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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO/

Francini Neves Ribeiro

A leishmaniose visceral (LV) representa um importante problema de saude publica. O céo é
considerado o principal reservatorio doméstico, pois mesmo quando assintomatico pode
apresentar carga detectavel de Leishmania na pele sadia possuindo capacidade de infectar o
vetor. As lesdes de pele em cées acometidos por LV tém sido frequentemente observadas, e a
pele da orelha tem mostrado uma maior intensidade de alteracdes inflamatorias, além de uma
maior carga parasitaria em relacdo a outros locais analisados. No entanto, as alteracdes
vasculares na derme e possivel correlacdo com 0 aumento da carga parasitaria e disseminagéo
do parasito pela pele ainda ndo estdo completamente estabelecidas. O objetivo deste estudo foi
avaliar as alteracBes inflamatorias e vasculares em pele de orelha e abdémen de cées
naturalmente infectados por Leishmania infantum e sua correlagdo com a carga parasitaria e a
sintomatologia clinica. Vinte e seis cdes positivos no teste DPP®CVL e ELISA foram incluidos
nesse estudo. Apds avaliacdo clinica, os animais foram divididos em grupos: 1- assintomaticos;
2- sintomaticos. Observamos que 0s sinais clinicos dermatoldgicos sdo observados com maior
frequéncia em relacédo a outros sinais clinicos, sendo a dermatite o sinal clinico dermatoldgico
mais observado. Os fragmentos de pele de orelha mostraram carga parasitaria elevada
independente da progressdo da doenca e distribuida de forma mais difusa. Foi observado
também maior intensidade de infiltrado inflamatério em relacdo a pele de abdémen, além de
maior reacdo granulomatosa. A menor quantidade de colageno foi observada em pele de orelha
e se associou com o maior numero e distribui¢do da carga parasitaria pelo tecido. Ao analisar
as alteracdes vasculares, em ambos 0s grupos, a pele da orelha apresentou vasos sanguineos
com maior didmetro e maior nimero em relacdo aqueles da pele de abddémen. Foi possivel
observar correlacdo positiva entre 0 nimero de amastigotas e 0 niUmero de vasos presentes na
derme, assim como associacdo entre a presenca de amastigotas e intensidade do infiltrado
inflamatério. Em conjunto, os dados sugerem uma relacdo entre as alteracdes vasculares e a
disseminacdo do parasito pela pele de cées possivelmente impactando no seu papel como
reservatorio da LV. Alem disso, indicam que a pele da orelha se mostrou um sitio interessante
para a coleta de amostras clinicas para diagnostico devido a maior probabilidade de detec¢do
de amastigotas.
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Comparative histopathological aspects of ear and abdominal skin of dogs naturally infected with
Leishmania infantum.

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO/

Francini Neves Ribeiro

Visceral leishmaniasis (VL) represents a very important public health problem. The dog is
considered the main domestic reservoir, because even when asymptomatic it can have a
detectable Leishmania load in the healthy skin, being able to infect the vector. Skin lesions in
dogs affected by VL have been frequently observed, and the skin of the ear has shown a higher
intensity of inflammatory changes, in addition to a higher parasite load in relation to other sites
analyzed. However, the vascular changes in the dermis and possible correlation with increased
parasite load and parasite spread through the skin are not yet fully established. The aim of this
study was to evaluate inflammatory and vascular changes in the skin of the ear and abdomen of
dogs naturally infected with Leishmania infantum and their correlation with parasite load and
clinical symptoms. Twenty-six dogs positive for DPP®CVL and ELISA were included in this
study. After clinical evaluation, the animals were divided into groups: 1- asymptomatic; 2-
symptomatic. We observed that dermatological clinical signs are observed more frequently than
other clinical signs, with dermatitis being the most observed dermatological clinical sign. Ear
skin fragments showed high parasite load independent of disease progression and more
diffusely distributed. A greater intensity of inflammatory infiltrate was also observed in relation
to the skin of the abdomen, in addition to a greater granulomatous reaction. The lowest amount
of collagen was observed in the ear skin and was associated with the highest number and
distribution of the parasite load in the tissue. When analyzing the vascular alterations, in both
groups, the ear skin presented blood vessels with larger diameter and greater number in relation
to those of the abdomen skin. It was possible to observe a positive correlation between the
number of amastigotes and the number of vessels present in the dermis, as well as an association
between the presence of amastigotes and the intensity of the inflammatory infiltrate. Taken
together, the data suggest a relationship between vascular changes and the spread of the parasite
through the skin of dogs possibly impacting on their role as a VL reservoir. Furthermore, they
indicate that the skin of the ear proved to be an interesting site for collecting clinical samples
for diagnosis due to the higher probability of amastigotes detection.
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1 Introducao

1.1.0 O parasito Leishmania

Parasitos digenéticos do género Leishmania, possuem duas distintas formas evolutivas:
formas promastigotas e amastigotas. Formas promastigotas sdo encontradas
predominantemente em hospedeiros invertebrados, possuem flagelo e morfologia alongada.
Contudo, formas amastigotas sdo observadas em hospedeiros mamiferos, possuem morfologia
arredondada e tamanhos variaveis dependendo da espécie. (OPAS, 2019) (Figura 1.0).

Vérias espécies de Leishmania, filogeneticamente distintas, sdo capazes de promover
diferentes manifestacfes clinicas em seres humanos (WHO, 2010). De acordo com Desjeux,
2004, vinte espécies de Leishmania, sdo consideradas patogénicas. Essas espécies,
compreendem aos subgéneros L. (Leishmania) e L. (Viannia) e caracterizam grande
polimorfismo clinico aos seus hospedeiros através de tropismos pelas visceras, pela pele ou
pelas mucosas, dando origem a Leishmaniose Visceral (LV), Leishmaniose cutanea (LC),
Leishmaniose mucosa (LM) e Leishmaniose mucocutanea (LMC) (OPAS,2019).

As leishmanioses, possuem transmissdo principalmente vetorial através de picadas de
flebotomineos infectados popularmente conhecidos como mosquito palha, tatuquira, birigui,
entre outros nomes de acordo com a localizacdo geogréfica (Brasil, 2007). Somente
flebotomineos fémeas sdo hematdfagas, e necessitam da alimentacdo sanguinea para 0
desenvolvimento de seus ovos (WHO, 2010).

O vetor se torna infectado através da ingestdo de formas amastigotas durante o repasto
sanguineo, os quais se diferenciam em promastigotas no trato digestivo do hospedeiro
invertebrado. Durante nova alimentacdo sanguinea, fémeas infectadas regurgitam formas
promastigotas na pele do hospedeiro vertebrado, que sdo em seguida, fagocitadas por células
do sistema mononuclear fagocitario e se diferenciam em amastigotas, dando inicio a um novo
ciclo (Brasil, 2006).

Hospedeiros vertebrados possuem capacidade de manter a Leishmania na natureza e
torna-la disponivel ao vetor causando persisténcia do ciclo de transmisséo (OPAS, 2019), a
partir desse fato, as Leishmanioses podem ser divididas em dois grupos: Leishmaniose

zoondtica em situagdes em que animais sdo considerados hospedeiros reservatorios e



Leishmaniose antropondtica em situacdes em que 0os humanos sao as fontes de infeccdo para o
vetor (Desjeux, 2004).

- -
3
A / =
, -
’J
.\
-
-
e f
' g - - f s
My . - oy 4 :
g <V > g
\ 7 e
» . ' ’ { .-
“
-
10um 10um {
&= L] -, \ ', ; p
oy | = " -

Figura.1.0 - Formas evolutivas da Leishmania. A- Formas promastigotas B- Formas amastigota (setas). OPAS, 2019

1.1.1 Hospedeiros Reservatérios no Contexto da Leishmaniose
Visceral

O papel dos hospedeiros como reservatorios, é definido por diversos fatores. Um
mamifero estar infectado néo significa necessariamente que ira desempenhar um papel no ciclo
de transmissdo do parasito. Portanto, podem ser considerados hospedeiros incidentais. A
competéncia do animal em se tornar reservatorio € dependente da interacdo parasito-hospedeiro,
o qual ira definir a capacidade de transmissibilidade do parasito ao vetor e a competéncia de
manutencdo do ciclo de transmissao (WHO, 2010; Roque e Jansen, 2014).

No ambiente silvestre, raposas e marsupiais sdo considerados o0s principais
reservatorios, enquanto no ambiente urbano, os cdes desempenham um importante papel do
ciclo de transmissdo da Leishmania e séo considerados as principais fontes de infec¢ao para o
vetor (Brasil,2006). A importancia de cdes como principais reservatérios no ambiente urbano
ocorre devido a capacidade infectante desses animais independente de manifestacdes clinicas
(Laurenti et al., 2013). Tal capacidade, apresenta correlacdes positivas com a carga parasitaria
encontrada na pele e sangue de animais infectados trazendo impactos no ciclo de transmisséo

do parasito (Borja et al., 2016).



1.1.2 Ciclo Bioldgico

Espécies de Lutzomyia no Novo Mundo ou Phlebotomus no Velho Mundo, adquirem
formas amastigotas de Leishmania durante a alimentacéo sanguinea (Bates, 2007 em revisao).
No momento seguinte a introducdo da proboscide do vetor na pele do hospedeiro infectado,
capilares sanguineos superficiais sdo rompidos e pequenas hemorragias subcutaneas sdo
formadas tornando possivel a sucgdo sanguinea em conjunto com formas amastigotas do
parasito (Tempone e colaboradores, 2004). Dessa forma, para que ocorra a transmissao da
Leishmania ao hospedeiro invertebrado, se faz necessaria a disponibilidade do parasito na pele
ou no sangue periférico de hospedeiros mamiferos (Brasil, 2006).

As amastigotas ingeridas pelo vetor, desenvolvem mudangas morfoldgicas em
diferentes estagios de desenvolvimento, se comportando de diferentes modos dependendo da
espécie de Leishmania. A forma como L. infantum se desenvolve no flebotomineo
(Lu. Longipalpis), ocorre de modo diferenciado em relagéo a L. mexicana, por exemplo, que
apesar de possuirem mesma sequéncia morfoldgica de diferenciacdo, se diferem no tempo de
duracdo e no pico de desenvolvimento de suas formas evolutivas (Gossage et al., 2003).

Assim, as primeiras formas evolutivas que se desenvolvem no inicio da alimentacdo
sanguinea, sdo promastigotas prociclicas, que posteriormente se diferenciam em promastigotas
nectomonada, leptomonada e por fim no estagio infeccioso promastigotas metaciclicas
(Dostalova e Volf, 2012 em revisdo). Enquanto promastigotas prociclicas e leptomonada
possuem capacidade de replicacdo, promastigotas metaciclicas e nectomonada sdo formas
evolutivas ndo divisoérias (Gossage et al., 2003).

Apesar disso, apds repastos sanguineos sequentes, promastigotas metaciclicas podem se
desdiferenciar em formas evolutivas proliferativas semelhantes a leptomonada através de um
fendmeno denominado metaciclogénese reversa. Parasitos nesse estagio de desenvolvimento
sdo denominados promastigotas retroleptomonada, os quais possuem baixa mobilidade, curto
flagelo, grande corpo celular e capacidade proliferativa, resultando no aumento do nimero de
promastigotas metaciclicas e na amplificacdo da capacidade infectante a hospedeiros
mamiferos (Serafim et al., 2018) (Figura 1.1).

Em hospedeiros mamiferos, ap0s a regurgitagdo do parasito na pele, as formas
promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por macrofagos e localizadas em vacuolos
parasitéforos (Courret et al., 2002). Dentro dos vaclolos, o aumento da temperatura,

diminuicdo do pH, absorcdo de ferro e geracdo de peroxido de hidrogénio, possuem um



importante papel na diferenciacdo de promastigotas metaciclicas em amastigotas, como
revisado por Podinovskaia e Descoteaux, 2015.

Vérias espécies de Leishmania podem induzir vacuolos morfologicamente distintos
dentro de uma mesma populacdo de macrofagos. Tal ambiente funciona como um
compartimento de facil acesso a nutrientes para amastigotas. Apds a multiplicacao parasitaria,
0s parasitos rompem os macréfagos e séo liberados para o meio extracelular podendo parasitar
outros fagdcitos e alguns tipos de células ndo fagociticas. (Antoine, 1998; McConville et al.,

2007 em revisao).
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Figura 1.1 - Ciclo de vida da Leishmania infantum. Serafim et al, 2019

1.1.3 Distribuicao geogréafica

A Leishmaniose visceral possui distribuigdo restrita, com 90% dos casos presentes na
india, Bangladesh, Suddo, Suddo do Sul, Brasil e Etidpia (Alvar et al., 2012). No ano de 2020,
6 paises relataram mais de 1000 casos de LV representando 79% de todos os casos globalmente,
sendo eles Brasil, Etiopia, Eritreia, Quénia, India e Suddo (WHO,2021) (Figura 1.2).

De acordo com a organizacdo mundial da saude (WHO, 2021), paises sdo considerados
endémicos se pelo menos um caso autdctone foi relatado e todo o ciclo de transmissao
parasitaria foi demonstrada em alguma regido daquele pais. Dessa forma, na regido das
américas, 13 paises foram considerados endémicos. Dentre eles, 97% dos casos foram relatados
no Brasil em 2019 (OPAS,2019).



A leishmaniose visceral € uma forma mais grave podendo levar a ébito na auséncia de
tratamento (OPAS, 2019). Assim, no periodo de 2019 a 2020, 10 paises relataram 95% das
mortes causadas por LV, sendo eles Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Kenya, Paraguai, Sudao,
Sudao do sul, Nepal e Somalia (WHO, 2021).
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Figura 1.2 - Status da endemicidade da Leishmaniose Visceral no mundo. WHO, 2021.

1.1.4 Vetores no velho e novo mundo

Os vetores de Leishmania, pertencem a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae
e se diferem de outros insetos vetores por possuirem pequeno porte (até 5mm de comprimento),
corpo piloso, asas com contorno lanceolado cobertas por pelos que se mantém eretas sobre o
corpo em repouso (Urquhart et al., 1998; Taylor et al., 2007). S0 insetos que possuem
metamorfose completa, possuem estagio de ovo, larva, pupa e adulto com duracdo de cada
estagio variavel de acordo com a especie (OPAS, 2019). Embora ndo sejam depositados na
agua, 0s ovos necessitam de ambientes imidos para sua sobrevivéncia, os quais, em condi¢des
ideais, eclodem por volta de uma a duas semanas, podendo prolongar em climas mais frios
(Urquhart et al., 1998). Da mesma forma que o0s ovos, as larvas e pupas se desenvolvem em
ambientes Umidos e ricos em matéria organica, com tempo de desenvolvimento influenciado
pelas alteracdes climaticas ambientais, levando menos tempo para se desenvolverem em regides

mais quentes e mais tempo de desenvolvimento em regides mais frias (WHO, 2010).



No velho mundo, dentre as 49 espécies pertencentes ao género Phlebotomus, 31 séo
relatadas como vetores de Leishmania. Sdo predominantes na regido paleartica com a maior
parte das espécies habitando areas semidridas e de savana se distribuindo das Regifes do
Mediterraneo, Afrotropical, Oriente Médio e Oriente até & Asia central. Em regides tropicais,
algumas espécies estdo presentes na Africa Subsaariana, Sudeste Asiatico ou na regifo do
Pacifico (revisado por Akhoundi et al., 2016).

No novo mundo, vetores do género Lutzomyia possuem ampla distribui¢do. Dentre as
118 espécies relatadas, 47 sdo responsaveis pela transmissdo do parasito, as quais sdo mais
abundantes na américa tropical se distribuindo desde as areas meridionais da regido neértica até
a regido neotropical, sendo encontradas especialmente em areas florestais da América do Sul e
Central (revisado por Akhoundi et al., 2016).

No Brasil, duas espécies de Lutzomyia, estdo associadas a transmissdo do parasito:
Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A Lutzomyia cruzi, apresenta associacdo com a
transmissdo no Estado do Mato Grosso do Sul, enquanto a L. longipalpis é considerada o
principal vetor, apresentando ampla distribuicdo geografica podendo ser encontrada no
Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste, sendo inicalmente observada participando do ciclo de
transmissdo em areas de mata (Brasil, 2006). Porém, na regido latino-americana, o
desmatamento e a substituicdo de florestas por areas agricolas fizeram com que o vetor se
tornasse peridomestico (revisado por Patz et al., 2000).

Mudancgas ambientais devido as ac¢Ges humanas ou fendmenos naturais, causam
consequéncias no equilibrio ecoldgico e nos cenarios 0s quais 0s parasitos e vetores se
desenvolvem, se reproduzem e transmitem doencas (revisado por Patz et al., 2000). Sendo
assim, a partir da década de 1980, a leishmaniose deixou de ter um carater rural devido aos
processos de adaptacao do vetor no ambiente urbano, tendo como consequéncia, a expansao da

doenca para regides urbanas de médio e grande porte (Vilela e colaboradores, 2014).

1.2.0 Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € uma doenga zoondtica que possui a
L.infantum como agente etioldgico. Representa grande importancia na Europa, Africa, Asia e
na América podendo ser potencialmente fatal (Baneth et al., 2008 em revisdo). No ambiente
urbano, os cées séo considerados as principais fontes de infeccdo para o vetor (Brasil, 2006). A
migracao de cées de regides endémicas para ndo endémicas e a adaptacdo do vetor no ambiente



urbano sdo importantes fatores que resultam na expansdo de casos caninos de LV na américa
do sul (Dantas — Torres, 2009).

