FERDINAN ALMEIDA MELO

ALTERACOES DA MATRIZ EXTRACELULAR DO FIGADO, BACO E
LINFONODOS CERVICAIS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM

Leishmania (Leishmania) chagasi

BELO HORIZONTE

Setembro 2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE ANATOMIA PATOLOGICA E MEDINA LEGAL

TESE DE DOUTORADO

ALTERACOES DA MATRIZ EXTRACELULAR DO FIGADO, BACO E
LINFONODOS CERVICAIS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM

Leishmania (Leishmania) chagasi

BELO HORIZONTE

Setembro 2008



FERDINAN ALMEIDA MELO

ALTERACOES DA MATRIZ EXTRACELULAR DO FIGADO, BACO E
LINFONODOS CERVICAIS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM

Leishmania (Leishmania) chagasi

Tese apresentada ao curso de Pds-Graduagdo em
Patologia da Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito para obtencdo do grau de Doutor em

Patologia.

Area de concentracdo: Patologia Geral

Orientador: Prof. Dr. Wagner Luiz Tafuri.

Co-orientadora: Prof. Dra. Katia da Silva Calabrese

Belo Horizonte
Faculdade de Medicina — UFMG

2008



M528a

Melo, Ferdinan Almeida.

Alteragbes da matriz extracelular do figado, bago e linfonodos
cervicais de cées naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania)
chagasi [manuscrito]. / Ferdinan Almeida Melo. - - Belo Horizonte: 2008.

101f.: il.

Orientador: Wagner Luiz Tafuri.

Co-orientadora: Katia da Silva Calabrese.

Area de concentracdo: Patologia Geral.

Tese (doutorado): Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de
Medicina.

1. Leishmaniose/patologia. 2. Matriz Extracelular. 3. Dissertagdes
Académicas. |. Tafuri, Wagner Luiz. Il. Calabrese, Katia da Silva. lll.
Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de Medicina. IV. Titulo

NLM: QX 70




FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte — MG - CLP 30.130-100
Fone: (031) 34099641 FAX: (31) 3409.964()

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de FERDINAN ALMEIDA
MELO, n° de registro 2005205138. As quatorze horas do dia vinte e seis de
setembro de dois mil e oito, reuniu-se no Instituto de Ciéncias Biologicas
da UFMG, a Comissdo Examinadora de tese indicada pelo Colegiado do
Programa de Pos-Graduac&o em Patologia, para julgar, em exame final, o

trabalho intitulado:“ALTERACOES DA MATRIZ EXTRACELULAR DO FiGADO,
BACO E LINFONODOS CERVICAIS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM

LEISHMANIA (LEISHMANIA) CHAGASP’, requisito final para a obtencdo do grau
de Doutor em Patologia, pelo Programa de Pés-Graduagao em Patologia - Area
de Concentragcdo em Patologia Geral. Abrindo a sessdo, o presidente da
comissao, Prof. Wagner Luiz Tafuri, apés dar a conhecer aos presentes o teor
das normas regulamentares do trabalho final passou a palavra ao candidato
para apresentacao de seu trabalho. Seguiu-se a argui¢ao pelos examinadores
com a respectiva defesa do candidato. Logo apds, a comiss&@o se reuniu sem a
presencga do candidato e do plblico para julgamento e expedi¢do do resultado
final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof. Wagner Luiz Tafuri/Orientador Instituicdo: UFMG Indicacéo:m_\/gﬂg
Profa. Katia da Silva Calabrese/Co-orientadora  Instituigdo: FIOCRUZ/RJ Indicagao: WO
Profa. Ana Lucia Abreu Silva Instituicao: UEMA Indicagdo: g Vaninjn
Profa. Marlene Isabel Vargas Viloria Instituicao: UFV Indicacdo: APROYAD D
Profa. Marilene Suzan Marques Michalick Instituig&do: UFMG Indicagéo:_APKO VAU
Prof. Marcelo Vidigal Caliari Instituicdo: UFMG Indicagao: A 0po

Pelas indicag6es, o candidato foi considerado M

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo presidente da
comissao. Nada mais havendo a tratar, o presidente encerrou a reunido e
lavrou a presente ATA, que sera assinada por todos os membros participantes
da comissdo examinadora. Belo Horizonte, 26 de setembro de 2008.

Prof. Wagner Luiz Tafuri/Orientador 5 Q! g{;& “JV‘\ ;”\ -

Profa. Kétia da Silva Calabrese %’Mi@ﬁ s q d

Profa. Ana Lucia Abreu Silva A2 { v N ey &

CAA

Profa. Marlene Isabel Vargas Viloria }P/
Profa. Marilene Suzan Marques 'chaliclc/ : )1“ A
Prof. Marcelo Vidigal Caliari - ,l 4/ !

Prof. Wagner Luiz Tafuri/Coordenador \M()&\ &“’\ K; b‘&“’\

PROF. WAGNER LUIZ TAFUR ~—

. coordenador do Programe d¢ Pée-Graduaciio em Psicloghs
Feculdade de Medicina/UFMG '

Obs.: Este documento no tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador.




FACULDADE'DE MEDICINA N
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Profl. Alfredo Balena 190/sala 533
Belo Horizonte — MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

DECLARACAO

A comissdo examinadora abaixo assinada, composta pelos professores
doutores: Wagner Luiz Tafuri, Katia da Silva Calabrese, Ana Lucia Abreu Silva,
Marlene Isabel Vargas Viloria, Marilene Suzan Marques Michalick e Marcelo
Vidigal Caliari, aprovou a defesa da tese intitulada: “ALTERACOES DA
MATRIZ EXTRACELULAR DO FiGADO, BACO E LINFONODOS
CERVICAIS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM
LETSHMANIA (LEISHMANIA) CHAGASI” apresentada pelo doutorando
FERDINAN ALMEIDA MELO para obtencdo do titulo de Doutor em
Patologia, pelo Programa de Pés-Graduagdo em Patologia - Area de
Concentracao em Patologia Geral da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais, realizada em 26 de setembro de 2008.

Prof. Wagner Lw
Orientador

CXEE&P l'.‘ '
Profa. Katia da Silva Calabrese
Co-orientadora

gL
Profa. Ana Lucia Abreu Silva

Profa. Marleyf Isabel V

w/]

Profa. Manlene Suzan Margues Michalick

4 F?;\/-/ ;//Zr

of. Marceld Vidigal Caliari



Aos meus paris,

Domingos Melo e Zulmira Melo

A Weverton Marcos Sampaio

“tn memoriam”

A professora Dra. Ana Margarida Miguel Ferreira Nogueira

“tn memoriam”



""Hz homens que lutam um dia e sdo bons.

Hi outros que lutam um ano e sio melhores.
Hi os que lutam muitos anos e sio muito bons.
Porém, hi os que lutam toda a vida.

Esses sdo os imprescindiveis. "

Bertolt Brecht



AGRADECIMENTOS

A Deus.

Aos meus pais, irmaos e familiares pelo apoio, compreensdo e carinho de sempre.
A Arina Ribeiro, com todo carinho.

A Eliane Perlatto e familia, uma irma que ganhei em Minas... Cintia Alves, Ranl Ribeiro,
Wanderson Lima, Felipe Cosenza que fizeram parte da equipe de trabalho nessa longa e drdna
Jornada. Hoje, amigos pra toda a vida.

Ao professor Wagner Tafuri, meu orientador, meu amigo. Agradeco pela amizade, oportunidade e
confianga com a qual me recebeu para o Doutorado. Agradeco pelos conselbos, ensinamentos, pelos
valiosos momentos que proporcionon a toda familia NIPE, ao abrir as portas de sua casa, de sua
Sfamilia. Ao senbor, o men muito obrigado.

A minba Co-orientadora Dra. Katia da Silva Calabrese por todo apoio, amizade, incentivo ¢
confianga desde o inicio do doutorado.

Ao Prof. Washington Luiz Tafuri, pelo exemplo de vida.

A Fernando Andrande e Hélio Martins e familiares, mens amigos-irmaos. Juntos enfrentamos as
batalhas da vida, desde a Graduagao e agora na Pds-Graduagio. Sem eles, com certeza, ndo seria

nada facil. Obrigado pelo apoio e amizade.

A Maria 1eticia, Sandra Monra, Maria Noviello, Marta Figueiredo, Vanessa, Luana
Dounrado, Clindia Brant, Silvia Cangussu, Isabel, Carolina, Leticia, Mirna, amigos da Pds-
Graduagao e do laboratirio que tornam o dia-a-dia de trabalbo mais alegre. Jamais esquecere
V0Cés.

Ao Departamento de Pds-Graduagio em Patologia, da Faculdade de Medicina.

As funciondrias do Departamento de Patologia/ ICB, sempre prontas a nos ajudar: Regina,
Vania, Olinda e Jaqueline, obrigado pela amizade.

Aos amigos da Fiocruz-R]: Dr. Sylvio Celso Gongalves da Costa, Celeste Souza, Luiz Otdvio,
Flavia.

Aos amigos Talmir Quinzeiro, Lilian Jorddo, Frankmar Fonseca, Emizael Angelo, Priscilla
Sherloski, Patricia Santana, Fabricio Oton.

Aos professores da Pds-Graduagio em Patologia Geral/ ICB do Departamento de Anatomia
Patoldgica ¢ Medicina legal da Faculdade de Medicina/ UFMG. Em especial a professora Dra.

Ana Margarida Nogueira “in memoriam’”, uma mulber brilhante, de fibra que transpirava a

dignidade de sen trabalho.

As professoras Dra. Denise Carmona Cara Machado ¢ Dra. Rosa Arantes, pelo convivio,
amizade e ensinamentos constantes.

Ao CNPg e EFAPEMIG pela bolsa concedida.
A Universidade Estadual do Maranhio — UEMA

Aos amigos da Universidade Estadual do Maranhao pelo apoio e amizade: Professora Dra. Ana
Liicia Abreu Silva, Professor MSc.José Gomes Pereira, Professor MSe. Clandio 1uis Nina



Gomes, Professora Dra. Maria Ineg Silva, Professor Dr. Hamilton Santos, Professor Dr. Fabio
Henrigue Andrade, Professora Dra. Alcina Carvalho Neta, Professora MSe. Maria do Socorro,
Professor MSe. Hailton Rogeris, Professor MSc. Francisco Carneiro, Iracema Gomes.

Ao professor Dr. Geovanni Dantas Cassali, pela amizade e dedicacao a arte de ensinar.

Ao professor Marcelo V'idigal Caliari pela amizade e pela contribuicao na construgio das macros
para as andlises das imagens.

Aos professores Dr. Anilton César Vasconcelos e Dr. Gregory Thomas Kitten, relatores da minha
qualificacdo, pelos ensinamentos e conselhos dados para o aprimoramntos desta pesquisa.

Ao professor Dr. Hélio Chiarini-Garcia pelo auxilio na confeccao das pranchas ¢ pela
aprendizagen.

A Everton Carvalho “in memorian”.

Ao men grande amigo Weverton Sampaio “in memoriam” que partin deixando uma imensa
sandade.

A todos que contribuiram direta on indiretamente para realizagio deste trabalho.

Obrigado!

Ferdinan Almeida Melo



INDICE

1. INTRODUGAO. ... .ottt ettt en et 01
1.1, LeiShMaNIOSES. ......ccoiiiiiiie e 01
1.2. Leishmaniose Visceral Humana (LVH)........cccooiiiiiiee e 03
1.3. Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ........cccceeiiiiiiiieiiiiece e 04

1.3.1. Aspectos clinicos e patoldgicos da LVC..........cccccceeviiiiiniiiiiiiiee i, 06
1.4. Interagéo Leishmania hospedeiro vertebrado............ccccccceeeeeiiiiiiiiiiiinnnen, 08
1.5. Alteragdes da Matriz Extracelular (MEC) .........ccccoviiiiieiiiiiie e, 10

1.5.1. Sistema COIAGENO0........uuiiiiiiiiie e e e 14

1.5.2. Fibronectina (FN) ......ceoiiiiiiii e 16

R TG T = o o 11 o T = (N 18

2. OBUIETIVOS. ..ottt e e e e e e e e e e e e 20
2.1, ObJEtIVOS GEIAIS. .....ouviiee ettt 20
2.2. Objetivos ESPECIfiCOS........cciiiiiiiiiiiiiiiic e 20

3. MATERIAL E METODOS........coviiitiieecteeeeeeeeiete st eeeee et enenesaseaans e eaene e 21
3.1. Aprovacéo do Comité de Etica em Experimentagdo Animal....................... 21
3.2, ANIIMAIS. ...ttt e s e e e e 21

3.2.1. Critérios de inclus@0 N0 €StUdO...........cceeiiiiiiiiie e 21
3.3. Grupos EXperimentais.........cccuviiiiiiiiiiiiciiiiec e 21
3.4. Coleta e processamento histologico do material..........cccccceeeeviiiiiicciiiiiennnn. 22

3.4.1. PUNGa0 de Medula OSSa........cuuviiieeeiiiiiiiiiieeeee e 22

3.4.2. Eutanasia dos animaiS...........covceviriiieiiec e 22

3.4.3. Coleta de fragmentos dOS Orgaos.........ccoocveveeiiiiiiieeniiiieee e 23

3.4.4. Avaliacao histopatoldgica dos Orgaos.........c.coccuvveviiiiiiiiiiniiiieee e 23

3.4.5. Técnica da hematoxilina-Eosina (H&E) ..o, 24

3.4.6. Avaliacao da densidade de parasitos N0S Orgaos...........cccceeevvveeeernnnnn 24

3.4.7.Técnica da estreptoavidina-peroxidase para deteccdo de formas
amastigotas de Leishmania.............cccccviiini i, 24

3.4.8. Caracterizagdo imuno-histoquimica da laminina (LN) e do infiltrado
inflamatério nos drgéos pela técnica da estreptoavidina-peroxidase.... o5

3.4.9. Caracterizagdo imuno-histoquimica da Fibronectina (FN).................... 26
3.5. EStUdO dO COIAGENO. ..o e 28

3.6. Analise morfométrica das fibras colagenas, laminina, fibronectina e da 29

expressao das CR3 POSItIVAS........uuuuriiiirieeiiiciiiiieerr e
3.7. Analise estatistiCa..........ccooiiiiiiiiii 31

4. RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e nn s 32

4.1. Avaliagao clinica dos animais............ccccuuuiiiiiiiiieee e 32

i o =T Lo TSRS OPRRRPIN 33



7 TR Y/ - Tl {0 < To o] o] - T 33

V7 S0 | Tor o T o] o - SRR 35
4.2.3. Avaliagado dos parametros bioquimicos hepaticos ...........ccccccevveeeeennn. 37
4.2.4. Avaliagdo das fibras reticulares hepaticas pela prata amoniacal de
1702 0oy FE PP
39
4.2.5. Correlagao entre o parasitismo hepatico e a deposi¢ao de colageno 41
4.2.6. Avaliacao da laminina (LN) hepatica............occveeeiiiiiiiiiiieeee 42
4.2.7. Correlagao entre a expressao da laminina e o parasitismo hepatico.... 44
4.2.8. Avaliacao da fibronectina (FN) hepatica..........ccccccooviiiiiiiiiiiiice, 45
R T = T Tof o B PO PP POPPTPPPPPPRPPPPR 47
220 Tt TR /= T3 o =Tt o - 1S 47
P23 IZ /| Tor 0 Y=Y o] o - A 48
4.3.3. Avaliagéo das fibras colagenas esplénicas pela Prata amoniacal de
L€ To] 300 4 T PP TTPPRPPN
52
4.3.3.1. Espessura da capsula espléniCa.............ccccuvrriiieiieeeeeeiisccinineeee e
52
4.3.3.2. Correlagao entre o parasitismo esplénico e a espessura da capsula
O DAGO. .. 53
4.3.3.3. Deposicao de colageno no parénquima esplénico............ccoccvveeernee. 54

4.3.3.4. Correlagdo entre o parasitismo esplénico e a deposicido de
colageno no parénquima eSpPIeniCo.........ccuuueiiieiiiiiiiiiiiiieeeee e,

56
4.3.4. Avaliagdo da laminina (LN) eSplénica...........ccccvveiiiiiiieiiiiiiiee e 57
4.3.4.1. Correlagdo entre a expressdo da laminina e o parasitismo
ESPIENICO.....ci i —————— 59
4.3.5. Avaliagao da Fibronectina (FN) esplénica............ccccoovvcivviiiiiieeieeee i 60
N S I 0} (oY [o Yo Ko T X =T A/ o= H T 62
3 N TV =Tl {0 XYoo o - 1 PSSR 62
VS S /| Tor o T o] o - SRR 63
4.4.3. Avaliagao das fibras colagenas dos linfonodos cervicais pela Prata
YN aToTalF=Tor= 1Mo (S € o] 0 0 (o] o T
67
4.4.3.1. Correlagdo entre o parasitismo do linfonodo cervical e a
deposiCao de COlAGENO.......ccuvviiiiiiiiiiiiiieeee e 69
4.4 4. Expressao da Laminina (LN) no linfonodo cervical.........cccccccooeinnne 71
44.4.1. Correlagédo a expressdo da laminina (LN) e parasitismo no
[TaY o) aTeYe [l oT=Y AV [eT= | FE
73
4.4.5. Avaliagao da Fibronectina (FN) nos linfonodos cervicais...................... 74
4.4.6. Caracterizagao do infiltrado inflamatdrio nos 6rgaos .........cccccceeveeeennn. 76
5. DISCUSSAD. .....coiitieeieeete ettt ettt ettt n et et n et e e st e n e 78
B. CONCLUSOES........coiieeeeeee ettt ettt e et 88

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....ooeeee ettt ee e 89



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico 1. Valores percentuais do numero de animais naturalmente infectados com
Leishmania chagasi (assintomaticos e sintomaticos) que apresentaram sinais
clinicos durante a avaliaga0,,,,,,,,,y,.xxxrrrrrrrrrereereeeereeiiaaiirirrerreereeeaeeesseeseannnrereeees

Gréafico 2. Alteragbes histopatologicas observadas no figado de cdes naturalmente
infectados por L. chagasi, grupos assintomaticos e sintomaticos. Critérios

= o (0] =T [0 1= TSR
Grafico 3. Numero de amastigotas marcadas pela imuno-histoquimica no figado dos
cdes dos grupos assintomaticos e sintomaticos (* p<0,05 Teste T nao
221 =T=To o ) TR PR

Grafico 4. Deposicao de colageno no figado de cdes nos diferentes grupos estudados.
Prata Amoniacal de Gomori, (ANOVA * p<0,0001)......ccoceeeeriiiirreeeiiieee e

Grafico 5. Correlagéo entre o parasitismo hepatico e a deposigéo de colageno no figado
de caes naturalmente infectados com L. chagasi. Pearson (r=0,7124,
[ 01000 1 TR SUR

Gréfico 6. Analise morfométrica da expressao de laminina hepatica pela técnica imuno-
histoquimica caes nos diferentes grupos estudados.............ccccccvvvievieeeeeeennnnnn.

Grafico 7. Correlagdo entre a carga parasitaria hepatica e a expressao da laminina no
parénquima hepatico. (Pearson, r=,04838, p= 0,0068).........cccccccceerriiicrrrrnnnnnn.

Gréfico 8. Analise morfométrica da fibronectina no figado...........cccoviiiiiii i

Grafico 9. Alteragdes histopatoldgicas observadas no bago de cdes naturalmente
infectados, sintomaticos e assintomaticos...........ooovvviiiiiiiiiiiii e

Grafico 10. Numero de amastigotas marcadas pela imuno-histoquimica no bago dos caes
sintomaticos e assintomaticos, (*p = 0,0014 Teste T n&o pareado)...................

Grafico 11. Espessura da capsula esplénica nos grupos estudados. Prata Amoniacal de
Gomori,(*** p<0.001; * P<0.05, Teste T de TUKEY)....ocoeeeeeeeiieiiriiiieieeeeeeeee

Gréfico 12. Correlagdo entre o parasitismo esplénico de caes naturalmente infectados
com L. (L.) chagasi (avaliado por imuno-histoquimica) e a espessura da
capsula do bago (Prata Amoniacal de Gomori)........cccccuuviiiiiiiiieeeee e

Grafico 13. Deposi¢cdo de colageno no parénquima esplénico dos grupos de caes
=TS 10 o F= T o - SRR

Grafico 14. Correlagédo entre o parasitismo esplénico de caes naturalmente infectados
com L. (L.) chagasi (avaliado por imuno-histoquimica) e a deposicédo de
colageno na céapsula do bago (Prata Amoniacal de Gomori)...........ccccceveeeeeee...

Gréfico 15. Analise morfométrica da expressao de laminina esplénica pela técnica imuno-
histoquimica em caes nos diferentes grupos estudados............c.cccccvveveevinnneenn.

Grafico 16. Correlacado entre a carga parasitaria esplénica e a expressao da laminina no
parénquima esplénico. Pearson, r=0,6159, p= 0,0003..........ccccccoiiiiirieeeeerinnnne

Gréfico 17 — Analise morfométrica da expressao de fibronectina esplénica nos diferentes
Lo 0] 0T TSI =S (0 L F=To [0 13

Grafico 18. Alteragdes histopatolégicas observadas no linfonodo cervical de caes
naturalmente infectados por L. chagasi nos grupos sintomaticos e
= RS ) o] g E= 1T 3

32

37

38

41

41

44
44

47

51

51

53

53

56

56

59

59
62

66



Grafico 19.

