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RESUMO

INTRODUGAO E OBJETIVOS: O figado esta entre os principais 6rgdos afetados pela
leishmaniose visceral canina. Dentre as alteracdes hepaticas descritas na literatura,
destaca-se o granuloma como uma das alteragdes histopatolégicas mais frequentes
e de maior importancia, uma vez que estudos apontam a relacio direta entre aumento
na carga parasitaria e reducédo na formagao e maturagao de granulomas, bem como
entre a resolugéo da infec¢do e a formagao e maturagéo de granulomas no figado de
camundongos. RESULTADOS: Neste estudo mostramos que animais com infecgao
ativa por Leishmania sp. apresentam maior frequéncia de alteragdes inflamatérias no
figado. Essas alteragdes tém correlagao, também com a gravidade das manifestacoes
clinicas e com o grau de desorganizag&o da polpa branca do bago, o que reforga seu
significado. Além disso, mostramos que existe uma associagao entre as alteragdes
inflamatorias e as alteragbes hematoloégicas e bioquimicas avaliadas. Observamos,
ainda, uma associagao entre a intensidade dessas alteracdes inflamatoérias e a carga
parasitaria no bagco dos animais. Vale ressaltar que, enquanto alteragcdes como
inflamacao portal e perivascular e presenga de granulomas em maior quantidade
estdo relacionadas com maior carga parasitaria, o inverso € verificado em relagéo a
linfocitose intrassinusoidal, formacdo de agregados intrassinusoidais de células
inflamatdrias mononucleares e hipertrofia de células de Kupffer, sugerindo uma
relagao entre essas alteracdes e uma resposta de controle do parasitismo por parte
do hospedeiro. Em relagdo ao estudo dos granulomas, nossos dados mostram que
granulomas pequenos possuem uma maior propor¢ao de células TCD3+, enquanto
que granulomas médios tém maior propor¢cdo de macréfagos MAC387+. Além disso,
animais com bago desorganizado tém granulomas com uma maior propor¢ao de
células TCD4+ e macréfagos CD163+. Mostramos também que granulomas médios
expressam mais TNF-a e TGF-B do que granulomas pequenos, e que existe uma
correlagao positiva entre a quantidade de parasitas no granuloma e a expressao de
TNF-a e TGF-3. No que se refere a resposta humoral, mostramos que cdes com mais
granulomas produzem mais IgA, IgE, IgG total, IgG 1 e IgG 2. CONCLUSOES: Em
conjunto, nossos dados sugerem que a leishmaniose visceral canina leva ao
surgimento de alteragdes histolégicas no figado que refletem o quadro clinico do
animal.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Figado, Histopatologia, Patologia,
Inflamagao, Granulomas, Perfil Imunoldgico.
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the meaning of granulomatous inflammatory response in the liver. 101 f. il. Thesis
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ABSTRACT

BACKGROUND: The liver is among the major organs affected by canine visceral
leishmaniasis. Among the liver changes described in the literature, granuloma stands
out as one of the most frequent and most important histopathological alterations.
Studies indicate the direct relation between increase in parasitic load and reduction in
the formation and maturation of granulomas, as well as between the resolution of
infection and the formation and maturation of granulomas in the liver of mice.
RESULTS: In this study, we showed that animals with active infection by Leishmania
sp. have a higher frequency of inflammatory changes in the liver. These changes have
a correlation, also with the severity of the clinical manifestations and with the degree
of disorganization of the splenic white pulp, which reinforces their meaning. In addition,
we have shown that there is an association between the inflammatory histopathological
alterations and the hematological and biochemical alterations evaluated. We also
showed an association between the intensity of these inflammatory changes and the
parasitic load on the animals' spleens. It is noteworthy that, while changes such as
portal and perivascular inflammation and the presence of granulomas in larger
amounts are related to higher parasitic load, the inverse is verified in relation to
intrasinusoidal lymphocytosis, formation of intrasinusoidal aggregates of inflammatory
cells and hypertrophy of Kupffer cells. This suggests a relationship between these
changes and a control response of parasitism on the part of the host. Regarding the
study of granulomas, our data show that small granulomas have a higher proportion of
CD3 + T cells, while medium size granulomas have a higher proportion of MAC387 +
macrophages. In addition, animals with disorganized spleens have granulomas with a
higher proportion of CD4 + T cells and CD163 + macrophages. We also show that
medium size granulomas express more TNF-a and TGF- than small granulomas, and
that there is a positive correlation between the amount of parasites in the granuloma
and the expression of TNF-a and TGF-. Regarding the humoral response, we showed
that dogs with more granulomas produce more IgA, IgE, total IgG, IgG 1 and IgG 2.
CONCLUSIONS: Together, our data suggest that canine visceral leishmaniasis leads
to the emergence of histological alterations in the liver that reflect the clinical picture of
the animal.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Liver Histopathology, Pathology, Inflammation,
Granulomas, Immune Profile.
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1. INTRODUGCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose com alta prevaléncia e ampla
distribuicdo pelo mundo, causada pelo protozoario Leishmania infantum
(anteriormente conhecida como Leishmania chagasi) (BRASIL, 2017; HARHAY,
2011). O cao é considerado o principal reservatério da LV, pois além de albergar os
parasitos na pele, o que facilita a infeccdo de flebétomos, tem uma relagéo proxima
com os humanos (de QUEIROZ, 2011; DANTAS-TORRES, 2007), Além da
importancia do cao na epidemiologia da infecgdo, o estudo da doenga canina pode
contribuir para a compreensao da doenca humana, uma vez que o quadro clinico, as
alteragbes histopatoldgicas e a evolugdo da leishmaniose visceral canina tém
semelhangas com a doenca humana (CIARAMELLA, 1997; MENDONCA, 1999;
GUERRA, 2009; DE ABREU, 2011).

Dentre os érgaos mais afetados na doenga, destaca-se o figado, um érgéo rico
em células do sistema fagocitico mononuclear, localizado na encruzilhada de
importantes vias metabdlicas e vasculares. Em modelos murinos, estudos tém
demonstrado que o controle da infecgédo no figado esta relacionado com o padréo da
resposta inflamatéria, sobretudo com a formagéo de granulomas (ENGWERDA e
KAYE, 2000; STANLEY e ENGWERDA, 2007).

Em seres humanos também, diferentes padrdes de resposta inflamatoéria no
figado parecem estar associados a susceptibilidade ou resisténcia. Em pacientes
sintomaticos e naqueles que morreram por causa da LV as alteracdes observadas no
figado incluem hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer, parasitismo variavel
dessas células e de macrofagos em espacos porta, infiltrado inflamatério mononuclear
portal, focos de infiltrado mononuclear intralobular, balonizagcdo de hepatdcitos e
fibrose pericelular (DUARTE e CORBETT, 1987; EL-HAG, 1994).

Em um raro estudo, Pampiglione e colaboradores, em 1974, no curso de um
surto na Italia, biopsiaram figado de cinco pacientes assintomaticos com LST positivo
para antigeno de Leishmania. As biopsias apresentaram granulomas epitelidides. A
avaliacdo histologica mostrou nodulos granulomatosos intralobulares variando em

numero de caso para caso, mas sempre multiplos, constituidos por acumulos
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arredondados de células epiteliais e histiocitos com linfécitos escassos dentro de uma
rede argentofilica fina (PAMPIGLIONE, 1974b). Em estudo do mesmo grupo, foram
realizadas necropsias em 9 pacientes que foram a Obito em decorréncia de
leishmaniose visceral. Foi observado aumento no peso e volume do figado, com areas
de congestao e degeneragio. Microscopicamente, foram observadas extensas areas
de necrose hemorragica e granulomas intralobulares, consistindo em acumulos
arredondados de células epitelidides, histiocitos, linfocitos, plasmécitos e
ocasionalmente, eosindfilos (PAMPIGLIONE, 1974a). Esse perfil de resposta
inflamatoria foi relacionado com resisténcia, semelhante ao observado em

camundongos nao susceptiveis.

Em céaes naturalmente infectados s&o descritas alteragdes hepaticas
semelhantes as observadas em seres humanos. Nos animais sintomaticos as
alteracdes inflamatérias e a hiperplasia e hipertrofia de células de Kupffer, bem como
parasitismo, sdo mais intensos que nos animais assintomaticos ou oligossintomaticos.
Sao descritos também granulomas, de tamanho variavel, constituidos por macréfagos
(parasitados ou ndo com amastigotas), algumas células epitelidides, pequeno nimero
de linfocitos, células plasmaticas e raros neutrofilos. Os granulomas raramente eram
confluentes e estavam localizados no lumen de sinusdides (total ou parcial
(GIUNCHETTI, 2008; MELO, 2008; MELO, 2009; SANCHEZ, 2004). Sanchéz e
colaboradores, em 2004, relacionaram a presenga de granulomas bem organizados
no figado com uma resposta imune T de memodria em animais assintomaticos,
diferente dos granulomas desorganizados e intenso parasitismo de células de Kupffer
vistos em animais sintomaticos. Reforcam a ideia de que diferentes padrbes de
resposta inflamatéria refletem diferengas na resisténcia e susceptibilidade. Esses
autores nao encontraram diferengas nos bacgos desses dois grupos de animais
(SANCHEZ, 2004).

O baco ¢é outro 6rgao comprometido no curso da LV. A infecgado persistente
pode resultar em alteragdes estruturais profundas, que tém consequéncias na
resposta imune. Estudos realizados por nosso grupo mostraram a ocorréncia, de
desorganizagao do tecido linfoide na leishmaniose visceral canina. Ha atrofia da polpa
branca e intensa plasmocitose da polpa vermelha e essas alteragdes esplénicas estao

relacionadas com maior frequéncia de cultura esplénica positiva para Leishmania e
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resultado negativo no LST, indicativos de susceptibilidade (SMELT, 1997; SANTANA,
2008). Além disso, caes com desorganizagao da polpa branca esplénica tém mais
sinais clinicos indicativos da doenga, esses sinais sdo mais intensos, e o estado
nutricional é pior (LIMA, 2014). Os achados provavelmente estao relacionados com o
fato de o bago ser um 6rgao chave para o sistema imunoldgico, e a alteragdo de sua
estrutura possivelmente leve a um comprometimento da resposta imune do
hospedeiro, o que leva ao desenvolvimento de doenga mais grave nesses animais,
com presenga de marcadores clinicos e laboratoriais de gravidade da leishmaniose
visceral, bem como um maior comprometimento histoldgico de outros 6rgaos, como o

figado.

O presente estudo tem como objetivo descrever as alteracbes hepaticas
observadas em uma serie de caes com diferentes manifestagdes clinicas de
leishmaniose visceral provenientes de uma area endémica na Bahia. Descrevemos as
alteracdes histologicas presentes no figado, que foram correlacionadas com o perfil
clinico (apresentacédo clinica da doencga, positividade nos diferentes testes: ELISA,
cultura e PCR) e com grau de organizagao da polpa branca esplénica. Em um outro
grupo de caes de area endémica e positivos para leishmaniose visceral, avaliamos o
perfil de citocinas em células dos granulomas presentes no figado levando em
consideracgao citocinas de interesse no contexto da leishmaniose visceral como IFN-
Y, TNF-a, TGF-B, IL-10 e IL-12. Além disso, realizamos a imunofenotipagem das
células desses granulomas e avaliamos a presenca de parasitos afim de avaliar
eventuais diferencas entre os granulomas de animais com diferentes perfis clinicos e
resposta imune. Foram estabelecidas correlagcbes entre esses parametros e a

organizacao da polpa branca do bago e pelo perfil de imunoglobulinas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

As leishmanioses sdo doencas infecciosas causadas por cerca de 20 espécies
de Leishmania transmitidas por, aproximadamente, 30 espécies dos géneros
Phlebotomus (velho mundo) e Lutzomyia (novo mundo) (DESJEUX, 1996; ASHFORD,
1998).

A leishmaniose visceral (LV) é a forma clinica mais grave da leishmaniose
devido as frequentes complicagdes e risco de evoluir para a morte se no tratada. E
causada por um protozoario, parasita intracelular obrigatério, da familia
Trypnosomatidae, género e subgénero Leishmania. Nas Américas, bem como no
Mediterraneo, Oriente Médio, Africa Ocidental e Asia Central, a doenca é causada
pela espécie Leishmania infantum (anteriormente denominada Leishmania chagasi)
enquanto na india e restante da Africa é causada pela Leishmania donovani
(HARHAY, 2011). Estudos recentes de caracterizagdo molecular mostraram que L.
chagasi e L. infantum s&o geneticamente indistinguiveis, podendo ser citadas como
sinbnimos (MAURICIO, STOTHARD e MILES, 2000; KUHLS, 2011). O género
Leishmania inclui aproximadamente 30 protozoarios, que parasitam tanto humanos
quanto animais. Nem todas as espécies de Leishmania tém importancia médica,
sendo apenas 20 consideradas patogénicas para humanos e apenas 10 foram
isoladas em cées (SARIDOMICHELAKIS, 2009).

2.1.1 Transmissao e ciclo de vida

A Leishmania é um parasita bifasico que completa o seu ciclo de vida em dois
hospedeiros, o vetor flebétomo, que abriga a forma promastigota flagelada
extracelular, e um mamifero, no qual a forma amastigota intracelular se desenvolve.
A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos

infectados, ingerem macrofagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania
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(BRASIL, 2006). Dentro do organismo do flebotomineo, os amastigotas se diferenciam
em promastigotas prociclicas, e apds alguns dias, se transformam em promastigotas
nectombénadas (BATES, 2007). Ao atingirem a valvula estomodeal do vetor, se
diferenciam em promastigotas leptomonas (GOSSAGE, 2003) e, por fim, algumas
promastigotas leptomonas se diferenciam em promastigotas metaciclicas (ROGERS,
2004), formas capazes de infectar os hospedeiros mamiferos. Este processo pode
durar entre 8 e 20 dias (DESJEUX, 2004). Os flebotomineos se alimentam do sangue
de mamiferos. No momento em que o fleb6tomo parasitado se alimenta de sangue de
um vertebrado, as promastigotas metaciclicas migram do seu trato digestorio através
da sua probdscide e sdo inoculados no hospedeiro. Em cées isso ocorre
principalmente em areas de pele com pouco pelo, como a cabeca, focinho, pavilhao
auditivo e areas inguinal e perianal (SOLANO-GALLEGO, 2009).

Dentro dos fagolisossomas dos macréfagos residentes, as promastigotas
sobreviventes se diferenciam em amastigotas, se multiplicam e posteriormente
infectam outros macréfagos ao redor ou em tecidos distantes apés sua disseminagao

pelo organismo por via sanguinea ou linfatica (MURRAY, 2005).

A transmissao pode ocorrer de maneira zoonaética ou antroponética. Na forma
zoonatica, os parasitas (Leishmania chagasi/Leishmania infantum) sao transmitidos a
partir de reservatorios silvestres e animais domésticos (pequenos roedores, caes)
através da picada do flebotomineo fémea. Também pode ser de carater antropondtico,
quando o parasita (Leishmania donovani) é transmitido pelo inseto a partir de um
hospedeiro humano infectado (HARHAY, 2011; WHO, 2017a). No Brasil, sua
transmisséo é feita pela fémea de insetos do género Lutzomyia. (DESEJEUX, 2004;
UZAIR, 2004; BRASIL, 2014; BRASIL, 2009a; DANTAS-TORRES, 2009). Na Europa,
Asia e Africa, a transmissé&o é realizada por insetos do género Phlebotomus, variando
de espécie entre as regides (DESCOTEAUX e TURCO, 1999).

Os flebotomineos sédo presentes principalmente em paises tropicais, e sao
ativos durante os meses relativamente quentes do ano nos paises de clima
temperado. A atividade de flebotomineos adultos é crepuscular e noturna, do inicio da
primavera ao fim do outono na bacia do Mediterraneo e durante todo o ano na América
do Sul. Sua gama de atividade é entre 15 e 28 °C, e esta sempre associada a alta

umidade relativa e auséncia de vento ou chuva. Flebotomineos podem voar distancias
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de 200 m a 2,5 km e podem entrar nas casas durante a noite devido ao seu
fototropismo positivo (SOLANO-GALLEGO, 2009). No Brasil, duas espécies, até o
momento, estdo relacionadas com a transmissao da doenca, Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi. A primeira € considerada a principal espécie transmissora da
Leishmania (Leishmania) chagasi, e € encontrada nas cinco regides do pais, mas a L.
cruzi também foi incriminada como vetora em uma area especifica do estado do Mato
Grosso do Sul. Sao também conhecidos popularmente como mosquito palha,
tatuquiras, birigui, entre outros (BRASIL, 2017).

2.1.2 Epidemiologia

Inicialmente, a LV era tida como doenca de carater eminentemente rural,
porém, mais recentemente vem se expandindo para areas urbanas de médio e grande
porte e se tornou um crescente problema de saude publica no pais e em outras areas
do continente americano (BRASIL, 2017). Tem ampla distribuicdo, ocorrendo na Asia,
na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas, onde também é denominada
leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neotropical. A doenga afeta
pessoas de menor renda e esta associada a falta de recursos financeiros, desnutri¢ao,
deslocamento de populagao, habitacdo de baixa qualidade, mudangcas ambientais
como desmatamento, construcdo de barragens, esquemas de irrigacdo e
urbanizag¢ao. Estima-se que 700.000 a 1 milhdo de novos casos e 20.000 a 30.000

mortes ocorrem anualmente (WHO, 2017a).

Em 2015, mais de 90% dos novos casos notificados a OMS ocorreram em 7
paises: Brasil, Etiépia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Suddo. Nas Américas,
0s casos humanos de LV estdo presentes em 12 paises, no entanto 96% dos casos
sao relatados no Brasil. Em nivel regional a LV esta classificada em trés cenarios
epidemioldgicos: paises com transmissdo em expansdo (Argentina, Brasil e
Paraguai), paises com transmissao estavel ou controlada (Colémbia e Venezuela) e
paises com transmissao esporadica (Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua,

Bolivia, Guiana e México). Em 2015, foram registrados os primeiros casos autoctones
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de LV canina no municipio de Salto em Uruguai, permanecendo como area enzodtica.
No periodo de 2001 a 2015 foram reportados 52.176 casos humanos de leishmaniose
visceral nas Américas (WHO, 2017b).

No Brasil, a LV é considerada um grave problema de saude publica, tendo em
vista a prevaléncia, expansao geografica e controle complexo, caro e laborioso e a
letalidade, que apresenta crescimento, atingindo 7,8% em 2015, com comparagao
com 3,2% em 2000 (BRASIL, 2009a; BRASIL, 2017). O crescimento da LV no Brasil
€ expressivo, pois em 2015 houve 3.289 casos confirmados da doenga no pais, com
272 6ébitos, enquanto em 1990 o nimero era de 1.944 casos. E uma doenga cronica,
sistémica, que quando nao tratada, pode evoluir para ébito em mais de 90% dos casos
(BRASIL, 2017).