Além de apresentar maior prevaléncia, casos de Leishmaniose Visceral em cées séo
observados precedendo casos de leishmaniose visceral em humanos (Camargo- Neves et al.,
2001; Brasil, 2006). Em determinadas regiGes urbanas do Brasil, mais de 80% dos cées sdo
assintomaticos. A auséncia de sinais clinicos apresentada por cées soropositivos é considerada
uma importante caracteristica epidemioldgica devido a capacidade desses animais de infectar o
vetor (Dantas — Torres, 2009). Dessa forma, uma abordagem integrada deve ser utilizada em
cdes como medida profilatica, incluindo a utilizacdo de uma vacina eficaz em conjunto com a
utilizacdo de inseticidas tdpicos ou em forma de coleiras (Solano-Gallego et al., 2011)

Apesar da maioria dos animais apresentarem auséncia de sinais clinicos, cées
sintomaticos apresentam sintomatologia clinica semelhante a humanos com LV, representando
um bom modelo de estudo. Dessa forma, o entendimento da imunopatogenia da LV C reflete no

controle e na prevencéo de casos de leishmaniose visceral humana (Moreno e Alvar, 2002).

1.2.1 Formas de Transmissao da LVVC

A transmissdo parasitaria de um cdo infectado a um céo ndo infectado ocorre através da
picada do vetor flebotomineo (Moreno e Alvar, 2002). Entretanto, além da forma classica de
transmisséo, outras formas incomuns de disseminacgdo do parasito foram descritas (Solano-
Gallego et al., 2011) (Figura 1.3). Entre elas, a transmissdo de Leishmania através de praticas
transfusionais foi comprovada experimentalmente. O potencial infectante do parasito foi
preservado apos a transferéncia de sangue total ou hemocomponentes (células mononucleares)
ao animal receptor independente da condicdo clinica de seus doadores, fator considerado
importante, visto que, esses animais podem estar infectados, mesmo ndo apresentando
sintomatologia clinica. Tal fato, reforca a necessidade de monitoramento sorolégico e
parasitologico para LVC em animais doadores (Freitas et al., 2006).

Além da transfusdo sanguinea, a transmisséo vertical/transplacentaria e a transmissao
venerea sdo outras rotas alternativas de transmissdo da LVC. A presenca de carga parasitaria
em varios tecidos, incluindo na placenta, tem como consequéncia, a transmissao do parasito a
ninhada através do intenso fluxo sanguineo placentéario (Boggiatto et al., 2011). Enquanto a
presenca de Leishmania no sémen de animais sorologicamente positivos (Silva et al., 2009) e
a presenca de carga parasitaria em orgaos genitais de machos e fémeas sugerem a transmissao

venérea do parasito por ambos 0s sexos ( Boechat et al., 2020)
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Apesar de alguns estudos terem como foco a transmisséo ndo vetorial do parasito, 0s
impactos dessas formas atipicas de transmissdo no ciclo de vida parasitario ainda ndo estdo
esclarecidos (Solano-Gallego et al., 2011). Estudos de Scorza et al., 2021 mostraram que cées
infectados verticalmente sdo capazes de infectar flebotomineos devido a alta carga parasitaria

observada na pele nesses animais.

Figure 1 The life cycle of L. infantum with indication of proven and unproven non-sandfly routes of transmission to dogs.

Figura 1.3 - Ciclo de vida da Leishmania infantum com indicagé@o de rotas de transmissdo. Solano-Gallego, 2011

1.2.2 Apresentacéo clinica de cdes com LVC

Por ser considerada uma doenca sistémica, a LV C resulta na inespecificidade de sinais
clinicos em cdes acometidos pela doenca (Solano-Gallego et al., 2011). Os sinais clinicos
podem surgir logo ap6s a inoculacdo de formas promastigotas na pele do hospedeiro. Dessa
forma, cancros de inoculacdo sdo vistos no local da inoculacdo parasitaria algumas semanas
apos a interacdo entre o cdo e o vetor (Killick-Kendrick et al., 1994). Além disso, alguns cées
podem permanecer assintomaticos durante toda a vida, entretanto, em alguns animais, a
auséncia de sintomatologia pode ndo ocorrer de forma definitiva. Alguns fatores podem resultar
no desenvolvimento de manifestacdes clinicas, como por exemplo, doengas concomitantes a
LVC e imunocomprometimento os quais resultam em um desequilibrio da resposta imune
protetora (Solano-Gallego et al., 2011). Em animais sintomaticos, o curso da doenga
ocorre de forma progressiva e as manifestacdes clinicas se desenvolvem de forma gradual
(Ciaramella et al., 1997). Sendo assim, as queixas de tutores ao levar seus cdes a consulta

médica sdo diversas, e variam desde intolerancia ao exercicio, diminuicdo do apetite, perda



progressiva de pelo e lesGes de pele a sinais oculares, respiratorios e gastrointestinais (Koutinas
etal., 1999).

Ao exame clinico, as lesdes de pele sdo frequentemente observadas e podem se
apresentar de forma isolada ou associadas a outros sinais clinicos (Solano-Gallego et al, 2011;
Meléndez-Lazo et al., 2017). Dentre as lesdes cutaneas, alguns sinais incluem: dermatite
esfoliativa ndo pruriginosa com ou sem alopecia, dermatite ulcerativa, dermatite nodular,
dermatite papular, dermatite pustular, onicogrifose e hiperqueratose (Saridomichelakis e
Koutinas, 2014 em revisao; Solano-Gallego et al., 2011).

Além de sinais clinicos dermatoldgicos, a presenca de linfadenopatia, esplenomegalia,
ascite, palidez de mucosa, perda de peso, febre, epistaxis e sinais clinicos oculares incluindo
uveite, conjuntivite, ceratoconjuntivite seca e blefarite sdo manifestacdes que podem
caracterizar a doenca ao exame clinico (Ciaramella et al., 1997; Baneth et al., 2008).

Além disso, manifestacdes a nivel renal também podem ser um importante indicador da
doenca. O paciente pode aumentar seu tempo de vida se tiver um diagnéstico precoce (Solano-
Gallego et al 2009), uma vez que, a progressao da doenca resulta em insuficiéncia renal cronica,
0 qual é a principal causa de morte em cdes com LVC (Solano-Gallego et al., 2011). Outros
sinais clinicos observados incluem: lesdes articulares e dsseas, atrofia muscular progressiva,
hematdria e diarreia hemorragica (Baneth et al., 2008 em revisdo).

A ampla variedade de manifestacdes clinicas ou a presenca de doencas infecciosas e
parasitarias concomitantes apresentadas por esses animais resulta em um diagnostico complexo.
Dessa forma, uma abordagem diagndstica completa devera ser realizada e adaptada de forma

individual para cada cdo (Solano-Gallego et al., 2011).
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Figura 1.4 - Manifestagdes clinicas e caracteristicas imunoldgicas da infecgdo por Leishmania. infantum em cées. Solano-
gallego et al, 2011



1.2.3 LesOes de pele em cées com LVC

O acometimento da pele é comumente observado em cdes com LVC (Ordeix et al.,
2017; Solano-Gallego et al., 2004; Ordeix et al., 2005; Ciaramella et al., 1997), representando
cerca de 78,4 a 81% dos sinais clinicos observados ao exame clinico (Meléndez-Lazo et al.,
2018; Koutinas et al., 1999). Além de ser visto em pele lesionada, lesdes microscopicas e a
presenca de carga parasitaria também podem ser observadas em fragmentos de pele
clinicamente saudaveis (Saridomichelakis e Koutinas., 2014 em reviséo). Nesses fragmentos, a
intensidade do infiltrado celular é observado de forma mais branda em comparacgéo a pele com
lesGes macroscopicas, variando entre leve a moderado e apresentando padrdes inflamatérios
localizados entre regides perivasculares a intersticiais (Ordeix et al., 2017). Ao mesmo tempo
que em fragmentos de pele lesionada, o infiltrado inflamatério é composto principalmente por
macrofagos, seguido por pequeno nimero de linfécitos, plasmécitos e raros neutréfilos
(Koutinas et al., 1999; Solano-Gallego et al., 2004) com intensidade variando de moderado a
intenso e distribuido de forma nodular a difusa (Ordeix et al., 2017).

Em cédes com sintomatologia clinica, a dermatite esfoliativa é observada com grande
frequéncia. Dessa forma, é considerada a principal lesdo cutanea observada nesses animais ao
exame clinico (Koutinas et al., 1999). Podem estar distribuidas de forma difusa ou multifocal
apresentando simetria (Papadogiannakis et al., 2005) e padrfes descamativos do tipo micacea
e furfuracea que apresentam cor branca a prateada (Torres-Neto et al., 2008). Ao analisar
microscopicamente a pele desses animais, Papadogiannakis et al, (2005), observaram infiltrado
inflamatorio localizados em regides perivasculares superficiais e profundas, dermatite
intersticial, dermatite periglandular, perifoliculite e adenite sebacea.

Cées com leishmaniose visceral podem apresentar varios sinais clinicos dermatolégicos
ou somente apresentar sinal clinico cutaneo Unico (Saridomichelakis e Koutinas, 2014). Assim,
animais que apresentam papulas como Unico sinal clinico, aparentam possuir
imunocompeténcia especifica a leishmania, uma vez que representam uma resposta benigna a
infecdo devido a boa resposta clinica ao tratamento e auséncia de recidivas caracterizando um
prognostico favoravel ao paciente (Ordeix et al.,2005).

Além dos sinais clinicos mencionados, outras manifestacdes cutaneas sdo vistas com
frequéncia, incluindo: alopecia, dermatite ulcerativa, dermatite nodular (Ferrer et al., 1988),
dermatite pustular, hiperqueratose nasal e de coxim e onicogrifose (Saridomichelakis e
Koutinas, 2014).
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1.3.0 A pele

A pele, em conjunto com suas estruturas formam um dos mais extensos sistemas
organicos do corpo animal. Além de suas funcGes regulatdrias e sensoriais, 0 sistema
tegumentar, é responsavel pela protecdo contra agentes externos, funcionando como uma
barreira fundamental entre 0 ambiente interno e externo do corpo (Colville & Bassert, 2010).
Além disso, a complexa interacao entre os componentes da pele e o sistema imunoldgico faz
com que a pele desempenhe muitas outras fungdes além de ser uma barreira protetora (Jones;
Hunt; King, 2000). E formada pela epiderme, derme e tecido subcutaneo, possuindo
caracteristicas estruturais variaveis de acordo com a espécie, raca e a localizacdo em que é
observada ( Colville & Bassert, 2010).

1.3.1 A estrutura da pele canina

A estrutura da pele canina é constituida por dois estratos bem definidos: uma lamina
epitelial de superficie (epiderme) formada por um epitélio pavimentoso estratificado de
espessura variada e uma lamina de tecido conjuntivo profunda (derme) rica em colageno.
Juntos, esses dois estratos, possuem uma intima associa¢do recobrindo todo o tecido subcutaneo
(Thomsett, 1986; Getty, 1975; Jones; Hunt; King, 2000). A estrutura e a espessura da pele dos
animais domésticos variam de acordo com a raca, idade e sexo em certas espécies (Swenson e
Reece, 1996). No cdo, a pele possui variacbes de espessura, de acordo com a regido que é
observada, comprimento e cor nas diferentes racgas (Getty, 1975; Schwarzet al., 1979).

A epiderme, € formada por uma camada superior cornificada com células queratinizadas
(camada cornea) e uma camada inferior de células vidveis (camada basal) podendo ser
subdividida em quatro camadas: estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato
cérneo (Swenson e Reece, 1996; Jones; Hunt; King, 2000). Os principais tipos celulares
encontrados na epiderme sdo: queratinocitos, melandcitos, células de Merkel e células de
Langerhans. E uma regido avascular e recebe nutrientes pelo fluido intersticial que se difunde
para cima a partir da derme (Colville & Bassert, 2010). A derme compde a maior parte da pele
e é responsavel pela sua resisténcia estrutural. E composta por tecido conjuntivo fibroeléastico
denso que contém colageno, fibras elasticas e reticulares, foliculos pilosos, terminacgdes
nervosas, glandulas, musculo liso, vasos sanguineos e vasos linfaticos. A derme se divide em

derme papilar (adjacente a epiderme) e derme reticular.
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A parte superficial da derme, estrato papilar, é envolvida por papilas que se adaptam as
depressdes correspondentes da epiderme. As projecdes descendentes da epiderme interdigitam-
se com as projecdes ascendentes da derme denominadas papilas dérmicas. As interdigitacGes
ajudam a cimentar a epiderme e a derme juntas, portanto, sdo mais pronunciadas em areas de
maior intensidade de friccdo. (Getty, 1975; Swenson e Reece, 1996; Colville & Bassert, 2010;
Jones; Hunt; King, 2000). O tecido subcutaneo é uma camada espessa que se localiza abaixo
da derme. E composta de forma predominante pelo tecido adiposo e é constituida por um tecido
conjuntivo frouxo rica em adipdcitos, vasos sanguineos, linfaticos e nervos conectando a pele
com estruturas subjacentes tal como musculos e ossos (Colville & Bassert, 2010; Swenson e
Reece, 1996; Jones; Hunt; King, 2000).

1.3.2 Diferencas entre a vascularizacdo cutanea de cdes e

humanos

O plexo vascular da pele de cées se difere do plexo vascular da pele humana. Em caes,
0 plexo subdérmico é formado por ramos terminais de vasos cutaneos diretos, artérias cutaneas
diretas sdo responsaveis pelo suprimento sanguineo em grandes areas da pele. Elas ocorrem
paralelas a pele, na hipoderme, e surgem como artérias perfurantes, diferente de humanos, 0s
quais possuem vasos musculocutaneos em orientacdes perpendiculares. (Tobias e Johnston,
2012; Castro, JLC et al., 2015) (Figura 1.5).

Nos animais domésticos, a vascularizacdo da pele é dividida em trés niveis
interconectados, 0s ramos terminais das artérias e veias dos vasos cutaneos diretos vdo formar
0 plexo subdérmico (profundo ou subcutaneo), plexo cutaneo (médio) e plexo subpapilar
(superficial), (Slatter, 2003; Castro, JLC et al., 2015). Ramos do plexo subdérmico, ascendem
na derme para formar o plexo cutaneo. Ramos do plexo cutdneo ascendem e descendem na
derme para suprir estruturas dérmicas. Radicais do plexo cutaneo ascendem para suprir o plexo
superficial. Capilares do plexo superficial, projetam nos corpos papilares dérmicos para suprir
a papila epidérmica e a epiderme adjacente. O arranjo vascular geral esta presente em toda pele,
mas algumas varia¢Oes sdo observadas dependendo da regido do corpo em que é observado
(Slatter, 2003).

Em comparacgéo aos seres humanos, a pele de cées apresenta extensas conexdes entre
os plexos vasculares, fornecendo um intenso fluxo colateral para areas adjacentes da pele
(Tobias e Johnston, 2012).
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Durante a infeccdo por Leishmania, a carga parasitaria associada aos plexos vasculares
dérmicos de cdes j& foi observada, sugerindo uma disseminacdo hematogénica do parasita
(Solano-Gallego et al., 2004; Ordeix et al., 2017), entretanto, a associa¢do entre a carga
parasitaria e a vascularizacdo dérmica e a disseminacdo parasitaria pela pele ndo estdo

completamente estabelecidas.
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Figura 1.5 - Vascularizacao cutanea em caes, gatos e humanos. Tobias e Johnston, 2012
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1.4.0 Células imunes da pele

O sistema imune da pele é composto por grupos celulares distintos que fornecem defesas
imunes ativas contra patdgenos (Abbas, 2015). Assim, para que a pele desempenhe suas fungdes
de forma adequada, faz-se necessaria uma estreita comunicacdo entre diferentes tipos celulares
(Richmond e Harris, 2014) (Figura 1.6).

As alteracGes vasculares durante o processo inflamatério desempenham um importante
papel durante processos infecciosos promovendo a migragdo de células do sistema imune para
os tecidos. Tal migracdo envolve a participacdo de selectinas, quimiocinas e integrinas que
atuam em conjunto através de etapas sequenciais que incluem: 1 - rolamento de leucdécitos pelo
endotélio 2- aumento de afinidade das integrinas 3- adesdo estdvel de leucdcitos 4-
transmigracao endotelial (Abbas,2015).

Durante a infeccdo por Leishmania, apds a regurgitacdo de formas promastigotas na
pele, células da imunidade inata do sistema imune cutaneo sdo as primeiras linhas de defesa
conta a infec¢éo, entretanto, uma efetiva interacdo entre a resposta imune inata e adaptativa ira
desempenhar um importante papel na resisténcia do cdo ao parasito (Papadogiannakis e

Koutinas, 2015 em reviséo).
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Figura 1.6 - Componentes celulares do sistema imune cutaneo. Abbas, 2015.
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1.4.1 Queratinocitos

Além de promover uma barreira fisica, 0s queratindcitos participam ativamente como
células de defesa, sendo capazes de produzir uma complexa mistura de citocinas apds sua
estimulacdo, promovendo e regulando as respostas imunes (Tizard, 2014, Abbas, 2015). Apds
injuria tecidual, a ruptura da membrana celular dos queratindcitos resulta na liberacdo de
grandes quantidades de IL-1 que estavam armazenadas em seu citoplasma para o tecido
adjacente iniciando a cascata inflamatdria. Além disso, essas células sdo capazes de liberar
citocinas e quimiocinas que resultam no recrutamento de células imunes para o local da lesao
(Spellberg, 2000). Portanto, assim como outras células do sistema imune inato, 0s
queratindcitos desempenham um importante papel ap6s a inoculacdo parasitaria, constituindo
um ambiente adequado para a migracao e ativacdo de leucdécitos. (Papadogiannakis e Koutinas,
2015 em revisdo).