Grafico 20.

Gréafico 21.

Grafico 22.

Grafico 23.

Gréafico 21.

Numero de amastigotas marcadas pela imuno-histoquimica nos linfonodos
cervicais nos grupo de caes sintomaticos e assintomaticos nao significativos,
(p=0,1767, Teste T NA0 paAr€ado)..........ccccurrrriiiiieeee e e e e

Deposicao de colageno no parénquima de linfonodo cervical (regido cortical e
paracortical) nos diferentes grupos de caes estudados. Prata Amoniacal de
GOoMOTi, (FP=0,0265)........ueeiieeeiiieee e

Correlagao entre o parasitismo dos linfonodos cervicais de caes naturalmente
infectados com L. (L.) chagasi (avaliado por imuno-histoquimica); A -
Deposicado de colageno na regido cortical. B - deposi¢cdo de colageno no

parénquima dos linfonodos cervicais (Prata  Amoniacal de
(€0 490y 1 TSP
Analise morfométrica da expressao de laminina nos linfonodos cervicais de

cdes pela técnica imuno-histoquimica nos  diferentes  grupos
=TS (80 F=To (o F- 7RI

Correlagao entre o parasitismo dos linfonodos cervicais de caes naturalmente
infectados com L. (L.) chagasi e a carga parasitaria. Pearson (r=0,4612,
P=0,0103).. .t

Analise morfométrica da expressao de fibronectina nos linfonodos cervicais
nos diferentes grupos estudados............ocuuiiiiiiiiiiiii i

67

69

70

73

73

76



INDICE DE TABELAS

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

1. Peso relativo (peso do figado/peso corporal) dos figados dos animais dos
grupos assintomaticos, sintomaticos naturalmente infectados com L.
chagasi € grupo CONMIOIE..........coiueiiiieiciiee e

2. Avaliacdo dos parametros bioquimicos e enzimaticos em caes
naturalmente infectados com L. chagasi e animais ndo infectados...............

3. Peso relativo (peso do bago/peso corporal) dos bagos dos animais dos
grupos assintomaticos, sintomaticos naturalmente infectados com
L.chagasi € do grupo CONLrOle............ueeiiiiiiiiiie i

4. Peso relativo (peso do linfonodo cervical/peso corporal) dos linfonodos
cervicais dos caes dos grupos assintomaticos, sintomaticos naturalmente
infectados com L.chagasi e do grupo controle.............cccoiiiiiiiiieini e

33

38

48

63



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Imagens para os comandos mostradas pelo software KS300 para determinacdo da

Figura 2:

deposigdo de colageno no parénquima hepatico. (A) Digitalizacdo da imagem; (B)
Selegdo dos pixels das fibras colagenas; (C) Obtengdo da imagem binaria para
posterior obtencdo da area correspondente ao colageno; (D) Imagem da area
correspondente a0 COIAGENO. .......ouii ittt e e et e e e e eeeeeaeeean

Figado de cdo sintomatico naturalmente infectado com Leishmania (Leishmania)
chagasi (6rgao fixado em formol 10%) Observar superficie irregular caracterizada
por lesbes de coloragdo escura apos fixagcdo, mas que anteriormente eram
brancacentas a fresco (setas brancas). Essas lesdes sao distribuidas difusamente
em todos os lobos, de tamanhos e formas variados, e por vezes promovendo areas
de depressOes NA SUPETTICIE. .....cueiiiiiiii et

Figura 3A-F: Cortes histoldgicos parafinados de figado de cdes naturalmente infectados com L.

(L) chagasi. A e B — Cao assintomatico. (A)- Espago portal com infilirado celular de
plasmaécitos (setas), linfocitos e macréfagos. Notar hepatécitos em degeneragéo
hidropica (cabega de seta). Congestao sinusoidal pode ser observada (CS). , e em
(B) Observar formas amastigotas de Leishmania nos macrofagos (seta larga) e
hepatécitos vacuolizados (células baloniformes) (cabegas de seta). (C) Cao
sintomatico. Granuloma intralobular contendo macréfagos (células epitelidides)
(setas largas), plasmocitos e linfocitos (seta pequena). Hepatocitos com
degeneracao hidrépica (cabega de seta). (D,E)- Cao assintomatico. (D) Presenca de
granuloma intralobular contendo células epitelidides com nucleos alongados ou ovais
(seta larga), linfécitos (seta pequena) e plasmdécitos (cabega de seta), e em (E)
mesmo campo mostrando amastigotas no interior dos macréfagos dos granulomas
(setas). (F)- Cao sintomatico: Notar no campo, células de Kupffer intensamente
parasitadas (setas largas). DB- ducto biliar; LV-vaso linfatico; VP- veia porta; S-
sinusoide; ES-esteatose; C: congestdo. A,C,D-H&E; B,E,F- Estreptoavidina-
peroxidase. Todas as barras =TOUM.......cooiiii i

Figura 4A-F: Cortes histologicos parafinados de figado de caes controle e cdes naturalmente

infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. (A) Cao controle. Observar
delicada trama de fibras colagenas (reticulares) intralobulares delineando os
sinusoOides (setas). (B) Cao sintomatico. Observar fibras colagenas intralobulares
com espessamento marcante (setas). (C,D) Cao assintomatico. (C) Notar fibras
reticulares espessadas partindo do espago porta em diregao ao lébulo evidenciando
os sinusoides. (D) Detalhe da figura anterior mostrando fibras reticulares espessadas
ressaltando os sinuséides. (E) C&o assintomatico: Granuloma intralobular (seta)
mostrando raras fibras colagenas no seu interior (cabecas de seta). (F) Céo
sintomatico: Observar um notavel espessamento das fibras colagenas e por vezes
com enclausuramento de uma Uunica célula (hepatdcito) (setas brancas).
Hematoxilina-Eosina. (VP) Veia Porta; (DB) Ducto Biliar; (S) Sinusdides. Prata
Amoniacal de Gomori. Barras (A,B,D,E e F) = 16um e em (C) = 32um. ....cccoevrvreennn

Figura 5A-F — Cortes congelados de figado de cdes controle e naturalmente infectados com

Leishmania chagasi. (A,B) Céo Controle: Expressdo da laminina em células de
estruturas da regido portal (setas). (C,D): Cao Assintomatico: (C) Presenga de
laminina nas estruturas vasculares e em (D) granuloma com poucas células
positivas para laminina (setas). (E,F): Cao Sintomatico: Presenga de marcagao nos
sinusoides (setas) de forma difusa. No canto direito inferior observar um granuloma
sem marcagdo com amastigotas (seta), e em (F) Notar forte marcagéo da laminina
nos sinusoides. Estrepto-avidina-peroxidase. Todas as Barras = 50 ym......................

Figura 6A-C: Cortes histologicos congelados de figado de caes controle e de caes naturalmente

infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi: (A) Cao Controle:Presenca
discreta de fibronectina no l6bulo hepatico; (B) Céao assintomatico: Marcacao positiva
para fibronectina no Iébulo hepatico. Observar no centro da figura forte marcagéo ao
redor de um ramo de um grande vaso portal; (C) Cao Sintomatico: Marcagéo
exuberante e difusa no Iébulo hepatico. Imunofluorescéncia para deteccdo de
fibronectina Todas as Barras SO=[UM.......cccuuiiiiiiiiiieeiiee e

36

40

43

30

34



Figura 7 — Cortes Histologicos de baco de cades naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi: (A,B,C) Cao Assintomatico: (A) observar capsula espessada
(cabegas de seta), polpa vermelha congesta (setas) e polpa branca reativa,
apresentado foliculo linféide evidente. (B,C) detalhes da figura anterior, sendo em (B)
regido da polpa vermelha contendo macréfagos hipertréficos e vacuolizados, sendo
alguns deles repletos de formas amastigotas de Leishmania (setas). Em (C): detalhe
das células do foliculo linféide (polpa branca reativa). (D) Cdo Sintomatico: foliculo
linféide sem formagdo de centro germinativo e com diminuigdo numérica de
linfécitos, sendo esses substituidos por macréfagos intensamente parasitados por
formas amastigotas de Leishmania (setas). (E,F) Cao Assintomatico: Notar a
presenga de formas amastigotas imunomarcadas na polpa vermelha (setas); e em
(F) observar parasitismo na intimidade da trabécula esplénica (cabegas de seta) e
nos macréfagos localizados no interior da mesma (seta). Presenca de (A-D)
Hematoxilina-Eosina; (E-F) Estreptoavidina-Peroxidase. Barras (A) Barra = 32um ;
(B,C,D,E,F) (Barra = 16um). FL (Foliculo Linféide); PB (Polpa Branca); PV (Polpa
Vermelha); AC (Arteriola Central); TE (Trabécula ESplénica). .........cccccceevririncniennnen.

Figura 8 — Cortes histolégicos parafinados de bago de cées controle e naturalmente infectados
com Leishmania (Leishmania) chagasi:: (A) Cao controle: Observar a espessura de
capsula de acordo com a seta dupla; (B) Cao Sintomatico: Notar um evidente
espessamento da capsula (seta dupla), sendo essa formada por fibras colagenas
(reticulares) espessadas e dispostas em varias dire¢cdes (seta larga). Prata
Amoniacal de Gomori. (A) Barra= 64pum; (B) Barra = 16um. .....cocceveiiiiniiiiieeeee

Figura 9A-D: Cortes histologicos parafinados de baco de caes controle (A) e cdes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi (B,C,D): (A): Cao Controle. Notar
delicada rede de fibras reticulares (setas). (B):Cao assintomatico: Fibras colagenas
mais proeminentes podem ser observadas (setas); (C,D) Cao sintomatico: Fibras
reticulares espessadas e mais evidentes podem ser observadas (setas). Prata
Amoniacal de Gomori. Todas as Barrras = 16HM. ........cccoiiieiiiiiiiiec e

Figura 10A-D — Cortes congelados de bago de cdes controle e naturalmente infectados com
Leishmania chagasi. (A) Cao Controle: Expressédo da laminina em células da polpa
vermelha (setas). (B): C&o Assintomatico: Presenga de laminina em estruturas
vasculares na polpa vermelha; (C,D) Céo Sintomatico: Presenca de forte marcagéo
em células da polpa vermelha em relagdo ao controle (A) (setas). Estrepto-avidina-
peroxidase para marcagao da laminina. (AC) Arteriola Central Todas as Barras = 50 um.....

Figura 11A-C: Cortes congelados de bago de cdo controle (A) e de caes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi (B,C): (A) Cédo Controle:Presenca
discreta de fibronectina no parénquima do baco (polpa vermelha) ; (B) Céo
Assintomatico: Observar forte marcagéo positiva para fibronectina no parénquima
esplénico no centro inferior da figura.; (C) Cdo Sintomatico: Marcagédo exuberante e
difusa no parénquima esplénico. Imunofluorescéncia para detecgdo de fibronectina
Todas as Barras SOZHM......ccocuiiie ettt e e e s e e e e e e e e eaes
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Figura 12A-F Cortes histologicos parafinados de linfonodos cervicais de cées naturalmente

infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi: (A,B) Cao Assintomatico: (A)
Observar capsula espessada (setas), seios subcapsulares com células inflamatérias
(cabegas de setas) e regido da cortical exibindo foliculos linféides; e em. (B)
Presenca de inumeras formas amastigotas na espessura da capsula (setas);
(C,D,E,F) Céao Sintomatico: (C) Visdo panoramica da regido da medular exibindo
hipertrofia e hiperplasia das células dos corddes e dos seios. Em (D) detalhe da
figura anterior mostrando predomindncia de plasmodcitos (setas grandes),
macréfagos (cabegcas de seta) e linfécitos (setas pequenas). Em (E) observar
macroéfagos hipertréficos com nucleos vesiculosos e citoplasma abundante; e em (F)
Macrofagos parasitados nos corddes (setas grandes) e seios (setas pequenas).
(A,C) Hematoxilina-Eosina. Barras = 32um ; (B,F) Estreptoavidina-imunoperoxidase.
Barra = 16um; (D,E) Barra = 16um. C (Capsula); SS (Seios Subcapsulares); FL
(Foliculo Linféide); CM (Corddes Medulares); SM (Seios Medulares); VS (Vasos
ST T Te U0 T=T 0 E 3 S

Figura 13A-D: Cortes histologicos parafinados de linfonodo cervical de caes controle (A) e cades

naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi (B,C,D): (A): Céo
Controle. Notar delicada rede de fibras reticulares (setas) na regido da cortical.
(B,C,D):Cao sintomatico: (B) Fibras colagenas mais proeminentes podem ser
observadas (setas) na regido da cortical; Em (C) Capsula com fibras reticulares
espessadas e bem evidentes podem ser observadas (seta), e em (D) fibras
reticulares evidenciadas nos seios (cabegas de setas) e corddes (setas) medulares.
Prata Amoniacal de Gomori. Todas as Barrras = 16UmM. ........oooiiiiiiiiiiiiee e

Figura 14A-D: — Cortes congelados de linfonodo cervical de caes naturalmente infectados com

Leishmania (Leishmania) chagasi. (A,B) Cao Assintomatico: Imunomarcacdo da
laminina em células da regido subcapsular (setas) e em células da parede dos vasos
(cabegas de seta). (C,D): Cao Sintomatico: (C) Observar iniUmeras células marcadas
na regido da subcapsular e cortical (seta), (D) Detalhe da figura anterior
evidenciando a forte expressdo de laminina (setas) Estrepto-avidina-peroxidase.
(FL) Foliculo Linfoide; (VS) Vasos Sanguineos; (CC) Camada Cortical; (CM) Camada
Medular Barras = 50 M ...ttt e e e et e e e e e e e e e e e annneeaa s

Figura 15 — Imunofluorescéncia para detecgédo de FN no Linfonodo cervical. A - Céo controle. B

- Fibronectina no linfonodo cervical de cdo assintomatico. C - Fibronectina em
linfonodo de CA0 SINtOMALICO. ........oovviiiee e

Figura 16 — Cortes histolégicos congelados de figado, bago e linfonodo de caes naturalmente

infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. (A) Expressao celular de CR3
(CD11b) no nas células sinusoidas (macroéfagos); (B) Expressédo celular de CR3
(CD11b) na polpa vermelha (macrofagos); (C) Expresséo celular de CR3 (CD11b)
nos corddes e seios medulares (macréfagos). Estrepto-avidina-peroxidase. Todas as
T = E T 6T o PP
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LISTA DE ABREVIATURAS

CR — Receptor do complemento

CETEA — Comité de Etica em Experimentagcdo Animal
CCZ - Centro de Controle de Zoonoses

HSC — Célula estelada hepatica

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Gp63 — Glicoproteina 63

IgG — Imunoglobulina G

LDU — Leishman Donovan Units

MEC/ECM — Matriz Extracelular

FN — Fibronectina
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LVH — Leishmaniose Visceral Humana

SMM — Sistema Monocitico Mononuclear

TGO — Aminotransferase Alcalina
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ALP — Fosfatase Alcalina

TGF — Fator de Crescimento Transformante
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WHO - World Health Organization
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar as alteragées da matriz extracelular
em figado, bago e linfonodos cervicais em caes naturalmente infectados com
Leishmania (Leishmania) chagasi correlacionando estes achados com os
aspectos clinicos, histopatolégicos, parasitolégicos e imunoldgicos. Para este
estudo foram utilizados 30 cées, divididos em trés grupos: dez animais n&o
infectados (grupo controle) e vinte animais infectados. Todos sem raga e idade
definidas, provenientes da regido do Municipio de Sabara/MG e de Belo
Horizonte/MG. Os animais infectados foram divididos em dois grupos: grupo
denominado assintomatico composto por dez animais que nao apresentavam
sinais clinicos da doenga; grupo denominado sintomatico: composto por 10
animais que apresentavam sinais clinicos classicos da doenga como lesdes de
pele (alopecia, eczemas, seborréia, ulceragdes), perda de peso e
linfadenopatias. Foram coletados em necropsia, fragmentos de baco, figado,
linfonodos cervicais, fixados em solugao de formol a 10% tamponado e em
seguida processados pelas técnicas rotineiras de histopatologia. Cortes
parafinados dos diversos tecidos foram corados pela Hematoxilina e Eosina
(H&E); Prata amoniacal de Gomori, para marcagéo das fibras reticulares e pela
técnica imuno-histoquimica da estreptoavidina-peroxidase para deteccido de
formas amastigotas de Leishmania. Os cortes dos mesmos tecidos foram
criopreservados e corados pela técnica imuno-histoquimica estrepto-avidina-
peroxidase para marcagao de laminina (LN) e imuno-histoquimica de
imunofluorescéncia a qual foi utilizada para marcagdo da fibronectina (FN)
tecidual. As analises morfométricas foram feitas utilizando o programa KS300 e
o pelo sistema de analise de imagens Kontron Elektronic/Carl Zeiss, Germany.
Os resultados mostram que ha um aumento significativo da deposicao de fibras
colagenas no figado, baco e linfonodos cervicais dos animais infectados
quando comparadas aos animais controles, revelando diferencas significativas
entre 0s animais sintomaticos e assintomaticos. Foram encontradas
correlagdes positivas entre a presenga do parasitismo tecidual e a deposigao
de colageno no figado, bago e na regido medular dos linfonodos cervicais dos
animais infectados. De fato, animais sintomaticos apresentaram uma maior
deposigao de colageno nestes 6rgdos que pode estar associado ao maior
parasitismo tecidual encontrado. A expressao das fibras adesivas laminina (LN)
e fibronectina (FN) no figado, bago e linfonodos cervicais foi também mais
elevada nos animais infectados, principalmente, no grupo de animais
sintomaticos. Nao houve diferenga estatistica significativa quando comparamos
a expressao de LN no bago e linfonodos cervicais entre os grupos de animais
sintomaticos e assintomaticos, mas a expressao de FN foi significante estes
grupos. Nossos resultados demonstram que na leishmaniose visceral canina ha
uma fibrogénese no figado, bago e linfonodos, associada ao parasitismo
tecidual e a processos degenerativos.



ABSTRACT

The aim of this work was study the extracellular matrix alterations in liver,
spleen and cervical lymph nodes in dogs naturally infected with Leishmania
(Leishmania) chagasi correlating with clinical aspects, histological,
parasitological and immunological. This study was carried out with 30 dogs,
divided at three groups: ten not infected animals (group control) and twenty
infected animals. All them was mongrel dogs with undefined age, obtained from
the municipality of Belo Horizonte, MG, metropolitan area. Infected animals
were divided in two groups: asymptomatic group composed by ten animals
without clinical signs of the disease; group denominated symptomatic:
composed by ten animals with classical clinical signals of the disease as skin
lesions (alopecia, eczemas and ulcers), loss weight and lymphopathy. During
necropsy, spleen, liver and cervical lymph nodes fragments were collected and
fixed in buffer formaldehyde solution to 10% for histological analyses.
Paraffined sections of the tissues were stained by Hematoxylin-Eosin (HE);
Gomori's Ammoniacal Silver staining for reticular fibers and strepto-avidin
peroxidase Immunohistochemical method for tissue Leishmania amastigotes
detection. Frozen tissue sections of organs were stained by strepto-avidin
peroxidase Immunohistochemical method for Ilaminin (LN) tissue
characterization and immunofluorescence technique for fibronectina (FN). The
tissue images were transferred to a computer video screen by means of the
software KS300 and relayed to a computer-assisted image analysis system
(Kontron Elektronic/Carl Zeiss, Germany) for morphometrical analysis.
Significant increase collagens deposition in liver, spleen and cervical lymph
nodes of infected dogs when compared to controls animals. There was
significant difference between symptomatic and asymptomatic dogs collagen
deposition in organs. Positive correlation between the parasite load and
collagen deposition in liver, spleen and cervical lymph nodes of infected
animals. In fact, symptomatic animals showed increase collagen deposition in
these organs, it's can be associate to parasite burden. Adhesive fibers LN and
FN expression in liver, spleen and cervical lymph nodes was higher in
symptomatic animals than in asymptomatic. No significant statistical difference
when we compare LN expression in the spleen and cervical lymph nodes
between symptomatic and asymptomatic groups. While in all organs studied of
infected animals FN expression demonstrated significant differences in these
groups. Our results demonstrate that in canine visceral leishmaniasis induces
fibrogenesis in liver, spleen and lymph nodes attached the parasite load and
degenerative processes.



1 - INTRODUCAO

1.1 - Leishmanioses

As leishmanioses sido doencgas infecto-parasitarias causadas por
protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, a familia Trypanosomatidae
e ao género Leishmania (ROSS, 1903; SUNDAR & RAI, 2002). Esses parasitos
possuem ciclo de vida digenético (heteroxénico), vivendo alternadamente em
hospedeiros vertebrados, na forma amastigota e em insetos vetores - dipteros
da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo
Mundo e Phlebotomus — no Velho Mundo, na forma promastigota (LAINSON et
al., 1987; KILLICK-KENDRICK, 1990).

Agrupam-se no género cerca de 30 espécies, sendo aceito que,
aproximadamente 21 tenham a capacidade produzir alteragdes patologicas na
espécie humana (Herwaldt, 1999; Ashford, 2000). As leishmanioses incluem
varias doencas que sao determinadas pela espécie do parasito e das
interacdes entre esses parasitos e seus hospedeiros. De fato, no homem a
doenca manifesta-se em formas classicas descritas como a leishmaniose
cuténea, cutdneo-mucosa, cutdnea disseminada, cutdnea difusa, a dérmica

pos-calazar e a leishmaniose visceral (ASHFORD, 2000).

