos
CD14+, similarmente, em medular 6ssea se relata baixa frequéncia dos diferentes

tipos celulares em caes com altos niveis de parasitismo (Reis et al., 2006a).
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Por outro lado, animais que permanecem assintomaticos apresentam um
baixo parasitismo em tecidos e podem desenvolver um teste intradérmico positivo
frente ao antigeno de Leishmania, assim como apresentar ensaio de
linfoproliferagcdo positivo apds estimulo com antigeno parasitario, ambos
associados ao desenvolvimento de uma imunidade celular especifica ao parasito.
A expressdo de IFN-y por células T especificas contra Leishmania esta associada
a resisténcia a doenca. Estudos em cées estabeleceram o papel predominante de
IFN-y na ativacdo de macréfagos que em sinergismo com TNF-q, leva a atividade
leishmanicida e controle da disseminagdo do parasito (Chamizo et al., 2005;
Manna et al., 2006; Carrillo et al., 2007). Utilizando-se a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real, para avaliagdo da expressdo de IFN-y em
sangue periférico de caes assintomaticos, foi demonstrado que altos niveis desta
citocina estdo presentes na auséncia de sintomatologia clinica (Manna et al.,
2006). Corroborando com estes dados, ensaios in vitro empregando células
mononucleares de sangue periférico de cdes assintomaticos experimentalmente
infectados, demonstraram alta expressdo de IFN-y apdés a estimulacdo com
antigenos do parasita (Carrillo et al., 2007). Ja em cées suscetiveis, as formas
amastigotas disseminam por todo o organismo mostrando uma proliferacdo em
orgaos ricos em tecido linforeticular (Ferrer, 1992).

Os niveis de imunoglobulinas anti-Leishmania, detectadas em cées
sintomaticos, sdo maiores do que osdetectados em cédes assintomaticos, e uma
significativacorrelacédofoi encontrada entre os niveis de imunoglobulinas, status
clinico e a densidade parasitaria nos tecidos (Reis et al., 2006b). A producéo
excessiva de imunoglobulinas, principalmente 1gG, ndo é protetora contra a
doenca, mas prejudicial, porque leva a formagéo de imunocomplexos, anticorpos e
crioglobulinas que sdo responsaveis por parte das alteracdes clinicas e
histopatolégicas da doenca (Slappendel e Greene, 1990; Martinez-Moreno et al.,
1995). As diferentes lesdes viscerais e a circulacdo de imunocomplexos, que
podem se depositar em varios oOrgaos e tecidos, sdo o0s dois principais

mecanismos fisiopatolégicos da LVC (Ferrer, 1992).
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1.6 PAPEL DO OXIDO NIiTRICO NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

O oxido nitrico (NO) € um produto da ativacado de macrofagos por citocinas,
componentes microbiais ou ambos, 0 qual € gerado a partir do aminoacido L-
arginina, através da atividade da enzima 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS ou
NOSZ2) e, funciona como uma molécula tumoricida e antimicrobicida in vitro e in
vivo (Nathan, 1992).

A eliminacdo de microorganismos intracelulares ocorre através da producao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A enzima iNOS utiliza L-arginina
como um substrato, convertendo-a em L-citrulina e 6xido nitrico (NO), o qual, este
altimo, é rapidamente oxidado a nitrito ou nitrato (Marletta, 1988). A inducéo da
enzima iINOS é regulada por citocinas do tipo Thl, tais como: IFN-y, TNF-a, IL-13
e também por endotoxina bacteriana, LPS (Li e Poulos, 2005).

A producdo de NO e a atividade leishmanicida desta molécula foram
demonstradas em experimentos in vitro utilizando macrofagos de cédes apds a
incubagéo com IFN-y, TNF-a e IL-2 (Liew et al., 1997; Pinelli et al., 2000). Outros
pesquisadores demonstraram também a importancia do NO como molécula
microbicida, usando um inibidor especifico da enzima INOS, a aminoguanidina
(Rodrigues et al., 2007).

Estudos in vivo, reafirmam que a ativacdo de uma resposta imune efetiva
com producao de NO pela enzima INOS podeter um papel importante no controle
da infeccéo por Leishmania em caes, uma vez que a alta expressédo de iNOS foi
correlacionada com uma carga parasitaria baixa nos tecidos (Zafra et al., 2008).
Adicionalmente, experimentos in vitro mostraram que macréfagos de céaes
infectados com L. infantum e ativados com r-IFN—y, produzem um aumento na
expresséo de iINOS e controle do numero de parasitas em seu citoplasma quando
comparado a expressao de iINOS obtida de macrofagos infectados e nédo ativados
(Sistoet al., 2001).

Por outro lado, Santos et al. (2008) trabalhando com cortes histolégicos de

tecido esplénico de caes naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi,
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mostraram que a expressdo de INOS foi maior nos cées sintoméaticos
acompanhada da maior carga parasitaria. Recentemente, foi relatado que formas
promastigotas de L. (L.) infantum chagasi isolado de cées e seres humanos sdo
resistentes a acdo de NO (Santos et al., 2012), os autores mostraram uma
associacao direta entre a producao de NO com alta de sobrevivéncia de parasitas
dentro dos macréfagos pela da carga parasitaria, independente da ativagdo dos
macréfagos pelo IFN-y.

Em decorréncia dos poucos e controversos estudos relativos ao papel do
oxido nitrico na patogenia da leishmaniose visceral canina, o presente estudo teve
como principal objetivo avaliar a expressao da enzima iINOS em macréfagos de
pele, linfonodo e baco de cdes naturalmente infectados por L. (L.) infantum

chagasi correlacionando com o parasitismo tecidual.



Objetivos




17

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
Caracterizar as alteracdes histopatoldgicas e correlacionar o grau de
parasitismo com a expressao de iINOS em pele, linfonodo e bago de caes
sintométicos e assintomaticos, naturalmente acometidos por leishmaniose

visceral.

