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No ambiente urbano, o cdo € considerado o principal reservatorio do parasito
Leishmania infantum e desempenha um papel de dispersor da infeccdo em areas
endémicas. Devido a presenga de parasitos em sua pele, o cao € fonte de infecgao
de flebotomineos. Esse fato € um consenso entre a comunidade cientifica e as
autoridades de saude publica responsaveis pela vigilancia epidemiolégica deste
agravo, o que torna o cao um dos alvos nas politicas de estratégias de controle da
leishmaniose visceral. Desta forma, o presente trabalho propés estudar a pele de caes
com diagnédstico sorolégico comprovado pelo Teste Rapido (TR-DPP®-Bio-
Manguinhos) e ensaio imunoenzimatico (EIE- BioManguinhos) para LV, recolhidos,
eutanasiados e necropsiados pela Vigilancia Epidemiolégica do municipio de Nossa
Senhora do Socorro, Sergipe, associando as alteragdes histologicas observadas e a
carga parasitaria detectada em pele, com o estato clinico dos animais. Os animais
foram avaliados para observagdo de sinais clinicos compativeis com leishmaniose
visceral canina (LVC). Apés eutanasia, fragmentos de pele proveniente de ponta de
orelha, focinho e parte interna da coxa foram coletados e processados para avaliagao
histolégica e para determinagado da carga parasitaria por gPCR. Além disso, foram
obtidas amostras de medula 6ssea para isolamento parasitario. O exame clinico
mostrou que 95,5% (21) dos caes eram sintomaticos e a técnica de qPCR detectou
DNA de Leishmania em 100% dos animais, em pelo menos um segmento de pele
analisado. As alteragdes clinicas mais frequentes encontradas foram hepatomegalia,
esplenomegalia e caquexia. Nao foi observada correlagédo entre a quantidade de
sinais clinicos observados e a carga parasitaria quantificada. Independente do
segmento de pele avaliado, a carga parasitaria foi homogénea quando avaliamos os
animais individualmente, entretanto o tecido cutdéneo de orelha foi o mais
frequentemente parasitado. Sendo assim, tecido cutaneo de ponta de orelha deve ser
eleito como melhor sitio para deteccao parasitaria. Foi observado correlagao positiva
entre a intensidade parasitaria avaliada pela histologia e a carga parasitaria por gPCR,
assim como uma correlacdo positiva entre a intensidade parasitaria e o infiltrado
inflamatdrio. A histopatologia mostrou infiltrado inflamatério misto com distribuigao
difusa, predominando o tipo linfoplasmocitario e linfohistioplasmocitario, em
associagao com formas amastigotas. Parasitos isolados de duas amostras de medula
Ossea foram caracterizados como Leishmania infantum, pela técnica de PCR-RFLP,
comprovando a circulacdo do parasito no municipio de Nossa Senhora do Socorro,
SE.

Palavra-chave: Leishmaniose visceral canina, pele, histopatologia, qPCR.
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In urban environments, the dog is considered the main reservoir of Leishmania
infantum and plays a role in the spreading of the infection in endemic areas. Due to
the presence of parasites in their skin, the dog is source of infection to phlebotominae
(sandflies). This fact is a consensus between the scientific community and the public
health authorities responsible for the epidemiological surveillance of this disease,
which makes the dog one of the targets in the visceral leishmaniasis (VL) control
strategy policies. Thus, the aim of this study was evaluate at the skin of dogs which
had a serological diagnosis confirmed by the Dual Path Platform (TR-DPP®-Bio-
Manguinhos) and immune-enzymatic assay (EIE-BioManguinhos) for VL, and were
collected, euthanized and necropsied by the Municipal Epidemiological Surveillance of
Nossa Senhora do Socorro, Sergipe, thereby associating the histological changes
observed and the detected parasite load in skin, with the clinical status of the animals.
The animals were clinically evaluated to observe clinical signs compatible with canine
visceral leishmaniasis (CVL). After euthanasia, fragments of skin from the ear tip,
nostril and inner thigh were collected and processed for histological evaluation and
parasitic load determination by gPCR. In addition, bone marrow samples were
obtained for parasitic isolation. Clinical examination showed that 95.5% (21) were
symptomatic and the gPCR technique detected Leishmania DNA in 100% of the
animals in at least one skin segment analyzed. The most frequent clinical alterations
were hepatomegaly, splenomegaly, and cachexia. It was not found correlation
between the number of clinical signs observed in dogs with VL and parasite load.
Regardless of the evaluated skin segment, the parasite load was homogeneous in the
same animal. There was positive correlation between the parasite intensity assessed
by histology and the parasitic load by qPCR, as well as a positive correlation between
parasite intensity and inflammatory infiltrate. Histopathology showed mixed
inflammatory infiltrate with diffuse distribution, predominating in the lymphoplasmocytic
and lymphohystoplasmocytic types associated with amastigote forms. Parasites
isolated from two bone marrow samples were characterized as Leishmania infantum
by PCR-RFLP, confirming the circulation of the parasite in the municipality of Nossa
Senhora do Socorro, SE. Our results showed that the ear was the most often
parasitized, and may serve as a source of phlebotomus infection, corroborating with
data from the literature and can be the tissue choice for diagnosis.

Keywords: Canine Visceral leishmaniosis, skin, histological change, qPCR.
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1 Introducao

1.1 Aspectos epidemiolégicos

As leishmanioses abrangem um grupo de doengas negligenciadas,
consideradas um problema de saude publica que atinge areas rurais e urbanas no
mundo (CDC, 2018). O aumento do numero de casos em areas urbanizadas se deve
a mudanga no ciclo epidemiolégico, que antes era restrito as areas rurais. Essa
alteracao no ciclo pode estar atrelada, dentre outros fatores, a atividades antropicas
como desmatamentos, migragdes humana e canina e constru¢des inadequadas de
residéncias em areas periurbanas (Belo et al., 2013; Ribeiro et al., 2013; Werneck,
2014; Lima et al., 2017).

As leishmanioses sao definidas por serem um complexo de doencas que
ocasionam um amplo espectro de manifestacdes clinicas, podendo variar desde
infecgdes assintomaticas ou subclinicas a lesdes tardias de mucosas e ainda
envolvimento sistémico do sistema fagocitico mononuclear (Pearson & Souza 1996;
Sacks e Sher, 2002). O desenvolvimento da doenca no hospedeiro vertebrado
depende, dentre outros fatores, de interagdes complexas entre a espécie do parasito
envolvido na infecgdo, a resposta imunoldgica e a genética do hospedeiro (Handman
e Bullen 2002; Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006).

As principais formas clinicas incluidas nas leishmanioses sao: as
tegumentares, caracterizadas pela presengca de lesdes cutaneas, a leishmaniose
mucosa responsaveis pelas lesbes nas mucosas oronasofaringeas; e a leishmaniose

visceral que ocorre de forma sistémica (CDC, 2018).

Anualmente s&o descritos entre 700 mil e 1 milhdo de novos casos de
leishmanioses no mundo. Destes, 90% s&o registrados em paises em
desenvolvimento como o Brasil, india, Etiépia, Bangladesh e Sudéo e entre 20 e 30
mil levam o paciente a 6bito (CDC, 2016; WHO, 2018).

No mundo sdo notificados anualmente de 200.000 a 400.000 novos casos de
leishmaniose visceral. S6 no Brasil, entre os anos de 2001 a 2014, foram notificados
mais de 47.000 novos casos de LV, com maior incidéncia na Regido Nordeste (Reis

et al., 2017). Segundo dados do Sistema de informagao dos agravos de notificagéo
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(SINAN), dos 4.504 casos notificados no pais entre os anos de 2015 a 2017, 2.249

(49,9%) encontravam-se na Regiao Nordeste.

No estado de Sergipe, casos de LV sao notificados desde 1934 e, mesmo nao
sendo considerada uma area endémica, é uma area de transmisséo ativa. No estado
de Sergipe mudancgas no cenario epidemioldgico deste agravo vém sendo relatadas
(Araujo, 2017). Apesar do maior numero de casos confirmados estarem do municipio
de Aracaju, a expansao doenga no estado ja € evidenciada. Segundo o SINAN, entre
os anos de 2010 a 2015, 382 casos dispersos por todo o estado, foram notificados.
Casos nos municipios vizinhos, Nossa Senhora do Socorro e Areia Branca vem sendo
registrados desde 2012 (Goes et al., 2012; Araujo, 2017). Segundo a Secretaria de
Vigilancia Epidemioldgica do municipio de Nossa Senhora do Socorro (SVENS) foram
confirmados 303 casos caninos e 17 casos humanos de leishmaniose visceral entre
2015 e 2017; com um crescimento gradativo no numero de casos da doenga a cada
ano. Este aumento pode estar relacionado com a migragéo da populagdo humana e
canina infectada, proveniente do préprio estado e também de outros estados, além da

presenca de vetores no municipio (Brasil, 2014).
1.2 Interagoes parasito - hospedeiro

Existem aproximadamente 53 espécies de Leishmania descritas. Dessas, 30
sdo conhecidas por parasitarem mamiferos e 20 sdo consideradas prejudiciais a
saude humana (Nunes et al., 2016). Com relacéo aos flebotomineos, ha mais de 800
espécies descritas, entretanto, apenas 70 espécies sdo ou estdo em via de serem
comprovadamente capazes de transmitir Leishmania (Alexander e Maroli, 2003;
Pimenta et al., 2012). No Brasil, Leishmania infantum é o agente etioldégico da LV
(Nunes et al.,, 2016). A elevada taxa de infecgdo atrelada a uma alta densidade
populacional do seu principal vetor, Lutzomya longipalpis, contribui para que haja uma
condigao vetorial favoravel e com isso uma eficiente disseminag¢ao do parasito (Lara-
Silva et al.,2015).

Leishmania infantum & um parasito heteroxénico com duas formas evolutivas
principais: amastigota, células ovoéides de 3-5um, iméveis com pequeno flagelo restrito
a bolsa flagelar, encontrada em células mononucleares do hospedeiro vertebrado; e
promastigotas, células de 5-15um, alongadas e com flagelo livre, encontradas no tubo

digestoério do hospedeiro flebotomineo (Kamhawi, 2006; Pimenta et al.,2012).



A infecgao do inseto se da quando fémeas, ao realizarem o repasto sanguineo,
ingerem macrofagos contendo as formas amastigotas ou mesmo formas amastigotas
livres (Kamhawi, 2006; Bates, 2007; Pimenta et al., 2012). No intestino do inseto, o
sangue ingerido é envolvido por uma matriz peritréfica constituida por proteinas,
quitina e glicoproteinas, e ocorre a diferenciacdo das formas amastigotas em
promastigotas prociclicas, seguida de uma elevada multiplicagdo e fixagdo em
porcdes especificas do tubo digestério médio do inseto (Secundino et al., 2005). Em
uma etapa seguinte, ocorre a degradagcao da matriz peritréfica e, em um processo
conhecido como metaciclogénese, alguns parasitos diferenciam-se em promastigotas
metaciclicas, formas infectantes para mamiferos que migram para o intestino anterior
do inseto. La secretam quitinases, que destroem a valvula estomodeal do inseto, e
PSG (promastigote secreted gel) dificultando o processo de repasto sanguineo. Em
um préximo repasto, o flebotomineo acaba por regurgitar o sangue recém-ingerido,
acrescido das formas promastigotas metaciclicas, na pele de um novo hospedeiro
vertebrado, levando a transmissao dos parasitos (Pimenta et al., 1992; Saraiva et al.,
1995; Rogers et al., 2002; Bates, 2007; Bates, 2008).

Nos hospedeiros vertebrados é possivel encontrar as duas formas evolutivas
da Leishmania. As promastigotas sao liberadas durante o repasto sanguineo do
flebotomineo infectado e fagocitados por macréfagos. As amastigotas séo liberadas
por macréfagos no organismo do hospedeiro e novamente fagocitadas por outras
células de defesa (Vannier-Santos, 2002). Essas infecgbes sao persistentes devido a
resisténcia apresentada pelo parasito diante do mecanismo de eliminacdo do
macrofago (Tauber, 2003). Para que a Leishmania sp possa infectar e se desenvolver
no hospedeiro a atuagao de moléculas e vias metabdlicas sdo importantes para esse
processo, pois as vias metabdlicas irdo obter nutrientes e metabolismo de
carboidratos esséncias para a manutencéo desses parasitos dentro da célula (Barros
et al.,2012).