Ap0s o contato com o parasito, interacbes com a superficie celular ou fatores liberados
apos a internalizacéo resultam em elevada expressdo de IL-6, IL-8, TNF-a - e IL-1p por essas
células (Scorza et al., 2017). Em cées com baixa carga parasitaria, moléculas de MHC classe |1
s80 expressas por essas células. Entretanto, em cées que apresentam carga parasitaria elevada,
isso ndo é observado, indicando predominancia de resposta Thl a nivel da pele e uma resposta

local efetiva (Papadogiannakis e Koutinas, 2015 em revisao).
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1.4.2 Células de Langerhans

As células de Langerhans sdo células dendriticas residentes da epiderme. Essas células
se conectam fortemente com queratindcitos atraves de processos dendriticos que se irradiam
por todas as dire¢fes (Richmond e Harris, 2014). Além de apresentar uma rede extensa de
dendritos, essas células apresentam varios receptores de reconhecimento de padrdo (PPRS),
entre eles, langerina uma lectina do tipo C, e DC-SIGN e granulos citoplasmaticos de Birbeck
(Tizard, 2014).

Ao entrar em contato com patogenos, células de Langerhans sdo ativadas, perdem sua
capacidade de adesdo a epiderme e migram através de vasos linfaticos dérmicos. Durante a
migracao, expressam CCR7 em sua superficie e em resposta a citocinas sdo direcionadas a zona
de células T de linfonodos drenantes (Abbas, 2015).

Ap0s a inoculacdo de Leishmania na pele, no instante em que ocorre a migracéo de
macrofagos e neutrdfilos para o local, células de Langerhans migram da epiderme para a derme
para promover a fagocitose de formas promastigotas e posterior migracdo para os linfonodos
(Figura 1.7). Essas células processam o parasito em seu citoplasma e promovem apresentacdo
antigénica a linfocitos T através da expressdo de MHC Il (Papadogiannakis e Koutinas, 2015

em revisao).
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Figura 1.7 - Papel das células de Langerhans durante a infeccéo por Leishmania. Papadogiannakis e Koutinas, 2015
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1.4.3 Células Dendriticas

Em comparacdo com células de Langerhans, celulas dendriticas dérmicas apresentam
maior capacidade de motilidade para migrar através de fibras de colageno na derme
(Richmond e Harris, 2014). Além disso, apresentam variados receptores do tipo Toll-Like
(TLR), que as tornam potentes sensores de PAMPs e DAMPs (Abbas, 2015).

A maturacdo de células dendriticas ocorre atraves de estimulos por IL1, TNF-a,, PAMPs
e DAMPs. Assim, apesar de sua capacidade de apresentar antigenos, células dendriticas
possuem capacidade de eliminar patdgenos através da producdo de fosfato de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADPH) oxidase (NOX). Portanto, a ativacdo de TLRs por PAMPs
aumenta a producdo de superoxido por essas células (Tizard, 2014)

Apbs a inoculacdo de formas promastigotas na derme, a ativacdo de receptores do tipo
Toll-Like em células dendriticas resulta na expressao de IL-8 e consequente recrutamento de
neutrofilos para o local (Papadogiannakis e Koutinas, 2015 em revisdo). A maioria das células
dendriticas da pele sdo células dendriticas classicas e apds internalizacéo e processamento de
antigenos, migram para os linfonodos para posterior apresentacdo antigénica a linfocitos T
através da interacdo entre MHC Il e TCR. Tal migracdo ocorre devido a ligacdo entre
quimiocinas e o CCR7 presente em células dendriticas, os quais irdo direcionar essas células
para os linfonodos para posterior apresentacao antigénica (Abbas, 2015).

Durante a infeccdo por Leishmania, essas células desempenham um importante papel
do desenvolvimento de respostas mediadas por células através da expressao de altos niveis de
IL-12 (Papadogiannakis e Koutinas, 2015 em revisdo). A producdo de IL-12 por células
dendriticas sdo importantes na polarizacdo de linfocitos T naive em um fenédtipo Thl
(Liu e Uzonna ,2012). Portanto, células dendriticas sdo células apresentadoras de antigeno mais
especializadas e mais importantes para a ativacdo de células T mediando interacdes entre

respostas imunes inatas e adaptativas (Abbas, 2015).

1.4.4 Macrofagos

Ap0s a inoculacdo de formas promastigotas de Leishmania na pele do céo, consideravel
namero de parasitos é eliminado por agdo do sistema complemento (Solbach e Lascay, 2000).
Os parasitos sobreviventes, aderem a macrdéfagos e células dendriticas residentes através de
receptores | (CD35) e Il (CD11b/CD18) do complemento presentes na superficie dessas

células, os quais irdo facilitar a internalizacdo parasitaria por fagocitose (Papadogiannakis e
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Koutinas, 2015 em revisdo). Em cées suscetiveis, a capacidade fagocitica dessas células se torna
reduzida e a disseminagdo parasitaria pode ocorrer dentro de horas, enquanto em cées
resistentes o parasito pode permanecer na pele ou em linfonodos regionais (Manolis N.
Saridomichelakis, 2009).

Na pele de cdes com leishmaniose visceral canina, macréfagos consistem na principal
celula presente no infiltrado inflamatério dérmico durante a progressdo da doenga
(Papadogiannakis e Koutinas, 2015 em revisdo). Os mondcitos circulantes migram para o
tecido, se diferenciam em macrdfagos, fagocitam e processam patdgenos para apresentagdo
antigénica a linfocitos T efetores através do complexo peptideo-MHC (Abbas, 2015)

Varios sinais podem resultar na ativacdo de macrofagos, induzindo ao desenvolvimento
de subconjuntos funcionalmente distintos responséveis por diferentes desfechos durante a
infeccdo por Leishmania. Portanto uma ativacdo adequada dessas células é essencial para a
eliminacdo do parasito (Liu e Uzonna ,2012).

A ativacdo cléssica de macrofagos mediada por IFN-y e Thl, resulta em um fendtipo
pré-inflamatério (Abbas,2015). Macrofagos ativados por essa via sdo denominados M1 e
apresentam maiores expressdes de MHC Il em sua superficie, tornando-se apresentadores de
antigenos eficientes. Além disso, possuem alta motilidade em resposta ao estimulo
quimiotatico, maior avidez em comparacao a outros tipos celulares e produzem altos niveis de
oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Tizard, 2014). Dessa forma, ira ocorrer a catalizacéo de
L-arginina e geracdo de oxido nitrico (Liu e Uzonna ,2012). A producdo de oxido nitrico em
fagolisossomo de macréfagos € o principal mecanismo de eliminagdo parasitéaria. Entretanto,
em cées suscetiveis, a expressdo de oxido nitrico é comprometida devido a reducdo de sinais
entre moléculas coestimulatérias, favorecendo a sobrevivéncia do parasito (Papadogiannakis e
Koutinas, 2015 em revisdo).

Por outro lado, a ativacdo alternativa de macréfagos, mediada por IL-4 e IL13, resulta
em um fenotipo anti-inflamatério e de reparacdo tecidual (Abbas, 2015). Macréfagos ativados
por essa via sao denominados M2 e expressam baixa quantidade de citocinas pro-inflamatérias
e altas concentracdes de 1L-10 (Tizard, 2014), que irdo regular negativamente a capacidade
parasiticida de macrofagos infectados, favorecendo a proliferacdo e sobrevivéncia parasitaria
(Liu e Uzonna ,2012).

1.4.5 Neutrofilos

Ap0s a ativacdo de macrofagos e/ou celulas dendriticas em resposta a PAMPS durante
processos infecciosos, os neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para a pele e
17


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22919674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uzonna%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22919674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22919674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uzonna%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22919674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22919674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uzonna%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22919674

possuem capacidade de fagocitar e matar patogenos eficientemente (Richmond e Harris, 2014).
Tal recrutamento ocorre devido a abundante e precoce expressdo de CXCL8 (IL-8) por
macrofagos e células dendriticas residentes (Abbas, 2015). Na Leishmaniose, a ativacdo de
receptores Toll-Like (TLRs) em células dendriticas dérmicas induz a liberacdo de IL-8 que
promove o recrutamento de neutrofilos para o local de inoculacao parasitaria (Papadogiannakis
e Koutinas, 2015 em revisao). Assim, neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem no local
de inoculacdo do parasito e desempenham um importante papel durante a resposta inicial
(Toepp e Petersen, 2020).

Para que ocorra a migracgéo de neutréfilos para o local de infec¢do, o movimento através
do endotélio e parede dos vasos sanguineos para 0 meio extravascular se faz necessario. Assim,
quimiocinas e moléculas de adesdo sdo expressas. A adesdo de neutrofilos em células
endoteliais ativadas por IL-1, TNF-a. , ou por outras citocinas no local de inflamagéo, ocorre
através da expressao de L-selectina por neutrdfilos (CD62L) (Abbas, 2015). A L-selectina
presente em neutrofilos se adere a P-selectina presente em células endoteliais promovendo uma
ligacdo transitéria e o rolamento de neutrofilos através do endotélio (Tizard, 2014). Apds o
processo de rolamento, a expressdo do antigeno associado a funcéo leucocitaria 1 (LFA-1) por
neutrofilos e a posterior adesdo em molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1 ou CD54)
presentes em células endoteliais, faz com que essas células figuem firmemente aderidas a
superficie do endotélio independe da forca exercida pelo fluxo sanguineo, assim, por influéncia
de quimiocinas, ocorre a migracdo de neutréfilos para o tecido através do aumento da
permeabilidade vascular e a abertura de fendas entre as células endoteliais provocadas pelo
préprio neutréfilo (Tizard 2014).

Apbs a chegada no tecido, neutrofilos fagocitam o parasito Leishmania e induzem a
liberacdo de TNF-a e IFN-y que recrutam a ativam macréfagos para o tecido infectado (Toepp
e Petersen, 2020). Apesar da rapida adesao a superficie do neutréfilo, formas promastigotas de
L.infantum, se aderem preferencialmente a essas células pela ponta do flagelo. Entretanto,
apesar da alta capacidade de interacdo entre o parasito e o neutrofilo, fatores genéticos, raca,
idade e estilo de vida individual de cada cdo pode interferir na capacidade fagocitica de
neutrofilos (Pereira et al., 2017).

Durante a doenca clinica, tem sido sugerido que o parasito induza a apoptose recente de
neutréfilos, promovendo um mecanismo de cavalo de Troia, permitindo a sobrevivéncia
parasitaria em vacuolos parasitoforos apds a fagocitose de neutréfilos por macréfagos sem
sinais inflamatodrios, resultando na sobrevivéncia parasitaria (Toepp e Petersen, 2020).

Além disso, neutrofilos sdo capazes de liberar seu DNA associado a proteinas do

citoplasma para 0 meio extracelular, estruturas denominadas armadilhas extracelulares de
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neutrofilos (neutrophil extracellular traps - NETs) (de Menezes et al., 2016). Em comparacéo
a outros tipos de morte celular, como apoptose e necrose, a desintegracdo do envelope nuclear,
perda de membranas internas, contato da cromatina com componentes do citoplasma e a perda
de organelas citoplasmaticas, sdo caracteristicas morfologicas marcantes de neutrofilos
ativados formadores de NETs (Fuchs et al., 2007).

As amastigotas capturadas por NETS, possuem aparéncia danificada, indicando dano
celular (Guimarées-Costa et al., 2009). Apesar dessas observagdes, estudos vem demonstrando
papeis divergentes entre NETSs e a eliminacao parasitaria. A intima interacdo de NETs com 0s
monocitos, regulam negativamente a expressdo do receptor de IL-4, interrompendo a
diferenciacéo total dos mondcitos em células dendriticas, afetando a capacidade de eliminar o
parasito (Guimaraes-Costa et al., 2017).

1.4.6 Linfécitos

Ap0s a fagocitose e processamento por células apresentadoras de antigenos, peptideos
de Leishmania sdo apresentados aos linfocitos T através da interacdo do MHC com TCR a fim
de estimular células T virgens a proliferar e se diferenciar em células T efetoras
(Papadogiannakis e Koutinas, 2015 em revisao). Apdés ativacéo, células T efetoras sairdo dos
linfonodos para os vasos sanguineos em direcdo ao tecido alvo (Richmond Harris, 2014).
Dessa forma, além de induzir a ativacdo e diferenciacdo em células efetoras em linfonodos
drenantes, células dendriticas induzem a expressdo de moléculas de homing em linfdcitos, entre
eles o antigeno de linfocitos cutaneos (CLA), CCR4, CCR8 e CCR10 direcionando essas
células para a pele. A migracao de células T para a pele ocorre de forma dependente da ligagédo
do CLA em linfocitos com E-selectina presente no endotélio de vasos sanguineos, assim como
a expressao de CCR4, CCR8 e CCR10 e interacdo com suas respectivas quimiocinas CCL17,
CCL1 e CCL27 (Abbas, 2015). Dessa forma, diferentes subpopula¢des de linfécitos T podem
ser observados no tecido cutaneo (Richmond Harris, 2014).

Dentre as varias subpopulagdes de linfocitos T CD4+, trés tem sido bem descritas na
literatura: linfécito T auxiliar 1 (Th1), auxiliar 2 (Th2) e auxiliar 17 (Th17) (Tizard, 2014). A
diferenciacdo de linfocitos para um perfil Thl, ocorre através da expressao de IL-12 e IFN-y
por APCs (Liu e Uzonna ,2012). A responsividade de células T CD4 a IL-12 e sua capacidade
em manter seu receptor correspondente ativo por mais de 48h apos a inoculagdo parasitaria ird
definir a resisténcia ou suscetibilidade a infec¢do por L.infantum (Papadogiannakis e Koutinas,
2015 em revisdo). Essas células, apds serem ativadas, secretam IL-2, IFN-y, TNF-a e

linfotoxina (TNF-B) promovendo uma resposta imune celular eficiente contra patdogenos
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intracelulares (Tizard, 2014). Além disso, a expressdo de IFN-y por essas células faz com que
mais células se diferenciem para um perfil Th1l, amplificando a reacéo e inibindo a geracéo de
Th2 e Th17 (Abbas, 2015). Em cdes com a doenca subclinica, células Thl desempenham um
importante papel na inibicdo do crescimento parasitario impedindo a progressdo da doenca
através da expressdo de IFN-y e consequente inducdo da atividade efetora de macrofagos
(Toepp e Petersen, 2020).

Cées infectados por L. infantum apresentam padrdes mistos de resposta do tipo Thl e
Th2 (Baneth et al., 2008) (Figura 1.8). Assim, durante a doenca clinica, alteracdes na expressdo
de citocinas e a exposi¢do prolongada ao antigeno, induzem uma alteracdo de respostas de
células T para uma resposta regulatéria aumentando os niveis de IL-10 resultando na
diminuicdo de células Thl efetoras produtoras de IFN-y e tornando reduzida a capacidade de
eliminacdo parasitaria por macréfagos (Toepp e Petersen, 2020). Células T que apresentam
um perfil Th2, induzem alta producéo de anticorpos e expressdo de IL-4, desviando a resposta
imune para uma imunidade humoral e regulagdo negativa da resposta imune celular
(Papadogiannakis e Koutinas, 2015 em revisdo). Dessa forma, a interacdo entre a resposta
imune humoral e celular desempenham um importante papel durante a progressdo da LVC e 0
aumento dos niveis de anticorpos inespecificos e consequente hipergamaglobulinemia,
resultando na deposigdo de imunocomplexos e desencadeamento da produgéo de IL-10 por
macrdfagos (Toepp e Petersen, 2020). Assim, uma resposta imune humoral acentuada resulta
na falha do controle da carga parasitaria (Baneth et al., 2008).
Na pele de cdes com LV, o maior nimero de plasmocitos em comparacdo a linfécitos T no
infiltrado inflamatdrio dérmico promove a expressdo de IL-4, IL-13 e TNF-a indicando
resposta imune humoral mediada por Th2. Assim, o aumento da resposta imune humoral na
pele de cdes infectados se associa a piora dos sinais clinicos (Papadogiannakis e Koutinas, 2015

em reviséo).
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Figura 1.8 - Resistencia ou Suscetibilidade de acordo com a polarizagéo de linfécitos T. Papadogiannakis e Koutinas, 2015.
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1.5 Matriz extracelular durante a infeccéo por Leishmania

Ap0s a inoculagdo parasitaria na pele, a interacéo entre a proboscide do vetor e o tecido
subcutaneo resulta na ruptura da derme provocando danos significativos na matriz extracelular
induzindo a ativacdo de cicatrizagdo de feridas através da acdo de células do sistema imune,
fibroblastos, fatores de crescimento e citocinas (de Menezes et al., 2016).

Quimiocinas secretadas por fibroblastos podem interferir no tipo celular presente no
infiltrado inflamatério, se tornando um elo entre a resposta imune inata e adaptativa
(Papadogiannakis e Koutinas, 2015 em revisao). Além disso, fibroblastos séo responsaveis pela
sintese de colageno tipo I, que consiste no principal componente da matriz extracelular dérmica
(de Menezes et al., 2016).