Os humanos, reservatérios animais e vetor compartiham o mesmo nicho
ecologico, o que contribui para a persisténcia da doenga. Em regides urbanas o céo
(Canis familiaris) € apontado como o principal reservatorio da LV, devido a sua relagao
préoxima com os humanos (DANTAS-TORRES, 2007), e a caracteristicas como o fato
de desenvolver um intenso parasitismo cutaneo, favorecendo a infecgcdo de
fleb6tomos, mesmo quando assintomaticos (de QUEIROZ, 2011; LAURENTI, 2013).
Outro aspecto importante é o fato de que a maioria dos caes permanece assintomatica
por longos periodos de tempo, o que retarda o diagnéstico e favorece a manutengao
do animal infectado na regiao e a transmissao da LV (ALVAR, 2004; BRASIL, 2014;
DINIZ, 2008).

Em razdo da sua proximidade com os seres humanos, o cdo tem sido apontado
como o principal reservatorio de L. infantum na China, bacia do Mediterraneo e nas
Américas (DANTAS-TORRES, 2007; DINIZ, 2008; FRAGA, 2012). Tem sido relatada
a existéncia de diferencas entre ragas. Estudos apontam que caes das ragas Cocker
e Boxer apresentam um maior risco de infecgado quando comparados com animais de
outras racas (FRANCA-SILVA, 2003), enquanto que caes da raga Ibizan Hound séo
apontados como mais resistentes em relagao as outras ragas (SOLANO-GALLEGO,
2000). Além disso, caes com pelos curtos estdo mais predispostos a infec¢do do que
aqueles com pelos longos, provavelmente pelo fato de nos animais de pelos curtos a
pele estar mais exposta e ser mais facil o acesso do fleb6tomo (DINIZ, 2008). Outro

fato caracteristico importante € o cdo apresentar, na maioria das vezes, um intenso
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parasitismo cutaneo, o que aumenta a possibilidade de infecgdo do vetor (de
QUEIROZ, 2011).

Tem sido demonstrada uma correlagao entre a distribuicdo espacial de caes
positivos e a ocorréncia de casos humanos de LV em diversas regides, o que leva a
crer que a infecgdo humana foi precedida pela infecgado canina (DANTAS-TORRES,
2007; DINIZ, 2008; FRAGA, 2012). No ambiente silvestre, sdo apontados como
reservatorios as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e 0s marsupiais
(Didelphis albiventris) (BRASIL, 2014). Existem também relatos indicando roedores
como reservatérios da LV em areas rurais e periurbanas. Outros animais podem
compor o cenario epidemioldgico da LV em areas endémicas, pois, mesmo com a
retirada de todos os caes soropositivos, o ciclo de transmissao da doencga ainda pode

existir, embora o niumero de casos humanos tenha diminuido (SILVA, 2001).

2.1.3 Manifestagoes clinicas

A LV engloba uma ampla variedade de manifesta¢des clinicas, no entanto,
pode permanecer assintomatica ou subclinica, aguda, subaguda ou se apresentar de
forma cronica (HERWALDT, 1999). Em humanos, a doenca é caracterizada por
episodios irregulares de febre, perda substancial de peso, aumento de bago e figado
e anemia (que pode ser grave). Se a doenga néo for tratada, a taxa de mortalidade

em paises em desenvolvimento pode passar de 95% (WHO, 2017a).

A doencga no cao é de evolugéo lenta e inicio insidioso. A LVC é uma doencga
sistémica grave cuja manifestacdes clinicas sdo dependentes do tipo de resposta
imunoldgica expressa pelo animal infectado (BRASIL, 2014). No que se refere a
apresentacao clinica da LVC, os animais podem ter desde nenhum sinal até multiplos
sinais clinicos, e esse polimorfismo reflete ndo sé o estagio da evolugcédo da doenca,
mas também as diferengas na susceptibilidade do hospedeiro, o estado do sistema
imunoldgico, e terapias prévias. Em algumas regides, a ocorréncia de outras

infeccdes, como erlichiose e babesiose também devem ser consideradas, pois tais
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infeccbes podem levar ao surgimento de sinais clinicos semelhantes
(SARIDOMICHELAKIS, 2009; CIARAMELLA, 1997).

A leishmaniose canina € uma doenga sistémica que pode atingir qualquer
orgao, tecido ou fluido biolégico, e se manifesta por sinais clinicos inespecificos. Os
principais achados clinicos encontrados no exame fisico em LV incluem febre, palidez
de mucosa, hepatoesplenomegalia, lesbes cutaneas, depressao, letargia, atrofia
muscular, anorexia, sinais oculares (como ceratoconjuntivite e opacidade de cérnea),
alopecia, epistaxe, artropatias, ascite, diarreia, onicogrifose, manifestagdes
hemorragicas, além de linfadenomegalia e perda de peso. Também sdo observados
outros sinais como, lesdes cutdneas perioculares, faléncia renal e claudicagao
(ETTINGER e FELDMAN, 1997; CIARAMELLA, 1997; SOLANO-GALLEGO, 2009; DE
ABREU, 2011; MENDONCA, 1999; MARTINEZ-SUBIELA, 2002; SOLANO-GALEGO,
2004; UZAIR, 2004; BARROUIN-MELO, 2006; BRASIL, 2014; REIS, 2006a;
SANT’ANA, 2007; LIMA, 2010).

As alteragdes cutaneas mais comuns incluem dermatite esfoliativa nao
pruriginosa, com ou sem alopecia, que pode ser generalizada ou localizada na face,
em particular no espelho nasal, orelhas e membros, dermatite ulcerativa sobre
proeminéncias 0sseas, jun¢gdes mucocutaneas, patas, orelhas, dermatite nodular focal
ou multifocal, dermatite proliferativa mucocutanea e dermatite papular. Além disso,
costuma ser observada uma opacidade nos pelos. Manifestagbes cutadneas atipicas
como despigmentacdo, paniculite, hiperqueratose digital e nasal, erupgao pustular,
doenca semelhante a alopecia areata, doenga semelhante ao pénfigo folheaceo e
eritema multiforme sao relativamente raras. Piodermite estafilocdcica, superficial ou
profunda, € uma complicagdo comum (BRASIL, 2014; CIARAMELLA, 1997,
ETTINGER e FELDMAN, 1997; KOUTINAS, 1999; SANT'ANA, 2007; SOLANO-
GALLEGO, 2009).

Os achados laboratoriais mais descritos sdo anemia, leucopenia, caracterizada
por linfopenia, eosinopenia e monocitopenia, trombocitopenia, neutrofilia,
hiperproteinemia, principalmente devido a elevada produgdo de anticorpos, e
hipoalbuminemia, devido as lesbes renais e hepaticas (ETTINGER e FELDMAN,
1997; CIARAMELLA, 1997; REIS, 2006a; DE ABREU, 2011). As doengas canina e

humana apresentam varias semelhangas em relagéo ao quadro clinico, com excec¢ao
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do comprometimento cutadneo mais grave observado na doenga canina (MORENO e
ALVAR, 2002).

2.1.4 Diagnostico da LV

O diagnéstico da LVC é complexo pois, além do amplo espectro de sinais clinicos
atribuidos a doenca, esses sinais sao inespecificos, sendo compartiihados com uma
série de outras doengas, inclusive enfermidades que se desenvolvem juntamente com
a LV (co-infecgbes) (SUNDAR e RAI, 2002). Além disso, as manifestacdes clinicas
estdo sujeitas a influéncia de fatores como diferengcas na susceptibilidade do
hospedeiro, o estado do sistema imunolégico, e terapias prévias
(SARIDOMICHELAKIS, 2009; CIARAMELLA, 1997).

O diagnéstico laboratorial da doenga canina é semelhante ao realizado na
doencga humana, podendo ser baseado em técnicas de diagndstico imunoldgico, como
ELISA, Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), teste cutaneo de leishmanina (LST), entre
outros (UZAIR, 2004; BRASIL, 2014). Sao utilizadas também técnicas de diagnostico
parasitologico, como pungéo aspirativa esplénica, aspirado de medula éssea, biopsia
hepatica e a aspiragao de linfonodos, a partir das quais o material pode passar por
exame direto ou isolamento do parasito em meio de cultura e isolamento pela
inoculagdo em animais susceptiveis (QUEIROZ, 2004; UZAIR, 2004; BRASIL, 2006).
Outro método de grande importancia no diagndstico da leishmaniose visceral € a PCR
(polymerase chain reaction), método molecular que apresenta alta sensibilidade
(BRASIL, 2006) e especificidade diagnoéstica (MATHIS, 1995; BELLI, 1998; REALE,
1999).

Os procedimentos imunoldgicos tém sido empregados para triagem e para o
diagndstico definitivo de diversas doencas parasitoldgicas por causa de sua facilidade
e precisao. Para leishmanioses, esses métodos sdo amplamente aplicados (BRASIL,
2014). No entanto, limitagdes importantes podem levar a interpretagdo diagnostica
incorreta como reagdes cruzadas, especialmente com espécies filogenéticamente

muito relacionadas e perda de precisdo em pacientes imunossuprimidos.
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O ELISA consiste na reagéo de anticorpos presentes nos soros com antigenos
soluveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro. O teste ELISA
tem o seu resultado expresso em unidades de absorbancia a um raio de luz, em uma
reacao com diluigdes fixas ou mais comumente, apenas como reagente ou n&o. A RIFI
tem sido muito utilizada para o diagndstico de varias doengas parasitarias, podendo
apresentar reagdes cruzadas principalmente com a leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e a doencga de Chagas (BRASIL, 2014). A RIFI consiste na reacao
inicial de soros com parasitas (Leishmania), fixados em laminas de microscopia para
fluorescéncia. E utilizado um conjugado fluorescente ligado a imunoglobulina anti-lgG
humana ou canina, de acordo com o soro utilizado. S&o considerados positivos todos
0s soros que apresentarem reatividade a partir da diluicdo 1:80. Caso o soro seja
reagente somente na diluigdo de 1:40 uma nova amostra devera ser solicitada apos
30 dias (BRASIL, 2014).

O leishmanin skin test (LST) também é utilizado para detectar a infecgéo e a
resposta imune a Leishmania em caes. O resultado positivo no LST indica que o
animal produz uma resposta celular quando em contato com o antigeno da
Leishmania, e tendo em vista que a imunidade ao parasita € mediada por células T,
uma resposta celular positiva pode indicar um perfil de resisténcia a infeccéo
(PINELLI, 1994; SOLANO-GALLEGO et al, 2000). No entanto, ha controvérsias
consideraveis sobre o uso de LST em caes. Por exemplo, ndo ha uma defini¢gao clara
sobre a dose de antigeno, e o local da injecdo varia entre os estudos (CARDOSO,
2007; DANESHVAR, 2010; GOMEZ-OCHOA, 2009; RODRIGUEZ-CORTES, 2007).

O diagndstico parasitolégico continua sendo o padrdao ouro por causa de sua
alta especificidade (HERWALDT, 1999), e se baseia na demonstracdo do parasito
obtido de material bioldgico de pungdes hepatica, esplénica, de linfonodos, de medula
Ossea e biopsia ou escarificacdo de pele. Entretanto, alguns desses procedimentos,
embora oferecam a vantagem da simplicidade, sdo métodos invasivos, significando a
ocorréncia de riscos para o animal e também impraticaveis em programas de saude
publica, em que um grande numero de animais deva ser avaliado em curto espago de
tempo. A especificidade do método é de aproximadamente 100% (BRASIL, 2014). No
entanto, a sensibilidade varia consideravelmente, uma vez que a precisdo do exame

microscopico € influenciada pela qualidade da amostra, pela capacidade técnica do
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examinador e pela qualidade dos reagentes utilizados nos procedimentos, além da
heterogeneidade de distribui¢cao dos parasitos (HERWALDT, 1999; CHAPPUIS, 2007;
REITHINGER DUJARDIN, 2007).

2.1.5 O cao como reservatorio e modelo de estudo da leishmaniose visceral

Além da importéncia do cdo como reservatorio, a doenga canina também é tida
como de valor para a compreensao da doenca humana, uma vez que o quadro clinico
apresentado na doenga canina, como mencionado acima, apresenta semelhancas
com o quadro observado na doenga humana, com excegdo do comprometimento
cutaneo observado na doenga canina, que é mais exacerbado do que o observado na
doenca humana. Além disso, a historia natural da doenca canina apresenta muitas
semelhangcas com a doenga humana, o que faz com que a LV canina seja um
importante modelo de estudo para a LV humana (CIARAMELLA, 1997; MENDONCA,
1999; GUERRA, 2009; DE ABREU, 2011).

A resposta imune tipo Th1, é exibida por individuos que desenvolvem a forma
assintomatica da LV (PINELLI, 1994). Se apos a infecgao, linfécitos T CD4+ do tipo
Th1 sao estimulados, ocorre a produgao predominante de IFN-y, com consequente
ativacdo de macroéfagos e destruicao do parasita (MURRAY, 1983). Ja os individuos
que desenvolvem a doencga tendem a apresentar uma resposta imune do tipo Th2 ou
a predominancia da atividade de citocinas produzidas por células T CD4+ Th2
(GHALIB, 1993). Neste tipo de resposta, ocorre uma predominancia da producao de
IL-10 e IL-4. A producéo de IFN-y é regulada por diversos fatores na leishmaniose
visceral, dentre eles a IL-10, que possui um papel fundamental na supressdo dessa
citocina (BACELLAR, 2000).

Contudo, existe um equilibrio entre essas respostas, como observado por Singh
e colaboradores (2012), que mostraram que tanto pacientes com leishmaniose
visceral ativa quanto pacientes clinicamente curados apresentavam niveis elevados
de IFN-y, porém apenas pacientes com doencga ativa também produziram IL-10. Isso

mostra a presenca dos dois tipos de resposta (SINGH, 2012). Esses dados apontam
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a IL-10 como um possivel alvo para a imunoterapia contra a LV, pois a sua inibigao
poderia levar a um predominio de resposta imune do tipo TH1, o que favoreceria a
eliminacao do parasita. Ao inibir a IL-10, o equilibrio entre as citocinas efetoras e
reguladoras pode ser deslocado para uma resposta do tipo TH1. O bloqueio de IL-10
pode aumentar o bloqueio da fung¢ao de células apresentadoras de antigenos e, além
disso, aumentar a capacidade do macréfago infectado de responder adequadamente
a IFN-y, promovendo assim a eliminagao de parasita, tal como demonstrado in vitro
(GAUTAM, 2011; KUMAR e NYLEN, 2012).

Isto pode reduzir a dose e/ou a duracdo do tratamento que os pacientes
recebem. Outros alvos potenciais podem ser receptores expressos em Treg ou 0s
seus ligantes correspondentes em células efetoras, tais como a PD-1, e seus ligantes
PD1-L (B7-H1) ou CTLA-4 (EL-ON, 2009; KUMAR e NYLEN, 2012). A supress&o de
outras citocinas, incluindo de IL-13, IL-4 e TGF-B3, inibiu a replicagao do parasita, mas
apenas afetou parcialmente a morte do parasita sem a indugao de um efeito sinérgico

com antimoniais pentavalentes (MURRAY et al, 2005).

Outro aspecto importante a ser observado é a diversidade de possiveis
apresentacdes que é observada na doenga canina. Como ja foi mencionado
anteriormente, os caes infectados podem apresentar desde nenhum sinal clinico,
sendo esses animais chamados de assintomaticos, até um elevado numero de sinais,
sendo considerados polissintomaticos. Devido a esse polimorfismo, tem sido buscada
a identificacao de possiveis marcadores de gravidade para a doenga, a fim de definir
o perfil dos animais resistentes e dos animais susceptiveis a leishmaniose visceral.
Até o momento, alguns parametros tém sido utilizados como marcadores de
susceptibilidade e resisténcia, como a presencga de parasitas em linfonodos e outros

orgaos, como o bago, determinada através de cultura.

A identificacdo do parasito em cultura de tecidos do hospedeiro indica uma
incapacidade deste de controlar a proliferacdo da Leishmania no organismo, e
consequentemente, de controlar a infeccdo (PINELLI, 1994; PARANHOS-SILVA,
2003; REIS, 2006b). Um importante marcador de resisténcia ou susceptibilidade a
leishmaniose visceral € o resultado no teste cutdneo da leishmanina (LST). O
resultado positivo no LST indica que o animal produz uma resposta celular quando em

contato com o antigeno da Leishmania, e tendo em vista que a imunidade ao parasita
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€ mediada por células T, uma resposta celular positiva pode indicar um perfil de
resisténcia a infeccao (PINELLI, 1994; SOLANO-GALLEGO, 2000). A resposta
linfoproliferativa in vitro também & um importante marcador, bem como o perfil de
citocinas produzidas pelos animais durante a infecgdo (PINELLI, 1994). A presenca
de resposta linfoproliferativa e a produgao de citocinas como IFN-y indica um perfil de
resisténcia a infecgado (PINELLI, 1994; PARANHOS-SILVA, 2003; MURRAY, 1983).

A presenca de sinais clinicos também & um marcador importante. Animais com
perfil de resisténcia a infeccdo tendem a permanecer assintomaticos por longos
periodos, podendo nunca vir a apresentar sinais de doencga, ao passo que animais
susceptiveis apresentam uma série de sinais clinicos. Contudo, a grande variedade e
inespecificidade dos sinais clinicos atribuidos a LV dificulta a avaliagdo (PINELLI,
1994; PARANHOS-SILVA, 2003; SOLANOGALLEGO, 2000).

Outro aspecto a ser avaliado é a produgdo de anticorpos especificos. Foi
demonstrado que animais assintomaticos produzem IgG1 em maiores quantidades,
enquanto que animais sintomaticos produzem mais IgA, IgE e IgG2. Também foi
observado que animais com maiores niveis de IgG1 apresentam menor carga
parasitaria na medula enquanto que animais com maiores niveis de IgA, IgM e IgG2
apresentam maior carga parasitaria em 6rgaos como pele, medula éssea, linfonodo e
baco (REIS, 2006b).

Nosso grupo demonstrou que existe uma associagdo entre a presencga de
marcadores de gravidade e a desestruturagcéo do tecido linfoide esplénico observada
na LV. Animais com parasitismo esplénico identificado em cultura e resultado
negativo no LST apresentaram mais frequentemente desestruturacdo do tecido
linfoide esplénico do que aqueles animais que nao apresentavam parasitismo
esplénico e tiveram resultado positivo no LST (SANTANA, 2008; SILVA, 2012). Esses
achados, juntamente com o fato de o bago ser um 6rgao altamente parasitado nos
animais com perfil de susceptibilidade para a LV (REIS, 2006b), mostram que o baco

€ um orgao de grande importancia no contexto da LV.
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2.2 O FIGADO

O figado é o maior 6rgao interno do corpo. Em carnivoros adultos pesa o
equivalente a de 3% a 4% do peso corporal. Em animais monogastricos, ele esta em
contato direto com o diafragma e ocupa a area central do abdémen cranial. O figado
em caes e gatos esta bem dividido por fissuras que se estendem da margem ventral,
formando varios lobos, cujo numero e tamanho variam entre as espécies. O figado é
revestido por uma capsula delgada de tecido conjuntivo que se torna mais espessa
no hilo, por onde a veia porta e a artéria hepatica penetram o figado e por onde saem
os ductos biliares hepaticos direito e esquerdo, bem como os linfaticos (DYCE, 2004;
JUNQUEIRA, 2013; MCGAVIN e ZACHARY, 2012).