1.3 Leishmaniose visceral canina (LVC)
1.3.1 O cao como fonte de infecgao

No Brasil, o cdo é considerado o principal reservatério da L. infantum, tanto em
areas urbanas quanto em areas rurais, devido a sua proximidade com o homem, alta

carga parasitaria na pele e grande suscetibilidade a infeccado (Ashford, 1996). Desse
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modo, o fato do cao residir na mesma propriedade que o homem é tido como um fator
de risco para a infecgado por L. infantum (Cunha et al., 1995). Na realidade, ja foi
descrito que a infecgao canina, geralmente, precede a infec¢do humana (Barao et al.,
2007). O fato do cao ganhar destaque na epidemiologia da LV nao é devido apenas a
maior taxa de prevaléncia quando comparada a infeccdo humana, mas também pela
existéncia de grande quantidade de animais assintomaticos e maior carga parasitaria
na pele (Paltrinieri et al., 2010). Nesse caso, os caes atuam como fonte de infec¢ao
para os vetores e, por nao apresentarem sintomas, passam, muitas vezes,

despercebidos pela populagao (Baneth et al., 2008).

A leishmaniose visceral canina (LVC), assim como a doenga humana, é uma
zoonose com grande impacto na saude, considerando que, no ambiente doméstico, o
cao é apontado como o principal reservatorio do parasito responsavel pela infecgao.
O papel do cdo como potencial fonte de infec¢ao para os vetores de Leishmania sp. €
bem definido (Gontijo e Melo 2004), podendo-se concluir que a presenca de caes
infectados em areas endémicas permite a manuteng¢ao da transmisséo do parasito,
aumentando a incidéncia de casos humanos e caninos (Rosales e Yang, 2014; Costa
et al., 2018).

O panorama epidemioldgico sobre a expanséo geografica da LV, deixa clara a
gravidade da situagao (Werneck, 2010). Essa expansao € o resultado, dentre outros
fatores, de ag¢des antrdpicas, principalmente atividades industriais e agropecuarias,
que impactam o ambiente natural, modificando-o. Somado a isso, a ocupacao
exponencial e desordenada do territorio por movimentos migratorios humano e
presencga de caes infectados contribui para essa alteragao do perfil epidemiologico da
doencga (Maia et al.,, 2014). Vinte por cento dos caes apresentam LVC em areas
altamente endémicas (WHO, 2019).

1.3.2 Sintomatologia

Assim como em humanos, a infecgdo canina pode oscilar dentro de um
espectro de manifestagdes clinicas inespecificas que podem resultar em animais
assintomaticos e sintomaticos (Marzochi et al., 1985; Cortada et al., 2004; Feitosa,
2006). Sao considerados como assintomaticos animais que ndo apresentam qualquer
sinal clinicos de infecgdo e sintomaticos os que manifestam sinais clinicos, que

somado a outros fatores, sao considerados compativeis com a doencga. Dentre esses
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temos: perda de peso, linfoadenopatia local ou generalizada; lesbes de pele,
principalmente em ponta de orelha; alopecia local ou generalizada; epistaxe; anemia,
insuficiéncia renal; edema de patas e em casos mais graves alteragdes locomotoras,
neuroldgicas, hepaticas, cardiacas e respiratérias (Vifiuelas et al., 2001; Chamizo et
al., 2005; Solano-Gallego et al., 2009).

Os animais assintomaticos representam o maior problema no controle do
agravo devido a dificuldade de detecgao da infecgdo, impossibilitando medidas de
controle adequadas e imediatas. A intensidade de parasitismo apresentada pelo
animal ndo parece estar diretamente relacionada a gravidade do quadro clinico
apresentado, podendo ser encontrados animais com sintomatologia leve e parasitismo

intenso (Feitosa et al., 2000; Camargo-Neves et al., 2006).

Sinais clinicos envolvendo a pele dos animais com LVC sdo comuns de serem
observados. Os mais frequentes sdo alopecia, dermatite esfoliativa, onicogrifose,
dermatite ulcerativa e, mais raramente, dermatite pustular, dermatite nodular muco-

cutanea e dermatite papular (Saridomichelakis e Koutinas, 2014).
1.3.3 Diagnéstico

O diagndstico clinico da LVC é um desafio devido a variedade de
manifestacdes clinicas inespecificas, comuns a outras enfermidades dos caes, por
exemplo babesiose e erliquiose (Gomes et al., 2008) além, de muitas vezes, a
auséncia de sinais clinicos, no caso dos animais assintomaticos. Esses animais
assintomaticos podem permanecer neste estado por toda a vida ou desenvolver os
sintomas apos periodos que variam de trés meses a anos apos a infecgao primaria
(Gontijo & Melo, 2004; lkeda-Garcia e Marcondes, 2007). Além disso, a
imunossupressido provocada pela infeccao pode ocasionar infeccbes oportunistas,
impedindo o diagnédstico clinico correto (Silva, 2007), tornando o diagnéstico

laboratorial indispensavel para confirmac¢ao deste agravo.

Basicamente existem duas categorias de métodos laboratoriais utilizados para
o diagnéstico de LVC, o parasitolégico, incluindo os moleculares, e o sorolédgico
(Nogueira et al., 2009). Os métodos parasitolégicos sao considerados o padrao ouro
para o diagnostico das leishmanioses (lkeda-Garcia e Marcondes, 2007). As técnicas

mais utilizadas sdo as citoldgicas, por imprint ou esfregagos, que permitem a
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identificacado direta, em Iaminas, de formas amastigotas provenientes de tecidos ou
exsudato obtidos do animal (Brasil, 2006). Entretanto, em casos de animais com baixa
carga parasitaria, podem ocorrer resultados falsos negativos (Schimming, 2012). Os
meétodos diretos, apesar da alta especificidade, apresentam sensibilidade em torno de
80% para caes sintomaticos e menor sensibilidade ainda para caes assintomaticos
(Brasil, 2014). O sucesso desses métodos depende da carga parasitaria apresentada
pelo animal e da escolha do material biolégico coletado (Brasil, 2006).

As técnicas moleculares, como a reagdao em cadeia da polimerase (PCR),
permitem identificar e ampliar seletivamente sequéncias de DNA do parasito (lkeda-
Garcia e Marcondes, 2007), aumentando a sensibilidade, entretanto, dependendo do
material bioldgico de escolha e do tempo de infecgao esta sensibilidade pode diminuir
significativamente. Em infecgbes recentes a sensibilidade pode chegar a 88% e
diminuir para 50% em infecgbes tardias (lkeda-Garcia & Feitosa, 2006). A utilizacao
de amostras de sangue para a realizagao desta técnica € um processo menos invasivo
para o animal, contudo, a sensibilidade do teste € maior quando se utilizam outros
tecidos, como a pele, bago e medula 6ssea, devido a distribuicdo mais homogénea
dos parasitos nesses tecidos (Fisa et al., 2001; Manna et al., 2004). Além de outros
fatores como condigdes fisico-quimico da reagao, iniciadores e sondas escolhidos
para o PCR e a natureza e concentragdo do DNA da amostra (Bastien et al., 2008).

As técnicas soroldgicas sao ferramentas importantes no diagnéstico da LVC,
entretanto, devem ser interpretadas com cuidado e ndo serem o unico método de
escolha. Os testes soroldgicos baseiam-se na detecg¢ao de anticorpos anti-Leishmania
circulantes e as principais técnicas utilizadas imunoenzimaticas como o “Enzyme
Linked Immunosorbent Assay” (ELISA), com suas diferentes modificacbes e os
imunocromatograficos, incluindo o teste rapido DPP® Leishmaniose Visceral Canina
(Teste imunocromatrografico Rapido Dual Path Platform), produzido por Bio-
Manguinhos, Fiocruz, RJ. Os testes sorolégicos disponibilizados, em geral,
apresentam sensibilidade e especificidade satisfatorias, entretanto, €& preciso
considerar que um animal sororeagente nao pode ser conclusivo de doenga ativa,
assim como um soronegativo pode estar infectado (Barros, 2011). Além disso, varias
infecgbes, como leishmaniose tegumentar, tripanossomiases, erlichiose, borreliose,
dirofilariose, babesiose, presentes em caes podem ter reagéo cruzada com LV e gerar
resultados falsos positivos. Outra dificuldade € que em infeccdes recentes, até 3
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meses de infeccdo, ou no periodo pré-patente o resultado do exame podera ser

negativo (Ikeda- Garcia e Marcondes, 2007).

A Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) apesar de ser uma técnica com
baixa especificidade e poder apresentar reagdo cruzada com varios outros agravos,
até 2011 no Brasil, foi a mais frequentemente utilizada em estudos epidemioldgicos ja
que era indicado pelo Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) do
Ministério da Saude (MS), como teste confirmatorio depois da triagem pelo ELISA
(Almeida et al., 2005; Silva et al, 2013; Laurenti et al., 2014). A partir de 2011, com o
objetivo de aperfeigoar, simplificar e agilizar o diagnéstico da LVC o MS substitui o
protocolo, e hoje utiliza-se como teste de triagem o Teste Rapido DPP e o ELISA (Kit
EIE Leishmaniose Visceral Canina - Biomanguinhos) como teste confirmatorio (Brasil,
2014). O DPP é um teste imunocromatografico que utiliza como antigenos proteinas
recombinantes desenvolvidas a partir de genes de amostras viscerotropicas de
Leishmania, o que aumenta sua especificidade. Ele é capaz de detectar anticorpos
anti antigenos de L. infantum em pequenas amostras de sangue total, soro ou plasma.
Além disso, pode ser utilizado em campo fornecendo o resultado em apenas 15

minutos.
1.3.4 Controle e Prevencao

O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral existe ha mais de 50 anos
e tem como objetivo a interrupgao da transmissao da LV do animal ao homem e de
homem a homem; a execugcdo das medidas profilaticas necessarias a obtencao da
interrupgéo da transmiss&o do parasito; a unificacdo do tratamento e controle do vetor
e do reservatério domeéstico (Costa, 2001). O controle vetorial com o uso de inseticidas
de acao residual e inquéritos soroepidemiolégicos caninos com posterior eutanasia
dos caes soropositivos sdo as principais recomendacdes do PCLV. Além disso, para
reduzir a letalidade, preconiza o diagnostico e tratamento precoce. Apesar dos
esforcos e recursos disponibilizados para o sucesso do PCLV existe a percepg¢ao de
gue mudangas sao necessarias ja que as agdes direcionadas para a reducgao da
transmissao nao vém surtindo o efeito desejado. Segundo Werneck (2016), séo
necessarias melhorias no acesso e cuidado ao paciente com LV; fomento em

pesquisas que gerem novas ferramentas de controle; implementagdo de abordagens



educativas que incorporem a participacao ativa da populacido nas ag¢des de controle e
saneamento ambiental, entre outros.