Amastigotas de L. infantum podem parasitar fibroblastos utilizando essas células como
um mecanismo de evasdo da resposta imune por serem mal produtoras de Oxido nitrico
(Papadogiannakis e Koutinas, 2015 em revisdo). Assim, 0 parasitismo de Leishmania em
fibroblastos ou estimulos recebidos por essas células durante o processo inflamatério podem
contribuir para a expressdo de enzimas degradantes de matriz extracelular como as
metaloproteinases (MMPs) (Jacintho et al., 2018). Macrdéfagos M2, fibroblastos e mastocitos
ativados expressam MMPs (Abbas, 2015), como por exemplo a MMP-2 e MMP-9, e a
degradacdo de colageno dérmico se associa a formacéo do infiltrado inflamatério (Jacintho et
al., 2018).

Em cdes naturalmente infectados por L.infantum, a expressao de MMP-2 e MMP-9
induz a uma intensa degradacdo do colageno tipo | (Jacintho et al., 2018). Além disso, a carga
parasitaria na pele em conjunto com o processo inflamatdrio resulta em uma reorganizacéo de
matriz extracelular promovendo reducdo do colageno tipo | e aumento do colageno tipo |11
(Giunchetti et al., 2006). Tal fato, pode contribuir para a disseminacdo parasitaria favorecendo
amigracao de macréfagos infectados para 0s vasos sanguineos dérmicos (Jacintho et al., 2018).
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2 Objetivos

2. 0 Objetivo Geral

Avaliar as alteragdes inflamatorias e vasculares na pele de orelha e abddémen de cées
naturalmente infectados por Leishmania infantum e sua relacdo com a disseminacdo e

persisténcia parasitaria em caes com diferentes escores clinicos.

2.1 Objetivos especificos

v Avaliar as alteracGes histopatoldgicas da pele com enfoque nas alteragdes vasculares
v Analisar quantitativamente e qualitativamente a presenca de amastigotas na pele

v" Realizar analises morfométricas dos vasos sanguineos dérmicos

v Avaliar as alteracdes de colageno da matriz extracelular

v" Verificar a correlacdo entre os dados obtidos, a carga parasitaria e o escore clinico.
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3 Metodologia

3.0 Desenho experimental

Laminas coradas Analise da intensidade e

PPTIRNE hbioseany>  distribuicdo do infiltrado
(Pele de orelha e inflamatorio
abdomen) Léaminas Andlise qualitativa e quantitativa

26 caes

inunion_la{cadas —>» da carga parasitéria;
PRAISEE T Analise morfométrica dos vasos
Laminas coradas Sanguineos

g com Pﬁcggsums — Analise de colageno dérmico

13 Assintomaticos
(Pele de orelha e
abdomen)

Figura 3.0 - Desenho experimental. Demonstracao da organizac¢ao dos experimentos

Vinte e seis cdes foram selecionados para esse estudo, sendo eles treze assintomaticos e
treze sintomaticos. Para cada cdo, foram coletadas amostras de pele de distintas regides do
corpo para posterior analise comparativa levando em consideracdo a vascularizacdo da pele.
Foram selecionados fragmentos de pele que apresentam maior vascularizacdo (orelha) e
fragmentos de pele menos vascularizados (abdémen) para analise histopatoldgica. Para cada
amostra, foram realizadas laminas: 1- coradas com Hematoxilina e Eosina para avaliacdo da
intensidade e distribuicdo do infiltrado inflamatdrio,2- [aminas imunomarcadas para L.infantum
para avaliacdo qualitativa e quantitativa da carga parasitaria e analise morfométrica dos vasos
sanguineos e 3- laminas coradas com Picrosirius Red para analise de colageno dérmico. As
laminas avaliadas nesse estudo foram coradas e imunomarcadas no Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas INI — FIOCRUZ.

3.1 Aspectos éticos

As amostras clinicas de cédes diagnosticados com LV foram oriundas de necropsias
realizadas pelo Centro de Controle de Zoonoses e encaminhados para a eutanésia de acordo
com as recomendac@es do ministério da saide. Todas as amostras de pele de cdes naturalmente
infectados incluidas neste estudo pertencem a um banco de amostras clinicas do Laboratorio de
Toxoplasmose e Outras Protozooes (LabToxo) e foram coletadas previamente em Cuiabd — MT
com a colaboragéo do Centro de Controle de Zoonoses. N&do houve experimentagdo animal,
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portanto, ndo houve necessidade de licenca segundo orientacdo do Comité de Etica em Uso de
Animais do Instituto Oswaldo Cruz e a lei brasileira 11794/08. O acesso ao patrimdnio genético
esta cadastrado e certificado no SISGEN pelo niUmero A76E438.

3.2 Animais e avaliacéo clinica

Vinte e seis cdes provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Cuiaba
junto a Secretaria Estadual de Saude do Mato Grosso foram avaliados. Somente cdes com
diagnostico confirmado de leishmaniose visceral por DPP e ELISA (Bio- Manguinhos), e por
esse motivo, encaminhados para eutanasia pelo servico de controle de zoonoses foram incluidos
no estudo. A infecgdo por L.infantum foi confirmada por eletroforese de enzimas multilocus
(MLEE) em todas as cepas isoladas pelo Laboratorio de Referéncia Nacional para Tipagem de
Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (TRNTL/IOC). Anteriormente a eutanasia, 0s animais
foram submetidos a avaliacdo clinica por dois veterinarios e seis sinais clinicos caracteristicos
de leishmaniose visceral canina foram avaliados: dermatite, onicogrifose, alteragdes oftalmicas,
perda de condi¢do corporal, alopecia e linfadenopatia. A condi¢do corporal sera classificada
como 0 (Ideal: costelas facilmente palpaveis com pouca gordura, cintura facilmente vista de
cima e silhueta abdominal evidente), 1 (Magro: costelas facilmente palpaveis podendo ser
visiveis, sem gordura palpavel, o topo da regido lombar € visivel, 0ssos pélvicos proeminentes,
silhueta da cintura e abdémen aparentes), 2 (Muito magro: Costelas, 0ssos lombares e pélvicos
sdo facilmente visiveis, auséncia de gordura palpavel, evidéncia de outras proeminéncias 6sseas
e perda muscular minima) e 3 (Extremamente magro: todas as estruturas 0Osseas Sao
proeminentes e evidenciadas a distancia, sem gordura corporal perceptivel e perda severa de
massa muscular). Cada sinal clinico foi avaliado de acordo com sua intensidade em uma escala
de O (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) a 3 (grave) pontos segundo Quinnell et al. (2001). A
soma dos pontos obtidos por cada animal determinou seu respectivo escore clinico, podendo o
animal ter baixo (0 a 2), médio (3 a 6) e alto escore clinico (7 a 18). Os animais selecionados
foram divididos em dois grupos: grupo 1 — 13 animais assintomaticos (escore clinico = 0) e

grupo 2 — 13 animais sintomaticos com alto escore clinico (escore clinico >7).
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3.3 Analise histopatoldgica

Vinte e seis amostras de pele de orelha e vinte e seis amostras de pele de abdémen foram
coletadas durante a necrépsia, fixadas em formalina tamponada 10%, emblocadas em parafina,
cortadas com espessura de 5um e montadas em ldminas de vidro para posterior anélise
histopatoldgica. As amostras foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e analisadas por
microscopia optica (Nikon Eclipse E400 - Tokyo, Japéo). O infiltrado inflamatorio foi analisado
de acordo com sua distribui¢do (perivascular ou difuso) e sua intensidade (ausente a leve e
moderado a intenso) e a presenca ou auséncia de rea¢des granulomatosas. O coldgeno dérmico
foi analisado em tecidos corados com Picrosirius Red. Foi realizada uma analise qualitativa
para avaliar a quantidade de coladgeno presente na derme. Dessa forma, a quantidade de
colageno observada foi classificada em: 1-Colageno regular: para fragmentos que apresentaram
auséncia ou leve alteracdes em fibras de colageno e 2 — Pouco colageno: para fragmentos que

apresentaram moderada ou intensa alteracdes em fibras de coldgeno

3.4 Imunohistoquimica

As amostras de pele emblocadas em parafina foram cortadas com espessura de 5um e
montadas em laminas silanizadas (slides silanizados, DakoCytomation, Carpinteria, CA,
U.S.A.). As amostras foram desparafinizadas de acordo com o protocolo do laboratério e
posteriormente hidratadas com agua destilada. Foi realizado o bloqueio de peroxidase enddgena
(reagente bloqueador de peroxidase, Dako), recuperacdo antigénica utilizando Citrato pH 6,0 e
0 bloqueio das marcacdes inespecifica (BSA a 0,4%, Sigma, E.U.A.). As amostras foram
incubadas com anticorpo primario anti-L.infantum para posterior analise da carga parasitaria.
O nimero e didmetro dos vasos sanguineos dérmicos também foram avaliados nessas amostras
para analise da associacdo entre 0s vasos sanguineos e a localiza¢cdo de amastigotas. O didmetro
vascular e o numero de vasos foram quantificados por campo microscopico utilizando software
Image) 1.48v (NIH, EUA). A contagem de amastigotas foi realizada através de imuno-
histoquimica com marcacdo para L. infantum. 20 campos (aumento 1000x) por amostra foram
aleatoriamente selecionados para realizar a contagem. O numero e diametro dos vasos

sanguineos foram avaliados de acordo com a morfologia do vaso (aumento 40x).
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3.5 Analise estatistica

O software Prism (Graphpad Prism® versdo 6.01) foi utilizado para a realizacdo das
analises estatisticas. O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade das variaveis.
Os dados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney para varidveis independentes com
distribuicdo ndo paramétrica. A analise comparativa entre os fragmentos de pele de orelha e
abddémen foram analisados pelo teste Wilcoxon. As correlagdes foram determinadas utilizando
o Coeficiente de correlacao de Pearson ou o coeficiente de correlagdo de Spearman dependendo
da normalidade das varidveis. As variaveis qualitativas foram analisadas por tabelas de
contingéncia utilizando Fisher's exact test. Valores de p <0,05 foram considerados

significativos.
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4 Resultados

4.1 Onicogrifose e dermatite foram os sinais clinicos observados
com maior intensidade e maior frequéncia em cées naturalmente

infectados por L. infantum.

Vinte e seis caes foram selecionados para a realizacdo desse estudo, dentre eles, 13
foram considerados assintomaticos e 13 foram considerados sintomaticos. Os animais foram
submetidos a uma avaliacdo clinica com analise dos seguintes sinais clinicos caracteristicos de
LVC: dermatite, onicogrifose, alteracbes oftalmicas, perda de condi¢do corporal, alopecia e
linfadenopatia. Os sinais clinicos de cdes que apresentaram sintomatologia clinica foram
pontuados de acordo com a intensidade em: leve, moderado e grave. A soma das pontuacées de
acordo com a intensidade, caracterizou o escore clinico de cada animal, o qual pode ser
observado na tabela 4.0. Dentre os sinais clinicos avaliados, a onicogrifose e a dermatite foram
observados em maior intensidade (Figura 4.0), além de serem observados em maior frequéncia,
13 e 12 animais respectivamente (Figura 4.0). Os sinais clinicos dermatologicos também foram
avaliados e a dermatite foi observada com maior frequéncia seguida por alopecia e descamacao
(tabela 4.0).

B Intenso
Conjuntivite -
Em Moderado
Linfadenopatia -
=3 Leve

Perda de condigao corporal—:
Alopecia-

Dermatite -

Onicogrifose -

0 5 10 15

Numero de animais

Figura 4.0 — Intensidade de sinais clinicos apresentados por 13 cées sintomaticos naturalmente infectados por Leishmania
infantum.

27



Tabela 4.0 - Sinais clinicos gerais, dermatoldgicos e pontuagéo por escore dos sinais clinicos observados em cées
naturalmente infectados por Leishmania infantum (QUINNELL, 2001 modificado)

Namero do

animal

LPL 105/09

LPL 113/09

LPL 124/09

LPL 127/09

LPL 241/10

LPL 243/10

LPL 253/10

LPL 254/10

LPL 255/10

LPL 259/10

LPL 261/10

LPL 262/10

LPL 265/10

+ leve, ++ moderado, +++ grave

Sinais clinicos gerais

Linfadenomegalia (+) perda de
condicédo corporal (+++)
Perda de condicéo corporal (++)
Linfadenomegalia (++)

AlteracGes oftalmicas (+++)

Perda de condicdo corporal (++)

Linfadenomegalia (+) perda de
condicdo corporal (++)
AlteracGes oftdlmicas (+++)

Perda de condicéo corporal (+++)

Perda de condicao corporal (+)
Linfadenomegalia (+)
Alteragdes oftalmicas (+++)
Alteragdes oftalmicas (+)
Perda de condico corporal (++)
Alteracdes oftalmicas (+)
Linfadenomegalia (+)
Perda de condicéo corporal (++)
Perda de condic&o corporal (++)
Linfadenomegalia (++)
AlteracGes oftdlmicas (+++)
Alteracdes oftalmicas (+)
Linfadenomegalia(+++)
Alteragdes oftalmicas (+)
Linfadenomegalia (++)

Perda de condicdo corporal (+++)

Dermatite (+)

Linfadenomegalia (++)

AlteracGes oftalmicas (+++)

Sinais clinicos dermatologicos

Alopecia (++) onicogrifose (+++)

Alopecia (++) dermatite (+)
onicrogrifose (+) descamacéo
Alopecia (+++) dermatite (+++)
onicogrifose (+++) descamacdo.
Alopecia (++) onicrogrifose (+++)
dermatite (+++) descamagcéo.

Dermatite (+) onicrogrifose (+++)

Alopecia (+) dermatite (+)
onicogrifose (+++) descamacéo
Alopecia (+)
dermatite (+++)
onicorgrifose (++) descamacéo
Dermatite (++) onicrogrifose (+++)
descamacao e Ulceras crostosas
Alopecia (++) dermatite (+++)
Onicrogrifose (+) descamacao e
Ulceras crostosas
Alopecia (++) dermatite (++)

Onicogrifose (+++) descamacéo

Alopecia (++) dermatite (+++)
Onicogrifose (++) descamacéo
Alopecia (+)
dermatite (++)
Onicrogrifose (+++) descamacéo
Dermatite (+)

Onicogrifose (+++) descamacéo
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4.2 Caes naturalmente infectados por L. infantum, apresentam

maior intensidade de infiltrado inflamatorio em pele de orelha.

A analise histopatoldgica da pele foi realizada através de laminas coradas com
hematoxilina e eosina. Foi avaliado o grau do infiltrado inflamatério em pele de orelha e
abdémen de acordo com a sintomatologia clinica, classificando em: 1- Ausente a leve; 2-
moderado a intenso (Figura 4.1). Em cdes assintomaticos, a pele da orelha de 10 animais
apresentou infiltrado inflamatorio com intensidade variando de ausente a leve, enquanto 3
animais apresentaram infiltrado variando de moderado a intenso. Em pele de abdémen nenhum
animal apresentou infiltrado inflamatorio variando de moderado a intenso, indicando que em
animais sem sintomatologia clinica, o infiltrado é apresentado de forma mais branda
principalmente em fragmentos de pele abdominais (Tabela 4.1). Em animais sintomaticos,
somente 1 animal apresentou infiltrado inflamatdrio com variacéo de ausente a leve em pele de
orelha. No entanto, em pele de abdomen, 7 animais apresentaram infiltrado variando de ausente
a leve e 6 animais apresentaram infiltrado variando de moderado a intenso (Tabela 4.2).
Analisando a intensidade do infiltrado inflamatorio entre os grupos, a pele da orelha apresenta
maior intensidade de infiltrado inflamatério em comparacdo com a pele de abdémen
independente da sintomatologia clinica (Fisher's exact test, P value = *0,022) (Figura 4.2).
Analisando separadamente de acordo com a sintomatologia clinica, foi possivel observar
significancia estatistica entre os dados somente em cédes sintomaticos (Fisher's exact test, P
value =*0,030) (Figura 4.3B). Realizando uma analise comparativa entre os fragmentos de pele
de orelha e abdémen de acordo com a sintomatologia clinica, a pele de orelha de cées
sintomaticos apresentou maior intensidade de infiltrado inflamatorio (Fisher's exact test, P
value = **0,0010) (Figua 4.4A), enquanto em pele de abdémen, cdes sem sintomatologia
clinica, apresentaram infiltrado inflamatoério de forma mais branda (Fisher's exact test, P value
= *0,014) (Figura 4.4B).
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Qrelha

Figura 4.1 - Fotomicrografias mostrando cortes histologicos de fragmentos de pele de orelha e abddomen de cées naturalmente
infectados por L. infantum. Figura A: Amastigotas parasitando macrofago. Figura B: Pele de abddémen de cdo assintomatico
com auséncia de infiltrado inflamatdrio. Figura C: Pele de orelha do mesmo céo da figura B apresentando infiltrado
inflamatdrio moderado. Figura D: Pele de abddémen de céo sintomatico apresentado infiltrado inflamatério moderado. Figura
E: Pele de orelha do mesmo cdo da figura D apresentando infiltrado inflamatério intenso.

Tabela 4.1 - Intensidade de infiltrado inflamatorio em pele de orelha e abdomen de cées assintomaticos naturalmente
infectados por L. infantum.

Infiltrado inflamatério Fragmento de pele analisado

Pele de orelha Pele de abdémen
Ausente a leve 10 13
Moderado a intenso 3 0

Fisher's exact test, P value = 0,220
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Tabela 4.2 - Intensidade de infiltrado inflamatdrio em pele de orelha e abdémen de cées sintomaticos naturalmente
infectados por L. infantum.