O ciclo biologico do parasito inicia-se no momento em que fémeas do
inseto vetor, ao fazerem o repasto sanglineo em um hospedeiro vertebrado
infectado, ingerem macrofagos-mondécitos contendo amastigotas. Essas
amastigotas, na luz do trato digestivo, diferenciam-se em formas flageladas
denominadas promastigotas prociclicas. As formas promastigotas multiplicam-
se por divisdo binaria no trato digestivo do inseto e possuem uma camada de
moléculas de lipofosfoglicanos (LPG) em sua superficie, consistindo de um
nucleo glicana, uma ancora lipidica altamente conservada e unidades variaveis
de oligossacarides. Interagdes envolvendo LPG com lectinas e moléculas tipo
lectinas presentes no intestino do inseto, impedem que as formas
promastigotas prociclicas sejam eliminadas juntamente com o bolo alimentar.
Durante a metaciclogénese, essas formas sofrem uma extensa modificagao

estrutural, envolvendo o tamanho e a expressdo de agucares de LPG,



transformando-se em promastigotas metaciclicas. A expressdo de grande
quantidade de LPG, bem como de outros glicoconjugados, como a
metaloprotease - gp63, na superficie do parasito € capaz de protegé-lo da agao
das enzimas hidroliticas presentes no intestino do flebotomineo (KILLICK-
KENDRICK, 1990; ALEXANDER et al., 1999). As promastigotas metaciclicas
apresentam reduzida afinidade de ligagdo as lectinas, levando ao seu
desligamento do epitélio intestinal e migracdo para a probdscida do inseto.
Durante o proximo repasto sanguineo, a forma infectiva é passada para o
hospedeiro vertebrado, sendo entdo internalizada pelos macréfagos, processo
este, mediado por receptores (CUNNINGHAM, 2002; De ALMEIDA, 2003). As
promastigotas s&o incorporadas em fagolisossomas, onde se diferenciam em
formas amastigotas. Dentro das células do sistema monocitico-mononuclear
(SMM) as amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria. O processo
ininterrupto de divisdo rompe, eventualmente, o macrofago infectado liberando
as amastigotas, que sao capazes de infectar novas células. O flebotomineo, ao
fazer novo repasto sanguineo, ingere os macrofagos infectados, perpetuando,
assim, o ciclo.

A Organizacdo Mundial de Saude estima que a incidéncia anual da
doenga seja em torno de 12 milhées de casos em todo o mundo e que 350
milhdes de pessoas apresentam o risco de adquirir uma das formas da doenca.
Por esta razdo, as leishmanioses encontram-se entre as seis doencas
infecciosas tropicais de grande importadncia na Saude Publica (DESJEUX,
2004).

Em humanos, a infecgdo causada por Leishmania resulta em doenca de
amplo espectro dependendo da espécie envolvida e da eficiéncia da resposta
imune do hospedeiro contra o parasito (TURK & BRYCESON, 1971). Dentre
as formas clinicas de apresentagao reconhecidas, a Leishmaniose Visceral
(LV) é a mais grave, progressiva e quase sempre fatal quando nao tratada
(BRYCESON, 1996).



1.2 - Leishmaniose Visceral Humana (LVH)

A leishmaniose visceral ocorre em vastas areas tropicais e subtropicais
do globo, distribuida em todos os continentes, a excegdo da Oceania e
Antartica, onde apresenta aspectos epidemioldgicos variados (WHO, 2007). A
leishmaniose visceral humana (LVH) também conhecida como calazar pode ser
causada por trés espécies do parasito. A espécie L. (Leishmania) donovani
(LAVERAN & MESNIL, 1903) é responsavel pela doenca na india, Paquistéo,
China Oriental, Bangladesh, Nepal, Suddo e Kénia. Nestas regides o homem
atua como reservatério do parasito tendo a doengca um perfil antroponético
(TAVARES et al., 2003). Ja a espécie L. (L.) infantum (NICOLLE, 1908), agente
etiolégico da leishmaniose visceral na Asia Central e sudoeste, nordeste da
China, norte da Africa e Europa Mediterranea tem carater zoonético. No Novo
Mundo a espécie L. (L) chagasi (CUNHA E CHAGAS, 1937) é o agente da
leishmaniose visceral que apresenta, também, carater zoondtico. Estudos
utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi e L.
infantum como sendo uma Unica espécie (MAURICIO et al., 2000). Shaw
(2006) sugere o uso do nome Leishmania (Leishmania) infantum chagasi para
0 agente etioldgico da leishmaniose visceral americana. Como nao existe ainda
um consenso a respeito desse assunto, neste trabalho optou-se pela
denominagédo L. chagasi ao parasito em questdo, por se tratar de estudo
realizado no Brasil.

As estimativas mundiais, em relagdo a leishmaniose visceral, 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 populagcdo mundial, 41 mil mortes causadas pela doencga
(GUERIN, et al., 2002). Aproximadamente 90% dos casos mundiais de LVH
estdo notificados em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudéo (GUERIN, et al.,
2002; WHO, 2004).

A emergéncia da leishmaniose visceral, como um crescente problema de
Saude Publica, deve-se principalmente a fatores demograficos e ecoldgicos.
Na América Latina a leishmaniose visceral estda presente em locais onde
anteriormente ndo ocorria. Na América do Sul, especialmente no Brasil,

Colémbia e Venezuela, a migragao e urbanizagao contribuem fortemente para



o0 aumento da doenca. As precarias condi¢gdes sanitarias e nutricionais da
populagdo migrante, a presengca de animais domésticos, atuando como
reservatorios do parasito e fonte alimentar para os flebotomineos, no domicilio
e peridomicilio, além da capacidade de adaptag¢ao do vetor ao ambiente urbano
sao fatores fundamentais no estabelecimento e expansao da doenca (WHO,
2004).

No Brasil, a incidéncia de LVH aumentou de 1977 casos em 1998 para
3624 casos em 1999 chegando a 4858 casos em 2000. (BRASIL - Ministério da
Saude, 2006). Entretanto, apds este periodo, observou-se uma diminui¢ao na
incidéncia de LVH no pais, com 3203 casos em 2005. A leishmaniose visceral
tem maior taxa de incidéncia nas regides Nordeste e Norte, tendo crescido em
todas as regides (com excecgao da regidao Nordeste) no periodo de1990 a 2005,
0 que sugere que a doenga encontra-se em expansao. Em numero de casos, a
regidao Nordeste concentrou na década de 1990 a 2000, quase 90% dos casos
do Brasil. Esta participagdo tem diminuido na década atual, chegando a 55%
de casos da doencga, seguida pelas regides Sudeste (21,5%) e Norte (15,9%),
em 2005. O aumento do numero de casos nas demais regides tem limitado a
queda das taxas nacionais. (BRASIL- Ministério da Saude, 2006).

Em Belo Horizonte — Minas Gerais, o numero de casos de leishmaniose
vem crescendo a cada ano (MARGONARI et al.,, 2006). Em 2006 foram
relatados 113 casos de LVH com 10 &bitos e 8000 casos de leishmaniose

visceral canina (Secretaria Municipal de Saude - Belo Horizonte, 2007).

1.3 - Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Do ponto de vista epidemiolégico, a leishmaniose visceral canina
(LVC) tem sido considerada mais importante do que a doenga humana, visto
que tem a maior prevaléncia e muitos animais assintomaticos de areas
endémicas tém sido detectados com parasitos na pele (MARZOCHI et al.,
1985). Um estudo realizado em cées naturalmente infectados por L. chagasi
na Espanha, concluiu-se que animais assintomaticos foram igualmente
infectantes para os vetores (MOLINA, 1994).



Estudos pioneiros realizados por Chagas et al. (1937 e 1938), na regiao
Norte do Brasil, mostraram a existéncia de caes naturalmente parasitados nos
mesmos locais onde ocorria a infeccdo humana. Todavia, a leishmaniose
canina no Brasil s6 teve relevancia quando foi estudada em uma area de
grande endemicidade: o nordeste brasileiro. No Ceara, Deane (1955), em
estudo comparativo entre a infeccdo humana e canina, encontrou Leishmania
na pele de 16,3% dos individuos e em 77,6% dos caes naturalmente
infectados. Além disso, verificou que a infeccdo experimental de flebotomineos
era mais frequente e intensa quando os insetos se alimentavam em caes (75%)
do que em pacientes humanos (28,5%). Estas observagbes, bem como as de
outros trabalhos que tém estudado a doencga canina em areas endémicas de
LVH, mostram o cdo como a principal fonte de infeccao para os flebotomineos
(MARGONARI et al., 2006). Isto se deve a alta prevaléncia da doenga no
animal nessas regides e pela presenca do parasito na sua pele, o que favorece
a infeccdo do inseto vetor e, consequentemente, a transmissdo ao homem
(BRENER, 1957; ALENCAR, 1959; DEANE & DEANE, 1962; IVERSSON et al.,
1983; MARZOCHI, et al., 1985).

Os caes sao considerados o0s principais mantenedores e
disseminadores da L. chagasi no meio urbano. A LVC caracteriza-se por
apresentar um largo espectro de lesdes que variam desde a infecgao clinica
silenciosa até uma forma clinica manifesta, levando o animal a morte. Os
principais sinais clinicos da LVC sao: (1) lesdes cutdneas que compreendem a
seborréia, alopecia generalizada ou localizada preferencialmente ao redor da
Orbita ocular denominada “mascara leishmanidtica”, ulceragcdes e a
onicogrifose; (2) linfadenopatia caracterizada pela hipertrofia dos linfonodos
tornando-os facilmente palpaveis clinicamente, como os cervicais e popliteos;
(3) hepatoesplenomegalia; (4) perda de peso progressiva (caquexia); (5)
edema das patas; (6) lesdes oculares como a opacidade cornea e a blefarite
(LONGSTAFFE & GUY, 1995; FERRER, 1992; CIARAMELLA et al., 1997;
LIMA et al., 2004; XAVIER et al., 2006).

A L. (L.) chagasi e/ou L. (L.) infantum s&o conhecidas como
causadoras da forma visceral em seres humano e em caes, todavia os caes
além de manifestarem a forma visceral podem desenvolver varios tipos

diferentes de lesbes cutaneas, que variam desde alopecia até a formagao de



ulceras semelhantes aquelas apresentadas pelo homem nos casos de
leishmaniose cutanea (FERRER et al., 1986). A presenca de parasitos
(formas amastigotas), principalmente na derme superficial da pele (MOURA et
al., 2008) serve como fonte para o vetor, que se infecta ao picar o animal
doente e, posteriormente inocula a forma promastigota na epiderme ou derme
superficial do homem e cdes sadios (PINELLI et al., 1994, DA COSTA-VAL et
al., 2007 MICHALSKY et al., 2007).

1.3.1 — Aspectos clinicos e patologicos da LVC

O espectro patolégico da LVC é muito diverso devido as diferencas na
relagdo parasito-hospedeiro em consequéncia das variagdes na resposta
imune individual do hospedeiro. Sdo varias as formas clinicas (aguda,
subaguda e crbnica, assintomaticas e sintomaticas), sendo que o periodo de
incubacao é incerto, podendo variar de trés meses até varios anos (GENARO,
1993). Assim, os sinais clinicos e o tempo de aparecimento da doenga sao
variaveis oscilando entre auséncia total de sinais até uma sindrome clinica
caracterizada por febre, descamacgao e eczema, principalmente no focinho e
orelha, pélo opaco e ulceragdes leves localizadas frequentemente nas orelhas,
focinho, cauda e articulagdes, ulcera de decubito. Com grande frequéncia
observa-se, nas fases mais adiantadas da doenga, esplenomegalia, alopecia
generalizada, ulceragdes mais acentuadas na pele, onicogrifose,
ceratoconjuntivite, coriza, apatia, diarréia, melena ou hematoquesia, edema
das patas, vbmito, além do aparecimento de areas de hiperqueratose
especialmente na ponta do focinho. Na fase final da infeccdo ocorrem, em
geral, paraparesia, caquexia, inanigdo e 6bito do animal (DEANE & DEANE,
1955; ALENCAR, 1959; SLAPPENDEL & GREENE, 1990; GENARO, 1993;
CIARAMELLA, 1997; ALVAR, 2004; DA COSTA VAL et al, 2004).

As principais lesbes da leishmaniose visceral, observadas em cées no
Velho e Novo Mundo, ocorrem em o6rgaos ricos em células do sistema
monocitico mononuclear como o bago, figado, linfonodos, medula éssea, rins,
pulmdes, intestinos e a pele (BOGLIOLO, 1956; ALENCAR, 1959; GENARO,
1993; TAFURI et al., 1996; TAFURI et al., 2001; LIMA et al., 2004).



O bacgo pode apresentar tamanho normal, discretamente aumentado ou
hipertrofiado (FAURE-BRAC, 1933; DONATIEN & LESTOQUARD, 1935;
ALENCAR, 1959). Neste 6rgao ocorre diminuigdo do numero de linfocitos e
proliferacdo de macréfagos na bainha linféide periarteriolar, hiperplasia folicular
e aumento da polpa vermelha com agregados de macrofagos e células
plasmaticas (KEENAN et al., 1984; GENARO, 1993; TAFURI et al., 1996,
SANTANA et al., 2007).

No figado, observa-se infiltrado plasmo-linfocitario e hiperplasia das
células de Kupffer. Pode ocorrer uma hepatite difusa, reacido inflamatéria
exsudativa com infiltrado linfo-plasmocitario nos espagos portais e
interlobulares além da presenga de granulomas intralobulares com célula
epitelidides parasitados ou ndo (GENARO, 1993; TAFURI et al, 1996; TAFURI
et al, 2001; MELO et al., 2008).

Slappendel (1998) demonstrou em seus estudos que em caes
naturalmente infectados com L. chagasi ocorre um aumento da atividade sérica
da Aminotransferase de alanina (ALT/TGP), da aminotransferase de aspartato
(AST/TGO) e da Fosfatase Alcalina (ALP), observados em 82% dos casos.
Estas alteragbes foram atribuidas aos severos danos hepaticos que ocorrem
leishmaniose canina (Ferrer, 1991). A maior quantidade da TGP é encontrada
nos hepatdcitos de cdo, gato, rato e coelho. E considerada especifica para
lesdo hepatica nestes animais. Seu aumento no soro esta relacionado com
lesdo hepatica de natureza inflamatéria, toxicas e degenerativas. Os niveis de
sua elevacédo dependem do grau e duragao da lesdo. A TGO esta localizada no
hialoplasma e nas mitocdndrias das células. E a enzima de eleicdo para
indicagao de lesdes hepaticas em animais, principalmente nos de grande porte.

Nos linfonodos, o aumento do nimero e tamanho dos foliculos linféides
e a marcante hipertrofia e hiperplasia dos macrofagos medulares (corddes e
seios) justificam a linfadenopatia observada clinicamente (LIMA et al., 2004;
COSTA et al., 2008).

A medula éssea encontra-se hiperplasica, podendo ou n&o conter
parasitos (KEENAN et al, 1984).

Na pele, observa-se processo inflamatério de células mononucleares
(macréfagos, plasmécitos e linfécitos) com graus variados de intensidade

podendo apresentar-se distribuido ao redor dos anexos ou difusamente na



derme (SANTOS et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2004; GIUNCHETTI
et al., 2006; XAVIER et al., 2006). Acantose, hiperceratose com presenga ou
nao de pérolas cérneas, paraceratose e degeneragdes celulares sédo alteragdes
histopatolégicas comumente observadas na leishmaniose visceral canina.

O envolvimento renal, glomerulonefrite causada pela deposigao de
imunocomplexos, é frequente e os sinais clinicos apenas se tornam evidentes
quando a leséo renal ja € grave. Em alguns casos a insuficiéncia renal é o
unico sintoma observado e nestes casos o0 6bito pode ocorrer em poucos dias
(MARCUSSEN et al., 1989; NIETO et al., 1992; TAFURI et al., 1996; FONT &
CLOSA, 1997; CIARAMELLA et al, 1997; TAFURI et al., 2001).

Nos pulmdes ocorre pneumonite intersticial crénica com espessamento
dos septos inter-alveolares (TRYPHONAS et al, 1977; ANDERSON, 1980;
DUARTE et al, 1986; GONCALVES, 2003).

No intestino a hiperplasia linféide das placas de Payer, associada ou néo
ao parasitismo, pode ocorrer nos intestinos delgado, jejuno e ileo, grosso, ceco
e colon (TOME 1956; BRENER, 1957; KEENAN et al, 1984; SILVA et al, 2001).

1.4 - Interagdo Leishmania hospedeiro vertebrado

A interagcdo Leishmania-macréfago envolve mecanismos complexos,
dependentes de fatores multiplos dos hospedeiros vertebrados e invertebrados,
bem como do préoprio parasito. O sucesso da infeccdo em ambos os
hospedeiros ndo ocorre ao acaso. De acordo com Killick-Kendrick (1979), os
vetores dos parasitos do género Leishmania sdo espécie-especificos, bem
definidos e variagcdes nas moléculas de superficie dos protozoarios facilitam o
sucesso da infecgdo no vetor apropriado (SCHLEIN, 1993). O hospedeiro
vertebrado, por sua vez, possui mecanismos de defesa que séo ativados na
presenca do parasito. Sabe-se que os macrofagos sao as células hospedeiras
primarias das promastigotas, o que significa que esses parasitos possuem
mecanismos de adaptacdo aos fatores hostis do hospedeiro, antes, durante e
apo6s sua internalizacdo na célula (RUSSEL & TALAMAS-ROHANA, 1989;
OLIVIER et al., 2005).



Durante o repasto sanguineo, a fémea hematdfoga (vetor) introduz a
proboscida no hospedeiro vertebrado dilacerando proteinas estruturais da
matriz intersticial, inclusive atingindo a parede de pequenos vasos saguineos,
promovendo lesdes hemorragicas. A formagao dessas lesdes decorre tanto da
acao mecanica da proboscida, quanto da acdo da saliva do inseto. De fato,
componentes da saliva como maxadilan - potente agente vasodilatador e
imunomodulador, adenosina, prostaglandinas, dentre outros, auxiliam o vetor
na aquisi¢gao do sangue. Por outro lado, ocorre a ativagdo de mecanismos de
defesa natural, no hospedeiro, como o sistema do complemento, trombina,
plaquetas, anticorpos naturais, fagécitos, dentre outros (RIBEIRO et al., 1987;
GILLESPIE et al., 2000). A sobrevivéncia do parasito, na sua forma infectante,
é fortemente influenciada pelos elementos presentes nesse microambiente
tecidual.

Os macrofagos contém, em sua superficie, um complexo arranjo de
receptores capazes de mediar a ligagdo de uma ampla diversidade de ligantes.
Dentre eles deve-se destacar os receptores pertencentes a familia das
integrinas B2 que parecem ter importancia fundamental na interacéo
Leishmania-macrofagos (TALAMAS-ROHANA et al,, 1990; MOSSER &
ROSENTHAL, 1993; CUNNINGHAM, 2002; HANDMAN & BULLEN, 2002; De
ALMEIDA et al., 2003).

As integrinas sdo moléculas de adesdo cujas fungdes envolvem
interagbes célula-célula ou célula-matriz extracelular, fundamentais para a
ativacdo leucocitaria (SPRINGER, 1990; PATARROYO et al.,, 1990). As
integrinas B2 especificas de leucdcitos (CD11/CD18), consistem de trés
heterodimeros com cadeias a especificas (CD11a,b,c) e uma cadeia B comum
(CD18).

A integrina CD11b/CD18, conhecida como receptor para o terceiro fator
do complemento (CR3) ou MAC-1, € um receptor heterodimérico expresso em
mondcitos, macrofagos, neutrofilos e células natural killer, sendo que a sua
expressao antigénica € especificamente maior durante a maturagéo
monocitica. A funcdo do CR3 foi inicialmente descrita como a habilidade de se
ligar a forma inativa do complemento C3bi, mediando desta forma, a fagocitose

e lise de eritrocitos opsonizados com este fator, além de aumentar a atividade



das células natural killer contra células alvos opsonizadas com C3bi
(ROTHLEIN & SPRINGER, 1985; RAMOS et al., 1988).

A ligagcdo Leishmania-macréfagos pode se dar, portanto, de maneira
direta ou indireta, envolvendo moléculas especificas, ja mencionadas,
presentes na superficie de ambos, que estimulam o processo de internalizagao
(CHANG, 1979).

Na interacdo direta, moléculas do parasito ligam-se aos receptores
presentes na superficie dos macrofagos: LPG liga-se aos receptores CR3 e
CR4 (TALAMAS-ROHANA et al.,1990); gp63 liga-se ao receptor CR3 (RUSSEL
& WRIGHT, 1988) e alguns carbohidratos ligam-se aos receptores de manose
e fucose (MOSSER, 1993).

Na interacdo indireta, a opsonizacdo do parasito, com os elementos
presentes no soro do hospedeiro como imunoglobulinas, fibronectina e fatores
do complemento, facilita sua internalizagao, através da ligacao com receptores
especificos presentes no macrofago, mediando assim, a sobrevivéncia da
Leishmania. Dentre os receptores de macrofagicos deve-se ressaltar aqueles
pertencentes a familia das integrinas B2, em especial o receptor CR3
(MOSSER, 1993; KANE & MOSSER, 2000).