2.2 ESPECIFICOS
1- Caracterizar as alteracdes histologicas em pele, linfonodo e baco de caes
sintomaticos e assintomaticos, naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral.
2- Determinar a densidade parasitaria em pele, linfonodo e baco de caes
sintomaticos e assintomaticos, naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral.
3- Determinar a densidade de células expressando INOS em pele, baco e
linfonodo de cédes sintomaticos e assintomaticos, naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral.
4- Correlacionar o parasitismo e a expressao de iINOS em pele, baco e linfonodo
de caes sintomaticos e assintomaticos, naturalmente acometidos por leishmaniose

visceral.



Materiais e Métodos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 APROVACAO NA COMISSAO DE ETICA

O presente estudo foi aprovado por uma Comissdo de ética em
Experimentacdo Animal e Bem estar Animal, da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, localizada na cidade de Sao Paulo (SP), Brazil, sob o
protocolo n® 296/10 (Anexo A).

3.2 POPULACAO CANINA

Foram utilizados 34 cées, sendo 28 naturalmente infectados com L. (L.)
infantum chagasiescolhidos aleatoriamente, e6 cdes oriundos de é&rea né&o
endémica para L. (L.) infantum chagasi utilizados como controle negativo. Os

animais eramde ambos os sexos,diferentes idades e racas.

A populacdo de cades naturalmente infectados foi oriunda do Centro de
Controle de Zoonoses do municipio de Aracatuba (SP),no periodo de 2005 a
2006. Estes animais foram examinados clinicamente e divididos em 2 grupos, de
acordo com os achados clinicos e exames laboratorias,em sintométicos e
assintoméaticos. No grupo dos animais sintomaticos foram incluidos 18 cées que
apresentavam achados clinicos sugestivos de leishmaniose visceral, tais como:
perda de peso, onicogrifose, lesdbes de pele, linfoadenomegalia e
hepatoesplenomegalia. O grupo dos animais assintomaticos foi composto de 10
cédes, sem achados clinicos aparentes de LVC (Feitosaet al.,, 2000), e que
apresentavam niveis de proteinas séricas inferiores a 8,5 mg/dL e de creatinina
sérica, com valores dentro dos limites de normalidade, de acordo com a
International Renal Interest Society (IRIS, 2006). Apds a anamnese, 0S animais

foram anestesiados com tiopental sédico 25mg/kg e, foi coletado sangue total
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através de puncdo cardiaca. Seguiu-se a eutanasia com inje¢cdo endovenosa de
solucdo 19% de cloreto de potassio. Fragmentos de pele do pavilhdo auricular,
linfonodo popliteo e baco foram colhidos para o estudo histopatolégico e
imunoistoquimico. Um grupo controle composto por 6 caes oriundos de area néo
endémica para leishmaniose visceral e negativos no exame parasitologico e

sorologico também foi incluido neste estudo.

3.3 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO E SOROLOGICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Todos os cdes foram submetidos ao diagndstico sorolégico, para a
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania sp, utilizando-se o teste imunoenziméatico
(ELISA) e empregando como antigeno um extrato bruto de formas promastigotas
de L.(L.) infantum chagasi e um conjugado fosfatase alcalina anti-lgG canino,
conforme previamente descrito (Colombo et al., 2011). Os animais foram
considerados positivos, quando apresentaram sorologicamente, uma densidade
Optica (DO) com titulos superiores a DO média acrescido de trés desvios padrdes
obtidos do teste diagndstico, proveniente de soro de cées sadios e ndo infectados.
Foi realizada puncdo aspirativa de linfonodo popliteo de todos os animais. Os
esfregacos foram corados com Panético rapido (Laborclin®, Pinhais, Brasil) e as
laminas foram observadas em microscopia de luz em imersdo para pesquisa de

formas amastigotas do parasita.

3.4 ESTUDO HISTOPATOLOGICO DA PELE, LINFONODO E BACO

As amostras de pele, linfonodo e baco foram processadas pelas técnicas
usuais, para a obtencdo de cortes corados pela técnica de hematoxilina-eosina
(HE), para exame histologico destes 6rgaos por microscopia optica, com o intuito

de verificar a presenca do parasita, assim como as caracteristicas do processo
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inflamatdrio. Para o estudo histopatoldgico, foi realizada andlise comparativa
semiquantitativa dos cortes corados pela HE, atribuindo-se cruzes, de acordo com
a intensidade dos diferentes processos caracterizados, onde: (-) negativo, (+)

discreto, (++) moderado e (+++) intenso.

3.5 IMUNOISTOQUIMICA EM TECIDO PARAFINADO PARA DETECCAO DE
PARASITAS EM FRAGMENTOS DE PELE, LINFONODO E BACO DE
CAO.

As reacdes de imunoistoquimica (IHQ) para deteccdo de formas
amastigotas de Leishmania em pele, linfonodo e baco de céo foram feitas, de
acordo com Moreira et al., (2007), utilizando-se como anticorpo primario soro total
de camundongo infectado cronicamente com Leishmania, e kit LSAB
(DakoCytomation, USA). Para o controle da reacdo de IHQ em pele, baco e
linfonodo de cées com parasitismo escasso a moderado por Leishmania, foram
empregados como controles positivos e, a omissdo do anticorpo primario foi

utilizada como controle negativo.

3.6 IMUNOISTOQUIMICA EM TECIDO PARAFINADO PARA DETECCAO DE
CELULAS iNOS+ EM FRAGMENTOS DE PELE, LINFONODO E BACO
DE CAO.

Seguindo-se a desparafinizacdo a frio, os cortes foram hidratados e a
recuperacdo antigénica foi feita em banho-maria, a temperatura de 96°-99°C em
solucédo de acido citrico 10 mM/pH 6,0. A peroxidase enddgena foi bloqueada com
peroxido de hidrogénio e, as ligagbes inespecificas com solugédo de leite em po
desnatado (Molico, Nestlé, S&o Paulo, Brasil). Seguiu-se incubagcdo com o
anticorpo primario policlonal anti-NOS2 (Santa Cruz - 651), produzido em coelho,
na diluicdo de 1/1000 em solucdo de albumina bovina a 1% em PBS em camara

umida, “overnight” a 4°C. Para revelacao da reacéo foi empregado o kit Novolink
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(NOVOCASTRA RE7280-K, Leica, Nussloch, Alemanha) e o substrato
cromogénico DAB+H,0, (diaminobenzidina com peréxido de hidrogenio -
DakoCytomation, K3468, Dako, Glostrup, Dinamarca). A contra-coloracao foi feita
com Hematoxilina de Harris e, seguiu-se a desidratacdo dos cortes e montagem
das laminas com balsamo do Canada e laminula. Cortes histologicos de pele,
baco e linfonodo de cées negativos, procedentes de area ndo endémica para LVC,
com diagnostico soroldgico e parasitolégico negativos, foram empregados como

controle.