Infiltrado inflamatério Fragmento de pele analisado

Pele de orelha Pele de abdomen
Ausente a leve 1 7
Moderado a intenso 12 6

Fisher's exact test, P value = *0,030

Intensidade do infiltrado inflamatoério de acordo com
o fragmento de pele analisado em ambos os grupos

P Value = *0,022

Hl Infiltrado moderado - intenso
E3 Infiltrado ausente - leve

Pele de abdémen

Pele de orelha

Numero de amostras

Figura 4.2 - Frequéncia de fragmentos de orelha e abdémen analisados de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério
em cdes assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados por L.infantum.

A

Intensidade do infiltrado inflamatorio de acordo
com o fragmento de pele analisado em caes assintomaticos

P Value = 0,22

ml Infiltrado moderado - intenso

E3 Infiltrado ausente - leve
Pele de abdémen

Pele de orelha

0 5 10 15
Numero de animais
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Intensidade do infiltrado inflamatério de acordo
com o fragmento de pele analisado em cées sintomaticos

P Value =~0,030

mm [nfiltrado moderado - intenso

=3 Infiltrado ausente - leve
Pele de abdémen -

Pele de orelha—

1
0 5 10 15
Numero de animais

Figura 4.3 - Frequéncia de animais de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatdrio em pele de orelha e abdomen.
Figura A: Cées assintomaticos. Figura B: C&es sintomaticos.
A

Intensidade do infiltrado inflamatério de acordo com
a sintomatologia clinica em pele de orelha

P Value = **0,0010

Hl Infiltrado moderado - intenso

E3 Infiltrado ausente - leve
Sintomaticos -

Assintomatico

L L A AL R AL R |
0 5 10 15

Numero de animais

Intensidade do infiltrado inflamatério de acordo com
a sintomatologia clinica em pele de abdémen

P Value = *0,014

mm Infiltrado moderado - intenso

=3 Infiltrado ausente - leve
Sintomaticos

Assintomaticos

I
0 5 10 15
Numero de animais

Figura 4.4 - Frequéncia de animais de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatdrio e sintomatologia clinica. Figura
A: Pele de orelha. Figura B: Pele de abdémen.
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Foi possivel observar amastigotas parasitando o citoplasma de celulas presentes no

infiltrado inflamatorio (Figura 4.1A).

4.3 Animais sintomaticos apresentam infiltrado inflamatério

acometendo regides mais extensas na derme

Ao analisar a localizacdo do infiltrado inflamatorio, foi avaliado se o infiltrado se
apresentava de forma difusa pela derme ou localizado principalmente em regibes
perivasculares. Sendo assim, a distribuicdo do infiltrado inflamatorio foi classificado em: 1-
Difuso ou 2- Perivascular (Figura 4.5B-E). Animais com auséncia de infiltrado inflamatorio
(Figura 4.5A) ndo fizeram parte desta analise. Ao avaliar animais assintomaticos, a pele da
orelha de 7 animais apresentou infiltrado inflamatério localizado principalmente em regides
perivasculares, enquanto 3 animais apresentaram infiltrado distribuido de forma difusa. Ainda
em pele de orelha, 1 animal ndo apresentou infiltrado inflamatorio e 2 animais apresentaram
infiltrado localizado na extremidade do tecido, portanto, ndo fizeram parte desta analise. Em
pele de abdémen, nenhum animal apresentou infiltrado inflamatério distribuido de forma difusa
pela derme e 3 animais apresentaram infiltrado localizado em regifes perivasculares (Tabela
4.3). Ainda em pele de abddmen, 9 animais ndo apresentaram infiltrado inflamatério e 1 animal
apresentou infiltrado localizado na extremidade do tecido, portanto, ndo fizeram parte dessa
analise. Em animais sintométicos, somente 1 animal apresentou infiltrado localizado
principalmente em regides perivasculares em pele de orelha e 10 animais apresentaram
infiltrado distribuido de forma difusa pela derme. Ainda em pele de orelha, 2 animais
apresentaram infiltrado localizado na extremidade do tecido, portanto, ndo fizeram parte dessa
analise. Em pele de abddémen, 3 animais apresentaram infiltrado localizado principalmente ao
redor dos vasos sanguineos e 7 animais apresentaram infiltrado distribuido de forma difusa
(Tabela 4.4). Ainda em pele de Abdémen, 3 animais apresentaram infiltrado localizado na
extremidade do tecido, portanto, ndo fizeram parte desta analise. Os dados indicam que cées
sintomaticos apresentam infiltrado inflamatorio distribuido de forma mais difusa pela derme,
principalmente em pele de orelha. Analisando a distribuigéo do infiltrado inflamatorio entre os
grupos, nao foi possivel observar significancia estatistica entre os dados analisados (Figura 4.6
e 4.7). Realizando uma analise comparativa entre os fragmentos de pele de orelha e abdémen

de acordo com a sintomatologia clinica, foi possivel observar significancia estatistica somente
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em pele de orelha. Assim, a pele de orelha de cées sintomaticos apresentou maior distribuicdo
de infiltrado inflamatorio (Fisher's exact test, P value = **0,0075) (Figua 4.8A).

Figura 4.5 - Fotomicrografias de pele de cées naturalmente infectados por L. infantum apresentando auséncia e distribuicéo
do infiltrado inflamatdrio: Figura A: Infiltrado ausente. Figura B: Infiltrado prerivascular. Figura C: Infiltrado leve e difuso.
Figura D: Infiltrado moderado e difuso. Figura E: Infiltrado intenso e difuso.
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Tabela 4.3 - Distribuic&o do infiltrado inflamatério em pele de orelha e abdémen de cées assintomaticos naturalmente
infectados por L. infantum..

Infiltrado inflamatorio Fragmento de pele analisado
Pele de orelha Pele de abdémen
Perivascular 7 3
Difuso 3 0

Fisher's exact test, P value = 0,52

Tabela 4.4 - Distribuicdo do infiltrado inflamatério em pele de orelha e abdémen de cdes sintomaticos naturalmente
infectados por L. infantum.

Infiltrado inflamatério Fragmento de pele analisado
‘ Pele de orelha Pele de abdémen
Perivascular ‘ 1 3
Difuso ‘ 10 7

Fisher's exact test, P value = 0,31

Distribuigéo do infiltrado inflamatdrio de acordo com
o fragmento de pele analisado em ambos os grupos

P Value = 0,72

mm [nfiltrado difuso

: 3 Infiltrado perivascular
Pele de abdomen-{

Pele de u-relha-E

T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Numero de amostras

Figura 4.6 - Frequéncia de fragmentos de orelha e abddmen analisados de acordo com a distribui¢éo do infiltrado inflamatdrio
em cdes assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados por L.infantum
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A
Distribuicao do infiltrado inflamatériode acordo com
o fragmento de pele analisado em cides assintomaticos
P Value = 0,52
mm [nfiltrado difuso

=3 Infiltrado perivascular
Pele de abdémen

Pele de orelha

T
0 5 10 15

Nuamero de animais

Distribuicao do infiltrado inflamatdriode acordo com
o fragmento de pele analisado em cides sintomaticos

P Value = 0,31
mm Infiltrado difuso

=3 Infiltrado perivascular
Pele de abdémen

Pele de orelha—

I
0 5 10 15
Niamero de animais

Figura 4.7 - —Frequéncia de animais de acordo com a distribuicdo do infiltrado inflamatorio em pele de orelha e abdémen.
Figura A: Cées assintomaticos. Figura B: Céaes sintomaticos

A

Distribuicéo do infiltrado inflamatério de acordo com
a sintomatologia clinica em pele de orelha

P Value = **0,0075

Hl Infiltrado difuso

E3 Infiltrado perivascular
Sintomaticos 3

Assintomaticos—

—r 11
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Distribuigdo do infiltrado inflamatoriode acordo com
a sintomatologia clinica em pele de abdémen

P Value = 0,069

Ml Infiltrado difuso

= Infiltrado perivascular
Sintomaticos

1
0 5 10 15
Namero de animais

Figura 4.8 - Frequéncia de animais de acordo com a distribuicdo do infiltrado inflamatdrio e sintomatologia clinica. Figura
A: Pele de orelha. Figura B: Pele de abdémen.

4.4 Animais sintomaticos apresentam maior frequéncia de reacéo

granulomatosa

Foi avaliada a presenca de reacdo granulomatosa (Figura 4.9) em pele de orelha e
abdémen de cdes assintomaticos e sintomaticos. Em animais sem sintomatologia clinica,
somente 2 cdes apresentaram reacdo granulomatosa em pele de orelha, enquanto em pele de
abddémen, nenhum animal apresentou presenca de reacdo granulomatosa. Em cédes com
sintomatologia clinica, 8 animais apresentaram reacdo granulomatosa em pele de orelha,
enguanto em pele de abdémen 6 cdes apresentaram reacdo granulomatosa. Os dados indicam
gue animais sintomaticos apresentam reacdo granulomatosa com mais frequéncia em relacédo a
animais assintomaticos (Fisher's exact test, P value = ***0,0006) (Figura 4.10). Analisando
individualmente os fragmentos de pele de orelha e abdémen, foi possivel observar maior
frequéncia de reacdo granulomatosa em fragmentos de pele de orelha de animais sintomaticos
(Fisher's exact test, P value = *0,041) (Figura 4.11A). Em pele de abdémen, nenhum céo
assintomatico apresentou reacdo granulomatosa (Fisher's exact test, P value = *0,014) (Figura
4.11B).
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Figura 4.9 - Fotomicrografia da pele de orelha de céo sintomatico apresentando infiltrado inflamatério intenso e difuso com
a presenca de reacdo granulomatosa.

Presenca de regido granulomatosa de acordo com
a sintomatologia clinica em ambos os fragmentos
de pele analisados

P Value = **0,0006
Hl Presente

= Ausente
Sintomaticos

Assintomatices

T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Numero de amostras

Figura 4.10 - Frequéncia de fragmentos de orelha e abdémen analisados de acordo com a presenca de rea¢édo granulomatosa
em cdes assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados por L.infantum

A

Presenca de regido granulomatosa de acordo com
a sintomatologia clinica em pele de orelha

P Value = *0,041
Bl Presente

E Ausente
Sintomaticos

Assintomaticos

Numero de animais
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Presenca de regido granulomatosa de acordo com
a sintomatologia clinica em pele de abdémen

P Value = "0,014

E Ausente
Il Presente

Sintomaticos

Assintomaticos

T T T T T T T T
0 5 10 15

NOmero de animais

Figura 4.11 - Frequéncia de animais de acordo com a presenca de regides granulomatosas e sintomatologia clinica. Figura
A: Pele de orelha. Figura B: Pele de abdémen

45 A presenca de reacdo granulomatosa esta associada a

intensidade do infiltrado inflamatorio

A partir de resultados anteriores e a observacdo de que animais com sintomatologia
clinica apresentam reacdo granulomatosa em maior frequéncia, avaliamos se ha associacdo
entre tal pardmetro e a intensidade do infiltrado inflamatdrio. Analisando os fragmentos de pele
de orelha e abddmen de ambos o0s grupos (sintomaticos e assintomaticos), foi observado maior
presenca de reacdo granulomatosa em fragmentos de pele que apresentaram maior intensidade
de infiltrado inflamatdrio (Fisher's exact test. P Value = ****<(0,0001) (Figura 4.12). Tais
observacgdes também foram estatisticamente significantes analisando os fragmentos de pele de
orelha (Fisher's exact test. P Value = ***<(0,0007) e Abdémen (Fisher's exact test. P Value =
***%<0,0001) de forma isolada (Figura 4.13A e B).
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Presenca de regidao granulomatosa de acordo com
a intensidade do infiltrado inflamatério em ambos os grupos

P Value = **<0,0001

mHm Infiltrado moderado - intenso

B3 Infiltrado ausente - leve
Presente

Ausente -]

T T T 1
0 10 20 30 40

Numero de amostras

Figura 4.12 - Associacao entre a presenca de reacdo granulomatosa em cées naturalmente infectados por L.infantum de
acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério.

A

Presenca de regido granulomatosa de acordo com
a intensidade do infiltrado inflamatdrio em pele de orelha

P Value = ***0,0007

Hl Infiltrado moderado - intenso

E3 Infiltrado ausente - leve
Presente

I T T T 1
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Numero de animais

Presencga de regidao granulomatosa de acordo com
a intensidade do infiltrado inflamatdrio em pele de abdémen

P Value = ****<0,0001

Il Infiltrado moderado - intenso

E= Infiltrado ausente - leve
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Figura 4.13 - Associacao entre a presenca de reacao granulomatosa em cédes naturalmente infectados por L.infantum de
acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério. A: Pele de orelha B: Pele de abdémen.
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4.6 A presenca de reacdo granulomatosa estd associada a

distribuicédo do infiltrado inflamatorio

Além da associacdo com a intensidade, foi avaliado se a presenca de reacao
granulomatosa estava associada com a distribuicdo do infiltrado inflamatorio. Analisando
fragmentos de pele de orelha e abdémen de cées sintomaticos e assintomaticos, foi observada
presenca de reacdo granulomatosa somente em amostras que possuiam infiltrado inflamatorio
distribuido de forma difusa pela derme (Fisher's exact test. P Value = **0,0044) (Figura 4.14).
Analisando individualmente fragmentos de pele de orelha e abdémen, ambos apresentaram
reacdo granulomatosa somente em amostras que possuiam infiltrado inflamatdrio distribuido
de forma difusa, mas somente em pele de orelha os dados foram significativos estatisticamente
(Fisher's exact test. P Value = *0,045) (Figura 4.15A).

Presenga de regido granulomatosa de acordo com
a distribuigao do infiltrado inflamatorio em ambos os grupos

F Value =*"0,0044

Bl Difuso

Ea Perivascular
Presente

Ausente -

Numero de amostras

Figura 4.14 Associacdo entre a presenca de reacao granulomatosa em cées naturalmente infectados por L.infantum de acordo
com a distribuicdo do infiltrado inflamatério.
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Presenca de regido granulomatosa de acordo com
a distribuicao do infiltrado inflamatdrio em pele de orelha

P Value = *0,045

Hl Difuso

Ea Perivascular
Presente

Numero de animais

Presenga de reacido granulomatosa de acordo com
a distribuigdo do infilfrado inflamatério em pele de abddmen

P Value = 0,19

mm Difuso

= Perivascular
Presente

Niamero de animais

Figura 4.15 - Associacdo entre a presenga de reacdo granulomatosa em cées naturalmente infectados por L.infantum de

acordo com a distribui¢ao do infiltrado inflamatdrio. A: Pele de orelha. B: Pele de abdémen.

4.7 Namero de amastigotas se mantem elevado em pele de orelha

independente da progressdo da doenca

Ao avaliar frequéncia da carga parasitaria em pele de orelha, foi possivel observar a

presenca do parasito em todos 0s cdes sintomaticos. Enquanto em cées sem sintomatologia

clinica, oito animais apresentaram carga parasitaria. Em pele de abdémen, doze cées

sintomaticos apresentaram carga parasitaria, enquanto em cédes sem sintomatologia clinica, foi

possivel observar a presenca do parasito em nove cées. Assim, cdes com sintomatologia clinica,

apresentaram maior frequéncia de carga parasitaria. Ao analisar o nimero de amastigotas, nao

42



foi possivel observar diferencas estatisticamente significantes ao comparar a carga parasitaria
em pele de orelha e abdémen de ambos os grupos (Wilcoxon Test, P value = 0,50) (Figura
4.16). A pele da orelha de animais assintomaticos apresentou variagao de 0 a 2,7 amastigotas
por campo, enquanto em pele de abdémen foi observada variacdo de 0 a 0.7 amastigotas por
campo (Wilcoxon Test, P value = 0,28) (Figura 4.17A). Em animais sintomaticos, a pele da
orelha apresentou uma variagdo de 0,1 a 8.4 amastigotas por campo, enquanto em pele de
abddmen, foi observada uma variagéo de 0 a 3,5 (Wilcoxon Test, P value = >0,99) (Figura
4.17B). A pele de orelha demonstrou maior nimero de amastigotas em comparagéo com a pele
de abdémen, mas nao foi possivel observar significancia estatistica entre os dados avaliando
individualmente de acordo com o fragmento de pele analisado.

N&o houve diferencas entre nimero de amastigotas/campo em pele da orelha quando
comparamos de acordo com a sintomatologia clinica (Figura 4.18A), no entanto houve uma
tendéncia em ser mais elevada em pele de abdémen de cdes sintomaticos (Mann-Whitney test
P Value = 0,053) (Figura 4.18B). Os dados indicam que em pele de orelha, independente da
progressdo da doenca, o numero de amastigotas se mantem elevado. Este fato deve ser

considerado no momento de realizacdo do diagndstico.

NUmero de amastigotas de acordo com
o fragmento de pele analisado em ambos os grupos

10=- F Value =0,50

Numero de amastigotas por
campo microscopico 1000x
0

Pele de orelha Pele de abdémen

Figura 4.16 - Amastigotas por campo em pele de orelha e abddémen de cdes naturalmente infectados por L. infantum.
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Namero de amastigotas de acordo com o fragmento
A de pele analisado em caes assintomaticos

10+ P Value = 0,28
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. 00
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Figura 4.17 -Amastigotas por campo em pele de orelha e abdémen de cées naturalmente infectados por L. infantum. A:Caes
assintomaticos. B:Caes sintomaticos.
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4.8 A distribuicdo de amastigotas esté associada a intensidade do

infiltrado inflamatério em pele de orelha e abdémen

Foi feita uma analise qualitativa de acordo com a localizacdo de amastigotas presentes
na derme. Foi possivel observar amastigotas parasitando células endoteliais, subendoteliais e
células ao redor dos vasos sanguineos (Figura 4.19A-E), localizadas dentro dos vasos
sanguineos (Figura 4.19F e G) e distribuidas de forma difusa pelo tecido (Figura 4.19H-I).
Portanto, a distribuicdo de amastigotas foi classificada em: perivascular para animais que
possuiam um maior numero de amastigotas ao redor dos vasos sanguineos ou difusa para
animais que possuiam um maior nimero de amastigotas distribuidas de forma difusa pela
derme. Em vasos vistos longitudinalmente, podemos observar a presenca do parasito ou de

antigenos de amastigotas em sua extensdo (Figura 4.20).
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Figura 4.19 - Fotomicrografia de amastigotas marcadas por imuno-histoquimica (vermelho-DAB). Figura A: Amastigotas
parasitando o citoplasma de células endoteliais. Figura B-E: Amastigotas localizadas em regides perivasculares. Figura F e
G: Amastigotas observadas dentro do vaso. Figuras H e I: Amastigotas difusas.