A importancia dos receptores CR3 na LVC tem sido demonstrada por
Gongalves et al.,, (2005) e Sampaio et al., (2007). De fato, esses autores
trabalhando com mondécitos circulantes e macrofagos peritoneais de cées
naturalmente infectados com L. chagasi demonstraram uma maior
internalizacdo de promastigotas de L. chagasi, além da maior sobrevida de

amastigotas em sistemas “in vitro”, associado a analise por citometria de fluxo.

1.5 - AlteracOes da Matriz Extracelular (MEC)

A matriz extracelular (MEC) é um complexo estrutural que cerca e
apoia as células encontradas nos tecidos. A MEC é referida geralmente como
tecido conjuntivo. E composta principalmente por glicosaminoglicanas (GAGs)
que formam grandes agregados através de ligagdes com proteinas, compostos
por trés classes maiores de biomoléculas: (1) as proteinas estruturais
constituindo o colageno e elastina; (2) as proteinas especializadas ou

moléculas adesivas formadas pela fibronectina, laminina e fibrilina as quais
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funcionam como moléculas de adesdo através de ligacbes especificas para
GAG e (3) outras proteinas da matriz e moléculas de superficies de células, o
que a permite exercer importantes fun¢des relacionadas a adeséo, migragéao ou
reconhecimento celular do micro ambiente e das proteoglicanas (GAGs
sulfatadas que ao estabelecerem ligagdes covalentes com um nucleo de
proteina). As proteoglicanas por sua vez formam uma familia de
macromoléculas constituida por uma proteina central a qual se adere a cadeia
longa de dissacarideos repetidos denominado de glicosaminoglicanas (GAGs)
formando componentes complexos de alto peso molecular da MEC. Muitas
proteoglicanas, especialmente a agrecana (encontrada na cartilagem e no
tecido conjuntivo propriamente dito), ligam-se ao acido hialurénico (RHOADS &
FETTERER, 1997).

As GAGs sao polissacarideos nao flexiveis e ndo ramificados que
dividem-se em dois grupos: (1) as nao sulfatadas (acido hialurénico), uma
macromolécula muito grande que nao forma ligagbes covalentes com
moléculas de proteinas, e (2) as sulfatadas (queratan sulfato, heparan sulfato,
heparina, dermatan sulfato e os sulfatos de condroitino-4 e sulfato de
condroitino-6) (MARTIN et al., 1985).

Além disso, as moléculas multifuncionais presentes na matriz tém a
capacidade de interagir com varios outros componentes, apresentando em
especial uma afinidade pelos fatores de crescimento e receptores celulares. A
adesao de microorganismos a superficie da célula do hospedeiro € um passo
importante para o estabelecimento de uma infeccdo e normalmente esta
adesao € mediada por proteinas de superficie ou adesinas (BEACHEY, 1981).
A maior parte das interagdes envolve as proteinas da matriz extracelular
(MEC) do hospedeiro. Isto ocorre gragas ao turnover celular, injurias ou
agentes invasores (WESTERLUND & KORHONEN, 1993).

Pesquisas tém mostrado que certas enzimas como as
metaloproteinases podem modificar a fungdo da matriz extracelular nao
somente pela degradacao de proteinas da matriz, mas também por afetarem
fatores de crescimento, citocinas e moléculas de adesdo (YAMADA &
KEMLER, 2002).

Estudos recentes mostram a ocorréncia de alteragdes de MEC em

lesdes cutaneas e em linfonodos drenantes, causadas por Leishmania (L.)
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amazonensis em diferentes linhagens de camundongos (ABREU-SILVA et al.,
2004).

A formagédo e a degradacdo da matriz extracelular sdo processos
dependentes e balanceados do mesmo tipo de célula. O excesso de acumulo
de MEC que leva a fibrose ocorre quando a formagao excede a degradacgao.
Nas inflamacgdes crbnicas, em consequéncia comum das infecgdes parasitarias
€ um potente promotor de formacdo de matriz extracelular. Ao remover a
causa, a inflamagdo é diminuida e a degradagdo do excesso intersticial
predomina, resultando no remodelamento ou restabelecimento do parénquima
0 mais proximo do normal. Quanto mais jovem for a fibrose mais rapidamente
esta pode ser degradada. O processo de degradagdo matricial também pode
ocorrer em fibroses de longa duragéo, entretanto, a passos lentos (ANDRADE
et al., 1991).

Segundo Cobertt et al.,, (1991), a completa resolucdo da fibrose
intralobular difusa devido a leishmaniose visceral humana foi documentada
através de bidpsias tomadas sete dias e dois anos apds tratamento
quimioterapico para leishmaniose. As mudancgas observadas na ultima bidpsia
consistiam no desaparecimento da fibrose intralobular, assim como da

hiperplasia das células de Kupffer e do parasitismo.

A fibrose hepatica ou a acumulagdo progressiva de matriz extracelular
(MEC) fibrilar no figado, € a consequéncia de danos teciduais repetidos devido
a infecgbdes (principalmente por virus B e C), induzida por drogas, causas
metabdlicas e auto-imunes, e a ativagao crénica da reacido de cicatrizagao de
feridas (SCHUPPAN et al., 1999; ROCHEY,2000; VALKOVA, 2002; PINZANI &
ROMBOUTS, 2004). A fibrose hepatica ndo resulta somente de mudangas na
MEC, mas também de alteracdes na sua degradagao, que significa uma perda
do balanco funcional dinamico entre fibrogénese e fibrolise (VALKOVA, 2002).
Como o figado torna-se fibrético, ha mudangas quantitativas e qualitativas na
composicdo da ECM. As fontes celulares dos componentes do tecido
conjuntivo em fibrose hepatica tém sido um tema de controvérsia, mas as
células hepaticas esteladas (HSC) ou células de Ito s&o provavelmente as que
mais contribuem para esse processo, quando o dano hepatocelular é limitado
ou concentrado dentro do I6bulo hepatico (PINZANI & ROMBOUTS, 2004). Ha
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evidéncias tém sido obtidas que células precursoras circulantes, chamadas
fibrocitos do sangue circulante migram para o sitio da lesdo, mas ainda n&o foi
demonstrado o seu papel no desenvolvimento de fibrose hepatica (GUYOT et
al., 2005).

Segundo Corbett et al., (1993) na leishmaniose visceral humana
(LVH), além da ativacdo das células de Ito devido a estase e a persisténcia do
antigeno, a estimulacdo crbnica das células de Kupffer também estimularia
uma reacao intersticial no espago de Disse, acompanhada da alta ativacao
dessas células estreladas. Além disso, o autor ainda discute se a presenca de
antigenos de Leishmania nos espacgos de Disse e quanto de Imunoglobulina G

(IgG), estimulariam a sintese e secre¢ao de produtos da matriz.

Alguns autores como Andrade (1994); Rochey (2000) e Valkova, 2002
afirmam que a fibrogénese das células de Ito gira em torno da interagdo dessas
células e outros componentes celulares do figado, citocinas, peptideos e a
MEC. A propria MEC modula o estado de ativagdo das HSC, e proteinas
degradantes da matriz. Dentre as citocinas envolvidas nesse processo, o fator
de crescimento transformante B (TGF-B) exerce um papel central (CLEMENT et
al.,, 1993; VALKOVA, 2002; SCHUPPAN et al., 2003; GUI et al., 2005), pois
inicia a sinalizacdo através de sua interagcdo com receptores heterodiméricos
tipo I e II na superficie das HSC, que propagam sinais através da fosforilagao
de mediadores citoplasmaticos, que irdo ativar os genes que codificam o
colageno fibrilar (principalmente o colageno tipo I e o colageno tipo III). Além
disso, o TGF-B induz uma inibicdo (down-regulation) dos genes que codificam
as metaloproteinases da matriz (MMP-1) e estimulam (up-regulation) o gene
para inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP-1) (PINZANI & ROMBOUTS,
2004; BHOGAL & BONA, 2005). Nesse contexto ainda, a proliferacédo das HSC
€ um importante componente da ativagao da cascata, por amplificar a resposta
a injuria, dentre outros fatores de crescimento (fator de crescimento epidermal,
fator de crescimento de fibroblastos, endotelina-1, trombina, TGF-a) o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é o principal mitébgeno e
quimioatraente para HSC (ROCHEY, 2000; PINZANI & ROMBOUTS, 2004;
SHI et al., 2005).
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1.5.1 - Sistema Colageno

Os colagenos sao as proteinas mais abundantes encontradas no reino
animal, sendo as maiores proteinas constitutivas da MEC. O sistema colageno
€ formado por varios tipos de colagenos geneticamente distintos que ocorrem
em diferentes tecidos conjuntivos (VON DER MARK et al., 1976). Pelo menos
vinte tipos de colagenos sé&o conhecidos hoje. Todos os tipos de colageno até
agora descritos originam-se de uma molécula precursora denominada
tropocolageno, a qual é constituida por trés cadeias polipeptidicas , que se
enrolam entre si numa configuragao estrutural de triplice hélice. As moléculas
de tropocolageno dao origem as fibrilas colagenas, que por sua vez se
dispéem paralelamente para formar fibras colagenas propriamente ditas (VON
DER MARK et al., 1976).

O colageno do tipo | representa o mais comum dos colagenos, forma
fibras grosseiras e esta presente no tecido conjuntivo propriamente dito, padrao
normal da pele, tenddo, osso, dentina e cemento. Ja o tipo Il de colageno,
forma fibras delgadas e esta presente quase exclusivamente nas matrizes da
cartilagem hialina e elastica. O colageno do tipo lll, freqlientemente associado
ao tipo |, € denominado, também, de fibra reticular mais delgada. O colageno
do tipo IV nao constitui fibras, estando presente nas laminas basais, em que
forma uma rede de moléculas de pré-colageno mantidas unidas, e formando
uma base de sustentacao da lamina basal. O colageno do tipo V existe em
pequena quantidade e origina fibrilas muito delgadas, sendo encontrado
associado com o colageno do tipo |, presente na maioria do tecido intersticial,
assim como o colageno do tipo VI. O colageno do tipo VIl constitui pequenos
agregados conhecidos como fibrilas de ancoragem, onde também dao
sustentagdo a lamina basal para os feixes subjacentes de fibras colagenas do
tipo | e do tipo Il. O colageno tipo XI é encontrado nas cartilagens hialina e
elastica, participando da estrutura das fibrilas de colagenos, juntamente com o
colageno tipo Il (MONTES, 1996).

Abreu-Silva et al. (2004) demonstraram em trabalhos com infecgcéo

experimental em camundongos com L. amazonensis que na pele houve
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substituicdo do colageno do tipo | pelo tipo Ill com o decorrer da infecgdo, com
alteragdes da arquitetura normal deste 6rgao.

A ocorréncia do colageno tipo Il também foi demonstrada em
granulomas de camundongos infectados com L. donovani (GOSHI et al.,
1999). Todavia Tafuri et al., (1996) descreveram histologicamente a presenca
de apenas alguns tracos de colageno do tipo Illl em granulomas de caes
naturalmente infectados com L. chagasi.

Lira et al. (1997) mostraram através de experimentos com formas
promastigotas de L. (L.) mexicana que estas podiam se ligar ao colageno tipo
I, indicando que esta interagdo poderia ser importante na patogénese da
infecgao.

Estudos mostram que Staphylococcus aureus possui um receptor de
superficie para o colageno tipo IlI, expressdo a qual parece ser um
requerimento necessario e suficiente para a invasdo da cartilagem na
osteomielite ou artrite séptica (SWITALSKI et al., 1993).

Estudos de Gongalves et al. (2003) trabalhando com céaes
naturalmente infectados com L. chagasi com pneumonite intersticial crénica,
demonstrou-se a presenga abundante de fibras reticulares (colageno tipo IlI)
no interior dos septos alveolares. As fibras reticulares foram intensamente
coradas e formavam estruturas densas emaranhadas ou enoveladas
denominadas pelos os autores como estruturas semelhantes a “tacos de
golfe”. As fibras reticulares foram observadas com maior intensidade nas areas
onde o infiltrado inflamatério era mais intenso e onde o septo pulmonar
apresentava-se mais espessado quando comparado com os pulmdes dos
animais controle normais. Os autores demonstraram ainda uma fibrogénese

pulmonar significativa em relagdo aos animais assintomaticos.
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1.5.2 - Fibronectina (FN)

A aderéncia € um pré-requisito para o estabelecimento e manutencao
da populacao de patdégenos nos hospedeiros mamiferos. O enfoque geral para
entender os mecanismos de reconhecimento da célula hospedeira e a
aderéncia pelo patégeno é baseada na consideragcdo da interagao inicial
protéica. Através de varios estudos tém-se destacado o potencial papel de
residuos de agucares como ligantes para a aderéncia de parasitos protozoarios
(JUNGERY, 1985; MARKWELL, 1980), em particular, no possivel papel da

fibronectina (FN) nas interagdes células-patégenos.

As fibronectinas sdo um grupo de glicoproteinas encontradas na forma
soluvel no plasma, liquido cefalorraquidiano, liquido sinovial e amniético,
liquido seminal, na saliva e no exsudato inflamatério (MOSHER, 1984). A forma
insoluvel esta presente na superficie celular e na matriz extracelular, onde se
liga a fibras diméricas através de ligagdes covalentes (PROCTOR, 1987a). A
fibronectina é a mais abundante glicosaminoglicana (GAG) na matriz
extracelular hepatica, sendo encontrada nos septos, na triade portal, espago de
Disse e localizada junto as fibras colagenas (MARTINEZ-HERNANDEZ et al.,
1995)

A fibronectina promove aderéncia de célula-célula, aderéncia da célula
ao plasma, célula a membrana basal e a outros componentes da matriz;
estimula a migragéo das células endoteliais, favorecendo a neovasculogénese;
orienta a deposi¢ao de outros componentes da matriz como colageno, heparan
sulfato, proteoglicanas, sulfato de condroitina (MOSHER, 1984); aumenta a
capacidade fagocitica de macrofagos e neutrdfilos, uma vez que induz a
quimiotaxia e a adesédo do fagdcito ao patégeno (PROCTOR, 1987b).

Fibronectina é considerada como um componente chave em varios
processos bioldgicos (WYLER, 1987). Essa possui dominios funcionais que
facilitam interacbes com células, heparina, fibrina, colageno, imunoglobulinas e
também com parasitas (WYLER, 1985).

A aderéncia a célula hospedeira é particularmente importante para
aqueles parasitas com uma fase de crescimento e multiplicagado intracelular.
Existem grandes evidéncias em que a fibronectina poderia exercer um papel

importante na adeséao e ligagdo de parasitas nas células hospedeiras, incluindo
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a ligacao entre as formas promastigotas de Leishmania e macréfagos
hospedeiros. (BLACKWELL et al., 1984). Estudos mostram, por exemplo, que a
FN tem um papel importante em certas doencgas parasitarias. Leishmania e
Trypanosoma cruzi prendem-se a FN do hospedeiro facilitando sua associagéo
com as células de seus parasitos (WYLER et al., 1987). De fato a aderéncia
mediada pela fibronectina em promastigotas de Leishmania amazonensis e
amastigotas em mondcitos humanos tem sido demonstrada por Wyler et al.,
(1985). Além disso, esses autores tém demonstrado que anticorpos policlonais
anti-fibronectina poderiam inibir a adesao do parasito as células do hospedeiro
e tem-se sugerido, entdo, o envolvimento do receptor de fibronectina em
macréfagos (FNR) no reconhecimento nas células hospedeiras.
Adicionalmente, Rizvi et al., (1988), descrevem em seu trabalho que a
metaloproteina majoritaria de Leishmania sp. denominada gp63 (glicoproteina
63) € uma molécula semelhante a FN que possui caracteristicas biolégicas e
moleculares semelhantes a fibronectina. Além disso, tem-se observado a
reacao cruzada entre a gp63 e a fibronectina através do uso de anticorpos
policlonais e monoclonais.

Em estudos com Entamoeba histolytica e Schistosoma spp. foi verificado
que estes parasitos produzem proteases que degradam as fibronectinas e
outras proteinas da matriz, facilitando assim, a penetracido na barreira da
mucosa intestinal (WYLER, 1987).
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1.5.3 - Laminina (LN)

As lamininas compreendem uma familia de proteinas com varias
isoformas (1, 2, 4, 8,10), das quais as isoformas 2 e 4 sdo observadas no
figado. A expressdo excessiva da laminina reflete processos inflamatérios e
denerativos em tecidos. Alguns trabalhos mostram que a laminina é secretada
durante a regeneracao hepatica apds hepatectomia radical ou na cirrogénese.
A laminina assume um papel importante no processo de capilarizagao dos
sinusdides (MARTINEZ-HERNADEZ et al., 1995). As células de Ito (células
esteladas) no figado e as células endoteliais sdo consideradas as fontes
primarias de laminina (ODENTHAL et al., 1993).

A laminina é uma glicoproteina de alto peso molecular (900 kDa)
encontrada em maior quantidade na membrana basal. A analise ultraestrutural
revelou que a laminina possui a forma de cruz assimétrica, com trés bragos de
tamanho idénticos e um braco longo (ENGEL et al., 1981). A conformacao
estrutural da laminina permite que ela atravesse a membrana basal e ligando-
se de um lado com os receptores especificos da superficie celular (integrinas) e
do outro lado aos componentes da matriz (COTRAN et al., 2000).

A laminina € a primeira proteina da matriz extracelular encontrada
durante a embriogénese, sendo sintetizada precocemente ja na fase de dois
blastbmeros. Ela desempenha varias atividades bioldgicas, tais como:
aderéncia das células, crescimento e diferenciagao de varios tipos celulares e
multiplas interagdes com a membrana basal (TIMPL & BROWN, 1994).

De acordo com Bandyopadhyay et al., (2002), a migracao da leishmania
através da MEC precede a adesdo aos macréfagos e que a entrada na célula é
mediada pela interagdo da laminina com os receptores laminina/parasita.

Os estudos das alteragdes da matriz intersticial na leishmaniose visceral
sao, sobretudo, aqueles relacionados ao colageno quer seja no homem
(BOGLIOLO, 1956; ANDRADE e ANDRADE, 1966; RAY et al.,, 1992), ou no
céo (MELO et al., 2008). Alteracdes referentes a fibronectina (FN) e laminina
nos diversos o6rgaos durante a infeccdo parecem inexistentes. Todavia, o
trabalho recente de Kulkarni et al. (2008) “in vitro”, descreve alteracdes da
fibronectina na presenca de promastigotas e amastigotas de trés espécies de
Leishmania: (1) Leishmania amazonensis (LV7B), (2) Leishmania
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major (MHOM/SN/74/Seidman) e, (3) Leishmania donovani
(MHOM/N/1983/AG83). Os autores demonstraram que as diferentes espécies
de Leishmania ndo foram so6 capazes de degradar a FN, mas simultaneamente
interferir negativamente na produgao de radicais livres de oxigénio originados
de macrofagos ativados, conferindo assim mais possivel um mecanismo de
escape desse parasito no hospedeiro vertebrado. Por outro lado, Pinheiro et al.
(2006) demonstraram que macrofagos murinos infectados com cepas de
Leishmania braziliensis (MHOM/BR/3456) e de L. amazonensis (Leila strain,
MHOM/BR88/BA-125) sdo menos aderentes as proteinas da matriz intersticial
como o colageno, fibronectina (FN) e laminina (LN). Os autores sugerem que
protozoarios intracelulares do género Leishmania sdo capazes de alterar a
funcado das integrinas da familia -1 responsaveis pela interagdo dos leucocitos
a matriz intersticial.

Assim, neste trabalho propomos um estudo das alteragbes da matriz
intersticial em diversos 6rgdos de caes infectados com Leishmania chagasi
buscando correlacionar essas alteracdes a achados clinicos e aos processos
anatomo-patoldgicos e parasitolégicos encontrados nos diversos o6rgaos de

caes naturalmente infectados com L. chagasi.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivos Gerais:

» Avaliar as alteragbes da matriz extracelular nos grupos de caes
assintomaticos e sintomaticos em relagdo ao grupo controle, associado

as analises das alteracdes histoldgicas.

= Correlacionar os aspectos clinicos da leishmaniose visceral canina
(LVC) com os processos imuno-histopatolégicos encontrados no figado,
baco, linfonodos cervicais dos caes naturalmente infectados com

Leishmania (Leishmania) chagasi.

2.2 - Objetivos Especificos

e Avaliar a deposigcdo de fibras colagenas no figado, baco e linfonodos
cervicais dos animais dos trés grupos estudados, correlacionando com a
carga parasitaria e aos aspectos clinicos.

e Avaliar as alteragdes histolégicas no figado, bago e linfonodos cervicais
dos animais naturalmente infectados com Leishmania chagasi.

e Determinar a carga parasitaria utilizando a técnica imuno-histoquimica
para detecgdo de formas amastigotas de Leishmania, no figado, bago e
linfonodos cervicais.

e Quantificar as fibras adesivas: fibronectina (FN) e laminina (LN) nos
diferentes grupos de estudo.

e |dentificar a expressao da integrina CR3 (CD11b/CD18) nos diferentes

orgaos correlacionando com parasitismo.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Aprovacéo do Comité de Etica em Experimentac&o Animal

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA) da UFMG, registrado no protocolo 190/06 em anexo.

3.2 - Animais

Foram utilizados trinta caes provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses de Belo Horizonte - MG, Brasil, sendo que vinte cades com exames
soroldgicos positivos para Leishmania através de testes de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e imunoenssaio enzimatico (ELISA - enzyme linked
immunoaborbent assay) e dez caes com sorologia e exame parasitolégico

negativo para Leishmania.