3.7 DETERMINACAO DA DENSIDADE DE PARASITOS E CELULAS iNOS+

Para avaliacdo da densidade das formas amastigotas e de células
expressando iINOS” foi realizada andlise quantitativa morfométrica. Para isso, 10
campos de cada corte histolégico foram fotografados, em objetiva de 40X e, o
nimero de formas amastigotas e de células INOS™ foram contadas, utilizando o
programa Axiovision 4.0, em um computador acoplado a um fotomicroscopio Zeiss
Axioskop 2 plus. Posteriormente, foi calculada a area da imagem (0,03536412
mm?) e, a média das formas amastigotas e de células iINOS* foi dividida pela area,
para o célculo da densidade.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica foi utilizado o programa GRAPHPAD PRISMA 5.0
para Windows. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de
comparacado multipla de Dunn foi utilizado para comparar os achado histolégicos
entre os grupos clinicos. O teste ndo parameétrico de Mann-Whitney foi empregado
para comparar a intensidade do parasitismo e das células iINOS" entre 0s grupos

clinicos. O teste de Spearman foi empregado para avaliar a correlacdo entre o
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parasitismo tecidual e o numero de células INOS'. As diferencas foram

consideradas significativas, quando p< 0,05.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 DIAGNOSTICO CLINICO, PARASITOLOGICO E SOROLOGICO

Neste estudo foram utilizados 34 cées, sendo 28 caes naturalmente
infectados, que foram agrupados, de acordo com manifestacdes clinicas e
avaliacdo de bioquimica sérica, em sintomaticos (n = 18) e assintomaticos (n = 10)
e 6 cdes oriundos de area ndo endémica para L. (L.) infantum chagasi utilizados
como controle negativo. Os animais do grupo sintomatico apresentaram de trés a
seis achados clinicos, sendo que, os mais frequentemente observados foram:
linfadenomegalia (15/18), esplenomegalia (15/18), perda de peso (14/18), lesbes
cutaneas (11/18), onicogrifose (10/18) e hepatomegalia (10/18). Todos os animais
do estudo, tanto do grupo sintomatico como do grupo assintomatico apresentaram
diagnoéstico parasitolégico e sorologico positivos para leishmaniose. Os cées
assintomaticos nao apresentaram achados clinicos compativeis com a doenca;
além de nenhuma outra alteracéo clinica ou laboratorial. Em relacdo a avaliacdo
bioquimica, 73% dos caes sintomaticos apresentaram aumento dos valores
séricos de creatinina (>1,4 mg/dL) e, 40% demonstraram hiperproteinemia (>9,0
g/dL); ja os animais assintomaticos mostraram valores séricos de creatinina e

proteina dentro dos parametros de normalidade.

Entre os animais utilizados neste estudo, 50% (14/28) eram fémeas, nove
sintomaticas e cinco assintomaticas; e 50% (14/28) eram machos, sendo nove

sintomaticos e cinco assintomaticos.

4.2 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA PELE, LINFONODO E BACO

As alteracbes histopatologicas de pele ndo mostraram diferenca

significativa entre os grupos clinicos, sintomaticos e assintomaticos (p>0,05). De
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maneira geral, as alteracdes se caracterizaram por um infiltrado inflamatério na
derme, ao redor de anexos cutaneos, formado, principalmente, por células
mononucleares, tais como: macréfagos, linfécitos e plasmacitos (Figura 1A e B). O
infiltrado inflamatério variou de discreto a intenso, por vezes focal ou difuso,
dependendo do parasitismo, que também variou de negativo a intenso. A
intensidade do infiltrado inflamatdério, assim como o parasitismo de pele esta
representada na Figura 1C. A presenca de granulomas epiteliéides com células
gigantes foi evidenciada na pele de alguns animais. A presenca de formas
amastigotas de Leishmania foi confirmada em 59% dos cdes do grupo sintomatico
e, somente em 36% doscdes do grupo assintomatico, nos cortes histolégicos

corados pela hematoxilina-eosina.
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Figura 1 — Corte histologico da pele de cdo com leishmaniose visceral mostrando

infiltrado inflamatério mononuclear perianexal na derme (A) e o intenso
parasitismo em meio ao infiltrado linfohistioplasmocitario (B) (HE). A
Figura 1C mostra o percentual da intensidade do processo inflamat6rio
e do parasitismo na derme, onde O (-) representa negativo, 1 (+)
discreto, 2 (++) moderado e 3 (+++) intenso
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Em relacdo as alteracdes histoldégicas observadas no linfonodo popliteo,
observaram-se hiperplasia e hipertréfia da é&rea cortical e para-cortical dos
linfonodoscom evidente ativacéo folicular na cortical, que variou de discreta (+),
moderada (++) a intensa (+++) (Figura 2A). Hiperplasia e hipertrofia de
macréfagos na regido medular estavam presentes, variando de discreta (+),
moderada (++) a intensa (+++); caracterizando em muitos casos, uma linfadenite
granulomatosa (Figura 2B). Evidente plasmocitose também foi observada. A
presenca de formas amastigotas foi observada em 63% dos animais sintomaticos
e, em 40% dos animais assintoméaticos, nos cortes corados pela hematoxilina-
eosina. A andlise semi-quantitativa das alteracbes histopatolégicas da cortical,
paracortical e medular, assim como o parasitismo do linfonodo popliteo ndo
mostrou diferenca significativa entre os grupos sintomaticos e assintomaticos
(p>0,05) (Figura 2C).
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Figura 2 - Corte histolégico do linfonodo de cdo com leishmaniose visceral
mostrando ativacao folicular na regido cortical (A) e hiperplasia e
hipertrofia de macréfagos na area medular (B) (HE). A Figura 2C
mostra o percentual da intensidade da hiperplasia/hipertrofia da
cortical, paracortical, medular e a intensidade do parasitismo no
linfonodo popliteo, onde 0 (-) representa negativo, 1 (+) discreto, 2
(++) moderado e 3 (+++) intenso
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A polpa branca do bagco mostrava-se hiperplasiada e hipertrofiada com a
presenca de ativacdo, variando de discreta, moderada a intensa; porém em alguns
animais sintomaticos estava presente uma hipoplasia e até uma atrofia da polpa
branca (Figura 3A). As alteracfes histoldgicas da polpa vermelha caracterizaram-
se por hipertrofia e hiperplasia de macrofagos, em carater moderado a intenso. A
presenca de esbo¢o granulomatoso, assim como granulomas epitelidides bem
formados com células gigantes, foi evidente na maioria dos casos (Figura 3B). A
presenca de formas amastigotas foi observada em 72% dos animais sintomaticos
e em 60% dos assintomaticos. A andlise semi-quantitativa das alteracdes
histopatoldgicas da polpa branca e polpa vermelha do baco, e parasitismo tecidual
nao mostrou diferenca significativa entre os grupos sintomaticos e assintomaticos

