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Resumo

As leishmanioses constituem um grave problema de saude publica, sendo a
forma visceral (LV) a mais grave. A LV é uma zoonose e o cdo representa o
principal reservatério domeéstico do parasito. Embora 90% dos casos de
leishmaniose visceral americana ocorram na regido nordeste do Brasil, nos ultimos
anos, a prevaléncia e incidéncia dessa tém aumentado nos estados da regido
sudeste, dentre os quais Minas Gerais, onde a doenca tem sido relatada em varias
cidades incluindo Belo Horizonte.

Dessa forma, considerando o papel do cao na epidemiologia da LV, a busca
por novos parametros diagndsticos, caracteristicos dessa infeccao nos caes, tem
sido proposta.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o padrdo e intensidade
inflamatérios, relacionando-os ao parasitismo tecidual, na pele de orelha de caes
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. Para isso, foi realizado um
estudo em 133 caes, sendo 25 nao infectados e 108 naturalmente infectados com
L. chagasi, diagnosticados pela imuno-histoquimica em pele sa de orelha, sendo
55 procedentes da area metropolitana de Belo Horizonte — municipio de Santa
Luzia-MG e 53 da éarea central. Em paralelo, a pele de dez caes da raca Beagle,
experimentalmente infectados com formas promastigotas de L. chagasi, foi
avaliada.

Apo6s exame clinico dos caes naturalmente infectados, constatou-se maior
frequéncia de animais sintomaticos (75,5%) em relacdo aos assintomaticos
(24,5%), sendo esse quadro verificado especialmente nos cdes da area
metropolitana. A linfoadenopatia e problemas dermatolégicos constituiram os
sinais clinicos mais presentes. Perfil inflamatério do tipo crénico foi observado na
pele de 51 (92,7%) e 45 (84,9%) cades das éareas metropolitana e central,
respectivamente, sendo que correlagao positiva, porém fraca, foi observada entre
a carga parasitaria e a inflamagcdo, uma vez que a presenca de formas
amastigotas de Leishmania e reacao inflamatoria ndo estavam necessariamente
relacionadas. A carga parasitaria dos cédes avaliados diferiu em relacao a area
geografica estudada, uma vez que 0s animais assintomaticos oriundos da area

central apresentaram maior parasitismo tecidual. Considerando o0s animais
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experimentalmente infectados, diferenca estatisticamente inferior foi observada
quanto a intensidade da inflamacéo e ao parasitismo tecidual quando comparados
aos dos caes naturalmente infectados. Dessa forma, o padrao inflamatério nao
deve ser utilizado como caracteristica patognoménica da infecgéo por L. chagasi e
contrariamente a sua intensidade, ndo parece ser um parametro ideal para

diferenciar modelos de infeccao distintos.



Abstract

Although 90% of clinical cases of American visceral leishmaniasis (AVL)
occur in the northeastern region of Brazil, the incidence of cases in recent years
has increased in southeastern states such as Minas Gerais (MG), where the
disease has been reported in several cities including Belo Horizonte, the state
capital. Some studies have shown a strong correlation between the incidence of
AVL and canine visceral leishmaniasis (CVL) in Belo Horizonte. A study of 108
dogs with parasite Leishmania chagasi detected by immunohistochemistry in
healthy ear skin was obtained from 2 distinct geographical areas: 55 from a
metropolitan area of the municipality (Santa Luzia, MG) and 53 dogs from a central
area of Belo Horizonte. In parallel, a group of 10 beagles were experimentally
infected with L. chagasi. Considering the clinical aspects of all naturally infected
dogs, symptomatic dogs were more frequent than asymptomatic ones, especially,
animals from the metropolitan area compared with the central area (79.6% and
20.3%, respectively). A chronic exudate was observed in the ear of 51 out of 55
dogs naturally infected from the metropolitan area (92.7%) and 45 out of 53 dogs
naturally infected from the central area (84.9%). However there is a weak positive
correlation between the parasite load and the chronic inflammatory reaction
because we found cases where the presence of Leishmania was not directly
incriminated in the presence of an inflammatory reaction. Importantly,
asymptomatic dogs from the central area harbor more parasites in the skin than the
asymptomatic ones from metropolitan area. In addition, a profound difference was
noted in the intensity of the inflammatory reaction and parasite load in the skin of
experimental infected dogs.
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1.0 Introducao

As leishmanioses constituem um grave problema de Saude Publica, com
prevaléncia global estimada de 12 milhdes de casos e incidéncia anual de 1,5 a 2
milhdes, sendo 1 a 1,5 milhdo de leishmaniose cutédnea (LC) e 500 mil de
leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2006). Incontestavelmente, essas infeccoes
apresentam distribuicdo geografica cada vez mais abrangente, com presenca de
casos em areas que anteriormente eram consideradas nao-endémicas (WHO,
2002). Isso decorre principalmente de fatores ecoldgicos e demogréficos, sendo a
migracdo de pessoas e caes provenientes de regides endémicas para centros
urbanos, associado as precarias condi¢cdes sanitarias, desnutricdo da populacao e
a grande capacidade de adaptacao do vetor (COSTA et al., 2008). Tudo isso
constitui fatores que contribuem para o incremento do nimero de casos da
doenca. De fato, a situacédo da cidade de Belo Horizonte ilustra claramente esse
processo, o qual ocorre também em outros grandes centros metropolitanos
brasileiros como Recife, Natal, Teresina, Jodo Pessoa (QUEIROZ et al., 2008),
Rio de Janeiro (MARZOCHI et al., 1985) e Vitéria (COSTA et al., 2008).

Os caes, Canis familiares, constituem o principal elo no ciclo doméstico da
LV (DEANE e DEANE, 1962; KEENAN et al., 1984; MARZOCHI et al., 1985) e
sao considerados a principal fonte de infecgdo para os vetores, devido a elevada
presenca de parasitos na pele (CHAGAS et al., 1938; DEANE, 1955). Esse fato
aliado a crescente prevaléncia da doenca canina no Brasil e auséncia de um
tratamento eficaz (DESJEUX, 2004), levou a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e o Ministério da Saude do Brasil a preconizarem a eliminagdo de céaes
soropositivos para antigenos de Leishmania (Leishmania) chagasi, como medida
de controle da infecgdo. Entretanto, técnicas sorolégicas como a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFl) e o ensaio imunoenziméatico (ELISA),
usualmente utilizadas para diagnosticar a doenca no cdo, podem apresentar
sensibilidade e especificidade reduzidas. Isso, associado a elevada taxa de
reposicdo de caes, permite a manutencao de animais infectados, sendo esse
aspecto considerado um dos motivos do insucesso no controle da LV (TESH,
1995; BANETH et al., 2008).
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Os caes com leishmaniose visceral (LVC) geralmente apresentam elevada
quantidade de parasitos na pele, mesmo na auséncia de sintomatologia clinica
(DEANE, 1956), o que favorece a infecgao do inseto vetor e consequentemente, a
transmissdo para o homem. Cabe ressaltar que, a infeccdo humana, em nosso
meio, n&o possui impacto no ciclo biolégico, uma vez que esse ndo constitui fonte
de infeccdo nas Américas (TESH, 1995). A comprovacdo da presenca de
parasitos na pele é um dado clinico-epidemiolégico extremamente importante.
Esse 6rgao assume papel relevante na LVC, nao somente pelas manifestacdes
clinicas cutédneas presentes em cerca de 70% dos casos (DEANE e DEANE,
1955; DEANE, 1956; FERRER et al., 1988; PRATS e FERRER, 1995), mas
também por ser a fonte de contaminacao para os flebotomineos. Os vetores, uma
vez infectados, transmitem os parasitos para hospedeiros vertebrados, que por
sua vez, migram para algumas visceras estabelecendo assim a infeccéo
(MARZOCHI et al., 1985).

O fato de o cédo apresentar alto parasitismo na pele, principalmente na
regiao da orelha e espelho nasal, (TRAVI et al., 2001; MOURA et al., 2008)
justifica o conhecimento dos aspectos clinicos, parasitolégicos e histopatoldgicos
desse 6rgao, sendo de grande importancia para o diagnostico da LV e alvo de
estudo quando do tratamento. Através dessas analises pode-se confirmar a
presenca ou ndo de formas amastigotas da L. chagasi, identificando o animal
como reservatorio de parasitos.

Nesse trabalho foram examinadas biopsias de pele de caes naturalmente
infectados de duas areas distintas e experimentalmente infectados com L. chagasi
com o objetivo de responder as seguintes perguntas: (1) a carga parasitaria na
pele poderia estar associada a intensidade e a natureza do processo inflamatério?
(2) a presenca de inflamagéo na pele e um padréo inflamatério especifico, poderia
ser tomado como indicativo de infeccdo pelo protozoario L. chagasi? (3) ha
diferenga nesses parametros entre caes naturalmente e experimentalmente

infectados?
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2.0 Revisao de Literatura

2.1 As leishmanioses

As leishmanioses sao doencas parasitarias que apresentam ampla
manifestacdo clinica, causadas por protozoarios digenéticos do Género
Leishmania, pertencentes a Familia Trypanosomatidae, Ordem Kinetoplastida,
Classe Zoomastigophora, Filo Sarcomastigophora e Sub-Reino Protozoa. Esses
protozodarios sao transmitidos ao hospedeiro vertebrado através da picada da
fémea vetora infectada, hospedeiro invertebrado, a qual pertence ao Género
Lutzomyia em paises do Novo Mundo e Phlebotomus em paises do Velho Mundo,
Familia Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae, Ordem Diptera, Classe Insecta
e Filo Arthropoda (GRIMALDI e TESH, 1993; LAINSON et al., 1982).

As leishmanioses sédo consideradas endémicas em 88 paises de ambos,
Velho e Novo Mundo. Sdo causadas por diferentes espécies de Leishmania e
constituem-se predominantemente zoonoses no homem e animais silvestres,
incluindo roedores, marsupiais, edentados e canideos. A OMS estima que a
prevaléncia da doencga seja em torno de 12 milhdées de casos em todo o mundo e
que 350 milhdes de pessoas apresentam o risco de adquirir umas das formas da
doencga. Por essa razdo, as leishmanioses encontram-se entre as seis doengas

infecciosas tropicais de grande importancia na Saude Publica (DESJEUX, 2004).

2.2 Ciclo bioldgico do parasito

O protozoéario do género Leishmania, descrito em 1903 por ROSS, sao
parasitos unicelulares que infectam humanos e outros vertebrados. Esses
parasitos sao transferidos para seus hospedeiros vertebrados no momento em
que fémeas do inseto vetor infectadas, ao fazerem o repasto sanguineo, inoculam
formas promastigotas metaciclicas na pele, sendo essas fagocitadas pelos
macréfagos em um processo mediado por receptores (CUNNINGHAM, 2002). No
interior dessas células hospedeiras, nos fagolisossomas, as promastigotas
perdem o flagelo tornando-se arredondadas e sdo chamadas amastigotas que
passam a se multiplicar por divisdo binaria, dando inicio ao possivel sucesso da

infecgdo. O processo ininterrupto de divisdo rompe, eventualmente, 0 macroéfago
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infectado liberando as amastigotas, que sdo capazes de infectar novas células.
Em novo repasto sanguineo as fémeas ingerem macréfagos-mondcitos contendo
amastigotas e essas, em seu trato digestivo, multiplicam-se e diferenciam-se em
formas flageladas denominadas promastigotas prociclicas e posteriormente, em
metaciclicas, forma infectante, que expressam acucares lipofosfoglicanos (LPG)
(KEMP et al., 1997). A presenca de grande quantidade de LPG e outros
glicoconjugados, como a metaloproteinase (gp)-63, na superficie do parasito,
protege-o da acao das enzimas hidroliticas presentes no intestino do flebotomineo
(KILLICK-KENDRICK, 1990; ALEXANDER et al., 1999). As promastigotas
desligam-se do epitélio intestinal e migram para a probdscide, de onde séo
transmitidas a um novo hospedeiro vertebrado, fechando, dessa maneira, o ciclo.
Um flebotomineo infectado é capaz de inocular de uma a 1000 formas
promastigotas metaciclicas em cada repasto (ADLER e THEODOR, 1935;
WARBURG e SCHLEIN, 1986).

2.3 Manifestacoes clinicas das leishmanioses nho homem

As formas clinicas das leishmanioses manifestadas pelo homem
dependem, principalmente, de seu perfil genético, da resposta imunoldgica
montada frente ao parasito, da viruléncia e da espécie de Leishmania (GRIMALDI
e TESH, 1993).

As leishmanioses podem ser divididas em duas categorias clinicas amplas:
leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV). A LT compreende trés
manifestacbes clinicas: as formas cutanea (LC), cutanea difusa (LCD) e
mucocutanea (LMC) (ASHFORD, 2000). A LC ¢é caracterizada por lesées
localizadas, geralmente U(nicas, que, normalmente, podem apresentar cura
espontdnea, sem a necessidade de tratamento (GRIMALDI e TESH, 1993;
DESJEUX, 2004). Pode ser causada pelas espécies L. (L.) tropicae L. (L.) major,
Velho Mundo; L. (L.) aethiopica, L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (V.)
guyanensis, L. (L.) peruviana, L. (V.) braziliensis e L. (L.) panamensis, Novo
Mundo (ASHFORD, 2000). A LCD esta associada a um quadro anérgico, sendo
as lesdes disseminadas, mas nao ulcerativas (GRIMALDI e TESH, 1993). Pode
ser causada pelas espécies L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis e L. (L.)
venezuelensis, no Novo Mundo (WEIGLEE e SARAVIA, 1996) e pela L. (L.)
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aethiopica, no Velho Mundo (DOWLATI, 1996). A LMC apresenta um quadro
hiperérgico com lesdes ulcerativas e destrutivas da mucosa, principalmente, da
cavidade nasal. Os tecidos da cavidade oral, da faringe, dos labios, da laringe e
da traquéia podem também ser atingidos, provocando quadros de desnutricdo e
obstrucéo respiratoria (GRIMALDI e TESH, 1993 e WEIGLE e SARAVIA, 1996).
Pode ser causada pelas espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.)
guyanensis (DESJEUX, 2004).

A LV é causada pela L. infantum, Velho Mundo, e L. chagasi, Novo Mundo.
E uma doenca potencialmente fatal em humanos se ndo diagnosticada e tratada
na sua fase inicial (WHO, 2006). Evidéncias existem que L. infantum e L. chagasi
sdo variagdes de uma mesma espécie (MAURICIO et al., 2000). SHAW (2006)
sugere a utilizacdo da denominacao L. infantum chagasi para designar essas
espécies, entretanto nesse trabalho optamos pela denominacgéao L. chagasi.

A LV é uma doenca sistémica caracterizada pelo envolvimento do baco,
figado, medula 6ssea e linfonodos (KEMP, 1997). Os sinais clinicos no homem
sao febre, diarréia, com periodos de remissao, surgindo sinais progressivos de
anorexia, emagrecimento, fraqueza e desnutricdo. Pode ocorrer aumento de
volume abdominal com desconforto no hipocéndrio esquerdo devido a
hepatoesplenomegalia. S&o comuns as manifestacbes gastrintestinais,
fenbmenos hemorragicos e tosse seca. O paciente pode ser levado ao 6bito por
falta de um tratamento especifico (BOGLIOLO, 1956; ANDRADE e ANDRADE,
1966).

As estimativas mundiais, em relacdo a LV, indicam que cerca de 200
milhdes de pessoas encontram-se sob risco de adquirir a infeccdo e que 500 mil
pessoas se infectam a cada ano. No ano de 2000 foram estimadas, na populacao
mundial, 41 mil mortes causadas pela doenca. Aproximadamente 90% dos casos
mundiais de LV humana (LVH) estdo notificados em Bangladesh, Brasil, india,
Nepal e Sudao (GUERIN et al., 2002). No Brasil, a incidéncia de LVH aumentou
de 1.977 casos em 1998 para 3.624 em 1999 chegando a 4.858 casos em 2000.
Entretanto, apds esse periodo, observou-se uma diminui¢cao na incidéncia de LVH
no pais, com 3.203 em 2005. A LV tem incidéncia nas Regides Norte, Nordeste,
Sudeste e Centro-oeste, tendo crescido nessas regides, com excecao do
Nordeste, no periodo de 1990 a 2005, o que sugere que a doenga encontra-se em
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franca expansdo (Brasil- Ministério da Saude, 2006). Em Belo Horizonte, o
numero de casos de LV vem crescendo a cada ano (MARGONARI et al., 2006).
Em 2006 foram relatados 113 casos de LVH com dez ébitos e 8.000 casos de
LVC (Secretaria Municipal de Saude — Belo Horizonte, 2006), ja em 2008 foram
relatados 125 casos com 17 6bitos de LVH e 11.955 com 10.285 eutanasiados de
LVC (Secretaria Municipal de Saude — Belo Horizonte, 2009).