3.2.1- Critérios de inclusdo no estudo

Foram incluidos, neste estudo, animais portadores ou ndo de sinais
clinicos de leishmaniose visceral, leves ou moderados, com boa condicio
corporal, auséncia de patologias concorrentes, com avaliagbes laboratoriais

normais e diagndstico parasitégico (mielograma ou mielocultura) positivo.

3.3 - Grupos Experimentais

Grupo 1 - Cdes Sintomaticos

Dez animais adultos, todos sem raga e idade definidas, com varios sinais
classicos da doencga, tais como: anemia, caquexia, alteracdes cutaneas
(alopecia, eczemas ou Ulceras), onicogrifose, ceratoconjuntivite, linfadenopatia,

rigidez dos membros posteriores.

21



Grupo 2 - Assintomaticos

Dez animais, sem raca e idade definidas sem sinais clinicos da doenca.

Grupo 3 — Animais-Controle

Dez caes adultos, sem idade e raca definidas, com exame soroldgico e

parasitoldgico negativos para Leishmania.

3.4 - Coleta e processamento histologico do material:

3.4.1 — Puncéo de medula 6ssea

Os animais foram tranquilizados com Acepromazina 1%, na dosagem de
0,1 mL/kg de peso por via intravenosa. Apos 10 minutos, foi administrado
anestésico geral, Tiopental Sédico 2,5%, na dose de 0,5 mL/kg de peso pela
via intravenosa (MELO et al., 2008). Depois de atingido o plano anestésico
adequado foi realizada a tricotomia e anti-sepsia (lodopovidine liquido a 1%) da
regido alvo. O aspirado medular foi obtido por puncdo da extremidade inferior
do esterno ou da fossa intercondilia da tibia. O conteudo medular foi aspirado
com agulha descartavel, 12x40, acoplada a seringa descartavel de 20 mL. Os
esfregacos medulares, por sua vez, foram confeccionados em duplicata e

corados por solugao de Giemsa a 10%.

3.4.2 — Eutanasia dos animais

Os animais foram eutanaziados conforme Resolugcdo n°® 714, de 20 de
junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre
os procedimentos e métodos de eutanasia em animais. O procedimento inclui
tranquilizagdo dos animais com Acepromazina 1%, na dosagem de 0,1 mL/kg
de peso por via intravenosa e apos 10 minutos, aplicagao de anestésico geral,
Thiopental Sodico 2,5%, na dose de 0,5 mL/kg de peso por via intravenosa.
Depois de atingido o plano anestésico adequado foi administrado uma dose
letal (0,3 mL/Kg) de T-61°. (MELO et al., 2008). Apés a comprovacdo da morte
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do animal foram iniciados os procedimentos para a necropsia e retirados os

orgaos a serem analisados.

3.4.3 — Coleta de fragmentos dos 6rgaos

Os orgaos foram analisados macroscopicamente levando-se em
consideracgao critérios como tamanho, peso e presenca de lesdes. Em seguida,
foram retirados fragmentos de figado, bago, linfonodo cervical, pele de orelha e
costela. Foram realizados esfregagos por aposicdo e os fragmentos foram
preservados em formol tamponado a 10% - pH 7,2 para inclusdo em parafina e

uma outra parte criopreservada a -70°C em Tissue Tek®.

3.4.4 — Avaliacdo histopatologica dos 6rgaos

As laminas contendo cortes parafinados de figado, bacgo, linfonodo
cervical foram coradas pela técnica da hematoxilina e eosina (descrita no item
3.4.5) e analisadas por microscopia optica. As alteragées avaliadas no baco
foram o espessamento e inflamacédo da capsula, hipertrofia e hiperplasia da
polpa branca e da polpa vermelha, congestdo, deposigdo de hemossiderina e
deplecédo de areas T dependentes na polpa branca. No figado obsevou-se a
presenca de granulomas, inflamagao portal, fendmenos degenerativos,
inflamacédo da capsula, congestdo sinusoidal, hipertrofia e hiperplasia das
células de Kupffer e deposicdo de hemossiderina. No linfonodo avaliou-se a
linfadenite capsular, inflamagdo dos seios subcapsulares, hiperplasia e
hipertrofia dos nodulos linféides e dos macrofagos, congestdo e presenca de
hemossiderina.

As alteragdes histopatoldgicas foram avaliadas de forma semi-quantitativa,
levando-se em consideracdo a extensdo das alteracbes em todo o corte
histolégico, sendo assim classificadas: (1) Auséncia de alteragao; (2) Alteracao

discreta; (3) Alteragdo moderada; (4) Alteragéo intensa.
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3.4.5 - Técnica da Hematoxilina-Eosina (HE)

As laminas foram inicialmente desparafinadas em xilol, hidratadas em
solugdes de alcoois decrescentes, e a seguir, lavadas com agua corrente. Logo
apos, foram coradas em hematoxilina e, apés nova lavagem, novamente
coradas em eosina. As laminas foram, entdo, imersas em agua corrente,
desidratadas em solugdes de alcool crescente e posteriormente diafanizadas

em xilol e montadas em balsamo sintético.

3.4.6 — Avaliacdo da densidade de parasitos nos 6rgaos

A presencga de parasitos nos orgaos foi avaliada pelo método de imuno-
histoquimica, utilizando-se a técnica da estreptoavidina-peroxidase (descrita no
item 3.4.7). A anadlise foi quantitativa levando-se em conta o numero de
amastigotas encontrado em vinte campos observados (440x) ao microscopio

optico.

3.4.7 - Técnica da estreptoavidina-peroxidase para deteccdo de formas

amastigotas de Leishmania.

A Imuno-histoquimica para marcagdo de formas amastigotas de
Leishmania em material embebido em parafina (Tafuri et al., 2004), nos varios
orgaos estudados, visando correlacionar as lesées com a presenga do parasito
nos 6rgaos. Na sequéncia, as laminas, contendo cortes parafinados de tecidos,
foram desparafinadas em xilol por 20 minutos, hidratadas em solugcbes de
alcoois decrescentes (alcool absoluto, 90°, 80° e 70° respectivamente) e
submetidas a um banho em PBS (“Phosphate Buffer Saline”-pH 7,2, 0,01M) a
10%. Posteriormente fez-se o bloqueio da peroxidase enddgena adicionando-
se ao banho de PBS o perdxido de hidrogénio (30 volumes diluida a 4% em
PBS), por 30 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram, entéo,
cobertas com solugao de bloqueio (Leite em pé desnatado diluido em PBS -12¢g
de leite em 200 mL de PBS) e incubadas em camara umida por 30 minutos a

temperatura ambiente. Logo apds, o anticorpo primario (soro de cao infectado
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com L. chagasi, na diluicido de 1/100 em BSA — soro albumina bovina) foi
adicionado em quantidade suficiente para recobrir os fragmentos, sendo as
ldminas incubadas por 18 a 24 horas em cédmara umida a 4°C. A seguir,
adicionou-se o anticorpo secundario biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra
anti-coelho e anti-camundongo na diluicdo de 1/100 - DAKO - LSAB 2 System,
Peroxidase — KO0675, segundo Tafuri et al, 2004) e as laminas foram
novamente incubadas em cadmara umida por 30 minutos a temperatura
ambiente. Adicionou-se, entdo, o complexo estreptoavidina peroxidase seguido
de incubagdo por 30 minutos em cadmara umida a temperatura ambiente. A
reacao foi revelada utilizando-se solugéo de Diaminobenzidina (DAB) a 0,024%
em PBS acrescida de solugao de peréxido de hidrogénio 40 volumes a 0,16%
em PBS, por cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente fez-se a
lavagem das laminas em agua corrente e contra-coloragdo com Hematoxilina
de Harris. As laminas foram entdo desidratadas em alcoois crescentes (70°, 80°
90° e alcool absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com balsamo
sintético.

Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um
positivo. Como controle negativo, utilizou-se PBS, em substituigdo aos
anticorpos primarios. Como controle positivo foi utilizado uma lamina com corte
histolégico de pele de orelha de um cao naturalmente infectado com

Leishmania.

3.4.8 — Caracterizacdo Imuno-histoquimica da laminina (LN) e do infiltrado

inflamatdrio nos 6rgéos pela técnica da estreptoavidina-peroxidase

Para caracterizagdo Imuno-histoquimica da laminina (LN) nos érgéos
utlizou-se o anticorpo de coelho anti-laminina (AHP420T Serotec®), e para
caracterizagao das células inflamatérias teciduais Mouse anti canine Anti
CD11b e Mouse anti canine Anti CD18 em secbes histolégicas de 4um
criopreservadas (Quadro 1).

Os fragmentos dos 6rgaos fixados na solugdo criopreservadora Tissue
Tek® foram cortados em criostato a 4,0 um de espessura e fixados em laminas

previamente desengorduradas com solugdo alcool-éter. Posteriormente, os
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cortes de tecido foram hidratados em alcoois decrescentes (alcool absoluto,
90° 80° e 70° respectivamente) e submetidas a um banho em PBS
(“Phosphate Buffer Saline™ pH 7,2, 0,01M) a 10%. Posteriormente fez-se o
bloqueio da peroxidase enddgena adicionando-se ao banho de PBS o perdxido
de hidrogénio (30 volumes diluida a 4% em PBS), por 30 minutos a
temperatura ambiente. As laminas foram, entdo, cobertas com solugdo de
bloqueio (Leite em pd desnatado diluido em PBS -12g de leite em 200 mL de
PBS) e incubadas em camara umida por 30 minutos a temperatura ambiente.
Logo apds, o anticorpo primario especifico (descritos no quadro 1) foi
adicionado em quantidade suficiente para recobrir os fragmentos, sendo as
laminas incubadas por 18 a 24 horas em camara umida a 4°C. A seguir,
adicionou-se o anticorpo secundario biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra
anti camundongo e anti coelho, na diluicdo de 1/100 - DAKO - LSAB 2 System,
Peroxidase — KO0675, segundo Tafuri et al, 2004) e as laminas foram
novamente incubadas em camara umida por 30 minutos a temperatura
ambiente. Adicionou-se, entdo, o complexo estreptoavidina peroxidase seguido
de incubagdo por 30 minutos em cadmara umida a temperatura ambiente. A
reacao foi revelada utilizando-se solugdo de Diaminobenzidina (DAB) a 0,024%
em PBS acrescida de solugéo de peroxido de hidrogénio 40 volumes a 0,16%
em PBS, por cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente fez-se a
lavagem das laminas em agua corrente e contra-coloragdo com Hematoxilina
de Harris. As laminas foram entdo desidratadas em alcoois crescentes (70°, 80°
90° e alcool absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com balsamo
sintético. Como controle negativo, utilizou-se PBS, em substituicdo aos

anticorpos primarios.

3.4.9 — Caracterizagcdo imuno-histoquimica da Fibronectina (FN)

Para a caracterizagdo Imuno-histoquimica da fibronectina (LN) nos
orgaos, em secoes histolégicas de 4um, criopreservadas a -70°C utilizou-se o
anticorpo de coelho anti-fibronectina humana, conforme descrito no quadro 1.

Apos a biopsia os fragmentos dos tecidos foram incluidos em meio
especial para tecido congelado (OCT Tissue Teck- meio para congelamento de

material de biopsia, Milles Inc., USA) e armazenados em freezer a —70°C onde
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permaneceram até o processamento. Os cortes histolégicos para essa técnica
foram feitos em criostato a temperatura de —-30 °C, a 4um de espessura,
fixados em etanol gelado por 15 minutos. Apds os tecidos atingirem a
temperatura ambiente, a area dos cortes foi demarcada. Em seguida os cortes
foram bloqueados com PGN puro (PBS + 0,25% de gelatina em pé + 0,1% de
azida em pod) durante 15 minutos. Sendo em seguida depositados 30uL do
segundo anticorpo primario diluido em PGN+saponina, para fibronectina foi
utilizado o anticorpo monoclonal coelho anti-fibronectina 1:400 (F 3648 -
Sigma), encubou-se em camara umida por 40 minutos e logo apos lavou-se
com PBS 3 vezes por cinco minutos cada lavagem. Enxugaram-se os cortes e
colocou-se o anticorpo secundario (cabra anti-camundongo conjugado com
Isotiocianato de Fluoresceina). Encubou-se por 40 minutos em cédmara umida
ao abrigo da luz. Lavou-se em PBS. As Idminas foram montadas com glicerina

e seladas com esmalte. Observadas ao microscépio de imunofluorescéncia.

QUADRO 1

Anticorpos utilizados

Anticorpo Diluicao Marca
Mouse anti canine Anti CD11b 1/100 MCA 1777S - Serotec
Mouse anti canine Anti CD18 1/100 MCA 1780S - Serotec
Rabbit anti Laminina 1/400 AHP 420T - Serotec
Rabbit anti Fibronectina 1/400 F3648 - Sigma
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3.5 - Estudo do colageno

Utilizou-se para marcacgao das fibras colagenas a técnica histoquimica
Prata Amoniacal de Gomori na quais as fibras sdo destacadas em preto. As
laminas foram desparafinizadas em xilol por cerca de 20 minutos, em seguidas
hidradatas em ordem decrescente de alcoois (absoluto ao alcool 70%) até o
banho de 5 minutos em agua corrente. Cada Iamina foi coberta com a solugao
aquosa de permanganato de potassio 0,5% durante 2 minutos, em seguida
lavou-se rapidamente as laminas até atingirem a cor marrom claro. O passo
seguinte foi pingar solugdo aquosa de acido oxalico 3% até os cortes ficarem
embranquecidos e em seguida foram lavadas em agua corrente rapidamente.
Encubar as laminas com sulfato férrico amoniacal 2% por 2 minutos e lavar
com agua destilada e em seguida corou-se as laminas com a Prata amoniacal
de Gomori por cerca de dois minutos, lavando-se em seguida e cobrindo os
cortes com solugdo aquosa de formol a 20%, até observar o enegrecimento
das sec¢des histoldgicas. Lavar rapidamente e mergulhar as laminas na solugéo
aquosa de cloreto de ouro 0,2% por trés minutos e lavar em seguida com agua
destilada. Cobrir os cortes com hipossulfito de sédio 2% por um minuto e lavar
rapidamente com agua destilada. Para a contra coloragédo cobriu-se os cortes
com Verde Luz 1 % por 30 segundos e lavaram-se as laminas com agua
destilada. Seguiu-se, entdo com a desidratagéo das Iaminas em alcool 70% até
os absoluto | e Il e diafanizacdo rapidamente em xilol por no maximo 10

minutos. LAminas motadas em Entellan® .

Os cortes histolégicos do figado, baco e linfonodos corados pela
coloracao pela Prata Amoniacal de Gomori foram analisados para quantificar
as fibrilas colagenas e reticulares quantificadas. Assim, esse programa de
computador, permitiu que as estruturas fossem marcadas e quantificadas
através de sua coloracédo diferencial com outras estruturas. Cada estrutura
corada de interesse foi selecionada manualmente, e o computador criou uma
imagem negativa da mesma (binarizagdo da imagem), e na sequéncia as
medidas foram realizadas de modo automatico (Figura 1) e os resultados

expressos em pum?.
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3.6 - Andlise morfométrica das fibras colagenas, laminina, fibronectina e

da expressao das CR3 positivas.

Apoés cada marcagao, foram capturadas 20 imagens aleatérias do corte
histolégico de cada animal, utilizando-se uma micro-camera JVC TK-1270/RGB
e, em seguida, digitalizadas na objetiva de 40X para a criagcdo de um banco de
imagens. Todas os campos marcados foram contados com o auxilio do
software KS300 contido no analisador de imagens Kontron Elektronick / Carl
Zeiss. Os métodos morfométricos utilizados estao descritos no livro “Principios
de morfometria digital KS300 para iniciantes” (CALIARI, 1997).

29



+ K300 2.0
e Yo irdons Hel

| 1= Gty - 1 (540.460) Colonus

[DI1E) ) 1) E ) GIElEE)
g

E g Mew
1 Gt By ot
{4 Errerce [B] srees
(SR T
(@ srmt 2t Cion
ﬁ Tinssy Qnm
T Hessur ) vieshy
[ Ciptem ] Lockun Tathe
| i B I Greree
) o=e Ec«»
Y Gy iekon
B Zooewinden

MEmeammank "1, databane” 1,210

Wi kg et i —T—
Wteicion| | 2 | 6 2 0 M @ i 58 -y [[Grsmo SN | 3Pt iml Wik

Figura 1 — Imagens para os comandos mostradas pelo software KS300 para determinagéo da
deposicao de colageno no parénquima hepatico. (A) Digitalizagdo da imagem; (B) Selecao dos
pixels das fibras colagenas; (C) Obtengédo da imagem binaria para posterior obtencéo da area
correspondente ao colageno; (D) imagem de area correspondente ao colageno.
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3.7 - Anédlise estatistica

Todas as analises estatisticas inferéncias ou descritivas foram
realizadas utilizando-se dos softwares INSTAT3 for Windows e PRISM verséo
3.0.

Baseando-se na natureza da distribuigdo ndo paramétrica dos dados
obtidos para o parasitismo dos animais, para analises de inferéncia entre dois
dos grupos estudados foi utilizado o teste de Mann-Whitney e para analises de
correlacao o teste aplicado foi o Coeficiente de Correlagdo de Spearman.

Dados obtidos para a expressao da laminina, fibronectina e das fibras
reticulares apresentaram distribuicdo normal, sendo as inferéncias desses
dados quando para dois grupos realizados pelo teste-T, para mais de dois
grupos realizados no teste de variancia da Tabela ANOVA e as analises de
correlagdo pelo Coeficiente de Correlacdo de Pearson e pela matriz de

correlagao de Pearson com indice de significancia menor que 5%.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Avaliacéo clinica dos animais

Os principais sinais clinicos apresentados pelos caes utilizados nesse
trabalho estdo demonstradas no grafico 1. As lesdes mais frequentemente
encontradas foram a linfadenomegalia, caquexia e as alteragdes cutaneas, tais

como: descamagao, dermatite seborréica, alopecia, ulceras e onicogrifose.

Ulceras na pele

Seborréia

Pele seca e descamando

Onicogrifose

Mucosas aparentes anémicas

Linfadenomegalia

Hipertermia

Ectoparasitos

Descarga ocular purulenta

Descarga ocular mucosa

Dermatite

Conjuntivite

Ceratite

Caquexia

Apatia

Alopécia localizada

Alopécia generalizada

Gréfico 1 - Valores percentuais do numero de animais naturalmente infectados
com Leishmania chagasi (assintomaticos e sintomaticos) que apresentaram sinais
clinicos durante a avaliacao.
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4.2 - Figado

4.2.1 - Macroscopia

As principais alteragdes macroscopicas observadas no figado foram o
aumento de peso e volume do 6rgéo (hepatomegalia), coloracdo vermelho-
escuro, bordas espessadas sugerindo congestao. Ao corte o 6rgao deixava fluir
consideravel quantidade de sangue caracterizando o quadro de congestao.

Houve em alguns casos a presenga de nodulos de coloragao
brancacenta, tamanhos variando de 0,2 a 0,5 cm, distribuidos aleatoriamente
na superficie do 6rgdo, sem predilecdo por um Iébulo hepatico ou outro.
Todavia, estes ndo se aprofundavam a superficie de corte. Essas lesdes
sugeriam a presenga de granulomas.

Em um caso o figado apresentou um aspecto peculiar. A superficie era
irregular caracterizada por lesdes de coloragdo clara ou brancacenta, de
formas e tamanhos variados irregulares promovendo depressoes, e distribuidas
difusamente, mas que nao se aprofundavam ao corte (Figura 2).

Os dados obtidos em relagdo aos pesos relativos dos figados estédo
demonstrados na Tabela 1. Houve diferenca estatistica em relagdo ao peso
relativo (%) do figado entre os grupos analisados (ANOVA p<0,0001).

Tabela 1- Peso relativo (peso do figado/peso corporal) dos figados dos
animais dos grupos assintomaticos, sintomaticos naturalmente infectados com
L. chagasi e grupo controle.

