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RESUMO

A transmissdo da leishmaniose visceral ocorre jpahmente na presenca do hospedeiro
invertebrado, embora existam relatos de transmissficauséncia do vetor, inclusive a
transmissdo venérea na espécie humana. Considesamdportancia de vias alternativas de
transmissdo para o controle da doenca, este esvelcomo objetivos (i) caracterizar as lesdes
genitais e detectateishmaniasp. em cadelas com leishmaniose visceral e (iificer a
ocorréncia de soroconversao e a presenca de aatastigps tecidos e 6rgédos de cadelas livres
de Leishmaniaacasaladas com cées que eliminataishmaniasp. no sémen. Dez cadelas
adultas soropositivas para leishmaniose foram iseladas e divididas em dois grupos: (i)
cadelas assintomaticas (n=5) e (ii) cadelas sirtioag (n=5). Cinco cadelas adultas
sorologicamente negativas foram utilizadas comdroten Amostras de ambos 0s ovarios,
tubas uterinas, cornos uterinos, corpo do Uteryixgévagina, vulva, baco e figado foram
avaliadas histologicamente e processadas para dateogdo déeishmaniasp. Amostras dos
mesmos tecidos foram processadas para deteccdaNie de Leishmanigpela técnica de PCR.
Amastigotas dé.eishmaniasp. foram observadas somente na vulva e vagiraadieas com
leishmaniose visceral, embora o processo inflantatébservado nesses segmentos tenha
apresentado intensidade e distribuicio semelhagtescadelas naturalmente infectadas e
controles. Embora o KDNA deeishmaniatenha sido detectado por PCR na genitalia interna,
ndo foram evidenciadas amastigotas ou lesdes adascia leishmaniose visceral nestes
segmentos do trato genital. Treze cdes com leislos@rvisceral foram selecionados e
avaliados quanto a eliminagéoldgshmaniasp. no sémen pela PCR. Dez cadelas adultas livres
de Leishmania mantidas em ambiente vedado e sem contato cdmotdl@ineos, foram
acasaladas com os cdes soropositivos que elimindeshmaniasp. no sémen. Apos as
copulas as cadelas foram avaliadas sorologicanesemizda 15 dias. Ao final do periodo de
observacao (cinco meses apoés a ultima cépula) foodetadas amostras de todos os segmentos
do trato genital, figado, baco e linfonodos, quaroavaliadas histologicamente e processadas
para imunodeteccédo deishmaniasp. Onze dos 13 cédes com leishmaniose viscenahaliam
Leishmaniasp. no sémen, sendo essa eliminacdo intermitemtieagoria. Das dez cadelas
estudadas, duas apresentaram soroconvetafietanto, ndo foram observadas amastigotas nos
tecidos de nenhuma das cadelas avaliadas.

Palavras-chave:Cao,Leishmaniatrato genital, transmissédo venérea.

12



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is primarily transmitted &ybiological invertebrate vector, although
transmission in the absence of the vector has begorted, including venereal transmission in
humans. Considering the importance of alternatougas of transmission for disease control,
the goals of this study were (i) to characterizeitgé lesions and to detetkeishmaniasp. in
bitches with visceral leishmaniasis, and (ii) taifyethe occurrence of seroconversion and
presence of amastigotes in organs and tissuestdielsi free ofLeishmaniasp. that have
copulated with male dogs sheddibgishmaniasp. in the semen. Ten adult bitches seropositive
for leishmaniasis were selected and divided into gnoups: (i) symptomatic bitches (n=5) and
(i) asymptomatic bitches (n=5). Five adult seratafly negative bitches were used as controls.
Samples were collected from both ovaries, utenuieed, uterine horns, uterine body, cervix,
vagina, vulva, spleen and liver, histologically lerzded, and processed for imunodetection of
Leishmaniasp. Samples of the same tissues were processddtimtion_eishmaniakDNA by
PCR.Leishmaniaamastigotes were observed only in the vulva amgiheaof the bitches with
visceral leishmaniasis, although infected and @bnbitches had similar intensity and
distribution of inflammation. AlthougheishmaniakDNA was detected by PCR in the internal
genital organs, no evidences of amastigotes oorlesassociated with visceral leishmaniasis
were observed in these segments. Thirteen malewlitlyvisceral leishmaniasis were selected
and tested for shedding béishmaniasp. in the semen. Ten adults bitches freeedéhmania
maintained in an environment free of phlebotomimepulated with serologically positive male
dogs that eliminatedeishmaniasp. in the semen. After copulations, bitches veerelogically
evaluated every 15 days. At the end of the periodbservation (five months after the last
mating), samples of all the genital organs, spldemr, and lymph nodes were collected,
histologically evaluated, and processed for imubexten ofLeishmaniasp. Eleven of the dogs
with visceral leishmaniasis that were tested dle@shmaniasp. in the semen, and shedding was
intermittent and randomly distributed over the tiomairse. Two of the ten bitches had
seroconversion. However, no amastigotes were obdentissues.

Keywords: Dog, Leishmaniagenital tract, venereal transmission.
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CAPITULO 1
Aspectos gerais da leishmaniose
visceral canina

1.1. INTRODUGAO

A leishmaniose visceral €& uma
zooantroponose de ampla distribuicdo
mundial, presente em paises do

Mediterraneo, Asia e América Latina. A

silvestres e 0 homem. O outro hospedeiro é
invertebrado diptero hematéfago pertencente
a familia Phlebotomidae, género
Phlebotomuscom varias espécies no Velho
Mundo e o génerd.utzomyia com uma
Unica espécieLutzomyia longipalpis no
Novo Mundo (Chang, 1990; Vassilios, 1993;
Marsella e Gopegui, 1998).