2.4 Leishmaniose visceral canina

Os céaes sao considerados os principais reservatérios domeésticos do
parasito (DEANE, 1956), tanto em locais onde o0 agente etiolégico é a L. infantum,
quanto em paises onde é causada pela L. chagasi (CARDOSO et al., 1998). Nas
Américas, somado a esse carater de reservatério, os cédes constituem companhia
constante dos seres humanos, contribuindo para a disseminagcdo da doenga
durante as migragdes humanas (ARIAS et al., 1996).

A LVC apresenta-se clinicamente nas formas aguda, subaguda e crénica.
Nos estudos com infecgdo experimental de caes tém-se observado um periodo de
incubacado bastante variavel, oscilando de trés meses a varios anos. Observa-se
variado espectro de lesbGes e alteracdes patoldgicas, derivado das complexas
interacdes da relacao parasito com seu hospedeiro, devido a cepa e a espécie de
Leishmania envolvidas e a variagcdo na resposta imune individual do hospedeiro
(GENARO, 1993).

As alteracbes dermatolégicas nos caes sao bastante comuns e variaveis
quanto a caracterizacdo e extensdo. E frequente o quadro de hiperceratose,
caracterizado pelo espessamento excessivo da epiderme com descamacéo,
despigmentacao e formacao de ulceracdées. A descamacao pode estar presente
ao redor dos olhos, nas orelhas ou difusamente pelo corpo. Os pélos podem
apresentar-se opacos, frageis e quebradicos, sendo comum o surgimento de
areas de alopecia. Alguns animais podem desenvolver um quadro de dermatite
seborréica e também Ulceras mucocutaneas. Onicogrifose e onicorrexia sao
também observados com frequéncia. Na fase final da infec¢cdo ocorrem, em geral,
paraparesia, inanicado conduzindo a caquexia e 6bito do animal (SLAPPENDEL e
GREENE, 1990; GENARO, 1993; ALVAR et al., 2004). Segundo FERRER et al.
(1988), a alopecia, lesdo dermatolégica mais frequente, dermatose ulcerativa,
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doenca nodular e dermatite pustular sdo quadros dermatolégicos visualizados em
cées acometidos pela LV.

As lesdes histologicas sao principalmente associadas a hipertrofia e
hiperplasia do infiltrado linfoplasmoistiocitario. Sdo descritas lesdes acometendo
orgaos como figado, baco, linfonodos, pulmdes, medula éssea, intestinos,
tegumento e vasos. Os sinais clinicos e o tempo de aparecimento da doencga séao
variaveis oscilando entre auséncia total de sinais até sindrome clinica grave
(TAFURI et al., 1996, 2001; LIMA et al., 2004). Em geral, as lesdes cutaneas
consistem em uma dermatite crénica difusa na derme superficial e focal ao redor
dos vasos e anexos. O infiltrado inflamatério € predominantemente de
mononucleares, macréfagos, plasmodcitos e linfocitos, associado a um variado
grau de parasitismo. DEANE (1956) relataram a presenca de amastigotas na pele
de 77,6% dos caes naturalmente infectados no Ceara, enquanto GENARO (1993)
verificou incidéncia de parasiismo na pele em 70% dos animais

experimentalmente infectados com L. chagasi.

2.5 Leishmaniose visceral canina experimental

Poucas informacdes sobre a imunologia da LVC experimental estao
acessiveis na literatura, em contraste a abundancia de dados referentes a LVH e
a infeccdo experimental murina. Um dos principais problemas na imprevisivel
natureza da resposta, onde um mesmo processo de inoculagdo induz diferentes
padroes clinicos da doengca, é que somos desprovidos de modelos de
homogeneidade e reprodutibilidade necessarios para obter conclusdes definitivas
(SOLBACH e LASKAY, 2000). Os fatores que afetam o sucesso e progressao da
infeccdo experimental parecem ser a via de inoculagdo, concentragdo do inoculo
e estagio do parasito. Segundo MORENO e ALVAR (2002) a inoculagéao
intradérmica de parasitos, naturalmente ou experimentalmente, parecem induzir
uma resposta especifica na pele, com a selecdo de clones de linfécitos T
especificos na drenagem de linfonodos e o desenvolvimento de uma imunidade
mediada por células para manter o controle do parasito por um longo tempo.
Nesse caso o0 cao sera entdo assintomatico. Ao contrario, se o cao nao é capaz
de montar uma resposta imune eficiente e/ou o parasito escapa desse controle,

ele se multiplicara e ira se disseminar, invadindo outros érgdos, levando a
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imunossupressao e o aparecimento das formas clinicas da doenca. Esse ultimo
estagio poderia ser induzido diretamente por inoculagdo endovenosa de parasitos
permitindo assim uma disseminacao rapida para érgaos como o baco e o figado,
onde eles se multiplicam. Nessa via o processo natural esta acelerado e é
suficiente para induzir doenga sintomatica.

CHAMIZO et al. (2005) observaram em caes da raca Beagle
assintomaticos, experimentalmente infectados, uma maior expressao de citocinas
do subtipo Th1. Entretanto, LAGE et. al. (2007) observaram um balanco entre
resposta Th1 e Th2. Apesar de ocorrer elevacao da expressado de interleucina
(IL)-10 e essa ser diretamente proporcional ao aumento dos sintomas clinicos e
do parasitismo tecidual, houve também aumento da expressao de interferon gama
(IFN-y), também diretamente relacionado com o grau do parasitismo. Por outro
lado, estudos sobre a resposta humoral canina mostram que ha um aumento dos
niveis de anticorpos da subclasse IgG2 especificos ao parasita em céaes
assintomaticos ou resistentes a infeccdo. Ja o aumento do subtipo IgG1 pode
estar relacionado com o desenvolvimento da doenga (DEPLAZES et al., 1995).
Todavia, segundo LEANDRO et al. (2001), altos niveis da subclasse 1gG2 foram
observados em caes sintomaticos. Esses autores observaram, em seus grupos
experimentais, que o inoculo de promastigotas ndo induziu sinais clinicos da
doenca o0 que poderia estar relacionado com a auséncia da saliva do vetor. A
utilizacdo de formas amastigotas mostrou-se mais efetiva na infeccdo, com
significativa elevagao dos niveis de anticorpos, quando comparados aos dos caes
infectados com formas promastigotas (SANTOS-GOMES et al., 2000).

Baseado em estudos experimentais, GENARO (1993) verificou que caes,
quando inoculados com L. chagasi, podiam apresentar quatro formas de evolugcéo
da infecgdo: 1 - Evolucdo frustra — animais que nao apresentaram nenhuma
alteracao visivel, entretanto péde-se detectar parasitos em algum momento apds
o inoculo, desaparecendo em seguida; 2 - Evolucdo regressiva espontdnea —
animais que apresentaram, durante a fase inicial da doenga, parasitismo
transitério na medula éssea, coincidente com um periodo de emagrecimento,
seguido de retomada do ganho de peso, sem apresentar nenhum outro tipo de
alteracao; 3 - Evolugdo aguda — animais que apresentaram parasitismo na medula
O0ssea e cutaneo, emagrecimento acentuado durante todo o curso da infeccéo,
associado com alopecia generalizada, descamacao e lesbes crostosas intensas
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distribuidas por todo o corpo, onicogrifose acentuada, envolvimento ocular e nasal
e finalmente evolucdo para caquexia e sobrevida curta; 4 - Evolugdo crbnica —
animais que apresentaram parasitismo na medula O6ssea e cutaneo,
emagrecimento leve ou moderado durante todo o curso da infec¢do, associado
com alopecia localizada, lesbes crostosas no pavilhdo auditivo e em é&reas de
articulacao, onicrogrifose, apatia, adenopatia, edema de patas, também de forma
leve ou moderada e sobrevida longa. Concluindo que, o quadro clinico patolégico
decorrente da infeccao experimental € imprevisivel, refletindo, dessa forma, em

uma diversidade de respostas clinica e imunolégica observadas na natureza.

2.6 A pele - o sitio inicial da infeccao

O flebotomineo ao inserir a probdscide no hospedeiro vertebrado, promove
a formacao de um “pool” hemorragico no local e devido a pequena extensado da
probdscide, apenas 0s vasos superficiais da derme e da interface derme-
epiderme sao atingidos (De-ALMEIDA et al., 2003). Sem a atividade
vasodilatadora da saliva, o inseto dificilmente poderia alcancar os capilares
dérmicos. No hospedeiro vertebrado, a defesa natural sera ativada devido a
presenca, no sitio de inoculagdo, dos mecanismos de defesa: sistema do
complemento, trombinas, cininas, plaguetas, anticorpos naturais, fagocitos, dentre
outros. Por outro lado, na saliva do vetor encontram-se elementos
farmacologicamente ativos como: inibidores do complemento, maxadilan,
adenosina, IL-2, apirase, prostaglandinas. Nesse cenario, sera determinado o
curso da relacao parasito-hospedeiro (RIBEIRO, 1987).

A capacidade do hospedeiro vertebrado de desencadear uma resposta
imediata frente a agressdo através de vasoconstricdo, coagulacdo e sistema
fagocitico-neutrofitico, poderia diminuir a competéncia vetorial, impedindo e
prevenindo a habilidade infectiva do inseto (GILLESPIE et al., 2000). Na pequena
hemorragia formada, no sitio da picada do inseto, ocorre a quimiotaxia de células
inflamatdérias como neutrofilos, células dendriticas, mastocitos, mondcitos,
macréfagos dentre outras (De-ALMEIDA et al., 2003).

Neutréfilos sdo células de vida curta, presentes em grande numero no
hospedeiro vertebrado, que provavelmente desempenham papel mais relevante
na eliminacao do parasito do que como célula hospedeira (CHANG, 1981). Eles
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secretam IL-12, fator de crescimento tumoral (TGF)-B e podem apresentar
antigenos via complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de classe Il na
presenca de fator estimulador de colénia de mondcitos e granulécitos (GM-CSF).
E possivel, que neutréfilos infectados em apoptose possam ainda constituir uma
importante fonte de antigenos de Leishmania para células dendriticas (De-
ALMEIDA, 2002).

Células dendriticas da pele, potentes apresentadoras de antigenos, tém um
papel decisivo como ponte entre resposta imune inata e adaptativa por ativar
célula do tipo T ou linfécitos T “virgem”. Elas podem capturar neutréfilos
apoptoéticos infectados, fragmentos de Leishmania, incluindo material genético e
em menor quantidade o parasito. Entao, apds essas etapas, adquirem o fenétipo
de células maduras por apresentarem MHC de classe | e Il, aumento da
expressao de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD54, CD80, CD86), liberagcéao
de IL-12 e capacidade de transportar o parasito da pele infectada para os
linfonodos para apresentacao ao linfécito T antigeno-especifico (MOLL, 2000).

Além de neutréfilos e células dendriticas, outras células como os
mastdcitos, basofilos e eosinoéfilos podem estar presentes no sitio de inoculacéo,
na fase inicial da infecgdo por Leishmania, no tecido ou na corrente sanguinea.
Mastocitos maduros sdo encontrados em todos os 6rgaos e tecidos, mas tendem
a se concentrar em regides anatdmicas expostas ao meio ambiente externo,
como a pele e as mucosas dos aparelhos digestivo e respiratério, estando
particularmente proximos aos vasos sanguineos e linfaticos e aos nervos
periféricos (OLIVEIRA et al., 2001). Segundo GALLI et al. (2005), os mastocitos
podem estar envolvidos na apresentacdo de antigenos para os linfocitos T, dentre
outras funcdes, entretanto, os mecanismos pelos quais eles podem influenciar o
papel dos linfécitos T ainda ndo foram esclarecidos. Experimentos in vitro (BIDRI
et al., 1997) demonstraram que mastécitos derivados da medula 6ssea de
camundongos BALB/c sdo diretamente infectados por promastigotas metaciclicas
de L. majore L. infantum e liberam mediadores pré-formados B-hexosaminidase e
fator de necrose tumoral (TNF)-a. Esses estudos sugeriram que os mastécitos
poderiam participar na primeira linha de defesa, isto é, na imunidade inata,
durante infeccao cutanea local por parasitos de Leishmania. Mastdcitos séo
capazes de produzir histamina e citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13, as quais estao

envolvidas na maturagéo de células dendriticas. Suas func¢des ainda ndo foram
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definitivamente demonstradas e os produtos derivados de seus granulos, tais
como, histamina e proteoglicanos, os quais ndo estao presentes nos macroéfagos,
necessitam de estudos mais aprofundados (MAZZONI et al., 2001).

Os fagocitos mononucleares, mondcitos e macréfagos, constituem
importantes componentes da imunidade mediada por células. Dentre suas
fungdes podemos citar a producdo de enzimas proteoliticas e de outras
substancias que exibem efeitos microbicidas, a producao de mediadores sollveis,
citocinas, que possuem efeito imunorregulador e o0 processamento e
apresentacdo de antigenos para os linfécitos T do tipo CD4", associados ao MHC
de classe Il (CUNNINGHAM, 2002).

Uma vez internalizado pelo macréfago, o parasito pode multiplicar-se
livremente dentro da célula, eventualmente alterando o microambiente ao seu
favor (MOORE e MATLASHEWSKI, 1994). Mas para isso, o0 parasito necessita se
ligar a célula do hospedeiro, uma vez que sua resisténcia ao sistema de
complemento é dependente do tempo. Formas metaciclicas sdo mais resistentes
a lise pelo complemento. Esse tempo critico na vida da Leishmania tem sido
estimado em menos que 2,5 minutos, ndo sendo surpresa que o parasito utilize
multiplos receptores celulares para garantir sua adesdo e fagocitose pelos
macréfagos (DOMINGUEZ et al., 2002).

A Leishmania é capaz de ativar o complemento, entretanto esse nao
consegue lisar o parasito devido a presenca de moléculas de LPG e gp-63 na
superficie das promastigotas metaciclicas. Essa resisténcia a lise se deve, em
parte, a modificacoées estruturais da LPG que impedem a inser¢cao do complexo
de ataque a membrana (C5b-9). A gp-63 também previne a lise mediada por
complemento e aumenta a adesao do parasito ao receptor CR3 por clivar C3b em
C3bi (MOSSER et al., 1987; DESCOTEAUX e TURCO, 1999; ALEXANDER et al.,
1999). As opsoninas do hospedeiro desempenham papel relevante na fagocitose,
sendo que o complemento sérico tem demonstrado grande importancia na adesao
do parasito aos macréfagos (MOSSER et al, 1985). Opsonizacdao de
promastigotas com o terceiro componente do complemento (C3b) facilita sua
adesdao ao macréfago via receptor do complemento. Macréfagos humanos
apresentam duas classes de receptores para complemento, CR1 e Mac-1 (CRS3)
os quais se ligam preferencialmente a C3b e iC3b, respectivamente. A adesao de
parasitos ao CR1 é transitéria, mas ao Mac-1, receptor para iC3b, é responsavel
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por uma adesao mais firme, o0 que garante a fagocitose e melhora sua
sobrevivéncia intracelular (DOMINGUEZ e TORANO, 1999).

A Leishmania é capaz de modular algumas fun¢dées dos macréfagos, tais
como alteracao na transcricao de sinais, diminuigdo da transcri¢do de genes para
citocinas com alteragdo da produgdo das pro-inflamatérias e interferéncia no
processo de fosforilagdo de proteinas celulares (KANE e MOSSER, 2000). Ja
dentro dos fagolisossomos, o parasito € capaz de inibir a explosao respiratéria,
um processo natural que ocorre apdés a fagocitose quando os lisossomos
secundarios se fundem ao vacuolo parasité6foro. Adicionalmente, a Leishmania
inibe a atividade hidrolitica e de enzimas lisossomais, possivelmente através da
inibicao de calcio e proteina-quinase C (TURCO e DESCOTEAUX, 1992).