Atualmente, outra alternativa para o controle da LVC é o uso de vacinas
(Gradoni, 2015; Rock et al., 2015). Apesar de existirem duas vacinas contra LVC
licenciadas e disponiveis no mercado: a Leish-Tec produzida pelo laboratério Hertape
no Brasil e a Cani-Leish da Virbac, licenciada na Europa (Mendes, 2016); os
resultados obtidos com ensaios de fase Ill revelam apenas protecao parcial contra o

desenvolvimento da doenga e infecgao ativa (Fernandes et al., 2011).
1.3.5 Tratamento

Recentemente, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
por meio de uma nota técnica conjunta com o MS (n° 001/2016 MAPA/MS), permitiu
o registro do farmaco Milteforan para utilizagao no tratamento da LVC. O tratamento
dos animais com esse medicamento passou entdo a ser uma possibilidade legal em
concordancia com a Portaria Interministerial n°1.426 de 11 de julho de 2008, que
proibe o tratamento para LV em cées utilizando medicamentos humanos. O MS emitiu
parecer técnico favoravel ao uso da Milteforan no tratamento da LVC porque a droga
nao é utilizada para o tratamento da doengca em humanos e até o momento, ndo ha
qualquer evidéncia cientifica a favor de sua eficacia que justifique sua incorporagéo
no protocolo terapéutico da LV humana. Entretanto, o MS ressalta que a opcgéo por
esse tratamento é unica e exclusivamente uma escolha do proprietario do animal ja
que nao configura como uma medida de saude publica. O milteforan (Milteforan®
Virbac) € um farmaco que estimula uma resposta imunoldgica celular, com
biodisponibilidade absoluta de 94%, com ampla distribuicdo nos tecidos e é
administrado por via oral em doses unicas diarias. O farmaco apresenta poucas
contraindicagbes, assim como poucos efeitos colaterais (Prasad et al., 2004).
Segundo o fabricante, o medicamento atua reduzindo a carga parasitaria, diminuindo
assim o potencial do cdo em infectar os flebotomineos, entretanto, ainda segundo o
fabricante, nao fica dispensado o uso concomitante de repelentes e a cada 4 meses
€ necessaria uma reavaliagao clinica, laboratorial e parasitolégica do animal ja que

nao existe cura parasitologica estéril na LVC.



1.3.6 A pele na LVC

Apesar da natureza viscerotrépica do protozoario causador da LVC, as lesdes
dermatoldgicas s&o frequentes, sendo detectada em 90% dos caes infectados. Muitas
vezes essas lesdes podem representar o unico sinal clinico da doencga (Koutinas et
al., 1993). Além disso, quantidades elevadas de parasitos podem ser detectadas até
mesmo na pele aparentemente saudavel de animais assintomaticos (Deane, 1956;
Ordeix et al., 2017). A comprovagao do parasitismo cutaneo € um importante dado
clinico-epidemioldgico, principalmente pelo fato do animal poder ser fonte de infecgéo
para os insetos vetores que transmitem os parasitos para os novos hospedeiros
vertebrados (Marzochi et al., 1985).

O sistema tegumentar € composto pela pele e anexos, como pelos, unhas,
glandulas sudoriparas e sebaceas (Ross e Pawlina, 2012). A pele é constituida por 3
camadas, a superior chamada de epiderme, a intermediaria, derme e a mais interna,
hipoderme (Rivitti, 2014).
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A epiderme € a camada mais externa da pele, composta pelo tecido
estratificado e possui um espessamento maior em algumas areas especificas como o
plano nasal. Esta constantemente se renovando, porém, sua nutricao é feita através
dos vasos sanguineos da derme, uma vez em que 0S vasos sanguineos e linfaticos
sdo ausentes em sua estrutura. As células encontradas s&o os queratinocitos
(encontrados em maior quantidade), melandcitos (atuam na pigmentagéao), células de
Langerhans (apresentacdo de antigenos) e de Merkel (mecanorreceptores de
presséo). A epiderme é dividida: em estrato basal, composta de células cuboides e
esta intimamente aderindo a derme; estrato espinhoso, que apresenta camada
cuboide e aplanada; estrato granuloso, possui queratinécitos nucleados e aplanares;
o estrato lucido, com células anucleadas e planas e o estrato corneo contendo
diversas camadas de queratindcitos anucleados (Pinho, 2013). A derme € composta
por um tecido conjuntivo fibroelastico, vasos linfaticos, sanguineos, musculos, nervos,
glandulas sebaceas, sudoriparas e foliculo piloso. Na derme sao encontrados
plasmdcitos, mastocitos, macréfagos, fibroblastos, e, em menor quantidade, linfécitos
que junto com as células de Langerhans compdem o tecido linféide ligado a pele
(Hargis e Ginn, 2007).



A derme nos caes é dividida em camada superior (ou papilar) e camada
profunda (ou reticular). A derme superior é composta, especialmente, por fibras
colagenas delgadas, frouxas e distribuidas de forma desorganizada (tecido conjuntivo
frouxo), enquanto a derme profunda é constituida por fibras mais densas, organizadas
e distribuidas de forma paralela a superficie cutanea (tecido conjuntivo denso). As
fibras dérmicas s&o sintetizadas por fibroblastos e dao origem as fibras colagenas,
que correspondem a 75-90% do total, ou fibras elasticas, encontradas em menor
quantidade (Scott et al., 2001). A hipoderme, ultima camada da pele, € composta por
tecido adiposo. Sua densidade é variavel. Tem funcdo de isolamento térmico e
protege, de forma mecanica, o organismo contra as pressodes e traumas externos. Ela
também funciona como um depdsito nutricional de reserva e ajuda com a motilidade

da pele, no que diz respeito a estruturas adjacentes (Rivitti, 2014).

A pele tem ampla funcionalidade para o organismo, dentre elas, conferir
protecdo imunoldgica, devido a presenga de células imunes ativadas, percepgdes
tateis e protecdo mecanica (Rivitti, 2014). Além disso, confere elasticidade e
flexibilidade que garante formas e movimentagdo, formagdo de melanina,
queratinizagao, vascularizagao e por fim permite retengcéao de agua, lipidios, vitaminas

e proteinas (Pinho, 2013).

Nas leishmanioses a pele é o sitio inicial da infeccdo. Durante o repasto
sanguineo, os flebotomineos somente conseguem atingir os vasos superficiais da
derme e da interface derme/epiderme, devido a pequena extensao de sua probdscide
(Bates, 2007; 2008). No hospedeiro vertebrado, fatores presentes, no sitio da
infeccdo, permitem a ativacdo da resposta imunoldgica que atuam destruindo as
formas parasitarias que se multiplicam no interior de células fagociticas. Quando essa
resposta imunoldgica nao € satisfatoria, as amastigotas multiplicam-se e dissipam-se
para todos os 6rgaos provocando diversas manifestagdes clinicas e patoldgicas que,
em alguns casos, pode levar o hospedeiro a obito (Torres-Guerrero et al., 2017). As
manifestagdes clinicas que surgem apos a infecgdo dependem da interagédo entre o
parasito e o hospedeiro, variando de acordo com a genética e o estado imunolégico
deste. As alteragdes histologicas observadas estdo associadas ao tipo de resposta
imunologica apresentada pelo animal (Santos-Gomes et al., 2002). A carga parasitaria
na pele de caes infectados com L. infantum é frequentemente alta e, pela sua
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associacdo a infeccao vetorial, torna-se importante alvo de estudos isolados ou

concomitante a outros 6rgéos (Manna et al, 2006; Pinto et al., 2013).

Na LVC as areas cutaneas mais afetadas sao as do focinho e orelha. Enquanto
em animais assintomaticos, muitas vezes, alteragdes inflamatdrias ndo sao
observadas, nos sintomaticos a densidade de células inflamatérias varia de discreta a
intensa. O infiltrado pode estar distribuido de forma difusa, entretanto, rotineiramente,
esta localizado em regides perivascular e perianexial (Costa, 2008). Quadros de
foliculite sdo frequentemente registrados. O infiltrado inflamatério € misto e composto
principalmente por macrofagos, linfocitos e plasmaécitos (Costa, 2008). Apesar da
carga parasitaria ser frequentemente alta, a intensidade pode variar de ausente a
intensa em diferentes segmentos de pele, dependendo do estado clinico do animal,
que esta relacionado as variagdes de resisténcia do hospedeiro (Tafuri et al., 2001;
Solano-Galego et al., 2004). Animais sintomaticos, geralmente, apresentam maior
numero de parasitos quando comparados a animais assintomaticos (Giunchetti et al.,
2008a; 2008b) e esse fato fica evidente pelas variagdes encontradas na pele de caes
de uma mesma regido endémica (Calabrese et al., 2010). Quando os caes de
diferentes regides sdo comparados, varios outros fatores devem ser considerados.
Fatores extrinsecos como variagdes nas condi¢gdes climaticas e também tempo de
endemicidade da regido podem influenciar. Em areas onde a doenca foi recentemente
introduzida, os cées sao incapazes de controlar a propagacgao do parasito, que atinge

varios 6rgaos ja nos primeiros estagios da doenca (Calabrese et al., 2010).

O fato de o cdo apresentar alto parasitismo na pele, principalmente em regides de
pouco pelo, como orelha e focinho, e sua associagao direta com a infec¢ao vetorial e
consequente propagacao da infeccéo para outros hospedeiros vertebrados, justifica a
importancia de estudos sobre este 6rgdo. O estudo dos aspectos clinicos,
parasitologicos e histopatoldgicos da pele desses animais sdo fundamentais para a
compreensao da dinédmica de transmissdo dos parasitos em areas endémicas.
Através do trabalho proposto seria possivel definir se a carga parasitaria na pele esta
associada a intensidade e tipo de infiltrado inflamatdrio e se a presenca de infiltrado
na pele segue um padrao especifico que poderia ser usado como indicativo de
infeccdo. Essas respostas poderdo ser de grande importancia para tornar a pele um
alvo de estudo, principalmente, no diagndstico da doenga. Concomitantemente,
considerando a auséncia de trabalhos sobre a LV no municipio de Nossa Senhora do
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Socorro (SE), o estudo fornecera conhecimento para compreender o papel dos caes
no ciclo de manutencdo da parasitose na area, auxiliando no delineamento de

estratégias mais eficientes para o controle da LV nessa regido.
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2 Justificativa

Surtos de leishmaniose visceral humana sédo precedidas de enzootia canina
(Calabrese et al. 2010) e o céo incriminado como principal fonte de infecgao para os
vetores (Brasil, 2014). Alguns fatores como a distribuicdo cosmopolita, o papel que o
animal ocupa nos grupos sociais, intenso parasitismo da pele, facilitando a infecgéo
dos flebotomineos (Barata et al., 2005; Courtenay et al., 2014), altas taxas de
prevaléncias de infec¢do, elevado numero de animais assintomaticos (Marcondes &
Rossi, 2013) e alta competéncia para estabelecer a infeccdo em flebotomineos
(Laurenti et al., 2014; Doehl et al., 2017), colocam o cao como principal elo na cadeia

de transmissdo da LV.

A alta carga parasitaria da pele de cades com LVC mostra o importante papel
desses animais na disseminagao dos parasitos e enfatiza o risco que representam
para a saude publica, especialmente porque dividem o mesmo habitat com o0 homem
(Costa et al., 2018; Calabrese et al., 2010). Contudo, estudos mostram que o padrao
de parasitismo pode ser diferente e influenciado por fatores inerentes ao hospedeiro
ou ndo (Calabrese et al., 2010). Além disso, a pele € indicada como um sitio confiavel
para avaliagdo parasitologica e também pode ser considerada como indicador da
severidade da doenga clinica na LVC (Giunchetti et al.,, 2006). Sendo assim,
considerando a importancia do cdo na transmissédo da LV, o estudo do padrao de
parasitismo cutaneo de animais naturalmente infectados na cidade de Nossa Senhora
do Socorro, SE, podera contribuir para definicado do papel desses animais como fonte

de infecgao para os vetores na area endémica em questao.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Estudar a infecgao por Leishmania infantum em diferentes seguimentos de pele

de caes naturalmente infectados do municipio de Nossa Senhora do Socorro, SE
3.2 Objetivos Especificos

* |solar e caracterizar a espécie de Leishmania responsavel pela infeccéo

canina em Nossa Senhora do Socorro, SE;

* Avaliar a carga parasitaria em diferentes segmentos de pele dos caes, por
PCR;

» Realizar analise histopatologica dos diferentes segmentos de pele dos

animais, avaliando o infiltrado inflamatério e a intensidade do parasitismo.

