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Resumo

Sdo poucas as descricdes das alteracdes patoldgicas e parasitologicas
relacionadas ao envolvimento do trato gastrointestinal (TGI) na leishmaniose visceral
canina e, sobretudo considerando-se o TGl de forma sistematica. Assim, neste
trabalho objetivou-se um estudo sistemético, clinico, anatomopatologico e
parasitolégico do TGI de caes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi provenientes da regido metropolitana de Belo Horizonte, MG.
Apos confirmacgéao soroldgica (RIFI e ELISA) e parasitologica (esfregaco de medula
O0ssea) para L. chagasi, os animais foram divididos clinicamente em trés grupos:
sintomaticos (n =6) quando a manifestacdo de pelo menos um sinal clinico sugestivo
de leishmaniose visceral; assintomaticos (n=6) quando da auséncia de sinais
clinicos e o grupo controle ndo infectado (n=3). Os animais foram eutanasiados e
amostras dos segmentos do TGI: es6fago, estbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco,
célon e reto foram coletados e fixados em formalina 10%, e solugdo de Carnoy’s
sob refrigeracédo (4°C), posteriormente incluidos em parafina e em resina de glicol-
metacrilato (GMA), respectivamente. As amostras do TGl foram avaliadas pelas
técnicas de imuno-histoquimica e coloragbes de rotina (H&E, azul de toluidina,
Dominici e PAS). Seborréia seca, e onicogrifose foram alteracfes visualizadas em
maior propor¢éo. Na andlise macroscopica do TG, ndo foram observadas alteracdes
anatomopatolégicas marcantes nos animais incluidos no experimento. Os animais
infectados, apresentaram um aumento das células inflamatéria da lamina prépria e
submucosa dos segmentos do TGI (com excec¢édo do eséfago) em comparagcdo com
0s animais controles. Um exsudato de células mononucleadas foi encontrado, com
predominancia de plasmdcitos, macrofagos, e linfocitos sendo raramente
encontradas células polimorfonucleares como neutroéfilos e eosinéfilos. Com grande
facilidade podiam ser vistos macr6fagos com morfologia peculiar, com visualizacao
do parasito ou a presenca de vacuolos em seu interior A marcacdo imuno-
histoquimica pela técnica da imunoperoxidase descrita por Tafuri e colaboradores
(2004) mostrou resultados satisfatérios quando utilizada em todo o TGI. Durante a
avaliacdo observou-se que as regides de marcagado positiva, apresentam formas
amastigotas facilmente localizaveis nos segmentos de lamina prépria e submucosa
do TGI. Das marcacdes de formas amastigotas 88,8% foram encontradas em maior
proporcao subjacentes a muscular da mucosa, na base da lamina propria. Dos 6
animais onde as marcacfes positivas também foram localizadas nas porcbes
anteriores do TGI (estbmago, duodeno e ileo) 100% das formas amastigotas foram
encontradas em maior proporgdo proximas ao lumen intestinal, dentro das
vilosidades logo abaixo do epitélio intestinal. De fato as regides morfometricamente
mais parasitadas foram a regido de duodeno nos grupos assintomaticos seguida
pelo ceco, do grupo sintomatico. Regibes de célon, reto, ileo e estbmago também
apresentaram marcacdes positivas. Nao foram encontrados marcacdes de
amastigotas do parasito em esb6fago e jejuno dos céaes infectados. A técnica de
inclusdo em GMA em tecido canino mostrou-se de grande importancia para as
avaliacdes do experimento, apresentando um melhor resultado para as avaliacdes
quando utilizado técnicas rotineiras de histologia quando comparados com a
inclusdo em parafina. Observou-se diferenca estatistica na avaliagdo dos mastécitos
em esobfago, jejuno, ileo, ceco e colon. A utilizacdo da inclusdo de material biologico
(TGI de caes) em resina plastica de metacrilato, mostrou resultados satisfatorios
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para as coloracdes rotineiras de histologia, padronizadas de acordo com 0 NOSso
projeto. A LVC apresenta diversos sinais clinicos, sendo as alteracbes
dermatologicas consideradas comuns na doenca. Entretanto alteracdes clinicas no
TGI ndo séo facilmente encontradas apesar da presenca do parasito no mesmo ser
comumente encontrada.

Abstract

There are few descriptions of parasitological and pathological changes related
to the involvement of the gastrointestinal tract (TGIl) and canine visceral
leishmaniasis (CVL), especially considering the TGI systematically. Thus, the aim of
this work was investigated and correlated, physical clinical evaluation and TGl
parasitological data of naturally infected dogs with Leishmania (Leishmania) chagasi
from the metropolitan region of Belo Horizonte, MG. After serological (IFAT and
ELISA) and parasitological (bone marrow smear) positive results for L. chagasi, the
animals were clinically classified into two groups: symptomatic dogs (n = 6) when at
least one clinical alteration suggestive of CVL had been observed, asymptomatic
dogs (n = 6) when was not observed clinical alteration. Another group, formed by
uninfected dogs was included as control group (n = 3). The animals were euthanized
and the samples of TGI: esophagus, stomach, duodenum, jejunum, ileum, cecum,
colon and rectum were collected and fixed in formalin 10%, then embedded in
paraffin, and solution Carnoy's under refrigeration (4 ° C ) embedded in glycol
methacrylate resin (GMA). TGI samples were evaluated by immunohistochemistry
assay and staining assy (H&E, Toluidine blue, PAS and Dominici). Dry seborrhea
and onychogryphosis changes were seen in greater proportion. The infected animals
showed an inflammatory cells increase in the TGI lamina propria and submucosa
(except the esophagus) compared with control animals. Mononuclear cells were
found, manly plasma cells, macrophages and lymphocytes. Macrophages could be
seen with peculiar morphology, with parasite visualization of the or the presence of
vacuoles inside the immunohistochemical staining technique described by Tafuri et
al., 2004 immunoperoxidase showed satisfactory results when used throughout the
Gl tract. During the evaluation it was observed that the regions of positive marking,
amastigotes have easily located in the segments of the lamina propria and
submucosa of the GI tract. Markings of amastigotes were found in 88.8% higher
proportion underlying muscularis mucosae at the base of the lamina propria. Of the
six positive animals where the markings were also located in the anterior portions of
the GI tract (stomach, duodenum and ileum) 100% of amastigotes were found in
greater proportion close to the lumen, within the villi of the intestinal epithelium
below. In fact, the most infested areas were morphometrically the region of the
duodenum followed by the cecum groups asymptomatic, the symptomatic group.
Regions of the colon, rectum, stomach and ileum also showed positive markings.
There were no markings of amastigotes of the parasite in the esophagus and
jejunum of infected dogs. The technique of embedding in GMA fabric dog proved to
be of great importance for the evaluation of the experiment, with a best result for the
evaluation techniques used when routine histology compared with paraffin wax.
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There was statistical difference in the evaluation of mast cells in the esophagus,
jejunum, ileum, cecum and colon. The use of the inclusion of biological material (TGI
dog) in methacrylate plastic resin, showed satisfactory results for routine histology
stains, standardized according to our project. The LVC has several clinical signs, the
changes being considered common dermatological disease. However changes in
clinical TGI are not easily found despite the presence of the parasite is commonly
found in the same.
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1 INTRODUCAO/REVISAO DA LITERATURA

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas um conjunto de sindromes de grande
complexidade a qual acometem seres humanos e animais. Constitui uma das seis
mais importantes doencas infecciosas mundiais, sendo que algumas apresentam
importante carater zoonotico (Denves, 2008). E causada por protozoarios
digenéticos, do género Leishmania, ordem Kinetoplastidae (Ross, 1906),
apresentando varias formas morfoldgicas distintas. Agrupam-se no género cerca de
30 espécies, sendo aceito que, aproximadamente 21 tenham capacidade de produzir
alteracOes patologicas na espécie humana (Herwaldt, 1999; Ashford, 2000). Cita-se
que Escomuel (1911), Lindemberg (1909), Splendore (1912) e Vianna (1911)
descreveram 0s primeiros casos e caracteristicas da doenca e do parasito (Veronesi
& Focaccia, 1996). As lesGes recebiam nomes das regides onde elas ocorriam
como, ferida de Balkh (norte do Afeganistdo), botdo de Aleppo (na Siria), botdo de
Bagda (Iraque), e botdo do oriente, no primeiro século d.C., na Asia Central. Na
América ficou conhecida em ceramicas peruanas e equatorianas dos anos de 400 a
900 d.C. com a documentacdo das faces humanas com mutilacdes do nariz e dos
labios. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 1990 a
prevaléncia era de 12 milhdes de casos humanos, em todo o mundo, com uma
incidéncia anual de 500 mil, sendo que 90% desses ocorreram em paises como

Brasil, Bangladesh, india, Nepal e Sud&o.

O espectro clinico das leishmanioses manifesta-se sob quatro formas: cutanea
(LC), muco-cutanea (MC), cutaneo-disseminada (LCD) e visceral (LV) (Grimaldi &
Tesh, 1993). A LV constitui a forma mais grave, sistémica, sendo fatal quando nao
tratada (WHO, 2006). Segundo Nieto et al. (1999), cerca de um terco da populagéo

mundial reside em areas endémicas da doenca.

1.2 A Leishmaniose Visceral

A Leishmania (Leishmania) donovani é o agente etiolégico da LV na China,
Paquistdo, China oriental, Nepal, Sudado, Bangladesh e Quénia; a Leishmania

infantum nos paises da Bacia do Mediterraneo e a Leishmania chagasi nos paises
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do Novo Mundo (Guerin et al., 2002). De acordo com estudos moleculares essas
duas ultimas séo consideradas co-especificas (Mauricio, et al., 1999).

A LV é uma antropozoonose na India, Nepal, Paquistdo, China e
Bangladesh, ao passo que, apresenta um carater de zoonose em paises da Bacia
do Mediterraneo e América do Sul.

No Brasil, a transmissdo € feita pela picada de fémeas de dipteros da
familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae da espécie Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis. A Leishmania infantum também é transmitida pelo Lu. cruzi no Brasil
(Dos Santos et al.,, 2003) e Lu. evansi na Coldombia e Venezuela (Bejarano et al.,
2001; Feliciangeli et al., 1999).

Canideos (caes, raposas e chacais), marsupiais (como o gamba) e alguns
roedores podem ser considerados reservatorios da doenca em regiées endémica
(Cardoso & Cabral, 1998).