(p>0,05) e esta representada na Figura 3C.
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Figura 3 —Corte histolégico do baco de cdo com leishmaniose visceral mostrando

hiperplasia folicular na polpa branca (A) e hiperplasia e granulomas
epitelidides com a presenca de células gigantes na polpa vermelha (B)
(HE). A Figura 2C mostra o percentual da intensidade da
hiperplasia/hipertrofia da polpa branca e da polpa vermelha e a
intensidade do parasitismo no baco, onde 0 (-) representa negativo, 1
(+) discreto, 2 (++) moderado e 3 (+++) intenso
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4.3AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE FORMAS
AMASTIGOTAS

O numero de formas amastigotas/mm?2 (média + desvio padrdo) na pele de
pavilhdo auricular dos animais sintomaticos (2982+1351 amastigotas/mm?),
embora com meédia maior, aproximadamente o dobro, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa,quando comparado aos animais assintomaticos
(1282+710 amastigotas/mm?) (p=0,2104) (Gréfico 1 e Figura 4).

Grafico 1 — Representacao grafica em dot plot e box plot mostrando a média,
mediana e percentis, maximo e minimo, do numero de formas
amastigotas detectadas pela técnica de imunoistoquimica na pele de
pavilhdo auricular de caes com leishmaniose visceral assintométicos
e sintométicos oriundos do municipio de Aracatuba (SP)
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Figura 4 — Fotomicrografia demonstrativa da presenca de formas amastigotas do
parasita detectadas pela técnica de imunoistoquimica na pele de céo
sintomatico (A) e assintomatico (B) com leishmaniose visceral,
oriundos do municipio de Aracatuba (SP)

No linfonodo popliteo foi observada a presenca de formas amastigotas do
parasita em todos 0s animais, tanto do grupo sintomatico como do grupo
assintomatico. Porém, também néo foi observada diferenca significativa entre os
grupos clinicos (p=0,2401); o numero de formas amastigotas/mm2 no corte
histolégico do linfonodo dos cédes sintomaticos foi de 4933+1232 amastigota/mm?e
dos cées assintomaticos foi de 5987+1336 amastigota/ mm? (Gréfico 2 e Figura
5).
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Grafico 2 — Representacao grafica em dot plot e box plot mostrando a média,
mediana e percentis, maximo e minimo, de parasitas detectados pela
técnica de imunoistoquimica no linfonodo popliteo de cdes com
leishmaniose visceral assintomaticos e sintométicos oriundos do
municipio de Aracgatuba (SP)
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Figura 5 — Fotomicrografia demonstrativa da presenca de formas amastigotas do
parasita detectadas pela técnica de imunoistoquimica no linfonodo de
cao sintomatico (A) e assintomatico (B) com leishmaniose visceral,
oriundos do municipio de Aracatuba (SP)

No bago, observamos a presenca de formas amastigotas em 11/12 cées
sintomaticos e em 8/9 assintomaticos. Nao houve diferenca significativa
(p=0,8869) entre o numero de formas amastigotas dos animais sintomaticos
(3364+904 amastigota/mm?) e os assintomaticos (4581+1758 amastigota/mm?)
(Gréfico 3 e Figura 6)
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Grafico 3 — Representacao grafica em dot plot e box plot mostrando a média,

mediana e percentis, maximo e minimo, de parasitas detectados
pela técnica de imunoistoquimica no baco de cdes com
leishmaniose visceral assintométicos e sintomaticos oriundos do
municipio de Aracatuba (SP)
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Figura 6 — Fotomicrografia demonstrativa da presenca de formas amastigotas do
parasita detectadas pela técnica de imunoistoquimica no baco de céo
sintomético (A) e assintomético (B) com leishmaniose visceral,
oriundos do municipio de Aracatuba (SP)

4.4 AVALIACAO DA DENSIDADE DE CELULAS INOS+ EM PELE,
LINFONODO E BACO

A média da densidade de células iINOS™ em cortes histologicos de pele foi
semelhante (p=0,3026) entre o grupo sintomatico (457+83 células INOS*/mm?) e o
grupo assintomatico (342+103 células iINOS*/mm?). Os animais controle, oriundos
de area ndo endémica para LV e com diagnéstico parasitologico e soroldgico
negativos para LV, monstraram uma expressdao menor (0,17+0,17 células
iINOS*/mm?) de INOS* na pele do que os animais com leishmaniose, tanto do
grupo sintomatico (p=0,0004) como o do grupo assintomatico (p=0,0038) (Grafico

4 e Figura 7).
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Grafico 4 — Representacao grafica em dot plot e box plot mostrando a média,

mediana e percentis, maximo e minimo do marcador INOS+
detectado pela técnica de imunoistoquimica na pele de céaes
controle e com leishmaniose visceral assintométicos ou
sintométicos oriundos do municipio de Aracatuba (SP)
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Figura 7 - Fotomicrografia demonstrativa da presenca do marcador iINOS+
detectado pela técnica de imunoistoquimica na pele de caes com
leishmaniose visceral assintomatico (A) ou sintomatico (B) oriundos
do municipio de Aracatuba (SP)