Grupos Peso relativo (%)
(média £ SR)
Controle 2,460 + 0,6518°
Assintomatico 3,380 + 0,5770°
Sintomatico 4,160 + 0,6518°

Os resultados expressos como médias dos valores + erro padrdao. As diferengas
estatisticamente significativas referem-se as letras a,b e c. ANOVA p<0,0001.
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Figura 2: Figado de céo sintomatico naturalmente infectado com

Leishmania (Leishmania) chagasi (6rgdo fixado em formol 10%)
Observar superficie irregular caracterizada por lesdes de coloragéo
escura apos fixagdo, mas que anteriormente eram brancacentas a
fresco (setas brancas). Essas lesdes sao distribuidas difusamente em
todos os lobos, de tamanhos e formas variados, e por vezes
promovendo areas de depressdes na superficie.
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4.2.2 - Microscopia

Ao exame microscopico, os fragmentos de figado de todos os animais
naturalmente infectados, independentemente do grupo clinico estudado,
apresentaram-se com lesdes qualitativamente muito semelhantes, variando
apenas em intensidade. Assim, os principais achados histopatoldgicos foram:
(1) inflamagdo portal e da capsula variando de discreta a intensa, com
predominio de células mononucleares (plasmécitos, macréfagos e linfocitos) e
raros polimorfonucleares de permeio. Os macrofagos estavam parasitados ou
nao com formas amastigotas de Leishmania (Figura 3A,B); (2) presenga de
granulomas de localizag&o preferencialmente intralobular e mais raramente nos
espacgos-porta hepaticos. Os granulomas eram constituidos principalmente de
macrofagos, parasitados ou n&o, plasmocitos, linfécitos e raros
polimorfonucleares neutréfilos e/ou eosindfilos. (Figura 3C,D,E); (3) hiperplasia
e hipertrofia das células de Kupffer (Figura 3F), muitas das quais parasitadas
por amastigotas; (4) degeneragéao hidropica e esteatose microvesicular (Figuras
3A,C,D); (5) congestdao sinusoidal e hemossiderose difusa, mas pouco
significativas. As analises das lesdes foram semi-quantitativas como mostra o

Grafico 2 (pagina 37).
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Figura 3A-F: Cortes histolégicos parafinados de figado de cides naturalmente infectados com

L. (L) chagasi. A e B — Céo assintomatico. (A)- Espago portal com infiltrado celular de
plasmacitos (setas), linfocitos e macrofagos. Notar hepatocitos em degeneragao hidropica
(cabega de seta). Congestéo sinusoidal pode ser observada (CS). , e em (B) Observar formas
amastigotas de Leishmania nos macrofagos (seta larga) e hepatécitos vacuolizados (células
baloniformes) (cabecas de seta). (C) Cé&o sintomatico. Granuloma intralobular contendo
macrofagos (células epitelidides) (setas largas), plasmdcitos e linfocitos (seta pequena).
Hepatdcitos com degeneragédo hidrépica (cabeca de seta). (D,E)- Cdo assintomatico. (D)
Presenga de granuloma intralobular contendo células epitelidides com nucleos alongados ou
ovais (seta larga), linfocitos (seta pequena) e plasmécitos (cabega de seta), e em (E) mesmo
campo mostrando amastigotas no interior dos macréfagos dos granulomas (setas). (F)- Cao
sintomatico: Notar no campo, células de Kupffer intensamente parasitadas (setas largas). DB-
ducto biliar; LV-vaso linfatico; VP- veia porta; S- sinusdide; ES-esteatose; C: congestdo. A,C,D-
H&E; B,E,F- Estreptoavidina-peroxidase. Todas as barras =16um.
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Gréafico 2 - Alteragbes histopatologicas observadas no figado de caes naturalmente
infectados por L. chagasi, grupos assintomaticos e sintomaticos.

4.2.3 - Avaliacdo dos parametros bioquimicos hepaticos

Um cdo do grupo assintomatico apresentou aumento da
aminotransferase de aspartato (AST) e seis animais do grupo de sintomaticos
apresentaram valores acima do normal para caes (80mg/dL). Nenhum céo do
grupo de assintomaticos apresentou aumento dos niveis de amininotransferase
de alanina (ALT), porém sete caes do grupo de sintomaticos apresentaram
elevacao para esse parametro.

A tabela apresenta os resultados da avaliacdo bioquimica hepatica em
caes naturalmente infectados por L.chagasi e ndo infectados. A anadlise dos
dados revelou que houve diferenga significativa na dosagem da ALT entre os
grupos de animais controles e sintomaticos (p<0,01, teste T de Tukey) e entre
animais dos grupos assintomaticos e sintomaticos (p<0,05, teste T de Tukey)
para o mesma enzima. Nao houve diferencga significativa para o parametro AST

entre os grupos estudados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Avaliacdo dos parametros bioquimicos e enzimaticos em caes

naturalmente infectados com L. chagasi e animais n&o infectados

Grupos Parametro Bioquimico (mg/dL)

AST /TGO ALT /TGP
Controle 61,70 + 8,46 29,70 +7,32°
Assintomético 68,60 + 21,23 41,90 +11,31°2
Sintomético 95,30 + 38,97 130,00 +110,59°

Os resultados expressos como média dos valores + desvio padrdo. As diferengas

estatisticamente significativas (p<0,01 e p<0,05) referem-se as letras a,b e c.

O do parasitismo hepatico foi entdo caracterizado pela técnica da

imunoistoquimica, e posteriormente quantificado o numero de amastigotas

imuno-marcadas pela técnica em vinte campos analisados na objetiva de 40X.

Houve diferencga estatistica significativa de acordo com o Teste T n&o pareado

(p<0,05) entre os dados do parasitismo nos grupos clinicos estudados, sendo

que nos animais sintomaticos o parasitismo foi mais elevado (Grafico 3).

N w
o o
| |

—_
o
|

amastigotas imunomarcadas

assintomatico sintomatico

* p=0,0158

Grafico 3 — Niumero de amastigotas marcadas por imuno-histoquimica no figado dos

caes dos grupos assintomaticos e sintomaticos (* p<0,05 Teste T nao pareado).
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4.2.4 - Avaliacdo das fibras colagenas (reticulares) hepaticas pela prata

amoniacal de Gomori

As fibras reticulares hepaticas dos caes sintomaticos encontravam-se
nitidamente mais espessadas em relacdo ao grupo controle. Essas foram
facilmente observadas na regido do espago porto-biliar € na parede dos
sinusodides dos I6bulos hepaticos. Essas fibras eram dispostas difusamente em
varias diregées formando uma trama mais espessa (Figura 4A,B) e por vezes
dando a impressao de estarem partindo dos espacgo-porta para o centro do
I6bulo (Figuras 4C,D). Conforme comentado, anteriormente, a presenga de
granulomas intralobulares foi um achado freqliente, mas raras fibras reticulares
puderam ser observadas dentro dessas estruturas como mostrado na
Figura 4E.

Em dois animais foi observada uma fibrose difusa peculiar. Essas fibras
circundavam grupos de hepatdcitos ou mesmo uma so6 célula, adquirindo o
aspecto da cirrose monocelular de Natan-Larrier, (1918) e, de modo difuso,
principalmente em determinadas areas, semelhante a chamada “Cirrose de

Rogers”, descrita por Rogers em 1908 no calazar indiano (Figura 4F).

Os resultados da quantificacdo do colageno hepatico mostraram
aumento significativo da deposi¢cdo do colageno hepatico em ambos os grupos
de animais infectados (sintomaticos e assintomaticos), em relagdo aos animais
controle (ANOVA p<0,0001). Entretanto, animais sintomaticos mostraram uma
fibrilopoiese mais intensa quando comparamos aos grupos de animais

assintomaticos e controle (Grafico 4 — pag. 42).
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Figura 4A-F: Cortes histoldgicos parafinados de figado de cées controle e cées naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. (A) Céo controle. Observar delicada trama de fibras
colagenas (reticulares) intralobulares delineando os sinuséides (setas). (B) Cao sintomatico. Observar
fibras colagenas intralobulares com espessamento marcante (setas). (C,D) Céo assintomatico. (C)
Notar fibras reticulares espessadas partindo do espago porta em diregdo ao Iébulo evidenciando os
sinuséides. (D) Detalhe da figura anterior mostrando fibras reticulares espessadas ressaltando os
sinusoides. (E) Céo assintomatico: Granuloma intralobular (seta) mostrando raras fibras colagenas no
seu interior (cabegas de seta). (F) Céo sintomatico: Observar um notavel espessamento das fibras
colagenas e por vezes com enclausuramento de uma unica célula (hepatdcito) (setas brancas). (VP)
Veia Porta; (DB) Ducto Biliar; (S) Sinusoides. Prata Amoniacal de Gomori. Barras (A,B,D,E e F) =
16um e em (C) = 32um.
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Gréfico 4 - Deposicao de colageno no figado de caes nos diferentes grupos estudados.
Prata Amoniacal de Gomori , (ANOVA * p<0,0001).

4.2.5 - Correlacao entre o parasitismo hepatico e a deposicdo de colageno

As anadlises de correlagédo entre a deposi¢cdo de colageno hepatico e a
carga parasitaria no figado mostraram correlagdo positiva. Considerada
extremamente significativa ao teste de correlagdo de Pearson (r= 0,7124,

p<0,0001) como mostra o Grafico 5.

Deposicéao de colageno

0 10 20 30 40
carga parasitaria hepatica

Gréfico 5 - Correlagao entre o parasitismo hepatico e a deposigcao de colageno no figado de
caes naturalmente infectados com L. chagasi. Pearson (r=0,7124, p<0,0001).
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4.2.6 - Avaliacdo da laminina (LN) hepéatica

A laminina hepatica encontrada no figado principalmente nas regides
portais e na parede das veias centrais (Figura 5A, B). Na parede dos
sinusdides foi descontinua (Figura 5E,F), e mais acentuada nos grupos de

animais sintomaticos e assintomaticos.

Na quantificacdo da LN hepatica observou-se aumento significativo da
deposigcdo do colageno hepatico nos animais do grupo sintomaticos e
assintomaticos em relagdo aos animais do grupo controle (ANOVA p<0,0001).
Nos animais do grupo sintomatico esse aumento foi mais acentuado e
estatisticamente significativo (p<0,001, teste T tukey) quando comparamos aos

grupos de animais assintomaticos e controle. (Grafico 6 — pag. 44).
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Figura 5A-F — Cortes congelados de figado de cées controle e naturalmente infectados com
Leishmania chagasi. (A,B) Cao Controle: Expressdo da laminina em células de estruturas da regido
portal (setas). (C,D): Cao Assintomatico: (C) Presenga de laminina nas estruturas vasculares e em (D)
granuloma com poucas células positivas para laminina (setas). (E,F): Cédo Sintomatico: Presenga de
marcagao nos sinusoides (setas) de forma difusa. No canto direito inferior observar um granuloma sem
marcagdo com amastigotas (seta), e em (F) Notar forte marcagdo da laminina nos sinusodides.
Estrepto-avidina-peroxidase. Todas as Barras = 50 ym.
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Gréfico 6 — Analise morfométrica da expressao de laminina hepatica pela técnica imuno-
histoquimica caes nos diferentes grupos estudados.

4.2.7 - Correlacéo entre a expressao dalaminina e o parasitismo hepético.

A Correlacado entre a expressao da laminina e a carga parasitaria no
figado foi considerada positiva (Grafico 7), estatisticamente significativa pelo
teste de correlagdo de Pearson (r=0,4838, p=0,0068).

0 I I I I 1
0 10 20 30 40

Carga parasitaria hepatica

Expressédo de laminina

Grafico 7 - Correlagdo entre a carga parasitaria hepatica e a expressao da laminina no
parénquima hepatico. Pearson, r=0,4838, p= 0,0068.
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4.2.8 - Avaliacdo da Fibronectina (FN) Hepéatica

A Fibronectina no figado nos grupos estudados, assim com a laminina,
encontrava-se distribuida, principalmente, nas regides portais e sinusoidais.
Nos animais infectados a marcacao da fibronectina foi observada com maior
intensidade em relagdo ao grupo controle (Figura 6A-C). Houve um aumento
significativo da deposicdo de FN nos animais infectados dos grupos
sintomaticos e assintomaticos em relacdo aos do grupo controle (ANOVA
p<0,0001). Nos animais do grupo sintomatico este aumento foi mais acentuado
e significativo (p<0,001; teste T Tukey) quando comparado aos grupos de
animais assintomaticos e controles. Também, houve diferencas estatisticas
significativas quando comparamos a deposigdo de FN entre todos os grupos
(Grafico 8 — pag.47 ).
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Figura 6A-C: Cortes histolégicos congelados de figado de cées controle e de
cées naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi: (A) Céo
Controle:Presenca discreta de fibronectina no Iébulo hepatico; (B) Céo
assintomatico: Marcagéo positiva para fibronectina no lI6bulo hepatico. Observar
no centro da figura forte marcagado ao redor de um ramo de um grande vaso
portal; (C) Cao Sintomatico: Marcagcédo exuberante e difusa no Iébulo hepatico.
Imunofluorescéncia para detecgao de fibronectina Todas as Barras 50=um.
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Gréfico 8. Analise morfométrica da deposigao de fibronectina no figado

4.3 - Bago

4.3.1 - Macroscopia

Em geral, as alteragdes macroscépicas observadas nos caes dos grupos
sintomaticos e assintomaticos foram o aumento de volume do d&rgéo
(esplenomegalia), o espessamento das bordas, o aspecto rugoso e irregular da
superficie e a coloragdo vermelho-escura sugerindo um quadro de congestéao.
Ao corte este fato se comprovava, pois a polpa vermelha era friavel e muitas
vezes difluente. A polpa branca, na grande maioria dos casos, era faciimente
visualizada como pontos de coloragdo brancacenta, de tamanho variando de
0,2 a 0,5 cm de diametro, distribuidos difusamente na superficie do 6rgéo,
indicando a hipertrofia e hiperplasia dos foliculos de Malpighi (hiperplasia
folicular).

O peso relativo do bago dos animais assintomaticos e sintomaticos e dos
caes do grupo controle estdo demonstrados na Tabela 3. Ndo houve diferenca

estatistica em relagdo ao peso relativo do bago entre os animais dos grupos
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assintomaticos e sintomaticos. Entretanto, houve diferenca significativa dos

pesos relativos dos bagos desses dois grupos quando comparados ao controle.

Tabela 3- Peso relativo (peso do bago/peso corporal) dos bagos dos animais
dos grupos  assintomaticos, sintomaticos naturalmente infectados com
L.chagasi e do grupo controle.

Grupos Peso relativo (%)
(média £ SR)
Controle 0,107 + 0,0234°
Assintomatico 0,215 + 0,0596°
Sintomatico 0,224 + 0,0734°

Os resultados expressos como médias dos valores + erro padrdo. As diferencas
estatisticamente significativas referem-se as letras a,b. ANOVA p<0,0001.

Nota: Foram mensuradas trés medidas de cada 6rgao: o comprimento e duas larguras
(extremidades maior e menor).

4.3.2 - Microscopia

As alteragdes histopatoldgicas observadas no bago dos caes foram o
espessamento e inflamagao da capsula, a hiperplasia e hipertrofia da polpa
branca e da polpa vermelha, a congestdo da polpa vermelha, a deposi¢ao de
pigmentos de hemossiderina e a deplecdo da bainha periarteriolar na polpa
branca, em alguns casos (Figura 7A-D).

Em geral, os fragmentos de baco analisados apresentaram
espessamento e inflamagao da capsula, com graus variados de intensidade. A
polpa branca era evidente apresentando foliculos linféides constituidos por
células dispostas em diferentes camadas, de acordo com sua afinidade
tintorial. As células mais centrais eram claras com nucleos vesiculosos e
citoplasma acidéfilo contendo ou nao parasitos. As células mais periféricas
eram mais escuras evidenciando seus nucleos bem corados pela Hematoxilina.
Interessantemente, esse quadro de hiperplasia e hipertrofia da polpa branca foi
mais intenso no grupo dos animais sintomaticos.

A polpa vermelha sofreu modificagbes, em decorréncia do aumento
consideravel do numero de células, tanto de macréfagos marginais dos seios
quanto dos corddes de Billroth e da pronunciada neoformagédo conjuntiva

(fibroblastos jovens e fibrocitos), levando, no conjunto, a redugao da luz dos

48



seios. Todos os caes dos grupos sintomaticos e assintomaticos analisados
apresentaram quadro de hiperplasia e hipertrofia da polpa vermelha. Parasitos
imuno-marcados foram facilmente visualizados nos macrofagos sinusoidais
(Figura 7E,F). A congestao dos seios medulares e a presenga de pigmentos de
hemossiderina (confirmado pela coloragdo do Azul da Prussia) foi um achado
frequente nos cdes do grupo de sintomaticos. As lesdes foram analisadas de
forma semi-quantitativa, classificadas como alteragdes discretas, moderadas e

intensas como mostra o Grafico 9 (pag. 51).
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Figura 7 — Cortes Histologicos de baco de cdes naturalmente infectados com Leishmania

(Leishmania) chagasi: (A,B,C) Cao Assintomatico: (A) observar capsula espessada (cabecas
de seta), polpa vermelha congesta (setas) e polpa branca reativa, apresentado foliculo linféide
evidente. (B,C) detalhes da figura anterior, sendo em (B) regido da polpa vermelha contendo
macrofagos hipertroficos e vacuolizados, sendo alguns deles repletos de formas amastigotas
de Leishmania (setas). Em (C): detalhe das células do foliculo linféide (polpa branca reativa).
(D) Céo Sintomatico: foliculo linféide sem formagao de centro germinativo e com diminuigao
numérica de linfocitos, sendo esses substituidos por macréfagos intensamente parasitados por
formas amastigotas de Leishmania (setas). (E,F) Cao Assintomatico: Notar a presenga de
formas amastigotas imunomarcadas na polpa vermelha (setas); e em (F) observar parasitos na
intimidade da trabécula esplénica (cabecas de seta) e nos macrofagos localizados no interior
da mesma (seta). (A-D) Hematoxilina-Eosina; (E-F) Estreptoavidina-Peroxidase. Barras (A)
Barra = 32um ; (B,C,D,E,F) (Barra = 16um). FL (Foliculo Linféide); PB (Polpa Branca); PV
(Polpa Vermelha); AC (Arteriola Central); TE (Trabécula Esplénica).
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Grafico 9 - Alteragdes histopatoldégicas observadas no bago de caes
naturalmente infectados, sintomaticos e assintomaticos.

A presenga de amastigotas de Leishmania, avaliado pela imuno-
histoquimica, e amastigotas e determinado pela contagem de parasitos por um
determinado numero de campos foi analisado pelo Teste T nao pareado
mostrou diferenga significativa entre os grupos de céaes sintomaticos e

assintomaticos (p=0,0014) (Grafico 10).
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Grafico 10 — Numero de amastigotas marcadas por imuno-histoquimica
no baco entre grupo de caes sintomaticos e assintomaticos, (*p = 0,0014
Teste T nao pareado).
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4.3.3 Avaliacdo das fibras coladgenas (reticulares) esplénicas pela Prata

amoniacal de Gomori

As principais alteragbes da matriz intersticial encontradas no bago dos
caes dos grupos sintomatico e assintomatico foi o aumento significativo, tanto
da espessura, quanto da quantidade de colageno depositado na capsula, assim
como o aumento da deposicao de fibras reticulares no parénquima esplénico

quando comparamos ambos 0S grupos com o grupo controle.

4.3.3.1- Espessura da capsula esplénica

A analise estatistica da espessura das capsulas esplénicas pelo teste
ANOVA demonstrou que houve diferenga significativa na deposicao de
colageno entre os trés grupos (p<0,001, ANOVA, Grafico 11). Entretanto, nos
caes do grupo sintomatico foi onde observamos este aumento mais acentuado
(Figura 8 A,B).

Figura 8 — Cortes histoldgicos parafinados de baco de cées controle e naturalmente infectados com

Leishmania (Leishmania) chagasi:: (A) Cao controle: Observar a espessura de capsula de acordo
com a seta dupla; (B) Cao Sintomatico: Notar um evidente espessamento da capsula (seta dupla),
sendo essa formada por fibras colagenas (reticulares) espessadas e dispostas em varias diregdes
(seta larga). Prata Amoniacal de Gomori. (A) Barra= 64um; (B) Barra = 16um.
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Gréafico 11 - Espessura da capsula esplénica nos grupos estudados.
Prata Amoniacal de Gomori,(*** p<0.001; * P<0.05, Teste T de Tukey).

4.3.3.2 - Correlagdo entre o parasitismo esplénico e a espessura da
capsula do baco

A espessura da capsula mostrou correlagao positiva e significativa, com
o parasitismo do bago (Grafico 12) (Teste de correlagcao de Pearson; r=0,7617;
p<0,0001).

2
200 - R? = 0,5801

esplénica

espessura da capsula

0
0 T T

0 500 1000 1500
carga parasitaria esplénica

Grafico 12 - Correlagdo entre o parasitismo esplénico de caes

naturalmente infectados com L. (L.) chagasi (avaliado por imuno-

histoquimica) e a espessura da capsula do bago (Prata Amoniacal de
Gomori).
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4.3.3.3 - Deposicdo de colageno (fibras reticulares) no paréngquima

esplénico

O bago dos animais sintomaticos e assintomaticos apresentaram maior
deposito de fibras reticulares distribuidos por todo o parénquima esplénico,
assim como as fibras mais espessadas em relacdo aquelas observadas no
baco dos animais controles (Figura 9A-D). Houve diferengca estatistica
significativa entre os grupos sintomaticos e assintomaticos (p<0,0001, ANOVA;
teste T p<0,01). Também, observamos significancia entre os animais do grupo
sintomatico e controle. Assim, ndo houve diferenca apenas quando
comparamos a deposicao das fibras reticulares entre os grupos de caes

assintomaticos e controle (Grafico 13 — pag. 56).
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Figura 9A-D: Cortes histoldgicos parafinados de baco de cées controle (A) e caes

naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi (B,C.D): (A):_C&o Controle.
Notar delicada rede de fibras reticulares (setas). (B):C&o assintomatico: Fibras colagenas mais
proeminentes podem ser observadas (setas); (C,D) Céao sintomatico: Fibras reticulares
espessadas e mais evidentes podem ser observadas (setas). Prata Amoniacal de Gomori.
Todas as Barrras = 16um.
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Gréfico 13 — Deposicao de colageno no parénquima esplénico dos
grupos de caes estudados.

4.3.3.4 - Correlagcdo entre o parasitismo esplénico e a deposicdo de
colageno no parénquima esplénico.