* Associar os achados histolégicos cutdneos com as formas clinicas

apresentadas e a carga parasitaria.
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4 Material e Métodos

41 Consideragdes Eticas

A pesquisa foi realizada com amostras biolégicas de cées provenientes de
acgdes de vigilancia e controle do municipio de Nossa Senhora do Socorro, SE. Apos
eutanasia dos animais, as amostras foram cedidas ao Laboratorio de
Imunomodulagado e Protozoologia, IOC (anexo 1), ndo sendo assim necessaria a
submiss&o desse projeto & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), segundo
a resolugéo normativa 30/2016 (item 6.1.10 - b) do Conselho Nacional de Controle de

Experimentagdo Animal (CONCEA) (anexo 2).
4.2 Area de estudo

O Municipio de Nossa Senhora do Socorro esta localizado no estado de
Sergipe, a 13 km da capital Aracaju (Fig. 4.1). O municipio conta com uma populagao
estimada em 181.928 habitantes (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE,
2017). A cidade de Nossa Senhora do Socorro possui uma area de 155.018 km?, esta
localizada na latitude 10° 51' 18", longitude 37° 07' 34", com clima tropical quente e
umido, inverno moderado, apresentando um periodo de seca que varia de 1 a 3 meses

e um periodo chuvoso entre os meses de margo a agosto e temperatura média de 25
°C.

A partir de 1980, o municipio vem sofrendo um crescimento econémico devido
ao projeto Grande Aracaju, que visa estimular a economia, associando as atividades
industriais com a habitagdo. Com isso houve um investimento imobiliario no municipio
de Nossa Senhora do Socorro que ocasionou mudancas em areas antes pouco

povoadas e ocupadas por manguezais.
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. do Socorro

Fonte :Google Earth Pro
Figura 4.1- Imagem do municipio de Nossa Senhora do Socorro - Sergipe.

4.3- Animais

A equipe da Vigilancia Epidemiolégica do municipio de Nossa Senhora do
Socorro (VENS) realizou o teste rapido (TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina —
BioManguinhos), em c&es domiciliados em areas urbanas e rurais. Dos animais que
se apresentaram reagentes para o teste rapido, foram colhidas amostras sanguineas
€ 0s soros, enviados ao Laboratério Central de Saude Publica de Sergipe (LACEN/SE)
para confirmacdo do resultado através do teste ELISA. Conforme preconizado pelo
Ministério da Saude, somente caes sororreagentes nos dois testes foram recolhidos
para eutanasia pela equipe da Vigilancia Epidemiolégica (Brasil, 2014).

No presente estudo, amostras de pele de 22 cdes com diagndstico soroldgico
comprovados para leishmaniose visceral e amostras de 3 caes nao reagentes foram
estudadas. Todos os animais eram domiciliados em areas rurais e urbanas do

municipio e foram eutanasiados como resultados de agdes de vigilancia no municipio.
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Os animais nao reagentes para leishmaniose visceral eram portadores de alguma
forma de carcinoma e foram eutanasiados a pedido dos proprietarios. Segmentos de
pele desses animais foram incluidas neste estudo como comparagao com os obtidos

dos animais sororreagentes.

Os animais foram avaliados clinicamente por meio de técnicas semioldgicas de
inspecdo e apalpacédo para observacdo de sinais clinicos e classificados como
assintomaticos e sintomaticos, pelo médico veterinario responsavel pela VENS.
Animais com mais de 1 sinal clinico foram considerados sintomaticos e animais sem
sintomatologia, assintomaticos. Para a classificagdo foram considerados os seguintes
sinais clinicos: presenca de ulceragdes e alteragdes cutdneas ou mucosas, linfonodos
aumentados, hepatomegalia, esplenomegalia, onicogrifose, alopecia, lesées ou
alteracbes oculares aparentes e caquexia. Os animais foram eutanaziados, apos a
avaliagao clinica, pelo médico veterinario responsavel pelo servigo de vigilancia do
municipio de Nossa Senhora do Socorro. Apds o procedimento as carcacas foram
imediatamente doadas a aluna responsavel pelo presente estudo.

4.4 - Coleta, de amostras de medula é6ssea, confeccao de esfregagos e

semeadura em meio de cultura e caracterizagao da espécie de Leishmania

A carcaca do animal foi posicionada em decubito dorsal, para assepsia e
tricotomia do local da pele sobre o osso da epifise da tibia e, a seguir, foi realizada
uma pungao aspirativa de medula éssea utilizando-se agulha de 40x1,2mm acoplada
a seringa de 20mL, para obtengao de material para possivel detec¢ao e isolamento

parasitario.

Uma pequena amostra de medula Ossea foi utilizada para confeccdo de
esfregacos em laminas, corados pelo Pandtico e, posteriormente, examinados em
microscopio de luz (HBO 50 Axiolab - Zeiss), para detecgcdo de formas amastigotas
de Leishmania. Outra parte do material foi transferida para tubos com meio de cultura
bifasico NNN (Novy and MacNeal,1904; Nicolle, 1908) acrescido de meio Schneider®,
suplementado com 20% de soro fetal bovino e encaminhados ao Laboratério de
Imunomodulagédo e Protozoologia/lOC — FIOCRUZ (LIMP) para tentativa de
isolamento parasitario e posterior caracterizagcao da espécie de Leishmania implicada

na infeccéao.
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No LIMP os tubos contendo as amostras foram mantidas em estufa incubadora
B.O.D (FANEM, modelo 347) a 26 °C e examinados semanalmente em microscopia
de luz (HBO 50 Axiolab - Zeiss). As culturas positivas foram encaminhadas ao
Laboratdrio de Referéncia Nacional para Diagnéstico Molecular e Histopatolégico de
Leishmaniose do Instituto Oswaldo Cruz (LIPMED) para caracterizagao da espécie de
Leishmania pela técnica de PCR-RFLP (Polymerase chain reaction-restriction

fragment length polymorfism), segundo Gracga et al. (2012).
4.5 - Coleta da pele

Fragmentos de pele da ponta de orelha, do focinho e da parte interna da coxa
dos 25 animais eutanasiados foram coletados para processamento e avaliagao
histopatoldgica. Fragmentos de pele da ponta de orelha dos 22 animais e fragmentos
do focinho e da parte interna da coxa de 21 animais também foram coletados para
quantificagdo da carga parasitaria por qPCR. Todos os fragmentos de pele foram
obtidos de areas sem ulceragdo. Antes da coleta foi realizada assepsia com alcool
70% e tricotomia das regides de pele onde foram retiradas amostras de tecido. Parte
dos fragmentos obtidos foi fixado em PFA a 4% (Paraformaldeido) em PBS (Tampao
Fosfato de Sédio), pH 7,4, mantidos a 4 °C para analise histolégica e a outra parte foi

mantida em alcool 70% para quantificacdo da carga parasitaria por gPCR.
4.6 - Processamento Histolégico

No LIMP, os tecidos cutaneos foram clivados em fragmentos de 5 a 10mm de
espessura, acondicionados em cassetes apropriados, (modelo M490-2), e
recolocados em PFA a 4% (Paraformaldeido) em PBS (Tampao Fosfato de Sodio),
pH 7.4, por 24 horas a 4 °C. Apos esse periodo, os fragmentos foram submetidos a
uma bateria de desidratagao, clarificagdo e impregnados em parafina, com o auxilio
de um processador automatico de tecidos (Leica - TP 1020), na seguinte sequéncia:
alcool etilico 80 °GL (2 horas), 95 °GL (2 horas), 100 °GL-l (2 horas), 100 °GL-Il (2
horas), 100 °GL-Ill (2 horas) e 100 °GL-IV (2 horas) e diafanizados com 3 banhos de
Xilol (2 horas) 3 banhos de parafina 56 a 60 °C (2 horas). Por fim o material foi incluido
em parafina (Unidade Modular de Inclusdo Micron - AP 280) e cortes de 5um foram

obtidos em micrétomo automatico (Micron - HM 360).
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4.7 — Técnicas de coloragao utilizadas
4.7.1 - Hematoxilina Eosina

Esta técnica foi utilizada para avaliagdo do infiltrado inflamatorio e da
intensidade parasitaria nas amostras estudadas, estimados por meio da microscopia
de luz, utilizando-se os parametros (-) ausente, (+) discreto, (++) moderado e (+++)

intenso como descritos por Giunchetti et al. (2008b).

Os cortes foram desparafinados em xilol, hidratados em concentracbes
decrescentes de etanol, 100, 90, 80, 70GL, e agua destilada e corados durante 7min
em hematoxilina de Harris pré-filtrada (2,5g de hematoxilina — Sigma foi dissolvida em
25mL de alcool absoluto, paralelamente, 50g de alumen de amdnia foram dissolvidos
em 500mL de agua destilada pré-aquecida. As duas solug¢des foram misturadas e
aquecidas até breve fervura, retirada do fogo e acrescida de 1,259 de 6xido vermelho
de mercurio. A solucédo foi imediatamente resfriada, por meio da imersao do frasco em
agua fria. Foi entdo acrescido 20mL de acido acético glacial, e amadurecida por 2
meses. Os cortes foram lavados e azurecidos em agua corrente, diferenciados em
alcool-acido (5 gotas de acido cloridrico em 100mL de alcool etilico a 95GL),
novamente lavados em agua corrente e corados por 2min em solugao alcodlica de
eosina (5g de eosina Y “yellowish” - Merck dissolvidas em 200mL de agua destilada
acrescida de 800mL de alcool etilico absoluto). Os cortes foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol, montados entre |amina e
laminula com “Entellan” (Merck), examinados e fotografados em microscépio 6ptico
de luz (marca Zeiss, modelo Axioplan 2, equipado com equipamento fotomicrografico
Axiophot 2.

4.7.2 — Azul de Toluidina
Esta técnica foi empregada para coloragao e deteccéo de mastacitos.

Os cortes foram desparafinados em xilol, hidratados em concentracbes
decrescentes de etanol, 100, 90, 80, 70GL, e agua destilada, mergulhados em
Eritrosina Orange G por 15 minutos e lavados em agua acetificada durante 5 minutos
(5 gotas de acido por 100mL de agua tipo |). Em seguida, os cortes foram cobertos
com uma solucao de azul de toluidina a 1% por 2 a 3 minutos e lavadas rapidamente
em agua tipo |. A diferenciagao foi iniciada em agua acetificada até a obtencdo de uma
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coloragao azul uniforme no corte. Apds a diferenciagao, o excesso de agua dos cortes
foi retirado com uma secagem parcial com papel absorvente, de forma a manté-los
ainda umido. Assim, as laminas foram mergulhadas rapidamente sob agitagdo em
alcool absoluto, durante 2 a 3 segundos. Nessa etapa, o corte foi desidratado e a
diferenciagao iniciada, extraindo o azul. Finalmente, as laminas foram mergulhas em
partes iguais de Alcool e Xilol para extrair o excesso de azul até o aparecimento da
cor réseo da eritrosina. Assim que esse resultado foi alcangado os cortes foram
mergulhados em xilol para interromper a diferenciagdo. Finalizada a coloragao, foi
realizada a montagem dos cortes entre lamina e laminula com “Entellan” (Merck),
examinados e fotografados em microscopio 6ptico de luz (marca Zeiss, modelo
Axioplan 2, equipado com equipamento fotomicrografico Axiophot 2.