A transmissdo ao homem ocorre durante o repasto sanguineo das fémeas
de flebotomineos. A infeccdo inicia-se quando o inseto-vetor regurgita formas
promastigotas do parasito em seu estagio infectante metaciclico, nas chamadas
“piscinas de sangue” na derme dos hospedeiros vertebrados. Apds a inoculagéo, as
formas promastigotas sao fagocitadas pelos macréfagos da pele, onde sofrem
transformacao para formas aflageladas e ovoides conhecidas como amastigotas,
que se multiplicam dentro dos endossomos das células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) por divisdo binaria até ocuparem todo o citoplasma dessa
célula, podendo até mesmo deslocar o nucleo da mesma lateralmente para dar
espaco ao vacuolo formado pelas amastigotas (Russell, 1989). O abarrotamento
desta célula, repleta de amastigotas, leva a lise da membrana celular liberando
novas amastigotas para infectar novas células. Em novo repasto sanguineo, as
fémeas ingerem as formas amastigotas do parasito existentes no citoplasma do SFM
presentes na derme do hospedeiro infectado e componente do repasto sanguineo.
No intestino médio do fleb6étomo, as formas amastigotas sofrem varias
transformacdes, migram para as porgdes anteriores do tubo digestério, onde sofrem
modificacdo para sua forma promastigota metaciclica infectante (Chang, 1979; Lima,
2007).

Ainda ndo se sabe exatamente o porqué da maioria dos paises da América
Latina, ndo possuirem um controle eficaz da doenca (Werneck et al. 2002; Bern et

al. 2008; Zerpa et al., 2003). Dados epidemiologicos no Brasil apontam para um total
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de 50.060 casos clinicos de LV entre 1990 e 2006 perfazendo 90% do total de casos
de LV nas Américas (sem levar em consideragdo os casos de subnotificagdo). Um
fato que corrobora esses dados consiste na crescente urbanizacdo e expansao para
regides ao sul do pais, uma vez que inicialmente a doenca atingia somente as
regides rurais do Nordeste (1980) e hoje grandes centros urbanos da regiao
Sudeste, ja sdo consideradas areas endémicas (Romero, 2010) .

Resultados recentes mostram que no estado de Minas Gerais em uma
década o numero de casos de LV cresceu 278%, saindo dos 200 casos humanos
registrados em 2001 e passando para 556, em 2010. Antes, a enfermidade atingia
46 municipios e em 2010 chegou a 200 municipios. Os Obitos mais do que
dobraram, passando de 25 casos para 57 casos, um crescimento de 128%. No ano
de 2011, dados captados até julho, ja sdo 134 casos s6 em Minas Gerais de

pessoas infectadas (Secretaria do Estado de Saude, 2011).

1.3 A Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose visceral canina (LVC) tem grande importancia
epidemioldgica, devido a alta prevaléncia e ao intenso parasitismo cutdneo dos
cdes, que favorece a infeccdo do vetor e a transmissdo ao homem. O
desenvolvimento e progresséo da doenca nos caes sao altamente variaveis. Alguns
cdes desenvolvem a infeccdo sintoméatica, muitas vezes fatal, enquanto outros
permanecem assintomaticos, ou desenvolvem um ou poucos sinais clinicos.
Anormalidades dermatologicas nos cées sintomaticos sdo bastante comuns e
variaveis quanto a caracterizacdo e extensdo; hipergueratose, descamacdes,
despigmentacdes e ulceracdes principalmente nas extremidades dos membros e no
focinho séo facilmente encontradas.

As lesdes encontradas na LVC, com excec¢ao das alteracdes cutaneas sao
similares as descritas na doenga humana (Keenan et al., 1984b). As lesdes
histol6gicas sdo principalmente associadas a hipertrofia e hiperplasia do infiltrado
linfoplasmo-histiocitario As alteracbes histopatoldégicas mais frequentes sao
observadas em baco, figado, medula éssea, linfonodos, rins, pulmdes e tegumento
(Genaro, 1993; Tafuri, 1995).
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1.3.1 — Alteracdes Clinicas:

As lesdes de pele mais comumente encontradas sdo dermatites e alopecias.
Neto (2010) observou em seu grupo experimental infectado a presenca de alopecia
e onicogrifose em 70% dos casos, semelhante ao percentual que Toplu e Aydogan
(2011) observaram em seu experimento (68,1% dos casos). Ja Lima (2007)
observou ulceracfes de pele somente em 29,6% dos animais do seu experimento
sendo a onicogrifose, uma lesdo encontrada em 59,3% dos casos. As alteractes
oculares mais comumente encontradas sdo as blefarites, uveites, conjuntivites,
ceratoconjuntivite seca e alopecia periocular. A conjuntiva é a estrutura ocular mais
acometida pela doenca (Slappendel, 1988; Fulgéncio et al., 2007).

As alteracBes bioquimicas comumente encontradas sdo anemia normocitica
normocrdémica, leucopenia, trombocitopenia, aumento das proteinas séricas totais
com hiperglobulinemia e hipoalbuminemia diminuicdo da relagdo albumina/globulina
(Reis et al., 2006; Cardoso et al., 1998; Reis et al., 2006; Abreu et al., 2011 ).

Toplu e Aydogan (2011) descreveram alguns achados clinico-patologicos
considerados incomuns como uma ulceracdo extensa e profunda no labio inferior
esquerdo de um animal, hemorragia em vesicula urinéria e intestino delgado. Sendo
gue, analise microscopica pela imunohistoquimica, o0s autores encontraram

amastigotas na lingua e nos intestinos.

1.4 - Comprometimento do Trato Gastrintestinal na LV:
1.4.1 - Comprometimento na LV:

O envolvimento do TGl no homem (Rosenthal et al., 1988; Laguna et al.,
1994a; Laguna et al., 1994b; Villanueva et al., 1994; Alonso et al., 1997; Hamour et
al., 1998) ja foi descrito. Muigai e colaboradores em 1980, em um estudo da fungéo
do intestino delgado em pacientes humanos com LV notaram uma redugcdo da
absorcao de vitamina A e acucar d-xilose. Na microscopia observaram presenca do
parasitismo na mucosa jejunal e infiltrado moderado de células inflamatorios
compostos por linfécitos, plasmoécitos, e macréfagos. Em 1995, Freitas et al.,
verificaram em criangas, portadoras de LV, o comprometimento da mucosa intestinal
além de evidenciarem a presen¢a de amastigotas de Leishmania. Esses autores

ainda observaram que existe uma correlacdo entre o parasitismo e as alteracdes
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patologicas, ou seja, quanto menor o grau de parasitas menor a intensidade das
alteracbes patoldgicas (Silva, 2001).

Estudos envolvendo pacientes com LV e portadores do virus HIV, revelaram
o surgimento de formas atipicas da doenga como em casos de leishmaniose
esofagica (Villanueva et al., 1994), desordens intestinais (Laguna et al., 1997,
Alonso et al., 1997; Hamour et al., 1998) e diarréias crénicas (Roig et al., 1993).
Araujo (2010) também descreveu a doenga em paciente apos transplante de figado.
Observou-se no exame de colonoscopia a presenca de hiperemia e mucosa colonica
friavel, além de diarréia crénica sanguinolenta por um periodo aproximado de trés

meses sem historico de febre.

1.4.2 - Comprometimento na LVC:

Anderson e colaboradores em 1980 relataram a presenca de macréfagos
parasitados por amastigotas de Leishmania na lamina prépria e submucosa de
estbmago, duodeno, jejuno, ileo, célon de um cdo com LV. Posteriormente, Keenan
et al., (1984b) também observaram alteracbes do TGI de cdes experimentalmente
infectados com L. chagasi e L. donovani. Em 1990, Gonzélez e colaboradores
relataram a ocorréncia de um quadro de colite ulcerativa em cées
experimentalmente infectados com L. infantum, caracterizado histologicamente pela
presenca de amastigotas na mucosa e submucosa do célon, associados a reagao
inflamatoria difusa constituida de linfécitos, plasmécitos e macrofagos. Ferrer et al.,
descreveram em 1991 quadros de diarréia crbnica como primeira manifestacéao
clinica apresentada pelos animais. Histologicamente os animais apresentaram
quadros de colite com infiltragcdo intensa de células inflamatorias, principalmente na
mucosa, muscular da mucosa e submucosa do célon. Os autores observaram ainda
gue células inflamatérias eram em sua maioria macrofagos, parasitados por
amastigotas de Leishmania, plasmacitos, linfécitos e alguns neutrofilos.

Hervas e colaboradores em 1996 relataram o comprometimento do TGl em
um chacal (Canis aureus) com LV. Nesse animal foi observada hemorragia gastrica
associada a presenca de macrofagos parasitados com Leishmania na lamina propria
do estbmago. Os autores também observaram infiltracdo inflamatoria difusa na
mucosa e submucosa do intestino delgado e grosso composta predominantemente

por linfocitos, plasmacitos e macrofagos parasitados.
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De acordo com resultados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa tanto
em dissertacdo de mestrado (Silva, 2001) quanto em artigo cientifico (Silva et al.
2002), formas amastigotas de Leishmania sao facilmente observadas ao longo de
todas as porcdes do TGI (estbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco e célon). De fato,
Silva et al. (2002), independentemente das diferentes formas clinicas dos animais,
descreveu a presenca das amastigotas no interior de macréfagos de todas as
camadas histolégicas desses segmentos, a saber: mucosa (lamina propria),
submucosa, muscular da mucosa e camada muscular. Todavia, apesar do
parasitismo intenso em todos os segmentos do TGI, ndo foi encontrado lesdes
acentuadas associadas. A arquitetura do intestino, bem como a celularidade da
lamina propria ndo se alteram mesmo em presenca de grande numero de parasitas.
Adicionalmente, Silva (2001) relatou diferencas estatisticas no parasitismo nas
porcdes finais do TGI (ceco e cdlon) que sdo mais intensos nesta regiao intestinal
em comparacdo com as demais. A partir das revisbes percebe-se uma grande
variancia nos achados clinicos associados com os achados anatomopatoldgicos,
sendo os achados de cada trabalho importantes, porém pouco abrangentes na
avaliacdo sistematica de todo o sistema gastrintestinal. Assim, objetivamos dar
continuidade a essa linha de pesquisa envolvendo o TGI na LVC, aprofundando
nossos conhecimentos a respeito da morfologia, das alteracdes patoldgicas, do
parasitismo bem como das suas associacdes ao quadro clinico geral e digestivo dos
animais, avaliando o microambiente intestinal, mais precisamente a mucosa de todo
o TGI. Ao que saibamos um estudo sisteméatico avaliando o perfil inflamatério e suas
caracteristicas correlacionadas com o status clinico do animal naturalmente
infectado com Leishmania (Leishmania) chagasi e a carga parasitaria encontrada em
todo o segmento ndo foram realizados. Assim, esse projeto teve como objetivo
principal ampliar nossa linha de pesquisa em um estudo abrangente, qualitativo e
qguantitativo, dos aspectos clinicos, parasitolégicos e anatomo-patologicos, com
énfase na caracterizacdo do perfil celular presente na mucosa de todo o TGlI, de

cdes naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Correlacionar os aspectos clinicos aos achados anatomopatologicos e
parasitologicos do trato gastrintestinal de caes naturalmente infectados com

Leishmania (Leishmania) chagasi.