Parasitas do géneleceishmaniaapresentam
trés formas morfologicas: amastigota, que

doenca é endémica em 62 paises, com cercaParasita os macréfagos dos hospedeiros

de 300.000 milhdes de pessoas sob o risco
de contrairem a infec¢do e 500.000 novos

casos da doenca humana e 40.000 mortes a

cada ano (Desjeux, 2001; Guerin et al.,
2002; OMS, 2005). De acordo com
Ministério da Saude, mais de 1.000 casos

vertebrados, promastigota e paramastigota,
gue ocupam o lume do trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados e permanecem
ligadas ao epitélio por seus flagelos moveis.
A transmissdo geralmente acontece entre
vetores invertebrados e mamiferos. Portanto,

humanos da doenca ocorrem anualmente no geralmente a transmissao ocorre na presenca

Brasil. Apesar da regido do nordeste
brasileiro concentrar o maior numero de
casos da doencga (Arias et al., 1996; Ashford
et al., 1998; Caldas et al., 2002; FUNASA,
2002), nos ultimos anos tem ocorrido um
aumento significativo da incidéncia da
leishmaniose visceral em estados da regiao
sudeste, incluindo Minas Gerais (Oliveira et
al., 2001; FUNASA, 2002; Silva et al.,
2005). A regidao metropolitana de Belo
Horizonte teve seu primeiro caso de
leishmaniose visceral humana diagnosticado
em 1994. Entre o periodo de 1994 e 1999
foram confirmados 345 casos humanos na
regido metropolitana (Silva et al., 2001).
Existem estudos demonstrando a correlagéo
entre a distribuicdo espacial de cées
soropositivos e ocorréncia de casos
humanos, o que refor¢a a importancia do cao
como reservatério para infeccées humanas
(Oliveira et al.,, 2001; Margonari et al.,
2006).

A Leishmaniasp. é um parasito heteroxeno,
necessitando de dois hospedeiros para
completar seu ciclo de vida. Um dos
hospedeiros € vertebrado  mamifero,
geralmente  canideos domésticos ou

do vetor, que se infecta quando faz repasto
sanguineo num animal ou homem infectado,
ingerindo as formas amastigotas presentes
na derme. Dentro do trato digestivo do
inseto as formas amastigotas transformam-se
em promastigotas entre 24 a 48 horas apés a
ingestdo. No intestino do inseto essas
promastigotas reproduzem-se e migram para
o esbdfago e faringe. Durante o préximo
repasto sanglineo elas sao regurgitadas e
penetram na derme do hospedeiro
vertebrado (Kamhawi, 2006). Quando o
hospedeiro vertebrado € infectado pelas
promastigotas estas sao fagocitadas por
macrofagos e se transformam em
amastigotas. Dentro dos macrofagos as

amastigotas reproduzem-se, rompem 0S
macrofagos, sao liberadas no meio
extracelular e sdo, entdo, novamente
fagocitadas  por outros  macrofagos

(Handman e Bullen, 2002).

Embora a principal forma de transmissao
seja da infeccdo seja pela picada do
hospedeiro invertebrado, existem relatos na
literatura sobre transmissédo na auséncia do
vetor. Em humanos, ha relatos de
transmissédo entre doadores de sangue (Otero
et al., 2000) e devido ao uso de agulhas e
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seringas compartilhadas entre usuérios de
drogas injetaveis (Bosch et al., 2002). A
transmissdo vertical déeishmania entre
humanos ja foi descrita (Low et al., 1926)
Adicionalmente, ha um relato de
transmissdo venérea entre um homem
contaminado e sua esposa em area livre da
doenca e do vetor (Symmers, 1960).

Em cées, Gaskin et al. (2002) sugeriram a
possibilidade de transmissdo da infeccéo por
L. infantum na auséncia do vetor

invertebrado, para justificar a ocorréncia de
leishmaniose visceral num canil localizado
em area ndo endémica e livre do vetor. Ha
relatos na literatura que indicam a

ocorréncia de transmissdo da infec¢do por
transfusdo sanguinea (Owens et al., 2001;
Giger et al., 2002; De Freitas et al., 2006). A
transmissdo vertical da infeccdo em cées
também foi sugerida por Masucci et al.

(2003) e Dubey et al. (2005), embora
tenham sido publicadas evidéncias
anteriores indicando que a transmissao
vertical ndo ocorre na espécie canina
(Andrade et al, 2002). Amastigotas de
Leishmaniaja foram previamente descritas

no utero de uma cadela (Rosypal et al.,
2005), com evidéncias de transmissao
vertical da doenca.

Verificar a ocorréncia de

soroconversao em cadelas livres
de Leishmaniaacasaladas com

cdes soropositivos sintomaticos
com eliminagcdo seminal de
Leishmaniana auséncia do vetor
biolbgico;

(i)

(ii)

Detectar formas amastigotas em
varios oOrgdos e tecidos de

cadelas livres delLeishmania
acasaladas com caes
soropositivos sintomaticos com
eliminagéo seminal de
Leishmaniana auséncia do vetor
biolbgico;

(iii) Identificar e caracterizar as

lesGes presentes no trato genital
de cadelas naturalmente
infectadas pok. chagasi
(iv) Detectar a presenca de
Leishmanianos 6rgdos genitais
por imuno-histoquimica e PCR.

1.3. REVISAO DE LITERATURA

As leishmanioses sdo um grupo de doengas
causadas por protozoarios digenéticos do

Em cées, nédo se sabe se ocorre transmissaogénerolLeishmania(Ordem Kinetoplastida,

venérea, embora esta forma de transmissdo Familia Trypanosomatidae) manifestando-se
tenha sido considerada provavel (Deane, sob varias formas clinicas. Parasitas do
1956). Além disso, recentemente foram género Leishmania sdo transmitidos ao
descritas em detalhes as lesGes no sistemahomem e a outros mamiferos por meio da
genital do céo associadas com leishmaniose picada de fémeas de insetos hospedeiros
visceral, alem da deteccéo do protozoario no infectados. Os hospedeiros invertebrados
sémen pela Reacdo em Cadeia da estdo restritos a espécies de flebotomineos
Polimerase (PCR) (Diniz et al., 2005). hematéfagos (Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Sub-familia Phlebotominae),
especialmente a  espécie Lutzomyia
longipalpis no Novo Mundo e ao género
A hipétese que originou este projeto é Phlebotomus, no Velho Mundo (Grimaldi Jr.
gue ocorre transmissdo venérea da e Tesh, 1993).
leishmaniose visceral canina. Esta hip6tese
foi testada através dos seguintes objetivos As espécies do génet@ishmaniapossuem
especificos: formas distintas durante seu ciclo de vida:
formas promastigotas e paramastigotas,