A defesa inata do hospedeiro, que a maioria dos patégenos protozoarios
teciduais e sanguineos precisam evadir, modificar ou evitar, varia de acordo com
o modo de entrada e de permanéncia do parasito no tecido. Essa defesa inata
inclui a barreira epitelial, o sistema do complemento e outros componentes liticos
séricos, hidrolases lisossomais, reativos intermediarios do oxigénio, funcdes
imunorregulatorias e apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas, as
quais provém uma ligacédo crucial com a resposta imune adaptativa, uma vez que
essas células apresentadoras de antigenos interagem com os linfécitos (SACKS e
SHER, 2002; De-ALMEIDA et al., 2003).

Na LV a resposta imune protetora € mediada pela imunidade do tipo
celular. A resisténcia a infeccdo esta associada a capacidade dos linfécitos T
CD4" produzirem IFN-y, levando ao estabelecimento da resposta do subtipo Th1,
a qual protege contra patdégenos intracelulares. Por outro lado, a progressao da
doenca esta relacionada com a resposta do subtipo Th2 caracterizada pela
producao de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (REINER e LOCKSLEY, 1995).

A LV ocorre preferencialmente em areas tropicais e subtropicais do globo,
onde existe uma exposicao intensa da pele ao sol. A irradiagédo ultravioleta (UV)
tem efeitos intensos na imunologia da pele, incluindo reducédo na densidade e na
habilidade de células de Langerhans na epiderme, incremento da secre¢ao de IL-
10 e prostaglandinas E2 pelos ceratinéticos, com elevagéao do nivel sérico de IL-4,
inducao de IL-12p40 pelas células dendriticas e macréfagos (SHREEDHAR et al.,
1998). Assim a irradiacdo parece induzir um resultado imunossupressor com
reducdo da ativacdo celular do subtipo Th1 e elevacdo da ativacdo celular do
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subtipo Th2. Esse poderia ser um microambiente ideal para a infeccdo pela
Leishmania. Inexplicavelmente, é sabido que uma baixa dose de irradiacdo UV
eleva os niveis séricos de IFN-y na pele, conferindo protecdo contra LC em
modelo murino (KHASKHELY et al., 2002).

Alteracdes teciduais na LVC sao provavelmente desencadeadas pelo tipo
de resposta imune do hospedeiro. A literatura atual considera que cées
assintomaticos apresentam uma resposta imune mediada por células Th1 com
elevada producédo de IL-2, TNF-a e IFN-y. Por outro lado, cdes sintoméaticos
apresentam uma resposta imune do tipo humoral com incremento da producéo de
IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 e proliferacao linfocitaria antigeno-especifica deprimida,
como verificado em estudos in vitro por PINELLI et al. (1994) e BARBIERI (2006).

Os animais assintomaticos sdo assim classificados por ndo demonstrarem
nenhum sinal clinico da doenga ou por desenvolverem somente nédulos cutdneos
que geralmente localizam-se nas regides da orelha e espelho nasal. Nesses
animais a resposta resistente se caracteriza por uma dermatite com presenca de
células de Langerhans e ceratindcitos expressando MHC de classe |l, linfécitos T,
macréfagos e parasitos na derme (FERRER, 1999).

Existem estudos que afirmam que o aumento do numero de linfocitos do
tipo TCD8" tem importante papel na resisténcia a infeccao por Leishmania (HILL
et al,, 1989; MULLER et al., 1991; ABRANCHES et al., 1998; SOLANO-
GALLEGO et al., 2001 e 2004). Essas células tém sido implicadas no controle da
LV por participarem da resposta imune adquirida especifica desenvolvida pelo
hospedeiro (GOMES-PEREIRA et al., 2004). Segundo KIMA et al. (1997), ha
processamento e apresentacao de peptideos da Leishmania, via MHC de classe |,
em macroéfagos infectados para os linfocitos T do tipo CD8".

Caes com sintomatologia clinica manifestam diversos sinais da doenca e
apresentam uma resposta do subtipo Th2, com exagerada producdo de
anticorpos. Nesses animais, as células mononucleares do sangue periférico sdo
incapazes de produzir IFN-y na presenca do antigeno (PINELLI et al., 1994).
BOURDOISEAU et al. (1997) relataram a ocorréncia de imunossupressao
associada com numero reduzido de linfécitos T do tipo CD4" e linfécitos B do tipo
CD21".
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Outra citocina implicada na infeccdo é o TGF-B, que conduz a progressao
ou previne a cura da leishmaniose em modelos murinos (HIRSCH et al., 1997).
Segundo GANTT et al. (2001), promastigotas vivas e sobrenadantes de culturas
de promastigotas sdo capazes de ativar TGF- latente e esse, uma vez ativado,
pode prolongar a sobrevivéncia de parasitos em culturas de macréfagos.

O recrutamento celular para o sitio da infeccao € essencial para efetiva
resposta imune celular no hospedeiro. O processo € controlado por quimiocinas,
citocinas quimiotaticas, produzidas por leucécitos e células teciduais. Na LV,
algumas quimiocinas e receptores para quimiocinas tém um papel relevante no
desenvolvimento da resposta do tipo Thi1, pois sua delecao influencia na
producéo de IFN-y por linfocitos T. Quimiocinas parecem estar envolvidas também
na amplificacdo de linfécitos T na resposta inflamatéria, um passo importante na
defesa do hospedeiro com LV. Camundongos infectados com L. donovani sofrem
uma acumulacao hepéatica rapida de quimiocinas como MIP-1a, CCL2 e CXCL10
apods a infeccao (COTTERELL et al., 1999). Entretanto, apenas a expressao de
CXCL10, amplificada por células T, permanece elevada durante a ultima fase
sendo essencial para a formagao de granulomas no figado e resposta inflamatéria
(ROUSSEAU et al., 2001).

Na leishmaniose ocorre diminuicdo da resposta imune celular especifica
devido, em parte, a queda do numero de linfécitos T do tipo CD4", responsavel
pela patogénese e progressao da doenca. Caes naturalmente infectados com LV
ativa apresentaram percentual de linfécitos T do tipo CD4" significativamente
menor em relacdo ao dos cédes nao infectados (BOURDOISEAU et al., 1997).
MORENO et al. (1999), observaram correlacdo positiva entre os niveis de
linfécitos T do tipo CD4" e a resposta linfoproliferativa a antigenos leishmaniais
soluveis, em estudos realizados in vitro. Segundo REIS (2001), caes naturalmente
infectados sintomaticos apresentaram diminuicdo nas subpopulacées de linfocitos
T do tipo CD4" e CD8", sugerindo deficiéncia de resposta celular antigeno-
especifica.

Entretanto, a dicotomia Th1 e Th2, a qual induz a resisténcia e
susceptibilidade, respectivamente, ndo € absoluta. Estudos realizados em
camundongos, susceptiveis a Leishmania, depletados do gene que codifica IL-4
indicam que esses podem apresentar infeccao progressiva quando infectados por
L. major (NOBEN-TRAUTH et al., 1996). Essa citocina, quando presente nas
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fases iniciais da resposta imune, pode estimular células dendriticas a produzirem
IL-12, induzindo maturacdo das células Th1 e resisténcia do camundongo
susceptivel a L. major (BIEDERMANN et al., 2001). Além disso, estudos
sugeriram que TNF-a e IFN-y ndo sao fatores decisivos no fendtipo
resistente/susceptivel quando da infec¢ao por Leishmania (MORRIS et al., 1993).
Deve-se ainda ressaltar que a producdo simultanea de citocinas do perfil Th1 e
Th2 em camundongos infectados demonstra a importancia dessa
imunorregulagéo para o controle da doencga. Fica claro entdo que a defesa contra
a LV esta relacionada com a habilidade do hospedeiro em montar uma resposta
imune mediada por células capaz de controlar e/ou eliminar o parasito (LOHOFF
et al., 1998).

2.7 Diagnéstico das leishmanioses

O diagnoéstico da LVC apresenta-se dificultado por varios fatores,
principalmente devido a variabilidade das manifestagdes clinicas, a auséncia de
lesbes caracteristicas da doenca, a inespecificidade da histopatologia e a
inexisténcia de testes de facil acesso a populacdo, que apresentem alta
especificidade e sensibilidade (ROURA et al., 1999).

Os métodos soroldgicos utilizados no diagndstico da LV visam a deteccéo
de anticorpos especificos contra o parasito. Em geral, as técnicas mais utilizadas
constituem a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), a analise de
imunoadsorcao por ligagdo enzimatica (ELISA), o teste de aglutinagdo direta e o
western blot, pois apresentam sensibilidade e especificidade que alcangam entre
80 e 100%. Cabe ressaltar que caes com LV, em estagio inicial da doenca,
podem apresentar-se soronegativos da mesma forma que, mesmo apds a cura
clinica de animais com LVC, os testes soroldégicos podem permanecer reativos
por longo periodo de tempo, variando de meses a anos. Dessa forma, a utilizagéo
de testes sorolégicos no diagnéstico da LVC deve ser tomado com cautela
(FERRER et al., 1995).

Os testes parasitolégicos constituem o método de diagndstico de eleicéao,
pois confirmam a positividade da LV. Nesses, a detecgdo do parasito é feita

utilizando-se biopsias ou aspirados de tecidos relevantes. O teste parasitolégico
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mais simples e mais utilizado pelos veterinarios € a identificagdo microscépica de
formas amastigotas, a partir da confeccdo, em laminas, de esfregacos de
aspirados da medula 6ssea ou de linfonodos, coradas com Giemsa (DEANE et al,
1955). Esse teste é rapido, de baixo custo e apresenta elevada especificidade,
entretanto, exibe reduzida sensibilidade, pois estudos demonstram ser a
sensibilidade inferior a 60% em aspirados de medula éssea e inferior que 30%
nos linfonodos (FERRER, 1999).

Analises histolégicas da pele e linfonodos também sdo testes
frequentemente utilizados para o diagnéstico da LVC, entretanto, deve-se
procurar dissociar as alteracoes histopatoldgicas, como inflamagéao ou granuloma,
de um diagndéstico positivo da doenca (TAFURI et al., 1996 e 2001). Esse devera
ser confirmado pela presenca de formas amastigotas do parasito. Entretanto, na
maioria dos casos poucas formas amastigotas estdo presentes, o que dificulta
essa avaliacdo. Nessas situacoes, a analise histoldégica deve ser associada a
imuno-histoquimica, que apresenta elevada sensibilidade e detecta o parasito em
cortes de tecidos, através do uso de anticorpos especificos (FERRER et al., 1988;
BOURDOISEAU et al., 1997 e TAFURI et al., 2004).

Outra forma de diagnéstico corresponde ao isolamento do parasito
através de cultura, in vitro, ou pela inoculagdo de aspirados em animais de
laboratério, como hamster (PALMA e GUTIERREZ, 1991; SUNDAR e RAI, 2002).

Com o avango da tecnologia biomédica, técnicas moleculares vém sendo
também empregadas no diagnéstico da LV. A deteccao do DNA do parasito, pela
técnica da Reacao em cadeia da polimerase (PCR) é realizada através da coleta
de amostras de varios tipos, como aspirados de medula éssea, sangue e
linfonodos. Essa técnica, apesar do custo elevado, apresenta alta sensibilidade e
especificidade, sendo rotineiramente utiizada em pacientes humanos
(REITHINGER et al., 2002). Estudo feito em cées naturalmente infectados por
Leishmania mostrou maior sensibilidade da técnica de PCR, quando comparada a
imuno-histoquimica e H&E, utilizando pele de orelha, portanto essa tem se
mostrado como uma importante ferramenta no diagnoéstico dessa doenca
(XAVIER et al., 2006).

A densidade de parasitos na pele e a quantidade de células inflamatérias
parasitadas constituem importantes estratégias da Leishmania para perpetuar sua

espécie, uma vez que essas caracteristicas potencializam a infectividade de
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fémeas vetoras, quando do repasto sanguineo. A partir desses conhecimentos,
elaboramos os objetivos e procedimentos para responder se a carga parasitaria
na pele poderia estar associada com a intensidade e a natureza do processo

inflamatério em caes naturalmente e experimentalmente infectados.
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3.0 Objetivos

3.1  Objetivo geral

Avaliar histolégica e parasitologicamente a pele de caes de duas areas
distintas de Belo Horizonte, naturalmente e experimentalmente infectados com

Leishmania (Leishmania) chagasi.

3.2 Objetivos especificos

1- Avaliar parametros clinicos dos caes naturalmente e experimentalmente

infectados;

2- Analisar a histologia da pele dos animais de forma qualitativa empregando a

microscopia optica;

3- Quantificar as células inflamatérias e as formas amastigotas de Leishmania, na
pele dos caes infectados, empregando a microscopia éptica e morfometria e
comparar esses dois métodos de quantififacao;

4- Quantificar os mastocitos, na pele dos caes infectados, pela morfometria.
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4.0 Material e Métodos

4.1 — Animais

Nesse trabalho foram utilizados cento e quarenta e trés caes divididos em

trés grupos experimentais descritos a seguir:

4.1.1 Grupo | - caes controle

O primeiro grupo é composto por 25 caes adultos, sem idade e racga
definidas, n&o infectados com Leishmania chagasi, os quais foram
sorologicamente, pelo teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI) - Anexo A - e
ensaio imunoenzimatico (ELISA) — Anexo A - e parasitologicamente, pelo teste de
imuno-histoquimica — Anexo A, negativos para Leishmania. Esses animais foram
subdivididos em dois grupos: (1) 20 caes oriundos da area metropolitana de Belo
Horizonte, Santa Luzia, obtidos do Centro de Zoonoses e (2) cinco da raca Pastor
Alemao mantidos no canil do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), sendo esses provenientes de Barbacena, area
ndao endémica. Esse grupo recebeu &gua e alimento ad libitum e foi
constantemente avaliado por veterinarios. Durante esse experimento, todos os
procedimentos invasivos foram feitos de acordo com procedimentos aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) segundo o protocolo
190/2006, Anexo B.

4.1.2 Grupo Il - caes naturalmente infectados com Leishmania chagasi

Esse grupo é composto por 108 caes sem idade e raca definidas, adultos,
naturalmente infectados com L. chagasi. Entretanto, provieram de dois ambientes
distintos: (1) 55 da area metropolitana de Belo Horizonte, Santa Luzia, obtidos do
Centro de Zoonose e mantidos no canil do ICB até a necropsia e (2) 53 da area
central de Belo Horizonte, obtidos da clinica veterinaria Santo Agostinho. Quanto
aos caes provenientes da clinica, o material recebido para analise foi biopsia de
pele de orelha ja fixada em formol. A pratica de recebimento das biopsias de pele
de animais suspeitos de infeccdo por Leishmania faz parte de um projeto de
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extensdo realizado no Departamento de Patologia Geral, protocolo
UFMG/FUNDEP 5830-Sub28. A clinica veterinaria escolhida foi contactada,
estando ciente desse trabalho ofereceu apoio para obtengdo de dados desses
animais.

Como critério de inclusdo dos caes naturalmente infectados para L.
chagasi, todos deveriam ser positivos pelos exames soroldgicos de RIFI, ELISA e
imuno-histoquimica.

O método de imuno-histoquimica segundo TAFURI et al. (2004), foi usado

para a deteccao de formas amastigotas em biopsias de pele de orelha.

4.1.3 Grupo lll - caes experimentalmente infectados com Leishmania
chagasi

Esse grupo é composto por dez caes da raca Beagle, com idades variando
entre trés a nove meses. Esses foram inoculados com 1ml, por via intravenosa,
com 5x10” promastigotas/ml ressuspendida em solugdo tampao fosfato (PBS). A
infeccdo foi confirmada por RIFI, ELISA, imuno-histoquimica e Reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) de biopsias de pele de orelha. A confirmacao parasitolégica
foi evidente 90 dias pés-infecgao.

Os caes foram mantidos no laboratério farmacéutico veterinario Hertape-
Calier® Satude Animal em canis estruturados com medidas de biosseguranca. O
canil apresentava tela de aco inoxidavel com “mesh” especifico que nao permite a
passagem de flebotomineos e, ao mesmo tempo, permite a entrada de luz. Além
disso, a tela foi borrifada com piretréide trimestralmente. Também foram
instaladas armadilhas do tipo Center Desease of Control (CDC) para captura de
flebotomineos a fim de detectar a densidade desses insetos. A limpeza foi
realizada no canil diariamente, com aplicagdo de hipoclorito de s6dio a 1% e

utilizagédo de vassoura de fogo.