2.2 Objetivos Especificos

1. Selecdo de animais naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)
chagasi mediante testes soroldgicos e parasitologicos em sequéncia a classificacédo

clinica dos mesmos em assintomaticos e sintomaticos;

2. Padronizacdo da técnica de inclusdo em glicolmetacrilato e de coloracdes

histoquimicas do trato gastrintestinal canino;

3. Andlise histopatolégica do trato gastrintestinal de cdes naturalmente

infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi;

4. Analise imuno-histoquimica qualitativa e quantitativa do parasitismo tecidual
do trato gastrintestinal de cades naturalmente infectados com Leishmania

(Leishmania) chagasi;

5. Analise morfométrica dos mastdcitos, células inflamatdrias, epitélio intestinal e
componentes da matriz extracelular do trato gastrintestinal, em tecidos incluidos em

glicolmetacrilato;

3. Material e Métodos

3.1. Animais

Os cdes utilizados neste trabalho foram cedidos pelo Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) da Prefeitura Municipal de Ribeirdo das Neves, Minas Gerais.
Como medida de vigilancia sanitéria, essa prefeitura apés o levantamento soroldgico

realiza a captura e eutanasia dos animais soropositivos.
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Doze caes, sem raca e idade definidas, com exames soroldgicos, reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
positivos e trés cdes com sorologia negativa para Leishmania foram obtidos do CCZ.
Apos avaliacdo clinica criteriosa, € 0 exame de pesquisa direta de formas
amastigotas de parasitos em material obtido de bidpsias de medula 6ssea costal
(esfregacos por aposicdo corados Giemsa) e exame positivo para
imunohistoquimica pela técnica estreptoavidina peroxidase Tafuri et al., (2004) em
bidpsias de pele, os caes foram classificados em assintomaticos, quando nenhum
sinal clinico sugestivo da infeccdo foi observado. Os cées classificados como
sintométicos, quando pelo menos um sinal sugestivo da doenca foi evidenciado,
como anemia clinica, lesdes de pele (alopecia, seborreia, ulceracdes, onicogrifose),

linfadenopatia e score corporal reduzido.
3.2. Manuseio dos animais

Os animais naturalmente infectados passaram por um periodo de
‘quarentena”, sendo que os animais receberam trés doses de vacina déctupla
Vanguard® em um intervalo de 21 dias e uma dose de vacina antirrabica Defensor®
(Pfizer®, Brasil), bem como medicacéo anti-helmintica oral de amplo espectro com
pamoato de pirantel (144mg), praziquantel (50mg) e febantel (660mg) para cada dez
quilos de peso (Helfine caes®, Agener Unido, Brasil) repetidas a cada 15 dias até o
periodo da necropsia. Foram empregados produtos tépicos de efeito ectoparasiticida
prolongado (Top Line®, Merial Saide Animal) e repelentes contra flebotomineos
(Scalibor®, Intervet, Holanda).

Os cédes foram mantidos no canil do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, onde receberam agua e alimentacéo
industrializada ad libitum. Foram distribuidos em baias coletivas e, com o objetivo de
se obter grupos experimentais mais homogéneos foram estratificados de acordo
com o0 sexo e porte seguindo os padrées de distribuicdo por grupos (sintomatico,
assintomatico e controle). Estas baias séo teladas e ventiladas, respeitando a
lotacdo de cinco animais/baia. Estas foram diariamente higienizadas com hipoclorito
de sédio a 1% e borrifadas com piretréides. Estes animais ficaram no canil por um
periodo relativamente curto de tempo (menos de dois meses aproximadamente)

sendo que obrigatoriamente todos os procedimentos pertinentes ao estudo foram
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conduzidos nas dependéncias do canil. Uma avaliacéo clinicas foi realizada durante

0 periodo que os animais estiverem no canil e outra realizada antes da necropsia.

3.3. Grupos experimentais

Os 15 caes obtidos foram assim distribuidos:

Grupo | — Animais naturalmente infectados - Sintomaticos: seis caes adultos, sem

raca e idade definidas, que apresentam de forma evidente sinais classicos da LVC,;

Grupo Il — Animais naturalmente infectados - Assintomaticos: seis caes adultos, sem

raca e idade definidas, aparentemente saudaveis sem sinais clinicos tipicos de LVC;

Grupo lll — Controle: trés caes, provenientes de area endémica (Ribeirdo das Neves,
MG) mantidos no canil do ICB, com sorologia e parasitologia negativa para

Leishmania (Leishmania) chagasi foram usados como controle paras os grupos | e Il.

Todos os animais que apresentaram durante a selecdo e concepc¢ao dos
grupos alteracdes vitais, tais como: desidratacdo acentuada, caquexia grave, estado
de debilidade fisica, bem como desordens do TGl como vémitos, diarréias que
durante a avaliacdo sugeriram infeccéo por outras doencas, ndo foram incluidos nos

grupos.

3.4. Protocolo anestésico para bidpsias de pele e eutanéasia

Todos os animais foram anestesiados com associacdo de 1,0mg/Kg de
Cloridrato de Xilazina (2%) (Anesedan®, Vetbrands, Brasil) e 10mg/Kg de Cloridrato
de Cetamina (10%) (Ketamina Agener®, Agener Unido, Brasil) por via intramuscular.
Dez minutos ap0s a inducéo anestésica foi administrado Diazepam 0,5mg/Kg por via

endovenosa.
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3.5. Eutanésia e necropsia

A eutanasia dos animais cumpriu a Resolucdo n° 714, de 20 de junho de
2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre os
Procedimentos e Métodos de Eutandsia em Animais e da outras providéncias. Desta
forma, apds o protocolo anestésico descrito anteriormentseguiu-se a utilizacdo do
fenobarbitarico Tiopental (Tiopenthax,) sodico 2,5% (1mL/kg) por via endovenosa
até a obtencédo do plano anestésico profundo e posteriormente foi administrado, por
via endovenosa lenta, o curarizante T-61® (0,3mL/Kg) até obtencdo de parada
cardiorrespiratéria, relaxamento dos esfincteres, auséncia de pulso e miose (Lima et
al., 2007). Foi realizada necropsia completa de todos os céaes, entretanto, para o
presente estudo somente serdo mencionados os achados referentes as amostras
obtidas dos segmentos do TGI: es6fago, estdbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco,
colon e reto. Desta forma, o TGI foi analisado macroscopicamente levando-se em
consideracdo critérios como presenca de lesdes, aspecto e consisténcia. As
amostras, supracitadas, foram imediatamente fixadas por duas solucdes; formalina
tamponada a 10% (pH 7,2) por periodo maximo de 48 horas, solugdo Carnoy’s
(a@lcool PA, cloroférmio PA, acido acético PA 6:3:1) a 4°C por periodo maximo de 3
horas.

3.6. Padronizacdo da técnica de inclusdo em glicolmetacrilato (GMA) e de

coloragdes histoquimicas no TGI canino

Os tecidos incluidos em glicolmetacrilato (GMA) foram utilizados para a
avaliacdo anatomopatolégica. Apos a fixacdo os tecidos foram incluidos de acordo
com a técnica adaptada da apostila de incluséo em resina plastica (Anexo A), e
corados pelas técnicas de histologia como hematoxilina & esoina (H&E), azul de
toluidina, Dominici, acido periodico-schiff (PAS), todos descritos de acordo com a
apostila de inclusdo e resina plastica descrita por Chiarini-Garcia (1996) com

modificacdes (Anexo B).

3.7. Reacdo imuno-histoquimica para identificacdo de formas amastigotas de

Leishmania
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Os tecidos fixados em formalina 10% foram processados em histotécnico
automéatico para desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Os blocos de
parafina contendo trés fragmentos do mesmo segmento dos 6rgaos foram cortados
em microtomo na espessura de 5um e montados em laminas previamente
desengorduradas com alcool-éter e banhadas em solugcédo gelatinosa de fixagéo. A
marcacao de formas amastigotas de Leishmania foi realizada pela técnica da imuno-
histoquimica (TAFURI et al.,, 2004), Anexo C. Todos os cortes foram examinados

para a identificacdo das formas amastigotas e sua descri¢cdo topografica.

3.8. Anéalise morfométrica

3.8.1. Anélise morfométrica do parasitismo tecidual

Cortes histologicos em parafina do es6fago, estbmago, duodeno, jejuno, ileo,
ceco, colon e reto, submetidos a reag¢do imuno-histoquimica para identificacdo de
formas amastigotas de Leishmania, foram avaliados através da objetiva de 40X no
microscépio BX 40 (Olympus, Pensilvania, EUA) para a digitalizacdo de 25 imagens
aleatdrias da mucosa e de cada 6rgao, excetuando no eséfago onde foi feita andlise
da submucosa, através da microcamera QColor 3 (Olympus). Utilizando uma
sequéncia de algoritmos do programa KS400 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), a
area total de marcacdo imuno-histoquimica (um?2) de cada imagem foi calculada
através da selecao dos pixels com tons de marrom e subsequente criacdo de uma
imagem binaria (Lima et al., 2007). A metodologia empregada para o imageamento
microscopico, segmentacdo de imagens e a definicdo das condicbes de morfometria

€ a descrita por Caliari (1997).

3.8.2. Andlise morfométrica dos mastocitos, células inflamatérias, epitélio
intestinal e componentes da matriz extracelular no TGI de tecidos incluidos em
GMA

Cortes histologicos em GMA do esbdfago, estbmago, duodeno, jejuno, ileo,
ceco, colon e reto foram avaliados atraves da objetiva de 20X do microscopio BX40
(Olympus), para a digitalizagdo de 10 imagens aleatérias da mucosa de cada 6rgéo,
excetuando no esodfago onde foi feita analise da submucosa, através da

microcamera QColor 3 (Olympus). Através do mesmo programa de morfometria, foi
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construida em cada imagem, uma grade virtual de 100 pontos de intersecao para o
célculo estimado do percentual dos seguintes componentes: mastécitos, células
inflamatorias, epitélio intestinal e componentes da matriz extracelular como ilustrado
na figura 1. Foi considerada como sendo a regido “componentes da matriz
extracelular”, qualquer componente do tecido conjuntivo presente na lamina propria,
excetuando epitélio, mastécitos e células inflamatérias (Modificado de Pinho et al.,
2009).