1.2. OBJETIVOS E HIPOTESE
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flageladas e moveis, que se desenvolvem no tegumentar

trato digestivo dos hospedeiros
invertebrados e formas amastigotas, néo-
flageladas, que vivem e se multiplicam no
interior de células do sistema fagocitico-
mononuclear (SFM) dos hospedeiros
vertebrados (Matel, 1990). As formas

americana (LTA) e a
leishmaniose visceral americana (LVA) ou
calazar. A leishmaniose tegumentar

americana possui grande variedade de
formas as quais podem ser agrupadas da
seguinte maneira: (1) leishmaniose cutanea,
caracterizada por lesdes localizadas na pele,

infectantes sdo denonimadas promastigotas as quais podem curar espontaneamente ou
metaciclicas e sd8o menores e possuem evoluir para lesdes crénicas com cicatrizes

flagelo mais longo quando comparadas as
formas prociclicas ou n&o-infectantes
(Molyneux e Killick-Kendrick, 1987).

A transmissdo da doenca para oS

hospedeiros vertebrados geralmente ocorre lesdes

por meio da inoculagdo das formas
promastigotas infectantes durante a picada
do inseto vetor. Apés inoculagdo nos
hospedeiros mamiferos, as promastigotas
infectantes ligam-se aos macréfagos por

meio de diversos receptores celulares, sendo distribui¢éo

subseqguentemente fagocitadas, localizando-
se em um vacuolo que se funde com
lisossomas, denominado vacuolo
parasitéforo (Russel e Talamas-Rohana,
1989; Madiel, 1990). Os parasitos
sobrevivem a fagocitose e sofrem diversas
transformacodes metabolicas sendo
convertidos em formas amastigotas, que
posteriormente multiplicam-se e rompem as
células hospedeiras para entdo infectarem
outras células mononucleares (Mauél, 1990).

A manifestacdo da doenca depende de

desfigurantes; (2) leishmaniose
mucocuténea, caracterizada por lesdes
ulcerativas e destrutivas das mucosas ou
juncdes muco-cutaneas; (3) leishmaniose
cutanea disseminada caracterizada multiplas
papulares geralmente ulceradas,
distribuidas por diferentes partes do
tegumento; (4) leishmaniose cutanea difusa,
forma menos comum de apresentacao,
caracterizada por lesGes papulares ou
nodulares, deformantes e graves, com ampla
pela  superficie corporal
(Carvalho et al., 1994; Cardoso e Cabral,
1998; Oliveira-Neto, 2000). A forma
visceral da doenca é crbnica e progressiva e
afeta vérios o6rgaos, incluindo o baco, o
figado, a medula 6ssea, os linfonodos e a
pele (Cardoso e Cabral, 1998). Em cées
infectados a doenca manifesta-se
principalmente sob a forma visceral, crénica
e progressiva e, frequentemente, observam-
se também lesbes cutaneas (Alvar et al.,
2004).

A leishmaniose visceral humana ou Calazar

complexas interacdes entre fatores inerentes tem como agentes etiologicos as espécies
aos parasitos, tais como espécie e cepa eleishmania donovanie L. infantum no
outros ligados ao hospedeiro, como resposta Velho Mundo eL. chagasino Novo Mundo
imune (Pearson e Sousa, 1996; Cardoso e (Cardoso e Cabral, 1998). Atualmente existe

Cabral, 1998) resultando em amplo espectro
de manifestagcdes clinicas. Uma Unica
espécie déeishmaniapodeser responsavel

por mais de um quadro clinico enquanto um

a tendéncia de considerarinfantume L.
chagasicomo uma unica espécie, baseado
nas observacfes de Mauricio et al. (1999).

Unico quadro pode ser causado por mais de Vérias espécies de canideos (cées, raposas e

uma espécie dd.eishmania (Pearson e
Sousa, 1996).

Nas Américas, a leishmaniose no homem

chacais), marsupiais (gambas) e roedores
foram incriminadas como reservatorios em
regibes endémicas (Cardoso e Cabral, 1998).
Os caes desempenham papel fundamental

pode ser dividida em duas amplas categorias para a manutencdo da doenca nas &areas

clinico-patolégicas: a leishmaniose

endémicas, particularmente urbanas, atuando
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como principal reservatério doméstico e
fonte de infec¢cdo para os flebotomineos,
com posterior transmissdo para o homem
(Deane, 1956; Iverson et al., 1983; Marzochi
et al., 1985; Tesh, 1995).

1.3.1. Aspectos clinicos, bioquimicos e
patologicos da infecgdo pot. chagas
e métodos de diagndstico

Na espécie humana, a doenga acomete
principalmente criancas (Marzochi et al.,

1994; Nascimento et al., 1996) e individuos

imunossuprimidos (Badar6 et al., 1986),

sendo caracterizada clinicamente por febres
irregulares de longa duracdo, debilidade
geral, emagrecimento, pancitopenia, hepato-
esplenomegalia, hipergamaglobulinemia e
hipoalbuminemia, podendo progredir para

um quadro crdnico ou para a morte, caso nao
haja tratamento adequado (Alencar et al.,
1991).