Figura 4.20 - Fotomicrografia de amastigotas e antigenos de amastigotas marcadas por imuno-histoquimica (vermelho-DAB).
A, B e C: Amastigotas localizadas em regiGes perivasculares na pele de abdémen do mesmo cao assintomatico.



Ao analisar a distribuicdo de amastigotas pela derme e sua associacdo com o infiltrado
inflamatdrio em ambos o0s grupos, fragmentos de pele de orelha e abdémen que apresentavam
amastigotas distribuidas de forma difusa pela derme, em sua maioria, possuiam maior
intensidade de infiltrado inflamatdrio, enquanto, fragmentos que apresentavam amastigotas
principalmente parasitando regiGes perivasculares, apresentaram menor intensidade de
infiltrado (Fisher's exact test. P Value = *** * <0,0001) (Figura 4.21). Cées sem sinais clinicos,
possuiam o parasito menos difuso na derme e mais restrito ao redor dos vasos sanguineos, com
um infiltrado leve . Em animais sintomaticos, a pele da orelha apresenta carga parasitaria
distribuida de forma mais difusa em relacdo ao abdémen e maior intensidade de infiltrado
inflamatorio. Em pele de abdémen, os animais possuiam um grau menor de infiltrado celular e
um menor nimero de amastigotas parasitando a pele de forma difusa. Para analisar a
significancia estatistica desses dados, foi utilizado o teste de Fisher. Foi possivel observar uma
associacdo entre a intensidade do infiltrado inflamatorio e a distribuicdo de amastigotas em pele
de orelha (Fisher's exact test. P Value = *0,010) as quais estavam distribuidas de forma difusa
pela derme associadas a maior intensidade de infiltrado inflamatorio (Figura 4.22A). Em pele
de abdémen, a intensidade do infiltrado inflamatdrio também se associou a distribuicdo de
amastigotas (Fisher's exact test. P Value = ** 0,005) as quais estavam em sua maioria restrita
as regibes perivasculares associadas ao infiltrado inflamatorio com variacdo de ausente a leve
(Figura 4.22B).

Distribui¢cdo de amastigotas de acordo com
a intensidade do infiltrado inflamatorio em ambos os grupos

P Value = *™**<0,0001

Hl Infiltrado moderado - intenso

= Infiltrado ausente - leve
Amastigota difusa

Amastigota perivascular

0 5 10 15 20 25
Numero de amostras

Figura 4.21 - Associacdo entre a distribuicdo de amastigotas e a intensidade do infiltrado inflamatorio em pele de cées
naturalmente infectados por L. infantum. Fisher's exact test.
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Figura 4.22 - Associagdo entre a distribuicdo de amastigotas e a intensidade do infiltrado inflamatdrio em cédes naturalmente
infectados por L. infantum. Figura A: Pele de orelha. Figura B: Pele de abdomen. Fisher’s exact test

4.9 A distribuicdo de amastigotas esta associada a distribuicdo do

infiltrado inflamatdrio em pele de orelha

Como foi observada a associagdo entre a distribuicdo de amastigotas e a intensidade do
infiltrado inflamatdrio, foi analisada a associacao entre a distribuicéo do infiltrado inflamatorio
e adistribuicdo de amastigotas pela derme. Foi possivel observar associacéo entre a distribuigédo
do infiltrado e a distribuicdo de amastigotas (Fisher's exact test. P Value = ** 0,007) as quais
se apresentavam distribuidas de forma difusa em regides de infiltrado inflamatério mais difuso
(Figura 4.23). Analisando os fragmentos de pele de orelha e abdémen de forma individual, foi

possivel observar associacao entre os dois parametros somente em pele de orelha (Fisher's exact
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test. P Value = *0,025) (Figura 4.24A) os quais apresentavam maior distribuicdo de amastigotas
em fragmentos de pele que apresentavam maior distribuicdo de infiltrado inflamatério. Em pele
de abdémen, as amastigotas também se encontravam distribuidas de forma difusa em regibes
que apresentavam infiltrado inflamatério difuso, mas nao foi possivel observar significancia

estatistica entre os dados observados (Fisher's exact test. P Value = 0,50) (Figura 4.24B).
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Figura 4.23 - Associacdo entre a distribuicdo de amastigotas e a distribuicdo do infiltrado inflamatério em pele de cées
naturalmente infectados por L. infantum.
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Distribuicdo de amastigotas de acordo com a distribuicéao
do infiltrado inflamatério em pele de abdémen
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Figura 4.24 - Associacdo entre a distribuicdo de amastigotas e a distribuicéo do infiltrado inflamatdrio em caes
naturalmente infectados por L. infantum. Figura A: Pele de orelha. Figura B: Pele de abdémen. Fisher's exact test.

4.10 Pele de orelha de animais sintomaticos possui maior

diametro vascular em comparacdo com a pele de abdémen

Para analisar a dilatagdo vascular, foi realizada a medida do didmetro dos vasos
sanguineos dérmicos e posterior analise comparativa entre a pele de orelha e abdémen de
animais sintomaticos e assintomaticos. Foi possivel observar maior diametro vascular em pele
de orelha em comparagé@o com a pele de abdémen (Willcoxon test P value = ***0,0009) (Figura
4.26). Analisando os grupos de acordo com a sintomatologia, em animais assintomaticos, o
diametro vascular em pele de orelha se apresentou maior em comparacao ao diametro em pele
de abdémen, mas ndo houve significancia estatistica entre os dados (Figura 4.27A). Em cées
com sintomatologia clinica, a pele da orelha apresentou vasos com didmetros maiores do que
aqueles vistos na pele de abdomen (Willcoxon test P value = **0,0042) (Figura 4.27B). A
Figura 4.25 representa os achados descritos em relagdo ao diametro vascular nas duas regides
da pele.
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Figura 4.25 - Fotomicrografia da pele de orelha e abdémen de cdo assintomatico naturalmente infectado por L. infantum. A:
Pele do abddémen com vasos dérmicos sem dilatacdo. B: Pele da orelha com vasos dérmicos com dilatacao.
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Figura 4.26 - Comparacdo entre o diametro vascular em pele de orelha e abdémen de cées naturalmente infectados por L.
infantum. Willcoxon.test.
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Figura 4.27 - Comparacéo entre o didmetro vascular em pele de orelha e Abdémen de cées naturalmente infectados por L.
infantum. Figura A: Cées assintomaticos. Figura B: C&es sintomaticos. Willcoxon Test.
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4.11 O diametro vascular estda associado a intensidade do

infiltrado inflamatdrio

Como foi observado maior diametro vascular em pele de orelha de cées sintomaticos,
assim como maior intensidade de infiltrado inflamatdrio, foi analisada a associagéo entre o
didmetro vascular e a intensidade do infiltrado. Foi observado maior didmetro vascular em
fragmentos de pele que apresentavam maior intensidade de infiltrado inflamatério (Mann-
Whitney test P Value = **0,0051) (Figura 4.28). Ao analisar os dados de acordo com a regido
de pele (Figura 4.29A e B) e sintomatologia clinica (Figura 4.30A e B) nao foram observadas
diferencas estatisticas.
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Figura 4.28 - Diametro dos vasos sanguineos de acordo com a intensidade do infiltrado inflamat6ério em pele de cées
naturalmente infectados por L. infantum. Mann-Whitney test.
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Figura 4.29 - Diametro dos vasos sanguineos de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério em cées naturalmente
infectados por L. infantum. Figura A: Cées assintomaticos. Figura B: Caes sintomaticos. Mann-Whitney test.
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Figura 4.30 - Diametro dos vasos sanguineos de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério em cées naturalmente
infectados por L. infantum. Figura A: Pele de orelha. Figura B: Pele de abdémen. Mann-Whitney test.

4.12 Diametro vascular esta associado a presenca de infiltrado

inflamatorio

Ao analisar a associacdo entre o didmetro vascular e a presencga ou auséncia de infiltrado
inflamatorio, foi observada associacdo entre os dois parametros (Mann-Whitney test P Value =
*0,023) (Figura 4.31). Analisando individualmente de acordo com a sintomatologia clinica, foi
observada uma tendéncia de associacdo entre a presenca do infiltrado inflamatorio e o didmetro
vascular em animais sem sintomatologia clinica (Mann-Whitney test P Value = 0,053) (Figura
4.32A).
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Figura 4.31 - Diametro dos vasos sanguineos de acordo com a presenga ou auséncia do infiltrado inflamatdrio em pele de
cdes naturalmente infectados com L. infantum. Mann-Whitney test.
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Figura 4.32 - Didmetro dos vasos sanguineos de acordo com a presenca ou auséncia do infiltrado inflamat6rio em pele de
cées naturalmente infectados com L. infantum. Figura A: Cées assintomaticos. Figura B: Cées Sintométicos. Mann-Whitney
test.

4.13 Nao houve correlacdo entre o numero de amastigotas

presentes na derme e o diametro vascular

Né&o foi observada correlagao entre estes dois parametros mesmo quando sintomatologia
ou regido de pele foram avaliados (Figura 4.33 A-E)
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Figura 4.33 - Correlacdo entre o diametro vascular e 0 nimero de amastigotas de cées naturalmente infectados por L.
infantum. Figura A:Total. Figura B: Caes assintomaticos. Figura C: Cées Sintomaticos. Figura D: Pele de orelha. Figura E:
Pele de abdomen.

4.14 N&o houve associacdo entre o diametro vascular e a

distribuicdo de amastigotas

Ao avaliar a distribuicdo de amastigotas pela derme e o didmetro vascular, ndo foi
possivel observar associacao entre os dois parametros (Figura 4.34). Além disso, ndo foi
possivel observar associacdo entre o didmetro vascular e a presenca de amastigotas (Figura
4.35).
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Figura 4.34 - Didmetro dos vasos sanguineos de acordo com a distribuicdo de amastigotas em pele de caes naturalmente

infectados com L. infantum. Mann-Whitney test.
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Figura 4.35 - Diametro dos vasos sanguineos de acordo com a presenca ou auséncia de amastigotas em pele de cées
naturalmente infectados com L. infantum. Mann-Whitney test.

4.15 Pele de orelha possui maior nimero de vasos sanguineos em

comparacdo com a pele de abdémen

Foi realizada a analise do nimero de vasos sanguineos em pele de orelha e abdémen de
cdes sintomaticos e assintomaticos. O nimero de vasos sanguineos foi mais elevado em pele de
orelha independente de manifestacdes clinicas (Willcoxon test P value= *0,037) (Figura 4.36).

Em cées assintomaticos, ndo foi observada diferenca estatistica ao comparar o nimero de vasos
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sanguineos em pele de orelha e abdémen (Willcoxon test P value = 0,45) (Figura 4.37A).
Enguanto em cées sintomaticos, foi possivel observar diferencas significantes entre o nimero

de vasos em pele de orelha e abdomen (Willcoxon test P value = *0,048) (Figura 4.37B).
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Figura 4.36 - Comparacao entre o nimero de vasos sanguineos em pele de orelha e abdémen de caes naturalmente infectados
por L.infantum. Willcoxon test
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Figura 4.37 - Comparagao entre o nimero de vasos sanguineos em pele de orelha e abdémen de caes naturalmente infectados
por L. infantum. Figura A: Cées assintomaticos. Figura B: Cées sintomaticos. Willcoxon test.

4.16 Numero de vasos sanguineos esta associado a intensidade do

infiltrado inflamatoério

Ao analisar a associagdo entre o niUmero de vasos sanguineos dérmicos e a intensidade
do infiltrado inflamatorio em pele, foi possivel observar que cdes que apresentam maior
intensidade de infiltrado inflamatorio, possuem maior nimero de vasos sanguineos (Mann-
Whitney test P Value = *0,041) (Figura 4.38). Analisando os grupos de acordo com a
sintomatologia, tal associagéo foi observada somente em cées sintomaticos (Mann-Whitney test

P Value = *0,039) (Figura 4.39B). Esta associa¢do ndo foi observada quando a regido da pele
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era considerada (Figura 4.40), e nem quando se correlacionou 0 nimero de vasos sanguineos e

a distribuicdo do infiltrado inflamatorio (Figura 4.41).
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Figura 4.38 - NUmero de vasos sanguineos de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério em pele de cées
naturalmente infectados com L. infantum. Mann-Whitney test.
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Figura 4.39 - NUmero de vasos sanguineos de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério em pele de cées
naturalmente infectados por L. infantum. Figura A: Cées assintomaticos. Figura B: C&es sintomaticos. Mann-Whitney test.
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infectados com L. infantum. Figura A: Pele de orelha. Figura B: Pele de abdémen. Mann-Whitney test.
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Figura 4.41 - Numero de vasos sanguineos de acordo com a distribuicdo do infiltrado inflamatério em pele de cées
naturalmente infectados por L. infantum. Mann-Whitney test.

4.17 Numero de vasos sanguineos esta correlacionado com a

carga parasitaria

Foi avaliada a correlacdo entre 0 nimero de amastigotas presentes na derme e 0 nimero
de vasos sanguineos. Foi observada uma correlacdo positiva entre os dois parametros
(Correlacao de Spearman, P Value = *0,017, r= 0,32) (Figura 4.42A). Os dados indicam que as
maiores cargas parasitarias ocorrem de forma proporcional ao maior nimero de vasos
sanguineos dérmicos, demonstrando um possivel papel da vascularizagdo dérmica no aumento
da carga parasitaria da pele. Ao considerarmos os diferentes grupos, essa correlacdo foi
observada somente em cées sintomaticos (Correlacdo de Spearman, P Value = ***0,0002, r=
0,66) (Figura 4.42B) e em pele de orelha (Correlagdo de Spearman, P Value = **0,0018, r=
0,58) (Figura 4.42D). Ao avaliar a associacao entre a distribuicdo de amastigotas pela derme e
0 numero de vasos sanguineos, ndo foi possivel observar associagao entre os dois parametros
(Figura 4.43).
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Numero de vasos sanguineos de acordo com a
distribuicao de amastigotas em ambos os grupos

P Value = 0,40
o 10
£ N
g ® .
8
g 6 - N
> _ala.
8 41 [e) ;
o —_aBn
o |
E 2
2
0 T T
Perivascular Difusa

Distribuigao de amastigotas na derme

Figura 4.43 - Numero de vasos sanguineos de acordo com a distribuicdo de amastigotas em pele de cées naturalmente
infectados por L. infantum. Mann-Whitney test.

4.18 Numero de vasos sanguineos dérmicos estd associado a

presenca de amastigotas

O ndmero de vasos sanguineos dérmicos se associou a presenca de amastigotas em pele
de cdes infectados (Mann-Whitney test P Value = **0,0041) (Figura 4.44). Ao considerarmos
a regido da pele, foi observada associacdo entre 0 nimero de vasos sanguineos e a presenca de
carga parasitaria somente em pele de orelha (Mann-Whitney test P Value = **0,0011) (Figura
4.45A), corroborando com os dados anteriores. Assim, em pele de orelha, o nimero de vasos
sanguineos se correlaciona com o nimero de amastigotas presentes na derme, além de se

associar com a presenca de carga parasitaria nesse local.
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Figura 4.44 -NUmero de vasos sanguineos de acordo com a presenca de amastigotas em pele de cées naturalmente infectados
por L. infantum. Mann-Whitney test.

61



A B

Numero de vasos sanguineos de acordo Numero de vasos sanguineos de acordo
com a presenga de amastigotas em pele de orelha  ¢om 4 presenga de amastigotas em pele de abdémen
P Value = "*0,0011 P Value = 0,69
B—
o 107 é‘
o
E 8- _; 6
o 7]
[4 o
o 7] |
s—
g S 4 B,
: ] [} o™
o 47 [ | o ‘
e + “a g 2
@ -
E 2 E
5 3
<0 T T 0 T T
Ausente Presente Ausente Presente
Presenca de amastigotas na derme Presenca de amastigotas na derme

Figura 4.45 - NUmero de vasos sanguineos de acordo com a presenca de amastigotas em cées naturalmente infectados com L.
infantum Figura A: Pele de orelha Figura B: Pele de abdémen. Mann-Whitney test.