Fig.1: Anédlise morfométrica no programa KS400
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Fig.1: Ambiente de trabalho do programa KS400 que exibe algumas das janelas utilizadas para realizar a andlise

morfométrica dos mastécitos, células inflamatérias, epitélio intestinal e componentes da matriz extracelular.
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4. Anélise estatistica

De acordo com a natureza dos dados, a comparacao dos trés grupos foi
realizada através dos testes de comparacdes multiplas ANOVA, Diferenca Minima
Significativa (DMS) para andlise entre os diferentes grupos, e o teste Tukey para
analisar a diferenca entre os seguimentos intestinais dentro do mesmo grupo. As
analises foram realizadas por meio dos programas estatisticos computacionais
Prism® 4,0, GraphPad Instat® e Minitab® 1.4, adotando um nivel de significancia de
95%.

5. CETEA

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal CETEA/UFMG — protocolo N°. 218/09 (Anexo D).

6. Resultados:
6.1. Avaliacao Clinica:

Os principais achados clinicos foram lesGes na pele, linfadenopatia e
onicogrifose. Seborréia seca, e onicogrifose foram alteracdes visualizadas em maior
proporcado. A alopecia foi encontrada principalmente na face, 6rbita ocular, espelho
nasal e extremidades dos membros. Como n&o foi mensurado o parametro de peso
vivo dos animais, ndo se pode afirmar que 0s mesmos apresentaram perda de peso,
porém a diminuicdo do escore corporal foi nitidamente encontrada. Dos animais
infectados, 9% tiveram sensibilidade a palpacdo abdominal (variando de moderado a
intenso grau). Ulceracdes, descamacdes e alopecia da pele de pina de orelha foram

visualizados em 27,2% dos casos, como mostra o grafico 1:
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Gréfico 1: alteragdes clinicas observada nos grupos infectados sintomaticos (n=6):

B SeborreiaSeca
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B Alopecia
63,60%
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B Blefarites
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Sensibilidade Abdominal

Ulceras de cornea

6.2. Avaliacdo Macroscépica

Na analise macroscopica do TGI, de um modo geral, ndo foram observadas
alteracbes anatomopatologicas marcantes nos animais incluidos no experimento.
Cerca de 33,3% (cinco caes; trés sintomaticos e dois assintomaticos) apresentaram,
mesmo com a vermifugacdo, presenca de helmintos nas por¢des do intestino
delgado e grosso.

Em um dos casos, o animal veio a ébito no periodo de quarentena, durante a
necropsia observou uma herniacdo diafragmatica, com rompimento da membrana
diafragmatica e extravasamento dos érgdos abdominais para a caixa toracica. Este
animal apresentou congestdo hepética e pulmonar, espessamento de alcas

intestinais com areas de estrangulamento e foi excluido do experimento.

6.3. Avaliacdo Histopatoldgica:

Os animais infectados, de um modo geral, apresentaram um aumento das
células inflamatoria da lamina propria e submucosa dos segmentos do TGl (com
excecdo do esbfago) em comparacdo com o0s animais controles. Um exsudato de
células mononucleadas foi encontrado, com predominédncia de plasmécitos,
macrofagos, e linfécitos sendo raramente encontradas células polimorfonucleares
como neutrofilos e eosinoéfilos. Com grande facilidade podiam ser vistos macrofagos
com morfologia peculiar, com nudcleos grandes com cromatina frouxa e com

visualizacé@o do parasita ou a presenca de vacuolos em seu interior (Figura 2 ).
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Figura 2
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Foi possivel observar também, a presenca de células epitelidides e/ou gigantes
normalmente associadas com infiltrado mononuclear e uma discreta atrofia epitelial
em alguns animais. A analise microscopica pode revelar a presenca de parasitismo,
sem surgimento de grandes lesées como erosfes ou Ulceras ha mucosa intestinal.
De fato, os grupos dos animais naturalmente infectados mostraram a presenga
formas amastigotas de Leishmania, particularmente dentro de macréfagos na lamina
prépria dos segmentos estudados independente da forma clinica que estes animais
apresentavam e sem causar danos marcantes ao tecido (Figura 3).

O somatério dos segmentos do TGl dos animais naturalmente infectados
somam 96 segmentos, 0os quais foram avaliados qualitativamente. Dessas andlises
qualitativas, 39,58% (38/96 segmentos do TGI) apresentaram um aumento discreto
difuso da celularidade nos segmentos histologicos, sendo que néo foram observados
focos inflamatérios ou aumento da celularidade discreta focal nos animais dos
grupos do experimento. Em trés casos (7,57%) destes que apresentaram aumento
discreto e difuso da celularidade foram observados um infiltrado perivascular
discreto sendo encontrado somente nos segmentos de esbéfago dos animais
avaliados. 28,12% (27/96) apresentaram um aumento de celularidade moderado e
difuso por toda a lamina prépria. Animais que apresentaram um aumento moderado
focal da celularidade somam 3,12% (3/96). Animais que apresentaram um aumento
intenso difuso da celularidade somam 29,16% (28/96). Dos animais do experimento
33,3% apresentaram infiltracdo celular entre camadas histoldgicas, e destes 70%
foram infiltracdes celulares dos foliculos linféides (placas da Peyer visualizadas em
25% dos segmentos) extravasando pela muscular da mucosa e atingindo a lamina

prépria como mostra a figura 4 e o Gréfico 2.
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Figura 3
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Figura 4
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Gréfico 2 : Avaliagdo qualitativa das alteragdes histopatoldgicas no cées infectados com Leishmania (L.) chagasi
sintomaticos (n=6) e assintomatico (n=6) .
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6.4. Avaliacdo qualitativa pela imuno-histoquimica

A marcacao imuno-histoquimica pela técnica da imunoperoxidase descrita por
Tafuri et al., (2004) mostrou resultados satisfatorios quando utilizada em todo o TGI.
Durante a avaliacado observou-se que as regides de marcacéo positiva, apresentam
formas amastigotas facilmente localizaveis nos segmentos de lamina propria e
submucosa do TGIl. Na avaliacdo qualitativa dos grupos infectados, 10 animais
(83,33%) apresentaram cargas parasitarias elevadas de facil visualizacdo pela
marcacao imuno-histoquimica sendo que em 9 animais foram encontrados em maior
proporcdo marcac¢des no intestino intestino grosso (cinco regido de ceco, cinco
regido e colon e trés regiao do reto) e sédo as regides que mais normalmente se mais
encontram macrofagos parasitados. Em 6 animais também foram encontradas
marcacdes evidentes em intestino delgado (quatro regido duodeno, trés regido de
ileo) e um animal marcacdes evidentes encontrada no estdmago. Destes 9 casos
encontrados no intestino grosso, 8 deles (88,8%) as marcacbes de formas
amastigotas foram encontradas em maior propor¢cdo subjacentes a muscular da
mucosa, na base da lamina proépria (figura 5). Dos 6 animais onde as marcagdes
positivas também foram localizadas nas porgBes anteriores do TGl (estdmago,
duodeno e ileo) 100% (6/6) das formas amastigotas foram encontradas em maior
proporcdo préoximas ao lumen intestinal, dentro das vilosidades logo abaixo do

epitélio intestinal como descrito no Tabela 1 e ilustrado na figura 6:
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Figura5e
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Figura 6
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Tabela 1. Regides de maior propor¢cdo de marcac8es positivas de amastigotas de Leishamania (L.) chagasi pela
técnica de imunohistoquimica nos cées infectados(n=12):

Regido de maior marcacdes de
amastigotas

Estdbmago Duodeno Jejuno lleo Célon Reto

Amastigotas préximas ao Ilumen
intestinal i3 AFraF S ++ S o

Amastigotas proximas a muscular
da mucosa S

Legenda: s ausénciade parasitismo
+ pouco parasitismo
++ moderado parasitismo
+++ intenso parasitismo

6.5. Avaliacdo quantitativa pela imuno-histoquimica

De fato as regides morfometricamente mais parasitadas foram a regido de
duodeno nos grupos assintométicos seguida pelo ceco, do grupo sintomatico.
Regibes de colon, reto, ileo e estbmago também apresentaram marcacdes positivas
(Gréafico 3). Nao foram encontrados marcacdes de amastigotas do parasito em

esbfago e jejuno dos cées infectados:

Gréafico 3 : Anélise morfométrica da area de amastigotas imunomarcadas (um? no TGl de cées infectados por

Leishmania (L.) chagasi (n=12):
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No grupo dos sintométicos a regido de maior carga parasitaria foi o ceco,
seguida pelo duodeno, célon, estbmago, reto e ileo (Grafico 4).

Gréfico 4: Anélise morfométrica da area de amastigotas imunomarcadas (um2?) no TGl de cées infectados por
Leishmania (L.) chagasi grupo sintomaticos (n=6):
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Os cdes do grupo assintomaticos apresentaram maior carga parasitaria em

duodeno seguidas de ceco, colon reto e ileo (Gréafico 5).

Gréafico 5: Anélise morfométrica da area de amastigotas imunomarcadas (um2 no TGl de cées infectados por

Leishmania (L.) chagasi grupo assintomaticos (n=6):
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6.6. Analise morfométrica dos mastocitos, células inflamatérias, epitélio
intestinal e componentes da matriz extracelular no TGI de tecidos incluidos em
GMA

A técnica de inclusdo em GMA em tecido canino mostrou-se de grande
importancia para as avaliacdes do experimento, apresentando um melhor resultado
para as avaliacbes quando utlizado técnicas rotineiras de histologia quando
comparados com a inclusdo em parafina. Coloracées como H&E, azul de toluidina,
Dominici, PAS mostraram-se de qualidade superiores quando comparado com as
mesmas coloragdes em tecido incluidos em parafina.Com GMA, em todas as
coloracdes foi possivel identificar com facilidade as diferentes estruturas como
mastoécitos, muco, eosinofilos, epitélio, arquitetura tecidual do orgdo, células
inflamatoérias com preservacdo do limite citoplasmatico, formas amastigotas de
Leishmania, bem como a excelente morfologia do tecido em qualquer uma das
coloracdes utilizadas neste experimento (figuras 7, 8, 9 e 10). A avaliacdo pela
resina permite observar a preservacao dos limites citoplasméaticos das células e o
arranjo tecidual. No que diz respeito ao processamento, obtivemos melhores
resultados em todas as marcagdes quando utilizamos como fixador de tecidos o
Carnoy’s sendo todos os tecidos mantidos no fixador pelo tempo limite de 4 horas
sob refrigeragdo (4°C). Amostras fixadas em formol tamponado 10%, n&do foram
consideradas melhores quando comparadas a este fixador. Foi possivel identificar
gue a inclusdo em resina plastica em comparacdo com a parafina mostrou-se

diversas vantagens bem como desvantagens.
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Figura 7
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Figura 8
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Figura9
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Figura 10
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6.7. Avaliagcdo dos mastocitos:
Observou-se diferenca estatistica na avaliacdo dos mastocitos em eséfago,
jejuno, ileo, ceco e célon. O esbfago de animais infectados foi significativamente

menor quanto ao numero de mastocitos que o grupo controle.