Na concepcao do Iébulo hepatico de Kiernan, o figado exibe repetidas unidades
hexagonais chamadas I6bulos hepaticos. No centro de cada Iébulo esta a veia central,
a partir da qual irradiam placas de células hepaticas, chamadas hepatdcitos, e
sinusoides em diregao a periferia. Uma veia central esta localizada no centro do Iébulo.
Os ramos da veia porta, da artéria hepatica, do ducto biliar e dos vasos linfaticos estao
localizados na periferia do I6bulo nos tratos portais (espago porta). Placas de
hepatdcitos dispostas radialmente no espaco entre os espacos porta e a veia central.
O espacgo porta normalmente contém a artéria hepatica, o ducto biliar, a veia porta e
varios vasos linfaticos. Essas estruturas sdo cercadas por uma matriz extracelular
colagena que forma uma borda abrupta com uma fila circunferencial de hepatdcitos,
denominada placa limitadora (EROSCHENKO, 2013; JUNQUEIRA, 2013; MCGAVIN
e ZACHARY, 2012).

O componente celular basico do figado € o hepatdcito, uma célula epitelial.
Estas células estdo agrupadas em trabéculas com uma célula de espessura,
interconectadas, separadas por vasos sanguineos sinusoides através dos quais o
sangue flui (JUNQUEIRA, 2013; YOUNG, 2014). Os sinusbides sao canais
sanguineos tortuosos e dilatados, revestidos por uma camada descontinua de células
endoteliais fenestradas que também exibem lamina basal descontinua. Os sinuséides
sdo separados dos hepatdcitos subjacentes por um espago subendotelial
perissinusoidal (espaco de Disse). Como resultado, o material ingerido transportado

no sangue sinusoidal tem um acesso direto através da parede endotelial descontinua
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com os hepatécitos. A estreita associagao de células hepaticas e circulagao permite a
absorgao de nutrientes da digestdo, bem como a secrecédo de produtos no sangue.
Além das células endoteliais, os sinusoides hepaticos também contém macrofagos,
chamados células Kupffer, localizados no lado luminal das células endoteliais
(EROSCHENKO, 2013; YOUNG, 2014)

O figado exibe repetidas unidades hexagonais chamadas Iébulos hepaticos. No
centro de cada I6bulo esta a veia central, a partir da qual irradiam placas de
hepatdcitos e sinusdides em diregcéo a periferia. Em algumas regides da periferia dos
l6bulos existe tecido conjuntivo contendo ductos biliares, vasos linfaticos, nervos,
ramos da artéria hepatica e da veia porta hepatica. Essas regides, os espagos porta,
sdo encontradas nos cantos dos l6bulos (EROSCHENKO, 2013; JUNQUEIRA, 2013)

O I6bulo estrutural é organizado em torno de uma veia central e reflete a
aparéncia histolégica do figado. No entanto, uma unidade funcional pode ser definida
com o trato portal no centro. Tal organizagao reflete os gradientes funcionais, isto é, o
oxigénio e os nutrientes entregues pelo sangue sao mais concentrados perto dos
tratos portal, reduzindo progressivamente enquanto os hepatocitos extraem estes
materiais do sangue que atravessa os sinusoides para a veia central. Tal organizagao
permite zonas funcionais concéntricas. A zona 1 € a zona mais altamente oxigenada,
em torno dos espacgos porta. A zona 3 envolve as vénulas centrais e € pobre em
oxigénio. A zona 2 é intermediaria. Por conveniéncia, as altera¢des patoldgicas no
figado sdo normalmente designadas em relacdo ao Iobulo histologico classico
(EROSCHENKO, 2013; JUNQUEIRA, 2013; RUBIN, 2012)

Uma particularidade do figado é o seu duplo suprimento sanguineo. A veia
porta drena o trato digestorio e fornece cerca de 60 a 70% do fluxo sanguineo hepatico
aferente, um sangue pouco oxigenado, porém rico em nutrientes. O restante é
fornecido pela artéria hepatica que deriva do tronco celiaco da aorta abdominal e
fornece sangue rico em oxigénio. A principal funcéo do sistema arterial € suprir os
hepatdcitos com uma quantidade adequada de oxigénio. O sangue flui da periferia
para o centro do l6bulo hepatico. Consequentemente, oxigénio e metabdlitos, assim
como todas as substéncias absorvidas no intestino, atingem primeiro as células
periféricas e posteriormente as células centrais dos lobulos (JUNQUEIRA, 2013;
MCGAVIN e ZACHARY, 2012).
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No sentido contrario ao do fluxo sanguineo ocorre a drenagem biliar. Nos
I6bulos hepaticos, a bile flui no canal biliar em diregado ao ducto biliar na area portal,
enquanto o sangue nos sinusoides flui para a veia central. Como resultado, a bile e 0
sangue nao se misturam. Os hepatécitos secretam a bile, que flui através dos
canaliculos biliares, ductulos biliares (canais de Hering) e ductos biliares. Essas
estruturas se fundem gradualmente, formando uma rede que converge para formar os
ductos hepaticos direito e esquerdo, os quais se fundem para formar o ducto hepatico
que, apos receber o ducto cistico proveniente da vesicula biliar, continua até o
duodeno como ducto colédoco ou ducto biliar comum (EROSCHENKO, 2013
JUNQUEIRA, 2013).

O figado executa diversas fungbes, dentre elas enddcrinas e exdcrinas. Uma
das principais fungdes exoécrinas dos hepatdcitos € sintetizar e liberar a bile nos
canaliculos biliares. A liberagcédo da bile € regulada principalmente por horménios. O
fluxo biliar aumenta quando hormdnios, como a colecistoquinina, € liberado pelas
células enteroendocrinas mucosas, estimuladas quando as gorduras dietéticas no
quimo entram no duodeno. Os sais biliares emulsificam as gorduras no intestino
delgado (duodeno). Este processo permite uma digestdo mais eficiente das gorduras
pelas lipases pancreaticas. Os hepatdcitos também excretam bilirrubina, formada no
corpo apos a degradacao de eritrécitos por macréfagos hepaticos, chamados células
de Kupffer. A bilirrubina é absorvida do sangue pelos hepatdcitos e excretada na bile.
Os hepatocitos também tém um papel importante no sistema imunoldgico. Os
anticorpos produzidos pelos plasmécitos na lamina prépria intestinal sdo retirados do
sangue pelos hepatocitos e transportados para o canal biliar e para a bile
(EROSCHENKO, 2013; YOUNG, 2014).

Os hepatocitos sdo também células enddcrinas. As fungdes enddcrinas dos
hepatdcitos envolvem a sintese de numerosas proteinas plasmaticas, incluindo a
albumina e os fatores de coagulagao, protrombina e fibrinogénio. O figado também
armazena gorduras, varias vitaminas e carboidratos como glicogénio. Quando as
células do corpo precisam de glicose, o glicogénio que é armazenado no figado é
convertido de volta em glicose e liberado na corrente sanguinea. Hepatdcitos também
desintoxicam o sangue de drogas e substancias durante seu trajeto através dos

sinusodides. As células de Kupffer nos sinusodides sdo fagdcitos especializados
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derivados de mondcitos de sangue. Estas grandes células filtram e fagocitam material
particulado, detritos celulares e eritrocitos desgastados ou danificados que fluem
através das sinusoides. O figado também desempenha fung¢des vitais no inicio da
vida. No feto, o figado € o local de hemopoiese, ou produgéo de células sanguineas
(EROSCHENKO, 2013; JUNQUEIRA, 2013; YOUNG, 2014).

2.3 O FIGADO NA LEISHMANIOSE VISCERAL

O figado é um dos principais 6rgaos afetados na leishmaniose visceral. A
imunidade especifica do figado tem sido descrita em varios estudos experimentais em
modelos utilizando camundongos, nos quais o figado é descrito como local de uma
infeccédo de resolugdo aguda (ENGWERDA, 2000; ENGWERDA, 2004). Estudos em
camundongos apontam o figado como local de melhor controle da carga parasitaria
(LECLERCQ, 1996), sendo descrita uma associagao entre o tamanho dos granulomas
formados, a composigao celular dos granulomas e a eventual recuperagao da infecgao
(MCELRATH, 1988). O processo de formag&o dos granulomas descritos nos modelos
experimentais € dependente da produg¢ao de quimiocinas, posterior recrutamento de
monadcitos, neutrofilos, células T CD4+ e células T CD8+, producdo de citocinas
inflamatorias e ativagao de células infectadas (STANLEY e ENGWERDA, 2007;
MCELRATH, 1988; MURRAY, 1999; SQUIRES, 1989; WILSON, 1996; WILSON,
2005).

Em seres humanos, foi descrita a presenca de parasitas em células de Kupffer,
infiltrado inflamatério mononuclear portal, areas nodulares dispersas com infiltrado
inflamatorio constituido por infiltragdo de macréfagos, linfécitos e células plasmaticas
sem diferenciagédo epiteliodide, infiltrado mononuclear nos sinusoéides, hiperplasia e
hipertrofia de células de Kupffer, balonizagao de hepatécitos e fibrose pericelular (EL-
HAG, 1994; DUARTE, 2008).

Em estudo pioneiro realizado por Andrade (1958), foram avaliadas necropsias
de cinco individuos que foram a ébito em decorréncia de leishmaniose visceral. Foi

descrita a presenca de hepatoesplenomegalia, células de Kupffer densamente
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parasitadas, por vezes rodeadas por plasmdcitos e linfécitos. Em certos trechos ha
acumulos celulares distendendo a parede sinusoidal e comprimindo as traves
hepaticas. Os espagos porta com denso infiltrado de predominancia linfo-
plasmocitaria, podendo conter também alguns histiécitos com parasita no citoplasma.
Por vezes eram formadas, em pleno parénquima, reagdes granulomatosas
representadas por infiltracdo focal histiocitaria, com algumas células parasitadas, e
plasmocitos de permeio (ANDRADE, 1958).

Pampiglione e colaboradores, em 1974, realizaram biopsias de figado em 6
individuos assintomaticos sorologicamente positivos para leishmaniose. Todas as
bidpsias apresentaram granulomas epitelidides, com a presenca de Leishmania
identificavel em um caso. De modo geral, as alteragdes histologicas consistiram em
nodulos granulomatosos intralobulares variando em numero de caso para caso, mas
sempre multiplos, consistindo em acumulag¢des arredondadas de células epiteliais e
histiocitos com linfocitos escassos dentro de uma rede argentofilica fina
(PAMPIGLIONE, 1974b).

Em 1988, Moreno e colaboradores examinaram bidpsias de figado
provenientes de 3 pacientes sintomaticos e positivos sorologicamente para
leishmaniose. Em todos os casos, granulomas intralobulares pequenos, distribuidos
ao acaso no parénquima hepatico, estavam presentes. Estes granulomas foram
formados por histidcitos misturados com linfocitos, neutréfilos e eosindfilos. Todas as
amostras mostraram um material fibrindide caracteristico, melhor demonstrado pela
coloracéo de tricromio de Masson. Este material era geralmente encontrado dentro
dos granulomas, as vezes com um arranjo de anel em torno de um vacuolo vazio
central (granulomas de anel de fibrina). O material fibrilar as vezes estava misturado
com os componentes celulares do granuloma (granulomas atipicos). Também foi
possivel identificar material fibrindide sinusoidal n&o associado aos granulomas. Estes
trés arranjos diferentes do material fibrindide foram encontrados em todos os
pacientes (MORENO, 1988).

Em um raro estudo, Pampiglione e colaboradores, em 1974, realizaram
necropsia em 9 casos de individuos que foram a Obito com diagndstico de
leishmaniose visceral. O figado apresentava-se aumentado em peso e volume (cerca

de um ter¢go mais do que os valores normais), com congestao e algumas alteragdes
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degenerativas como areas de atrofia vermelha. Microscopicamente, foram
observados dois tipos de lesdes no figado, areas mais ou menos extensas de necrose
hemorragica e formagdo de nddulos granulomatosos. Os nédulos granulomatosos
consistiram de histiocitos com células linfo-granulociticas, plasmocitos e,
ocasionalmente, eosindfilos. Algumas vezes foi detectada uma pequena necrose
central nos granulomas. Em outros casos, as areas necroticas hemorragicas
representaram atrofia vermelha (desaparecimento de hepatécitos, congestdo e

extravasamento de eritrécitos, colapso reticular) (PAMPIGLIONE, 1974a).

Em 1987, Duarte e Corbett descreveram 3 padrdes distintos para as alteragdes
hepaticas em seres humanos com leishmaniose visceral, sendo o primeiro chamado
de tipico, com hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer, por vezes com parasitas,
infiltrado inflamatoério portal mononuclear e pequenos focos de infiltrado mononuclear
intralobular. O segundo padrdo, chamado de nodular, consiste de nodulos
intralobulares e portais, com macréfagos, linfécitos e plasmaécitos, hipertrofia e
hiperplasia de células de Kupffer, poucos parasitas, principalmente em macréfagos no
centro dos nodulos, e infiltrado mononuclear portal. O terceiro padrao, chamado de
fibrinogénico, apresenta deposi¢cdo intralobular de matriz conjuntiva (fibrose)
(DUARTE e CORBETT, 1987).

Em cées, as alteragdes observadas consistem na presengca de células
inflamatdrias (macréfagos, linfocitos) intrassinusoidais, infiltrado inflamatério portal,
predominantemente mononuclear, fibrose portal, vacuolizacdo de hepatdcitos,
hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer, congestdo sinusoidal, e presenca de
granulomas (GONZALEZ, 1988; BINHAZIM, 1992; OLIVEIRA, 1993; VALLADARES,
1997; SANCHEZ, 2004; RALLIS, 2005; GIUNCHETTI, 2008; MELO, 2008; MELO,
2009; PANGRAZIO, 2009; MICHELIN, 2011; TOPLU, 2011; MAIA E CAMPINO,
2012).

Dentre as alteracbes descritas, destacam-se os granulomas. A presenga de
granulomas € uma das alteragdes histopatologicas mais frequentes observadas em
leishmaniose visceral canina (GUTIERREZ, 1984; TAFURI, 1996). Os granulomas sao
formados por células epitelidides, linfécitos, plasmécitos e raros granulécitos, podendo

conter formas amastigotas dos parasitos em macréfagos (TAFURI, 1996). Foi
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demonstrado que o aumento no numero de granulomas esta associado com o

aumento da carga parasitaria no figado (GUTIERREZ, 1984).

Trabalhos anteriores descreveram uma relacdo entre a formagcao de
granulomas, o estado imunoldgico e a apresentagédo clinica da doenga em caes.
Sanchez e colegas, em 2004, observaram que os figados de cées saudaveis
apresentavam imunidade efetiva, com granulomas bem organizados, aprisionando os
parasitas no interior e presenga de células T efetoras ativadas, enquanto os figados
de cédes sintomaticos haviam granulomas desorganizados e ineficaz infiltrado,
consistindo em células T e células de Kupffer altamente parasitadas (OLIVEIRA,
1993). No entanto, varios estudos relataram a presenca de granulomas no figado de
caes infectados, independentemente do estado clinico do animal (GONZALEZ, 1988;
BINHAZIM, 1992; OLIVEIRA, 1993; GIUNCHETTI, 2008; TAFURI, 1996).
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O cao é apontado como o principal reservatoério da LV, devido a sua relagao
préxima com os humanos (DANTAS-TORRES, 2007), e ao fato de albergar parasitos
na pele, favorecendo a infecgdo de flebotomos (de QUEIROZ, 2011). H& uma
correlagao entre a distribuicdo espacial de caes positivos e a ocorréncia de casos
humanos de LV em diversas regides, o que leva a crer que a infeccdo humana é
precedida pela infeccdo canina (DANTAS-TORRES, 2007; DINIZ, 2008, FRAGA,
2012). Outro aspecto a ser observado € o fato de que a doenga canina pode servir de
modelo para a compreensao da doenca humana, uma vez que o quadro clinico
apresentado na doenga canina guarda semelhangas com a doenga humana
(CIARAMELLA, 1997; MENDONCA, 1999; GUERRA, 2009; DE ABREU, 2011).

Além do papel do cdo como reservatorio e modelo de estudo, a doenga canina
tem grande importancia comercial. Segundo dados divulgados pelo IBGE, existem no
Brasil cerca de 50 milhdes de caes vivendo como animais de estimagéao, contra cerca
de 22 milhdes de gatos. A populacdo de caes de estimacédo no Brasil € a segunda
maior do mundo. Tais numeros se refletem no crescimento do mercado pet, o
segmento do agronegdcio relacionado ao desenvolvimento das atividades de criagéo,
producao e comercializagao de animais de estimagao. O Brasil é o terceiro colocado
em relagdo ao faturamento do mercado pet no mundo, ficando atras apenas dos
Estados Unidos e do Reino Unido. No Brasil, a previsdo de faturamento este ano é de
19,2 bilhdes de reais, um crescimento aproximado de 7% em relacédo a 2016. Destaca-
se ainda o segmento de saude animal, com uma previsdo de crescimento de 13%,

quase o dobro do mercado pet como um todo (ABINPET, 2017).

Esta expansdo é explicada pela mudanga de comportamento da populacéo
brasileira em relacdo aos cuidados com os seus animais de estimagéo. Nos ultimos
anos, os animais de estimagao passaram a ter um papel de maior destaque nas
familias. Devido a essa proximidade com os donos, a saude animal passou a receber
maior atengcdo, com maiores gastos, e consequentemente maiores investimentos.
Esses fatos evidenciam a importancia de compreender enfermidades que acometem

os caes, a fim de prevenir e intervir, melhorando a qualidade de vida desses animais.
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No trabalho aqui descrito, realizamos um estudo descritivo das alteragdes
presentes no figado dos caes de area endémica, avaliando o perfil de citocinas
expressas em granulomas presentes no figado de caes de area endémica, além da
fenotipagem das células desses granulomas por meio de imunoistoquimica, afim de
avaliar possiveis diferencas entre os granulomas em animais com diferentes perfis
clinicos. Também avaliamos o perfil de imunoglobulinas no soro desses animais. Ao
final, correlacionamos as caracteristicas observadas com o perfil clinico dos animais.
Com isso, buscamos compreender a relagao entre os diferentes perfis de resposta do

hospedeiro e a resposta do figado de caes naturalmente infectados.

A nossa hipotese é de que caes com leishmaniose visceral, a depender do
estado do sistema imunoldgico, apresentam respostas distintas no figado, com
diferentes tipos de granulomas, quanto a organizagao e a presenca de parasitos. Esse
estudo faz parte de uma linha de pesquisa mais geral do nosso laboratorio, que visa
a identificacdo de marcadores de susceptibilidade e resisténcia na LV canina que
possam ser utilizados na identificagdo dos diferentes padroées de resposta, além de
marcadores da evolugdo da doenca. Pretendemos, através dos dados obtidos,
contribuir para uma melhor definicdo das alteragdes histolégicas relacionadas a

leishmaniose visceral canina.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar as alteragdes histolégicas no figado de cédes com leishmaniose

visceral naturalmente infectados, com diferentes perfis clinicos e imunoldgicos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever as alteragdes histologicas em figado de cdes de uma area

endémica para leishmaniose visceral.

2. Realizar um estudo dos granulomas em figado, avaliando o perfil de
expressao de citocinas relacionadas a resposta protetora ou de susceptibilidade, e a
composicao fenotipica das células presentes, e a presenca de parasitas nos

granulomas.