4.8 - Quantificagao da carga parasitaria por reagao da polimerase em cadeia em

tempo real (qQPCR)
4.8.1 - Extracao de DNA

Para a extragdo as amostras foram digeridas em tampao de lise (10 mM NaCl,
5 mM EDTA, 50mM Tris, 0.5% SDS (sodium dodecyl sulfate) e 10uL de proteinase K
a 20 mg/mL e incubadas por 24 horas a 56 °C. Apos a digestdo foram adicionados
500uL de fenol e a mistura centrifugadas a 18.600G a 4 °C por 15 minutos. Seguindo,
a fase superior foi recolhida e a ela adicionado 500uL de cloroférmio/alcool isoamilico
(23:1). A mistura foi agitada por inversao durante 30 segundos e, novamente,
submetidas a centrifugacdo a 18.600 G a 4 °C por 15 minutos. Novamente, o
sobrenadante foi recolhido e a ele adicionado 1mL de etanol absoluto. A solugéo foi
agitada durante 30 segundos e submetida a nova centrifugagéo (18.600 G a 4 °C) por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento deixado a temperatura
ambiente até a total evaporacgao do etanol. Finalmente o sedimento foi ressuspendido
em 100uL de agua livre de DNA e armazenados a 4 °C por uma noite. Na etapa
seguinte os DNAs extraidos foram quantificados em espectrofotbmetro de
microvolumes (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific) com leituras das
absorbancias a 260nm e, posteriormente, as concentragdes de DNA ajustadas em

agua tipo | estéril para 10ng/pL.
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4.8.2 - Reagao de PCR

A reacao de PCR foi realizada para um volume total de 10uL por pocgo para
preparacdao da placa, utilizando-se o kit Fast SYBR® Green PCR Master Green
(Applied Biosystems). Em cada pogo foi utilizado: 2uL de amostra (20ng de DNA total),
250 nmolar de cada “primer” e 5uL do mix de reacdo. Foi utilizado o primer KDNA-3
de especifico de Leishmania sp. (Weirather et al, 2011) na concentracao final de
100nM/pogo (“primer foward” [5° GGGTAGGGGCGTTCTGC 3'] e “primer reverse” [5
CCCGGCCTATTTTACACCAACC 3]). Como controle de reacdo cada amostra foi
também submetida a amplificacdo pelo endogene GAPDH (“primer foward” [5
TCAACGGATTTGGCCGTAGG 3 e  “primer reverse” [5 TGAAGG
GGTCATTGATGGG 3]. Simultaneamente, uma curva de concentracao foi realizada
em duplicata com DNA de promastigota de L. infantum em concentragdes
decrescentes de 20ng a 0,2 pg. A reacgado foi realizada em um termociclador
(StepOnePlus™, Thermo Fisher Scientific) com os seguintes tempos e temperaturas:
1 ciclo de 20 segundos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 3 seg a 95 °C e 30 segundos

a 60 °C, intercalados, seguida de curva de dissociagao.
4.9 — Anidlise estatistica

Nas avaliagdes semiquantitativas dos diferentes segmentos cutaneos, por
analise histologica, foram consideradas distribuigcéo, localizagéo, tipo e intensidade do
infiltrado inflamatério, além da presenga de amastigotas. Para determinagdo da
intensidade de infiltrado foi considerado a seguinte classificagao: (-) = ausente, (+) =

discreto, (++) = moderado, (+++) = acentuado.

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism versao

7.0. Foram consideradas significativas diferengas com p<0.05.

Teste de correlagdo de Spearman foi empregado para avaliar a correlagéo
entre diferentes variaveis e o teste de Kruskal-Wallis para analisar diferenga de carga
parasitaria entre os diferentes segmentos cutaneos.
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5 Resultados

5.1. Aspectos clinicos

Dos 22 animais sororreagentes avaliados clinicamente, apenas 1/22 (4,5%) foi
considerado assintomatico e 21/22 (95%) sintomaticos, ou seja, apresentaram pelo
menos um sinal clinico sugestivo da doenga. Na avaliagédo clinica, hepatomegalia,
esplenomegalia e caquexia foram as alteragdes clinicas sistémicas mais frequentes
16/21, observadas em 76% dos animais, seguida de linfoadenomegalia do popliteo
em 11/21 (52%) e onicogrifose em 4/21 (19%). Os sinais clinicos oculares ndo foram
frequentes, sendo observadas somente em 4/21 (19%) dos cées (Figura 5.1), no qual
apresentavam, na sua maioria, quadro de uveite. Alteracdes cutaneas como alopecia,
acompanhada de areas de descamacéao foram observadas em 11/21 (52%) dos caes.
Alopecia generalizada foi registrada em 7/11 (64%) dos caes, nas orelhas em 2/11
(18%), periorbital em 1/11 e area de focinho e patas 1/11 (9%). Foi registrada também
a presenca de lesdo cutédnea em 7/21 (33%) dos animais. Desses, 5/7 (72%)

apresentaram lesdo em ponta de orelha (Quadro 5.1).
5.2 Isolamento e caracterizagao da espécie de Leishmania (PCR-RFLP).

O isolamento do parasito, em cultura de material obtido por meio da puncao da
medula 6ssea, foi possivel em duas amostras (9%) das 22 coletadas. Nas demais
culturas nao foi possivel o acompanhamento da evolugdo da cultura, devido a

contaminagao secundaria por condi¢gdes nao favoraveis no momento da coleta.

Os parasitos isolados apresentaram o padrao de restricdo, nas enzimas

estudadas (BstUI, Mbol, Haelll), compativel com Leishmania infantum (Figura 5.2).
5.3 Citologia da medula 6ssea

A avaliagao citologica das amostras da medula 6ssea dos 22 caes revelou a
presenca de formas amastigotas de Leishmania infantum (Figura 5.3) em 12/22

(54,5%) das amostras examinadas (Quadro 5.2).
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Figura 5.1 — Ocorréncia de sinais clinicos em caes com diagnéstico
sorolégico para leishmaniose visceral, naturalmente infectados e

domiciliados no municipio de Nossa Senhora do Socorro, Sergipe.
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Quadro 5.1 — Sinais clinicos observados em caes com diagnodstico sorolégico para leishmaniose visceral, naturalmente infectados e

domiciliados no municipio de Nossa Senhora do Socorro, SE.

SINAIS CLiNiCOS OBSERVADOS

Id.
Animal . Sinais e o
. . . . Linfonodo . .. = = A . Classificagao
Onicogrifose | Hepatomegalia | Esplenomegalia Caquexia clinicos Descamacgéao | Lesdo cutanea Alopecia . .
aumentado Clinica
oculares
. . . . . Sim . Sim
01 Sim Sim Sim Sim Sim (Opacidade) Sim (peri-orbital) SINT.
02 Sim Sim Sim Sim SINT.
03 ASSINT.
. . . . Sim
04 Sim Sim Sim Sim (ponta de orelha) SINT.
05 Sim Sim SINT.
06 Sim Sim Sim Sim Sim Sim SINT.
(Generalizada)
. . . Sim . Sim Sim
07 Sim Sim Sim (Secrecéo) Sim (ponta de orelha)| (Generalizada) SINT.
. . . . Sim
08 Sim Sim Sim Sim (Generalizada) SINT.
09 Sim Sim Sim Sim Sim Sim SINT.
(Generalizada)
10 Sim Sim Sim Sim Sim Sim SINT.
(Generalizada)
11 Sim Sim Sim SINT.
12 Sim Sim Sim Sim SINT.
13 Sim Sim SINT.
. . . Sim Sim
14 Sim Sim Sim (ponta de orelha) (orelha) SINT.
. . . . Sim Sim
15 Sim Sim Sim Sim (ponta de orelha) (orelha) SINT.
. . . . Sim
16 Sim Sim Sim Sim (ponta de orelha) SINT.
17 Sim Sim Sim Sim SINT
(generalizada)
18 Sim Sim Sim SINT.
19 Sim Sim Sim Sim Sim Sim SINT
(Generalizada)
20 Sim Sim Sim SINT.
21 Sim Sim Sim Sim Sim SINT.
(focinho)
22 Sim Sim Sim SINT.
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Figura 5.2 — Caracterizagcao dos parasitos isolados de medula 6ssea de caes com diagnéstico

sorolégico para leishmaniose visceral, naturalmente infectados e domiciliados no municipio de Nossa
Senhora do Socorro, SE por PCR-RFPL. Visualizagdo do padrdo de bandas obtido apds digestdo enzimatica
do gene hsp70, com as enzimas de restricido BstUl, Mbol e Haelll, em gel de poliacrilamina 12,5%. PM-
Marcador de peso molecular de 50pb; Li — Leishmania infantum (MHOM/BR/74/PP75); L.b. — Leishmania
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); CN — controle negativo.



Figura 5.3 — Citologia da medula 6ssea de cao com diagndstico
sorologico para leishmaniose visceral, naturalmente infectados e
domiciliados no municipio de Nossa Senhora do Socorro, Sergipe.

Formas amastigotas no interior de macréfago (seta). Panoético (1000X)
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Quadro 5.2 - Resultado individual da deteccao de formas
amastigotas em esfregago de medula o6ssea de caes com
diagnéstico sorolégico para leishmaniose visceral, naturalmente
infectados e domiciliados no municipio de Nossa Senhora do

Socorro, Sergipe.

Id. do animal l;l:lizltli‘;gzine Id. do animal zl:;(:tlfgao:l:
01 Positivo 12 Positivo
02 Positivo 13 Positivo
03 Negativo 14 Positivo
04 Positivo 15 Negativo
05 Negativo 16 Positivo
06 Positivo 17 Negativo
07 Positivo 18 Negativo
08 Positivo 19 Positivo
09 Negativo 20 Positivo
10 Negativo 21 Negativo
11 Negativo 22 Negativo
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5.4 Quantificagao da carga parasitaria por reacao da polimerase em cadeia em

tempo real (QPCR)

O gPCR detectou a presenca do DNA de Leishmania em todos os caes
sororreagentes para LVC e na maior parte dos tecidos analisados. A carga parasitaria
diferiu entre os diferentes animais. Entretanto, de forma geral, foi homogénea quando
se avaliou os diferentes segmentos cutdneos de um mesmo animal (Figura 5.4). Nao
se observando diferenga quando comparamos a carga parasitaria nos diferentes

segmentos cutaneos de diferentes animais (Figura 5.5).
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Figura 5.4 - Quantificagdo da carga parasitaria por qPCR em
diferentes fragmentos cutdneos provenientes de cdes com
diagnéstico soroloégico para leishmaniose visceral, naturalmente
infectados e domiciliados no municipio de Nossa Senhora do
Socorro, Sergipe. A barra representa a meédia aritmética entre os
diferentes tecidos de um mesmo cdo. Como descrito no item 4.5 n&o

foram coletados fragmentos de focinho e coxa do c&do numero 9.
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Figura 5.5 - Quantificagdo da carga parasitaria por qPCR em
diferentes fragmentos cutaneos provenientes de caes com
diagnéstico soroldégico para leishmaniose visceral, naturalmente
infectados e domiciliados no municipio de Nossa Senhora do
Socorro, Sergipe. Cada animal esta representado por uma cor que se
repete para cada segmento cutdneo avaliado. A barra representa a
mediana das amostras provenientes dos mesmos tecidos entre os
diferentes animais. Teste estatistico de Kruskal-Wallis, valores de p<0.05

foram considerados significativos.
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5.5 Avaliagao histopatolégica dos segmentos de pele
5.5.1 Intensidade do infiltrado inflamatério

O quadro histologico nao diferiu muito de um animal para outro. Os 22 animais
sororreagentes apresentaram algum grau de infiltrado inflamatério em pelo menos um
segmento de pele analisado. Foram analisados segmentos de pele proveniente da
ponta de orelha, focinho e parte interna da coxa de cada animal, totalizando 66
segmentos cuténeos. Destes, 52/66 (78,8%) apresentaram células inflamatodrias.
Vinte e dois (33%) em tecido cutdneo proveniente da ponta de orelha; 18/66 (27,3%)
de focinho; e 12/66 (18,1%) da parte interna da coxa. A intensidade do infiltrado variou
de discreto a acentuado nos diferentes segmentos analisados. A maior concentragéo
de células inflamatorias foi observada nos segmentos de tecido cutaneo proveniente
da orelha, em 7/22 (31,8%) das amostras a intensidade foi acentuada (+++), em outras
7122 (31,8%) moderado (++) e em 8/22 (36,5%) discreto (+). Nas amostras
provenientes do focinho, em 1/22 (4,5%) o infiltrado foi acentuado; 3/22 (13,6%)
moderado e 14/22 (63,6) discreto. Na parte interna da coxa, 1/22 (4,5%) foi acentuado
e 11/22 (50%) discreto (Tabela 5.1). Observou-se uma correlagédo positiva entre a
intensidade de infiltrado inflamatério e carga parasitaria, ou seja, quanto maior a carga

parasitaria mais intenso é o infiltrado inflamatério (Fig 5.6).

Tabela 5.1 — Grau de infiltrado inflamatorio nos segmentos de tecido cutaneo
de 22 caes com diagndstico sorologico para leishmaniose visceral, naturalmente

infectados e domiciliados no municipio de Nossa Senhora do Socorro, Sergipe.