Gréfico 6: Analise morfométrica de mastocitos em esdfago nos grupos sintométicos (n=6), assintométicos (n=6) e
controle (3):
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No jejuno observou-se que o grupo infectado foi significativamente menor do que o

grupo controle no nimero de mastocitos:

Gréfico 7: Anélise morfométrica de mastdcitos em jejuno nos grupos sintoméaticos (n=6), assintomaticos (n=6) e

controle (3):
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No ceco observou reducéo no niumero de mastocito do grupo sintoméatico em relacéo

ao grupo controle.
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Gréfico 8: Anélise morfométrica de mastocitos em ceco nos grupos sintomaticos (n=6), assintomaticos (n=6) e
controle (3):
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Ja no Coélon observou-se aumento do niumero de mastocito do grupo assintomatico

em relacdo ao grupo controle

Gréafico 9: Analise morfométrica de mastécitos em célon nos grupos sintoméaticos (n=6), assintométicos (n=6) e
controle (3):
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6.8. Avaliacdo da células inflamatérias:

Observou-se nitidamente um aumento da celularidade em todos os
segmentos dos animais infectados em comparagdo ao grupo controle, porém
somente na regido de ceco observou-se diferenca estatistica entre o grupo
sintoméatico em relacéo ao grupo controle:



49

Grafico 10: Analise morfométrica de
(n=6) e controle (3)::
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6.9. Avaliacédo do epitélio:

Observou-se aumento do epitélio do duodeno dos caes infectados em relacdo ao

grupo controle:

Gréfico 11: Anélise morfométrica de epitélio intestinal em duodeno nos grupos sintométicos (n=6), assintomaticos

(n=6) e controle (3)::
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6.10. Avaliagcdo dos componentes da matriz extracelular:

Observou-se um aumento da quantidade de matriz extracelular nos grupos

infectados em comparacdo com 0s grupos controle em es6fago, e uma diminuigéo

sgnificativa em jejuno e coélon:
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Gréfico 12: Anédlise morfométrica dos componentes da matriz extracelular de es6fago nos grupos sintomaticos (n=6),
assintomaticos (n=6) e controle (3)::
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Gréafico 13: Anélise morfométrica de componentes da matriz extracelular em jejuno nos grupos sintomaticos (n=6),

assintomaticos (n=6) e controle (3):
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Gréafico 14: Andlise morfométrica de componentes da matriz extracelular de c6lon nos grupos sintométicos (n=6),

assintomaticos (n=6) e controle (3):
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7. Discussao:
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Os achados clinicos encontrados no nosso trabalho vao de encontro com os
achados mais comumente encontrados na literatura. Solano-Galego et al. (2004)
descreveram que os achados clinicos comumente encontrados sao as lesdes de
pele, linfadenomegalia, progressiva perda de peso, atrofia muscular,
esplenomegalia, lesdes oculares, onicogrifose vomitos e diarreia. Lima et al. (2007)
observaram que a linfadenomegalia seguida da onicogrifose e patologias
dermatolégicas foram os achados mais comumente encontrados, semelhantes
achados encontrados por Figueiredo et al. (2010). Em nosso trabalho, as lesbes de
pele (seborreia seca, alopecia, e onicogrifose) foram as alteracdes mais encontradas
nos animais do experimento. Apesar da linfadenopatia, em nossos resultados, nao
aparecerem como uma das maiores alteracdes clinicas, Costa et al. (2008) relataram
gue a presenca de lesdes na pele possui relacao direta com alteracdes encontradas
em linfonodos. Os autores observaram que 0s cdes que apresentavam lesfes na
pele da regido da cabeca apresentavam maior parasitismo nos linfonodos
parotideos, os responsaveis pela drenagem da regido, em comparacdo aos animais
gque nao apresentavam lesdes de pele da regido. O autor ainda correlaciona os
linfonodos regionais e suas areas de drenagem linfatica; linfonodos parotideo,
linfonodos cervicais e linfonodos submandibulares como o0s responsaveis pela
drenagem linfatica das regibes de pina de orelha e nariz; regido caudal da pele e
subcutdneo da cabeca; regido externa do nariz, labios, bochechas, palpebras,
glandula lacrimal e muasculos superficiais da cabeca respectivamente. Alteracbes
oculares como as blefarites foram encontradas em nosso trabalho. De acordo com
Fulgéncio et al. (2007), as blefarites sdo alteracdes oculares comuns na LVC bem
como uveites, eritema palpebral, crostificacdo periocular e as conjuntivites. Leite et
al. (2011) foram mais além e mostraram que o exame de PCR de um swab
conjuntival em cées pode ser um método sensivel e pratico para deteccdo da
doenca. Em nosso experimento ndo foram observadas alteragbes como
conjuntivites.

As alteracdes clinicas relacionadas ao TGl em ambos os caes naturalmente
(Tryphonas et al., 1977; Ferrer et L., 1991;Toplu e Aydogan 2011) e
experimentalmente (Gonzélez et al.,, 1990) ja foram descritos, sendo a diarreia
cronica de intestino grosso, uma das alteragfes mais comumente encontrada. Ferrer

et al. (1991) observou em dois cdes uma diarreia crénica com presenca de muco e
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estrias de sangue que ndo respondiam ao tratamento com antibiético terapia. Os
animais apresentaram repetidos exames de fezes sem presenca de parasitas
intestinais e no exame bioquimico uma elevacdo das proteinas plasmaticas totais,
guando foram indicados ao exame de colonoscopia. Durante a biopsia a mucosa do
cOlon apresentava hiperemia difusa com pequenas &reas de erosdo. Na microscopia
observaram corpos basofilicos em vacuolos citoplasmaticos de numerosos
macrofagos. Como o0s animais viviam em area endémica da LVC foi realizado o
exame de imunohistoquimica da amostra de bidpsia e a confirmacédo da doenca
veio com a visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania Apds a confirmacdo,
um dos animais foi eutanasiado e o outro tratado para LVC apresentando melhora
significativa do quadro de diarreia apds dois meses do inicio do tratamento. O autor
descreveu a diarreia crbnica como sendo a primeira manifestacdo clinica da LVC
apresentada pelos animais do estudo. Gonzalez et al., 1990 descreveram alteracfes
clinicas semelhantes, porém em animais experimentalmente infectados com
Leishmania infantum que apds aproximadamente 1 ano da inducdo da infeccéo,
apresentaram diarreia intermitente caracterizada por presenca de muco e sangue
nas fezes, sendo que na macroscopia nao foi identificada presenca de parasitos
intestinais nos segmentos avaliados. Em nosso estudo, a avaliagdo e controle
guanto ao volume e frequéncia de defecacbes (que caracterizaria a diarreia) e
presenca de alteracdes nas fezes como de muco e sangue, ndo foram avaliados.
Isto, pode ter ocorrido devido a dificuldade de acompanhar a defecacdo de cada
animal individualmente, uma vez que 0S mesmos permaneceram por pouco tempo
no canil e distribuidos em canis coletivos. Durante 0s exames clinicos, um animal
apresentou moderada sensibilidade abdominal a palpacdo, porém o mesmo nhao
apresentou quadro cinico sugestivo de diarreia ou vOémito nem alteracbes
macroscopicas evidente durante a necropsia que sugerisse um correlacdo com a
manifestacdo da doenca no TGl . Esse resultado esta de acordo com Adamama-
Moraitou et. al (2007) que ndo observou essas manifestacfes (diarréias, vomitos)
em animais naturalmente infectados com Leishmania infantum na Grécia. Entretanto
0s autores observaram através da biopsia de coélon, presenca de hiperemia da
mucosa, com areas irregulares e/ou edema de mucosa e pequenas areas de erosao
da mucosa classificando como uma colite assintomética em cées infectados com

Leishmania.
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Em geral, durante a necropsia ndo se observou alteragdes macroscépicas em
todos os segmentos do TGI dos animais estudados. Foi encontrado em cinco caes,
mesmo apods a vermifugacdo a presenca de vermes intestinais (nematddeos e/ou
cestodeos). Uma explicacédo possivel para este achado é a deficiéncia da técnica de
vermifugacdo, porém, Mir6 et al. (2007) ressaltaram que ainda n&o existem
apresentacdes de vermifugos que apresentam eficacia frente a todos parasitos
intestinais, e que €& preciso rever as posologias e os farmacos de apresentacao
comercial. Keenan et al. (1984a) em estudo da LVC em cées experimentalmente
infectados encontraram resultados positivos nos exames de fezes dos animais
avaliados. Os animais apresentaram no exame de fezes presenca de ovos de
ascaris. Os autores nao citam se os animais foram vermifugados.

Toplu e Aydogan (2011) observaram na macroscopia durante a necropsia de
cées naturalmente infectados uma hemorragia no intestino delgado de dois cées
com LVC crbnica e em um céo assintomatico, areas de hemorragias puntiformes na
superficie da mucosa intestinal. Gonzalez et al. (1990) observaram um
espessamento difuso da parede do coOlon e reto de cdes experimentalmente
infectados. Semelhantemente, Silva et al. (2001) encontraram areas de
espessamento de ceco e célon, com ocorréncia de areas de estenose sugestivas de
fiborose e areas sugestivas de enterite no intestino delgado de seis caes
naturalmente infectados. Em nosso experimento, nenhuma alteracdo macroscopica
foi encontrada. Hervas e colaboradores (1996) relataram em um chacal (Canis
aureus) com leishmaniose visceral uma hemorragia gastrica com presenca de
formas amastigotas na mucosal do estbmago. Trabalhos como de Adamama-
Moraitou et al. (2007), Ferrer et al. (1991) mostraram que durante a colonoscopia 0s
autores evidenciaram hiperemia de mucosa intestinal com areas de pequenas
erosdes da mucosa em alguns animais do experimento.