4.1.3.1 Manutencao dos parasitos

Para a infeccdo experimental utilizou-se a cepa (MCAN/BR/2000/BH400)
de L. chagasi, cedida pelo Laboratério de Biologia de Leishmania do

Departamento de Parasitologia (ICB). Essa cepa foi mantida em hamsters e
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cultivada in vitro em meio alpha-minimun essential médium (a-MEM) (G|ibco®
BRL) com 10% de soro bovino fetal (Sigma®) suplementado com 200U de
penicilina/ml (Sigma®), 100ug de estreptomicina/ml (Sigma® com pH 7,4 e
mantidos a 23°C em incubadora FANEM® (modelo 347). As promastigotas
Leishmania em fase estacionaria foram lavadas uma vez em PBS, centrifugadas a

200g por 10 minutos/18°C e ressuspendidas a 5x10” parasitos/ml em PBS.

4.2 Classificacao clinica dos caes infectados

Os cées da area metropolitana do grupo Il e os experimentalmente
infectados foram classificados em assintomaticos, animais clinicamente saudaveis
e em sintomaticos, animais exibindo pelo menos um dos sinais classicos da
doenca tais como: alteragcées cutaneas - alopecia, dermatite esfoliativa, Ulcera,
onicogrifose; ceratoconjuntivite; perda de peso; hepatoesplenomegalia;
linfadenopatia dentre outros (LIMA et al., 2004).

Logo apdés o exame clinico, os animais foram pesados e em seguida
anestesiados com acepromazina 1% na dosagem de 0,1 mil/kg de peso vivo por
via intravenosa (i.v.) e com Thiopental Sédico® na concentragio de 2,3%, dose de
1 ml/kg/i.v., sendo posteriormente realizada a puncao de medula éssea para
confeccédo de esfregacos. A eutanasia foi entdo realizada mediante aplicagdo de
T-61%i.v., na dosagem de 0,3 ml/Kg (Laboratério Hoechst Roussel). Comprovado
o Obito, iniciou-se o exame necroscépico para retirada de fragmentos de pele do
terco superior da orelha seguindo metodologia de MOURA et al., 2008.
Fragmentos de 6rgaos como figado, baco, linfonodos, rins, pulmdes e medula
Ossea costal foram colhidos e processados para analises histolégicas, utilizados
em trabalhos paralelos.

Quanto aos cédes da clinica veterinaria Santo Agostinho, as amostras de
pele analisadas foram biopsias de orelha fixadas em solucdo de formol a 10%,
sendo essas coletadas por meio de “punchs” de 5 mm de didmetro. O local
biopsiado foi anestesiado com lidocaina a 2%. A anamnese e a avaliagdo clinica

foram fornecidas pelos veterinarios da clinica.
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4.3 Avaliacao da histopatologia

Todos os fragmentos de pele de orelha foram retirados de area nao
lesionada.

Exceto os 53 caes vindos da clinica veterindria dos quais recebemos
biopsias fixadas em formol a 10%, todos os outros animais, ou seja, os 25 do
grupo controle, os 55 naturalmente infectados da area metropolitana e os dez
experimentalmente infectados, foram submetidos ao protocolo de eutanasia,
descrito no item 4.2. As amostras coletadas foram fixadas em solu¢ao de formol
tamponado a 10%, pH 7,2, sendo posteriormente processadas em equipamento
histotécnico automatico seguindo-se desidratacao, diafanizacdo e inclusdo em
parafina. Os blocos de parafina contendo os fragmentos dos 6rgaos foram
cortados em micr6tomo na espessura de 4 um e montados em laminas
previamente desengorduradas com alcool-éter e banhadas em solucéo gelatinosa
de fixagdo — Anexo A. Em cada lamina foram colocados dois cortes.
Posteriormente, os cortes histolégicos foram corados pelas técnicas rotineiras de
Hematoxilina e Eosina (H&E), Anexo A, para andlise das alteracdes histoldgicas e
Dominici, Anexo A, para andlise dos mastécitos. Para a coloragdo de mastoécitos
foi feito Giemsa lento, Giemsa rapido, Azul de toluidina e Dominici sendo que
essa ultima foi feita seguindo o protocolo com pH controlado, Azul de toluidina
com pH 1,5 e Azul de toluidina com pH 3,5, e Dominici sem pH controlado.

4.4 Avaliacao do parasitismo tecidual

4.4.1 Imuno-histoquimica

A marcacdo de formas amastigotas de Leishmania foi realizada pela

técnica da imuno-histoquimica (TAFURI et al., 2004), Anexo A.

4.4.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A extragcdo do DNA das amostras dos fragmentos de pele incluidos em
parafina foi realizada utilizando o “DNA ISOLATION KIT ® (Gentra, EUA)
seguindo instrucdes do fabricante, Anexo A.
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4.5 Analises

4.5.1 Microscopia Optica

Na avaliacdo microscépica foram observados a reacdo inflamatéria e o
parasitismo tecidual, sendo considerados sob o0s aspectos qualitativo e
quantitativo. Na analise qualitativa, considerou-se a presenca de Ulceras, necrose,
acantose, pérola cérnea, hiperceratose, paraceratose, degeneracao, granuloma,
célula gigante, plasmocitose, alteragdes dos foliculos pilosos e distribuicdo dos
parasitos. Na analise quantitativa fez-se a contagem das células inflamatérias e

das formas amastigotas em 20 campos escolhidos de maneira aleatéria.

4.5.2 Morfometria

Na avaliacdo morfométrica levou-se em consideracdo a reacao
inflamatéria, o numero de mastécitos e a carga parasitaria tecidual. Para a
avaliagdo quantitativa foram escolhidos aleatoriamente e fotografados 20 campos
de cada lamina, no microscépio 6ptico ZEISS, com microcadmera JVC-TK1270
acoplada e com funcao red green blue ativada em objetiva de 40x, como descrito
por CALIARI (1997). Levou-se em consideragdo a média do numero de células
inflamatérias observadas nos 20 campos das laminas coradas pela H&E, de
mastdcitos nas laminas coradas por Dominici e de formas amastigotas nas
laminas marcadas pela imuno-histoquimica. A quantificagdo foi realizada no
programa KS300 pertencente ao Laboratério de Processamento de Imagens, no
Departamento de Patologia Geral do ICB/UFMG.

4.6 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas por meio dos programas estatisticos
computacionais Prism 4.0 e GraphPad Instat, adotando um nivel de significancia
de p<0,05. Baseando-se na natureza da distribuicdo ndo paramétrica dos dados
obtidos para a reacéo inflamatéria e parasitismo utilizou-se o teste ANOVA e teste
t de Student (ndo pareado). Para os dados que nao passaram pelo teste de

normalidade, foi feito o teste de Kruskal Wallis. Para andlises de correlacao o
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teste aplicado foi o Coeficiente de Correlacdo de Spearman, quando os valores
nao passaram pelo teste de normalidade e de Pearson, quando os valores

passaram pelo teste de normalidade.
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5.0 Resultados

5.1  Aspectos clinicos

Descamacbes cutaneas e emagrecimento foram observados em quatro
caes (16%) pertencentes ao grupo controle.

Em relagédo aos animais naturalmente infectados das areas metropolitana e
central, encontrou-se 86 cdes sintomaticos (79,6%) e 22 assintomaticos (20,4%).
Os principais achados clinicos foram lesées na pele, linfadenopatia, onicogrifose e
emagrecimento. A dermatite esfoliativa e a alopecia foram encontradas
principalmente na face ao redor dos olhos e espelho nasal.

Apenas trés caes (30%) do grupo experimentalmente infectado
desenvolveram sinais clinicos da doenga. Linfadenomegalia cervical foi a
alteracdo mais frequente e em apenas um desses observou-se descamacéao
cutanea.

5.2 Histopatologia

Sobre o aspecto histologico, a dermatite cronica foi observada em todos os
grupos (GRAF. 1)

O Dermatite - Sintomatico
Controle 20 B Dermatite - Assintomatico
O Pele Normal
Area Central 38 - 8
Area Metropolitana v -Z

0% 20% 40% 60% 80% 100%

GRAFICO 1- Frequéncia de dermatite crénica em todos os cdes nos diferentes quadros
clinicos: Grupo Controle (n=25); Grupo experimentalmente infectado (n=10); Grupo
naturalmente infectado da Area Central (n=53) e Grupo naturalmente infectado da
Area Metropolitana (n=55)
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5.2.1 Grupo controle

O quadro de dermatite foi encontrado em cinco caes (20%) desse grupo. A
avaliacdo histoldgica de todo o grupo revelou um quadro predominantemente
normal, sendo que as poucas células intersticiais apresentaram aspecto
morfolégico de fibroblastos e macréfagos, estando essas situadas mais proximas
a regido reticular da derme (FIG. 1). Raros plamdcitos puderam ser encontrados.
As fibras do intersticio apresentaram-se regulares, paralelas a epiderme, porém
descontinuas. Em 12 biopsias (48%) observou-se alteracdo degenerativa nas
células epidérmicas e, em sua maioria, essa degeneracao foi localizada nas
células basais de forma extensa. As células epiteliais eram aumentadas de
tamanho, hipocoradas, com citoplasma de aspecto vacuolado resultando em
separacdo do nucleo do citoplasma indicando degeneracao hidropica. Essa
degeneracao foi também observada em células do epitélio dos foliculos pilosos.
Vale ressaltar que as lesbes descritas nesse grupo foram encontradas nos
animais obtidos da area metropolitana de Belo Horizonte. Naqueles obtidos da

area nao endémica, Barbacena-MG, ndo se observou sequer uma alteracao.
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FIGURA 1- Micrografia da pele de orelha de cées controle — caes nao infectados. Hematoxilina &
Eosina. (Barra = 20um)
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A presenca de mastocitos foi observada em todos os segmentos da pele,
predominando ao redor de vasos sanguineos. Seu numero nao apresentou

correlagdo com a intensidade da inflamagéao (FIG. 2).

FIGURA 2- Micrografia da pele de orelha de caes controle — caes néo infectados: Mastécitos
(seta). Dominici. (Barra = 20pum)

5.2.2 Animais infectados

A dermatite crénica foi a lesdao mais frequente nesse grupo observada em
51 caes (92,7%) naturalmente infectados da area metropolitana, sendo 41
sintomaticos e 10 assintomaticos e em 45 caes (84,9%) da area central, sendo 38
sintomaticos e sete assintomaticos. A reagdo inflamatéria foi caracterizada por um
infiltrado celular no intersticio composto principalmente por macréfagos,
plasmacitos e linfocitos. Em geral, foi difuso na derme superficial e focal ao redor
de vasos, glandulas e foliculos pilosos na derme profunda (FIG. 3-A). Com
frequéncia observou-se macrofagos epitelidides, com e sem parasitos, no
infiltrado celular (FIG. 3 C-F), ao passo que, a formacédo de granuloma nao foi
encontrada em nenhum dos casos estudados. Células gigantes também foram
observadas nesse cenario (FIG. 3-F). Plasmocitose foi observada em 62 animais
(57,4%) naturalmente infectados (FIG. 3 F), sendo que, esse quadro histologico
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foi visto mais frequentemente em caes da area metropolitana (73,6%) do que da
area central (37,7%). Em caes experimentalmente infectados a plasmocitose foi
menos intensa do que nos animais naturalmente infectados, mas teve frequéncia
semelhante a dos grupos naturalmente infectados, (60%).
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FIGURA 3- Micrografia da pele de orelha de caes infectados com L. chagasi: (A) Reacéo

inflamatéria difusa na derme superficial (UD) (cabecas de setas) e focal na derme
profunda (DD) (setas). Foliculos pilosos (PF); Glandulas Sebaceas (SG); Capilares
(C). Hematoxilina-Eosina (HE) (Barra = 60um); (B) Infiltrado celular crénico
macrofagico (setas largas); plasmécitos (setas finas); linfocitos (cabegas de setas) ao
redor dos vasos, foliculos e glandulas na derme profunda. Hematoxilina-Eosina (HE)
(Barra = 20um); (C) Macrofagos epitelidides (setas) em todas as camadas da derme.
Hematoxilina-Eosina (HE) (Barra = 20um); (D) Células epitelidides, agregados de
macréfagos em um infiltrado celular crénico, onde a distribuicdo dessas células foi
difusa (setas) ou eventualmente agregadas (cabeca de setas). Hematoxilina-Eosina
(HE) (Barra = 20um); (E) Em maior aumento (objetiva 6leo de imersdo) mostrando
amastigotas dentro de macro6fagos epitelidides (cabecas de setas) na derme profunda.
Hematoxilina-Eosina. (Barra = 7um); (F) Observe a plasmocitose (cabecas de setas) a
esquerda e células gigantes (setas) Hematoxilina-Eosina. (Barra = 20um). “Insert”: no
angulo direito superior (objetiva 6leo de imersdo) plasmoétitos com citoplasma
vacuolado (cabecas de setas) indicando atividade do Complexo de Golgi.
Hematoxilina-Eosina. (Barra = 7um).
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Em alguns casos observou-se degeneracao hialina com aparente
descontinuidade entre as fibras colagenas aparecendo, algumas vezes, com
orientagao vertical caracterizando edema dérmico. A degeneracao hidropica foi
observada em mais de 70% dos cortes sendo encontrada tanto nas células
basais, granulosas e espinhosas da epiderme, quanto nas células dos foliculos
pilosos, nem sempre relacionada com a intensidade da inflamacao.

Considerando os caes que apresentaram o quadro de dermatite cronica,
como citado no inicio dessa secao, verificou-se uma frequéncia mais elevada em
caes sintoméaticos (81) do que em assintomaticos (19). Qualitativamente, a reacéo
inflamatéria crénica variou de discreta a intensa, sendo que a ultima foi
observada, mais frequentemente, nos caes da area central, seguidos pelos da
area metropolitana e finalmente pelos animais experimentalmente infectados.

O estudo quantitativo da reacao inflamatéria foi feito através da contagem
do numero de células em 20 campos, na microscopia Optica e na morfometria,
utilizando objetiva de 40. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre as duas
técnicas utilizadas. (GRAF. 2).

75+ I Controle

B Area Metropolitana

; I Ex perimentais
504 B Area Central
254

0 . i §

MO MORF MO MORF MO MORF MO MORF

N°células/20 campos

GRAFICO 2- Nimero de células inflamatérias na derme de orelha de caes infectados com L.
chagasi nos diferentes grupos analisados: Caes Controle (n=25); Area Metropolitana
(n=55); Area Central (n=53) e Animais Experimentais (n=10). MO = microscopia
otica. MORF = morfometria

Considerando os grupos de caes estudados, empregando a analise

morfométrica, houve diferenca estatistica significativa quando da quantificacao de
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células inflamatérias entre os caes naturalmente e experimentalmente infectados

(GRAF. 3)

. A comparagdo da reacgao inflamatéria entre os cées sintomaticos e

assintomaticos, dentro de cada grupo, revelou que apenas no grupo de caes da

area metropolitana houve diferenca estatistica significativa (GRAF. 3A-C).
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Numero de células inflamatérias, na pele de orelha de caes infectados com L.
chagasi nos diferentes grupos analisados: Area Metropolitana (n=55); Area Central
(n=53) e Animais Experimentais (n=10). *diferenca estatistica entre caes
experimentalmente e naturalmente infectados (p=0.0144)
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GRAFICO 3A- Numero de células inflamatérias, na pele de orelha de caes infectados com L.

chagasi assintomaticos e sintomaticos: Area Metropolitana (n=55) *diferenca
estatistica (p<0,0004)
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GRAFICO 3B- Numero de células inflamatorias, na pele de orelha de caes infectados com
L. chagasi assintoméaticos e sintomaticos: Area Central (n=53) (p=0,4464)
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GRAFICO 3C: Nimero de células inflamatérias, na pele de orelha de cées infectados com
L. chagasi assintomaticos e sintomaticos: Animais experimentalmente
infectados (n=10) (p=0,3833)

Alteracdes epidérmicas foram frequentemente encontradas, principalmente
nos casos que apresentaram reacdo inflamatéria intensa. Hiperceratose,
acantose, paraceratose, papilomatose, espongiose, vacuolizacdo das células
epidérmicas e degeneracao epidérmica foram as alteragdes epiteliais mais
frequentemente observadas (FIG. 4). Focos de paraceratose intensa foram
associados com hiperceratose em 20 casos (16,9%). Necrose intersticial ocorreu
em apenas 11 caes (9,3%), considerando os trés grupos (TAB. 1) e lesGes

ulcerativas foram encontradas em nove casos (FIG. 4, TAB. 1).
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FIGURA 4- Micrografias de pele de orelha de caes naturalmente infectados com L. chagasi: (A)
Alteracdes epidérmicas como acantose (cabega de seta) e papilomatose (seta).
Hematoxilina-Eosina (Barra = 60um); (B) Amastigotas imunomarcadas (setas) podem
ser vistas nas células da epiderme. Degeneragéo hidrépica esta demonstrada pela
cabeca da seta. Note muitas amastigotas em macréfagos localizados na jungéo
dermo-epidérmica (DEPJ) (setas finas). Epitélio (EP); Derme superficial (UD); Derme
Profunda (DD); Estreptoavidina-peroxidase (Barra = 20um); (C) Lesdes ulcerativas e
infiltrado crénico mononuclear na derme (setas). (PF) Foliculo piloso; (SG) Glandula
sebacea. Hematoxilina-Eosina (Barra = 60um). (D) Amastigotas imunomarcadas
(setas) Estreptoavidina-Peroxidase (Barra = 20pum).
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Tabela 1

Caracteristicas histopatoldgicas na pele de orelha de caes naturalmente e experimentalmente
infectados com L. chagasi

Caracteristicas ] ] Experimentalmente
Histopatolégicas Area Metropolitana Area Central infectado
(n=55) (n=53) (N=10)

Assintomaticos Sintomaticos Assintomaticos Sintomaticos Assintomaticos Sintomaticos

Dermatite 10 41 7 38 2 2
Parasitismo 12 43 10 43 6 2
Ulceragao 0 7 0 2 0 0
Degeneragao 5 31 3 30 3 2
Acantose 2 23 3 14 0 1
Hiperceratose 3 13 3 15 5 2
Paraceratose 4 10 0 5 1 0
Plasmocitose 9 33 4 16 4 2
Necrose 0 8 1 2 0 0

Tanto a necrose intersticial quanto a epidérmica estavam associadas a
uma dermatite intensa focal apresentando predominio de células mononucleares
e muitas delas com nucleos picnéticos. Essas, por sua vez, eram sempre
envolvidas por excesso de queratina e fibras colagenas hialinas.