Grau de infiltrado Orelha Focinho Coxa
inflamatorio
- 0 18,2% (4/22) 5,5%(10/22)
+ 31,8% (7/22) 63,6% (14/22) 50% (11/22)
++ 31,8% (7/22) 13,6% (3/22) 0
+++ 36,5% (8/22) 4,5% (1/22) 4,5% (1/22)
Total 100% (22/22) 81,81% (18/22) 54,5% (12/22)

(-) = ausente; (+) = discreto; (++) = moderado; (+++) = acentuado
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Figura 5.6 - Analise histopatolégica de fragmentos cutaneos de cao
com diagnéstico sorolégico para leishmaniose visceral,
naturalmente infectados e domiciliados no municipio de Nossa
Senhora do Socorro, Sergipe. A: Auséncia de amastigotas e infiltrado
inflamatoério em pele de coxa do céo 13, HE (400X); B: Pele da orelha do
cao 19 com presenga de macrofagos altamente parasitados associado a
infiltrado inflamatdrio intenso e difuso, HE (100X). Em maior aumento

(1000X), amastigostas em macrofagos.
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5.5.2 Caracterizagao do infiltrado inflamatério

A presencga de infiltrado inflamatorio misto com distribuicdo difusa foi uma
constante nas amostras de tecidos cutadneos avaliados, predominando o infiltrado do
tipo linfoplasmocitario em 21/66 (31%) e linfohistioplasmocitario em 29/66 (44%) das
amostras avaliadas. Também foram notados neutrofilos em 27/66 (41%), além de
17/66 (26%) de mastdcitos e formas amastigotas de L. infantum em 26/66 (40%) dos

fragmentos cuténeos avaliados (Tabela 5.2 e Fig. 5.7).

Como mostrado na tabela 5.2, no tecido cutdneo da orelha o infiltrado
inflamatdrio do tipo linfoplasmocitario estava presente em 4/22 (18%) das amostras e
linfohistioplasmocitario em 16/22 (73%). Em 5/22 (23%) foram observados neutréfilos
e em 9/22 (41%) mastocitos, com intensidade variando de moderada a acentuada
(Fig. 5.8). Associado ao infiltrado inflamatdrio foi possivel observar a presenga de

formas amastigotas de L. infantum em 18/22 (82%) das amostras analisadas.

Nos fragmentos provenientes do focinho o infiltrado do tipo linfoplasmocitario
foi observado em 12/22 (55%) e linfohistioplasmocitario em 5/22 (23%). Neutrdfilos
estavam presentes em 2/22 (9%) das amostras, além da presenga intensa de
mastocitos em 1/22 (4,54%) e discreta em 2/22 (9%). 4/22 (18%) das amostras de
pele apresentaram formas amastigotas associadas.

Ainda na tabela 5.2 podemos notar que o tecido cutaneo da parte interna da
coxa apresentou infiltrado linfoplasmocitario em 5/22 (23%) e linfohistioplasmocitario
em 6/22 (27%) dos fragmentos examinados. Destes em, 2/22 (9%) o infiltrado também
foi observado em regides perifoliculares. A presenca de neutrdéfilos foi registrada em
2/22 (9%) e mastocitos, variando de discreto a acentuado, em 7/22 (32%) (Fig. 5.9).
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Tabela 5.2 — Avaliagdo do infiltrado celular observado nos segmentos de tecido
cutaneo de 22 caes naturalmente infectados com Leishmania infantum, no municipio
de Nossa Senhora do Socorro, SE.

Tecido Lin/Plasm Lin/Hist/Plasm Neut Mast Amast
Orelha 18% (4/22) 73% (16/22) 23% (5/22) 41% (9/22) 82%
(18/22)

Focinho 55% (12/22)

Coxa 23% (5/22)

23% (5/22) 9% (2/22)  14% (3/22) 18% (4/22)

27% (6/22) 9% (2/22)  23% (5/22) 32% (7/22)

Lin/Plasm - linfoplasmocitario; Lin/Hist/Plasm — linfohistioplasmocitario; Neut -
neutréfilos; Mast — mastécitos; Amast - amastigotas.
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Figura 5.7 - Andlise histopatoldégica de fragmentos cutaneos de caes
com diagnéstico sorolégico para leishmaniose Vvisceral,
naturalmente infectados e domiciliados no municipio de Nossa
Senhora do Socorro, Sergipe. A: Pele do focinho do cado 14
apresentando infiltrado inflamatério com predominio de plasmdcitos
(setas) e amastigotas (asteriscos amarelos), HE (400x); B: Pele da orelha
do cdo 9 mostrando infiltrado inflamatério mostrando histiocitos
intensamente parasitados (asteriscos), linfocitos (setas verde) e
neutréfilos (setas vermelhas), HE (400x).
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Figura 5.8 - Andlise histopatoléogica de fragmentos cutaneos
provenientes da orelha de caes com diagnéstico sorolégico para
leishmaniose visceral, naturalmente infectados e domiciliados no
municipio de Nossa Senhora do Socorro, Sergipe. A: Presenca
intensa de mastdocitos na derme do cao 6, Azul de Toluidina (40x); B:
Mastécitos em maior aumento no cao 10, (setas), Azul de Toluidina

(400X).
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Figura 5.9 - Anadlise histopatolégica de fragmentos cutaneos
provenientes da coxa de cao com diagnéstico sorolégico para
leishmaniose visceral, naturalmente infectados e domiciliados no
municipio de Nossa Senhora do Socorro, Sergipe. Area de infiltrado

inflamatério perifolicular (asteriscos) presente no céo 12.
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O mesmo padrao inflamatdério observado nos animais soropositivos, foi notado
nos 3 animais soronegativos incluidos neste estudo. O animal C1 (controle 1)
apresentou, no fragmento de orelha, discreto infiltrado linfoplasmocitario, com raros
histiocitos e neutrdfilos, além da presencga intensa de mastécitos. No fragmento de
focinho observou-se apenas discreto infiltrado linfoplasmocitario; o tecido cutaneo da
pele da coxa ndo apresentou alteragdes histopatoldgicas. No animal C2, registrou-se
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario de intensidade moderada, somente no
fragmento de orelha, com presenca discreta de histidcitos e intensa de neutrdfilos. O
animal C3 apresentou padrao inflamatério linfoplasmocitario moderado e presenca

discreta de histiocitos nos trés segmentos de pele avaliados.

5.5.3 Avaliagao da carga parasitaria na histologia

A carga parasitaria dos diferentes segmentos cutdneos analisados variou de
discreta a intensa dependendo do segmento de pele avaliado. Foi possivel observar
formas amastigotas de L. infantum dentro e fora de macréfagos, em diferentes regioes
da derme (Fig. 5.10).

Os fragmentos cutadneos provenientes da orelha foram os mais frequentemente
parasitados. Formas amastigotas foram constatadas em 18/22 (82%) das amostras.
Dessas, 3/22 (14%) apresentaram carga parasitaria intensa, 1/22 (4,54%) acentuada,
1/22 (4,54%) moderada e 13/22 (59%) discreta. Em 4/22 (18%) das amostras néo
foram evidenciadas formas parasitarias. As amostras de tecido cutaneo do focinho
apresentaram carga parasitaria acentuada em 2/22 (9%); moderada em 1/22 (4,54%)
e discreto também em 1/22 (4,54%). Em 18/22 (82%) das amostras nao foram
observadas amastigotas. A pele proveniente da regido interna da coxa mostrou uma
carga parasitaria intensa em apenas 1/22 (4,54%), moderada também em 1/22
(4,54%) e discreta em 5/22 (23%) nos fragmentos examinados. 15/22 (68%) das
amostras ndo mostraram a presenca de amastigotas (Tabela 5.3).
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Figura 5.10 - Analise histopatolégica de fragmentos cuténeos
provenientes da orelha de caes com diagnéstico sorolégico para
leishmaniose visceral, naturalmente infectados e domiciliados no
municipio de Nossa Senhora do Socorro, Sergipe. A, B e C: Derme
mostrando a presenga de amastigotas (areas com asteriscos) em
intensidade diferente, HE. Em A, intensidade discreta (1000X), cao 8; B,
moderada (200X), cao 16 e C, intensa (400X), céo 16.
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Tabela 5.3 — Resultado da avaliagado histolégica quanto a presenca de formas
amastigotas e carga parasitaria em segmentos de tecido cutdneo de 22 caes
naturalmente infectados com Leishmania infantum, no municipio de Nossa Senhora
do Socorro, SE.

Amastigotas Carga Parasitaria
Ausente Presente + ++ +++
Orelha 18% (4/22) 82% (18/22) | 59% 4,5% 18%
(13/22) (1/22) (4/22)
Focinho 82% (18/22) 18% (4/22) |4,5% 4,5% 9%
(1/22)  (1/22) (2/122)
Coxa 68% (15/22) 32% (7/22) | 23% 4,5% 4,5%
(5/122)  (1/22) (1/22)

(+) = discreto; (++) = moderado; (+++) = acentuado
5.5.4 Alteragoes epidérmicas

As figuras 5.11, 5.12 e 5.13 mostram as alteragbes epidérmicas observadas
nos segmentos cutaneos avaliados. Hiperceratose foi a alteragdo de maior ocorréncia
nos fragmentos cuténeos avaliados, constatada em 23/66 (35%) das amostras.
Destes, 18/22 (81,8%) de ocorréncia foi observada em fragmentos de tecido cutaneo
de narina; 4/22 (18%) de orelha e 1/22 (4,5%) em pele da parte interna da coxa.
Incontinéncia pigmentar foi outra alteragdo bem frequente, entretanto, somente
observada nos fragmentos provenientes dos focinhos dos animais, sendo registrada
em 17/22 (77%) das amostras. Outra alteracdo frequente, também notada nos
fragmentos provenientes do focinho, foi a acantose, ocorrendo em 11/22 (50%) das
amostras. Formacéo de crostas estavam presentes em 15/66 (23%) das amostras,
sendo, 8/22) (36%) nos tecidos das narinas e 7/22 (32%) na orelha. Duas altera¢des
importantes registradas nos segmentos cutaneos foram ulceragdo e fibrose.
Ulceragao foi registrada em 7/66 (11%) das amostras, com 4/22 (18%) em orelha; 2/22
(9%) em narina; e 1/22 (4,5%) em coxa. Fibrose ocorreu em 5/66 (8%), com 2/22 (9%)

em orelha; e 3/22 (14%) em coxa. Foliculite associada a presenca de fungos foi uma
40



alteracédo epidérmica registrada em 6/66 (9%) dos fragmentos, com registros em

segmentos de pele provenientes da orelha (2/22), focinho (2/22) e coxa (2/22).

Nos fragmentos cutaneos, exceto nos provenientes da parte interna da coxa,
dos animais soronegativos utilizados nesse estudo também foram observadas
alteragdes descritas anteriormente para os animais sororreagentes. O animal C1
apresentou, nos fragmentos de pele de orelha, um quadro de foliculite, provavelmente
associada a sarna demodécica e mostrou incontinéncia pigmentar no focinho. No
animal C2 foi possivel registrar ulceragao e formagéao de crosta no tecido proveniente
da orelha e hiperceratose, acantose epidérmica e incontinéncia pigmentar no focinho.
O animal C3 apresentou alteragdes somente no tecido proveniente do focinho, onde

foi possivel registrar hiperceratose, acantose epidérmica e incontinéncia pigmentar.

5.6 Comparagao entre carga parasitaria por qPCR e intensidade parasitaria por

analise histologica

Quando a carga parasitaria obtida por PCR foi comparada com a intensidade
parasitaria observada nas avaliagbes histologicas, pode-se observar uma correlagao
positiva. Isto €, quanto maior a quantidade de parasitos visualizada na histologia,
maior a carga parasitaria estimada por gPCR (Fig. 5.14), mostrando que as duas

técnicas sao complementares.