No linfonodo, também n&o houve diferenca significativa entre a média de
células INOS*nos cortes histologicos de cdes sintomaticos (605+100 células
iINOS*/mm?) e assintomaticos (784+162 células iINOS*/mm?) (p=0,3257). Porém,
houve diferenca significativa entre o0s cdes sintoméaticos e controle
(4,11+0,583células  iNOS*/mm? (p=0,0012), assim como entre cées

assintomaticos e o controle (p=0,0002) (Grafico 5 e Figura 8).
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Grafico 5 — Representacao grafica em dot plot e box plot mostrando a média,
mediana e percentis, maximo e minimo do marcador INOS+
detectado pela técnica de imunoistoquimica no linfonodo de caes
controle e com leishmaniose visceral assintomaticos e sintomaticos
oriundos do municipio de Aracatuba (SP)
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Figura 8 - Fotomicrografia demonstrativa da presenca do marcador iINOS+
detectado pela técnica de imunoistoquimica no linfonodo de caes
com leishmaniose visceral assintomatico (A) ou sintomatico (B)
oriundos do municipio de Aracatuba (SP)

No bago, a média da densidade de células expressando iNOS™ foi também
semelhante (p=0,5940) entre 0s grupos sintomatico (590+107 células iNOS*/mm?)
e assintomatico (730+147 células iNOS*/mm?). Houve diferenca significativa entre
0 grupo sintomatico e o controle (3,917+0,7221 células INOS*/mm?) (p=0,0009) e,
também entre o grupo assintomatico e o controle (p=0,0008) (Gréfico 6 e Figura
9).



41

Grafico 6 — Representacao grafica em dot plot e box plot mostrando a média,

mediana e percentis, maximo e minimo do marcador INOS+
detectado pela técnica de imunoistoquimica no baco de caes
controle e com leishmaniose visceral assintomaticos e sintomaticos
oriundos do municipio de Aracatuba (SP)
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Figura 9 - Fotomicrografia demonstrativa da presenca do marcador iINOS+
detectado pela técnica de imunoistoquimica no baco de cdes com
leishmaniose visceral assintomético (A) ou sintomatico (B) oriundos
do municipio de Aracatuba (SP)

4.5 CORRELACAO ENTRE PARASITISMO TECIDUAL E EXPRESSAO DE
CELULAS iNOS+ EM FRAGMENTOS DE PELE, LINFONODO E BACO

Os testes de correlagédo foram feitos, considerando-se o grupo de animais
infectados como um todo, isto é cdes sintomaticos e assintomaticos. Em relacdo a
pele, observou-se uma correlagcéo fraca e nao significativa entre a densidade de
parasitas no tegumento e a densidade de células expressando iINOS™ (r= -0,1115;
p=0,5719) pelo teste de Spearman (Grafico 7A). JA quando se analisou a
correlacdo entre o parasitismo de linfonodo e a expressao de células INOS+ neste
orgéo, observou-se uma correlagdo negativa moderada e significante (r=-0,5342;
p=0,0034) (Gréfico 7B), assim como no baco (r=-0,4669; p=0,0329) (Grafico 7C).
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Grafico 7 — Representacédo gréafica de correlacédo entre a densidade de parasitas e
a densidade de células iINOS™ na pele (A), no linfonodo (B) e no baco
(C) de cées assintomaticos e sintomaticos com leishmaniose visceral
oriundos do municipio de Aracatuba (SP)
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5. DISCUSSAO

Do ponto de vista epidemiolégico, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) €
considerada mais importante que a doenca humana, devido a trés fatores
principais: a alta prevaléncia da doenca, o fato de que animais assintomaticos e
sintométicos mantém-se como fonte de infeccdo para o inseto vetor e,
principalmente, porque a infeccdo canina pode preceder aos casos humanos
(Moreno e Alvar, 2002). A disseminacédo de formas promastigotas de Leishmania
inoculadas através da pele do cédo, para 6rgaos linféides, ocorre em poucas horas
apos inoculagéo intradérmica (Saldarriagaet al., 2006). Entretanto, caracteristicas
genéticas e da imunidade do hospedeiro devem ser consideradas na
disseminacédo do parasita. Em cdes suscetiveis, o parasita podera se disseminar
em horas, enquanto que em céaes resistentes, poderd permanecer no ponto de
inoculacdo e linfonodos regionais (Ferrer, 2002). A resisténcia a infeccdo por
Leishmaniaesté associada aativacao de células Thl, produtoras de IFN-y, TNF-a. e
IL-2, as quaissdo responsaveis pelo controle da infeccdo (Pinelliet al., 1994). O
principal mecanismo efetor na protecéo da resposta imune de caes infectados por
L.(L.) infantum ¢é ativagdo dos macréfagos por IFN-y e TNF-a,com
consequenteproducdo de oOxido nitrico (NO),que € toxico para as formas
amastigotas intracelulares(Vouldoukiset al., 1996). Neste contexto, opresente
estudo objetivou-se a avaliar as alteracdes histolégicas de pele, baco e linfonodo
de cées naturalmente infectados por L. (L.) infatum chagasi, com e sem
sintomatologia aparente da doenca, assim como determinar o grau do parasitismo,

correlacionando com o nimero de macréfagos expressando iINOS™ nestes tecidos.