3. Avaliar o padrdo de imunoglobulinas produzidas por esses animais, e,
juntamente com a organizagao do bago, delinear um perfil do sistema imunolégico

desses animais.

4. Fazer a correlagao entre as alteragdes histoldgicas hepaticas, o perfil clinico
(apresentacéao clinica da doencga, positividade nos diferentes testes: ELISA, cultura,
PCR) e o perfil do sistema imunolégico dos cdes de uma area endémica para

leishmaniose visceral.
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5. ALTERAGOES HISTOLOGICAS EM FiIGADO DE CAES DE UMA AREA
ENDEMICA PARA LEISHMANIOSE VISCERAL

5.1 METODOLOGIA

5.1.1 Animais

As amostras e dados clinicos utilizados neste estudo foram obtidos a partir de
148 caes capturados em Jequié e Camacari, em colaboracdo com o Centro de
Referéncia em Doengas Endémicas Piraja da Silva (PIEJ), com a Secretaria de Saude
de Jequié, Bahia, e com o Centro de Controle de Zoonoses Camacgari, BA, durante
seu inquérito sorolégico de rotina, nos anos de 2004, 2006, 2010 e 2012. Os animais
foram identificados, examinados clinicamente por pelo menos dois veterinarios e foi
realizada a coleta de sangue para sorologia. Os caes que tiveram resultado positivo
no exame sorolégico e os que nao foram reclamados por proprietarios foram mantidos
no canil municipal por 48 horas, com livre acesso a ragdo e agua. Os caes foram,
entdo, sedados com acepromazina (0,1 mg/kg IV, Acepram 1%, Vetnil Brasil) e
tiopental sodico (15 mg/kg IV, Thiopentax 1g Cristalia, Brasil) e a eutanasia foi
realizada usando uma solugdo supersaturada de cloreto de potassio (2 mi/kg). Foi
realizada puncao esplénica para obtencdo de material para cultura de Leishmania. Os
caes foram submetidos a necropsia para coleta de amostras de bago e figado para
exame histologico e quantificagdo de carga parasitaria por PCR em tempo real (RT-
PCR).

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da FIOCRUZ
para manipulagdo e experimentacdo com animais (http://www.castelo.fiocruz.br/
vpplr/comissoes_camaras-tecnicas/Manual_procedimentos.pdf) e a lei sobre
experimentagcdo animal LEI N° 11.794, DE 8 DE outubro DE 2008,
(http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/1ei/111794.htm). O estudo
tem aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais do CPqGM-FIOCRUZ
(CEUA, parecer n° 015/2009). Os detalhes técnicos do ELISA anti-Leishmania e da

cultura de aspirado esplénico para identificacdo de Leishmania foram descritos
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anteriormente por Dos Santos e colaboradores (2008). A carga parasitaria no bacgo foi

determinada por real RT-PCR, como descrito por Lima e colaboradores (2014).

Embora a maior parte dos animais tivesse evidéncia de infecgdo por

Leishmania, alguns dos testes diagndsticos utilizados neste estudo, tais como PCR,

podem néo refletir a susceptibilidade destes animais para leishmaniose visceral. A

sorologia positiva e cultura de aspirado esplénico positiva sdo ambos indicativos de
uma infeccdo ativa (DOS-SANTOS, 2008; PARANHOS-SILVA, 2003). Por isso,

levamos em consideracio a positividade no ELISA e a cultura de aspirado esplénico,

sendo os animais classificados em caes com infec¢ao inativa, quando ambos os testes

foram negativos, e com infecgéo ativa, quando um teste ou ambos foram positivos.

5.1.2 Exame clinico

Os caes foram submetidos a exame clinico por dois veterinarios, seguindo um

formulario padrao. Nesse exame foram avaliados parametros como idade, sexo, porte,

e 0s seguintes sinais clinicos:

Emagrecimento: magros, animais com costelas e pelve evidente; caquéticos, animais
com costelas e pelve aparentes e atrofia muscular na regido temporal e escapular.
Anemia: membranas mucosas palidas (rosa claro) nos olhos e boca.

Alopecia: regides sem pelos em diferentes areas da pele.

Conjuntivite: inflamacdo da conjuntiva representada por vermelhiddo ou secrecao
purulenta.

Onicogrifose: aumento (> 1 cm) das unhas em todos os membros.

Linfadenopatia: aumento do tamanho dos linfonodos, considerando: em caes com
peso inferior a 5 kg, linfonodos maiores do que 2 cm (eixo maior); cades com 5-10 kg e
com linfonodo maior do que 3,5 cm, e cdes com mais de 10 kg e com linfonodo maior
que 4 cm.

Esplenomegalia: animais com baco palpavel além da ultima costela.

Apatia: animal fraco, parado, sem ag¢ao quando contido, deitado.

Ulcera: lesdes da pele com perda da camada epitelial, com a superficie granular e
bordas levantadas.

Desidratacédo: reducdo do turgor cutdneo, visualizado através da redugdo da

elasticidade da pele.
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o Erosao: perda de toda ou parte da espessura da epiderme.

Os animais foram classificados quanto ao estado clinico levando em
consideragao os seguintes sinais clinicos: emagrecimento, anemia, linfadenopatia,
esplenomegalia, alopecia, dermatite e onicogrifose. Os animais foram agrupados nas
seguintes categorias de acordo com os sinais clinicos relatados sugestivos de
leishmaniose visceral: assintomaticos (sem sinais clinicos) e sintomaticos (com
qualquer dos sinais clinicos descritos acima).

Além do exame fisico para a avaliagdo da presencga de sinais clinicos, foi
realizada a coleta de sangue dos animais avaliados em Jequié em 2010 e em
Camacgari em 2012 para a realizagdo de avaliagdo hematoldgica e da bioquimica
sérica. Estas analises foram realizadas por laboratérios especializados em analises

clinicas de animais domésticos.

5.1.3 Evidéncias de infecgao por Leishmania

5.1.3.1 ELISA

Placas de microtitulacdo de fundo plano de 96 pocos (Cliniplate-Labsystem)
foram revestidas com 100 ul de antigeno de L. chagasi (15 mg/ml) em tampéo
carbonato (0,06 M, pH 9,6). A concentracdo 6tima de cada antigeno para a
sensibilizagdo da placa foi determinada em ensaios preliminares usando soro de
animais infectados experimentalmente com as diferentes espécies de Leishmania.
Reagdes nao especificas foram bloqueadas com uma solugéo de PBS contendo 10%
(w/v) de leite desnatado em pd6. Apds lavagem com PBS contendo 0,05% (v/v) de
Tween 20 (PBS-Tween), as amostras de soro, diluido a 1:400 e 1:1000 em tamp&o de
ELISA [PBS contendo 10% (w/v) de leite desnatado em p6 e 0,05% (v/v) de Tween-
20] foram adicionados a cada poco. Conjugado de anti-IgG canino e peroxidase
(Bethyl Laboratories) foi utilizado a uma diluigdo de 1:1000. Soros de controle positivos
e negativos foram incluidos em cada ensaio. Valores acima da média dos resultados
obtidos com soros de caes saudaveis (de uma area ndo endémica) mais trés desvios-

padrao foram considerados positivos. Todos os soros foram testados em duplicatas e
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0s que produziram resultados positivos foram re-testados pelo menos uma vez
(PARANHOS-SILVA, 2003). Parte dos animais passou por novos testes, pois foram
incluidos em estudos do nosso laboratério. Ao todo, estes animais foram submetidos
a 6 testes ELISA, nos quais 3 animais obtiveram resultado positivo em 3 testes e
resultado negativo em 3 testes. Em razéo disso, estes animais foram classificados

como de resultado incerto ou em zona cinzenta (Grey Zone).

5.1.3.2 Cultura

A cultura foi realizada por um periodo de 4 semanas. O aspirado esplénico foi
mantido em meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) bifasico a 23°C, suplementado com
SFB a 20% (soro fetal de bovino - Gibco BRL, Nova lorque, EUA) e 100ug de
gentamicina para evitar a contaminagao (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Para a
identificacdo do parasita, as observacbes microscépicas foram realizadas em
intervalos semanais pelo menos por 4 semanas (BARROUIN-MELO, 2004). Cada
cultura esplénica foi preparada separada e individualmente, com identificagao e duplo

controle. Nao foram realizados repiques das culturas.

5.1.3.3 PCR quantitativo (Real time PCR)

Os fragmentos de bacgo foram obtidos durante a necropsia. As amostras foram
coletadas utilizando agulhas ou laminas de bisturi estéreis, e foram armazenados em
criotubos livres de DNAase e RNAase, em nitrogénio liquido, até a extragdo do DNA.
O DNA de cada amostra foi extraido utilizando o kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen,
Hilden, Alemanha), de acordo com o protocolo do fabricante. Um total de 10mg de
baco foi tratado segundo o protocolo da Qiagen para tecido animal. Uma vez extraido,
a qualidade e a concentragao de cada amostra de DNA foram determinadas utilizando
um espectrofotdmetro digital (NanoDrop ® ND-1000, Thermo Scientific, Wilmington,
EUA). As amostras de DNA foram entéo ajustadas a uma concentragcao de 30 ng/ul,

aliqguotadas e armazenadas a -20°C até a realizagao do PCR.
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O PCR quantitativo foi utilizado para determinar os valores de DNA parasitario
em amostras de baco de cies. A quantificacdo do DNA de Leishmania foi realizada
utilizando um meétodo absoluto com base na comparagao dos valores de ciclo limiar
(CT) com os valores de uma curva padréo construida a partir de 10 diluicbes em série
de DNA de L. infantum, extraido a partir de culturas de parasitas (estirpe
MHOM/BR/2000/MER2), variando de 10° a 10! parasitas, com cada diluigéo feita em
triplicata em cada placa. A amplificagao do gene housekeeping canino (18S rRNA) foi
utilizada com a intengdo de normalizar a concentracdo de DNA de cada amostra, bem
como para assegurar que os resultados negativos nao estariam relacionados com
problemas de amostragem, como a degradagao do DNA, baixas quantidade de DNA,
e a presenca de inibidores do PCR na amostra. Para amplificar o gene de rRNA 18S
como uma referéncia interna de DNA gendmico canino, reagentes TagMan assay
(Perkin-Elmer Applied Biosystems) foram utilizados. Os primers tém como alvo RNA
18S de mamiferos, e ndo amplificam DNA gendmico de Leishmania. Os ensaios de
PCR foram realizados utilizando um processo de amplificagdo previamente descrito

por Francino e colaboradores, 2006.

5.1.4 Exame histolégico

As amostras de baco e figado foram fixadas em formol a 10%, desidratadas em
alcool, clarificadas em xilol e incluidas em parafina. As sec¢des histoldgicas foram
cortadas com a espessura de 4,0 um e coradas pela hematoxilina-eosina (H&E), para
analise em microscopia Optica convencional. Para o exame histologico do figado,
levamos em consideragdo as seguintes alteragdes: presencga de inflamacéo portal,
inflamacéo perivenular central (zonas 3 dos acinos de Rappaport), hipertrofia de
células de Kupffer, hiperplasia de células de Kupffer, linfocitose intrasinusoidal,
agregados de células inflamatérias nos sinusodides, congestdo e dilatagcdo de
sinusodides, granulomas em espago porta, granulomas intrassinusoidais, esteatose
hepatocelular, balonizagao dos hepatdcitos, necrose e apoptose hepatocelulares. As
alteracdes foram avaliadas com relagéo a presenca e intensidade, sendo classificadas

como discreta (1), moderada (2) e intensa (3). Foi calculado um escore histolégico de
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cada animal, somando-se todas as alteracbes, levando em consideragcao a
intensidade de cada uma.

Como parametros de analise para a classificagdo da organizagdo da polpa
branca esplénica utilizamos os critérios previamente descritos por Santana e
colaboradores (2008). Resumidamente: (a) bem organizado, com bainha peri-
arteriolar de linfocitos distinta, centro germinativo, zona do manto e zona marginal, (b)
levemente desorganizado, com alteragdes hiperplasicas ou hipoplasicas levando a
uma perda de definicdo dos limites entre as regides da polpa branca, (c)
moderadamente a extensivamente desorganizado, quando a polpa branca era
evidente, mas as suas regides eram pobremente individualizadas ou indistintas, ou
quando a estrutura folicular mal era distinta da polpa vermelha e das areas de células
T.

5.1.5 Imunoistoquimica anti Leishmania

O procedimento de imunoistoquimica foi realizado em colaboragdo com o
Dr Professor Wagner Luiz Tafuri, do Departamento de Patologia Geral, Laboratoério de
Patologia das Leishmanioses, UFMG. As laminas foram desparafinizadas, hidratadas
e incubadas com peréxido de hidrogénio (30vv) a 4% em tampao fosfato (PBS, pH
7.2; 0,1M) para bloqueio da peroxidase enddégena, seguindo de incubagdo com
solugéo de bloqueio (12g de leite em pd desnatado diluido em 200mL de PBS). Soro
de cdo naturalmente infectado com L. chagasifoi diluido a 1:100 em PBS-BSA (0,01%)
e foi utilizado como anticorpo primario. As laminas foram incubadas em camara umida
a 4°C por 18-22h. Apo6s lavagem com PBS, as laminas foram incubadas com o
anticorpo secundario biotinilado (anti-soro de coelho biotinilado anti-camundongo
IgG1) (Dako®, Carpinteria, CA, 192 USA; LSAB2 kit) por 20 minutos a temperatura
ambiente, lavadas em PBS, e incubadas com o complexo estreptoavidina-peroxidase
(Dako®; LSAB2 kit) por 20 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram
tratadas com diaminobenzidina 0,024% (Sigma®) e 0,16% peroxido de hidrogénio
(30vv), desidratadas, clarificadas e contra coradas com hematoxilina de Harris e
montadas com meio de montagem rapida entellan (Entellan®, 107960 - Merck KGA,

Darmstadt, Alemanha). Para cada bateria de 20 |aminas, utilizou-se um controle
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positivo. Com o intuito de identificar as formas amastigotas de Leishmania, todos os
campos foram avaliados (TAFURI, 2004).

5.1.6 Analise e expressao dos resultados

Os dados foram analisados utilizando os programas STATA Statistics/Data
Analysis 11.0, GraphPad Prism 5.02 e Excel. Os resultados s&o expressos em valores
absolutos ou relativos, em tabelas associadas a graficos. A significancia das
diferengcas entre os grupos foi testada usando o teste de Kruskal-Wallis. Para
diferengas significativas, a diferenga entre dois grupos foi identificada por meio do
teste de comparagao multipla de Dunn. Para as comparag¢des envolvendo proporgoes,
foi utilizado o teste de probabilidade exato de Fisher. O valor critico para significancia

dos resultados foi estabelecido para p<0,05.
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Caracteristicas gerais da amostra:

As principais caracteristicas dos 148 animais incluidos neste trabalho estédo
apresentadas na Tabela 1. Foi observada positividade no ELISA em 118 (80%) dos
animais, na cultura de aspirado esplénico 67 (45%) dos animais foram positivos, e no
PCR,127 de 135 dos animais (94%) foram positivos. Sinais clinicos associados a
leishmaniose visceral canina estavam presentes em 133 (90%) animais. Entre os 148
caes, um foi excluido da analise da estrutura da polpa branca esplénica por nao ter
amostra para analise, sendo 147 animais analisados, dos quais 39 (27%) tiveram bago
tipo 1 (com polpa branca do bago organizada); 74 (50%) tiveram bacgo tipo 2 (com
polpa branca ligeiramente desorganizada); e 34 (23%) tiveram baco tipo 3 (com polpa

branca moderada a intensamente desorganizada, Tabela 1).

Dos 52 caes que obtiveram resultado positivo em todos os testes, 3 (6%) eram
assintomaticos e 49 (94%) eram sintomaticos. Em relagdo a organizagéo da polpa
branca esplénica, dos 51 cées com resultado positivo em todos os testes, 14 (27%)
possuiam bacgo do tipo 1, 27 (53%) possuiam bacgo do tipo 2, e 10 (20%) possuiam
baco do tipo 3.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais da amostra

Frequéncia (%)

N 148 (100)
Género

Macho 84 (57)

Fémea 64 (43)
Idade

0a2Anos 16/106 (15)

3a5anos 73/106 (69)

Mais de 6 anos 17/106 (16)
Porte

Pequeno 36/146 (25)

Médio 85/146 (58)

Grande 25/146 (17)
Baco

Tipo 1 39/147 (27)

Tipo 2 74/147 (50)

Tipo 3 34/147 (23)
Classificagdo clinica

Assintomdtico 15 (10)

Sintomatico 133 (90)
ELISA

Negativo 27 (18)

Positivo 118 (80)

Grey Zone 3 (2)
Cultura

Negativo 81 (55)

Positivo 67 (45)
PCR

Negativo 8/135 (6)

Positivo 127/135 (94)
Positivos em todos os testes 52 (35)

5.2.2 Alteragoes histologicas no figado em relagao é presencga de infecc¢ao ativa:

As principais alteragdes histolégicas observadas nos animais estdo
apresentadas na figura 1. As alteracbes mais frequentes foram inflamacéo nos
espacos porta (96%) e em torno de veias centrais (96%), ambas compostas por
infiltrado predominantemente linfoplasmocitario. Foram observados granulomas nos
sinusdides em 62% dos casos (n=79), compostos por células macrofagicas, por vezes
parasitadas, linfécitos e, em alguns casos, plasmdcitos, com grande variagdo no
tamanho e no grau de organizagao, havendo desde agrupamentos desorganizados

de células epitelidides até granulomas circunscritos e bem organizados, contendo
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células epitelidides e mais de 10 células mononucleares em torno das células de
Kupffer parasitadas. As células de Kupffer estavam hiperplasiadas em 66% dos casos
e hipertrofiadas em 62% dos casos. Infiltrado inflamatoério de células mononucleares
linfocitarias dentro dos sinuséides foi observado em 78% dos animais com formagao
de pequenos agregados de células inflamatorias em 61%.

Houve diferenga estatisticamente significante entre animais com infecgao ativa
e inativa em relagao a frequéncia de inflamacao portal (p=0,0199) e a presenca de
agregados de células inflamatérias nos sinusoides (p=0,0496), que foram maiores nos
animais com infec¢ao ativa do que nos animais com infecgéo inativa (teste exato de
Fisher, figura 1). Ndo houve diferencas estatisticamente significantes quanto as

demais alteragbes analisadas.
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Figura 1. Alteragdes histolégicas no figado de cdes com e sem infecgéo ativa por Leishmania. A: frequéncia de
inflamacgao portal em animais com e sem infecgéo ativa; B: inflamagao portal (20x); C: frequéncia de agregados de
células inflamatoérias em animais com e sem infecg¢ao ativa; D: agregados intrassinusoidais de células inflamatdrias
(20x).
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Com relagéo ao escore histolégico, foi observado que os animais com infec¢ao
ativa apresentam maior escore de alteragdes histologicas quando comparados com

0s animais com infecgao inativa (p= 0.0363, teste Mann-Whitney, figura 2).
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Figura 2. Escore de alteragdes histologicas no figado de caes com e sem infecgao ativa por Leishmania.