Em nosso trabalho os animais infectados, visivelmente, apresentaram um
aumento da celularidade da lamina prépria e submucosa dos segmentos do TGl
(com excec¢éo do esbfago) em comparacdo com os animais controles. Um exsudato
de células mononucleadas foi observado, com predominancia de plasmaécitos,
macrofagos, e linfocitose raros polimorfonucleares de permeio (neutrofilos e
eosinofilos). Resultados semelhantes em animais naturalmente (Anderson et al.,
1980; Longstaffe e Guy 1985; Ferrer et al, 1991; Silva et al., 2001;) e

experimentalmente (Keenan 1984a; Keenan et al.,, 1984b; Gonzéalez et al., 1990)
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infectados foram encontrados. Em geral macréfagos parasitados com morfologia
peculiar (ciptoplasma hipocorado e vacuolos intracitoplasméticos com formas
amastigotas de Leishmania). Foi possivel observar também, a presenca de células
epitelidides (macrofagos aumentados de tamanho, citoplasma hipocorado, nucleo
vesiculoso com cromatina frouxa) e/ou células gigantes (fusdo de macréfagos e
mondcitos jovens) do tipo corpo estranho normalmente associadas com infiltrado
mononuclear. Ferrer et al. (1984b) e Adamama-Moraitou et al. (2007) também
observaram macrofagos parasitados. Entretanto, o dltimo autor citado observou em
90% dos seus animais o surgimento de piogranulomas, sendo que em nenhum caso
foi constatado presenca de colonizagdo bacteriana intestinal. Toplu e Aydogan
(2011) observaram juntamente com a presenca do infiltrado mononuclear a
presenca de eosindfilos ha mucosa do intestino e somente em um animal observou
a presencga de uma vasculite necrosante com poucos neutréfilos ao redor dos vasos
de intestino, rins, bexiga e pulmdes. Em nosso estudo ndo foram encontrados a
presenca de piogranulomas, sendo que em menor propor¢cdo encontradas ceélulas
polimorfonucleares como neutréfilos.

A andlise microscopica pbde revelar a presenca de parasitismo, sem
surgimento de grandes lesGes como extensas erosdes ou Ulceras na mucosa
intestinal. Todavia, na literatura, trabalhos como de Gonzélez et al. (1990)
descreveram mecanismo baseados na microscopia eletronica correlacionando sinais
clinicos como o surgimento da diarreia. Os autores consideraram que a inflamacao
cronica difusa encontrada em intestino grosso esta associada com a presenca das
formas amastigotas dentro de macréfagos no intestino. Devido a estimulacdo
antigénica do parasito ocorre uma hiperativacao do sistema imune e como resultado,
ha infiltracdo de linfocitos e plasmacitos, juntamente com macréfagos parasitados. A
perda de absorcédo intestinal que desencadeia a diarreia esta caracterizada pela
degeneracéo hidropica formada nas células do epitélio intestinal que acarretam na
lise da célula com desenvolvimento de microerosdes e perda do epitélio de
absorcdo. A diarreia parece ser formada a partir da perda de epitélio intestinal
devido a degeneracao epitelial e do processo inflamatério na mucosa do célon, que
sao fatores descritos por Argenzio (1978). Isto explicaria fatores para perda de
absorcdo de 4gua e eletrolitos. O animal pode apresenta um infiltrado inflamatério
sem a presenca da diarreia, ou seja, o0 grau de parasitismo ndo tem relagcéo direta

com a intensidade da resposta inflamatéria e surgimento de sinais clinicos. Em
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Nosso experimento, assim como descrito na literatura (Silva et al., 2001; Adamama-
Moraitou et al., 2007; Toplu e Aydogan, 2011) ndo conseguimos estabelecer uma
correlagcdo precisa positiva ou negativa entre alteracbes microscopica (como
infiltrado celular, parasitismo) e/ou presenca de lesdes que induzem surgimento de
sinais clinicos.

Em nosso trabalho, podemos identificar qualitativamente que um aumento de
celularidade discreto difuso foi avaliado em maior propor¢cdo nos nos segmentos do
TGl doa cées estudados. Um aumento de celularidade intenso e moderado
tamberam foram encontrados. Toplu e Aydogan (2011) encontraram no TGI um
aumento da celularidade moderado. Também foi observado aumento da celularidade
intenso nos animais avaliados. O autor ainda descreve que o infiltrado foi restrito a
lamina prépria adjacente a muscular da mucosa. Resultados semelhantes puderam
ser visto por Silva et al., 2001 e em nosso trabalho, sendo que este aumento de
celularidade foi visto também na submucosa. Entretanto em nosso experimento,
observamos que em alguns casos de aumento intenso da celularidade, houve um
extravasamento celular da camada submucosa para camada mucosa. Em alguns
casos uma hiperplasia dos foliculos linfoides associado a mucosa foi encontrado
alterando a arquitetura da lamina prépria, que se desloca em direcdo ao limen. Este
resultado esta de acordo com Silva et al. (2001)

Assim como em outros 6rgdos ja descritos na literatura como baco, figado e
pele (Tafuri et al., 1994; Goncalves et al.,, 2003; Lima et al., 2007), a
imunohistoquimica apresentou resultados satisfatérios nos segmentos do TGl em
nosso trabalho. Silva et al. (2001) jA haviam descrito a ineficacia da técnica de
imprint’s para visualizacdo da carga parasitaria em TGI de cdes naturalmente
infectados.. Esta técnica apresentou baixa sensibilidade, sendo dificil até mesmo a
visualizacdo de 100 nucleos de célula inflamatoria por campo para caracterizar a
contagem. Ferrer et al. (1991) apOs observar a marcacdo do parasita pela
imunohistoquimica descreveram gue néo se conhece a razdo pela qual o parasita se
localiza na mucosa intestinal. Os autores ainda sugerem que para diagnoéstico
diferencial da LVC no intestino devem-se incluir infeccbes por Histoplasma,
Salmonela, Yersinia e Prototheca e outros parasitas como Giardiase, Trichurys,
Ancylostoma, Uncinaria, Entamoeba e Balantidium. Além deste existem as doencas
inflamatoérias do intestino grosso como as colites plasmocitica-linfocitica e as

histiocitca colite ulcerativa. O autor ressalva que a utilizacdo da biopsia para
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deteccdo as vezes pode ser dificultada devido ao baixo indice de parasitas
intestinais que dificultam a visualizacdo pela H&E, sendo assim indicada a reacgéo de
imunohistoquimica para estes casos, pois mesma se mostrou bastante eficiente. Ja
Adamama — Moraitou et al. (2007), conseguiram observar resultados semelhantes
utilizando a imunohistoquimica porém com repetidos exames de fezes negativos,
excluindo assim a possibilidade de outras doencas intestinais.

Em nosso estudo, regibes de todo o TGI (com excecdo do esodfago) foi
possivel identificar marcacdes pela imunohistoquimica. Silva et al. (2001) obteve
resultados semelhantes e ainda conseguiu inferir que as marcacdes na camada
mucosa tiveram uma tendéncia de maior concentracdo nas por¢cdes mais profundas,
préximas a camada submucosa. Os autores ainda consideram que este fato pode
ser mais bem compreendido levando-se em conta o tipo de circulacdo presente no
TGIl, que possibilita maior passagem para o intersticio e, portanto, maior
concentracéo de parasitos nas regides onde estao presentes vasos de maior calibre.
De fato, conseguimos encontrar que a maior tendéncia de concentracdo de
marcac0Oes foi proxima a camada muscular da mucosa (ha base da lamina proépria)
somente em intestino grosso. Ja na regido proximal do TGl caracterizada por
estbmago, duodeno e ileo (onde se encontrou marcacdes positivas) as marcacdes
pela imunohistoquimica foram encontradas em maior propor¢cédo (100% dos casos)
préxima ao lumen intestinal, difundidas entre as vilosidades. Platt et al. (2008)
descreveram um estudo sobre macrofagos e regulacdo da resposta imune de
mucosa em intestinos de camundongos e observaram que a microbiota presente no
limen intestinal variam significativamente, sendo a por¢ao jejunal (intestino delgado)
quase estéril até a chegada no coélon descendente (intestino grosso) onde a
microbiota comensal residente consiste em 102 organismos por grama de conteudo
do lumen intestinal. Com o0s nossos resultados e analisando este achado seria
possivel sugerir que no intestino delgado de caes, onde quase nao existem
microrganismos comensais no limen intestinal a Leishmania aparece difundida entre
as vilosidades proximas ao lumen intestinal. Ja no intestino grosso, onde existe uma
microbiota residente e onde o sistema imunologico regula essa microbiota, as
formas do parasito apresentam-se isoladas da regido, ficando concentrada proxima
a base da lamina propria como se esquivassem de onde o sistema imune tem maior
atividade de reconhecimento e combate contra antigenos. MacDonald et al. (2011)

descreveram que no TGI de seres humanos normais, que os linfécitos T constituem
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um terco das células do intestino na lamina prépria, semelhante a propor¢do de
plasmacitos produtores de IgA e também cita a presengca de macréfagos e células
dendriticas. O autor cita que no epitélio do intestino delgado contém
aproximadamente um linfécito T para cada 10 células do epitélio intestinal, e ja no
cOlon esta taxa pode chegar a um linfécito T para cada 20 células de epitélio
intestinal. Com este resultado encontrado em seres humanos podemos sugerir que
nos caes os achados de Silva et al.( 2001), que encontrou a presenca da maior
carga parasitaria em intestino grosso, tem uma correlacdo direta (apesar de nao ter
sido quantificado os tipos celulares, e de ainda n&o se ter estudos deste tipo com
intestino de cées). Entretanto Nagashima et al. (1996) descreveram que macréfagos
nao estavam exclusivamente localizados abaixo da camada epitelial que cobre a
lamina prépria da mucosa, conforme descrito nos seres humanos, mas estdo
distribuidos aleatoriamente por toda a lamina prépria do intestino humano. Esses
achados levaram as perguntas se macrofagos no intestino de cdes realmente atuam
como primeira linha de defesa por causa de sua distancia das camadas epiteliais.

Observou-se um intenso parasitismo em duodeno, ceco, colon e reto em
nossos estudos, porém, o achado do parasitismo no duodeno foi encontrado em
maior propor¢cdo em um dos animais do grupo de caes infectados, que fez com que
os valores se elevassem ao extremo, pois 0 mesmo encontrava-se extremamente
parasitado. Tanto Ferrer et al. (1991) quanto Adamama- Moraitou et al.( 2007)
observaram presenca de colites nos animais com e sem manifestacdo de sinais
clinicos e a visualizacdo do parasita em intestino grosso. Entretanto, nos dois
experimentos somente foram realizadas biopsias (colonoscopia) para obtencao de
amostras sendo que ndo se coletou amostras de intestino delgado. Silva et
al.(2001) mesmo considerando em suas conclusfes que a técnica de imprints em
segmentos do TGI de néo foi eficiente, o autor observou que nos animais infectados
da regido endémica de Jodo Pessoa apresentaram maior contagem de amastigotas
por esta técnica na regiao de duodeno.