A LVC é uma doenga multissistémica, de curso crbnico, podendo
apresentar-se com um numero variavel de manifestacdes clinicas (Baneth et al.,
2008). A doencga, geralmente, inicia-se com uma lesédo priméaria na pele, néo
ulcerante, que eventualmente pode ndo ser detectada. As lesbes de pele
comumente sdo constituidas de areas alopécicas, com zonas de descamacéo,

principalmente em regides de articulagbes e dobras de pele. De acordo com Pocai
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(1998), quando ha ulceras, normalmente estas sdo detectadas na pele do focinho,
orelhas e mucosas, oral e nasal. Michalik e Ribeiro(1997) citado por Pocai (1998)
verificaram que apdés um periodo médio de trés a cinco meses de incubacéo, os
parasitas ja podem ser encontrados no figado, baco, medula 6ssea e linfonodos;
locais onde os macréfagos abrigam grande niumero de formas amastigotas, o que
resulta em uma sobrecarga nos 6rgdos e um déficit ao funcionamento dos
mesmos. Dentro deste contexto, no presente estudo foi demostrado que o0s
principais achados clinicos observados no grupo de cées sintomaticos, com
diagnoéstico laboratorial positivo para leishmaniose foram: linfadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, perda de peso, lesGes cutaneas e onicogrifose; achados
estes que vém aoencontro com 0s ja descritos por outros autores (Feitosa et al.
2000, Lima et al. 2004, Baneth et al. 2008). No entanto, ainda dentro do grupo de
animais com diagndstico laboratorial positivo para leishmaniose, estavam
presentes animais que ndo apresentaram sinais clinicos compativeis com a
infeccdo, e desta forma foram considerados assintomaticos. E importante salientar
gue, estes animais apresentavam valor sérico de proteina menor que 8,5 mg/dL e,
creatinina dentro dos limites normais (IRIS, 2006), ndo caracterizando a alteracao

renal,que é comum na leishmaniose visceral canina.

Em relacdo a avaliacdo das lesdes histopatoldégicas em pele de pavilhdo
auricular dos cédes de ambos os grupos clinicos, observamos, de maneira geral,
gue os animais apresentaram infiltrado inflamatério mononuclear perianexial na
derme e, variavel parasitismo em meio ao infiltrado linfohistioplasmaocitario,
achados estes ja relatados por Adler e Theodor, (1931); Cunha, (1938); Tafuri et
al., (2001). A presenca de formas amastigotas do parasita foi confirmada nos
cortes histologicos corados pelo HE em 59% dos animais do grupo sintomatico e
em apenas 36% dos cdes do grupo assintomatico. Estes resultados mostram que
0 parasitismo cutaneo foi mais frequente nos animais que apresentavam sinais
clinicos compativeis com LVC, quando comparados aos animais que nao
apresentavam qualquer manifestacdo clinica da doenca, como ja descrito por

Santos et al.(2004). No entanto, deve-se considerar que a amostra coletada dos
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animais foi obtida de um unico local do tegumento e sem lesdo macroscépica
aparente, fato este, que poderia, eventualmente, ndo caracterizar o padrao
histolégico de outras regides do tegumento. Guarga et al (2000), mostrou atraves
do xenodiagndstico, que cdes assintomaticos representam importantes fontes de
infeccdo para o inseto vetor; baseado em dados que, sugerem que 0S parasitas
apresentam larga distribuicdo na pele de cées infectados; apesar de caes

permanecerem assintomaticos por longos periodos de infeccéo.

Embora a pele seja considerada essencial para a transmissao de
Leishmania, uma vez que o inseto inocula parasitas no hospedeiro vertebrado,
além de constituir a primeira barreira do sistema imunoldgico, nosso estudo nao
mostrou diferenca significativa (p=0,2104) no nlimero de formas amastigotas/mm?
no tegumento entre animais sintomaticos e assintomaticos; o que vem ao encontro
aos achados por outros autores (Madeira et al., 2004; Lima et al., 2010; Reis et al.,
2006b). Por outro lado, Solano-Gallego et al. (2004), ndo detectou parasitas ou
lesdes em focinho de céo assintomatico, mas somente o DNA destes. Este
achado em nosso estudo, provavelmente reflete a grande heterogeneidade dos
resultados obtidos entre os animais dos diferentes grupos clinicos, que mostraram
uma grande dispersédo dos dados. E importante salientar que trabalhamos com
animais naturalmente infectados e, portanto ndo temos a informacédo do periodo
de incubacdo da infeccdo, podendo ter no pool de cdes deste estudo, animais
recém-infectados, em periodo pré-patente da doenca, assim como, animais ja

enfermos.

Relatos prévios demonstram que, cdes com doenca plenamente manifesta,
mostram um grande numero de parasitas na pele, que se correlacionam com a
severidade das lesdes histopatolégicas (Santos et al., 2004; Giunchetti et al.,
2006). Devem-se também levar em consideragdo que, tanto a espécie do parasita
quanto a cepa (Herwaldt, 1999), assim como o status imunoldgico do hospedeiro
(Postigo et al., 1997), estdo entre 0s possiveis fatores responsaveis pela
disseminagédo da Leishmania para diferentes tecidos ou 6rgédos. A disseminacéo

de Leishmania para a pele de caes demonstrou ser um evento tardio no curso da
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infeccdo, provavelmente, no momento de desequilibrio da resposta imune celular,
levando a manifestacdo dos sinais clinicos da enfermidade (Travi et al., 2001).
Menezes-Souza et al.,, (2011), avaliaram a expressdao de citocinas pro-
inflamatorias, anti-inflamatdrias e imunorreguladoras em pele sem lesdes de céaes
assintomaticos, naturalmente infectados, e observaram uma resposta imune
celular mista com caracteristica tanto de Thl como de Th2. Adicionalmente, baixa
expressdo FoxP3 também foi correlaciona com a auséncia de manifestacdes
clinicas. Os dados obtidos indicam que a infeccdo em animais assintomaticos ou
em cdes com baixo parasitismo de pele, uma mistura de resposta inflamatéria e
imune reguladora deve ser relevante para a manutencdo do estado clinico e,

também para a manutencéo dos baixos niveis de replicacdo do parasita.