5.2.3 Associagao entre alteragoes histolégicas e manifestacoes clinicas:

A associagdo observada entre as alteragcbes histologicas do figado e as
manifestagdes clinicas estdo descritas na figura 3. Houve diferengas entre todos os
grupos no que se refere a inflamagao portal (p= 0.0010), hipertrofia de células de
Kupffer (p= 0.0374), linfocitose intrasinusoidal (p= 0.0180), agregados
intrassinusoidais (p= 0.0002, teste Chi-square for trend, figura 3).

Animais com infecg¢ao inativa e assintomaticos diferem de animais com infecgéo
ativa sintomaticos em relacdo a presenca de inflamacédo portal (p=0.0187) e

agregados intrassinusoidais (p=0.0063). O grupo de animais com infeccdo ativa
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assintomaticos difere do grupo com infeccéo ativa sintomaticos no que se refere a
frequéncia de hipertrofia de células de Kupffer (p= 0.0398), linfocitose intrassinusoidal
(p=0.0074) e agregados intrassinusoidais (p=0.0009, teste exato de Fisher, figura 3),
sendo estas alteragdes mais frequentes nos animais com infecgcdo ativa e
sintomaticos.

Nao houve diferencas entre os grupos em relagao a hiperplasia de células de
Kupffer, granulomas portais, congestdo e dilatacdo de sinusdides, esteatose,

balonizagao e necrose de hepatdcitos.
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Figura 3. Alteragbes histologicas no figado de caes com e sem infecgdo ativa por Leishmania, com diferentes
manifestagdes clinicas. A: inflamacao portal; B: hipertrofia de células de Kupffer; C: linfocitose intrassinusoidal; D:
agregados intrassinusoidais.
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Como mostrado na tabela 2, a chance de desenvolver inflamagéo portal
(OR=5,7, 1C=1,43,3-22,8), hipertrofia de células de Kupffer (OR = 4,4, Cl = 1,2-16,3),

linfocitose intrassinusoidal (OR = 6,9, Cl = 1,3-37,2) e agregados intrassinusoidais

(OR =9,7, IC = 2,8-32,8) foi maior em animais com infec¢&o ativa e sintomaticos do

que nos demais grupos. Ndo houve diferenga estatisticamente significante com

relagdo as demais alteragoes.

Tabela 2. Alteragbes histologicas no figado de cdes com e sem infecgédo ativa por Leishmania, com relagéo as

manifestagdes clinicas.

Infecgdo ativa

OR (ajuste por carga

e Sintomatico Demais grupos OR parasitaria no bago)
N (%) 118 (100) 30 (100) OR [95% 1.C.] OR [95%1.C.]
Inflamag3o portal 114 (97) 25 (83) 5709 [1,4-22,8] 5339 [1,2-24,0]
Granuloma Intrassinusoidal 73 (62) 14 (47) 1,85 [0,8-4,2] 2,12 [0,9-5,0]
Hiperplasia de células de Kupffer 82 (69) 16 (53) 1,99 [0,9-4,5] 2,35 [1,0-5,62]
Hipertrofia de células de Kupffer 77 (65) 13 (43) 2,459 [1,1-5,6] 2,78¢ [1,2-6,6]
Granuloma portal 27 (23) 3 (10) 2,67 [0,8-19,5] 2,17 [0,6-8,1]
Linfocitose intrassinusoidal 96 (81) 19 (63) 2,534 [1,0-6,1] 2,69¢ [1,1-6,8]
Congestdo de sinusdides 16 (14) 5 (17) 0,78 [0,3-2,3] 0,81 [0,3-2,5]
Dilatac@o de sinusodides 22 (19) 5 (17) 1,15 [0,4-3,3] 1,06 [0,4-3,2]
Agregados intrassinusoidais 77 (65) 8 (27) 516% [2,1-12,6] 5695 [2,2-14,5]
Inflamac@o perivascular 113 (96) 27 (90) 2,51 [0,6 -11,2] 2,18 [0,5-10,4]
Esteatose de hepatdcitos 23 (20) 5 (17) 1,21 [0,4 - 3,5] 1,15 [0,4-3,5]
Balonizag@o de hepatocitos 26 (22) 5 (17) 1,41 [0,5-4,0] 0,78 [0,25-2,5]
Necrose de hepatocitos 19 (16) 6 (20) 0,77 [0,3-2,1] 0,83 [0,3-2,4]

a P<0.05; ®* P< 0.01
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Com relagéo ao escore histolégico, foi observado que os animais com infec¢ao
ativa e sintomaticos apresentam maior escore de alteragdes histoldgicas quando
comparados com 0s animais com infecgao inativa e assintomaticos (p= 0.0384, teste

Mann-Whitney, figura 4).

Escore das alteragdes histologicas
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Figura 4. Escore de alteragdes histolégicas no figado de cdes com e sem infecgdo ativa por Leishmania, com
diferentes manifestagdes clinicas.
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5.2.4 Associacao entre alteracdées histolégicas no figado e alteragcdes

laboratoriais:

A associagao entre as alteragbes histologicas observadas no figado dos
animais estudados e alteragdes em hemograma e exames bioquimicos esta mostrada
nas tabelas 3, 4, 5 e 6.

Foi observada uma associagao entre a reducao nos valores de hemacias,
dosagem de hemoglobina e hematdcrito nos animais com inflamagéo portal e
inflamacgé&o perivascular central intensas, quando comparados com animais com tais
alteracdes em discreta intensidade e sem as alteracées. Um quadro semelhante foi
observado em relagado aos valores de plaquetas e linfocitose intrassinusoidal (teste
Mann Whitney, tabela 3).

Foi observada uma associacdo entre aumento nos niveis séricos de TGO e
inflamagéo portal intensa, granulomas intrassinusoidais e granulomas portais em
maior frequéncia. Situacdo semelhante é vista em relagcao aos niveis séricos de TGP
e granulomas portais frequentes (teste Mann Whitney, tabela 4).

Inflamagao perivascular intensa esta associada a menores valores de albumina
sérica. Em relagédo aos agregados intrassinusoidais, sdo observados maiores valores
de globulina, e uma menor relagao albumina/globulina, nos animais com maior
frequéncia de agregados (teste Mann Whitney, tabela 5).

Foi observada também uma associacido entre o aumento nos valores séricos
de triglicerideos e uma maior frequéncia de granulomas intrassinusoidais, bem como
entre 0 aumento nos niveis séricos de colesterol e uma maior intensidade de

inflamacao perivascular (teste Mann Whitney, tabela 6).



Tabela 3: Associagao entre alteragdes histologicas em figado e alteragdes hematoldgicas.

Alteragao histologica

Hemacias

Hemoglobina

Hematocrito

Plaquetas (x103)

Leucdcitos (x103)

Inflamagao portal
Ausente
Discreta
Moderada
Intensa

Inflamagao
perivascular

Ausente
Discreta
Moderada
Intensa

Linfocitose
intrassinusoidal

Ausente
Discreta
Moderada

Intensa

Mediana

5.78
b
5.07
C
4.13
2.73

5.72
b
5.07
4.68°
2.90

3.47
4.69
4.90
4.83

[p25-p75, N]

[5.72 - 5.84, 2]

[4.23-5.95, 39]

[3.88 - 5.26, 15]
[2.7-3.2,3]

[3.9-5.84, 3]
[4.28-5.94, 33]
[3.96-5.66, 19]

[2.7-3.68, 4]

[1.64-5.3,2]

[4.08-5.8, 19]
[3.95-5.94, 26]
[3.9-5.67, 12]

Mediana [p25-p75, N]
12.5 [12.3-12.7, 2]
10.6° [9.0-12.8,39]
9.7°¢ [8.7 - 11.5, 15]
6.6 [4.8-7.5,3]
12.3 [8.8-12.7, 3]
10.6° [9.0-12.8,33]
10.3¢ [9.0-11.8, 19]
6.85 [5.25-8.3, 4]
8.25 [4.0-12.5, 2]
10.5 [7.8-12.3, 19]
10.5 [9.0-12.18, 26]
10.7 [8.72-13.63, 12]

Mediana [p25-p75, N]
37.4 [37.1-37.7,2]
31.7°  [27.0-37.9,39]

30° [24.5 - 35.5, 15]
18.2 [15.0 - 21.0, 3]
37.1 [25.0-37.7, 3]
320" [27.65-38.4,33]
304° [25.8-36.7, 19]
18.9 [15.8-23.28, 4]
23.7 [12.4-35.0, 2]
31.4 [25.0-37.7, 19]
30.8 [27.0-36.75, 26]
33.4 [24.68-39.6, 12]

Mediana

151
104
90
125

211
140
104
77

137°

202
120
63

[p25-p75, N]

[6.0 - 296.0, 2]
[31.0 - 232.0, 39]
[29.0 - 154.0, 15]
[33.0-155.0, 3]

[6.0-296.0, 3]
[62.0-247.0, 33]
[53.0-165.0, 19]
[19.25-147.5, 4]

[25.0-249.0, 2]
[93.0-296.0, 19]
[83.0-175.25, 26]
[40.5-148.75, 12]

Mediana

11.4
14.1
13.7
13.2

11.6
13.9
13.7
14.7

9.8
14.1
13.5
14.9

[p25-p75, N]

[11.2-11.6, 2]

[10.3-17.5, 39]
[9.0-18.5, 15]
[7.5-16.2, 3]

[11.2-15.8, 3]
[10.2-17.4, 33]
[9.0-18.5, 19]
[9.52-32.25, 4]

[7.2-12.4,2]
[10.4-18.6, 19]
[10.5-16.4, 26]
[8.1-18.1, 12]
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a: diferenga entre animais sem alteragdo e animais com alteragao intensa (teste Mann Whitney); b: diferenga entre animais com alteragao discreta e animais com alteragao
intensa (teste Mann Whitney); c: diferenga entre animais com alteragdo moderada e animais com alteragao intensa (teste Mann Whitney).



Tabela 4: Associagao entre alteragdes histologicas em figado e alteragdes bioquimicas.

Alteragao histologica TGO TGP
Mediana [p25-p75, N] Mediana [p25-p75, N]

Inflamagao portal

Ausente 30 [26.0-34.0, 2] 32.5 [32.0-33.0, 2]

Discreta 335° [24.25-51.75, 44] 37 [27.0-43.0, 40]

Moderada 45°¢ [28.0-54.0, 17] 40 [29.0-65,5, 17]

Intensa 83 [70.0-112.5, 4] 50 [22.0-72.75, 4]
Granulomas intrassinusoidais

Ausente 35°@ [28.5-49.5, 25] 34 [26.0-42.5, 25]

Discreto 38° [24.0-61.5, 21] 35 [27.0-43.0, 21]

Moderado 315¢ [25.0-48.75, 10] 38.5 [29.25-44.75, 10]

Intenso 75 [49.0-110.0, 7] 72 [36.0-82.0, 7]
Granulomas portais

Ausente 34° [25.0-48.0, 55] 36° [27.0-43.0, 55]

Discreto 68° [51.75-97.0, 4] 40.5 [30.5-47.5, 4]

Moderado 68 [68.0-68.0, 1] 20 [20.0-20.0, 1]

Intenso 90 [75.0-120.0, 3] 73 [72.0-120.0, 3]

a: diferenga entre animais sem alteragdo e animais com alteragao intensa (teste Mann Whitney); b: diferenga entre animais com alteragdo discreta e animais com alteragéo
intensa (teste Mann Whitney); c: diferenca entre animais com alteracdo moderada e animais com alteragado intensa (teste Mann Whitney).



Tabela 5: Associacdo entre alteracdes histoldgicas em figado e alteragdes bioquimicas.
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Alteragdo histologica Albumina Globulina Razdo A/G
Mediana [p25-p75, N] Mediana [p25-p75, N] Mediana [p25-p75, N]

Inflamagao perivascular

Ausente 33° [2.7-3.5, 3] 53 [5.1-6.7, 3] 0.62 [0.4-0.69, 3]

Discreta 2.85° [2.4-3.3, 34] 7.3 [6.2-8.95, 34] 0.36 [0.30-0.52, 34]

Moderada 2.7° [2.4-3.35, 21] 7.8 [6.9-9.0, 21] 0.33 [0.28-0.48, 21]

Intensa 1.8 [1.72-2.18, 4] 6.5 [5.62-7.9, 4] 0.28 [0.22-0.4, 4]
Agregados intrassinusoidais

Ausente 2.7 [2.4-3.3, 17] 6.7 ° [5.3-7.85, 17] 0.43° [0.33-0.56, 17]

Discreto 3 [2.25-3.5, 21] 6.7° [5.6-7.6, 21] 0.42° [0.31-0.62, 21]

Moderado 2.65 [2.4-3.22, 18] 8.5 [7.45-9.65, 18] 0.295 [0.277-0.377, 18]

Intenso 24 [2.07-2.95, 6] 8.2 [6.82-10.18, 6] 0.265 [0.23-0.422, 6]

a: diferenca entre animais sem alteragéo e animais com alteragéo intensa (teste Mann Whitney); b: diferenca entre animais com alteragéo discreta e animais com alteracao
intensa (teste Mann Whitney); c: diferenga entre animais com alteragdo moderada e animais com alteragao intensa (teste Mann Whitney).



Tabela 6: Associacdo entre alteracdes histoldgicas em figado e alteracdes bioquimicas.

Alteragao histologica Triglicerideos Colesterol
Mediana [p25-p75, N] Mediana [p25-p75, N]

Granulomas intrassinusoidais

Ausente 445 °® [32.5-66.25, 22] 169.0 [153.0-219.5, 22]

Discreto 475° [31.75-59.5, 18] 167.0 [134.8-202.0, 18]

Moderado 55.0 [41.0-69.5, 9] 175.0 [139.0-222., 9]

Intenso 83.0 [72.0-102.0, 5] 236.0 [130.5-360.5, 5]
Inflamagao perivascular

Ausente 28.0 [25.0-31.0, 2] 159.5 [157.0-162.0, 2]

Discreto 46.0 [31.0-64.0, 31] 165.0° [130.0-233.0, 31]

Moderado 57.5 [44.25-81.25, 18] 177.5°¢ [157.8-215.8, 18]

Intenso 82.0 [41.0-83.0, 3] 332.0 [269.0-448.0, 3]

a: diferenga entre animais sem alteragdo e animais com alteragao intensa (teste Mann Whitney); b: diferenga entre animais com alteragao discreta e animais com alteragéo
intensa (teste Mann Whitney); c: diferenca entre animais com alteracdo moderada e animais com alteragao intensa (teste Mann Whitney).
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5.2.5 Associagao entre alteracdes histolégicas e organizagao da polpa branca

esplénica:

A associagao entre as alteragbes histologicas observadas no figado dos
animais estudados e a organizagao da polpa branca esplénica esta representada na
figura 5. Houve diferengas entre todos os grupos no que se refere a inflamagéao portal
(p= 0.0007, teste Chi-square for trend, figura 5).

Animais com infecgao inativa e com baco tipo 2 diferem de animais com
infeccdo ativa com bago tipo 2 em relagéo a presencga de inflamacgéao portal (p=0.0213)
e presencga de granulomas intrassinusoidais, sendo estas alteragées mais frequentes
nos animais com infecgao ativa e baco do tipo 2 (p= 0.0418, teste exato de Fisher,
figura 5).

Nao houve diferengas entre os grupos em relacéo a presenga de hiperplasia e
hipertrofia de células de Kupffer, granulomas portais, linfocitose intrassinusoidal,
congestdo e dilatagdo de sinusodides, agregados intrassinusoidais, inflamagéo

perivascular, esteatose, balonizagcédo e necrose de hepatdcitos.

Inflamacgéao portal Granuloma intrasinusoidal
p=0.0213 p=0.0418
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Figura 5. Alteracdes histolégicas no figado de cdes com e sem infecgéo ativa por Leishmania, com diferentes graus
de organizagao da polpa branca esplénica. A: inflamagéo portal; B: granuloma intrassinusoidal.
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Como mostrado na tabela 7, a chance de desenvolver hipertrofia de células de
Kupffer (OR = 3,05, Cl = 1,1- 8,8) foi maior em animais com infecgéo ativa e bago do

tipo 3 do que nos demais grupos.

Tabela 7. Alteragdes histolégicas no figado de cdes com e sem infecgdo ativa por Leishmania, com relagdo a
organizagéo da polpa branca esplénica.

Infecgdo ativa OR (ajuste por carga

e Baco tipo 3 Demais grupos OR parasitaria no bago)
N (%) 29 (100) 118 (100) OR [95% 1.C.] OR [95% 1.C.]
Inflamacdo portal 29 (100) 109 (92)
Granuloma Intrassinusoidal 16 (55) 71 (60) 0,83 [0,4-1,9] 1,13 [0,4-2,8]
Hiperplasia de células de Kupffer 23 (79) 75 (64) 2,25 [0,8-6,0] 2,29 [0,8-6,7]
Hipertrofia de células de Kupffer 22 (76) 68 (58) 2,36 [0,9-5,9] 3,05¢ [1,1-8,8]
Granuloma portal 6 (21) 24 (20) 1,03 [0,4-2,8] 1,12 [0,4-3,4]
Linfocitose intrassinusoidal 23 (79) 91 (77) 1,12 [0,4-3,0] 1,21 [0,4-3,6]
Congestdo de sinusodides 8 (28) 13 (11) 3,11 [1,2-8,4] 4,15 [1,5-11,9]
Dilatagcdo de sinusdides 8 (28) 19 (16) 2,00 [0,8-5,2] 3,04 [1,1-8,4]
Agregados intrassinusoidais 16 (55) 68 (58) 0,89 [0,4-2,2] 0,85 [0,4-2,1]
Inflamagéo perivascular 28 (96) 111 (94) 1,75 [0,2-14,8] 1,45 [0,2-12,7]
Esteatose de hepatdcitos 8 (28) 20 (17) 1,88 [0,7-4,9] 1,93 [0,7-5,4]
Balonizagdo de hepatdcitos 8 (28) 23 (19) 1,59 [0,6 —4,0] 1,33 [0,4-4,1]
Necrose de hepatdcitos 9 (31) 16 (14) 2,9 [1,1-7,5] 2,39 [0,9-6,8]

apP<0.05

Com relagéo ao escore histolégico, foi observado que os animais com infec¢ao
ativa e baco do tipo 2 apresentam maior escore de alteragdes histoldégicas quando
comparados com o0s animais com infecgao ativa e bago do tipo 1 (p=0.0367) e quando
comparados com os animais com infec¢ao inativa e bago do tipo 2 (p= 0.0420, teste

Mann-Whitney, figura 6).
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Escore das alteracoes histolégicas

p=0.0420
p=0.0367
254 .
[7)
©
0
8 204
° —
B
=
- -
N T
‘3
63
e 29
S 4
T 101 -
[7)
g 11 5
- |
?
i €1
Infecgao Ina;i va Ina{iva Ina;iva Atilva Ati'va Ati'va

Baco Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

Figura 6. Escore de alteragdes histoldgicas no figado de cdes com e sem infeccéo ativa por Leishmania, com
diferentes graus de organizagao da polpa branca esplénica.