Com excecao do trabalho de Silva et al. (2001) ndo existem relatos na
literatura quanto ao estudo das varias regides do TGl de cdaes infectados com
Leishmania. Em seu trabalho, os autores avaliaram seis regides distintas de todo o
TGI de cdaes, a saber estbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco colon. Em nossos
trabalhos, fizemos um estudo semelhante neste aspecto, porém incluimos outras

duas regifes: es6fago e reto. Em nosso trabalho ndo observamos marcacdes
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positivas de Leishmania em esb6fago e jejuno dos animais. Entretanto, Silva et
al.(2001) observou em 27,7% de seus animais a presenca de marcagdes positivas
em jejuno.

Em nosso trabalho, observamos a marcacao positiva na regiao de reto dos
animais sendo considerada uma regido relativamente de facil visualizacdo do
parasito. Villanueva et al. (1994) em um paciente humano portador do virus HIV
descreveu um caso de esofagite causada por Leishmania. Outros trabalhos sobre
LVH envolvendo alteracdes esofagicas causadas por Leishmania (Mediavilla Garcia
et al.,, 1992; Guitérrez-Macia et al., 1995; Sollima et al., 1999) ja foram descritos,
entretanto em animais ainda ndo se possui relatos sobre a manifestacdo da doenca
na regido de esdfago. Em nosso estudo ndo conseguimos encontrar presenca de
parasitos na regiao.

Realizando a contagem da carga parasitaria nos segmentos estudados, Silva
et al.( 2001) observaram que as regides visivelmente mais parasitadas foram ceco e
cblon dos grupos de cdes ambos sinto e assintomaticos. Em nossos trabalhos,
observamos que as regibes de duodeno, ceco, cOlon e reto foram
morfometricamente as mais parasitadas. Trabalhos envolvendo a LVH em duodeno
ja foram descritos (Alvarez-Nebreda et al., 2005; Mansedo Gonzalez et al., 2006;
Valenzuela et al., 2009;) entretanto, trabalhos deste sentido em cédes ainda né&o
foram relatados. Em nossos trabalhos um animal do grupo de caes infectados
assintomaticos apresentou uma carga parasitaria considerada incomum na regido de
duodeno. A carga parasitaria apresentada por este animal foi superior a soma do
mesmo segmento de todos os animais do grupo de caes sintomaticos. Silva et al.
(2001) cita em seu trabalho que as marcacdes positivas na regido de duodeno nao
passaram de 27,7%, entretanto foi encontrada areas de necrose e enterite nesta
regido de alguns dos animais durante a analise macroscopica. Além da regido de
duodeno, em nossos trabalhos observamos que as regides de intestino grosso
(ceco, colon e reto) foram as que mais comumente apresentaram cargas parasitarias
elevadas. Este achado é similar ao encontrado por Silva et al. (2001).

A utilizagdo da inclusdo em resina de metacrilato em nosso experimento
apresentou visivelmente resultados melhores quando comparada com a parafina
(dados nao publicados). Chiarini-Garcia (1996) descreveu que a inclusdo de
materiais biol6gicos em parafina, por usar xilol, parafina em altas temperaturas e

pela dificuldade de obter cortes de pequena espessura, € um método muito
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extrativo, grosseiro e demorado que prejudica a definicdo histolégica do material em
estudo, além de ser mais demorado seu processamento, pior resolucdo ao
microscopio de luz entre outras. Em nosso experimento foram utilizados dois tipo de
fixadores: a parafina para realizacdo da técnica de imunohistoquimica, e a solucéo
de Carnoy’s para visualizagdo dos mastocitos, H&E, Dominici, PAS. Amaral et al.,
2004 comparou os efeitos dos fixadores formalina e Bouin em fragmentos de
endométrio de equinos incluidos em resina plastica e concluiu que os constituintes
celulares e teciduais observados em fragmentos incluidos em resina plastica,
apresentam melhor resolucdo para estudos citologicos ao microscopio de luz
quando sao fixados em formalina. Em nosso experimento, os tecidos caninos
incluidos em solugao Carnoy’s apresentaram melhores resultados para visualizacao
de mastocitos em intestinos quando comparados a formalina. Foi possivel ainda
identificar que fixador em questéo, apresentou resultados satisfatérios para as outras
coloragbes, quando comparados as mesmas coloracdes em tecidos incluidos pela
parafina fixados pela formalina (dados ndo publicados). Rocha e Chiarini — Garcia
(2006) trabalharam com mastdcitos de diversos tecidos em duas espécies de peixes
e observaram que além do TGI ser o sistema que mais apresentou este tipo celular
no estudo, que os mesmos podem apresentar heterogéneas caracteristicas dentro
da mesma espécie quando utilizados fixadores diferentes possivelmente devido a
suas propriedades funcionais ou a sua sensibilidade aos fixadores. Em nosso
trabalho a morfologia dos mesmos se manteve constante sem grandes alteracdes
quanto as suas caracteristicas quando utilizado o fixador Carnoy’s.

Chiarini-Garcia (2006) ainda descreve nos protocolos da coloracdo de H&E a
utilizacao do alcool acidulado (1ml de acido cloridrico PA para 99ml de alcool 70% )
para diferenciacdo como item opcional a tecnica. Em nosso experimento, obtivemos
melhores resultados quando néo utilizamos o alcool acidulado, ou quando utilizamos
o mesmo usando uma diferenciacdo extremamente rapida, ou em concentracdes
menores. Em nosso trabalho as coloragcbes de H&E, azul de toluidina com borato de
sédio, dominci e PAS em tecido canino fixados com solugao Carnoy’s e incluidos em
resina plastica de metacrilato mostraram-se mais eficazes quando realizamos
pequenas alteracbes nos protocolos (ver anexos) descritos por Chiarini-Garcia
(1996).

Em nosso experimento, observamos com facilidade mastdcitos difundidos

pela mucosa e submucosa de todo o TGI dos cédes do experimento. Foi possivel
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observar que os animais infectados apresentaram uma menor quantidade de
mastocitos que o grupo controle com excecdo de colon e reto que apresentaram um
namero de mastocitos maior que o0 grupo controle. Ha4 poucos relatos sobre a
distribuicdo de mastdcitos e seus subtipos do TGI de cées (Kube et al, 1998.;Locher
et al, 2001;. Noviana et al, 2004). Figueiredo et al. (2009) observou que o0s
mastocitos na pele de cdes ndo infectados era maior quando comparados aos cées
infectados com LVC. Kleinschmidt et al., 2007 observaram em animais sadios que o
namero de mastoécitos assim como de linfécitos T CD3+ e macrofagos da mucosa
intestinal declinam de acordo com a idade do céo.

A avaliacdo morfométrica de células inflamatérias com excecao do es6fago foi

visivelmente maior nos animais infectados comparados com animais controles.
Diversos trabalhos na literatura descrevem aumento de celularidade intestinal
(Anderson et al., 1980; Longstaffe e Guy 1985; Ferrer et al., 1991) porém somente
Silva et al. (2001) fez uma avaliagdo qualitativa das células inflamatérias dos
segmentos em um estudo sistematico. Nossos resultados vdo de encontro aos
achados destes autores, em nosso trabalho a técnica morfométrica para a contagem
da celularidade mostrou-se muito eficaz assim como descrito por Lima et al. (2007).
Os trabalhos que utilizaram animais experimentalmente infectados com Leishmania
(Gonzélez et al., 1990; Keenan et al., 1984b) também obtiveram resultados
semelhantes, porém gqualitativos.
O TGI é um dos sistemas que possuem grande relacdo com meio externo, e para a
exposicdo a um grande nimero de antigenos alimentares e microbianos requer um
complexo e preciso mecanismo de regulacdo da resposta imune com diferentes
tipos de células da mucosa que resultam na inducdo manutencdo da homeostase
intestinal. Defeitos neste equilibrio homeostatico podem prejudicar este mecanismo
e levar a inflamacéao intestinal cronica (MacDonald et al., 2011). Ferrer et al. (1991)
consideram como diagnostico diferencial as doencas inflamatérias do intestino
grosso como as colites plasmocitica-linfocitica e as colite ulcerativa.

A andlise morfométrica do epitélio mostrou que os animais infectados
apresentaram um aumento das ceélulas epiteliais na regido de duodeno em
comparagcdo com o grupo controle. Gonzéalez et al. (1990) descreveram alteragbes
degenerativas na superficie epitelial da mucosa de intestino grosso desenvolvendo
em microerosfes da mucosa do colon. Curiosamente MacDonald et al. (2011) em

seres humanos descreveram o papel do epitélio como importante na regulacdo da
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homeostase e como fator pro-inflamatério. O autor descreve que o epitélio do
intestino delgado secreta CCL25 e CCR9.. Durante a inflamagé&o gastrointestinal, as
células epiteliais liberam quimiocinas como CXCLS8, que ajuda a atrair granuldcitos
para o tecido. Além disto, o autor descreve que em seres humanos saudaveis, as
células epiteliais do TGl produzem TGF-B, que pode reduzir a respostas pro-
inflamatodrias das células T na lamina prépria. De fato, em nossos experimentos,
todos as animais infectados apresentaram um aumento da celularidade inflamatoria

em um ou mais segmentos do TGI.

8. Conclusdes:

A utilizacdo da inclusdo de material biologico (TGl de cdes) em resina
plastica de metacrilato, mostrou resultados satisfatérios para as coloracdes rotineiras
de histologia, padronizadas de acordo com 0 Nn0Sso projeto.

A morfologia tecidual apresenta maiores vantagens sobre a inclusao em
parafina, preservando os limites citoplasmaitcos e a arquiteteura tecidual.

A resina plastica de metacrilato em tecidos caninos apresentou a vantagem
de acelerar a fase de processamento e coloragcdo das laminas nao sendo
necessario desidratar o tecido realizando a passagem pelos alcoois nem realizar a
sua hidratacdo posteriormente a etapa de coloracdo. Ainda, a resina mostrou-se
eficaz quanto a preservacao do tecido aderido a lamina para imunohistoquimica néo
sendo necessario utilizar laminas em gelatina especial para realizar a técnica.

A solucéo de Carnoy’s apresentou excelente eficacia como fixador para todas
as colorac0es rotineiras como H&E, azul de toluidina, dominici, PAS em segmentos
do TGlde cées especialmente quando o material foi mantido no periodo de até 3
horas sob refrigeracéo (4°C).

A LVC apresenta diversos sinais clinicos, sendo as alteracbes dermatologicas
consideradas comuns na doencga. Entretanto alteracdes clinicas no TGl ndo séo
facilmente encontradas apesar da presenca do parasito no mesmo ser comumente
encontrada.