Em c8es, a infeccdo resulta em
manifestacdes clinicas diversas, variando
desde infec¢Bes sub-clinicas até a forma
cronica e progressiva da doenca, ocorrendo
febre irregular por longos periodos, perda
progressiva de peso, caquexia (Genaro,
1993), anemia, hepato-esplenomegalia e
linfadenomegalia generalizada (Gonzélez et
al., 1990; Genaro, 1993). Perda de peso e
atrofia muscular sdo os sinais mais comuns
de envolvimento visceral. Alguns cées
podem perder peso apesar da manutencgdo ou
mesmo da exacerbacdo do apetite.
Entretanto, a perda acentuada de condicao
fisica estd associada com anorexia e outros
sinais de insuficiéncia renal, incluindo
depressdo, poliria, polidipsia e vOmitos
(Longstaffe e Guy, 1985; Slappendel e
Greene,1990). Alguns animais podem
apresentar o desenvolvimento de lesdes
oculares como ceratoconjutivite e uveite
(Swenson et al., 1988; Molleda et al., 1993;
Cardoso e Cabral, 1998; Pefia et al., 2000;
Brito et al., 2004) ou ainda panoftalmite
(Carvalho-Neta et al., 2007).

Nos céaes, sinais clinicos associados ao trato
gastrintestinal, como vomito, diarréia e

hemorragia intestinal, tém sido descritos

com menor freqiéncia na literatura

(Slappendel, 1988; Slappendel e

Greene,1990; Pumarola et al., 1991).

As anormalidades dermatoldgicas nos céaes
sdo bastante comuns e varidveis quanto a
caracterizacdo e extensdo. As alteracoes
mais proeminentes sdo a hiperqueratose,
caracterizada por espessamento excessivo da
epiderme com descamacao, despigmentacdo
e formacdo de fissuras, principalmente nos
coxins e no focinho e a descamacéo da pele,
principalmente ao redor dos olhos, nas
orelhas ou difusamente pelo corpo. Os pélos
podem apresentar-se opacos, frageis e
guebradicos sendo comum o surgimento de
areas de alopecia. Alguns animais podem
desenvolver dermatite seborréica
(Slappendel, 1988) e ulceras mucocutaneas
(Slappendel, 1988; Slappendel e
Greene,1990). Onicogrifose e onicorrexia
sdo também observados com frequéncia
(Slappendel, 1988; Slappendel e
Greene,1990; Cardoso e Cabral, 1998).

O periodo de incubacéo do calazar canino é
muito variavel, sendo que os sinais clinicos
da doenca podem tornar-se evidentes meses
ou anos ap6s o animal ter sido infectado
(Slappendel, 1988; Genaro, 1993).
Usualmente a infeccdo poL. chagasi
manifesta-se sob a forma de uma doenca
cronica sistémica (Slappendel e
Greene,1990; Ferrer et al., 1991).

A leishmaniose visceral canina determina
resposta humoral policlonal que origina
disproteinemia (Cardoso e Cabral, 1998),
caracterizada por aumento das proteinas
séricas totais, hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia. A hiperglobulinemia é
devida principalmente ao aumento dos
niveis séricos dasB e y globulinas
(Slappendel, 1988; Ciaramella et al., 1997).
Reducdo marcante da concentracao sérica do
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aminodcido essencial triptofano tém sido acumulo de macréfagos (Tryphonas et al.,
observados em animais infectados 1977; Keenan et al., 1984b; Tafuri, 1995).
experimentalmente. A explicacdo para esse
achado pode ser competicdo por nutrientes O figado geralmente apresenta aumento de
entre o parasita e seu hospedeiro (Keenan etvolume e congestdo (Tryphonas et al.,
al., 1984a). Anemia do tipo normocitica 1977). Microscopicamente, pode-se notar
normocrémica com intensidade variavel tem hiperplasia e hipertrofia das células de
sido observada com frequéncia (Keenan et Kupfer (Tryphonas et al., 1977; Keenan et
al, 1984a; Ciaramella et al., 1997). No al., 1984b; Oliveira et al., 1993; Tafuri et al,
leucograma, pode ocorrer linfocitose com 1996) e infiltrado inflamatorio do tipo linfo-
leucopenia moderadas a acentuadas (Keenanhistio-plasmocitario no parénquima hepatico
et al., 1984a). Entretanto, alguns amimais (Tryphonas et al, 1977). Uma outra
podem apresentar linfopenia (Slappendel, alteracdo histopatolégica importante é a
1988). Podem ocorrer ainda neutrofilia e presenca de granulomas intralobulares,
trombocitopenia (Keenan et al.,, 1984a; localizados principalmente no limem dos
Slappendel, 1988; Ciaramella et al., 1997). sinuséides e as vezes na luz das veias
A urindlise pode revelar a ocorréncia de centrolobulares. Eles s&o constituidos
proteindria que, em combinacdo com a predominantemente por macrofagos,
presenca de hemécias, leucécitos e células parasitados ou ndo, células epitelidides,
epiteliais renais no sedimento urinario pequeno nuamero de linfécitos e raros
podem indicar nefrite ou glomerulonefrite. polimorfonucleares neutréfilos (Tafuri et al.,
Elevacdo dos niveis séricos de creatinina 1996, Tafuri et al., 2001).
podem ser observados em animais com
uremia (Slappendel, 1988). A medula Ossea apresenta aumento da
celularidade, que se deve primariamente a
As lesdes encontradas na leishmaniose grande populacdo de células da série
visceral canina, com excecao das alteracbes monocitica presentes, algumas das quais
cutdneas, sdo similares as descritas na podem apresentar-se parasitadas (Keenan et
doenca humana (Keenan et al., 1984b). As al., 1984b).
alteracbes histopatoldgicas mais
freqientemente descritas sdo observadas noOs linfonodos apresentam-se
baco, figado, medula 6ssea, linfonodos, rins, freqlientemente aumentados de volume com
pulmbes, e tegumento (Genaro, 1993; perilinfoadenite (Tafuri, 1995).
Tafuri, 1995). Microscopicamente observa-se hiperplasia
dos foliculos linféides com aumento da
A esplenomegalia constitui uma alteracdo populagdo de plasmocitos, reducdo da
macroscopica bastante comum (Keenan et populacdo de linfécitos e acumulo de
al., 1984b; Swenson et al, 1988). macréfagos nas areas paracorticais, corddes
Entretanto, o baco nem sempre apresenta-semedulares e seios medulares (Keenan et al,
aumentado de volume. Microscopicamente 1984b; Lima et al.,, 2004). Macréfagos
este orgdo pode apresentar decréscimo naparasitados com amastigotas podem ser
populacdo de linfocitos na bainha linféide observados principalmente nas éareas
periarteriolar e acumulo de macréfagos paracorticais (Keenan et al, 1984b) e
nestas areas. Podem-se observar tambémtambém nos seios e cordBes medulares
hiperplasia dos foliculos linféides com (Lima et al., 2004).
aumento da populacdo de plasmoécitos e
aumento da polpa vermelha, cuja A leishmaniose visceral canina esta
celularidade mostra-se aumentada devido ao frequentemente associada a glomerulonefrite
membranoproliferativa (Tryphonas et al.,
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1977; Swenson et al.,, 1988; Marcuseen et na pele em 70% dos animais
al., 1989; Tafuri et al., 1989; Font et al., experimentalmente infectados coni.