A deposicao de colageno na capsula corada pela técnica da prata
amoniacal de Gomori, mostrou correlagdo positiva com o parasitismo do baco
(Grafico 14). A correlagéo foi significativa ao teste de correlagdo de Pearson
(r=0,6205, p=0,0003).
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Grafico 14 - Correlagdo entre o parasitismo esplénico de caes
naturalmente infectados com L. (L.) chagasi (avaliado por
imuno-histoquimica) e a deposi¢cao de colageno na capsula do
baco (Prata Amoniacal de Gomori).
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4.3.4 - Avaliagéo da laminina (LN) esplénica

A laminina foi encontrada principalmente nas areas de maior
vascularizagdo (Figura 10). Na polpa branca néo foi observada marcagéao de
LN, somente em volta dos nddulos e/ou foliculos linfoides. Essa marcagao foi
mais acentuada nos animais do grupo sintomatico e assintomatico (Figura 10).
Houve aumento significativo de LN no parénquima esplénico dos animais dos
grupos sintomaticos e assintomaticos em relagdo aos animais do grupo
controle (ANOVA p<0,0001; teste T p<0,001). Entre os grupos de animais
sintomaticos com os assintomaticos ndo houve diferenga estatistica (p>0,05),

como demonstra o grafico 15, (pag. 59).
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Figura 10A-D — Cortes congelados de baco de cées controle e naturalmente infectados com

Leishmania chagasi. (A) Cdo Controle: Expressdo da laminina em células da polpa
vermelha (setas). (B): Céo Assintomatico: Presenca de laminina em estruturas vasculares na
polpa vermelha; (C,D) Cé&o Sintomatico: Presenga de forte marcagdo em células da polpa
vermelha em relagdo ao controle (A) (setas). Estrepto-avidina-peroxidase para marcagao da
laminina. (AC) Arteriola Central Todas as Barras = 50 ym.
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Gréfico 15 — Analise morfométrica da expressdo de laminina esplénica em
caes pela técnica imuno-histoquimica nos diferentes grupos estudados.

4.3.4.1 - Correlagcdo entre a expressao da laminina e o parasitismo
esplénico.

A Correlagdo entre a expressao da laminina esplénica e a carga
parasitaria no figado foi considerada positiva (Grafico 16), estatisticamente
significativa demonstrado pelo teste de correlagdo de Pearson (r=0,6159,
p=0,0003).
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Carga parasitaria esplénica

Grafico 16 - Correlagao entre a carga parasitaria esplénica e a expresséo da laminina no
parénquima esplénico Pearson, r=0,6159, p= 0,0003.
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4.3.5 - Avaliagéo da Fibronectina (FN) esplénica

A fibronectina (FN) esplénica foi detectada em todo o parénquima do
orgao, com excecgado da polpa branca onde a marcagao foi menos evidente.
Nos animais sintomaticos e assintomaticos observamos que a deposicido de FN
era mais acentuada em relacdo aos animais controles nao infectados (Figura
11). Houve um aumento significativo de marcagdo no parénquima dos bagos
dos animais dos grupos sintomaticos e assintomaticos em relagdo aos animais
controle (ANOVA p<0,0001; teste T p<0,001) e entre os grupos de animais
infectados (sintomaticos e assintomaticos), (p<0,001; Teste T de Tukey), como

demonstra o grafico 17 (pag. 62).
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Figura 11A-C: Cortes congelados de baco de cédo controle (A) e de cdes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi (B,C): (A) Cao Controle:Presenca discreta de
fibronectina no parénquima do bago (polpa vermelha) ; (B) Céo Assintomatico: Observar forte
marcagao positiva para fibronectina no parénquima esplénico no centro inferior da figura.; (C)
Céo Sintomético: Marcagéo exuberante e difusa no parénquima esplénico. Imunofluorescéncia
para detecgéo de fibronectina Todas as Barras 50=pm .
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Grafico 17 — Analise da morfométrica da expressdo de fibronectina esplénica nos
diferentes grupos estudados

4.4 - Linfonodo Cervical

4.4.1 — Macroscopia

O motivo de escolha de escolha do linfonodo cervical supercial para
estudo nesta pesquisa deveu-se pelo fato de que estes linfonodos nos caes
assintomaticos e sintomaticos apresentavam-se em maior tamanho e com
maior reatividade em detrimento aos outros inspecionados durante as
necropsias e de acordo com a experiéncia cientifica do grupo (LIMA et al.,
2004).

Em geral, os linfonodos cervicais de todos os animais infectados eram
clinicamente palpaveis. A necropsia eles apresentaram aumento de peso e
tamanho (linfadenopatia) de superficie lisa e brilhante e ao corte exibiam um
liquido fluente de aspecto leitoso, indicando edema do tipo exsudato. A camada
cortical do 6rgao era notavel e de facil discernimento da camada medular,
devido a presenca de formagdes nodulares, de coloragdo brancacenta,
sugerindo hiperplasia folicular. Esses ndédulos, por sua vez, podiam ser
confluentes originando areas de superficie mais extensas.

Nao houve diferenca estatistica em relacdo ao peso relativo do 6rgao
entre 0s grupos sintomaticos e assintomaticos avaliados (p<0,05; Test T de

Tukey). A diferenca estatistica foi observada quando comparamos cada um dos
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grupos de animais infectados, sintomaticos ou assintomaticos com os

linfonodos cervicais de animais controles (p<0,05; teste T de Tukey). (Tabela 4)

Tabela 4 - Peso relativo (peso do linfonodo cervical/peso corporal) dos
linfonodos cervicais dos cdes do grupo assintomatico, sintomatico e
naturalmente infectados com L. chagasi e do grupo controle.

Grupos Peso relativo (%)
(média £ SR)
Controle 0,0130 + 0,0045%
Assintomatico 0,0395 + 0,0039°
Sintomatico 0,0399 + 0,0116°

Os resultados expressos como médias dos valores + erro padrdo. As diferencas
estatisticamente significativas referem-se as letras a,b. ANOVA p=0,0253.

4.4.2 - Microscopia

As alteracdes mais marcantes foram a linfadenite capsular, a inflamacao
dos seios subcapsulares, a hiperplasia e hipertrofia dos nodulos linféides, a
hiperplasia e hipertrofia das células dos cordbes e seios medulares
(principalmente macrofagos) e a congestdo dos vasos nos corddes e seios
medulares com ou sem a presencga de pigmentos de hemossiderina (Figuras
12A,B,C e D).

A linfadenite capsular e o aumento da celularidade dos seios
subcapsulares, com graus variados de intensidade foram achados frequentes
nos caes assintomaticos e sintomaticos. Houve diferenga significativa entre os
grupos estudados, assim como houve diferencas entre os grupos sintomaticos
e assintomatcos para os parametros congestao e deposi¢cdo de hemossiderina
como mostra o Grafico 18 (p <0,05, Kruskall-Wallis).

Em relacdo aos nodulos linféides observou-se reagao folicular com
formagdo de centro germinativo. Nao raro, os foliculos linféides eram
coalescente, em correspondéncia ao observado a macroscopia, € as células
centrais apresentavam-se claras, com nucleo vesiculosos e citoplasma amplo.
A area periférica era constituida de células pequenas com cromatina densa
caracteristicas de linfocitos. Observou-se também reacao intensa da cortical
profunda, paracortical, levando a formacao de verdadeiros mantos constituidos

de células mononucleares com nucleos densos e células fusiformes com
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prolongamentos citoplasmaticos, sugerindo serem ceélulas dendriticas. Um
outro achado frequente foi hiperplasia e hipertrofia de macrofagos dos seios e
corddes medulares, associada a presenca de areas eosinofilicas, acelulares e
amorfas indicando liquido de edema do tipo exsudato.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos analisados em relagao
a hiperplasia e hipertrofia dos cordées medulares e dos nodulos linféides
(Grafico 18) (pag. 66)
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Figura 12A-F Cortes histologicos parafinados de linfonodos cervicais de cées naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi: (A,B) Céo Assintomatico: (A) Observar capsula
espessada (setas), seios subcapsulares com células inflamatérias (cabecas de setas) e regido da
cortical exibindo foliculos linféides; e em. (B) Presenca de inumeras formas amastigotas na
espessura da capsula (setas); (C,D,E,F) Céo Sintomatico: (C) Visdo panoramica da regido da
medular exibindo hipertrofia e hiperplasia das células dos corddes e dos seios. Em (D) detalhe da
figura anterior mostrando predominancia de plasmacitos (setas grandes), macréfagos (cabegas de
seta) e linfécitos (setas pequenas). Em (E) observar macréfagos hipertréficos com nucleos
vesiculosos e citoplasma abundante; e em (F) Macréfagos parasitados nos corddes (setas grandes)
e seios (setas pequenas). (A,C) Hematoxilina-Eosina. Barras = 32um ; (B,F) Estreptoavidina-
imunoperoxidase. Barra = 16um; (D,E) Barra = 16uym. C (Capsula); SS (Seios Subcapsulares); FL
(Foliculo Linfoide); CM (Corddes Medulares); SM (Seios Medulares); VS (Vasos Sanguineos).
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Grafico 18 - Alteragdes histopatolégicas observadas no linfonodo cervical de caes
naturalmente infectados por L. chagasi., grupos sintomaticos e assintomaticos.

O parasitismo avaliado pela imuno-histoquimica para amastigotas e
observado pela contagem de parasitas por um determinado numero de campos
e analisado pelo Teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenga significativa
entre os grupos (Grafico 19) de caes sintomaticos e assintomaticos (p=0,1767,

Teste T ndo pareado ).

O numero maior de amastigotas imuno-marcadas foi encontrado nos

linfonodos cervicais dos caes sintomaticos.
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Grafico 19 — Numero de amastigotas marcadas pela imuno-histoquimica nos linfonodos
cervicais nos grupo de cdes sintomaticos e assintomaticos néo significativos, (p = 0,1767,
Teste T ndo pareado).

4.4.3 - Avaliacdo das fibras colagenas dos linfonodos cervicais pela

Prata amoniacal de Gomori.

As fibras reticulares nos linfonodos cervicais dos caes infectados, além
de uma notavel deposicdo, apresentaram-se mais espessadas e enoveladas
em relacdo ao grupo controle (Figura 13A-D). E importante ressaltar que a
fibrilopoiese ocorreu, sobretudo, na regido medular, pois na da regiao cortical,
onde se concentravam os noédulos linféides, observamos presenca discreta de
fibras reticulares (Figura 13C). A medida que se afastava da regido, a
deposigao colagénica era mais intensa, difusa e as fibras apresentavam-se
mais espessadas em relagdo as encontradas nos linfonodos dos animais

controles (Figura 13B,D).

A quantificacdo da deposi¢cédo de colageno nos linfonodos cervicais nos
diferentes grupos estudados, analisados pela ANOVA mostrou diferenca
estatistica significativa entre os grupos sintomaticos e controle (p<0,05). Nao
houve diferengas estatisticas significativas quando comparamos o0s grupos
caes assintomaticos e controle, nem entre assintomaticos e sintomaticos
(Grafico 20 — pag. 69).
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Figura 13A-D: Cortes histoldgicos parafinados de linfonodo cervical de cées controle (A) e

caes naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi (B,C,D): (A):._Céo
Controle. Notar delicada rede de fibras reticulares (setas) na regido da cortical. (B,C,D):Céo
sintomatico: (B) Fibras colagenas mais proeminentes podem ser observadas (setas) na regido
da cortical; Em (C) Céapsula com fibras reticulares espessadas e bem evidentes podem ser
observadas (seta), e em (D) fibras reticulares evidenciadas nos seios (cabegas de setas) e
corddes (setas) medulares. Prata Amoniacal de Gomori. Todas as Barrras = 16um.
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Grafico 20 — Deposigao de colageno no parénquima de linfonodo cervical
(regido cortical e paracortical) nos diferentes grupos de cades estudados.
Prata Amoniacal de Gomori, (*p=0,0265).

4.43.1 - Correlacdo entre o parasitismo do linfonodo cervical e a

deposicédo de colageno.

A avaliagdo da deposi¢cao de colageno da regido cortical corada pela
técnica da prata amoniacal de Gomori demonstrou correlacdo negativa em
relacdo a carga parasitaria do 6rgao (Grafico 21 - A). A correlagdo nao foi
considerada significativa ao teste de correlagdo de Pearson (r=-0,3018,
p=0,1050) (Gréfico 19).

Por outro lado, houve correlagéo positiva entre a deposigédo de colageno
na regiao medular e a carga parasitaria nos linfonodos (Grafico 21 — B). Esta
correlagcdo foi considerada significativa ao teste de correlacdo de Pearson
(r=0,4064, p=0,0259).
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Grafico 21 - Correlagbes entre o parasitismo dos linfonodos cervicais de caes
naturalmente infectados com L. (L.) chagasi (avaliado por imuno-histoquimica) e a
deposicao colagénica; A - Regido cortical. B — Regido medular dos linfonodos cervicais
(Prata Amoniacal de Gomori).
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4.4.4 - Expresséao da Laminina (LN) no linfonodo cervical

A laminina imuno-marcada nos linfonodos cervicais foi encontrada
principalmente na regido subcapsular (células e matriz) circundando os
foliculos (Figura 14A-D). Nos animais infetados houve maior marcacao na

membrana basal dos vasos o quais se apresentavam ectasicos (Figura 14B).

A quantificagdo da laminina nos linfonodos cervicais mostrou aumento
significativo da expressdo da laminina nos animais do grupo sintomaticos e
assintomaticos em relagdo aos animais do grupo controle (ANOVA p<0,0001,
teste T p<0,001). Quando comparamos a expressdo da laminina nos
linfonodos dos grupos de animais sintomaticos e assintomaticos nao houve
diferenga estatistica entre eles (p>0,05), como demonstra o grafico 22, (pag.
73)
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Figura 14A-D: — Cortes congelados de linfonodo cervical de caes naturalmente infectados com
Leishmania (Leishmania) chagasi. (A,B) Cédo Assintomatico: Imunomarcagdo da laminina em
células da regido subcapsular (setas) e em células da parede dos vasos (cabecas de seta).
(C,D): Céo Sintomatico: (C) Observar inUmeras células marcadas na regido da subcapsular e
cortical (seta), (D) Detalhe da figura anterior evidenciando a forte expressao de laminina (setas)
Estrepto-avidina-peroxidase. (FL) Foliculo Linfoide; (VS) Vasos Sanguineos; (CC) Camada
Cortical; (CM) Camada Medular Barras = 50 ym .
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Gréafico 22 — Anadlise morfométrica da expressdo de laminina nos
linfonodos cervicais de cées pela técnica imuno-histoquimica nos
diferentes grupos estudados.

4.44.1 - Correlacdo a expressao da laminina (LN) e parasitismo no
linfonodo cervical.

A Correlagdo entre a deposicdo da laminina hepatica e a carga
parasitaria no figado foi considerada positiva (Grafico 23), estatisticamente
significativa demonstrado pelo teste de correlagdo de Pearson (r=0,4612,
p=0,0103).
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Gréfico 23 - Correlagao entre o parasitismo dos linfonodos cervicais de caes
naturalmente infectados com L. (L.) chagasi e a carga parasitaria. Pearson (r=0,4612,
p=0,0103).
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445 - Avaliagdo da Fibronectina (FN) no Linfonodo cervical.

A expressao da fibronectina (FN) foi mais evidente na medular dos
linfonodos cervicais dos animais infectados com Leishmania. Nos animais
controles essa marcagao era mais discreta ou pouco evidente (Figura 15 AB e
C). A marcagcdo da FN na regido cortical dos linfonodos foi observada,

principalmente, em volta dos foliculos linféides.

Os resultados da quantificacdo da FN nos linfonodos cervicais
demonstraram aumento significativo da expressdo da FN nos animais
infectados em relagdo aos animais do grupo controle (ANOVA p<0,0001; teste
T; p<0,001). A expressdo de FN entre os grupos de animais sintomaticos e
assintomaticos mostrou que houve diferengas estatisticas significativas

(p<0,001), como demonstra o grafico 24 (Pag. 76)
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Figura 15 — Imunofluorescéncia para detecgdo de FN no Linfonodo cervical. A - Céao
controle. B - Fibronectina no linfonodo cervical de cdo assintomatico. C - Fibronectina em
linfonodo de cdo sintomatico.
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Gréafico 24 — Analise morfométrica da expressao de Fibronectina nos
linfonodos cervicais de caes nos diferentes grupos estudados.

4.4.6 - Caracterizacdo do infiltrado inflamatorio nos 6rgéos

Houve um aumento do numero de células marcadas nos 6rgaos (Figura
16) entre animais infectados. A maior expressao de CR3 em caes naturalmente
infectados com L. chagasi foi demonstrada qualitativamente no baco de
animais naturalmente e experimentalmente infectados com L. chagasi. Nos
animais sintomaticos essa expressdo era maior quando comparados aos
assintomaticos.

Observamos uma maior expressao de CR3 nos diversos 6rgaos
estudados nos caes naturalmente infectados em relagdo aos controles. A
expressdo de CR3 foi medida através da contagem do numero de células
encontradas nos 6rgaos dos animais acometidos (dados nao mostrados).

No bago, o padrao de marcacgao das células CR3 era ao redor da polpa
branca (zona marginal) e na polpa vermelha, com marcagéo celular superficial
de CR3 (marcagdo de membrana celular). No figado, as células imuno-
marcadas estavam distribuidas no Iébulo hepatico e no espacgo porta e ao redor
do parénquima hepatico. Nos linfonodo cervicais a células CR3 positivas

econtravam-se, predominantemente, na regido dos cordées medulares.
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Figura 16 — Cortes histolégicos congelados de figado, baco e linfonodo de cées naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. (A) Expressao celular de CR3 (CD11b) no
nas células sinusoidas (macrofagos); (B) Expressdo celular de CR3 (CD11b) na polpa
vermelha (macrofagos); (C) Expressao celular de CR3 (CD11b) nos cordbes e seios
medulares (macrofagos). Estrepto-avidina-peroxidase. Todas as Barras = 16um.
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5 — DISCUSSAO

A Leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doencga de carater crénico
e de grande importancia epidemiologica, sendo o cdo o principal reservatorio
urbano para a doenga humana (MARZOCHI et al., 1994; ASHFORD, 2000). Os
estudos relacionados a patogénese da doenga canina tém se intensificado com
intuito de um melhor esclarecimento dos mecanismos envolvidos na formacao
dos sinais clinicos e lesbes apresentadas pelos animais infectados (CHAGAS,
1938; DEANE E DEANE, 1955; CIARAMELLA et al., 1997; PALATINIK et al.,
2004; GUIANETTI, et al., 2006).

Atualmente, os cées sdo considerados os principais mantenedores e
disseminadores da Leishmania chagasi no meio urbano. A LVC caracteriza-se
por apresentar um largo espectro de lesdes que varia desde a infecgao
inaparente até uma forma clinica grave, que normalmente leva a morte do
animal. As principais manifestagdes clinicas sdo as lesdes de pele, hipertrofia
generalizada dos linfonodos, hepatoesplenomegalia e perda de peso
(FERRER, 1992).

Um amplo espectro de lesbdes e alteragdes histopatolégicas pode ser
observado durante a infecgdo pela L. chagasi. Em caes, as alteragoes
associadas a pele, como descritas na literatura, foram amplamente
encontradas, destacando-se a descamacgao seca (55 %) e a alopecia (40 %).
Além disso, quando consideramos as alteragbes da pele em conjunto
(descamacado, alopecia, seborréia e ulceragbes), essas passam a ser
predominantes, o que esta de acordo com o descrito por Ciaramella et al.,
(1997); Ferrer et al., (1999), Lima et al., (2004), Giunchetti et al., (2006) e
Moura et al., (2008). A dermatite esfoliativa observada estava associada a
formacédo de caspas de coloragdo brancacenta acometendo principalmente a
regido das orelhas, cabeca e extremidades. Nesses casos a alopecia (perda de
pélos parcial ou completa) foi um achado comumente associado.

No figado dos animais assintomaticos e sintomaticos, em geral,
observamos a presencga da reacao inflamatéria crénica, caracterizada pela
grande presenca de infiltrado de células mononucleares nos espago-porta e no

parénquima hepatico (I6bulos). O exsudato inflamatério observado formava
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arranjos especiais, que sao caracterizados por alguns autores como
granulomas intralobulares hepaticos. Os granulomas eram mais frequentes e
em maiores quantidades nos animais do grupo de caes assintomaticos. Esse
achado é descrito em modelos murinos da leishmaniose visceral (MURRAY et
al., 2001), em caes experimentalmente infectados com L. donovani e L. chagasi
(GONZALEZ et al. 1988; OLIVEIRA et al. 1993; TAFURI et al., 1996), em caes
naturalmente infectados com L. chagasi (TAFURI et al., 1996 e SANCHEZ et
al. 2004).

Estudos realizados por Sanchez et al. (2004) em céaes naturalmente
infectados com L. chagasi demonstraram diferengas na resposta imunoldgica
observada no bago e figado. Estes autores relatam que no bago a resposta
imune dos caes sintomaticos e assintomaticos foi muito similar. No figado,
entretanto, os caes assintomaticos mostraram uma imunidade efetiva, com
granulomas bem formados contendo células T efetoras e numerosas moléculas
ativadoras, ao passo que, 0s animais sintomaticos apresentavam granulomas
ndo organizados compostos por infiltrado de células T, numerosas células de
Kupffer parasitadas e baixa expressao de moléculas ativadoras. Estes autores
também observaram menor parasitismo no bago, em relagdo ao observado no
figado. Esses resultados, no entanto, contrastam com os achados de Tafuri et
al. (1996); Sant’/Ana et al. (2007) e Lima et al., (2007) que ao estudarem caes
naturalmente e experimentalmente infectados, observaram granulomas
intralobulares bem organizados, no figado de todos os animais estudados,

independente da forma clinica.