Na tela subcutanea, a alteracdo mais comum foi observada em quadros de
inflamacéao intensa, sendo que todo o paniculo adiposo era invadido por infiltrado
inflamatério crénico, ndo se observando a conexao entre esse tecido e a derme
superficial.

Mastécitos foram encontrados nas diferentes camadas da derme e em
grande nimero naqueles animais que apresentavam quadro histolégico normal. A
localizac¢ao foi predominante ao redor de vasos sanguineos. Nenhuma correlagéo

numeérica foi observada com a intensidade da inflamagéo.

Em relagdo ao grupo dos animais experimentalmente infectados, o quadro
de dermatite crbnica foi observado em quatro caes (40%), sendo dois caes
sintomaticos e dois assintomaticos. Todavia, essa alteracdo histoldgica
apresentou-se sempre mais discreta em relagdo aos animais naturalmente
infectados (TAB. 1), sendo comumente focal. Apenas uma biopsia (10%)

apresentou inflamacao intensa. O acumulo celular foi de macroéfagos, plasmaocitos
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e linfocitos, estando esses, na maioria dos casos, localizados ao redor de vasos e

foliculos pilosos.

5.3 Comparacao da carga parasitaria com os diferentes aspectos clinicos

A andlise morfométrica mostrou que a carga parasitaria foi estatisticamente
diferente entre os grupos avaliados, sendo mais elevada nos caes da regiao
central. Os caes experimentalmente infectados tiveram carga parasitaria reduzida
quando comparada a dos naturalmente infectados (GRAF. 4).

Considerando a carga parasitaria, em relacdo ao estado clinico e a area
geografica, os caes assintomaticos da area central albergam mais parasitos do
que oS caes assintomaticos da area metropolitana. Os animais
experimentalmente infectados assintomaticos também tiveram menor carga
parasitaria (GRAF. 5). O mesmo resultado foi obtido ao comparar os animais
sintomaticos (GRAF. 6). A comparacdo da carga parasitaria entre os caes
sintomaticos e assintomaticos, dentro de cada grupo, revelou nao haver diferenca
estatistica entre eles (GRAF. 7A-C).
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GRAFICO 4- Nimero de amastigotas na pele de orelha de caes infectados com L. chagasi nos
diferentes grupos analisados: Area Metropolitana (n=55); Area Central (n=53) e
Animais Experimentais (n=10). *diferenca estatistica entre os grupos p<0.0001
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GRAFICO 5- Numero de amastigotas na derme de caes assintomaticos infectados com L.
chagasi nos diferentes grupos analisados: Area Metropolitana (n=55); Area Central
(n=53) e Animais Experimentais (n=10). *diferenca estatistica dos cées da area
central em relagéao aos outros grupos p<0,001
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GRAFICO 6- Nimero de amastigotas na derme de cées sintomaticos infectados com L. chagasi
nos diferentes grupos analisados: Area Metropolitana (n=55); Area Central (n=53) e
Animais Experimentais (n=10). *diferenca estatistica entre os trés grupos p<0,001
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GRAFICO 7A- Nimero de amastigotas na pele de orelha de caes infectados com L. chagasi
assintomaticos e sintomaticos: Area Metropolitana (n=55), p=0,1395
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GRAFICO 7B- NUmero de amastigotas na pele de orelha de caes infectados com L. chagasi
assintomaticos e sintomaticos: Area Central (n=53), p=0,5698
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GRAFICO 7C- Numero de amastigotas na pele de orelha de caes infectados com L. chagasi
assintomaticos e sintomaticos: Caes experimentalmente infectados (n=10)
p=0,5167

5.4 Correlacao entre a carga parasitaria e a reacao inflamatoria

Em alguns casos, visualizamos parasitismo tecidual intenso na derme, mas
sem correspondéncia com uma reacgao inflamatoria intensa, ou seja, naquela em
que o infiltrado celular é difuso acometendo todas as camadas da derme.
Quadros de parasitismo intenso com a presenca de poucas células inflamatérias
também foram observados, como visualizado na figura 5. Apesar dessas
situacdes, uma correlacéo direta entre a carga parasitaria e a reacao inflamatéria
foi encontrada (GRAF. 8, 9,10).
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FIGURA 5- Micrografias de pele de orelha de caes naturalmente infectados com L. chagasi: (A)
Amastigotas podem ser observadas na derme superficial (setas) e na derme profunda
(cabeca de setas). Hematoxilina-Eosina (Barra = 20um); (B) Amastigotas
imunomarcadas (setas) podem ser vistas na derme. Epitélio (EP); Derme Superficial
(UD); Derme profunda (DD); Foliculo Piloso (PF), Glandulas sebaceas (SG);
Estreptoavidina-peroxidase (Barra = 20um); (C) Um infiltrado crénico intenso com
algumas amastigotas imunomarcadas detectadas por imuno-histoquimica (setas).
Estreptoavidina-Peroxidase (Barra = 20um). (D) Um infiltrado intenso com uma carga
parasitaria alta detectada pela imuno-histoquimica. Estreptoavidina-peroxidase (Barra
=20um).
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GRAFICO 8- Correlagdo entre a reagao inflamatoria e carga parasitaria na pele de orelha de caes
infectados com L. chagasi: Area Metropolitana (n=55), R® = 0,2491
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GRAFICO 9- Correlacdo entre a reagio inflamatéria e a carga parasitaria na pele de orelha de caes
infectados com L. chagasi: Area Central (n=53), R?=0,1124
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GRAFICO 10- Correlacdo entre a reacéo inflamatéria e a carga parasitaria na pele de orelha de
cées infectados com L. chagasi: Animais experimentalmente infectados (n=10), R?
=0,2783
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5.5 Mastocitos

A contagem de mastdcitos, corados pela técnica Dominici, foi feita somente
em algumas amostras de cada grupo. Nao houve diferencga estatistica significativa
entre a microscopia Optica e a morfometria na contagem dessas células e a
coloragdo Dominici, sem pH controlado, ofereceu uma visualizagdo melhor dos
mastocitos.

Em relacdo ao numero de mastécitos, em todos os grupos avaliados, a
diferencga estatistica foi significativamente inferior para os animais da area central
em relacao aos da area metropolitana, experimentalmente infectados e controles
(GRAF. 11). Quando se comparou o niimero dessas células em caes sintomaticos
e assintomaticos, apenas no grupo da area central houve diferenca estatistica
significativa (GRAF. 12). O teste de correlagdo entre mastécitos e inflamagao foi
positivo somente nos animais experimentalmente infectados (GRAF. 13).
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GRAFICO 11- Comparagéo do numero de mastocitos da derme nos diferentes grupos
analisados: Area Metropolitana (n=55); Area Central (n=53) e Animais
Experimentalmente infectados (n=10). *diferencga estatistica entre caes da area
central e os demais p<0,001
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GRAFICO 12- Comparacéo do numero de mastocitos da derme de caes assintomaticos e
sintomaticos: Area Metropolitana (n=55); Area Central (n=53) e Animais
Experimentalmente infectados (n=10). *diferenca estatistica entre caes da area
central e os demais p<0,05
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GRAFICO 13- Correlacédo entre o nimero de mastécitos e células inflamatérias: Animais
Experimentalmente infectados (n=10), R® = 0,634
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6.0 Discussao

A leishmaniose visceral americana (LVA) foi primeiramente reconhecida
nas Américas por Migone em 1913, no Paraguai, por Mazza e Cornejo em 1926
na Argentina (DEANE, 1956) e no Brasil em 1934, por Penna (CHAGAS et al.,
1938). Até antes de 1980 era considerada uma zoonose de carater
epidemiologico estritamente rural. Todavia, a partir dos relatos de COSTA et al.
(1990), os quais descreveram 55 casos da doenca na cidade de Teresina, Piaui,
um processo de urbanizacdo da doenca comecou a ser desenhado. De fato, nos
anos seguintes esse processo de urbanizacdo pode ser verificado em grandes
cidades brasileiras como S&o Luiz (COSTA et al. 1995), Natal (JERONIMO et al.,
1994), Belo Horizonte (MICHALICK, 1993; SILVA et al. 2001), Rio de Janeiro
(MARZOCHI et al. 1885) dentre outras como Fortaleza, Corumba, Campo
Grande, Aracaju, Aracatuba (Ministério da Saude, 2007). Atualmente o cao tem
sido considerado o principal reservatorio urbano de Leishmania (Leishmania)
chagasi e desempenha um papel central no ciclo de transmissdo para o inseto
flebotomineo e desse para humanos, o que torna a LVC nédo sé um problema
veterinario, mas também um problema de saude publica (DEANE e DEANE,
1962; TESH, 1995; ASHFORD, 2000; ALVAR, 2004).

No atual estudo, os caes que obtiveram resultado positivo, quando da
avaliagédo pela técnica de imuno-histoquimica, foram clinicamente classificados de
acordo com LIMA et al. (2007) em assintomaticos, na auséncia de sinais clinicos,
representados por 29 caes e em sintomaticos, quando apresentavam pelo menos
um sinal clinico sugestivo da doenca, representados por 89 animais.

Considerando os aspectos clinicos de todos os animais infectados, caes
sintomaticos foram mais frequentemente observados do que assintomaticos,
75,5% e 24,5%, respectivamente. Ao comparar os animais naturalmente com os
experimentalmente infectados, o0s primeiros apresentaram mais lesbes
especificas da doenca. Um cenéario distinto foi observado em animais
experimentalmente infectados, haja visto que apenas trés caes (30%)
desenvolveram sinais clinicos da doenga, como linfadenopatia e lesdes na pele,
essa Ultima em apenas um animal.

Em relacdo ao material escolhido para o estudo, ou seja, a pele de orelha,

observa-se que esse tecido é amplamente utilizado para diagnéstico, visto que a
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deteccao direta do parasito, em biopsia de pele, pode ser obtida através de um
procedimento cirargico extremamente simples (TAFURI et al., 2004). XAVIER et
al. (2006), por exemplo, demonstraram que amostras de pele da orelha, espelho
nasal e abdémen sado potencialmente utilizadas para diagnostico da LVC
independente do estado clinico do cédo. Esse trabalho sugere uma distribuicao
desigual do parasitismo na pele dos cées e relata uma maior incidéncia na pele
da orelha. De forma semelhante, o trabalho de MOURA et al. (2008) mostrou que
essa apresenta-se mais parasitada, principalmente no seu tergo superior, com
alteracoes inflamatérias mais pronunciadas do que aquelas observadas no
espelho nasal, como descritas por XAVIER et al. (2006). Tais resultados podem
estar relacionados com o fato da orelha ser alvo frequente de injarias e auto-
traumatismos, os quais podem estimular o prurido induzindo, dessa forma,
acumulo de células inflamatérias que podem contribuir com a manutencao do
parasitismo (MURRAY et al. 1982; TAFURI et al., 2000). Outro fato a ser
considerado é a possibilidade de areas mais frias do corpo, como a orelha,
representar um local mais apropriado para a localizacdo ou reproducdo do
parasito Leishmania (TRAVI et al., 2001).

Linfadenopatia foi a alteracdo clinica mais observada, tanto nos animais
naturalmente infectados, independente de sua origem, quanto nos
experimentalmente infectados. O linfonodo cervical superficial € o primeiro sitio
envolvido na disseminacdo do parasito em cades naturalmente infectados, como
relatado por LIMA et al. (2004) e COSTA et al. (2008) no Brasil e CIARAMELLA et
al. (1997) na ltélia. De acordo com COSTA et al. (2008), esses linfonodos estao
diretamente relacionados com lesdes faciais presentes na LVC.

Seguido pela linfadenopatia, dermatite esfoliativa foi a manifestacao
cutdnea mais comum estando associada com &reas de alopecia, as quais
usualmente se iniciavam na cabecga, principalmente regido da orelha e periocular
e se estendendo para o restante do corpo. Esses achados concordam com estudo
de SARIDOMICHELAKIS et al. (2007), os quais consideram que a lesao de pele é
a manifestacdo clinica mais comum da LVC no Mediterraneo. Entretanto, esses
autores também relataram que escoriacbes excessivas podem ou nao estar
acompanhadas por alopecia, como também notado por MARZOCHI et al. (1985);
KOUTINAS et al. (1993); SLAPPENDEL e FERRER (1998). Segundo HOMMEL et

al. (1978), a perda de pélo tem sido explicada pela acao direta da Leishmania
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sobre o foliculo piloso, por um disturbio do metabolismo do acido pantoténico,
devido as lesdes hepéticas ou ainda, por deposicdo de imuno-complexos na
membrana basal da pele induzindo a um processo auto-imune que desencadeia a
alopecia. Portanto, avaliar as alteracbes cutaneas torna-se importante devido a
suas influéncias na transmissao da doenga. Em cées susceptiveis, a infeccéao
localizada na pele segue a disseminacdao do parasito através dos histidcitos e
células de Langerhans para os linfonodos, medula 6ssea, baco, figado, rins,
pulmdes, trato gastrointestinal e menos frequentemente para o sangue (VIDOR et
al., 1991; SLAPPENDEL e GRENE, 1990 e SEMIAO-SANTOS, 1995).

O alongamento anormal das unhas, onicogrifose, foi outro quadro
observado em nossos caes. Essa alteracdo tem sido explicada pela presenca de
formas amastigotas na matriz ungueal, que estariam estimulando essa regido
(LESTOQUARD e DONATIEN, 1936); ja outros autores admitem que a apatia do
cao seria 0 grande responsavel pela diminuicdo do desgaste natural das unhas
(MARZOCHI et al., 1985 e GENARO, 1993).

O emagrecimento € um dos sinais mais relatados nos caes naturalmente
infectados na LV (ALENCAR, 1959; MARZOCHI et al., 1985, LIMA et al., 2004)
também observado por LANOTTE et al. (1979) e GENARO (1993) em cées
experimentalmente infectados. Para alguns autores, o emagrecimento é atribuido
a infiltracdo dos parasitos na mucosa do aparelho digestivo ou devido ao
desequilibrio protéico que induz a uma albumindria, podendo ser revertida com a
ingestdo de alimentos, principalmente carne (ADLER, 1964). Segundo KEENAN
et al. (1984) a caquexia pode ser ocasionada por uma deficiéncia de triptofano no
organismo do animal, devido a uma competicdo alimentar do parasito com o
hospedeiro por esse aminoacido. A perda de peso e a atrofia muscular indicam
acometimento visceral, podendo estar associados a insuficiéncia renal, politria,
polidipsia e emese (CABASSU et al., 1988). Em nosso estudo, escore corporal
abaixo do normal foi uma das caracteristicas clinicas mais observada nos caes.