1993; Valadares et al.,, 1997, Tafuri et al.,, chagasi Recentemente, dos Santos et al.
2001), caracterizada por espessamento da (2004) relatou parasitismo de cerca de 53%
capsula de Bowman e da membrana basal na pele de 55 cdes com leishmaniose

dos capilares glomerulares (Tryphonas et al.,

1977). Além de glomerulopatia,
frequentemente observa-se nefrite
intersticial crénica com infiltracdo de

linfécitos, plasmadcitos e macréfagos, que
podem estar parasitados (Marcuseen et al.,
1989). Essas alteragbes eventualmente
podem conduzir a wum quadro de
insuficiéncia renal (Font et al., 1993).

Nos pulmdes, a principal alteracao descrita €
a pneumonia intersticial, com espessamento
dos septos interalveolares e acumulo de
plasmadcitos e macréfagos (Tryphonas et al.,
1977; Anderson et al., 1980; Keenan et al.,
1984b ; Duarte et al., 1986; Gongalves,

2001; Tafuri et al., 2001; Gongalves et al.,

2003).

No trato gastrintestinal, observa-se reacéo
inflamatoria com infiltrac&o
predominantemente de macréfagos contendo
amastigotas déeishmania principalmente

no ceco e colon (Silva, 2001).

As alteracdes patologicas do trato genital
masculino foram descritas por Diniz et al.
(2005) e incluem epididimite, balanopostite
e menos frequentemente orquite, com
infitrado  inflamatério composto  por
macrofagos, plasmdcitos e linfocitos,
associado a presencaldgshmania

Na pele geralmente observa-se infiltrado
linfo-plasmo-histiocitario difuso na derme

superficial e em focos ao redor de vasos
sangliineos e anexos na derme profunda.

visceral.

O diagndstico da leishmaniose visceral
canina ndo difere essencialmente do
diagnostico da infeccdo na espécie humana e
consiste na avaliagdo conjunta de parametros
clinicos, bioquimicos, epidemiolégicos e
parasitologicos (Alvar et al., 2004). O
diagnostico parasitolégico permite maior
confianga, pois se baseia na observacéo
direta do parasita (Deane e Deane, 1962;
Longstaffe e Guy, 1985; Grimaldi Jr. e Tesh,
1993; Ferrer et al.,, 1995), podendo ser
realizado a partir do exame direto de
esfregacgos ou cortes histoldgicos, inoculacao
em hamsters ou cultura vitro de aspirados

ou tecidos dos animais suspeitos (Grimaldi
Jr. e Tesh, 1993).

A sorologia é o principal método empregado
para os diagnosticos de rotina e
levantamentos epidemioldgicos da doenca e
baseia-se no fato da maioria dos animais
infectados apresentam elevados titulos de
anticorpos  especificos na  circulagédo
(Marzochi et al., 1985; Slappendel, 1988).
Dentre as principais técnicas soroldgicas
empregadas no diagnostico do calazar
canino  destacam-se a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e a reagédo de
fixacdo do complemento (RFC) (Pellegrino
e Brener, 1958). Tais testes utilizam como
antigenos parasitos integros (promastigotas
ou amastigotas) ou extratos solaveis de
Leishmania De maneira geral, os métodos
que utilizam parasitos integros como

Nao raro pode-se observar a presenca de antigenos apresentam elevada sensibilidade

formas amastigotas no interior de
macrofagos (Deane, 1956; Xavier et al.,
2006). Deane (1956) relatou a presenca de

enquanto os métodos que utilizam extratos
soluveis de parasitos apresentam
especificidade superior (Alvar et al., 2004).

amastigotas na pele de 77,6% de caes Nos ultimos anos, varios laboratérios tém
naturalmente infectados, enquanto Genaro desenvolvido antigenos recombinantes que
(1993) verificou incidéncia de parasitismo possam ser utilizados nos testes sorologicos
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convencionais com o0 objetivo de melhorar diagnostico da infecgdo pokeishmania.
sua especificidade. Dentre esses, destaca-seVarios trabalhos tém demonstrado elevadas
0 antigeno recombinante K39 (rK39), uma sensibilidade e especificidade deste
proteina dominante em amastigotas de procedimento para o0 diagnéstico da
Leishmania do Complexo Bnovani leishmaniose, além da superioridade dos
(Reithinger et al., 2002). O rK39 também é a resultados em relacdo aos obtidos por outros
base dos testes imunocromatograficos procedimentos diagnosticos tradicionais. A
rapidos, os quais vém sendo recentemente reagdo pode ser feita a partir gamers
utilizados como método de diagndstico da especificos para o DNA gendmico ou DNA
infeccdo em cédes (Reithinger et al., 2002; do cinetoplasto do parasito (kDNA), sendo
Tafuri et al., 2004). gue a utilizacdo dprimers especificos para