4,19 Pele de orelha de cdes com sintomatologia clinica

apresentam menor quantidade de colageno dérmico

Para realizar uma anélise comparativa entre a quantidade de colageno em pele de orelha
e abddémen de acordo com a sintomatologia clinica, foram utilizados cortes de pele corados com
o Vermelho de Picrosirius. Foi feita uma analise qualitativa onde se considerou a presenca ou
auséncia de reducdo na quantidade de coldgeno dérmico. De acordo com os dados observados,
cdes sintomaticos apresentam menor quantidade de coldgeno em comparacdo a cées
assintomaticos (Fisher's exact test. P Value = ***<0,0001) (Figura 4.47). Considerando a regido
da pele estudada, uma menor quantidade de colageno foi observada com maior frequéncia em
pele de orelha de animais sintomaticos (Fisher's exact test. P Value = **0,0048) (Figura 4.48A).
O mesmo dado foi observado em pele de abdémen, sendo que nesta regido todos os cdes
assintomaticos apresentaram regularidade na quantidade de colageno (Fisher's exact test. P
Value = **0,0052) (Figura 4.48B), indicando que em pele de orelha de cdes sintomaticos a
menor quantidade de colageno é observada em maior frequéncia. A Figura 4.46 representa 0s
dados observados em relacdo a quantidade de coldgeno dérmico presente nas duas regides da

pele.
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Figura 4.46 - Fotomicrografia da pele de orelha e abdémen de cées naturalmente infectados por L. infantum. A: Pele de
abdémen de céo assintomatico. B: Pele de orelha do mesmo céo da imagem A. C: Pele de abddémen de céo sintomatico. D:
Pele de orelha do mesmo céo da imagem C.
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Figura 4.47 - NUmero de amostras de pele de caes sintomaticos e assintomaticos naturalmente infectados por L. infantum de
acordo com a quantidade de colageno observada. Fisher's exact test.
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Figura 4.48 - Nimero de animais sintomaticos e assintomaticos naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a
quantidade de colageno observada A: Pele de orelha. B: Pele de abddmen. Fisher's exact test.

4.20 Quantidade de colageno presente na derme esta associada a
intensidade do infiltrado inflamatoério

Analisando a quantidade de colageno levando em consideragdo a intensidade do
infiltrado inflamatorio, foi possivel observar que a maioria dos cées que apresentam infiltrado
inflamatdrio com variacdo de ausente a leve, apresentam maior regularidade de colageno na

derme (Fisher's exact test. P Value = ***<0,0001) (Figura 4.49). Ao considerarmos a
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sintomatologia clinica, a maior regularidade de coladgeno de associou a auséncia ou menor
intensidade de infiltrado inflamatdrio em cédes assintomaticos (Fisher's exact test. P Value =
***(0,0004) (Figura 4.50A), enquanto em cdes sintomaticos, a maioria dos animais que
apresentaram menor quantidade de coldgeno dérmico, apresentaram maior intensidade de
infiltrado inflamatorio (Fisher's exact test. P Value = **0,0028) (Figura 4.50B). Ao considerar
a regido da pele, a pele de orelha apresentou menor quantidade de colageno se associando a
maior intensidade do infiltrado inflamatdrio (Fisher's exact test. P Value = ***<0,0001) (Figura
4.51A), enquanto em pele de abdémen, foi observada auséncia ou menor intensidade de
infiltrado inflamatdrio se associando a regularidade de colageno nesse local (Fisher's exact test.
P Value = **0,0018) (Figura 4.51B).
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Figura 4.49 - Quantidade de colageno em amostras de pele de cdes naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a
intensidade do infiltrado inflamatorio. Fisher's exact test.
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Figura 4.50 - Quantidade de colageno em amostras de pele de cées naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a
intensidade do infiltrado inflamatorio. A: Caes assintomaticos. B: Cées Sintomaticos. Fisher's exact test.
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Figura 4.51 - Quantidade de colageno de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério em cées naturalmente infectados
por L. infantum. A: Pele de orelha. B: Pele de abdémen. Fisher's exact test
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4.21 A diminuicdo na quantidade de colageno dérmico esta

associada a distribuicédo do infiltrado inflamatério

Ao analisar a distribuicdo do infiltrado inflamatorio e a quantidade de colageno presente
nos fragmentos de pele, foi possivel observar associacdo entre estes dois parametros. Assim,
caes que apresentaram infiltrado inflamatério distribuido de forma difusa pela derme, também
apresentaram menor quantidade de colageno dérmico (Fisher's exact test. P Value =
***<0,0001) (Figura 4.52). Ao considerar a sintomatologia clinica, s6 foi possivel observar
associacdo entre os dois parametros em animais sintomaticos (Fisher's exact test. P Value =
*0,011) (Figura 4.53B). Analisando a regido da pele, so foi possivel observar associacéo entre
os dois parametros em pele de orelha (Fisher's exact test. P Value = **0,001) (Figura 4.54A).
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Figura 4.52 — Quantidade de colageno em amostras de pele de cédes naturalmente infectados por L. infantum de acordo com
a distribuicdo do infiltrado inflamatério. Fisher's exact test.
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Figura 4.53 - Quantidade de colageno em amostras de pele de cées naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a
distribuicao do infiltrado inflamat6rio. A: Caes assintomaticos. B: Cées sintomaticos. Fisher's exact test.
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Figura 4.54 - Quantidade de colageno em pele cées naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a distribuicdo do

infiltrado inflamatdrio. A: Pele de orelha. B: Pele de abddémen. Fisher's exact test.
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4.22 A menor quantidade de colageno dérmico esta associada a

maior carga parasitaria

Ao analisar a associacdo entre a quantidade de coladgeno e a carga parasitaria, foi
possivel observar associacdo entre a menor quantidade de colageno dérmico e o nimero de
amastigotas (Mann-Whitney test P Value = *0,024) (Figura 4.55). Ao considerar a
sintomatologia clinica, ndo foi possivel observar diferenca estatistica entre os grupos estudados
(Figura 4.56A e B). Considerando as regides da pele, foi possivel observar associacdo entre 0s
dois parametros somente em pele de orelha (Mann-Whitney test P Value = *0,046) (Figura
4.57A), indicando que, quanto maior a carga parasitaria observada em pele de orelha, menor

guantidade de colageno pode ser também observado.
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Figura 4.55 — Quantidade de colageno em pele de cdes naturalmente infectados por L. infantum de acordo com o nimero de
amastigotas. Mann-Whitney Test.
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Figura 4.56 - Quantidade de colageno em pele de cées naturalmente infectados por L. infantum de acordo com o nimero de
amastigotas. A: Caes assintomaticos. B: Cées sintomaticos. Mann-Whitney test.
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Figura 4.57 - Quantidade de colageno em pele de cées naturalmente infectados por L. infantum de acordo com o nimero de
amastigotas. A: Pele de orelha. B: Pele de abdémen. Mann-Whitney test

4.23 A menor quantidade de colageno dérmico esta associada a

distribuicdo de amastigotas

Ao analisar a associacdo entre a quantidade de colageno dérmico e a distribuicdo da
carga parasitaria, foi possivel observar associacdo entre os dois parametros (Fisher's exact test
P Value = **0,0044) (Figura 4.58). Ao considerarmos a sintomatologia clinica, cdes
assintomaticos apresentaram uma tendéncia de associa¢do entre os dois pardmetros (Fisher's
exact test P Value = 0,050) (Figura 4.59A), os quais em sua maioria apresentou amastigotas
localizadas principalmente em regibes perivasculares associadas a regularidade de colageno.
Ao considerarmos a regido da pele, foi possivel observar uma tendencia de associacdo entre 0s

dois parametros em pele de orelha (Fisher's exact test P Value = 0,057) (Figura 4.60A).
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Figura 4.58 - Quantidade de colageno em pele de caes naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a distribui¢éo
de amastigotas. Fisher's exact test.

70



A
Quantidade de colageno de acordo com a
distribuicdo de amastigotas em cdes assintomaticos

P Value = 0,050

mm Pouco Colageno

=3 Colageno Regular
Amastigota Difusa-

Amastigota Perivascular-]

I I I
0 5 10 15 20

Numero de animais

B Quantidade de colageno de acordo com a
distribuicdo de amastigotas em cdes sintomaticos

P Value =0,20

Il Pouco Colageno

E3 Colageno Regular
Amastigota Difusa

Amastigota Perivascular

T T T 1
0 5 10 15 20

Namero de animais

Figura 4.59 - Quantidade de colageno em pele de cdes naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a distribui¢éo
de amastigotas. A: Caes assintomaticos. B Caes sintomaticos. Fisher's exact test.
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Figura 4.60 - Quantidade de colageno em pele de cées naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a
distribuicao de amastigotas. A: Pele de orelha. B Pele de abddémen. Fisher's exact test.
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5 Discussao

Nesse estudo, procuramos uma melhor compreensdo da relacdo entre as alteracdes
vasculares presentes na pele de cdes naturalmente infectados por L. infantum e a persisténcia
parasitaria, disseminacdo do parasito pela pele e os sinais clinicos caracteristicos de LVC
observados. Cées sintoméaticos podem apresentar uma variedade de manifestagdes clinicas
(Baneth et al, 2008). Dessa forma, ao analisar os sinais clinicos de treze cdes sintomaticos, a
onicogrifose e a dermatite foram os sinais clinicos observados com maior frequéncia,
concordando com os resultados de da Silva et al., 2018.

A alta frequéncia do acometimento da pele em cdes com LVC ja foi demonstrada por
Meléndez-Lazo et al. (2018), que observaram que dentre os sinais clinicos gerais apresentados
pelos animais, as manifestacfes cutaneas estavam presentes em 78.4% dos cédes. Ao analisar as
manifestacBes clinicas dermatoldgicas apresentadas pelos animais, a dermatite foi o sinal
clinico dermatoldgico mais frequente, seguida por alopecia e descamacao. Assim, as lesdes de
pele em cdes com LVC representam importantes sinais clinicos e vem sendo estudadas por
varios autores (Ordeix et al., 2017; Solano-Gallego et al., 2004; Ordeix et al., 2005; Ciaramella
et al., 1997) sendo a dermatite considerada uma das principais manifestacGes clinico-
patoldgicas da LVC (Saridomichelakis e Koutinas., 2014).

A andlise histopatologica de cdes com LVC geralmente revela um infiltrado
inflamatdrio crénico granulomatoso com a presenca de parasitos no interior de macréfagos
(Baneth et al, 2008). Ja foi demonstrado que cada apresentacao clinica dermatolédgica apresenta
seus préprios padrbes de lesdes microscopicas individuais que acometem varias estruturas do
tecido cutaneo (Saridomichelakis e Koutinas., 2014). Além de serem observadas em fragmentos
de pele lesionadas, reacdes inflamatorias microscopicas também podem ser observadas em
cortes de pele clinicamente saudaveis. Ao analisar microscopicamente os fragmentos de pele
sem lesdes ao exame clinico, Ordeix et al. (2017) observaram infiltrado inflamatério de forma
mais branda e localizado em regifes perivasculares a intersticiais com a presenca de
macrofagos, linfécitos e plasmaécitos. Em nosso estudo, analisando os fragmentos de pele de
acordo com a sintomatologia clinica, a menor intensidade do infiltrado inflamatério foi
observada em animais sem sinais clinicos. Esse cées, em sua maioria, apresentaram infiltrado
inflamatdrio localizado principalmente em regides perivasculares.

Ao avaliar a intensidade do infiltrado inflamatorio em diferentes regides do corpo,
Jacintho et al. (2018) observaram maior intensidade de infiltrado em fragmentos de pele de

orelha e menor intensidade de infiltrado inflamatorio em fragmentos provenientes do abdémen.
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Assim, foi realizada uma analise histopatologica comparativa entre a pele de orelha e abdémen
de cées assintomaticos e sintométicos levando em consideragdo a intensidade e distribui¢do do
infiltrado celular, tendo este estudo servido como referéncia para o desenho do presente
trabalho.

No presente estudo, observamos que a pele de orelha apresentou maior intensidade de
infiltrado inflamatorio em comparacgdo com a pele de abdémen, concordando com os resultados
de Jacintho et al. (2018). Além disso foi possivel observar infiltrado inflamatério acometendo
regibes mais extensas na derme em fragmentos de pele de orelha.

A presenca do infiltrado inflamatério granulomatoso pode ser observado em diferentes
manifestacdes cutaneas em cdes com LVC (Saridomichelakis e Koutinas, 2014). Dessa forma,
avaliamos a presenca ou auséncia de reagfes granulomatosas de acordo com a sintomatologia
clinica e o fragmento de pele analisado. Observamos que além da presenca de um infiltrado
celular mais intenso, também foi observada maior intensidade de reacdes granulomatosas em
pele de orelha em comparacao a pele de abdémen. O infiltrado inflamatério granulomatoso foi
visto com maior frequéncia em animais que apresentaram manifestac@es clinicas mais intensas
de LVC discordando dos resultados de Esteve et al. (2015). Nas amostras de nosso trabalho, a
formacdo de reacdo granulomatosa estava associada com a maior intensidade e distribuicéo
mais difusa do infiltrado inflamatorio.

Ao avaliarmos a carga parasitaria, a média de parasitos observada em pele de orelha foi
maior em comparacdo da media observada em pele de abdémen. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre o nmero de parasitos de acordo com
a regido de pele analisada. Na orelha, a carga parasitaria se manteve elevada em ambos 0s
grupos (sintomaticos ou ndo) o que nos leva a pensar que a disseminacao do parasito pela pele
da orelha seja mais facilitada do que na pele do abdémen. Isto pode ser devido a orelha ser uma
area mais exposta para o inseto vetor ou mesmo por diferencas anatdbmicas relacionadas a
vascularizagéo.

Fragmentos de pele sem leses ao exame clinico tem sido alvos de vérios estudos
(Xavier et al., 2006; Borja et al., 2016; Saridomichelakis e Koutinas., 2014). Borja et al. (2016)
mostraram que ndo h& uma associagdo entre a carga parasitaria na pele e o desenvolvimento de
sinais clinicos, e que a capacidade de transmissao do parasito ao vetor por xenodiagnostico €
dependente da intensidade de carga parasitaria presente na pele. Tem sido descrito que os cées
possuem um importante papel na manutencao do ciclo de transmissdo da Leishmania ao vetor
(Laurenti et al., 2013). Em nosso estudo, a manutencdo da alta carga parasitaria na pele de

orelha, independente de sinais clinicos, sugere que a orelha seja um importante local fonte de
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infeccdo para os flebotomineos e uma boa regido para a coleta de amostras clinicas para
citologia e identificacdo do parasito.

Jacintho et al. (2018) mostraram que a carga parasitaria pode apresentar variagdes de
acordo com o local de analise. Ao avaliar a carga parasitaria em diferentes regides do corpo de
cdes com LVC, Jacintho et al., 2018, observavam maior numero de parasitos em fragmentos de
pele de orelha e focinho, enquanto na pele de abdémen a carga parasitéaria foi observada em
menor intensidade. Em nosso estudo, formas amastigotas de Leishmania foram observadas em
maior frequéncia em fragmentos de pele de orelha de cdes com sintomatologia clinica. Em
relacdo a distribuicdo das amastigotas na pele, estas podiam ser observadas difusamente
distribuidas pela derme, porém estavam localizadas principalmente ao redor do plexo vascular
dérmico. Além disso, foi possivel observar formas amastigotas de Leishmania parasitando
células endoteliais e perivasculares, como observado também por Tarantino et al. (2001).

De forma interessante, amastigotas de Leishmania foram ainda observadas no interior
de vasos sanguineos, indicando uma possivel via de disseminacdo do parasito para a pele
através da vascularizacdo dérmica sanguinea. Apesar dos dados observados na literatura, a
correlacdo entre a carga parasitaria e a vascularizacdo dérmica nao estd muito bem elucidada.
Entretanto, a visualizacdo de amastigotas parasitando regides perivasculares poderia indicar
que a presenca de carga parasitaria na pele ocorra através de uma disseminagdo hematogénica
(Koutinas e Koutinas, 2014). Lugo-Yarbuh et al. (2003) demonstraram antigenos de
Leishmania (Viannia) braziliensis na superficie de células endoteliais e livres na luz de
microcapilares dérmicos. Dessa forma, os vasos sanguineos podem estar envolvidos em
processos infecciosos por protozoéarios participando da imunidade inata e adaptativa e da
disseminacdo dos parasitos pelo organismo hospedeiro (Varikuti et al., 2020). Durante a
infeccdo por Leishmania, o endotélio vascular desempenha um importante papel. Estudos de
Hassan et al(1995) demonstraram a expressdo de MHC classe 11 em células endoteliais durante
a infeccdo por L. major. Assim, as células endoteliais podem atuar como células apresentadoras
de antigenos para linfocitos T CD4 de memodria e efetoras estimulando a producéo de IFN-y e
a polarizacdo de células T para um perfil Th1 (Varikuti et al., 2020).

Dessa forma, avaliamos a associacdo entre a distribuicdo da carga parasitaria e a
intensidade e distribuicdo do infiltrado inflamatorio. Observamos em nosso estudo, que quanto
maior a intensidade e distribuicdo do infiltrado inflamatorio maior é a disperséo parasitaria pela
derme. Em animais sintomaticos, além das regifes perivasculares, as amastigotas eram também
visualizadas de forma difusa na derme. Esta maior dispersdo pelo tecido esta associada a
presenca de infiltrado inflamatorio mais intenso e afetando areas mais extensas, enquanto a
localizagcdo de amastigotas restrita a regido perivascular se associa com a intensidade mais
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branda do infiltrado inflamatério dérmico em animais assintomaticos. A correlacdo entre o
infiltrado inflamatério e a presenca de amastigotas também foi observada por Moura et al.
(2008).