5.2.6 Associagao entre alteragoes histolégicas no figado e carga parasitaria no

baco:

A associagao observada entre as alteragdes histoldgicas no figado dos animais
estudados e a carga parasitaria no bago esta demonstrada na figura 7. Foi observada
uma maior carga parasitaria esplénica nos grupos de animais com inflamacéo portal
intensa, com inflamacdo perivenular central intensa, com granulomas
intrassinusoidais e portais em maior frequéncia (teste Mann-Whitney, figura 7). Em
relacdo a linfocitose intrassinusoidal, agregados intrassinusoidais de células
inflamatdrias e hipertrofia de células de Kupffer, a maior carga parasitaria esplénica

esta associada a auséncia de tais alteragdes (teste Mann-Whitney, figura 7).
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Figura 7: Associagao entre alteragdes histoldgicas em figado e parasitismo esplénico. A: associacéo entre
inflamacgao portal e parasitismo esplénico; B: associagao entre inflamagao perivascular central e parasitismo
esplénico; C: associagao entre granulomas intrassinusoidais e parasitismo esplénico; D: associagdo entre
granulomas portais e parasitismo esplénico; E: associagao entre linfocitose intrassinusoidal e parasitismo
esplénico; F: associagéo entre agregados intrassinusoidais de células inflamatérias e parasitismo esplénico;
G: associagao entre hipertrofia de células de Kupffer e parasitismo esplénico.
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5.2.7 Avaliagao de parasitismo no figado:

Foi realizada reagao imunoistoquimica para a verificagdo da presencga de
amastigotas de Leishmania em amostras de 20 animais, todos com infec¢do ativa e
diferentes perfis clinicos. Das amostras testadas, 10 (50%) tiveram resultado negativo
e 10 tiveram resultado positivo (50%), sendo 4 com parasitismo discreto (20%), 2
(10%) apresentaram parasitismo moderado, e 2 (10%) apresentaram parasitismo
intenso (Figura 8). Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os animais
com e sem parasitas no figado, em relagao as alteragdes histolégicas, como presenca
de inflamagdo portal, inflamagéo perivenular central, hipertrofia e hiperplasia de
células de Kupffer, linfocitose intrasinusoidal, agregados de células inflamatdrias nos
sinusoides, congestao e dilatacdo de sinusdides, granulomas em espacgo porta,
granulomas intrassinusoidais, esteatose hepatocelular, balonizagdo dos hepatdcitos,
necrose e apoptose hepatocelulares.

Dos 20 animais testados, quatro (20%) ndo apresentavam granulomas, e
destes, apenas um (25%) tinha parasitos, em quantidade moderada. Dos animais que
possuiam granulomas, seis apresentavam granulomas organizados (30%), sendo trés
(50%) negativos para a presenga de parasitos, um (17%) apresentando parasitismo
discreto, e 2 (33%) apresentando parasitismo intenso. Os 10 (50%) animais restantes
apresentavam granulomas desorganizados, sendo 4 (40%) negativos para a presenca
de parasitos, 3 (30%) apresentando parasitismo discreto, 2 (20%) parasitismo
moderado, e 1 (10%) parasitismo intenso. Ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os animais com granulomas organizados e desorganizados com

relacdo a presenca de parasitos no figado (teste Chi-square).
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Figura 8: Avaliagéo da presencga de parasitos no figado. A: granuloma contendo amastigotas em seu interior e ao
redor. Reacéo imunoistoquimica anti-Leishmania (20x); B: granuloma contendo amastigotas em seu interior e ao
redor. Reag&o imunoistoquimica anti-Leishmania (40x); C: células contendo amastigotas em seu interior. Reagao
imunoistoquimica anti-Leishmania (40x); D: células contendo amastigotas em seu interior. Reagéo
imunoistoquimica anti-Leishmania (100x); E: granuloma contendo amastigotas em seu interior e ao redor. Reagao
imunoistoquimica anti-Leishmania (40x); F: granuloma contendo amastigotas em seu interior e ao redor. Reagao
imunoistoquimica anti-Leishmania (100x).
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6. ESTUDO DOS GRANULOMAS EM FiGADO DE CAES COM LEISHMANIOSE
VISCERAL NATURALMENTE INFECTADOS

6.1 METODOLOGIA

6.1.1 Animais

As amostras e dados clinicos utilizados neste estudo foram obtidos a partir de
24 caes capturados em colaboragdo com o Centro de Controle de Zoonoses
Camagari, BA, durante seu inquérito soroldgico de rotina, no ano de 2015. Os animais
foram identificados, examinados clinicamente por pelo menos dois veterinarios e foi
realizada a coleta de sangue para sorologia. Os caes que tiveram resultado positivo
no exame sorologico foram mantidos no canil municipal por 48 horas, com livre acesso
a racdo e agua. Os céaes foram, entdo, sedados com acepromazina (0,1 mg/kg 1V,
Acepram 1%, Vetnil Brasil) e tiopental sédico (15 mg/kg IV, Thiopentax 1g Cristalia,
Brasil) e sacrificados usando uma solugao supersaturada de cloreto de potassio (2
mL/kg). Foi realizada pungao esplénica para obtencdo de material para cultura de
Leishmania. Os caes foram submetidos a necropsia para coleta de amostras de baco
e figado para exame histologico e quantificacdo de carga parasitaria por real time
PCR.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da FIOCRUZ
para manipulagdo e experimentacdo com animais (http://www.castelo.fiocruz.br/
vpplr/comissoes_camaras-tecnicas/Manual_procedimentos.pdf) e a lei sobre
experimentagdo animal LEI N° 11.794, DE 8 DE outubro DE 2008,
(http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/1ei/111794.htm). O estudo
tem aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais do CPqGM-FIOCRUZ
(CEUA, parecer n° 015/2009). Os detalhes técnicos do ELISA anti-Leishmania, e da
cultura de aspirado esplénico para identificacdo de Leishmania foram descritos
anteriormente por Dos Santos e colaboradores (2008). A carga parasitaria no baco foi

determinada por real time PCR, como descrito por Lima e colaboradores (2014).
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Os animais foram submetidos a exame clinico e classificados de acordo com

os parametros descritos por Solca e colaboradores (2016, Quadro 1). Cada sinal

clinico recebeu um grau de 0, 1 ou 2 dependendo da intensidade da manifestagéo

clinica. O escore clinico foi calculado como a soma dos graus para cada sinal clinico

com pesos iguais. A pontuagdo composta poderia entdo variar de 0 a 24 pontos. Os

animais infectados e com um escore clinico de < 3 foram classificados como sem

doenca clinica (subclinica); classificagao clinica de = 4 <7 foi categorizada como

doenca leve e uma pontuacéo clinica de = 7 foi utilizada para definir a doenga grave.

Quadro 1: Pardmetros clinicos utilizados no calculo do escore clinicos dos animais coletados em

Camacgari no ano de 2015.

Sinais clinicos

Escore baseado em intensidade

aumentados no mesmo par

0 1 2
Estado nutricional Normal ou obeso Magro Caquético
Coloracao de mucosas Normal Anémicas -

Dermatite periocular Ausente Presente em um olho Presente nos dois olhos
Crosta em orelha Ausente Presente em uma orelha Presente nas duas orelhas
Ulcera em orelha Ausente Presente em uma orelha Presente nas duas orelhas
) . ) Presente em menos de 1/3 do| Presente em mais de 1/3 do

Despigmentacao em focinho Ausente
focinho focinho
) ] Presente em menos de 1/3 do| Presente em mais de 1/3 do
Hiperqueratose em focinho Ausente
focinho focinho
Lesdes em focinho Ausente Lesdo mucosainicial Grande lesao ulcerada
Tamanho do bago N&o palpavel Palpavel -
Onicogrifose Ausente Discreto aumento Aumento expressivo
Alopecia Ausente Focal Em mais de 1/3 do corpo
Dermatite furfuracea Ausente Focal Em mais de 1/3 do corpo
) ) Um ou dois linfonodos Linfonodos aumentados em
Linfadenomegalia Ausente

pares diferentes
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6.1.3 Exame histolégico

As amostras de bago e figado foram fixadas em formalina acida, desidratadas
em alcool, clarificadas em xilol e incluidas em parafina. As secgdes histolégicas foram
feitas com a espessura de 4,0 ym e coradas pela hematoxilina-eosina (H&E), para
analise em microscopia optica convencional. Como parametros de analise para a
classificagdo da organizacdo da polpa branca esplénica utilizamos os critérios
previamente descritos por Santana e colaboradores (2008). Resumidamente: (a) bem
organizado, com bainha peri-arteriolar de linfocitos distinta, centro germinativo, zona
do manto e zona marginal, (b) levemente desorganizado, com alteragdes
hiperplasicas ou hipoplasicas levando a uma perda de definicdo dos limites entre as
regides da polpa branca, (c) moderadamente a extensivamente desorganizado,
quando a polpa branca era evidente, mas as suas regides eram pobremente
individualizadas ou indistintas, ou quando a estrutura folicular mal era distinta da polpa
vermelha e das areas de células T.

Para o exame histolégico do figado, levamos em consideragao as seguintes
alteracdes: presenca de inflamagao portal, inflamacgao perivenular central, hipertrofia
de células de Kupffer, hiperplasia de células de Kupffer, linfocitose intrasinusoidal,
agregados de células inflamatorias nos sinusdides, congestdo e dilatacdo de
sinusoides, granulomas em espacgo porta, granulomas intrassinusoidais, esteatose,

balonizagao, necrose e apoptose hepatocelulares.

6.1.3.1 Classificagéo dos granulomas

Foi feita a avaliagdo semi quantitativa da frequéncia dos granulomas, sendo a
frequéncia classificada em discreta, moderada e intensa. Os granulomas foram

classificados como descrito por Tiwananthagorn e colaboradores (2012).
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6.1.4 Imunoistoquimica (IHQ)

Os procedimentos imunoistoquimicos utilizados para os propésitos do estudo

estao resumidos na Tabela 8. Foram avaliados os seguintes marcadores celulares:

e CD3: marcador de células pan-T.

o CD4: marcador de células T dos subtipos Th1 e Th2

o« CD163: marcador expresso exclusivamente em mondcitos e macréfagos.
Funciona como um receptor regulado por fase aguda envolvido na depuragao e
endocitose de complexos de hemoglobina / haptoglobina por macréfagos.

« MAC387: marcador de granuldcitos, mondcitos e macrofagos teciduais.

A reacéao para o CD4 foi realizada em cortes de tecido congelado. As laminas
foram deixadas em temperatura ambiente durante 5 minutos, em seguida foram
imersas em etanol absoluto durante 2 minutos e deixadas para secar. Quando secas,
as seccgoes foram lavadas com TBS (solugdo salina tamponada com Tris 0,005 M, pH
7,6) e a atividade de peroxidase enddgena foi extinta por imersao de laminas numa
solugdo de perdéxido de hidrogénio a 3% em metanol (VWR, Lutterworth,
Leicestershire, UK), sendo lavadas em agua corrente em seguida, ndo sendo
necessaria exposigcao de epitopos. Apds a lavagem em agua corrente, a coloragao
prosseguiu seguindo o mesmo protocolo utilizado com as amostras de tecido fixadas
em formalina (FFPE). Todas as outras técnicas de imunomarcagao foram realizadas
em amostras de tecido fixadas em formalina. Antes da IHQ, todas as secg¢des foram
cortadas (4um) e colocadas em laminas tratadas com Vectabond (Vector Laboratories,
Peterborough, RU), desparafinizadas e desidratadas. A atividade da peroxidase
endodgena foi extinta por imersao de laminas numa solugao de perédxido de hidrogénio
a 3% em metanol (VWR, Lutterworth, Leicestershire, UK). Depois de enxaguar em
agua corrente, a exposigao dos epitopos foi realizada utilizando protocolos mediados
por calor ou enzima (Tabela 8). Apds exposi¢cao de epitopo mediada por calor, as
laminas foram arrefecidas em seus tampdes a temperatura ambiente (T.A.) antes de
serem lavadas em agua corrente, enquanto as laminas tratadas com enzima foram

montadas em placas de cobertura Sequenza (Shandon Scientific Loughborough, UK)
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para imunomarcagao. Foram incluidos um controle negativo e um controle positivo
para cada reagao.

Os anticorpos primarios foram entdo aplicados durante 60 min a T.A. ou 18-20
h (durante a noite) a 4 °C (consultar Tabela 8). Apds duas lavagens com tampéo (TBS,
solugdo salina tamponada com Tris 0,005 M, pH 7,6), as laminas foram incubadas
com um anticorpo secundario biotinilado (Kit Ultra-Sensivel de Coloragdo com
Peroxidase ABC, Fisher Scientific, UK) durante 30 min a T.A., seguido de duas
lavagens com tampéao. A ligacao de anticorpos primarios e secundarios foi amplificada
utilizando o conjugado de avidina-biotina-peroxidase (Kit Ultra-Sensivel de Coloragao
com Peroxidase ABC, Fisher Scientific, Reino Unido) e visualizada utilizando
NovaRED (Kit de Substrato de Novafica VECTOR NovaRED (HRP). O conjugado nao
ligado foi removido antes da aplicagdo NovaRED com duas lavagens com tampao. As
laminas foram entdo enxaguadas em agua purificada, contra coradas em hematoxilina
de Harris, "azuladas" em agua corrente, desidratadas em alcool absoluto e xileno,
antes de serem cobertas com tamp&o com Ftalato de Di-N-Butilo em Xileno (DPX).
Foram introduzidos controles adequados em todas as reacbes IHQ, substituindo

anticorpos primarios com controles de isotipo de imunoglobulina correspondentes.

Tabela 8. Detalhes do procedimento de imunoistoquimica

Anti £ . Incubaciio d Dilui¢ao do
n .|cc?r|30 € Tipo / Classe Fornecedor xp.o§|9.ao Pcu agao. e’ . anticorpo
diluicdo antigénica anticorpo primario , .
secundario
H1 H2 E RT. O/N
cD3 Coelho DakoP X X Cabra Anti-coelho
1/500 Policlonal A0452 1/1000
MAC 387 Camundongo Bio-Rad? X X Cavalo Anti-
camundongo
1/600 Monoclonal MCA874G 1/200
CcD163 Coelho Cusabio® X X Cabra Anti-coelho
1/75 Polyclonal CSB-PA934682 1/1000
CD4 Rato Bio-Rad? NA NA NA X Cabra Anti-rato
1/100 Monoclonal MCA1038GA 1/200

Exposicao de antigénica: E = proteinase K (Dako S3004), a T.A., por 10 minutos, H 1 = heat-mediated; Dako Target Retrieval
Solution 1x (Dako S1699), pH 6.0 a 6.20, por 20 minutos a 97°C, arrefecida a T.A. por 10 minutos e lavada em agua corrente por
10 minutos. H 2= heat-mediated; Dako Target Retrieval Solution 1x (Dako S2367), pH 9.0, por 20 minutos a 97°C, arrefecida a
T.A. por 10 minutos e lavada em agua corrente por 10 minutos. Normal serum block = Pierce™ Protein-Free (TBS) Blocking
Buffer (prod# 37585), por 20 min a T.A. (19—-23°C). Incubacéo do anticorpo primario: T.A. = 60 min a T.A. (19-23°C), O/N = 18—
20 h em refrigerador (+4°C).

20xford, UK.

°Ely, UK.

°College Park, MD, USA.
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6.1.5 Morfometria

Nas laminas coradas em H&E, foram feitas 20 imagens de cada secgédo. Foram
medidas as areas totais das imagens e as areas de cada granuloma. Foram
calculadas as porcentagens das areas ocupadas por granulomas, numero de
granulomas por secgdo, e a média de granulomas por mm?.

Nas laminas coradas pelo método de imunoistoquimica, foram feitas 10
imagens de cada secc¢ao, nas quais foi desenhada uma ROI (region of interest) ao
redor dos granulomas, e entédo foi medida a area da ROI ocupada pela cor definida
como marcagao positiva (object area fraction). Foi calculada a média dos valores
obtidos nas imagens de cada animal. As laminas foram observadas utilizando o
microscopio Nikon Eclipse Ci-S (Nikon Instruments, Inc., EUA) e as imagens foram

capturadas e analisadas usando o software Nikon NIS Elements Br 4.20.00 (Nikon).

6.1.6 Microdissecgao por captura a laser (LCM)

Secgbdes de tecido congelado, com 10 ym de espessura, foram cortadas em
criostato e colocadas em laminas com membrana da Leica, PEN-Membrane 2,0 ym
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Foram feitas oito sec¢cbes de cada tecido
para se obter acido nucleico suficiente para as subsequentes analises. As secgdes
foram secas ao ar e fixadas em etanol a 70%. Apds a fixagao, elas foram coradas com
hematoxilina de Harris durante 20 segundos, lavadas em agua destilada por 10
segundos, e secas dentro de capela de fluxo laminar. A LCM foi realizada em um
microscopio Leica LMD6500. Os granulomas foram identificados microscopicamente
antes de serem isolados e recolhidos em tubos de PCR RNase free (Greiner bio-one,
Stroudwater, UK). Secgdes sem granulomas do parénquima hepatico foram também
dissecadas e recolhidas para uso como tecido de controle. Os tubos foram selados e

armazenados a - 80°C até posterior processamento.