0 kDNA geralmente apresentam melhores
Adicionalmente, procedimentos imuno- resultados, uma vez que frequentemente
histoquimicos tém sido utilizados para a utiliza-se o minicirculo do KDNA como alvo
deteccdo de amastigotas nos tecidos (Ferrer de amplificacdo, o que resulta em aumento
et al.,, 1991; Font et al., 1993; Silva, 2001; significativo da sensibilidade, uma vez que
Tafuri et al., 2004; Diniz et al.,, 2005). existem multiplas cépias desta seqiéncia no
Recentemente foi descrita a utilizacdo de kDNA. Dentre as vantagens da PCR
técnica de imunoperoxidase para marcagdo destaca-se a possibilidade de utilizagdo em
de amastigotas deeishmanianos tecidos, a  diversos tipos de amostras biologicas,
partir da utilizacdo de soro hiperimune de inclusive aquelas obtidas a partir de métodos
cdes infectados como anticorpo primario, poucos invasivos, como o sangue (Lachaud
gque mostrou elevada sensibilidade e et al.,, 2002). Esta técnica foi recentemente
especificidade, sendo particularmente Gtil otimizada com sucesso para a detecgdo de
para a deteccdo de amastigotas de kDNA de Leishmania em amostras de
Leishmaniaem tecidos onde o parasitismo € sémen canino, apresentando sensibilidade de
pouco intenso (Tafuri et al., 2004). deteccao de, no minimo, um organismo por

ml de sémen (Diniz et al., 2005).
Nos ultimos anos tem sido crescente a
utilizacdo da PCR como ferramenta no
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CAPITULO 2

Lesdes genitais e distribuicao de
amastigotas em cadelas naturalmente
infectadas porLeishmania chagas

2.1.INTRODUCAO

2.1.1. LesOes genitais na leishmaniose
visceral humana

Les&o na genitalia feminina foi descrita por
Symmers (1960), que relatou a ocorréncia de
uma lesdo ulcerativa contendo macrofagos
parasitados conleishmaniana vulva de
uma mulher que contraiu a infeccdo por via
venérea.

A transmissdo venérea desishmaniana

espécie humana foi documentada em area
livre da doenca e do vetor, com transmissao
da infec¢do de um homem infectado em area
endémica para sua esposa (Symmers et al.,

LesBes genitais associadas a amastigotas de1960).

Leishmaniatém sido mais frequentemente
descritas em pacientes humanos,
principalmente em individuos do sexo
masculino. As lesfGes genitais ja foram
descritas tanto em pacientes com
manifestacdo muco-cutanea quanto visceral
da doenca e incluem lesBes cronicas
destrutivas e ulcerativas no pénis,
caracterizadas histologicamente por
infiltrado inflamataorio composto
predominantemente por macréfagos, células
gigantes, plasmdcitos e linfocitos associadas
a presenca de formas amastigotas de
Leishmania/Castro et al., 1987; Schubach et
al., 1998; Cabello et al., 2002). Além das
lesBes penianas sao descritas também lesde
ulcerativas cronicas no prepucio,
caracterizadas  microscopicamente  por
infitrado  inflamatério composto  por
linfécitos, plasmacitos, raros neutréfilos e
macréfagos com  numerosas formas
amastigotas de Leishmania
intracitoplasméticas (Aste et al., 2002) e
ulceragbes no escroto, com as mesmas
caracteristicas histolégicas (Cain et. al.,
1994; Cabello et al., 2002). Em alguns casos
descreve-se processo inflamatorio
granulomatoso, inclusive com a presenca de
células gigantes (Cabello et al., 2002;
Schubach et al., 1998). H4& um relato na
literatura que descreve a presenca de
amastigotas deeishmanianos testiculos de
um jovem com leucemia linfoblastica aguda,
sem les@es aparentes (Kapila et al., 1994).

Sinfécitos

2.1.2. LesOes genitais na leishmaniose
visceral canina e eliminacdo de
Leishmania sp no sémen de caes

O envolvimento do trato genital na
leishmaniose canina tem sido descrito com
menor frequéncia. Diaz et al. (1982)
descreveram as lesOes testiculares e
epididimarias em 15 cdes com leishmaniose
visceral infectados  naturalmente e
distribuidos em grupos conforme a
intensidade da doenca. Esses autores
verificaram reacao inflamatoria intersticial
composta por macréfagos, plasmocitos e
associada a presenca de
amastigotas intralesionais, sendo que as
lesbes mais graves foram observadas nos
animais com doenca clinica mais avancgada.
Além do infiltrado inflamatorio foram
observadas também alteracGes degenerativas
nas células tubulares testiculares e
epididimarias e fibrose intersticial.

Ha na literatura um relato da presenca de
amastigotas delLeishmania infantumna
glande peniana de um cdo com tumor
venéreo transmissivel (Catone et al., 2003)

Em estudo mais recente, Diniz et al. (2005)
verificaram que cdes  naturalmente
infectados por Leishmania apresentam

frequentemente epididimite e balanopostite
e, menos freglientemente, orquite. Orquite
intersticial linfo-plasmocitaria foi observada
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associada a degeneracéo testicular discreta apreviamente documentado em humanos

intensa. Apesar de nao ter sido encontrada
diferenga estatistica significativa, observou-
se que animais infectados tém maior
tendéncia a apresentar orquite em relacdo
aos animais controle e, além disso, os
animais sintomaticos tém inflamacéo
testicular mais intensa. Inflamacdo do
epididimo foi caracterizada por infiltrado
inflamatorio composto predominantemente
por macrofagos e linfécitos. A freqiiéncia de
epididimite foi maior entre os animais
infectados e com doenca clinica e, além
disso, a intensidade de inflamac&o foi maior
nos animais infectados sintomaticos e
assintomaticos em relacdo aos animais nao-
infectados. Reacdo inflamatéria com
predominio de macréfagos foi observada na
glande, com maior frequiéncia e intensidade
nos animais sintomaticos. Entre os animais
infectados observou-se que grande ndamero
dos macrofagos infiltrados na glande
apresentavam amastigotas teishmania
intracelulares, tendo sido observado
macrofago parasitado entre as células do
epitélio da uretra, indicando migracédo trans-
epitelial. Postite histio-plasmocitaria foi
observada com maior frequéncia e
intensidade entre os animais infectados em
relacao aos animais controle.
Adicionalmente, observou-se ocorréncia de
dermatite granulomatosa com elevado
nimero de macrofagos parasitados por
Leishmaniaem alguns animais infectados,

(Symmers, 1960).