Infiltrado inflamatério foi observado na pele de 51 dos 55 caes
naturalmente infectados da area metropolitana (92,7%), em 45 dos 53 da éarea
central (84,9%) e em quatro dos dez caes experimentalmente infectados (40%).
Considerando os cd@es naturalmente infectados, nossos resultados concordam
com os de Dos-SANTOS et al. (2004) que encontraram dermatite crénica na pele
de orelha de 93% dos caes no municipio de Jacobina-Bahia, nordeste do Brasil.
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Também observamos que a dermatite foi mais frequente em caes sintoméaticos
em relacdo aos assintomaticos, concordando com estudos de GIUNCHETTI et al.
(2006) e XAVIER et al. (2006) no Brasil e SOLANO-GALLEGO et al. (2004) na
Espanha. Entretanto, a intensidade da inflamacao foi mais elevada na pele de
caes naturalmente infectados com Leishmania do que nos animais
experimentalmente infectados.

Sobre a analise histol6gica em geral, a dermatite crénica foi caracterizada
por um infitrado de células mononucleares, composto principalmente de
macréfagos, seguido por plasmécitos e linfécitos, sendo difuso na derme
superficial e em focos ao redor de vasos, glandulas e foliculos pilosos na derme
profunda. Ocasionalmente macréfagos epitelidides foram observados no infilirado
celular mononuclear, mas formacao de granuloma néao foi vista em nenhum caso,
contrariando dados descritos por Dos-SANTOS et al. (2004), os quais observaram
formagéo de granuloma de células epitelidides. Embora existam varias definicdes
histolégicas de inflamacdo granulomatosa (ADAMS, 1976; WILLIAMS e
WILLIAMS, 1983; SHEFFIELD, 1990) muitos pesquisadores concordam que a
estrutura de granuloma, induzido por um microrganismo, consiste de um nucleo
de macréfagos fusionados, parasitados e rodeados por um involucro de células
mononucleares (MURRAY, 2001). Entretanto, em nosso estudo, a presenca de
granuloma na derme nao foi observada, semelhante aos resultados encontrados
nos estudos realizados por GIUNCHETTI et al. (2006), XAVIER et al. (2006) e
MOURA et al. (2008). Contudo, em nosso estudo, encontramos células
epitelidides, agregados de macréfagos ou mesmo células gigantes no infiltrado
celular crbénico, sendo que essas se apresentaram de forma difusa ou
frouxamente agregadas, porém nao circundadas por um invélucro de células
mononucleares. Assim, considerando nosso material analisado, entendemos que
nao existe um modelo padrdo de organizacdo celular mononuclear tipico de
granuloma, como o descrito por Dos-SANTOS et al. (2004).

A associacao entre formas amastigotas de Leishmania com granuloma
pode ser explicada por dois mecanismos: (1) a chegada do parasito na pele, em
um hospedeiro imunocompetente, inoculado pelo inseto vetor infectado ou através
de macréfagos parasitados (LIARTE et al., 2001), o que iniciaria uma resposta
imune celular com hipersensibilidade do tipo tardia e formagao do granuloma; (2)

disseminacao de grande numero de parasitos na pele, um possivel evento tardio
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na LV de céaes susceptiveis, associada com um infiltrado inflamatorio
granulomatoso (MURRAY 2001). De fato, existem evidéncias que células
epitelidides em granuloma secretam fatores que inibem a ativacao de macréfagos
e linfécitos, o que favoreceria a manutencao do parasito no tecido (BARRAL-
NETO et al., 1995; MURRAY, 2001). MOZOS et al. (1999) hipotetizam ainda que
na pele previamente lesionada, a Leishmania seja capaz de alterar o padrao
inflamatério, levando a formacdo de granuloma ou o desenvolvimento de um
infiltrado de macréfagos. Em geral, esses macréfagos estariam aumentados de
volume, com citoplasma de aspecto vacuolado, morfologia essa tipicamente
encontrada na leishmaniose visceral e/ou cutanea. Outro ponto relevante consiste
no fato de que esses caes poderiam ser mais propensos a manter a carga
parasitaria.

Novos estudos sdo necessarios para avaliar o tempo da infeccédo e o
estagio imunologico dos animais para explicar quais mecanismos sao
responsaveis pela associacdo de granuloma com a carga parasitaria em pele de
caes com LV. O conhecimento a respeito da especificidade da resposta
imunolégica representa uma medida Util em possibilitar futuras intervengdes no
controle de transmissao da doenca (TRAVI et al., 2001).

Plasmocitose € uma alteracdo histoldgica descrita em muitos 6rgaos,
durante a infec¢do por Leishmania. Em nosso estudo observamo-na mais em
caes da area metropolitana (73,6%) do que nos caes da area central (37,7%) de
Belo Horizonte. Podemos inferir que esses caes, considerando suas precarias
condicoes de sobrevivéncia, podem potencialmente estar mais expostos a uma
ampla diversidade de antigenos, fato esse que corrobora nossos resultados. Além
do mais, a presencga de plasmocitose nos caes experimentalmente infectados foi
sempre evidente, mas menos intensa do que nos caes naturalmente infectados.

Alteracdes epiteliais tais como hiperceratose; hiperplasia epidérmica;
exocitose; crostas; edema superficial; dermatite nodular, intersticial, perivascular e
periglandular tém sido descritos na LVC e sado semelhantes tanto na pele
visualmente normal quanto na pele lesionada, dos mesmos caes
(PAPADOGIANNAKIS et al., 2005). Sendo assim, é importante ressaltar que em
nosso estudo foram coletadas amostras de pele de orelha de regides integras, de
forma padronizada e que essas, quando analisadas histologicamente,
apresentaram alteragbes como: hiperceratose, acantose, paraceratose,
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papilomatose e degeneracgao hidrépica. Isso confirma o estudo anterior, uma vez
que as possiveis alteracdes histoldgicas independem do aspecto macroscopico
do tecido. Outro ponto que corrobora nossos resultados consiste no fato de que a
presenca de células inflamatérias, em caes sem dermatite esfoliativa evidente,
pode ser explicada pela hipétese de que lesdes macroscédpicas decorrem da
infiltracdo de células inflamatérias ap6s certo periodo de tempo
(PAPADOGIANNAKIS et al., 2005).

Reacdo inflamatéria na pele foi evidenciada em cinco caes (20%)
pertencentes ao grupo controle. A coloragéo histolégica Good Pasture - Anexo A,
foi realizada para investigar uma possivel infeccdo por bactérias, sendo o
resultado negativo. Assim, hipotetizamos que esse fato pode ser atribuido a uma
variedade de condicbes, por exemplo, picadas de insetos, frequentes durante
todo o ano em paises tropicais, bem como traumas que podem ser originados
durante brigas (PRATS e FERRER, 1995; MOZOS et al., 1999). Resultado
semelhante ao nosso foi obtido por XAVIER et al. (2006), no qual a quantidade de
células inflamatérias do grupo controle, animais com testes sorol6gicos negativos
para Leishmania, foi significativamente menor em relacdo aos grupos de animais
naturalmente infectados.

A respeito do parasitismo, FERRER et al. (1988), SOLANO-GALLEGO et
al. (2001), TRAVI et al. (2001) e MOURA et al. (2008) observaram que formas
amastigotas sdo mais frequentemente encontradas na derme superficial ou na
interface superficial-profunda. Em nosso trabalho a imunomarcacdo de
amastigotas pbéde ser observada na derme superficial e profunda, ao redor de
anexos e vasos. Houve, entretanto, uma concentragdo maior dessas
imunomarcacgoes nas porgdes mais superficiais da derme e em apenas dois casos
(1,9%) foi observada no citoplasma de <células da epiderme.
SARIDOMICHELAKIS et al. (2007), em estudos histolégicos com pele do espelho
nasal de caes com LV, assintomaticos, discutiram a localizagdo das formas
amastigotas na derme desses animais. Observou-se que, em 100% dos casos,
amastigotas foram encontradas na profundidade de 0,54 mm, o que caracteriza a
derme superficial. Isso somado ao alcance “coincidente” da proboscide de
flebotomineos, quando do repasto sanguineo, corrobora o papel epidemiol6gico
do cdo na transmissao da Leishmania, ao passo que na espécie humana a maior

incidéncia desse parasito ocorre na profundidade de 1,0 mm.
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Um fato importante encontrado, no presente trabalho, foi que os caes
assintomaticos da area central de Belo Horizonte albergam mais parasitos na pele
da orelha do que os caes assintomaticos da area metropolitana e
experimentalmente infectados. Sugerimos que embora caes da area central vivam
em condicdes melhores de vida do que os da area metropolitana, isso ndao exclui
sua importancia na dimensdo epidemiolégica da doenca. Além do mais,
acreditamos que esse dado seja importante, pois remete ao processo de
urbanizacado da infeccdo por Leishmania em muitas cidades brasileiras, como
exemplificado por MARGONARI et al. (2006) no municipio de Belo Horizonte. Isso
sugere uma expansao silenciosa do numero de cées infectados residentes em
locais nobres da capital mineira, desvinculando da hip6tese de que somente
animais residentes de areas pouco favorecidas estariam mais propensos a
infecgcdes. Esses dados também reforcam a idéia que cées assintomaticos
apresentam parasitos na pele tanto quanto os sintomaticos, remetendo, dessa
forma, a sua importancia epidemiolégica no ciclo da LV, como discutido por
ABRANCHES et al. (1998) em Portugal; SOLANO-GALLEGO et al. (2001) na
Espanha; DEANE et al. (1955), LIMA et al. (2004), XAVIER et al. (2006), Da-
COSTA-VAL et al. (2007) e MICHALSKY et al. (2007) no Brasil. MOLINA et al.
(1994), avaliando a sintomatologia clinica de caes naturalmente infectados e
capacidade infectiva, verificaram que trés de cinco caes assintomaticos bem
como todos os cées sintomaticos foram capazes de infectar o inseto vetor quando
do repasto sanguineo. Dessa forma, concluiram que estudos epidemiolégicos
podem estar subestimados, uma vez que apenas 0s cdes com sintomatologia sao
incluidos nos inquéritos soroldgicos.

Além disso, é importante o fato de que caes assintomaticos possam
albergar formas amastigotas sem, necessariamente, apresentar lesdes
macroscopicas na pele, dado esse também relatado por ADLER e THEODOR
(1931) em paises do Mediterraneo e por DEANE et al. (1955) no Brasil,
culminando esses ultimos, posteriormente, com importante estudo epidemiol6gico
no nordeste do pais. De acordo com ADLER e THEODOR (1931), as ulceragdes
com infecgdes secundarias podem interferir negativamente no estabelecimento da
infeccdo por Leishmania no hospedeiro vertebrado.

Segundo SACKS e SHER (2002), embora o parasito tenha alguns

paradigmas mais estudados atualmente, que consistem na evasao da imunidade
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mediada por células T e anticorpos, uma série de adaptacdes importantes ocorre
durante o estabelecimento inicial da infeccdo, quando o parasito invasor se
confronta com o sistema imune inato. Essa defesa inata do hospedeiro inclui a
barreira epitelial da pele; a cascata alternativa do complemento e outros
componentes liticos séricos; hidrolases lisossomais; metabdlicos téxicos do
oxigénio de fagdcitos mononucleares; apresentacdo de antigeno e funcdes
imuno-regulatérias de células dendriticas, as quais providenciam uma ligacao
crucial com a resposta imune adaptativa.

Estudos tém mostrado que caes naturalmente infectados assintomaticos
sdo capazes de desenvolver uma resposta imune tanto humoral quanto celular
especifica (PINELLI et al., 1994). Em particular, células T de caes assintomaticos
tém se mostrado capazes de produzir niveis significativamente mais elevados de
IL-2 e TNF em resposta ao antigeno Leishmania, quando comparados aos dos
cées sintomaticos e nao infectados (PINELLI et al., 2000). SANCHES et al.
(2004), sugerem que nos caes naturalmente infectados assintomaticos haja um
controle mais eficiente da replicacdo dos parasitos, especialmente pelo
desconhecimento exato do tempo de infec¢cdo, como em nosso estudo.

A carga parasitaria nos caes experimentalmente infectados foi
estatisticamente inferior aquela encontrada nos naturalmente infectados. Embora
nem sempre detectado na pele, quando da realizacdo da técnica de imuno-
histoquimica, provavelmente devido a reduzida densidade parasitaria local e/ou
disseminagdo para outros érgaos, a possibilidade do parasito permanecer no
animal e proporcionar estimulagdo imune continua pode ser considerado. Uma
carga parasitaria reduzida foi também observada por TAFURI et al. (1996) e
SAMPAIO et al. (2007) nao sé na pele, como também no figado e baco em caes
experimentalmente infectados.

Em nosso estudo, trés dos dez caes experimentalmente infectados
manifestaram pelo menos um sinal clinico sugestivo de LV, embora todos eles
tenham sido infectados com sucesso, como confirmado pela técnica PCR (dados
ndao mostrados). Esses resultados sugerem que a inoculacdo de formas
promastigotas cultivadas de L. chagasi apresenta, no curso da infecgao, algum
grau de resisténcia na mudanca para forma amastigota, como observado em
modelo canino e em hamster por REQUENA et al. (2000), além disso, SOLANO-
GALLEGO et al. (2000) sugerem que diferencas genéticas individuais dos caes
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podem ser responsaveis por essa variacdo. Essas diferencas, quanto ao
aparecimento dos primeiros sinais clinicos da doenca, podem estar relacionadas
a ativacao de diferentes respostas imunes, intrinsecas a cada animal ou a uma
longa fase pés-infeccdo para que ocorra a conversao de assintomatico para
sintomatico (SLAPPENDEL e FERRER, 1998).

O uso do modelo canino experimental na LV permite o estudo longitudinal e
analise de estagios assintomaticos da doenca. Além do mais, o0 recente
desenvolvimento de reagentes e imunomarcadores especificos para caes
possibilitam melhor monitorameto da progressao da doenca (MORENO e ALVAR,
2002).

Resultados obtidos por CAMPINO et al. (2000), sugerem que, em geral,
caes experimentalmente infectados com cultura de formas promastigotas
desenvolvem uma infeccdo assintomatica, enquanto aqueles inoculados com
formas amastigotas desenvolvem uma infeccdo sintomdtica. Mas, tal como em
nossos resultados, eles asseguram que a presenca de parasitos em tecidos indica
que esses animais, embora assintomaticos, foram infectados.

Dentre os fatores que afetam o sucesso e a progressdo da infeccao
experimental estdo incluidos: rota de inoculagcao, tamanho do inoculo e o estagio
do parasito (MORENO e ALVAR, 2002). Além do mais, flebotomineos nao séao
simplesmente ferramentas que inoculam o patégeno. O avanco atual nas
pesquisas biomédicas foca o papel da saliva na transmissdo da leishmaniose e
tem mostrado a presenga de um relacionamento co-evolucionario entre esses
vetores e o0 patdégeno que eles transmitem. O papel dos componentes salivares do
inseto vetor no estabelecimento de infecgdo por Leishmania, tem se tornado mais
claro, abrindo novas perspectivas para o controle da doenga. Esses componentes
mediadores com atividades sinérgicas promovem um micro-ambiente favoravel
para um adequado suprimento sanguineo e podem também ser importantes para
o estabelecimento do parasito. Saliva de Lutzomyia longipalpis induz rapidamente
expressdao da quimiocina CCL2/MCP-1 que promove o recrutamento de
macréfagos para o sitio de inoculacdo, em modelo murino de inflamacdo. A
presenca de macréfagos nesse microambiente, no qual também contém fatores
imunomodulatérios salivares, pode favorecer o estabelecimento da infecgdo caso
tais células hospedeiras ndo sejam adequadamente ativadas (TEIXEIRA et al.,
2005; ANDERSON et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006). A manipulacdo do
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equilibrio fisiolégico das funcbes sanguineas que favorece, consequentemente, a
formagédo do “pool” hemorragico representa outra caracteristica das moléculas
farmacologicamente ativas da saliva, que sao representadas por fatores
anticoagulantes, anti-agregadores plaquetarios, vasodilatadores, antiinflamatérios
e imuno-modulatérios. Essa também favorece a transferéncia e capacitacao dos
parasitos, promovendo assim sua evasao da resposta imune do hospedeiro. Tais
mecanismos estdo atrelados ao sucesso da infeccdo (ANDRADE et al., 2007).