A analise histopatolégica dos linfonodos dos cées infectados do nosso
estudo, ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos clinicos e se
caracterizou, de maneira geral, por hiperplasia e hipertrofia da regido cortical e
paracortical com ativacéo folicular evidente, além de hiperplasia e hipertrofia de
macréfagos nos seios e cordbes medulares, com a presenca de reacdo
granulomatosa em alguns casos; achados estes compativeis com os ja descritos
na literatura por outros autores (Lima et al., 2004; Moreira et al., 2007). Animais
sintomaticos com alto grau de parasitismo mostram por vezes hipotrofia folicular
com heterogeneidade celular na regido cortical, semelhante ao descrito na
leishmaniose visceral experimental em hamster (Corbett et al., 1992). Em relacdo
a carga parasitaria no linfonodo popliteo, os dados obtidos em nosso estudo
diferem daqueles publicados por Alves et al. (2009), os quais observaram que,
linfonodos de cédes assintomaticos tiveram alta expressdo de citocinas pro-
inflamatorias e baixo numero de parasitos, enquanto que linfonodos de céaes
sintomaticos expressaram mais citocinas anti-inflamatorias e alta carga parasitaria.
Nossos resultados mostraram semelhanca no nimero de formas amastigotas/mm?
no linfonodo popliteo de cdes sintomaticos e assintomaticos (p=0,2401),

corroborando com os resultados encontrados por Sanchez et al. (2004).
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Em relacdo ao estudo histopatolégico do bago, nossos resultados também
ndo apontam para diferenca significativa das lesdes entre os grupos clinicos,
sintomatico e assintomatico. De maneira geral, os cées infectados, apresentavam
uma hiperplasia folicular na polpa branca que variou de discreta, moderada a
intensa; porém em alguns animais, a hipoplasia e até atrofia desta area estavam
presentes. As alteracdes histologicas da polpa vermelha caracterizaram-se por
hipertrofia e hiperplasia de macréfagos em carater moderado a intenso, com a
presenca de ndédulos macrofagicos, esboco granulomatoso, assim como a
presenca de granulomas epiteliodes bem formados com células gigantes. Estes
achados vém de encontro aos ja descritos por Tafuri et al., (1996). Quanto ao
ndmero de formas amastigotas/mm? detectadas no baco, comparativamente entre
0s grupos clinicos, nosso estudo mostrou que nao houve diferenca significativa
(p=0,8869), o que difere dos resultados encontrados por Sanchez et al.,(2004),
cujo parasitismo esplénico em cédes sintoméaticos foi duas vezes maior do que o

parasitismo do baco dos animais assintomaticos.

Devemos ressaltar que, da mesma maneira que a pele, o baco e o
linfonodo também mostraram uma grande dispersdo dos resultados. Este achado
pode ser decorrente do tempo de evolucdo da infeccéo ser diferentes nos animais
e devido ao fato que alguns animais apresentaram achados clinicos severos da
doenca logo apls a infeccdo; enquanto outros demoram meses para
demonstrarmanifestacdes clinicas da doenca, dependendo das caracteristicas
genéticas e imunoldgicas individuais do hospedeiro canino. Enquanto que o0s
animais suscetiveis mostram-se incapazes de desenvolver uma imunidade celular
efetiva e mostram uma forte, mas ndo efetiva resposta humoral, os animais
resistentes desenvolvem uma forte resposta imune celular do tipo Thl, com a
producédo de IFN-y e TNF-a (Barbieri, 2006; Baneth et al., 2008).Devemossalientar
gue os animais do grupo assintomatico apresentaram um importante parasitismo
de baco e linfonodo, o que pode estar refletindo caracteristicas de animais

suscetiveis em periodo pré-patente da doenca.
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Importante salientar que a presencga, assim como o0 grau das alteracbes
histologicas, tanto na pele quanto no linfonodo e bago, estiveram associadas
diretamente ao parasitismo tecidual; portanto, quanto maior o parasitismo maior
eram as lesdes teciduais observadas.

Ja no que se relaciona ao numero de macréfagos expressando o marcador
iINOS™ na pele dos animais infectados, tanto os sintomaticos (p=0,0004) como 0s
assintomaticos (p=0,0038), observou-se um aumento em relacdo aos animais
controle, ndo infectados, mostrando que a infeccdo por Leishmania leva a uma
ativacdo celular dos macréfagos com consequente producdo de NO, como
relatado na literatura (Sisto et al., 2001). Porém quando se compara o humero de
macrofagospositivos para iINOS de cdes sintomaticos e assintomaticos, ndo se
observa diferenca significativa (p=0,3026) entre os grupos clinicos. No linfonodo
popliteo, também ndo foi observado diferenca significativa (p=0,3257) entre a
média de macréfagos iNOS*de cdes sintomaticos e assintomaticos; porém, houve
diferenca significativa entre os cées sintomaticos e controle (p=0,0012) e entre
cdes assintomaticos e o controle (p=0,0002). O mesmo foi observado no tecido
esplénico, a infeccdo por Leishmania levou a um aumento na expressao de
células iINOS*, tanto no grupo sintomatico (p=0,0009) como no grupo
assintoméatico (p=0,0008) em relacdo ao controle, porém quando 0S grupos
clinicos foram comparados entre si, ndo se observou diferenca no nimero de
macrofagos iNOS™ (p=0,5940). Estes achados vém de encontro aos relatos de
Panaro et al., (2008), que demostraram que macrofagos derivados de PBMC
infectados in vitro por L. infantum, produziam um aumento das concentracfes de
NO, quando comparados a macréfagos néo infectados. Por outro lado, Dos
Santos et al., (2011)observaram que animais sintomaticos e oligossintomaticos
expressavam mais INOS em macrofagos de baco, quando comparados a animais
assintomaticos, mostrando que houve um aumento na expressao do INOS
associado a severidade da doenga, sendo mais frequente nos animais com alto