Amastigotas de Leishmania j& foram
previamente descritas no Utero de uma
cadela (Rosypal et al, 2005), com
evidéncias de transmissdo vertical da
doenca. A transmissao vertical da infeccéo
em caes também foi sugerida por Masucci et
al. (2003) e Dubey et al. (2005), embora
tenham sido publicadas evidéncias
indicando que a transmissédo vertical ndo
ocorre na espécie canina (Andrade et al,
2002). Placentite associada a presenca de
Leishmania ja foi descrita em caes por
Dubey et al. (2005)

Considerando-se a elevada frequéncia de
lesGes genitais e a eliminacaolagshmania

no sémen de caes com leishmaniose visceral
(Diniz et al., 2005) e, consequentemente, 0
potencial para transmissdo venérea da
leishmaniose visceral canina, além da
auséncia de estudos sobre 0 parasitismo e
lesbes no trato genital de cadelas com
leishmaniose visceral, os objetivos desse
trabalho foram identificar e caracterizar as
lesbes presentes no trato genital de cadelas
naturalmente infectadas pdreishmaniae
detectar a presenca do parasito nesses 6rgaos
por imuno-histoquimica e PCR.

2.2. MATERIAL E METODOS

associada a erosdes e ulceracbes. NesseDez cadelas adultas ndo senis, sem raca

mesmo trabalho verificou-se, por meio de

estudo  imuno-histoquimico, que a
imunomarcacdo delLeishmania no trato
genital masculino correlacionou-se as

alteracdes inflamatdérias apresentadas.

Adicionalmente os autores verificaram que,
de 22 caes naturalmente infectados, oito
(36%) eliminaranmLeishmaniasp. no sémen,
sendo esta avaliacdo feita pela PCR a partir

definida, soropositivas para leishmaniose
pelo método de ELISA, foram selecionadas
no Centro de Controle de Zoonoses da
Prefeitura Municipal de Belo Horizonte —

MG e divididas em dois grupos, segundo a
manifestacdo clinica da doenca: (i) cadelas
assintoméaticas (n=5) e (i) cadelas
sintomaticas (n=5). Cinco cadelas adultas
sorologicamente negativas com a mesma
procedéncia foram utilizadas como controle.

de uma unica amostra de sémen de cada cdoApds a selecdo, todos os animais foram
avaliado. Esses dados d&o suporte a hipoteseimediatamente submetidos & anestesia geral

de transmissdo venérea da leishmaniose
visceral em caes, a semelhanca do que foi

com Thiopental sédido seguida de eutanasia
com Cloreto de Potassio endovenoso e entdao
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necropsiados, tendo sido colhidos
fragmentos de todos os segmentos do trato
genital (vulva, vagina, cérvix, corpo do
Utero, cornos uterinos, tubas uterinas e
ovarios), figado e baco para histopatologia e
imuno-histoquimica. Os fragmentos de
ovarios e tubas uterinas de cada lado foram
processados conjuntamente. Apds a colheita,
o material foi fixado em formalina
tamponada a 10% por 24 a 48 horas. Apos a
fixacdo, as amostras foram submetidas a
processamento histolégico de rotina e
coradas por hematoxilina e eosina (HE), ou
processados para imuno-deteccdo de
amastigotas de acordo com a metodologia
descrita por Tafuri et al. (2004), com a
utilizacdo de soro hiperimune de cdo como
anticorpo primario e sistema de deteccdo a
base de estreptavidina-biotina-peroxidase
disponivel comercialmente (LSAB+ Kit,
Dako USA).) A marcacéo foi revelada com
diaminobenzidina (DAB). (Apéndice A).

Fragmentos dos mesmos tecidos também
foram coletados para extragdo de DNA pelo
método de isotiocianato de guanidina

(Pitcher et al, 1989). Os DNAs dos ovarios e
tubas uterinas de cada lado foram extraidos
conjuntamente. Os fragmentos de ovarios e
tubas uterinas de cada lado foram

tecidos provenientes de animais
naturalmente infectados pdr. chagasie
positivos por imuno-histoquimica foram
utilizados como controle positivo.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram observadas lesGes macroscopicas
evidentes na genitdlia de nenhuma das
cadelas. Em nenhum dos grupos foram
observadas lesdes microscopicas nos
ovarios, tubas uterinas, cornos uterinos,
corpo do utero e cérvix. A alteragédo
histopatologica mais frequente foi uma
reacdo inflamatéria cutdnea na vulva, de
intensidade variavel e caracterizada por
infiltrado histio-plasmo-linfocitario,
principalmente ao redor de foliculos pilosos
e de glandulas sebaceas e sudoriparas (Fig.
1). Essa alteracéo foi observada em todas as
cadelas assintomaticas, em guatro
sintomaticas e em trés animais do grupo
controle, com intensidade variavel. Em uma
cadela assintoméatica e outra sintomatica foi
possivel a observacédo de formas amastigotas
do parasito no citoplasma de macréfagos
infiltrados na derme da vulva em seccdes
coradas por HE (Fig. 1) com posterior
confirmacdo pela imuno-histoquimica (Fig.
2). Imunomarcacdo de amastigotas foi

processados conjuntamente Para a deteccdodetectada apenas nesses dois animais. Na

de DNA de Leishmaniaforam utilizados
primers delineados para amplificacdo do
minicirculo do kDNA (Lachaud et al.,
2002). As sequéncias dpsimers utilizados
foram as seguintes: 5-
CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3' e
5'-CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3'.