Assim, a caracterizagdo de componentes salivares tem se tornado
necessaria para melhor entendimento da patogénese da doenca e
desenvolvimento de novas estratégias objetivando o bloqueio da transmissédo do
parasito (TEIXEIRA et al., 2005; ANDERSON et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006).

AEBISCHER et al. (1993) observaram, em céaes infectados, a manutencao
do parasito sem no entanto ocorrer desenvolvimento da doenca. Segundo
MORENO e ALVAR et al. (2002), apds a infeccao, alguns caes desenvolvem a
doengca em curto prazo apresentando um quadro progressivo, ao passo que
outros controlam a disseminagao do parasito desenvolvendo a doenca em curto
ou longo prazo, podendo esse periodo se estender por anos. Além do mais, o
progresso da infeccdo experimental parece refletir a diversidade da resposta
imunoldgica e clinica observada na natureza.

Correlagdo positiva, porém fraca, foi observada entre a densidade
parasitaria e a reagdo inflamatéria crénica. Parasitismo tecidual intenso sem
reacdo inflamatoria ou vice-versa foi encontrado. Verificamos que infiltrado
inflamatério representa achado histolégico comum na pele de caes de éarea
tropical, independente de evidéncias de infec¢do pela Leishmania ou de outros
parasitos, como observado em 20% dos cdes pertencentes ao grupo controle.
Assim, é sabido que a presenca de Leishmania na pele de cao, no curso da LV,
nao estd necessariamente associada com um quadro inflamatério. Entretanto,
quando esse esta presente € caracterizado por células da inflamacgao crbnica,
com predominancia de macréfagos. O papel duplo dessas células, representado
pelo transporte para outros 6rgdos e eliminacdo dos parasitos devido a sua
atividade leishmanicida, pode explicar a falta de correlagdo entre a densidade
parasitaria e a gravidade do infiltrado inflamatério (BARRAL-NETTO et al., 1995;
LEMOS DE SOUZA et al., 2000; TAFURI et al., 2000; MURRAY et al., 2001;
XAVIER et al., 2006).
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A falta de associacdo entre a inflamacdo e o parasitismo provavelmente
esta relacionada com o tipo de resposta imune apresentada pelo animal. Animais
que apresentam um padrdao de resposta com predominio do subtipo Th1, que
conduz uma resposta do tipo celular, sdo capazes de eliminar a Leishmania,
podendo apresentar uma resposta inflamatéria com infiltrado mononuclear,
grande numero de macréfagos ativados, porém sem parasitos. Por outro lado,
animais que apresentam uma resposta do subtipo Th2, que conduz uma resposta
humoral, podem estar intensamente parasitados (TAPIA et al., 1994; MARTINEZ-
MORENO et al., 1995; FONDEVILA et al., 1997). FERRER et al. (1988) defendem
gue a carga parasitaria na pele e a cronicidade das lesdes cutdneas podem ter
uma correlagcao inversa. Entretanto, a dicotomia das respostas Th1 e Th2, as
quais induzem a resisténcia e susceptibilidade, respectivamente, nao é absoluta.
Fica claro entdo, que a defesa contra a LV esta relacionada com a habilidade do
hospedeiro em montar uma resposta imune capaz de controlar e/ou eliminar o
parasito (LOHOFF et al., 1998).

Sabemos que a infeccado por Leishmania é caracterizada pela infiltracao
principalmente de macréfagos e linfécitos, com presenga de alguns neutréfilos e
eosindfilos. Embora o papel desempenhado por outras células na LV seja
conhecido, o do mastécito ainda ndo estd bem estabelecido. Estudo realizado
com camundongos resistentes (C57BL/6) e susceptiveis (BALB/c) demonstrou
que protozoarios do género Leishmania regulam a infiltracado dos mastécitos para
o sitio de inoculagédo, além de afetarem sua producdo e funcédo. Observacoes
sugerem que citocinas derivadas de mastdocitos desempenham papel pré-parasito
nos animais susceptiveis e anti-parasito naqueles resistentes. Mastdcitos
sensibilizados pela IgE podem produzir TNF-a e IL-4, citocinas que promovem a
protecdo ou susceptibilidade, respectivamente, sendo que a primeira apresenta
capacidade de recrutar neutréfilos para o sitio de infeccdo e além disso, séo
capazes de secretar outros mediadores como a IL-3 e histamina (SAHA et al.,
2004) e IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y (BIDRI et al., 1997). Esses dados sugerem que 0s
mastdcitos, quando devidamente estimulados, sdo capazes de produzir citocinas
tanto do subtipo Th1 quanto do Th2. Dados referentes ao papel dos mastdcitos na
LV, utilizando modelo canino, ndo foram encontrados.

A respeito da técnica de imuno-histoquimica verificamos que a detecgao de
formas amastigotas de Leishmania nas biopsias de pele, a partir da utilizacao da
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técnica da estreptoavidina peroxidase, foi eficaz. FERRER et al. (1991) e TAFURI
et al. (2004) também observaram uma eficiente deteccao de formas amastigotas a
partir do emprego da técnica da estreptoavidina peroxidase e citam que os
procedimentos imuno-histoquimicos sdo de consideravel valor para o diagndstico
definitivo da infecgdo. Somado a isso, representa ferramenta alternativa eficiente
e barata, pois em seu protocolo, é utilizado como anticorpo primario, soro de caes
naturalmente infectados com Leishmania, de facil obtencdo. Dessa forma essa
técnica apresenta relevante potencial para estudos epidemioldgicos, clinicos e
patologicos.

Paralelamente as avaliagcbes inerentes ao projeto, foi realizada a técnica da
PCR em 40 biopsias de pele de caes, suspeitos de estarem infectados, que
obtiveram resultado negativo quando submetidos a reacdo de imuno-
histoquimica. Essa técnica foi realizada em fragmentos de pele emblocados em
parafina. Como resultado foi verificado que a PCR apresentou-se mais sensivel
no diagnéstico da LV, sendo positiva em 17 das 40 biopsias (42,5%) (dados nao
apresentados). Esses resultados sdo corroborados por XAVIER et al. (2006) e
SOLANO-GALLEGO et al. (2001 e 2004) que sugerem que a PCR de pele seja
mais sensivel no diagndstico precoce e na deteccdo de niveis residuais da
Leishmania, quando comparada a outras técnicas como a de imuno-histoquimica.

A PCR representa uma técnica altamente sensivel e especifica (CORTES
et al., 2004), entretanto, sua limitagdo para uso em inquéritos epidemiolégicos se
fundamenta no custo, disponibilidade de reagentes, equipamentos e pouca
adaptabilidade do método ao campo (ALVES e BEVILACQUA, 2004).
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7.0 Conclusoes

A densidade parasitaria na pele esta relacionada com o modelo de infec¢ao
utilizado, uma vez que valores significativamente reduzidos foram observados nos
caes experimentalmente infectados quando comparados aos dos naturalmente

infectados;

O padréo inflamatério na pele, contrariamente a sua intensidade, nao deve
ser utilizado como caracteristica patognomoénica da infeccao pela L. chagasi, uma
vez que nos caes naturalmente infectados foi observado o mesmo padréo descrito
nos experimentalmente infectados, como também, nos caes controle, porém com

intensidade significativamente mais elevada;

O encontro de significativa carga parasitaria nos caes assintomaticos,
residentes da area central de Belo Horizonte, remete a seu potencial papel na
epidemiologia da LV;

A microscopia Optica mostrou-se tdo sensivel quanto a morfometria na

quantificacdo das formas amastigotas de Leishmania na pele;

A correlagdo entre a ocorréncia de lesdes inflamatorias na pele, associada
a presenca de formas amastigotas de Leishmania, com o quadro clinico do céo,
nao esta relacionada com o modelo de infecgao utilizado, visto que tanto nos
animais naturalmente quanto nos experimentalmente infectados essa correlacédo

foi fraca.
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Anexos

Anexo A

Protocolo A — Reacao de imonofluorescéncia indireta (RIFI)

Os soros obtidos dos caes naturalmente infectados por Leishmania chagasi
foram submetidos a Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a
deteccdo de anticorpos IgG segundo a técnica descrita por CAMARGO (1964),
com as seguintes modificacoes: para a obtencao do titulo desejado, os soros a
serem testados foram diluidos na razdo de um para dois, a partir de 1:40, em
PBS. Foram colocados 25ul da solucao obtida sobre cada regido demarcada de
uma lamina, na qual foi previamente fixado o antigeno, constituido por formas
integras de promastigotas de L. chagasi, cepa MHOM/BR/1967/BH46. Apds a
incubagdo das ldminas em camara Umida, por 30 minutos em estufa a 37°C,
essas foram lavadas com PBS, cobertas com o mesmo por cinco minutos,
lavadas em agua destilada e secas sob ventilagao artificial (Ventilador Britania
B20, Brasil). Posteriormente, em cada regido demarcada da lamina foram
acrescentados 25ul do conjugado, diluido a seu titulo, em azul de Evans (EVANS
BLUE®, Sigma Aldrich, EUA) a 1/5000, sendo esse previamente preparado em
PBS Tween (Tween® 80, Merck, Alemanha) a 2%. O conjugado utilizado (Bethyl
Lab. Inc., EUA), marcado com lIsotiocianato de Fluoresceina, foi especifico anti-
IgG de cdo. Seguiram-se nova incubagao, lavagem e secagem. A lamina foi,
entdo, coberta com glicerina tamponada e laminula e a leitura procedida em
microscopio de luz ultravioleta (Olympus BX 41®, Japao). Soros sabidamente

positivos e negativos foram usados na mesma lamina como controle da reagao.
Solucoées para realizacao da RIFI

e Solucao de Tampao Fosfato (PBS) pH 7,4
Na,HPO, (Merck, Alemanha) 1,209

NaH,PO, . H.O (Merck, Alemanha) 0,229
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NaCl (Merck, Alemanha) 8,59

H,O destilada g.s.p. 1000ml

e Solucao de Azul de Evans 1:100

Azul de Evans (Sigma) 0,19 0,05¢g 0,025¢g
H.O destilada q.s.p. 10,0ml 5,0ml 2,5ml
Azul de Evans 50ul

PBS - Tween 80 a 2% 2950yl

e Glicerina tamponada

Glicerina P.A. (Merck) 75ml
Salina Tamponada 25ml
(especial)

Salina Tamponada (especial)
Solucao 1
0,1M Na,HPO,.7H,O 0,268g/0u.2H,0O 0,178g

Solucéo 2
0,1M NaH,PO, x H,O 0,138g
Em 10 ml de 4gua destilada

Tomar 9,45ml da solucao 1, adicionar 0,55ml da solugédo 2 dando um pH8,0.

Protocolo B — Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A deteccao de anticorpos IgG especificos anti-Leishmania, nos soros
obtidos, foram realizados pelo método de ELISA de acordo com a técnica descrita
por VOLLER et al. (1979), com modificagbes: Os antigenos utilizados foram
produzidos a partir de formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) chagasi
cepa MHOM/BR/1967/BH46. Essas foram centrifugadas a 250g (Hermle Z 323K,
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Alemanha), por dez minutos a 4°C, ressuspendidas em PBS e submetidas a
ruptura por ultra-sonografia a 25m por 45 segundos, cinco vezes (BRANSON
1510®, Branson Ultrasonics Co., EUA). A quantidade de proteina obtida foi
dosada através do método de Lowry (LOWRY et al.,1951), sendo armazenada a -
20°C em aliquotas até o momento do uso. Antes da implementagdo do ensaio
imunoenzimatico, nas amostras a serem testadas, realizou-se padronizacao do
conjugado, uma vez que a concentracao ideal de antigeno e diluicdo dos soros ja
estava padronizada. A diluicdo 6tima do conjugado, anti-lgGT-cao obtido a partir
de soro imune de coelho (Sigma/USA - A6792), foi obtida por titulagdo em bloco,
a partir de um “pool” de soros de caes parasitologicamente positivos para LV e um
“pool de soros de caes negativos, provenientes de area nao endémica para LV.”
Os soros foram diluidos 1/400, dispostos em triplicatas e o conjugado submetido a
sucessivas diluicdes, iniciando-se 1/200 e terminando 1/204800. A partir dos
resultados absolutos das absorbancias, a 492nm, das triplicatas de cada diluicao
do conjugado obteve-se a média. Para cada diluicao, foi calculada uma razéo
entre os valores de absorbancia dos soros positivos e dos soros negativos. Assim,
o titulo ideal foi escolhido como sendo o valor mais elevado, ou seja, quando
houvesse distingao mais fidedigna entre soro positivo e soro negativo.

Foram utilizadas microplacas de polietileno (Falcon®, BD Lab., USA) de 96
orificios e fundo plano. Cada orificio das microplacas foi sensibilizado com 2ug do
antigeno diluidos em 100ul de tampao carbonato, seguindo-se um periodo de 24
horas para permitir que o antigeno se adsorvesse as paredes de cada orificio.
Apos a sensibilizagdo, o excesso de antigeno foi retirado através de lavagem da
placa, por uma vez, com solucao de lavagem. A solucéo para blogqueio de sitios
inespecificos foi adicionada, na ordem de 150ul por orificio, seguindo-se
incubacgéo por 30 minutos a 37°C. O excesso de solugdo tampao de bloqueio foi
retirado por duas lavagens sucessivas. Os soros foram diluidos em tampéao de
incubacao. Foi aplicado 100ul da solug&o diluida em cada orificio, sendo utilizada
a diluicdo 1:400. Seguindo-se incubagio por 45 minutos a 37°C e retirada do
excesso do soro diluido por uma série de cinco lavagens. O conjugado foi diluido
a seu titulo e 100pl dessa diluicado foi acrescentada em cada orificio. Apés nova
incubacgéo por 45 minutos a 37°C, o excesso de conjugado foi retirado por nova
série de cinco lavagens. A solucdo do substrato foi entdo preparada e 100l
acrescentados em cada orificio. A reagdo ocorreu por 10 minutos a 37°C, quando
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foi interrompida pela adigdo de 25ul de H,SO4 4N (Merck, Alemanha) em cada
orificio. Em qualquer etapa, apds cada lavagem, as placas foram secas por
inversdo sobre papel absorvente. As leituras das reag¢des foram realizadas em
leitor de ELISA (BioRad. Modelo 550, Brasil) a 492nm. Os resultados expressos
em valores de absorbéancia. Para cada placa o ponto de corte foi estabelecido a
partir da média dos valores de absorbancia dos soros dos cades de area nao
endémica, adicionada de trés vezes o desvio padrdo. As solucbes para a
execucao da técnica estao descritas a seguir:

e Solucao de Tampao Fosfato (PBS) pH 7,6

NaHPO4(Merck) 3,30g ou 4,136g x 2 H,O
NaH,PO, x H,O (Merck) 0,39g ou 0,3215¢g x 2 H,O
NaCl (Merck) 21,259 (17g/2litros)

H-O destilada g.s.p. 2,5 litros

e Tampao Carbonato (Coating Buffer)

Na,CO; (Merck) 1,599
NaHCO; (Merck) 2,939
H.O destilada g.s.p. 1 litro

Viavel por 15 dias a 4°C.

e Solucao de Lavagem

NaCl (Merck) 99

Tween 20 (Merck) 0,5ml

H.O destilada g.s.p. 1 litro
Manter a 4°C

e Tampao de Bloqueio
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PBS pH 7,6 1000ml

Caseina (Sigma, Alemanha) 20g

Aquecer o PBS a aproximadamente 90°C, adicionar a caseina lentamente, agitando com

bastdo. Filtrar. Conservar a -20°C.

e Tampao de Incubacao
PBS pH 7,6 1000ml
Tween 20 0,5ml

Caseina (Sigma, Alemanha) 2,5¢g

Aquecer o PBS a aproximadamente 90°C, dissolver a caseina e colocar o Tween.