parasitismo.
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Quando analisamos a correlagdo entre a densidade de células INOS+ e a
densidade de parasitas nos diferentes tecidos, observamos uma correlacdo
negativa, porém fraca e nao significativa (r=-0,1115; p=0,5719) na pele; ao passo
gue em visceras esta correlacdo foi moderada e significativa, tanto em linfondo
(r=-0,5342; p=0,0034) como em baco (r=-0,4669; p=0,0329). Estes dados apontam
para um possivel papel do NO no controle do numero de formas amastigotas
intracelulares em visceras, uma vez que a avaliacdo da producao de Oxido nitrico,
através da expressio de iNOS™, tem sido reportado por varios autores como uma
regra fundamental para na destruicdo de parasitas do género Leishmaniain vitro
(Bogdan et al., 2000; Gantt et al., 2001, Sisto et al., 2001). Cultura de macréfagos
derivados de células mononucleares de sangue periférico de céo e, infectadas
com L. infantum, apds ativacdo pelo INF-y recombinante mostram aumento na
producéo de 6xido nitrico no sobrenadante das culturas (Sisto et al., 2001), que é
capaz de induzir a apoptose de formas amastigotas intracelulares do
parasita(Holzmuller et al., 2005; Holzmuller et al 2006), sugerindo que o NO atua
no controle da infeccdo de macrofagos caninos por Leishmania. Recentes estudos
demonstraram que macrofagos caninos infectados por L. infantum, quando co-
cultivados com linfécitos autélogos periféricos oriundos de cées imunizados,
apresentaram um efeito leishmanicida significativo, devido sua ativacao pelo IFN-y
com aumento na producéo de NO (Holzmuller et al., 2005). A producédo de NO e a
atividade leishmanicida foram também detectadas em macréfagos canino
infectados com L. (L.) infantum apds incubacdo com IFN-y TEN-a e IL-2 (Pinelli et
al., 2000); e também em macréfagos de cdes imunizados com promastigotas
mortas de L. (L.) infantum (Panaro et al., 2001).

Porém, é importante salientar que a produgdo de NO esta relacionada com
aspectos da imunidade celular e, consequentemente, com o estadiamento da
infec¢do.Panaro et al. (2008) demonstraram que nos primeiros quatro meses da
infeccdo, os niveis de NO no sobrenadante de macrofagos infectados por
Leishmania foram maiores em cées sintomaticos do que em caes assintomaticos.

Entretanto em uma segunda avaliagdo, oito meses apos o primeiro diagnostico, 0s
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autores encontraram niveis maiores de NO nas culturas de macréfagos
provenientes de cées assintomaticos quando comparado aos sintomaticos. Isto
vem ao encontrodo fato de ndo conhecemos com precisdo o periodo de infeccao
dos cdaes utilizados do presente estudo, uma vez que, trabalhamos com cées
oriundos do Centro de Controle de Zoonoses. Talvez esta seja uma possivel
explicagdo da fraca correlagdo encontrada neste estudo entre a densidade de
células iNOS" e a densidade de parasitas na pele, uma vez que o envolvimento
cutaneo na LVC tem dois momentos importantes, um logo apds a transmissao e
outro na doenca plenamente manifesta, relacionada a supressdo da resposta
imune celular, quando observada a disseminagdo dos parasitas por todo o

organismo, incluindo o tegumento.

Além disto, ndo se pode excluir o papel dos metabdlitos derivados do
oxigénio na destruicdo de formas amastigotas de Leishmania controlando o
parasitismo intracelular, ja descrito deste a década de 80(Murray, 1982). Pearson
e Sousa (1981) demonstraram que leucécitos polimorfonuclares podem fagocitar e
eliminar formaspromastigotas de L. donovani através de mecanismos oxidativos,
uma vez que o protozoario estimula a producéo de superéxidos como H,O, Além
disto,Gantt et al. (2001) demonstraram que macrofagos murinos e humanos
produzem oradical O, durante a fagocitose de promastigotas de Leishmania e
sugerem que ele aumenta a atividade leishmanicida do macré6fago, uma vez que
sua inibicdo levou a um aumento do numero de parasitas intracelulares. Desta
forma, ambos, radicais derivados tanto do oxigénio como do nitrato contribuem
para a morte intracelular de parasitas do género Leishmania, e um aumento
somente na expressdo de iINOS pode ndo necessariamente estar associado a

reducédo do parasitismo tecidual.

Sumarizando, nossos resultados mostraram alteragcfes histopatologicas em
pele, baco e linfonodo de cédes com leishmaniose visceral de diferentes grupos
clinicos, que variaram de intensidade com o grau do parasitismo tecidual; e que
por sua vez, ndo mostraram diferencas em relacdo ao status clinico dos animais.

A infeccdo por Leishmania levou a um aumento na expressao de iINOS nos
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diferentes tecidos, a qual também néo diferiu entre os animais sintomaticos e
assintomaticos. A carga parasitaria de baco e linfonodo mostrou-se inversamente
proporcional a expressédo de iINOS, sugerindo que o Oxido nitrico tem um papel
importante no controle do parasitismo em visceras. Porém em pele, esta
correlacdo apesar de presente, foi bem fraca e ndo significativa, apontando para
uma possivel resposta heterogénea no tegumento, tanto quanto a localizacéo

guanto ao periodo de evolucdo da doenca.



Conclusao
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6. CONCLUSAO

Os cées com leishmaniose visceral mostraram lesédo de pele, que foi
caracterizada por um infiltrado inflamatério crénico inespecifico na derme,
formado principalmente por macrofagos infectados. A intensidade da lesé&o
cutanea se correlacionou com o grau do parasitismo tecidual, os quais nao

mostraram diferencgas entre animais sintomaticos e assintomaticos.

As lesBes dos o6rgaos linfoides foram caracterizadas por reatividade das
areas linfocitarias, hiperplasia e hipertrofia de macréfagos que continham
formas amastigotas do parasita. A intensidade das lesdes se correlacionou
com o grau do parasitismo tecidual, os quais ndo mostraram diferencas

entre animais sintomaticos e assintomaticos.

A infeccdo por Leishmania levou a um aumento na expressao de iNOS em
pele, bago e linfonodo dos cées, sendo de intensidade semelhante entre os

animais sintomaticos e assintomaticos.

A densidade de células INOS+ mostrou correlagdo negativa com a
densidade de parasitas em baco e linfonodo, mas ndo na pele de cdes com

leishmaniose visceral.



Anexos




57

7. ANEXOS
7.1 ANEXO A - Aprovagéo CEP-FMUSP

o

ME
R LS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de FEtica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Palilo, em sessao de 17.11..2010, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n°® 296/10 intitulado: "Leishmaniose Visceral Canina:
caracterizacdo das lesdes histologicas em pele e linfonodo, e correlacdo
do parasitismo tecidual com a expressio de iNOS.", apresentado pelo
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