5.7 Comparagao entre a intensidade de infiltrado inflamatério e a intensidade

parasitaria por analise histolégica

De forma semelhante, notamos que a intensidade do infiltrado inflamatério
estava correlacionado positivamente com a carga parasitaria observada na

histopatologia (Fig. 5.15).
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Figura 5.11 - Anadlise histopatolégica de fragmentos cutdneos
provenientes de focinho de cdes com diagnéstico sorolégico para
leishmaniose visceral, naturalmente infectados e domiciliados no
municipio de Nossa Senhora do Socorro, Sergipe. A: Pele de focinho
do cao 5, com hiperceratose (setas), HE (40X); B: Pele de focinho do céo

7 mostrando incontinéncia pigmentar, HE (100X).
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Figura 5.12 - Analise histopatoldégica de fragmentos cutaneos de
caes com diagnéstico sorolégico para leishmaniose visceral,
naturalmente infectados e domiciliados no municipio de Nossa
Senhora do Socorro, Sergipe. A: Pele de focinho do cao 11 mostrando
acantose (asteriscos), HE (40X); B: Pele de orelha do cdo 6 com

formacao de crosta (seta) e erosao (asteriscos), HE (40X);
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Figura 5.13 - Analise histopatologica de fragmentos cutaneos de
caes com diagnéstico soroldégico para leishmaniose visceral,
naturalmente infectados e domiciliados no municipio de Nossa
Senhora do Socorro, Sergipe. A: Pele de orelha do cdo 15 mostrando
areas de fibrose (asteriscos), HE (40X); B: Pele da parte interna da coxa

do cao 01 com areas de foliculite (asteriscos), HE (100X).
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Figura 5.14 - Comparacao entre a carga parasitaria e a intensidade
parasitaria nos diferentes segmentos de pele de cades com
diagnéstico sorolégico para leishmaniose visceral, naturalmente
infectados e domiciliados no municipio de Nossa Senhora do
Socorro, Sergipe. O eixo X mostra a carga parasitaria avaliada por
gPCR e o eixo Y a intensidade parasitaria estimada por avaliagdo
histologica. A - orelha; B - focinho e C - pele da coxa. Teste estatistico de
correlagdo de Spearman, sendo considerados significativos valores de

p<0.05. Foi tragada também uma linha de tendéncia semilogaritimica. 45
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Figura 5.15 - Comparacao entre a intensidade parasitaria e a
intensidade do infiltrado inflamatério nos diferentes segmentos de
pele de caes com diagnostico sorolégico para leishmaniose visceral,
naturalmente infectados e domiciliados no municipio de Nossa
Senhora do Socorro, Sergipe. O eixo X mostra a intensidade do
infiltrado inflamatério e o eixo Y a intensidade parasitaria ambos
estimados por avaliagao histologica . A - orelha; B - focinho e C - pele da
coxa. Teste estatistico de correlacdo de Spearman, sendo considerados
significativos valores de p<0.05. Foi tragada também uma linha de
tendéncia linear.
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5.8 Comparacgao entre a intensidade do infiltrado inflamatério por histologia e a

carga parasitaria por qPCR

Foi ainda observada correlagdo positiva entre a intensidade do infiltrado
inflamatdrio, estimado por avaliagdo histolégica, e a carga parasitaria estimada por
gPCR na pele da orelha e do focinho dos animais. A pele da coxa nao apresentou

correlagdo significativa com a intensidade do infiltrado inflamatério (Fig. 5.16).

5.9 Comparagao entre a carga parasitaria por qPCR e a quantidade de sinais

clinicos

Finalmente, ao compararmos a quantidade de sinais clinicos observados com
a carga parasitaria, néo foi vista correlagdo com nenhum dos segmentos cutaneos
(Fig. 5.17), mostrando que a quantidade de parasitos na pele ndo tem relagdo com a

sintomatologia.
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Figura 5.16 - Comparagao entre a carga parasitaria e a intensidade
de infiltrado inflamatério nos diferentes segmentos de pele de caes
com diagnéstico sorolégico para leishmaniose Vvisceral,
naturalmente infectados e domiciliados no municipio de Nossa
Senhora do Socorro, Sergipe. O eixo X mostra a carga parasitaria
estimada por gPCR e o eixo Y a intensidade do infiltrado inflamatdrio por
analise histolégica. A - orelha; B - focinho e C - pele da coxa. Teste
estatistico de correlagdo de Spearman, sendo considerados significativos
valores de p<0.05. Foi tracada também uma linha de tendéncia
semilogaritimica.
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Figura 5.17 - Comparagao entre a carga parasitaria e a quantidade de
sinais clinicos nos diferentes segmentos de pele de caes com
diagnéstico soroldégico para leishmaniose visceral, naturalmente
infectados e domiciliados no municipio de Nossa Senhora do
Socorro, Sergipe. O eixo X mostra a carga parasitaria estimada por
gPCR e o0 eixo Y o numero de sinais clinicos apresentados
individualmente por cada animal. A - orelha; B - focinho e C - pele da
coxa. Teste estatistico de correlacdo de Spearman, sendo considerados
significativos valores de p<0.05. Foi tragcada também uma linha de
tendéncia semilogaritimica.
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6 Discussao

A leishmaniose visceral canina, causada por L. infantum, € uma zoonose com
ampla distribuicdo geografica no mundo. Desde os primeiros estudos o cao tem sido
considerado o principal reservatorio da L. infantum nas areas urbanas, principalmente
por apresentar parasitos na pele e também por compartilhar o mesmo ambiente com
o homem (Baneth et al., 2008; Calabrese et al., 2010). A doenga no céo € lenta e de
inicio insidioso, é caracterizada por apresentar evolugdo crénica com envolvimento
sistémico que, pela sintomatologia inespecifica, torna o diagndéstico clinico dificil
(Brasil, 2014). O grau de manifestagdes clinicas apresentadas pelo animal vai
depender de sua resposta imunoldgica. O espectro de manifestagdes clinicas pode
variar de aparente estado sadio a um severo estagio final (Baneth et al., 2008; Solano-
Galego et al., 2009; Brasil, 2014), assim como observado em humanos (Michel et al.,
2011). Essa variedade de sinais clinicos presentes na LVC se deve principalmente a
deposig¢ao de imunocomplexos que podem ocorrer em varios 6rgaos e tecidos, como
pele, vasos sanguineos, tecidos oculares e em articulagdes, resultante da reagao
inflamatoria gerada contra o parasito (Koutinas et al., 1993; Ciaramella; Corona, 2003;
Trotz-Williams; Gradoni, 2003). A relacdo entre carga parasitaria, inflamacao,
apoptose e estado clinico do hospedeiro na leishmaniose visceral pode determinar o
curso da infecgdo e o grau de manifestagdes clinicas, estando relacionado com a
resposta imunolégica desenvolvida pelo mesmo (Vergosa et al., 2012). Essa resposta
dependera dos estimulos e receptores envolvidos e da ativagdo de macréfagos,

gerando uma resposta anti-inflamatdria ou pré-inflamatdéria (Krysko et al., 2006).

Na maioria dos cédes do presente estudo a carga parasitaria apresentou
correlacao positiva com a intensidade de infiltrado inflamatério, ou seja, quanto maior

a carga parasitaria maior a resposta inflamatoria.

Nao houve correlagdo entre a carga parasitaria, determinada pela técnica de
gPCR, e a quantidade de sinais clinicos apresentada pelos animais, individualmente,
diferindo do encontrado por Vergosa e colaboradores (2012). Esses autores
mostraram associagao entre a carga parasitaria, manifestagdes clinicas e o infiltrado
inflamatério em fragmentos de pele com LVC. Além disso, observaram que nos

animais sintomaticos o grau de infiltrado inflamatorio alternou entre intenso e/ ou
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moderado, com distribuicdo multifocal, enquanto nos assintomaticos esse infiltrado

era discreto e/ou insignificante com distribui¢do difusa.

No presente estudo a analise histopatolégica mostrou a presenga de infiltrado
inflamatério em 78,8% das amostras de pele estudada com distribuigdo difusa em
diferentes intensidades. Corroborando com os resultados encontrados por Rossi e
colaboradores (2016), os quais analisaram histologicamente 38 amostras de cades com
LVC e constataram a presenga de infiltrado inflamatério em diferentes niveis de
intensidade e distribuicdo difusa. Por outro lado, nas andlises histolégicas das
amostras de pele dos caes soronegativos para leishmaniose, o infiltrado inflamatério

foi discreto, provavelmente associado a outras infecgdes.

O infiltrado inflamatério no presente estudo foi misto, com predominio de
células linfoplasmocitarias (33%), linfohistioplasmocitarias (41%), além da presenca
de neutrdfilos (13,63%) e mastdcitos (25,75%). Corroborando com dados da literatura
gue mostram que a presenga de macrofagos, linfocitos e células plasmaticas na pele
de cédes com leishmaniose visceral € comum (Ordeix et al., 2017; Rossi et al., 2016;
Figueiredo et al. 2010). No presente estudo, mastocitos foram observados apenas em
segmentos da pele onde a intensidade da inflamagdo variou de moderada e
acentuada. Da mesma forma, Calabrese e colaboradores (2010), em estudo com caes
naturalmente infectados em uma area endémica para leishmaniose visceral em Mato
Grosso do Sul, descreveram infiltrado com predominio de mastdcitos degranulados,
demonstrando assim o papel dessas células no sistema de defesa do hospedeiro

modulando a resposta imunoldgica contra o agente invasor.

Outra célula descrita em alguns estudos de histologia de LVC é o eosindfilo.
Cardoso e colaboradores (2017) mostraram uma reacgao inflamatéria crénica com
infiltrado mononuclear difuso na derme e rara presenca de neutrdéfilos e eosinofilos,
entretanto, no presente estudo ndo observamos a presenga de eosinofilos nos

fragmentos de pele analisados.

Parasitos do género Leishmania induzem um processo imunologico cutaneo
cuja intensidade e distribuigdo sao variaveis, embora em animais sintomaticos ha uma
tendéncia a uma resposta inflamatéria mais intensa. Essa relacao parasito e processo
inflamatorio, independentemente do animal ser sintomatico ou assintomatico, pode

ser um meio para compreender a interagao entre o parasito e o hospedeiro (Vergosa
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et al., 2012). Uma resposta imunoldgica eficiente contra a Leishmania € fundamental
para o controle da infecgao e a pele exerce uma fungao essencial na imunopatogenia
da doenga em cées (Papadogiannakis e Koutinas, 2015). Segundo esses autores, a
leishmaniose por L. infantum é caracterizada por diversas manifestacdes cutaneas
que podem refletir diretamente na relacio parasito-hospedeiro. Além disso, diferentes
tipos de lesdes de pele podem ocorrer, em um mesmo cdo. Em nosso estudo, contudo,
observamos que alteragbes cutaneas estavam presentes em todos os animais
avaliados, com intensidade que variou de acordo com o segmento de pele estudado,
mesmo o0s caes assintomaticos. Nossos resultados corroboram com estudos
anteriores o0s quais mostram que alteragdes epiteliais como hiperceratose, hiperplasia
epidérmica, exocitose, crostas, acantose, etc, tém sido descritas na leishmaniose
visceral canina e sao observadas tanto na pele aparentemente normal quanto na pele

com lesdes macroscépicas (Barros, 2011).

E comum, na literatura, o relato da ocorréncia de mais de um sinal clinico em
caes com leishmaniose (Freitas et al, 2012, Cunha, 2015, Franga, 2019), como
também verificado no presente estudo. Os sinais clinicos mais frequentes observados
em nosso estudo foram hepatoesplemegalia e caquexia, entretanto, é sabido que a
ocorréncia desses sinais clinicos ndo segue um padréo. Um estudo desenvolvido por
Meléndez-Lazo e colaboradores (2018), com cdes naturalmente infectados em
Barcelona, mostrou que a maioria desses animais apresentou como principais sinais
clinicos, alteragdes cutaneas, linfoadenomegalia e alteragées oculares, enquanto a
hepatoesplenomegalia, mais frequente nos cées do nosso estudo, foi 0 achado menos
comum. Além disso, esses autores descreveram um pequeno numero de cides com
onicogrifose, dados corroborados por nosso estudo, no qual somente 18% dos caes
apresentaram este sinal clinico. Cunha (2015), estudando cées naturalmente
infectados por L. infantum em S&o Luis do Maranhao, descreveu linfoadenopatia,
caquexia e lesao de pele como os sinais clinicos mais frequentemente. Dados estes
que foram confirmados posteriormente por Franga (2019) em estudos com caes da
mesma area endémica. Freitas e colaboradores (2012), no entanto, em estudos com
caes naturalmente infectados em Fortaleza, observaram vomito e caquexia como
sinais clinicos mais frequentes. Esses resultados demonstram que as manifestacoes

clinicas predominantes diferem de regido para regiao e, portanto, o diagndéstico néo
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deve ser unicamente baseado nas manifestagdes clinicas apresentadas e sim em um

conjunto de parametros.