66

6.1.7 Extracao de RNA e PCR em tempo real

O RNA total foi extraido utilizando o RNAqueous-Micro Kit [Ambion (Europe)
Ltd. Cambridge, RU] de acordo com o protocolo do fabricante: procedimento de
isolamento de RNA a partir de amostras de LCM, incluindo o tratamento opcional com
DNase | e passo de inativacdo de DNase. O RNA total foi convertido em cDNA
utilizando o Kit de Sintese de cDNA SuperScript VILOTM (Applied Biosystems,
Warrington, UK) seguindo o protocolo do fabricante. Os rendimentos e a qualidade de
RNA e cDNA foram determinados utilizando um NanoDrop. Os tubos foram
armazenados a -80°c antes da realizacdo do qPCR como descrito anteriormente
(LIMA, 2014). Realizaram-se as reag¢des para analise de 6 transcritos de mRNA, com
primer forward, primer reverse e sequéncias de sonda apresentadas na Tabela 9. O
gene de referéncia utilizado para o controle endégeno foi 18S. As placas foram
centrifugadas antes de serem executadas numa maquina Prime Pro 48 Real-time
gPCR (Techne). A amplificagdo foi calculada utilizando o 2-Acq (LIVAK E
SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 9. Sequéncias dos primers usados no qPCR

Gene Primer Sequéncia Referéncia
alvo Sonda (5"=37)
18S
Primer forward GCAGAATCCACGCCAGTATAA
Primer reverse TCTTCAGTCTCTCCAGGTCTTC
Sonda AAAGGATGGAAAGTACAGCCAGGTCC
IFN-y
Primer forward GCGCAAGGCGATAAATGAAC Fujiwara et al.,
Primer reverse CTGACTCCTTTTCCGCTTCCT 2003
Sonda TGATGAATGATCTCTCACCAAGATCCAACC
TNF-a
Primer forward ACCCATGTGCTCCTCACC Melo et al., 2013
Primer reverse AGGGCTCTTGATGGCAGAGA
Sonda CGCTTCGCCGTCTCCTACCA
TGF-B
Primer forward CTGGAGTCGTGAGGCAGTG Melo et al., 2013
Primer reverse GCAGTGTGTTATCTTTGCTGTCA
Sonda TTTCGCCTCAGTGCCCACTG
IL-10
Primer forward GCGACGCTGTCACCGATT Sanchez-Robert
Primer reverse CTGGAGCTTACTAAATGCGCTCTT et al. 2008
Sonda ACCGCCTTGCTCTT
IL-12

Primer forward
Primer reverse
Sonda

CAGCAGAGAGGGTCAGAGTGG
ACGACCTCGATGGGTAGGC
TGGAGTGTCAGGAGGGCAGTGC

Melo et al., 2013
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6.1.8 Determinacao do perfil de imunoglobulinas

A determinacéo do perfil de imunoglobulinas foi realizada utilizando o método
de ELISA, de acordo com o protocolo descrito por Reis e colaboradores (2006). As
caracteristicas de diluigdo do soro, diluigdo do conjugado, e tempo de incubagao do

conjugado estao descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Detalhes do procedimento de ELISA

Isotipo Diluicdo do soro Dilui¢do do conjugado Incubacgédo do conjugado
Temperatura Tempo
IgA 1:80 1:1000 49 ¢ 18 a 22 horas
IgE 1:80 1:1000 49 ¢ 18 a 22 horas
IgG Total 1:160 1:16000 37%c 45 minutos
IgG 1 1:160 1:4000 37%c 45 minutos
1gG 2 1:160 1:16000 37%c 45 minutos
IgM 1:160 1:1000 37%c 45 minutos

6.1.9 Analise e expressao dos resultados

Os dados foram analisados utilizando os programas STATA Statistics/Data
Analysis 11.0, GraphPad Prism 5.02 e Excel. Os resultados s&o expressos em valores
absolutos ou relativos, em tabelas associadas a graficos. A significAncia das
diferengas entre os grupos foi testada usando o teste de Kruskal-Wallis. Para
diferengas significativas, a diferenga entre dois grupos foi identificada por meio do
teste de comparagao multipla de Dunn. Para as comparag¢des envolvendo proporcoes,
foi utilizado o teste de probabilidade exato de Fisher. O valor critico para significancia

dos resultados foi estabelecido para p<0,05.
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6.2 RESULTADOS

6.2.1 Caracteristicas gerais da amostra utilizada na avaliagao dos granulomas

hepaticos:

As principais caracteristicas dos 24 animais incluidos neste trabalho estao
apresentadas na Tabela 11. Foi observada positividade no ELISA em 23 (96%) dos
animais, na cultura de aspirado esplénico em 19 (83%) dos animais e no PCR em 23
animais (96%). Os sinais clinicos associados a leishmaniose visceral canina estavam
presentes em 18 (75%) animais, sendo destes 11 (46%) com doenca leve e 7 (29%)
com doenga grave. Entre os 24 caes, 10 (42%) tiveram bago tipo 1 (com polpa branca
do bago organizado); 9 (37%) tiveram bacgo tipo 2 (com polpa branca ligeiramente
desorganizado); e 5 (21%) tiveram bacgo tipo 3 (com polpa branca moderada a

intensamente desorganizado, Tabela 11).

Tabela 11. Caracteristicas gerais dos animais utilizados na avaliagcdo dos granulomas.

Frequéncia (%)

N 24 (100)

Género

Macho 11 (54)

Fémea 13 (46)
Idade

0a2Anos 4/23 (17)

3a4danos 8/23 (35)

5a7anos 7/23 (30)

Mais de 7 anos 4/23 (17)
Porte

Pequeno 7 (29)

Médio 10 (42)

Grande 7 (29)
Baco

Tipo 1 10 (42)

Tipo 2 9 (37)

Tipo 3 5 (21)
Classificagdo clinica

Subclinico 6 (25)

Doenga leve 11 (46)

Doenga grave 7 (29)
ELISA

Negativo 1 (4)

Positivo 23 (96)
Cultura

Negativo 4 (17)

Positivo 19 (83)
PCR

Negativo 1 (4)

Positivo 23 (96)
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6.2.2 Alteragoes histolégicas no figado dos animais utilizados na avaliagao dos

granulomas hepaticos:

As principais alteragdes histologicas observadas nos animais estudados séo
apresentadas na tabela 12. As alteragbes mais frequentes foram inflamagéo nos
espacos porta (100%), granulomas intrassinusoidais (100%), hiperplasia de células
de Kupffer (100%), hipertrofia de células de Kupffer (100%), inflamagdo em torno de
veia central (88%) e agregados intrassinusoidais (83%). As inflamagdes portais e
perivasculares centrais eram compostas por infitrado predominantemente
linfoplasmocitario. Os granulomas observados nos sinusdides eram compostos por
células de Kupffer, por vezes parasitadas, linfécitos e, em alguns casos, plasmacitos,
com variagao no tamanho e no grau de organizagao, havendo desde agrupamentos
pouco organizados de células até granulomas maduros, circunscritos e bem
organizados (figura 9).

Os animais com inflamacado portal moderada apresentaram uma maior
quantidade de parasitas no figado quando comparados com o0s animais com
inflamacao portal discreta (p= 0.0264, teste Mann-Whitney). Os animais com
frequéncia moderada (p= 0.0141) e intensa (p= 0.0463) de granulomas
intrassinusoidais apresentaram maior quantidade de parasitas no figado em relagao

aos animais com frequéncia discreta (teste Mann-Whitney).
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Figura 9: Alteragbes histolégicas no figado dos animais utilizados na avaliagdo dos granulomas.
A: Inflamagéo portal (40x); B: granuloma portal (40x); C: granulomas intrassinusoidais bem organizados (40x);
D: granuloma intrassinusoidal bem organizado (40x); E: granuloma intrassinusoidal mal organizado (40x);
F: agregado desorganizado de células inflamatérias em sinusoide (40x); G: linfocitose intrassinusoidal, hipertrofia
e hiperplasia de células de Kupffer (20x); H: agregado intrassinusoidal de células inflamatdrias (40x); I: hiperplasia
e hipertrofia de células de Kupffer (40x); J: inflamagédo em torno de veia centrolobular (40x); K: presenca de
parasitos dentro de macréfagos em pequenos agregados desorganizados (100x); L: presenga de parasitos dentro
de macrodfagos dentro de sinusoide (100x).



Tabela 12. Alteragdes histoldgicas no figado dos animais utilizados na avaliagdo dos granulomas hepaticos.

Discreto Moderado Intenso Total

N (%) N (%) N (%) N (%)
Inflamagdo portal 13 (54) 7 (29) 4 (17) 24 (100)
et s o wen sen ey w o
Hiperplasia de células de Kupffer 8 (33) 12 (50) 4 (17) 24 (100)
Hipertrofia de células de Kupffer 10 (42) 10 (42) 4 (16) 24 (100)
Frequéncia de granuloma portal 3 (12.5) 1 (4) 3 (12.5) 7 (29)
Linfocitose intrassinusoidal 13 (54) 5 (21) 1 (4) 19 (21)
Congestao de sinusdides 1 (4) 1 (4) 0 (0) 2 (8)
Dilatagdo de sinusdides 2 (8) 0 (0) 0 (0) 2 (8)
e s R
Inflamacgao perivascular central 16 (67) 4 (17) 1 (4) 21 (88)
Esteatose 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Balonizag¢do 1 (4) 0 (0) 1 (4) 2 (8)
Necrose de hepatacitos 0 (0) 1 (4) 0 (0) 1 (4)

6.2.3 Fenétipo das células presentes nos granulomas hepaticos
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6.2.3.1 Composicao celular dos granulomas hepaticos com relagdo ao tamanho e

frequéncia de granulomas intrassinusoidais:

A associacdo observada entre os diferentes tipos celulares e tamanho e

frequéncia de granulomas intrassinusoidais esta descrita na figura 11. Os granulomas

foram classificados com relacédo ao seu tamanho, sendo classificados como pequenos

e médios. Os granulomas variaram desde estruturas compostas por células de

Kupffer, por vezes parasitadas, além de linfécitos e por vezes plasmacitos, com baixo

grau de organizacgao, até estruturas compostas por células de Kupffer organizadas de

maneira concéntrica, rodeadas por linfocitos e raros plasmacitos (figura 10).
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Figura 10: Granulomas em figado de cdes com leishmaniose visceral naturalmente infectados. A:
granuloma organizado (40x, H&E); B: granuloma desorganizado (40x, H&E); C: presenga de parasitos em
granuloma organizado (40x, imunoistoquimica anti-Leishmania); D: presenga de parasitos em granuloma
desorganizado (40x, imunoistoquimica anti-Leishmania).

A quantificacdo das células foi feita de maneira relativa, levando em
consideragdo o tamanho dos granulomas. Os valores obtidos se referem a
porcentagem da area do granuloma ocupada pelas células marcadas pelo
procedimento de imunoistoquimica.

Foi observada uma maior proporcao de células CD3 positivas nos animais com
granulomas pequenos, em relagao aos animais com granulomas médios (p= 0.0037).
Com relagao as MAC387 positivas, estas foram observadas em maior propor¢cdo nos
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animas com granulomas médios, em relagdo aos animais com granulomas pequenos
(p= 0.0132, teste t ndo pareado, figura 9). Nao houve diferengas em relagéo ao grau
de organizacao dos granulomas, bem como com relagao a frequéncia de granulomas
intrassinusoidais. Também nao houve diferenca estatisticamente significante em

relacdo aos demais marcadores (CD4 e CD163).

CcD3 MAC 387
_ p=0.0132
0.25- — 0.0087 | 0.05+ | ]
§ § . °
S o020 . S o0 *0®
© ° ®
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% 0.10- % . g o e e
° [ ] Q
S 0.05 o o S 0.01- *
3 A e 8 .
° A0 o:.o
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Tamanho dos granulomas intrassinusoidais Tamanho dos granulomas intrassinusoidais
o2 AR AT SO
B A | { ;

Figura 11: Composi¢éo dos granulomas com relagao ao tamanho e frequéncia de granulomas intrassinusoidais.
A: associagao entre presenca de células CD3 positivas e tamanho de granulomas intrassinusoidais; B: associagéo
entre presenca de células MAC 387 positivas e tamanho de granulomas intrassinusoidais; C: células CD3 positivas
em granuloma (20x, imunoistoquimica anti-CD3); D: células MAC387 positivas em granuloma (20x,
imunoistoquimica anti-MAC 387).
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6.2.3.2 Composigdo celular dos granulomas hepéaticos com relagdo a

organizagéo da polpa branca esplénica:

A associacao observada entre os diferentes tipos celulares e a organizacéo da
polpa branca esplénica esta descrita na figura 12.

Foi observada maior frequéncia de células CD4 (p= 0.0109) e CD163 positivas
(p= 0.0127) nos animais com baco desorganizado em relagdo aos demais (teste
Mann-Whitney, figura 12). Nao houve diferenga estatisticamente significante em

relacdo aos demais marcadores (CD3 e MAC387).

CD4 CD 163

08 =0.0109 0.5- p=0.0127
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Organizacdo da polpa branca esplénica Organizagdo da polpa branca esplénica

Figura 12: Composigao dos granulomas com relagdo a organizagédo da polpa branca esplénica. A: associagao
entre presenga de células CD4 positivas e organizagdo da polpa branca esplénica; B: associagéo entre presenca
de células CD163 positivas e organizagao da polpa branca esplénica; C: células CD4 positivas em granuloma (20x,
imunoistoquimica anti-CD4); D: células CD163 positivas em granuloma (20x, imunoistoquimica anti-CD163).
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6.2.4.1 Associagéo entre tamanho de granulomas e expresséo de citocinas:

a expressao de citocinas esta mostrada na figura 13.

Granulomas

A associagao observada entre o tamanho dos granulomas intrassinusoidais e

intrassinusoidais de tamanho médio exibiram uma maior
expressao de TNF-a (p= 0.0392, teste Mann Whitney) e TGF-B (p=0.0220, teste t ndo

pareado), quando comparados com os granulomas de tamanho pequeno (figura 13).

Nao houve diferenca estatisticamente significante em relagéo a IFN-y, IL-10 e IL-12 e

o tamanho dos granulomas.
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Figura 13: Associagéo entre tamanho de granulomas e expressao de citocinas. A: associagao entre expressao de
TNF-a e tamanho dos granulomas; B: associagéo entre expressédo de TGF-f3 e tamanho dos granulomas.
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6.2.4.2 Correlagao entre presenga de Leishmania nos granulomas e expressao de

citocinas:

A correlacdo observada entre a presenga de Leishmania nos granulomas e

expressao de citocinas esta descrita na figura 14.

Foi observada uma correlacédo positiva entre a producdo de TNF-a e TGF-3

(teste Spearman) nos granulomas, e a quantidade de Leishmania dentro dos

granulomas, mostrando que granulomas mais parasitados tém uma maior produgao

de TNF-a e TGF-3, quando comparados com granulomas menos parasitados. N&o foi

observada correlagdo entre a producdo de IFN-y, IL-10 e IL-12 e a presenca de

Leishmania nos granulomas.

TNF-a

0.00154 r=0.4343
. p = 0.0340

0.00104

0.0005+

Object area fraction Leishmania

Object area fraction Leishmania

r=0.5709
p = 0.0036

Figura 14: Correlagéo entre presenga de Leishmania nos granulomas e expressao de citocinas. A: correlagdo entre
expressao de TNF-a e a quantidade de Leishmania dentro dos granulomas. B: correlagdo entre expressao de TGF-

B e a quantidade de Leishmania dentro dos granulomas
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6.2.5 Perfil de Imunoglobulinas

6.2.5.1 Perfil de imunoglobulinas com relagdo a frequéncia de granulomas

intrassinusoidais:

A associagdo observada entre o perfil de imunoglobulinas e frequéncia de
granulomas intrassinusoidais esta mostrada na figura 15.

Animais com maior frequéncia de granulomas intrassinusoidais apresentaram
maior producdo de IgA, IgE, IgG Total e IgG 2 em relagdo aos animais com
granulomas intrassinusoidais em menor frequéncia. Animais com frequéncia
moderada de granulomas intrassinusoidais apresentaram maior producao de IgG 1
em relagao aos animais com granulomas intrassinusoidais em menor frequéncia (teste
Mann-Whitney, figura 15). Ndo houve diferenga estatisticamente significante em

relacdo a IgM.
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Figura 15: Perfil de imunoglobulinas com relagdo a frequéncia de granulomas intrassinusoidais.
A: associagdo entre a produgdo de IgA e frequéncia de granulomas intrassinusoidais; B: associagdo entre a
producdo de IgE e frequéncia de granulomas intrassinusoidais; C associagdo entre a produgao de IgG Total e
frequéncia de granulomas intrassinusoidais; D: associag¢&o entre a produgdo de IgG 1 e frequéncia de granulomas
intrassinusoidais; E: associacéo entre a producéo de IgG 2 e frequéncia de granulomas intrassinusoidais.
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6.2.5.2 Correlagao entre produgédo de imunoglobulinas e frequéncia de granulomas

intrassinusoidais:

Foi observada uma correlagao positiva entre a producao de IgA, IgE, IgG total
e IgG 2, o numero médio de granulomas por secgao de cada animal (teste de Pearson,
figura 16), e o nimero de granulomas por mm? em cada animal (teste de Pearson,
figura 17). Nao foi observada correlagdo entre a producdo de IgG 1 e IgM e a

frequéncia de granulomas.
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Figura 16: Correlacéo entre produgédo de imunoglobulinas e a média de granulomas intrassinusoidais por amostra.
A: correlacado entre a producéo de IgA e média de granulomas intrassinusoidais por animal; B: correlagéo entre a
producéo de IgE e média de granulomas intrassinusoidais por animal; C correlagéo entre a produgéo de IgG Total
e média de granulomas intrassinusoidais por animal; D: correlagcdo entre a produgédo de IgG 2 e média de
granulomas intrassinusoidais por animal.
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Figura 17: Correlagdo entre produgdo de imunoglobulinas e o niumero de granulomas intrassinusoidais por mm?2.
A: correlagdo entre a produgdo de IgA e nimero de granulomas intrassinusoidais por mm?; B: correlagdo entre a
produgéo de IgE e niumero de granulomas intrassinusoidais por mm?; C correlagdo entre a produgao de IgG Total
e numero de granulomas intrassinusoidais por mm? D: correlagéo entre a produgdo de IgG 2 e nimero de

granulomas intrassinusoidais por mm?
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6.2.5.3 Perfil de imunoglobulinas com relagdo ao status clinico, organizagdo dos

granulomas e a organizagdo da polpa branca esplénica:.

A associagao observada entre os diferentes perfis de imunoglobulinas e a
organizagao da polpa branca esplénica esta descrita na figura 18.

Foi observada uma maior produgao de IgG total nos animais com doenga grave,
quando comparados com 0s animais com quadro subclinico. Foi observada uma maior
produgao de IgM nos animais com bago organizado, em relagdo aos animais com
baco desorganizado (teste Mann-Whitney, figura 18).

Nao houve diferenga estatisticamente significante na produgdo das demais
imunoglobulinas em relagao ao status clinico dos animais estudados. Além disso, n&o
foi observada diferenca na produgdo das demais imunoglobulinas em relagdo a
organizagdo da polpa branca esplénica. Nao houve diferenga estatisticamente

significante na produgdo de imunoglobulinas em relacdo a organizagdo dos

granulomas.
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Figura 18: Perfil de imunoglobulinas com relagdo a organizagdo da polpa branca esplénica e classificagao clinica.
A: associagdo entre a produgéo de IgG Total e status clinico; B: associagao entre a produgéo de IgM e organizagéo

da polpa branca esplénica.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo mostramos que animais com infec¢ao ativa por Leishmania sp.
apresentam maior frequéncia de alteragdes inflamatérias no figado. Essas alteragdes
tém correlagdo, também com a gravidade das manifesta¢des clinicas e com o grau de
desorganizag¢ao da polpa branca do bacgo, o que reforga seu significado. Além disso,
mostramos que existe uma associagdo entre as alteracdes inflamatdrias e as
alteragcdes hematolégicas e bioquimicas avaliadas. Observamos, ainda, uma
associagao entre a intensidade dessas alteragdes inflamatorias e a carga parasitaria
no bago dos animais. Vale ressaltar que, enquanto alteracdées como inflamacgao portal
e perivascular e presenga de granulomas em maior quantidade estdo relacionadas
com maior carga parasitaria, o inverso € verificado em relacdo a linfocitose
intrassinusoidal, formagédo de agregados intrassinusoidais de células inflamatérias
mononucleares e hipertrofia de células de Kupffer, sugerindo uma relagéo entre essas
alteracdes e uma resposta de controle do parasitismo por parte do hospedeiro.

Em relagdo ao estudo dos granulomas, nossos dados mostram que granulomas
pequenos possuem uma maior proporgao de células CD3+ (células T), enquanto que
granulomas meédios tém maior proporgcédo de células MAC387+ (macrofagos). Além
disso, animais com bago desorganizado tém granulomas com uma maior proporgéo
de células CD4+ (células T) e células CD163+ (macrofagos). Mostramos também que
granulomas médios expressam mais TNF-a e TGF- do que granulomas pequenos, e
que existe uma correlagdo positiva entre a quantidade de parasitas no granuloma e a
expressao de TNF-a e TGF-[3.

No que se refere a resposta humoral, mostramos que cades com mais
granulomas produzem mais IgA, IgE, IgG total, IgG 1 e IgG 2. Mostramos também que
caes com doenga grave produzem mais IgG total, e que cdes com bago desorganizado
produzem mais IgM. Em conjunto, nossos dados sugerem que a leishmaniose visceral
canina se associa a alteracdes histolégicas no figado que refletem o quadro clinico do
animal.