Durante processos inflamatorios, 0s vasos sanguineos participam ativamente no
processo de migracdo de células para o tecido lesionado. No inicio da fase inflamatoria, células
endoteliais liberam &xido nitrico (NO), prostaciclina-2 (prostaglandina 12 ou PGl:) e
endotelina-1, tendo como consequéncia a vasodilatacdo através do relaxamento de células
musculares lisas circundantes (Varikuti et al., 2020). Em pacientes com Leishmaniose Cutanea
Localizada, a dilatacdo vascular com a presenca de parasitos em seu limen, ja foi observada
(Lugo-Yarbuh et al., 2003). O aumento da permeabilidade vascular, a dilatacdo de vasos
sanguineos e o recrutamento de células do sistema imune para o local da les&o constituem um
importante mecanismo da resposta inflamatoria (Medeiros e Dantas Filho, 2016). Portanto, no
presente trabalho, avaliamos a dilatacdo dos vasos sanguineos dérmicos em fragmentos de pele
de orelha e abdémen de acordo com a sintomatologia clinica. Observamos maior dilatacéo
vascular em pele de orelha do que na de abdémen, sendo mais evidente em cées sintomaticos.

Durante o processo de recrutamento de células para o sitio de lesdo, a dilatacdo de
capilares sanguineos torna o fluxo sanguineo mais lento, permitindo assim, a marginacdo de
leucdcitos e a ligacdo entre ligantes de E- e P-selectinas expressos nos leucdcitos e as selectinas
nas células endoteliais (Abbas, 2015). Dessa forma, devido a importancia entre a dilatacdo
vascular e a migracgdo de células para o tecido, avaliamos a associacdo entre a dilatacdo vascular
presente em pele de orelha e abddmen e a intensidade do infiltrado inflamato6rio presente na
derme. Em nosso estudo, foi possivel observar associacdo entre a dilatacdo dos vasos
sanguineos dérmicos e a intensidade e presenca do infiltrado inflamatorio. Assim, cées que
apresentaram maior intensidade de infiltrado inflamatdrio, possuiam maior didmetro vascular,
enquanto cdes que a presentavam menor diametro, possuiam o infiltrado inflamatério mais
restrito a regides perivasculares.

Como foi demonstrado em nossos resultados anteriores, hd uma associacdo entre a carga
parasitaria e a intensidade e distribuicdo do infiltrado inflamatdrio. Assim, avaliamos se a
dilatacdo vascular poderia estar associada com a presenga de carga parasitaria na pele. Ao
avaliar a correlacdo entre 0 numero de amastigotas presentes na pele e o didmetro dos vasos
sanguineos dérmicos, ndo foi possivel observar correlagdo entre estes dois parametros. Além
disso, a associagdo entre a distribuicdo da carga parasitéria e a dilatacdo vascular também néo
foi observada. No entanto, observamos uma associa¢do entre o numero de amastigotas e 0

ndmero de vasos dérmicos.
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Durante o processo inflamatorio € comum observar 0 aumento do nimero de vasos
sanguineos, processo denominado angiogénese. A familia VEGF (fator de crescimento de
endotélio vascular) é constituida por proteinas envolvidas no remodelamento vascular através
da proliferacdo de células endoteliais e angiogénese formando novos vasos sanguineos
(Siafakas et al., 2007). Durante a infeccdo por Leishmania, baixos niveis de oxigénio sao
observados no tecido infectado devido a alta demanda de O2 pelo alto influxo de células do
sistema imune para o local (Schatz et al., 2018). Assim, niveis baixos de oxigénio sdo
considerados estimulos importantes para o crescimento de novos capilares a partir de veias pré-
existentes na regido lesionada (Castro, JLC et al., 2015). Estudos com L.major demonstraram
que o parasito é capaz de induzir a ativacdo do fator de transcricdo fator induzivel por hipdxia
la (HIF-1a), o qual induz a expressao do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-
A) (Weinkopff et al., 2019). Além disso, Weinkopff et al. (2019) observaram altos niveis de
VEGF-A e seu receptor na pele de orelha de camundongos infectados por L. major, e 0s
macrofagos foram as principais células produtoras de VEGF-A e HIF-1a.

Dessa forma, analisamos o nimero de vasos sanguineos dérmicos em fragmentos de
pele de orelha e abdémen de acordo com a sintomatologia clinica. Em nosso estudo,
independente das manifestacdes clinicas observadas, a pele da orelha apresentou maior nimero
de vasos sanguineos em comparacao com a pele de abdémen. Além disso, foi possivel observar
associacao entre o0 numero de vasos sanguineos e a intensidade do infiltrado inflamatério. Com
isso, animais que apresentam maior ndimero de vasos sanguineos dérmicos, apresentam
infiltrado inflamatdrio mais intenso, indicando que assim como o diametro vascular, 0 aumento
do nimero de vasos sanguineos também contribui para a chegada de células para o tecido e
possivelmente parasitos.

Alguns autores sugerem a disseminacdo hematogénica do parasito pela pele (Koutinas
e Koutinas, 2014; Ordeix et al., 2017; Solano-Gallego et al., 2004), e por este motivo, avaliamos
se 0 aumento do nimero de vasos sanguineos dérmicos esta correlacionado com a presenca e
com o0 aumento da carga parasitaria no tecido. Neste sentido, foi possivel observar em nosso
estudo uma correlagdo positiva entre 0 numero de amastigotas presentes na derme e o nimero
de vasos sanguineos, demonstrando um possivel papel da vascularizagcdo dérmica no aumento
da carga parasitaria. Considerando de forma individual a regido de pele analisada, foi possivel
observar correlacdo entre estes dois parametros somente em pele de orelha. Esta correlagdo em
pele de orelha pode ser explicada de duas formas:1- por diferencas anatémicas na
vascularizagdo das diferentes regides do corpo sendo a orelha mais vascularizada do que o
abdomen; ou 2- por ser a pele de orelha mais exposta a picada dos flebotomineos, ja que tem
menor cobertura de pelos, levando a estimulos repetidos e alteracdes vasculares mais intensas.
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Outro fator importante associado a disseminacgdo e persisténcia parasitaria na pele séo
alteraces nas fibras de coldgeno dérmico, os quais podem favorecer a migragdo de macrofagos
parasitados para 0s vasos sanguineos (Jacintho et al., 2018). O col&geno tipo | é um dos
principais componentes da matriz extracelular da pele, os quais s@o substituidos por colageno
tipo Il durante a infeccdo cronica (de Menezes et al., 2016). Dessa forma, a reducdo do
colageno tipo | e aumento do colageno tipo 111 é observado durante a infeccdo por Leishmania
em cdes (Giunchettiet al., 2006). Além disso, estudos de Giunchettiet al. (2006),
demonstraram alteracdes em fibras de coladgeno de cdes com alto escore clinico. Assim,
realizamos uma andlise da quantidade de colageno dérmico de acordo com a sintomatologia
clinica. Observamos que cées sintomaticos apresentaram menor quantidade de coladgeno na
derme em comparacdo com cdes sem sintomatologia clinica, concordando com os resultados
de Giunchetti et al., 2006.

Ao avaliar a reducdo de colageno em pele de diferentes regides do corpo, Jacintho et al.
(2018) observaram maior expressdo de enzimas degradantes de matriz extracelular
metaloproteinases (MMPs) na regido da orelha e focinho de cdes com LVC. Enquanto em pele
de abddmen a expressdo de MMPs ndo apresentou diferencas significativas ao comparar com
0 grupo controle. Assim, realizamos uma analise qualitativa da quantidade de colageno dérmico
em fragmentos de pele de orelha e abdémen. Observamos que a pele de abdémen apresentou
maior regularidade da quantidade de colageno em comparacdo com a pele da orelha, o qual
demonstrou menor quantidade de colageno concordando com os resultados de Jacintho et al.
(2018).

No presente estudo, observamos uma associagdo entre a intensidade do infiltrado
inflamatorio e a reducéo de coldgeno na derme. Estes dados estdo de acordo com o trabalho de
Jacintho et al. (2018) que observaram que animais com infiltrado inflamatério mais intenso,
possuiam maior degradacdo das fibras de coldgeno. Assim, cdes que apresentavam maior
regularidade de colageno, em sua maioria, apresentavam infiltrado inflamat6rio com variacdo
de ausente a leve, enquanto cdes que apresentavam menor quantidade de colageno,
apresentavam maior intensidade de infiltrado inflamatdrio.

Ainda, ao avaliar a associacdo entre a distribui¢do do infiltrado inflamatério e a reducéo
de colageno dérmico, cées que apresentavam menor quantidade de coldgeno dérmico, em sua
maioria, apresentavam infiltrado inflamatorio distribuido de forma mais difusa pelo tecido.
Considerando individualmente a regido de pele, sé foi possivel observar significancia estatistica
guando a pele de orelha era avaliada. Apesar disso, em fragmento de pele de abdémen que
apresentavam infiltrado inflamatorio difuso, foi possivel observar menor quantidade de
colageno dermico.
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Além disso, observamos uma associacdo entre a quantidade de coldgeno dérmico e o
nimero de amastigotas presentes na pele, as quais estavam em nimero mais elevado em
fragmentos de pele que apresentavam menor quantidade de colageno. Avaliando os fragmentos
de pele de regibes diferentes individualmente, foi possivel observar esta associacdo somente
em pele de orelha. Em adicao, foi possivel observar associacdo entre a quantidade de colageno
dérmico e a distribuicdo de amastigotas pela pele. Dessa forma, animais que possuiam
amastigotas localizadas principalmente em regiGes perivasculares, apresentam maior
regularidade de colageno, enquanto menor quantidade de coldgeno no tecido aparenta favorecer
a distribuicdo de amastigotas pela pele.

Em cées com LVC, ja foi demonstrada a dissociacdo das fibras de coldgeno dérmicas
em fragmentos de pele que apresentavam maior carga parasitaria. Tal dissociagdo ocorreu como
consequéncia da distribuicdo difusa do infiltrado inflamatério granulomatoso (Jacintho et al.,
2018). Em contrapartida, a dissociacdo do colageno dérmico favorece ainda mais o
recrutamento de células para o sitio de lesdo, e consequentemente a disseminagdo dos parasitos,
que estdo no interior das células inflamatorias, pela pele.

Em conjunto, esses resultados sugerem uma relacdo entre a vascularizacdo dérmica e a
disseminacdo parasitaria principalmente em pele de orelha. A correlacdo entre a carga
parasitaria e o numero de vasos sanguineos dérmicos indica uma importante participacéo da
vascularizagdo dérmica no aumento do nimero de amastigotas no tecido. Dessa forma, 0 maior
namero de vasos sanguineos em pele de orelha de cdes com LVC, poderia favorecer o aumento
da carga parasitaria local. Além disso, uma maior intensidade do infiltrado inflamatério em pele
de orelha, em associacdo com a menor quantidade de coldgeno observada, poderia favorecer a
distribuicdo de amastigotas pela derme.

Como o numero de amastigotas observados em pele de orelha foi elevado e semelhante
entre cdes assintomaticos e sintomaticos, a pele de orelha demonstrou ser um interessante local
para a coleta de amostras clinicas para o diagnostico de LVC devido a alta probabilidade de
deteccdo de amastigotas. Além disso, a pele de orelha demonstrou ser uma importante fonte de
infeccéo para o vetor.

Uma analise comparativa resumida entre os dados observados em fragmentos de pele

de orelha e abddmen, podem ser observados na Figura 5.0.
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Pele de abdémen

Carga parasitaria possui tendéncia em ser
mais elevada em caes com sintomatologia
clinica

Possui vasos de menor calibre

Caes sintoméaticos apresentam menor
nimero de vasos sanguineos

Nimero de vasos sanguineos nao se
correlacionam com a carga parasitaria

Apresenta maior regularidade de
colageno dérmico

Nimero e distribuicdo de amastigotas nao
se associam com a quantidade de
colageno

Pele de orelha

Carga parasitaria se mantem elevada
independente de manifestagdes clinicas

Possui vasos de maior calibre

Caes sintométicos apresentam maior
namero de vasos sanguineos

Numero de vasos sanguineos se
correlacionam com o nimero de
amastigotas e com a presenga de carga
parasitaria

Possui menor quantidade de colageno
dérmico

Numero e distribuigao de amastigotas se
associam com a quantidade de colageno

Figura 5.0 - Diferencas observadas em fragmentos de pele de orelha e abddmen de cées assintomaticos e sintomaticos

naturalmente infectados por L.infantum.
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6 Conclusdes

v' As lesdes de pele e anexos sdo manifestacdes frequentemente observadas em cdes
naturalmente infectados por L. infantum, e podem ocorrer como consequéncia do
aumento da vascularizacdo dérmica, da intensidade do infiltrado inflamatorio, assim
como pela maior distribuicdo parasitaria pela pele de cées sintomaticos.

v' A pele de orelha apresenta maior intensidade de infiltrado inflamat6rio e vasos
sanguineos apresentando maior didmetro, indicando a possivel participacdo de fatores
de ativacdo endotelial devido ao processo inflamatério.

v A pele de orelha apresenta maior nimero de vasos sanguineos em comparag¢ao com a
pele de abddmen, sugerindo estimulacéo de fatores angiogénicos nessa regiao

v A correlagdo entre 0 nimero de vasos sanguineos e o ndmero de amastigotas e a
associacdo com a presenca de carga parasitaria indica que é possivel que a
vascularizacdo dérmica desempenhe um importante papel na disseminacdo e
persisténcia parasitaria na pele. Assim como a visualizacdo de amastigotas dentro de
vasos sanguineos dérmicos indica a chegada do parasito ao tecido através dessa via.

v" A menor quantidade de colageno dérmico em associacdo com maior intensidade de
infiltrado inflamatério poderiam favorecer a migracdo dos parasitos dos vasos
sanguineos para a derme e vice-versa.

v" A associacdo entre a quantidade de colageno e a disseminacdo parasitaria indica que a
menor quantidade de colageno poderia contribuir para a disseminagdo parasitéria pela
pele.

v Os resultados indicam que a presenca de carga parasitaria em pele de orelha resulta no
aumento do processo inflamatorio, o qual pode criar um ambiente de hipdxia, levando
a producdo de fatores angiogénicos, que promovem a proliferagdo vascular. Como
consequéncia, ocorre a chegada de mais células para o tecido e 0 aumento da carga

parasitaria no local, tornando o parasito cada vez mais acessivel ao vetor (Figura 6.0).
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Aumento do
Ambiente Presenca de carga

N processo e |
hipéxico inflamatério parasitaria na pele

Aumento de fatores Proliferacao Chegada de
angiogénicos vascular células para a pele

Figura 6.0 - Esquematizagdo da associacgdo entre as alteragdes vasculares durante o processo inflamatdrio e a presenga de

carga parasitaria em pele de orelha.
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8 Anexos

Tabela 8.0 - Resumo dos resultados observados

Parametros Assintomaticos Sintoméaticos Ambos 0s grupos
avaliados Orelha Abdomen Orelha Abdémen Orelha Abddmen
Intensidade do 76.9% 100% 7.7% 53.8%

42.3% 76.9%
infiltrado inflamatério

Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente

Ausente
aleve aleve aleve aleve aleve a leve
Distribuicdo do 30% 0 Difuso 91% 70% 61.9% 53.8%
UG INEMERTD (i Difuso  Difuso  Difuso  Difuso
Frequéncia de reagéo 15.3% 0 61.5% 46.1% 38.6% 23%
granulomatosa
Associacdo entre a Nao N&ao Sim Sim Sim
frequéncia de reacdo Sim
granulomatosa e
intensidade do
infiltrado inflamatdrio
Associacao entre a Né&o Né&o Né&o Né&o Sim Né&o
frequéncia de reacéo
granulomatosa e
distribuicdo do
infiltrado inflamatdrio
NUmero de amastigotas 0.57 0.28 1.14 0.8 0.85 0.54
(média por campo)

Distribuicao de 28.5% 22.2% 61.5% 41.6% 50% 33.3%
amastigotas

Difusa Difusa Difusa Difusa

Difusa Difusa
Sim Néao Néao

Sim Sim

Associacao entre Sim
distribuicdo de
amastigotas e
intensidade do
infiltrado inflamatério
Associagdo entre Sim Néo
distribuicéo de
amastigotas e
distribuicdo do
infiltrado inflamatdrio
Diametro vascular 8.36

6.58 11.76 1.27 10.06 6.92

(média por campo)
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Associacado entre o
diametro vascular e
intensidade do
infiltrado inflamatério
Associacao entre o
didmetro vascular e a
presenca do infiltrado
inflamatorio
Correlacao entre o
didmetro vascular e o
namero de amastigotas
Correlagao entre o
didmetro vascular e a
distribuicéo de
amastigotas
NUmero de vasos
sanguineos (média por
campo)
Associacao entre o
namero de vasos
sanguineos e a
intensidade do
infiltrado inflamatério
Correlago entre o
namero de vasos
sanguineos e 0 nUmero
de amastigotas
Correlagdo entre o
namero de vasos
sanguineos e a presenca
de amastigotas
Quantidade de

colageno

Associacdo entre a
guantidade de colageno
e a intensidade do
infiltrado inflamatério
Associacao entre a
quantidade de colageno
e a distribuicdo do

infiltrado inflamatério

Nao Nao Nao
Nao Nao Variavel
insuficie

nte

Nao Nao Nao

Nao Nao Nao

412 3,8 4.89

Néao N N

insuficie insuficie

nte nte

Sim Nao Nao
Sim Néao Variavel
insuficie

nte

84.6% 92.3% 23%
Regular  Regular  Regular

Sim Nao Nao

91

Variavel
insuficie

nte

3.7

Variavel
insuficie
nte
53.8%

Regular

Nao

4.50

Sim

Sim

53.8%
Regular

Sim

Sim

3,75

73%
Regular

Sim



Associacdo entre a Nao
quantidade de colageno
€ 0 numero de
amastigotas
Associacao entre a Sim
guantidade de colageno
e a distribuicdo de

amastigotas

Variavel
insuficie

nte
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Sim

Sim