Nossos resultados mostraram que em 54,5% das amostras de esfregagos da
medula 6ssea analisadas foi possivel detectar formas amastigotas de L. infantum,
entretanto, em somente 9% das amostras foi possivel o isolamento de parasitos em
meio de cultura. Apesar da técnica de isolamento ser bastante especifica para analise
de amostras provenientes de areas endémicas € fundamental que haja condi¢des
apropriadas para a coleta e transporte dessas amostras (Menezes et al. 2016). Devido
a baixa sensibilidade deste exame, € importante que a coleta seja realizada de forma
adequada, por profissional habilitado, evitando assim o comprometimento da amostra.
No nosso estudo, as condi¢des inadequadas de coleta e transporte, além da escassez
das amostras, por terem sido obtidas dos animais ja eutanasiados, podem ter

contribuido para o insucesso do isolamento parasitario.

No presente estudo todas as avaliagdes histologicas foram realiadas em em
amostras de pele aparentemente integras, sem ulceragao, provenientes de ponta da
orelha, focinho e parte interna da coxa de 22 caes sororreagentes para leishmaniose
visceral, naturalmente infectados no municipio de N. Sra. do Socorro, Sergipe. A
escolha da pele como objeto do estudo teve como fator decisério a demonstragéo, por
inumeros estudos, da presenga de amastigotas neste tecido. Assim como, os
resultados obtidos no presente estudo poderao ser Uteis para substituir a obtencéo de
amostras através de puncao de medula éssea e bago, métodos de escolha para o
digndstico da LVC (Tafuri et al., 2004).

No presente trabalho apenas um animal foi assintomatico, entretanto, sabe-se
que mesmo os caes assintomaticos podem atuar como fontes de infecgdes para os
flebotomineos (Madeira et al., 2009; Laurenti et al, 2014; Saridomichelakis e Kotinas,
2014), o que se confirmou neste estudo. O animal apresentou infiltrado inflamatoério
linfoplasmocitario discreto no fragmento de pele, aparentemente normal, da orelha e
do focinho com a presenca de histiocitos e raras formas amastigotas na orelha.
Segundo Saridomichelakis e Kotinas (2014) tais achados sugerem que a presenca de

parasitos na pele sadia precede o aparecimento de lesées macroscépicas.

A utilizacdo da pele como amostra para diagnostico na leishmaniose canina

vem sendo utlizada por muitos autores com resultados promissores. Xavier e
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colaboradores (2006) demonstraram a presenga de parasitos em amostras de tecidos
de orelha, nariz e abddmen de caes e descreveram que, particularmente, a pele da
orelha e nariz sdo potencialmente uteis para diagnosticar a LVC, independentemente
do estado clinico do animal. Ordeix e colaboradores (2017) mostraram que pele
normal de cédes com leishmaniose visceral (56%) comumente mostram lesdes

microscopicas e abrigam formas amastigotas do parasito.

Doehl e colaboradores (2017) descreveram que a capacidade de infecgao do
vetor, em caes com leishmaniose visceral, esta relacionada ao encontro de parasitos
na pele e comprovaram isso através de um modelo murino infectado por Leishmania
donovani. Através de analises espaciais em escalas macro (PCR quantitativo) e micro
(microscopia confocal) mostraram que a distribuicdo dos parasitos € marcadamente
distorcida. Modelos matematicos demonstram que, embora uma distribuigao irregular
reduza o numero esperado de flebotomineos que adquirem os parasitos, aumenta a
carga de infeccdo para os flebotomineos que se alimentam de um fragmento,
aumentando seu potencial de transmissédo subsequente. Conclui-se assim que a pele
€ um local critico na avaliacdo da competéncia de transmissao e no impacto das
campanhas de eliminacdo da leishmaniose visceral. Esses dados corroboraram aos
observados por Courtenay e colaboradores (2014) os quais mostraram que a
infectividade do fleb6tomo esta associada a carga parasitaria na pele do hospedeiro
e este € o melhor preditor de infectividade. Somado a isso, dados publicados por
cientistas da Universidade de Nova York em 2017 mostraram que a infeccdo de
flebotomineos se da mais através da pele que do sangue infectados, apoiando a
literatura quanto a importancia da pele na transmiss&o da leishmaniose (University of
York, 2017).

No presente trabalho, a quantificagcdo da carga parasitaria por qPCR foi
realizada em fragmentos cuténeos do focinho, ponta de orelha e parte interna da coxa
de 22 caes e constatou-se a presenca de DNA do parasito em ao menos um dos
segmentos cutaneos avaliados. Resultados encontrados por Ordeix e colaboradores.
(2017) que confirmaram a presenca de DNA do parasito pela técnica da qPCR em
72% das 25 amostras de pele aparentemente saudavel de caes com leishmaniose e
em 100% das amostras de pele clinicamente lesionadas. Reis e colaboradores (2013)
também descreveram a detecg¢ao da presenca de DNA de Leishmania em 93,3% das
amostras de pele de caes infectados. Corroborando com esses estudos
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demonstramos que a pele normal de caes com leishmaniose frequentemente abriga
formas amastigotas do parasito, como demonstrado pela coloragdo de Hematoxilina
e Eosina e pelo qPCR.

O fragmento da orelha foi o mais frequentemente parasitado. Formas
amastigotas de Leishmania, estavam presentes em 82% das amostras, corroborando
com os estudos de Moura e colaboradores (2008), seguido dos fragmentos de pele
da coxa com 32% e do focinho com 18%. Lembrando que todas as analises foram
realizadas em fragmentos de pele aparentemente saudaveis, tanto nos céaes
sintomaticos como no cao assintomatico. O infiltrado inflamatério foi variavel quanto
ao tipo celular podendo estar associado a presenga de formas amastigotas. A
observacado de maior parasitismo na orelha, pode advir do fato da mesma ser alvo
frequente de injurias e traumatismos, que podem estimular o prurido, e assim
promover o acumulo de células inflamatdrias o que facilitaria a manutencao do
parasitismo local (Barros, 2011; Murray et al., 1982). Somado a isso, podemos
considerar a possibilidade de areas mais frias do corpo, como a orelha, por exemplo,

serem mais predispostas ao desenvolvimento do parasito (Travi et al, 2001).

Estudos de Rossi e colaboradores (2016) observaram infiltrado inflamatério na
pele de 38 cdes com leishmaniose, que apresentavam ou nao sinais clinicos, mas sé
detectaram a forma amastigota de Leishmania em 46% dos animais sintomaticos e
36% dos animais assintomaticos. Mostrando que apesar de se observar processos
inflamatdrios na maioria das amostras nem sempre é possivel a visualizacdo do

parasito.

Diante dos resultados observados em nosso estudo, concluimos que a pele é
um importante sitio de infeccdo e deve ser levada em consideracdo para fins de
diagndstico, sugerindo entao, sua utilizagdo como 6rgao de escolha para o diagnostico
da leishmaniose, principalmente a regido da orelha. Reforgamos que, como observado
em nosso estudo e também por outros autores (Moura et al., 2008), por haver uma
distribuicdo desigual do parasitismo na pele, a escolha do local de coleta da pele é
importante. Os resultados aqui apresentados reforgam a ideia do papel epidemiolégico
dos caes na transmissdo da Leishmania, remetendo a sua importancia no ciclo da

leishmaniose visceral, como discutido por varios autores no Brasil (Lima et al., 2004;
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Xavier et al.,, 2006; Calabrese et al., 2010; Barros, 2011) e em outros paises
(Abranches et al., 1998; Solano-Gallego et al., 2011).
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7 Conclusoes

Nas amostras avaliadas no presente estudo, Leishmania infatum & a espécie
responsavel pela infecgdo canina em Nossa Senhora do Socorro, Sergipe;

A pele da orelha pode ser o tecido de escolha para o diagndstico, uma vez que
se mostrou mais frequentemente parasitada quando comparada com a pele do
focinho e da coxa;

A expressiva carga parasitaria na pele dos caes naturalmente infectados,
residentes em Nossa Senhora do Socorro, reforga seu potencial papel na
epidemiologia da leishmaniose visceral,

A correlacao entre os infiltrados inflamatérios observados na pele e a presenca
de formas amastigotas ndo esta relacionada ao numero de sinais clinicos
apresentados pelos caes;

A carga parasitaria observada nos diferentes segmentos de pele de um mesmo
animal foi homogénea;

A técnica de gPCR mostrou ser o método mais sensivel para a detecgao de

amastigotas na pele que o método histopatologico.
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de permanéncia dos animais no projeto, os procedimentos realizados, o0 manejo dos animais e
as medidas para promoc¢ao do bem-estar animal empregadas.

6.1.8. Quando animais de producao ou de companhia, domésticos ou silvestres forem utilizados
em atividades de ensino ou de pesquisa cientifica a descricdo das responsabilidades dos
pesquisadores ou professores, assim como as do responsavel(s) pelo(s) animal(is) devem estar
claramente definidas na proposta.

6.1.9. Quando animais de produ¢do ou de companhia forem incluidos no estudo, o modelo do
Termo de Consentimento (TC) a ser assinado pelos responsaveis deve ser anexado.

6.1.10. Quando cadaveres, partes deles ou amostras biologicas forem usadas em atividades de
ensino ou de pesquisa cientifica os responsaveis pela atividade devem:

a. Quando o material for obtido de animais incluidos em uma atividade de ensino ou de
pesquisa cientifica - Exigir, previamente ao recebimento da amostra, evidéncia formal de que a
atividade que originou a amostra era autorizada pela CEUA pertinente;

b. Quando o material ndo for oriundo de uma atividade de ensino ou de pesquisa
cientifica, por exemplo: 1) cadaveres de animais atropelados em rodovias; i1) sobras de amostras
biologicas colhidas a bem do tratamento de animais que deles necessitavam,; iii) cadaveres ou
parte deles oriundos das atividades de matadouros, frigorificos, abatedouros ou produtores
rurais para consumo; iv) cadaveres ou partes deles oriundos de animais mortos por servigos de
vigilancia sanitaria; v) cadaveres ou partes deles obtidos em estabelecimentos comerciais como
mercados ou feiras livres ou; vi) sobras de amostras bioldgicas colhidas pelos servicos de
vigilancia sanitaria - Manter documentagdo que evidencie a origem do material de forma
inequivoca. A evidéncia podera ser nota fiscal de compra, recibo, fotografias ou documentos
oficiais dos servigos de vigilancia, dentre outros aplicaveis.

c. A responsabilidade no caso de eventual violagdo de normas ou de principios €ticos
para a obten¢do dos materiais descritos nos sub-itens a. e b. é do responsavel pela atividade,
compartilhada por sua equipe, nunca da CEUA institucional.

VI1.2. PLANEJAMENTO DE PROJETOS

6.2.1. Antes de enviar uma proposta a CEUA, pesquisadores e professores devem
considerar as seguintes questoes no planejamento do projeto:

(a) os beneficios obtidos com o uso dos animais serdo potencialmente maiores do
que os impactos negativos sobre o seu bem-estar?
(b) os objetivos do estudo podem ser atingidos sem a utilizagdo dos animais?
(c) as espécies de animais selecionadas sdo as mais apropriadas?
(d) o estado bioldégico (incluindo genético, gestacional, nutricional,
microbioldgico e
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