Conservar a -20°C.

e Tampao do Substrato ou Tampao do Acido Citrico
Na,HPO, 7,19g ou 9,012g x 2 H,O
CeHsO7. H,O (Acido Citrico) (Merck) 5,199 ou 5,7g x 2 H.O

H,O destilada 1 litro

e Solucao do Substrato
Orto-phenyledamidina (Sigma® Aldrich, EUA) 10mg
H.O, (30V) 4l
Tampéao do Acido Citrico 10ml

Preparar na hora do uso

e H2S014N
H2SO4concentrado (Merck)  480ml

H=0 g.s.p. 1000ml

92



Protocolo C - Hematoxilina e Eosina

Solucoes:

Hematoxilina de Harris

Eosina

Xilol

Alcool 70, 80, 90 e 100%

Agua corrente
Técnica:

As laminas foram desparafinadas em xilol por 10 minutos. Em seguida
foram hidratadas em solugdes de alcoois decrescentes (100, 90, 80 e 70%) e
lavadas em &gua corrente por cinco minutos. Logo apéds, foram coradas em
hematoxilina por 50 segundos e novamente lavadas em agua corrente por 20
minutos. Em seguida foram coradas pela eosina por um minuto e meio e entéo
banhadas em agua corrente, desidratadas em solucdes de alcool crescente (70,
80, 90, 100%) e posteriormente diafanizadas em xilol e montadas com Entelam™.

Protocolo D — Dominici

Solucoes:

Solugéo de Fucsina-Laranja G:

Fucsina acida 29
Laranja G ou Eosina amarela (Y) 29
Agua destilada q.s.p. 400ml
Solucao de Azul de Toluidina:
Azul de Toluidina 0,59
Alcool 60 e 95° 20ml
Agua destilada 8oml
Técnica:

As laminas foram desparafinadas em xilol por 10 minutos. Em seguida
foram hidratadas em solucdes de alcoois decrescentes (100, 90, 80, 70%) e
lavadas em agua corrente por cinco minutos. Logo apés, foram lavadas em agua
destilada e coradas pela Fucsina-Laranja G em rapido mergulho (20 segundos),
lavadas rapidamente em alcool 60% e coradas pelo azul de toluidina em rapido
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mergulho (20 segundos). Lavadas rapidamente em alcool 60% novamente. Foram
entdo diferenciadas em alcool 95° até o corte se tornar vermelho. Em seguida
foram desidratadas rapidamente em alcool absoluto e colocadas no xilol por cinco
minutos e montadas com Entelam™.
Analise:

Azul: granulos de mastocitos

Vermelho/ roxo: outros tecidos

Laranja brilhante: granulos de eosinéfilos

Lilas palido: granulos de neutréfilos.

Protocolo E - Imuno-histoquimica

A marcacdo de formas amastigotas de Leishmania foi realizada pela
técnica da imuno-histoquimica (TAFURI et al, 2004), na pele.
Solucoes:

Solucdes de Perdxido de Hidrogénio: Duas solugbes foram preparadas:
uma para o bloqueio da peroxidase enddégena composta de peréxido de
hidrogénio 30 volumes a 4% e outra para a revelacdo que consistia de peréxido
de hidrogénio 40 volumes a 0,16%.

Solucdo Reveladora de Diaminobenzidina: A solucédo foi preparada com
Diaminobenzidina (DAB) a 0,024%, acrescida da solugdo de peroxido de
hidrogénio descrita anteriormente.

Solucdo Tampao Fosfato Salino (PBS — “Phosphate Buffer Saline” — pH
7,2, 0,01M): entre as etapas da técnica, essa solucao foi utilizada para lavagem
das laminas com banhos consecutivos de cinco minutos cada.

Bloqueio de sitios inespecificos: foi utilizada solucao de leite desnatado a
6% diluido em PBS.

Anti-soro e Anticorpos monoclonais (anticorpo primario): para a deteccao
de formas amastigotas de Leishmania nos tecidos, utilizou-se um soro de céo
naturalmente infectado na diluicdo de 1:100.

Anticorpo secundario: foi utilizado o anti-soro de cabra anti-camudongo e
coelho biotinilado da DAKO (LSAB 2 System, Peroxidase — K0675).

Peroxidase complexada em estrepto-avidina da DAKO (LSAB 2 System,
Peroxidase — K0675).
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Técnica:

Laminas provenientes de blocos parafinados foram inicialmente
desparafinadas em duas diferentes solu¢des de xilol por 15 minutos em cada;

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito adicionando-se ao banho de
PBS o peroxido de hidrogénio (30 volumes) a 4%, 30 minutos a temperatura
ambiente.

Para o bloqueio das reacdes inespecificas adicionou-se leite desnatado 6%
e as laminas foram incubadas em camara Umida por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Para formas amastigotas foi utilizado como anticorpo primario o soro de
cao naturalmente infectado na diluicdo de 1:100 em quantidade suficiente para
cobrir os fragmentos. As laminas foram entdo incubadas em camara umida por 18
horas a 4°C.

Adicao do anticorpo secundario e incubacdo em camara Umida por 30
minutos a temperatura ambiente.

Emprego da estreptoavidina-peroxidase e incubacdo por 30 minutos em
camara umida a temperatura ambiente.

Revelagdo da peroxidase com a solucdo reveladora com peréxido de
hidrogénio por cinco minutos a temperatura ambiente.

Lavagem das laminas em agua corrente e contra-coloragdo com
hematoxilina de Harris por trés segundos.

Banho de 10 minutos em agua corrente.

Desidratacao nos alcoois crescentes (70% ao absoluto), diafanizacao em
xilol e montagem com balsamo Entelam™.

Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um
positivo. O controle negativo foi feito utilizando PBS, no lugar de soro de céo
infectado, na diluicdo de 10%. O controle positivo foi feito utilizando-se uma
lamina com corte histolégico de 6rgaos de caes naturalmente infectados com alto

parasitismo.
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Protocolo F — Good Pasture

O método de coloracdo para a visualizacdo de bactérias no tecido foi
iniciado com a desparafinizacdo das laminas. Em seguida essas foram coradas
pela fucsina fenicada — anilina por dez minutos, lavadas em agua destilada por
trés minutos, tratadas pelo aldeido férmico por trés minutos e entdo lavadas e,
agua destilada por cinco minutos. As laminas em seguida tratadas com &cido
picrico por cinco minutos e lavadas em agua corrente por trés minutos. Foram
tratadas pelo alcool 95% até que ele ficou totalmente transparente (sem corante).
Em seguida foram lavadas em agua corrente por trés minutos. As laminas foram
coradas pelo violeta cristal-anilina corrente por trés minutos e lavadas pelo lugol
por um minuto e depois lavadas em agua corrente por trés minutos, desidratadas

em alcool e montadas em balsamo.

Corantes e Solucoées:

Fucsina basica fenicada-anilina

Fucsina 0,599
Fenol iml
Oleo de anilina 1ml
Alcool 30% 100ml
Lugol

lodeto sublimado 19
lodedo de potéassio 29
Agua destilada 100ml

Violeta cristal-anilina
Violeta cristal sol. aq. 2% 27ml
Junte 3ml da solucao:
Alcool absoluto 33ml
Oleo de anilina 9ml
Violeta cristal para saturacao
Acido picrico sol. ag. saturada
Dissolva a quente 1 a 1,5g de acido picrico e
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100ml de agua destilada. Deixe esfriar e filtre
no dia seguinte

Resultados:
Azul: bactérias Gram-positivas
Vermelho: bactérias Gram-negativas

Purpura-vermelho: outros elementos

Protocolo G - Gelatina Especial

Para o preparo dessas laminas, elas devem estar limpas. Enquanto se
prepara a solucao de gelatina, deixe-as em agua destilada. Preparo da solucéo:
aquecer a agua destilada e acrescentar a gelatina deixando-a dissolver. Uma
sugestdo é usar o agitador magnético com aquecimento. Adicionar o alimen
crdmico, obtendo uma solugdo verde-azulada. Filtrar a solugdo ainda morna,
retirar as laminas da 4gua destilada, deixando-as na solugédo de gelatina por 30
minutos. Escorrer bem e secar por 24 horas, cobertas. Apds esse periodo, as

laminas estdo prontas para serem usadas ou guardadas.

Solucao:
Gelatina 109
Sulfato de cromo Il de potéssio 19

(Alimen crémico)

Agua destilada aquecida 2000ml

Protocolo H - Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A extracdo do DNA das amostras dos fragmentos de pele incluidos em
parafina foi realizada utilizando o “DNA ISOLATION KIT ®” (Gentra, EUA)
seguindo instrucées do fabricante com algumas modificacées. Os fragmentos
foram cortados em capela de fluxo laminar 72 previamente descontaminada pela
acao da luz ultravioleta, com auxilio de uma lamina de barbear inoxidavel estéril —
uma lamina para cada bloco de parafina. Com um dos lados da lamina foram

retirados e descartados fragmentos da superficie do bloco a fim de evitar
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contaminag¢des. Com o outro lado cortante da lamina foram retirados fragmentos
do material a ser utilizado para extracédo. Apds a remocgao do excesso de parafina
com auxilio da lamina de barbear, cerca de 10mg de tecido foram colocados em
tubo de microcentrifuga de 1,5ml, onde foram triturados com pistilos de polietileno
estéreis (Cienceware®, Bel-Art Products, EUA) moldados para os tubos. Os
fragmentos triturados foram desparafinados com adi¢do de 300ul de xilol (Merck,
Alemanha) em cada tubo. As amostras foram entdo homogeneizadas por cinco
minutos a temperatura ambiente, em movimentos constantes com auxilio de um
homogeneizador automatico (Lab Rotator®, Ames Co.,EUA). A seguir as
amostras foram centrifugadas a 13.000g por trés minutos, para descarte do xilol.
Esse processo foi repetido por mais duas vezes, totalizando trés banhos com xilol.
As amostras foram submetidas a mais duas lavagens com 300ul de etanol 100%
(Merck, Alemanha), em movimentos constantes, por cinco minutos. Seguiram-se
centrifugagédo, a 13.000g por trés minutos e descarte do etanol. Foi adicionado
300ul de solugdo de lise celular (DNA Isolation Kit®) em cada tubo com as
amostras desparafinadas. Nessa etapa foram utilizados os pistilos para comprimir
e homogeneizar os fragmentos no fundo do tubo fazendo-se 50 movimentos
circulares, no sentido horario. As amostras foram incubadas em banho-maria a
65°C por 30 minutos, tratadas com adicdo de 1,5ul proteinase K (15mg/ml)
(Sigma Aldrich, EUA) e homogeneizadas por inversao dos tubos. A seguir, foram
incubadas a 55°C durante a noite e tratadas com 1,5ul RNase (4mg/ml) (Sigma
Aldrich, EUA). Ap6s a adicdo da RNase, os tubos foram homogeneizados por
inversdo e incubadas a 37°C por uma hora. A temperatura ambiente, as amostras
foram tratadas com 100ul solugdo de precipitacdo de proteina (Kit DNA
Puregene®). As amostras foram submetidas a homogeneizagdo com auxilio de
um aparelho vértex para agitacdo (Certomat® MV, B. Braun, Alemanha) por 20
segundos e centrifugacdo a 13.000g por trés minutos. Em seguida o
sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrifuga de 1,5ml contendo
300ul de isopropanol (Merck, Alemanha), homogeneizado cuidadosamente por
inversdao do tubo; centrifugado a 13.000g por cinco minutos; descartou-se o
sobrenadante e foi adicionado 300ul de etanol 70% (Merck, Alemanha) e
centrifugou-se a 13.000g por um minuto, descartando cuidadosamente o

sobrenadante. Apds a secagem completa do tubo a temperatura ambiente, foi
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adicionado ao DNA extraido 20ul de solucéo de hidratacdo (Kit DNA Puregene®),
sendo em seguida estocado a 4°C.

A amplificacdo do DNA através da PCR especifica, o desenho dos
iniciadores da reacao bem como o protocolo da PCR foram realizados como
descrito a seguir: A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador (PTC-
100®, M.J. Research Inc., EUA), utilizando-se o par de iniciadores LV1 e LV2
especificos para o complexo donovani (INVITROGEN BRAZIL, Brasil).

Iniciador Sequéncia Numero de
Nucleotideos

LV1 5 ACGAGGTCAGCTCCACTCC 3 |19

Lv2 5 CTGCAACGCCTGTGTCTACG 3’ | 20

Para a amplificacdo, 15pmol de DNA foi adicionado a uma mistura
contendo 15pmol de iniciador LV1; 15pmol de iniciador LV2; 7ul de “Go Taq®
Green Master Mix”; 3,5ul de H.0 deionizada “nuclease free” (Kit Go Tag® Green
Master Mix, Promega, EUA). Em todas as reag¢des foram utilizados controles
positivos e negativos. Os controles da reagdo para o material da biopsia de pele
de orelha foram: DNA extraido de material de fragmento de pele de orelha
emblocado em parafina de cdo sabidamente portador de LV, DNA extraido de
fragmento de pele de orelha emblocado em parafina de cao negativo para a
doenca. Para a reacdo, foram adicionados 1ng de DNA de L.chagasi, cepa
MOHM/BR/1967/BH46, obtida em meio de cultura e um controle com todos os
reagentes utilizados na reagéo exceto o DNA. A amplificagéo foi realizada a partir
de um passo inicial de desnaturacao por cinco minutos a 95°C; anelamento por 30
segundos a 59°C (ligacao dos iniciadores); extensao a 72°C por trinta segundos e
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, seguidos por 33 ciclos iguais; a extensao
final ocorreu a 72°C por dois minutos. Os componentes da reacao estdo

representados no quadro abaixo.
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Componentes Quantidade

“Go Tag® Green Master Mix™* 7ul
Iniciadores LV1 e LV2 1,5ul de cada — 10pmol/ul
DNA extraido 1,5ul

Nk

H20 “nuclease free™ qg.s.p. 15ul

* Kit Go Tag® Green Master Mix (Promega, EUA)

Os produtos amplificados pela PCR foram analisados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 5% (Sigma Aldrich, EUA) n&o desnaturante
em TBE (89mM TRIS-BORATO, 2mM EDTA, pH 8,0) por aproximadamente duas
horas ou até que o corante xileno-cianol utilizado no marcador de peso molecular
tivesse percorrido dois centimetros. Foi utilizado como marcador de peso
molecular de 100pb (Promega, EUA). Foram aplicados 4ul do produto amplificado
por canaleta, que foram submetidos a uma tensdo de 120 volts. Apds a
eletroforese, os fragmentos amplificados, foram visualizados por coloragédo pelo
nitrato de prata (Synth, Brasil) segundo técnica descrita por SANTOS et al.
(1993), com modificacées. O gel foi fixado a temperatura ambiente por cinco
minutos em solugédo contendo 10% de etanol absoluto (v/v) (Merck, Alemanha) e
0,5% de acido acético (v/v) (Merck, Alemanha), seguida de incubacao por 5
minutos em 150ml| de solucdo contendo 0,7% de nitrato de prata (p/v) (Synth,
Brasil), e de nova incubacao com uma solugao reveladora contento 3% de NaOH
(p/v) (Merck, Alemanha) e 0,1% de formaldeido 37% (v/v) (Merck, Alemanha), por
10 minutos ou até o aparecimento das bandas, sempre sob agitacdo suave (Orbit
Shaker ®, Lab-Line, EUA). Posteriormente o gel foi transferido para a solucéo
fixadora e documentado por fotografia para andlise. A contaminacdo da reacao
por amplicons foi evitada pelo uso de diferentes ambientes para o processamento
das amostras, além dos processos rotineiros de descontaminacdo das areas de
trabalho.
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Anexo B

Protocolo CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 180/2006, relativo ao projeto intitulado “Analise
histoidgica e morfoméirica da inflamacio cronica de pelfe de cies natural e
experimentalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi’, que
tem como responsavel Wagner Luiz Tafuri , estd de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacio Animal, adotados pelo Comité de Eticz em
Experitnentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado ra reunido de 4/
04/2007.

Este certificado expira-se em 4/ 04 / 2012.

CERTIFICATE -

We hereby certify that the Protocol n® 150/2008, related to the project entitled
“Histological and morphometirical analyses of tfie chronic inflammatory
reaction of skin biopsies of dogs naturally and experimentally infected
with Leishmiania (Leishmania) chagasi’, under the supervision cf Wagner Luiz
Tafuri, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted hy the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in April 4, 2007.

This certificate expires in April 4, 2012.

Belo Horizonte, 11 de Abril de 2007.

(i

Prof. Humberto Pereira QEvéira
Presidente do CETEA/UORMG

Universidade Federal de Minas Garais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Fampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Saia 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-451i6
www.ufma.bribioeticalcetea - cetea@prpg.ufimg.br
{Mod.Cert. v1.0}
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