N&o é possivel estabelecer uma relagcéo positiva entre o surgimento de sinais
clinicos, com as alteracdes microscopicas e a propria presenca do parasito nos

segmentos de todo o TGI.
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O aumento da celularidade no TGI em cdes com LVC é um achado comum na
doenca.

O aparecimento da elevada carga parasitaria em intestino delgado (duodeno)
de um dos cées do experimento é considerado um achado incomum sendo que a
presenca de elevads cargas parasitarias sdéo comumente encontradas em intestino
grosso (ceco, colon e reto).

Apesar da contagem morfomeétrica do epitélio intestinal ser feito pela técninca
de propor¢cdo volumétrica, a mensuracdo do tamanho e espessura das
vilosidades/criptas intestinais, juntamente com este método parece ser melhor para
qualificar o érgado quanto a alteracbes como hipertrofia/atrofia. Da mesma forma a
avaliacdo da matriz extracelular no intestino, deve ser avaliada com outras técnicas

de colorac6es bem como com um namero maior de animais.
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Anexo 1

Processamento, infiltracao e inclusdo em GMA.

- Desidratacéao: fragmento possui grande quantidade de H20;
Realizar desidratacdo 50%, 70%,80%, 90%, 100% por 30 minutos (depende do

tamanho da peca qual tipo de tecido o tempo é variavel);

-Infiltrac&o: Apds passagem nos alcoois realizar a primeira infiltragcdo(pode ser feita
a temperatura ambiente ou a 4C) por 4 — 12horas sob agitacdo se possivel utilizar
agitador(tecido ira ficar com agua) esta primeira resina € descartavel.
Solucgdo infiltragao:

50ml BASIC RESIN/Liquid

+

1 packet (0.5g) ACTIVATOR

Posteriormente a segunda inclusdo sera feita com a mesma solucéo da primeira
infiltragdo. Por 12 — 24horas & 4C ESTA RESINA PODE SER UTILIZADA DA
PROXIMA VEZ COMO SOLUCAO DE PRIMEIRA INFILTRACAO. Este material

pode ficar estocado em geladeira até a hora da incluséo.
-Incluséo: Solucao de inclusao:

15ml SOLUCAO DE INFILTRACAO NOVA
+
1ml HARDENER
-Incluséo: Realizar a inclusdo sempre no BANHO DE GELO, pois polimerizacao é
rapida (reacéo exotérmica). Sempre preparar tecidos, identificacdo das formas antes
de realizar a solugdo de inclusdo. Cobrir caixa plastica com papel aluminio ou

plastico e aguardar.
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Obs: observar tamanho do fragmento para ndo ultrapassar o tamanho da navalha de
vidro e a sua posigao para evitar cortes transversais de tecido.

Anexo 2

HEMATOXILINA-EOSINA — GMA (Adaptado de Chiarini-Garcia 1996)
Reagentes -

Hematoxilina de Harris

- hematoxilina ........................ 19
-etanol a95% .......cccvvvvnnnee 10 ml
- alimem de potéassio ............ 209

- agua destilada ................... 200 ml
- 0xido de mercdurio ................ 0,59

Eosina aguosa - segundo Lison

- eosina amarelada ..........ccc....... 19

- alcool absoluto .........cccceeeeenns 10 ml

- bicromato de potassio ............. 0,5g
- dgua destilada ..........cccceeenn.... 80 ml

- solucédo saturada de acido picrico .. 10 ml
Solucéo de alimem de ferro a 2%
- alimem de ferro ................... 29

- agua destilada ...................... 100 ml

Solucéo de alcool acidulado

- &cido cloridrico ......cevvveeeeeeeniennnn, 1ml

- alcool etilico 70% ...........evveeeeeee. 200 ml
Coloracéao

a. Lavar em 4gua corrente ..............cceoeueee 5

b. Solugéo de alumem de ferro a 2% ........ 10'

c. Lavar em agua corrente ..........cccceeeeeeennnn. 5

d. Corar com hematoxilina ..............cccce.... 3als

e. Lavar em 4gua corrente .............ccccceuve 10'

f. diferenciar com alcool acidulado — EXTREMAMENTE RAPIDA
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g. Lavar em agua corrente ...........cccceenneee 5
h. Corar com eosina ............ccccevvvvevvvnnnnnns 30"a 2
i. Lavar em agua corrente ............ccccceee. até retirar o excesso de corante

j. Secar em estufa ou na temperatura ambiente
k. Montar
OBSERVACOES:
A utilizacédo do alcool acidulado € opcional, se o tecido for de baixa espessura pular

esta etapa.

AZUL DE TOLUIDINA-BORATO DE SODIO GMA- (Adaptado de Chiarini-Garcia
1996)

2.1. Reagentes -

Solucéo corante

- azul de toluidina O .................... 0,5g
- borato de sOdio ............ccoeeeennn. 19
- agua destilada ............ccvvvvnneen. 99 ml

Dissolver 1g de borato de sodio em 99 ml de agua destilada e, em seguida,
acrescentar 0,5¢ de azul de toluidina O. Agitar e filtrar em papel de filtro.

Conservar em vidro escuro.

2.2. Coloracao -

a. Lavar em agua corrente ................ccoeee 2'

b. Corar com azul de toluidina-borato ...... 15"al

c. Lavar em agua corrente até diferenciacdo e a retirada do excesso de corante da
resina.

d. Secar atemperatura ambiente.

e. Montar
OBSERVACOES:
- 0 tempo de coloracéo é variavel conforme o tecido, a espessura de corte e 0 tipo
de fixador empregado.
ACIDO PERIODICO-SCHIFF (PAS) (Adaptado de Chiarini-Garcia 1996)
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Reagentes -
Solucao de acido periédico a 0,5%
- acido periodico ..........ceeevevviinnnnns 0,59

- agua destilada ............cccevvveeee. 100 ml

Reativo de Schiff

- fucsina basica ...........cceeeeeeviiiiieiiinns 19

- bissulfito de sOdio ...........ccccuveeeennn. 1lg

- &cido cloridrico IN .......ccevvvevereeeen.. 10 ml

- 4gua destilada quente ................... 200 ml

Bissulfito de Sodio

- metabissulfito de sodio a 10% ................. 6 ml
- acido cloridrico IN ....ooiiiie e 5 ml
-agua destilada ..........occeviiiiiiiiiiiiiiinen 100 ml

Esta solucao deve ser preparada no momento do uso.

- Preparo do HCI 1N = 8,35 ml HCI + 91,65 ml de 4gua (HCI com densidade 1,192,
PM
de 36,46 e a 36,1%)

Coloracéao
a. Lavar em agua destilada ........................ 5
b. Acido periodico a 0,5% ..........cccoveue.. 10a 20" .
c. Lavar em agua destilada .............c.......... 5
d. Reativo de Schiff ..., 30 a 60’

e. Lavar em 1 banho de bissulfito de s6dio 1% .. 3’
f. Lavar em agua corrente ............ccceuunenn. 307

g. Corar com hematoxilina (opcional) ....... 5
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h. Lavar em agua corrente ..............ccueeee.. 30°
i. Secar em estufa ou a temperatura ambiente

j. Montar

Os tempos necessérios nas etapas b, d e g variam conforme o tecido, o fixador e
a espessura de

Corte.
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Anexo 3

PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUIMICA
REACAO STREPTAVIDINA-PEROXIDASE

1- Desparafinar (se for o caso) — 15 min. (Xilol I e 11) Bateria Rosa
Hidratar os cortes em alcool (3 min em cada alcool Absoluto Il ao 70%).
OBS: Laminas Criostato comecar nos alcoois

Para 1 litro de PBS 1X
100mL de PBS concentrado e 900mL de agua destilada

2- Dar 01 banho de PBS (1X) — 5 min.
3 — Bloqueio da Peroxidase Endogena :

Colocar os cortes em solucdo de agua oxigenada (H202) 30 volumes por 20 a

30 min.

4- Dar 03 banhos de PBS (1X) — 5 min. cada.

5- Bloqueio dos Sitios de Liga¢cdes Antigénicos Inespecificos :

Enxugar as laminas em torno dos cortes (usando papel higiénico).

Pingar SORO NORMAL DE CABRA (1: 50)  Incubar em c&mara umida - 30 min. a

temperatura ambiente.

ou
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leite desnatado 6% (12g em 200ml de PBS) — 10 Bloqueio.

6 - Dar 01 banho de PBS 1X

7- Enxugar o excesso e pingar o soro primario: SORO DE CAO NATURALMENTE
INFECTADO (SNI-CAO) 1: 100 .

Incubar em camara umida a 40C (geladeira) por 16 a 18 horas (“overnight’).

8- Dar 3 banhos de PBS (1X) — 5 min. cada.

9- Enxugar o excesso de PBS e pingar o soro secundéario : SORO DO KIT DAKO
AMARELO SEM DILUIR e incubar por 20 min.

10- Dar 3 banhos de PBS (1X) — 5 min. cada.

11 - Enxugar o excesso de PBS e pingar o soro terciario. SORO DO KIT DAKO
LARANJA (streptavidina peroxidase conjugada) SEM DILUIR e incubar por 20 min.

12- Dar 2 banhos de PBS (1X) — 5 min. cada.

13- Revelagao :

PBS 200 ml 250 ml
DAB 50 mg (= 0,050 g) 60 mg
H202.40v 400 (I 500 Ol

OBS: Homogeneizar bem o DAB antes de filtrar e Filtrar a Hematoxilina

Incubar os cortes por 5 min. (controle ao microscopio 6ptico)

14- Transferir as laminas para o PBS e contrastar com Hematoxilina de Harris

normal por 3 segundos.
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15- Lavar em agua corrente por 10 minutos

Desidratar em alcoois (70%, 80%, 90%) — 3 min em cada

Desidratar em alcoois (Abs. | e II) — 10 minutos em cada

Diafanizar em xilol | e Il — 10 min. cada.

Montar
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Anexo 4

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

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 257/2008, relativo ao projeto intitulado “ Estudo
histologico, imunoldgico e parasitoldgico do trato gastrintestinal de cides
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi’, que tem como
responsavel(is) Wagner Luiz Tafuri , estd(30) de acordo com os Principios Eticos
da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 4/ 03/2009.

Este certificado expira-se em 4/ 03/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°® 257/ 2008, related to the project entitled
“Histopathological, parasitological and immunohistochemical study of
gastrointestinal tract of infected dogs with Leishmania (Leishmania)
chagasi’, under the supervisiors 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 March 4, 2009.

This certificate expires in March 4, 2014.

Belo Horizonte,_10 de Marco, de 2009.
i ,QL - -

Prof. Humberto Perefra
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Saia 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.bribioetica/cetea - cetea@prpqg.ufmg.br
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Anexo 5