A deposicéo de fibras colagenas avaliadas pela técnica histoquimica
Prata Amoniacal de Gomori, no figado dos caes sintomaticos e assintomaticos
estudados esteve aumentada quando comparamos a deposi¢cao dessas fibras
no figado dos animais do grupo controle. Esses dados foram estatisticamente
significativos. De fato, em todos os animais houve a deposigdo de fibras
colagenas no interior dos I6bulos hepaticos, mesmo que em variado grau de
intensidade. Nos figados dos animais sintomaticos a neoformacéo conjuntiva
era extremamente intensa, sendo que as fibras colagenas distribuiam-se
difusamente e em varias direcdes, mas sem isolar partes do parénquima ou

grupos de l6bulos hepaticos como acontece em outras hepatopatias fibrosantes
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(Bogliolo, 1956). Essas fibras colagenas mostravam espessuras bem variadas,
sendo mais espessadas em determinadas areas lobulares do que outras. Esse
fato poderia indicar que a deposicédo intralobular estaria em fase evolutiva
distinta, mesmo o processo atingindo todos os I6bulos hepaticos.
Adicionalmente, o colageno nos espacgo porta hepaticos e o da capsula de
Glisson era proeminente, mas sem indicar continuidade com a fibrose

intralobular.

As fibras reticulares intralobulares foram bem evidenciadas pela
coloracéo negra, visualizadas dispostas em varias direcoes, ora mais espessas
ou ora mais delgadas, paralelas, obliquas ou perpendiculares aos sinusoides,
formando uma rede compacta em certos pontos. Em dois casos, as fibras
circundavam pequenos grupos de hepatdcitos ou mesmo uma so6 célula,
adquirindo o aspecto da cirrose monocelular de Natan-Larrier (1918) e, de
modo difuso, principalmente em determinadas areas, semelhante a cirrose
hepatica de Rogers (1908). Achados semelhantes aos de Melo et al., (2008).

em figados de animais naturalmente infectados com L. chagasi .

O quadro hepatico apresentado pelos animais dos grupos de caes
assintomaticos e principalmente, nos animais sintomaticos assemelha-se a
fibrose intralobular difusa. Entretanto, isso difere da cirrose, pois ndo ha
formagado de nddulos regenerativos no parénquima hepaticos, constituidos por
conjuntivo neoformado que insulam partes do parénquima, grupos de Iébulos
ou mesmo parte desses, como ocorre no quadro de cirrose verdadeira, como
preconizado pela Organizagdo Mundial de Saude. Segundo Corbett et al.,
(1993) na leishmaniose visceral humana (LVH), além da ativacdo das células
de Ito devido a estase e a persisténcia do antigeno, a estimulagéo cronica das
células de Kupffer também estimularia uma reacéao intersticial no espago de
Disse, acompanhada da alta ativacdo dessas células estreladas. Além disso, o
autor ainda discute que tanto a presenca de antigenos de Leishmania nos
espacos de Disse, quanto de Imunoglobulina G (lg G), estimulariam a sintese e

secregao de produtos da matriz.

Nesse trabalho foi encontrada correlagéo positiva entre a deposigcéo de
colageno hepatico nos animais naturalmente infectados e a carga parasitaria.

Assim, os caes infectados apresentam maior colanogénese hepatica (fibrose
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intralobular) que esta provavelmente estimulada pela presenca do parasito,
como sugerido por Bogliolo (1956) e Corbett et al., (1993) na leishmaniose

visceral humana.

Tanto a expressao de laminina, quanto a de fibronectina no figado foi
maior nos animais sintomaticos e assintomaticos em relagédo aos animais do
grupo controle. Houve diferengas estatisticas entre todos os grupos avaliados,
existindo ainda, uma correlagcdo positiva entre a expressao de laminina e
fibronectina hepatica nos animais naturalmente infectados e a carga parasitaria
apresentada nesse 6rgao. A expressao excessiva de laminina e fibronectina no
figado de animais parasitados € um reflexo de processos inflamatérios e
degenerativos locais. Alguns trabalhos mostram que tanto a laminina, quanto a
fibronectina é secretada durante a regeneracdo hepatica apoés uma
hepatectomia radical ou na cirrogénese. Nesse casos essas fibras assumem
um papel importante no processo de capilarizacdo dos sinusoides e
remodelagao local (MARTINEZ-HERNADEZ et al., 1995).

O perfil bioquimico hepatico demonstrou o aumento sérico da atividade
das enzimas aminotransferase de aspartato (AST) e Amininotransferase de
alanina (ALT) nos animais infectados, principalmente nos sintomaticos. O
motivo do aumento pode ser explicado pelas varias injurias hepaticas causadas
por Leishmania. Esses resultados corroboram com os estudos de Ferrer et al.,
(1991) com céaes naturalmente infectados com Leishmania chagasi, o qual

verificou o aumento dessas enzimas correlacionado as alteragées hepaticas.

A fibrose hepatica ou a acumulagdo progressiva de matriz extracelular
(ECM) fibrilar no figado, € a consequéncia de danos teciduais repetidos devido
a infecgbes (principalmente por virus B e C), induzida por drogas, causas
metabdlicas e auto-imunes, e a ativagao crénica da reagcido de cicatrizagao de
feridas (Schuppan et al., 1999; Rochey,2000; Valkova, 2002; Pinzani &
Rombouts, 2004). A fibrose hepatica ndo resulta somente de mudangas na
ECM, mas também de alteracbes na sua degradagao, que significa uma perda
do balango funcional dindmico entre fibrogénese e fibrélise (Valkova, 2002).
Como o figado torna-se fibrotico, ha mudangas quantitativas e qualitativas na
composicdo da ECM. As fontes celulares dos componentes do tecido

conjuntivo em fibrose hepatica tém sido um tema de controvérsia, mas as
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células hepaticas estreladas (HSC) ou células de Ito sdo provavelmente as que
mais contribuem para esse processo, quando o dano hepatocelular € limitado
ou concentrado dentro do Iébulo hepatico (Pinzani & Rombouts, 2004).
Evidéncias tém sido obtidas que células precursoras circulantes, chamadas
fibrécitos do sangue circulante migram para o sitio da lesdo, mas ainda nao foi
demonstrado o seu papel no desenvolvimento de fibrose hepatica (Guyot et al.,
2005).

De acordo com Rochey (2000), a fibrose hepatica representa a
cicatrizacdo de uma ferida em resposta ao agente agressor, sendo similar a
resposta de outros 6rgéos a injurias recorrentes, ou seja, independente das
causas, 0os mecanismos gerais de fibrose s&o similares. Had uma cascata de
eventos apdés a injuria, frequéntemente com um componente do stress
oxidativo, seguido por mobilizacdo de células inflamatdrias, que liberam
citocinas, que contribuem diretamente (e indiretamente) para a ativagdao das
células efetoras, como as células estreladas hepaticas (HSC). As HSC quando
ativadas liberam citocinas como a proteina quimiotatica para mondcito-1 (MCP-
1) e peptideos biologicamente ativos que amplificam a resposta (Rochey, 2000;
Pinzani & Rombouts, 2004). No figado normal essas células perisinusoidais,
também chamadas células de Ito ou lipdcitos, correspondem a 5-8% do total de
células. Elas sao distribuidas através do lobulo hepatico e servem como um
sitio principal de estocagem para retindides (metabdlitos da vitamina A), e
quando ativadas perdem o conteudo lipidico, adquirindo um fendtipo
miofibroblastico (Guyot et al., 2005). Esse fenotipo é caracterizado por um alto
potencial proliferativo e por produzir um excesso de ECM (Schuppan et al.,
1999).

No bago a congestao era observada macroscopicamente pela coloragao
e a fluidez de sangue ao corte do 6rgéo, foi um achado comum e comprovado
quando observado ao microscopio optico. O espessamento da capsula, assim
como, a inflamagao capsular e subcapsular foram observados, principalmente,
nos animais sintomaticos. Todavia, a hipertrofia e hiperplasia da polpa branca
ocorreram em todos os grupos estudados, principalmente nos animais
sintomaticos e assintomatcos. Essas alteragcdes encontram-se descritas em

trabalhos na literatura como os de Veress et al., (1977) no homem, Tafuri et al.,
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(1996) para animais naturalmente infectados e Tafuri et al. (1996) em animais
experimentalmente infectados. Deplecdo de areas T dependentes, bainha
periarteriolar da polpa branca, no baco de hamsters e cies experimentalmente
infectados com L. donovani (CORBETT et al., 1992; KEENAN et al., 1994), tem
sido amplamente descritos na literatura, sendo que esses animais certamente
desenvolvem algum grau de imunodepress&o. Nesse trabalho, essa alteragéo
foi observada em dois animais sintomaticos. Todavia, na regido de polpa
vermelha, grande numero de macréfagos parasitados pode ser observado em
animais tanto de perfil sintomatico quanto de perfil assintomatico. A presenca
de macroéfagos, altamente parasitados no parénquima de érgéaos linféides de
animais assintomaticos, é também descrita por outros autores como Abranches
et al. (1991), Lima et al. (2004) e Xavier et al., (2006). Na leishmaniose visceral
ocorre o0 desenvolvimento de uma resposta imune 6rgao-especifico em dois
principais 6rgaos alvos de infecgdo - o bago e o figado. Estudos indicam que o
baco, considerado local inicial da geragdo da resposta imune mediada por
células, também parece ser o local de persisténcia do parasito associada com
modificagdes imunopatoldgicas. Estas incluem esplenomegalia e disturbios na
arquitetura tecidual que parecem contribuir para o estado de
imunocompeténcia do hospedeiro (STANLEY & ENGWERDA, 2007; LIMA et
al., 2007).

Evidenciamos em nosso estudo a maior deposicao de fibras reticulares
no bago dos caes dos grupos de animais sintomaticos e assintomaticos em
relacdo ao grupo de animais controle. Resultados estatisticamente
significativos ao compararmos a deposigao colagénica entre todos os grupos.
No baco dos animais sintomaticos foi onde quantificamos a maior deposigao,
sendo que nesses animais, as fibras reticulares esplénicas, apresentavam-se
mais espessadas, formando uma trama mais compacta. Outro achado
relevante no baco foi a espessura de capsula que variou de acordo com o
grupo de animais estudados. Nos animais sintomaticos e assintomaticos essa
espessura era bem maior quando comparada com a espessura media da
capsula dos animais controles, resultados estatisticamente significativos.

Adicionalmente, houve correlagao positiva na deposicao de fibras colagenas no
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parénquima esplénico, na espessura da capsula quando comparamos com a

carga parasitaria neste orgao.

O excesso de acumulo de MEC que leva a fibrose ocorre quando a
formagdo excede a degradacdo. Nas inflamagdes crbénicas, consequéncia
comum das infec¢des parasitarias € um potente promotor de formacado de
matriz extracelular (ANDRADE et al., 1991). Entdo, a colagénese intensa
observada nos bagos dos animais infectados (sintomaticos e assintomaticos)
estaria diretamente relacionada ao parasitismo e as alteragdes histologicas
encontradas. Adicionalmente, a esplenomegalia foi mais preponderante nos
animais sintomaticos que apresentaram maior carga parasitaria. Outro fato que

explicaria.

Outro fato que explicaria a intensa congestdo e colapso estrutural do
parénquima que contribuiria para o aumento de peso e de tamanho esplénico,
assim como a deposicao de fibras reticulares na leishmaniose visceral canina
postulado por Weiss et al., (1986) e Alexandre - Pires et al., (2006) é que a
presenca de maior numero de células reticulares que formam o leito de filtracao
sinusoidal seria responsavel por varios mecanismos como controle da
circulagao do bacgo através da contracéo, alinhamento da expanséo das células
dendriticas e reticulares promovendo a sintese de colageno do tipo Il (fibras
reticulares). Sob condigdes de parasitismo na leishmaniose visceral, uma
importante rede formando uma barreira dessas fibras extracelulares pode ser
vista. Esta nova condicdo formada estd provavelmente envolvida no
impedimento ou na diminuicdo do fluxo de elementos sanguineos através do
leito de filtracdo e consequentemente o transito dos parasitos pelo bago. Este
mecanismo reticular parece ser efetivo na origem da condi¢céo de stress pela
queda no fluxo de sangue, assim como no mecanismo imunoldgico esplénico.
O colapso da arquitetura sinusoidal pode ser responsavel pelo processo

congestivo inicial e aumento massivo tipico do érgao na leishmaniose visceral.

A expressao de laminina esplénica também foi superior nos animais
sintomaticos e assintomaticos em relagdo aos animais controles, porém nao
houve diferengas estatisticas de expressdo entre os grupos de animais
sintomaticos e assintomaticos e sim quando comparamos a expressao desses

grupos com o grupo controle. Em relagao a expressao de fibronectina no bago
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dos animais infectados observou-se um aumento estatisticamente significativo
de expressao nos animais dos grupos sintomaticos e assintomaticos. Nesses
orgaos podemos inferir que estas fibras adesivas possuem grande participagéo
na resposta desenvolvida contra a doenga neste 6rgao. Em resposta a injuria
tecidual quantidades elevadas de fator de crescimento transformante (TGF-B) e
de fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) liberados pelos
macrofagos podem induzir a fibrogénese pela excessiva producdo de Matriz
extracelular (JONES et al., 1992). Houve correlagéo positiva entre a expresséo
de laminina e a carga parasitaria apresentada pelos bagos dos animais

naturalmente infectados com Leishmania.

Na LVC a linfadenopatia € um achado clinico frequente (CIARAMELLA
et al, 1997; COSTA VAL, 2004; LIMA et al., 2004). Nossos resultados estao de
acordo com estes autores, pois a linfadenopatia, especialmente dos lifonodos
cervicais, foi o sinal clinico mais prevalente verificado nos caes deste
experimento. Lima et al. (2004) relatam que a linfadenopatia, observada em
caes naturalmente infectados com L. chagasi, relaciona-se principalmente com
a hipertrofia e hiperplasia dos macréfagos medulares (corddes e seios).
Adicionalmente, esses autores observaram que os linfonodos cervicais
apresentam mais alteragcées que os axilares e popliteos. Segundo Ciaramella
et al. (1997) a maior reatividade dos linfonodos cervicais deve-se a sua posi¢ao
anatbmica, uma vez que estes drenam as regides cutaneas e subcutaneas da
cabeca e orelha (COSTA et al., 2008).

Na capsula o desarranjo estrutural com neo-formagdo conjuntiva
associada a quadros inflamatorios é descrito n&do s6 para caes naturalmente
infectados como para animais experimentalmente infectados (Tafuri et al.,
1995). Alteracdes inflamatodrias no seio subcapsular e a hipertrofia e hiperplasia
de macréfagos foram as alteragbes mais frequentes, assim como os descritos
por Lima et al., (2004).

Os pesos relativos dos linfonodos cervicais nos grupos sintomaticos e
assintomaticos foram maiores, porém nao foram estatisticamente significativos.
Somente quando comparamos os linfonodos cervicais nos animais infectados
em relagcdo aos animais controles observamos esta diferenca. As alteragdes

histopatoldégicas como linfadenite capsular, congestdo e depodsito de
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hemossiderina observadas foram maiores nos animais sintomaticos quando
comparado aos assintomaticos. Todavia, ndo houve diferengas significativas
entre as cargas parasitarias entre os grupos de animais sintomaticos e
assintomaticos.

O parasitismo correlacionou-se positivamente com a linfadenite capsular
e com o quadro de hipertrofia e hiperplasia dos nodulos linfoides, sugerindo
que a reatividade das células dos linfonodos estejam associadas a maior
estimulacdo antigénica decorrente da carga parasitaria. Os centros
germinativos sao histologicamente definidos como agregados de células
blasticas constituindo areas de células B, no tecido linféide, apds estimulagao
antigénica. Eles estdo associados com o desenvolvimento de células B de
memoria e células plasmaticas, especialmente secundario a IgG e IgA (KRAAL
et al.,1982). Sabe-se que na LVC a resposta imune humoral desenvolvida é
bastante intensa, traduzindo-se na presencga de elevados titulos de anticorpos
anti-Leishmania (ALVAR, 2004).

Nos linfonodos cervicais avaliados, a deposi¢cao de fibras colagenas foi
maior nos animais sintomaticos, porém nao houve diferengas estatisticas
quando comparamos com a deposi¢cao colagénica nos animais assintomaticos.
Essa diferenca so6 foi constatada quando comparamos os linfonodos cervicais
dos animais sintomaticos com os dos animais controles. Outro achado
interessante foi que na regido medular dos linfonodos cervicais dos animais
sintomaticos e assintomaticos a deposicdo de colageno foi mais escassa,
devido ao grande numero de nédulos linféides da regido. Quando avaliavamos
a regido cortical a deposigdo de colageno aumentava substancialmente nos
linfonodos desses animais. A deposicdo era observada tanto nos corddes,
quanto nos seios medulares. Esses achados, somados com as alteracdes aqui
descritas devem contribuir para o aumento de tamanho e volume dos
linfonodos cervicais, quadro clinico o qual poderiamos denominar de linfadenite
reacional em animais naturalmente infectados com L.chagasi. Encontramos
também, correlacdo positiva entre a deposigcao de fibras colagenas nos
linfonodos e a carga parasitaria deste 6rgéo.

Evidenciamos um aumento da expressao da laminina nos linfonodos dos
animais sintomaticos e assintomaticos, entretanto estes resultados nao foram

considerados estatisticamente significativos. Quando comparamos essa
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expressao com as apresentadas pelos animais controles, temos entao
resultados significativos. Houve correlagdo positiva entre a expressdo de
laminina e a carga parasitaria dos linfonodos cervicais.

Abreu-Silva et al. (2004) demonstraram em pesquisas com infec¢ao
experimental em camundongos com L. amazonensis que nao houve alteracao
na expressao da laminina nos linfonodos popliteos de camundongos apdés
noventa dias de infecgdo. Os resultados da expressao da fibronectina nos
linfonodos cervicais foram maiores nos animais dos grupos sintomaticos e
assintomaticos quando comparamos ao grupo controle. Estes dados
demonstram que componentes da matriz, como fibronectina e laminina estao
envolvidos diretamente na patogénese da leishmaniose visceral.

A maior expressdo de CR3 (CD11CD18) em caes infectados com
L. chagasi foi demonstrada qualitativamente no bago de animais naturalmente
e experimentalmente infectados por Tafuri et al. (2006). Considerando que os
animais sintomaticos tém expressdo aumentada de CR3 no bago e nos
linfonodos cervicais, e existe correlacdo positiva com o parasitismo tecidual
desses orgaos (dados ndo mostrados), podemos inferir que macréfagos CR3
positivos seriam mais uma fonte de perpetuacao da infeccao causada por L.
chagasi. Estes 6rgdos podem estar relacionados com a continua producéo de
fatores de crescimentos envolvidos na fibrogénese apresentada pelos érgaos
estudados (JONES et al., 1992; LIMA et al., 2007). Em animais naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi ha maior expressao de
receptores do complemento do tipo trés (CR3) no bacgo, figado e linfonodos,
expressos na superficie de macrofagos teciduais, podendo este achado estar

relacionado também a fibrogénese observada nestes 6rgaos na LVC.
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6 — CONCLUSOES

e Nossos resultados permitiram concluir que os animais naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi apresentam aumento
da deposicdo de matriz extracelular do bacgo, figado e linfonodos em

relacdo ao grupo controle, ndo infectados.

e Tanto o parasitismo tecidual, quanto o carater inflamatério encontrado
nos tecidos estudados correlacionam-se com as alteragdes da matriz

extracelular nos tecidos dos animais infectados.

e Existe correlacao positiva entre o parasitismo tecidual do figado, baco e
linfonodos cervicais de animais naturalmente infectados e a deposig¢ao

de colageno, laminina (LN) e fibronectina (FN) nestes érgaos.

e Os animais naturalmente infectados do grupo sintomaticos

apresentaram maior grau de alteragdes de matriz intersticial.

¢ Animais naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi
apresentam maior expressao de receptores do complemento do tipo trés
(CR3) no bacgo, figado e linfonodos podendo este achado estar

relacionado também a fibrogénese observada nestes 6rgaos na LVC.
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das alteracées da matriz extracelular, do figado, baco, medula dssea,
linfonodos e da pele de cdes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi', que tem como responsavel Wagner Luiz Tafuri , esta de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité
de Etica em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na
reunido de 31/ 05/2006.

Este certificado expira-se em 31/ 05 / 2011,
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We hereby certify that the Protocol n® 102/2006, related to the project entitled
“Study of the extracelular matrix alterations of the liver, spleen, bony
marrow, lymph nodes and skin of dogs naturally infected with Leishmania
(Leishmania) chagasi’, under the supervision of Wagner Luiz Tafuri, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in May 31, 2006.

This certificate expires in May 31, 2011.

‘Belo Horizonte, 31 de Maio de 2006.

M
Prof. Humberto Pereira Oli

Presidente do CETEA/UF

Universidade Federal de Minas Gerais
Prédio da Reitoria - Campus Pampulha
Avenida Anténio Carlos, 6627 - 7 Andar, Sala 7018
31270-901 - Belo Haorizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4592 — Fax: {31) 34994027

www.ufmg.briprpg/cetea - cetea@prpg.ufma.br
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