Na LVC a resposta imune pode variar de acordo com o 6rgao afetado. Em
camundongos, a multiplicagdo do parasita no figado ocorre nos primeiros 28 dias de
infeccdo, sendo eliminados durante o més seguinte. Ja no bago e medula éssea a

infecdo progride para a cronicidade. Estas diferencas podem estar relacionadas com
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a populagao celular e as vias regulatérias que participam deste processo em cada
orgao (ENGWERDA e KAYE, 2000).

Em caes com LV, as alteragcbes mais frequentemente descritas no figado
incluem presenca de células inflamatdrias (macréfagos, linfocitos) intrassinusoidais,
infiltrado inflamatério portal, predominantemente mononuclear, hipertrofia e
hiperplasia de células de Kupffer, congestdo sinusoidal, e granulomas (GONZALEZ,
1988; BINHAZIM, 1992; OLIVEIRA, 1993; VALLADARES, 1997; SANCHEZ, 2004;
RALLIS, 2005; GIUNCHETTI, 2008; MELO, 2008; MELO, 2009; PANGRAZIO, 2009;
MICHELIN, 2011; TOPLU, 2011; MAIA E CAMPINO, 2011). No presente estudo,
animais com infeccao ativa apresentam mais inflamacédo portal e formagcao de
agregados intrassinusoidais, além de um maior escore histologico, o que corrobora
achados descritos previamente na literatura. Alteracbes semelhantes sdo descritas
em humanos e modelos murinos (DUARTE e CORBETT, 1987; EL HAG, 1994;
GOMES-PEREIRA, 2004; GUTIERREZ, 1984, MURRAY 2001).

Quando associamos a classificagao clinica dos animais a presenca de infec¢ao
ativa, os animais com infecgdo ativa e sintomaticos apresentam mais inflamacéao
portal, hipertrofia de células de Kupffer, linfocitose intrassinusoidal e agregados
intrassinusoidais. Além disso, tém maior chance de apresentar inflamagao portal,
hipertrofia de células de Kupffer, linfocitose intrassinusoidal e agregados, além de
maior escore histoldgico global. Tais alteragcbes tém sido descritas na literatura
corroborando nossos achados, contudo, diferencas em relagao a classificagao clinica
e a presenca de infecgdo podem explicar pequenas diferengas observadas, como no
caso de Giunchetti e colaboradores (2008), que descrevem uma maior frequéncia de
hepatomegalia, inflamacao capsular, inflamagao portal, presenca de granulomas
intralobulares e hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer em animais
sintomaticos, quando comparados com um grupo controle n&o infectado
(GIUNCHETTI, 2008). Em nosso estudo, ndo houve comparagdo com animais
controle n&o infectados.

Sanchéz e colaboradores (2004) descrevem uma diferenca nas alteracdes
hepaticas entre cdes sintomaticos e assintomaticos. Foi mostrado que céaes
assintomaticos exibiam granulomas hepaticos maduros e bem organizados, com area
central de células de Kupffer cercadas por linfécitos. Em caes sintomaticos, muitas

células de Kupffer repletas com parasitas foram observadas espalhadas por todo o
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figado juntamente com um infiltrado de células mononucleares profuso e
desorganizado (SANCHEZ, 2004). Contudo, em nosso estudo, o quadro observado
difere do descrito por Sanchéz em relacdo aos granulomas, uma vez que nao
observamos relagcao entre a presenca e caracteristicas morfolégicas dos granulomas
e as manifestacdes clinicas dos animais. Nossos achados se assemelham aos
descritos por Tafuri e colaboradores, que observaram a presenga de granulomas no
figado de todos os cées naturalmente infectados estudados, independente das
manifestagdes clinicas (TAFURI, 1996).

Além dos sinais clinicos, as alteragdes hematoldgicas e bioquimicas também
foram avaliadas, revelando uma associagao entre altera¢des histologicas de carater
inflamatdrio e alteragbes laboratoriais. Estudo anterior relatou a correlagéo positiva
entre a progressao de hiperplasia e hipertrofia de células de Kupffer e 0 aumento nos
niveis de globulina sérica e proteinas totais, além de uma correlagado negativa com as
concentragdes de albumina sérica (GIUNCHETTI, 2008). Em relacdo as demais
alteracdes bioquimicas e hematoldgicas, tem sido descrita na literatura a relagao entre
tais alteracbes e um quadro clinico mais grave e caes com LV. Contudo, essas
alteracdes nao foram avaliadas em relagao as alteragdes histoldgicas no figado, mas
em relagdo a manifestacdo clinica, carga parasitaria e desorganizagédo da polpa
branca esplénica, o que difere dos critérios avaliados no presente estudo (REIS,
2006a, LIMA, 2014).

Ao associar a presenga de infeccao ativa a organizacdo da polpa branca
esplénica, os animais com infeccdo ativa e bago moderadamente desorganizado
apresentam mais inflamagao portal e granulomas intrassinusoidais, além de maior
escore histolégico global. Além disso, caes com infecgao ativa e bago desorganizado
apresentam maior chance de ter hipertrofia de células de Kupffer. Em trabalho
realizado anteriormente pelo nosso grupo, mostramos que animais com bago
desorganizado apresentavam maior numero de sinais clinicos associados a LVC,
mostrando uma associagao entre a desorganizagdo da polpa branca esplénica e
doencga mais grave (LIMA, 2014).

Em relagdo a carga parasitaria, o que se observa é que quanto maior a
intensidade de inflamacéo portal, inflamagéao perivascular central, granulomas portais
e intrassinusoidais, maior a carga parasitaria no bago. Embora a associagao entre as

alteracdes histolégicas no figado e a carga parasitaria sejam importantes para a
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compreensao da patologia da LVC, os estudos avaliando especificamente essa
associacdo ainda sao escassos. Nossos achados indicam uma relagdo entre a
intensidade de alteracdes histoldgicas inflamatdrias e a carga parasitaria no bago do
animal. Estudos anteriores relatam a relagdo entre a presenga de granulomas e
parasitismo no figado. Isso reforga a hipétese de que a presenca do parasita induz
resposta inflamatoéria no parénquima hepatico (GIUNCHETTI, 2008; BINHAZIM, 1993;
GUTIERREZ, 1984). Porém, em nosso estudo, observou-se que quanto menor a
intensidade de linfocitose intrassinusoidal, de agregados intrassinusoidais e hipertrofia
de células de Kupffer, maior a carga parasitaria no bago. Tais achados parecem
indicar uma relacao entre tais alteragdes e o controle da infeccéo.

Nesse sentido, nossos achados diferem do que é observado em modelos
experimentais, onde o granuloma é apontado como marcador de resisténcia. Nossos
dados sugerem que, em caes, € possivel que exista um perfil de resposta diferente do
descrito em modelos murinos. Nesse caso, a ativagao de células de Kupffer e o
aumento de linfécitos no figado, observados nos sinusdides e que podem se unir
formando pequenos agregados, seriam os responsaveis pela contencao da infecgao,
com eliminagao de parasitos. Assim, com a redugido da carga parasitaria e controle
da infecg¢do, ndo haveria a formagéo de granulomas e contengéo da infecgao.

Uma alteracado de destaque nos nossos achados é a hipertrofia de células de
Kupffer. A ocorréncia desta alteracao tem sido muito descrita na literatura, e a sua
intensidade parece ser influenciada pela intensidade de parasitismo, como uma
possivel forma de controlar a infeccdo (GIUNCHETTI, 2008; SANCHEZ, 2004;
TAFURI, 1996; TAFURI, 2001, EL HAG, 1994). Em nosso estudo, observamos uma
associagao entre a hipertrofia de células de Kupffer e menor carga parasitaria no baco.
Segundo McGavin (2012), o fluxo de sangue nos sinusoides € lento e favorece contato
do sangue com os hepatécitos, e também favorece o contato de patdogenos com as
células de Kupffer, facilitando sua remogao por fagocitose. Estudos em cdes com LV
também descrevem a reatividade destes macréfagos hepaticos (LIMA, 2007;
GIUNCHETTI, 2008; REIS, 2009). Possivelmente, as células de Kupffer participam da
modulagao da resposta hepatica ao parasito, na secrecao de citocinas e 6xido nitrico,
que induziriam a resposta imune e controle da infeccdo. As mesmas células
possivelmente iniciam a formagao dos granulomas na LVC. Em nosso estudo, além

da hipertrofia de células de Kupffer, a linfocitose intrassinusoidal e a formacao de
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agregados também est&o relacionadas com menor carga parasitaria. Isso pode indicar
uma cooperagao entre os linfocitos e as células de Kupffer, com a ativagédo das células
de Kupffer para a destruigdo do parasito.

No presente estudo, os granulomas observados nos sinusoides eram
compostos por macrofagos, por vezes parasitados, linfocitos e, em alguns casos,
plasmdcitos, com variagdo no tamanho e no grau de organizagédo, havendo desde
agrupamentos pouco organizados de células até granulomas maduros, circunscritos
e bem organizados. Mariano (1995) afirma que os macréfagos sao os principais
componentes da inflamagdo granulomatosa, pois se diferenciam em células
epitelidides e em células gigantes, mas a presenca de linfocitos neste tipo de
inflamacao pode contribuir para a expansao ou para a resolugao da lesédo. Ainda,
Murphy e colaboradores (2008) destacam que nos granulomas do tipo lepromatoso, a
presenca de linfocitos T esta reduzida ou ausente. As observacdes destes autores
podem ser aplicadas para o nosso estudo e, as diferencas no perfil celular dos
granulomas poderiam ser associadas a um possivel perfil alterado de citocinas no
microambiente hepatico.

Sanchez e colaboradores (2004) observaram uma resposta inflamatdria distinta
entre caes assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados com L. chagasi. Em
seu estudo, € descrito que o figado de animais assintomaticos apresentou uma
resposta imune inflamatéria efetiva, com formagao de granulomas bem organizados.
Nos caes sintomaticos ocorreu a formagao de granulomas desorganizados compostos
preferencialmente por células de Kupffer altamente parasitadas (SANCHEZ, 2004).
Em nosso estudo, ndo foi observada tal associagdo entre a presenca e as
caracteristicas dos granulomas e a apresentacao clinica dos animais. Observamos a
ocorréncia de granulomas bem organizados contendo parasitas em seu interior, o que
difere da resposta efetiva descrita por Sanchéz. E possivel que estes granulomas
representem uma etapa na resposta, na qual ainda nido houve a completa eliminacao
do parasita. Para responder a tal questao, seria necessaria a realizagao de um estudo
de cinética, no qual fosse avaliada a resposta do figado dos caes ao longo do tempo.
Outro aspecto a ser lembrado é que diferengcas no desenho experimental podem
explicar algumas diferengas observadas entre o descrito por Sanchéz e os dados aqui
mostrados. No trabalho de Sanchéz nao é detalhada a origem dos animais, se estes

eram animais domiciliados ou em situagao de rua. Parece se tratar de uma amostra
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de conveniéncia, o que poderia explicar o grande numero de animais assintomaticos.
Nossa amostra, obtida em inquérito do controle de controle de zoonoses, € composta
por animais abandonados e semi domiciliados, com acesso livre as ruas. As condi¢des
de vida dos animais podem interferir na evolugao da doenga, como a qualidade da
alimentacgao, a utilizacido de terapias prévias e de controle de sinais, maior exposi¢ao
a patégenos.

Em relacdo as caracteristicas observadas nos granulomas, nossos dados
apontam que animais com granulomas médios apresentam maior propor¢ao de
células MAC387 e menor proporgdao de células CD3. Isso indica que granulomas
maiores sao compostos, em sua maioria, por macrofagos, com uma menor proporgao
de células T.

Na infecgdo experimental com L. donovani em camundongos, foi observado
que a capacidade do figado em resolver a infecgdo € dependente da formacao de
focos inflamatérios em torno das células de Kupffer infectadas, constituidos por
linfocitos e mondcitos, os quais permitem a fusdo de células infectadas e a destruicédo
de amastigotas por macréfagos ativados no infiltrado (ENGWERDA e KAYE, 2000).
Alguns autores afirmam que, no figado, a presenca de granulomas associados a baixa
carga parasitaria seria um marcador de resisténcia deste o6rgdo a infecgéo
(GIUNCHETTI, 2008). Embora a principal célula na formagédo do granuloma seja o
macrofago (célula de Kupffer), os linfécitos sdo fundamentais para a formagao e
manutencao da estrutura do granuloma. Em modelos experimentais, observou-se que
células T sao necessarias para a resolugao da infecgao por L. donovani no figado, e
sdo recrutadas durante o desenvolvimento de granuloma em resposta a varios
estimulos, como a produgdao de quimiocinas e citocinas apos o recrutamento de
monacitos e neutrdéfilos. O numero de células T no figado aumenta durante 7 dias apés
a infec¢do, provavelmente refletindo a expansao local e o recrutamento a partir do
baco. As células T atuam na manutengdo do granuloma através da produgédo de
citocinas como IL-2, IL-12 e IFN-y (perfil Th1) (STANLEY & ENGWERDA, 2007). Nao
foi possivel, com os dados obtidos no presente trabalho, diferenciar os granulomas de
acordo com a permissividade dos mesmos ao parasita, uma vez que todos continham
parasitas, mesmo que em quantidades variaveis. Contudo, na etapa anterior do nosso
trabalho, foi observada a formacgao de granulomas em caes sem infeccao ativa e sem

manifestacao clinica de doenga. Seria interessante realizar o estudo dos granulomas
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desses animais, a fim de identificar possiveis caracteristicas relacionadas a
permissividade de granulomas ao parasito.

Em relacédo a producéo de citocinas nos granulomas, nossos dados mostram
gue animais com granulomas médios apresentam maior producédo de TNF-a e TGF-
B, e que a producao de tais citocinas apresenta também uma correlagao positiva com
a quantidade de parasitas nos granulomas. A coexpressao de tais citocinas poderia
indicar uma fase transitoria no processo de formagao desses granulomas, na qual
ocorre a producao de citocinas de ambos os perfis (Th1 e Th2), até que haja a
estabilizagdo do granuloma, com predominio de uma das respostas. Para a melhor
compreensao desse quadro, seriam necessarios estudos avaliando a cinética da
formacao do granuloma no figado de caes com leishmaniose visceral, mostrando
quando se inicia o processo de formacado desses granulomas, e qual o perfil de
citocinas expressas nesses granulomas ao longo do seu processo de maturagao.

Em nosso estudo, mostramos que animais com mais granulomas apresentam
maior produgéo de IgA, IgE, IgG total, IgG 1 e IgG 2. Embora existam na literatura
estudos sobre a resposta humoral na LVC, ndo foi descrita até o momento a
associagao entre o perfil de granulomas hepaticos e a produgao de imunoglobulinas.
Reis e colaboradores (2006b) observaram uma forte correlagédo entre IgG1 e doenga
assintomatica, mas com IgA, IgE e IgG2 apresentando maior associagdo com doenga
sintomatica (REIS, 2006b).

A ativagao policlonal de células B na leishmaniose experimental e humana tem
sido descrita na literatura, além da associacdo entre essa ativagdo, a
hiperglobulinemia e ocorréncia de imunocomplexos circulantes, autoimunidade e
progressao da doenca (BUNN-MORENO, 1985; GALVAO-CASTRO, 1984; SMELT,
2000). No presente estudo, caes com mais granulomas apresentavam maior produgao
de anticorpos. A relacao entre ativagao policlonal de células B, com producéao elevada
de anticorpos e gravidade da doenga pode sugerir uma ligagdo entre a quantidade de
granulomas no figado de caes com leishmaniose visceral e a gravidade de doenca. A
isso soma-se o fato de que na etapa inicial do nosso trabalho, foi observada uma
associagao entre a maior frequéncia de granulomas e maior carga parasitaria no bago
dos cées estudados.

A compreensao da resposta imune em caes com LV € complexa, pois além dos

fatores genéticos e da variabilidade individual de cada animal, existe um total
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desequilibrio entre fatores promotores e reguladores do processo inflamatério. Outro
aspecto que deve ser ressaltado é a influéncia do tempo de infeccdo na resposta
imune dos caes, pois neste estudo utilizaram-se animais com infecgao natural e nao
foi possivel determinar o tempo exato de evolugao da doencga. Além disso, a maioria
dos caes incluidos nesse estudo eram abandonados ou considerados semi
domiciliados, sendo animais com alimentag&o irregular, controle de coinfec¢des
ineficaz ou inexistente, exposicao a intempéries, entre outros fatores que podem
influenciar na apresentacéo clinica da doenga, bem como no estado do sistema
imunoldgico do animal.

Os dados aqui apresentados sugerem que a resposta no figado de cédes com
leishmaniose visceral pode seguir em trés diregdes diferentes (figura 19): 1) ocorre a
cooperagao entre linfécitos T e células de Kupffer, com a ativagdo das células de
Kupffer e consequente destruicio do parasito e controle da infecgao. Essa cooperacao
é refletida histologicamente na presenga de hipertrofia de células de Kupffer,
linfocitose intrassinusoidal e formagao de agregados intrassinusoidais, e tem como
repercussao a reducdo na carga parasitaria; 2) ocorre a ativacdo das células de
Kupffer e atividade de linfécitos T, contudo essa resposta nao € eficaz ao ponto de
controlar completamente a infecgéo, o que acaba por levar a formagao de granulomas
nao permissivos, no interior dos quais o parasito € aprisionado e destruido; 3) ocorre
ainfeccao, porém nao ha ativacdo adequada das células de Kupffer, que permanecem
parasitadas e podem se unir formando granulomas desorganizados e permissivos ao
parasito. Para esclarecer quais os mecanismos exatos nos diferentes padrbes de
resposta, seria necessario um estudo que aborde a evolugéo da infecgédo no figado,

detalhando a cinética da formacgao de granulomas.
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Figura 19: Perfis de resposta no figado de cdes com leishmaniose visceral naturalmente infectados.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

1-

Caes com infecgao ativa apresentam mais alteragdes histoldgicas inflamatorias
no figado, quando comparados com caes sem infecgao ativa. A presenca de
sinais clinicos e a desorganizagao da polpa branca esplénica estdo associadas
a um agravamento de tais alteragdes histoldgicas. Estas alterag¢des histologicas
observadas no figado estdo associadas com altera¢gdes no hemograma e em

parametros bioquimicos, indicando uma relagdo com a gravidade da doenca.

A carga parasitaria no baco estd associada com maior intensidade de
inflamacédo no figado, com formagédo de granulomas. Contudo, o inverso é
observado com relagdo a linfocitose intrassinusoidal, com formacao de
agregados, e hipertrofia de células de Kupffer, o que pode indicar uma relagao

entre tais alteracdes e uma resposta de controle do parasito.

O tamanho dos granulomas no figado estd associado com o fendtipo das
células que o compdem, bem como com a expressdo de TNF-a e TGF-. A
quantidade de parasitos dentro dos granulomas também esta relacionada com
a expressao de TNF-a e TGF-f: quanto maior o granuloma e mais parasitado,

maior a expressao de TNF-a e TGF-B.

A frequéncia de granulomas no figado esta associada com uma maior produgao
de imunoglobulinas. Tais dados indicam que a falha no controle da carga
parasitaria esta associada a um padrdo de resposta humoral, refletindo uma

dificuldade no controle da doenca.
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