As condicdes para a reacdo de PCR, como
nimero de ciclos, temperatura de

cadela assintomatica observou-se
imunomarcacdo de amastigotas também na
mucosa vaginal, em associagdo com
infiltrado inflamatério multifocal discreto

composto por macréfagos, plasmocitos e
alguns linfécitos. Nao foram detectadas
amastigotas pela imuno-histoquimica no
Utero, tubas uterinas e ovarios das cadelas
infectadas. Imunomarcacdo foi observada

anelamento, concentracéao de Taq polimerase nos fragmentos de figado e bago das

e Cloreto de Magnésio (Mggl foram

infectadas. Todos os 6rgaos das cadelas ndo

semelhantes aquelas previamente descritasinfectadas foram negativos pela técnica

por Lachaud et al. (2002). Os produtos da
PCR foram resolvidos por eletroforese em

gel de agarose a 1%. Os mesmos tipos de

imuno-histoquimica,
baco.

incluindo figado e

23



Figura 1. Vulva; cadela assintomatica. Infiltraddlamatério na derme predominantemente
perifolicular. HE. Barra = 400 um. Detalhe: macgifaparasitado com amastigotas de
Leishmaniantracitoplasmaticas (seta).
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Figura 2. Vulva; cadela assintomatica. Imunomarcad@ amastigotas deeishmaniasp no
citoplasma de macrofagos (setas). Complexo estidpia-peroxidase. Barra: 20 pm.

O fato de ter sido observado infitrado uma das amostras de tecido do sistema
inflamatdrio com as mesmas caracteristicas genital. Além disso, todos os segmentos do
na vulva de cadelas infectadas e ndo sistema genital, tanto de cadelas
infectadas, com deteccdo deeishmania assintomaticas quanto sintomaticas, foram
pela IHQ nesse tecido em apenas duas positivos em pelo menos um animal em cada
cadelas infectadas (2/10), sugere tratar-se de grupo, como mostrado na Tabela 1. Todas as
uma alteracdo inflamatoria inespecifica, ou cadelas do grupo controle ndo infectado
seja, 0 processo inflamatério nesse caso ndoforam negativas em todas as reacdes de
foi desencadeado necessariamente pela PCR, incluindo bago e figado. A Fig. 3
Leishmania A exposicdo constante da apresenta resultados representativos de uma
genitdlia externa ao ambiente torna esse PCR em amostras de uma cadela
segmento do trato genital altamente sintomatica. Os resultados apresentados na
susceptivel a inflamacdes inespecificas e, Tabela 1 indicam que os segmentos da
portanto, macrofagos parasitados com genitdlia externa apresentaram maior
Leishmania poderiam eventualmente ser frequéncia de resultados positivos, tendo a
atraidos para focos com inflamacéo prévia. PCR detectado a presencal@gshmaniana
Esta observagéo contrasta com as lesbes novulva de 89% (8/9) e na vagina de 70%
trato genital masculino de cées com (7/10) das cadelas estudadas, enquanto os
leishmaniose visceral, que apresentam maior demais segmentos do trato genital tiveram
frequéncia de epididimite, indicando 40 a 60% de resultados positivos. Todas as
predisposicdo deste 6rgdo para o0 cadelas infectadas tiveram resultados
desenvolvimento de inflamacdo associada positivos pela PCR nas amostras de baco
com amastigotas deeishmaniasp. (Diniz et e/ou figado.

al., 2005).

Todas as cadelas infectadas apresentaram
resultado positivo pela PCR em pelo menos

25



Tabela 1. Resultados da PCR para deteccdo desishmania (Complexo Donovani) no
sistema genital de cadelas naturalmente infectadas.

Grupos / animais *

Assintomaticos Sintomaticos

Ovario/tuba uterina direita - + - - - + - + +
Ovario/tuba uterina esquerda + - - + + - - + +
Corno uterino direito + - + - - + + + -
Corno uterino esquerdo - - - - + - - + +
Corpo do utero - + + - - - - - -
Cérvix + + - - + - - + R
Vagina + + + + - - - + +

Vulva + + + - ND + + + +

* +, positivo; -, negativo

ND = amostra ndo-testada
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M C+C- 1 2 3 4 5 6 7 8
— TRy LY

Figura 3. Resultado representativo da PCR paragitede DNA dd_eishmania(Complexo
Donovani) em amostras de genitalia de cadela riatenée infectada e sintomética. M =
marcador de peso molecular; C+ = controle posi{wmmduto com 145 bp); C- = controle
negativo; 1 = ovario e tuba direita; 2 = ovariauba esquerda; 3 = corno uterino direito; 4 =
corno uterino esquerdo; 5 = corpo do Utero; 6 ¥ixgr = vagina; 8 = vulva.

A deteccdo de DNA dd.eishmania na nimero de amastigotas deishmaniano
genitdlia interna e a auséncia de alteracdes citoplasma de macréfagos.
microscopicas evidentes nesses segmentos
indicam que a presenca do parasito ndo estd Analisados em conjunto, os resultados do
relacionada ao desencadeamento de reacdopresente estudo juntamente com aqueles
inflamatoria nesses tecidos. Além disso, a obtidos anteriormente por Diniz et al. (2005)
deteccdo de DNA delLeishmania e a sdo consistentes com os relatos de
auséncia de imunodeteccdo de amastigotasenvolvimento genital nos casos de
indicam uma carga parasitaria muito baixa leishmaniose humana, que em sua grande
nesses tecidos, jA& que o protocolo de PCR maioria envolvem o sistema genital
utiizado nesse estudo é extremamente masculino (Schubach et al., 1998; Aste et
sensivel (Lachaud et al., 2002). Estima-se al., 2002; Cabello et al., 2002). Além disso,
gue o limite de deteccdo desse protocolo de L. chagasiparece ndo possuir tropismo pelo
PCR seja de 0,0001 amastigotas trato genital feminino, em oposicdo as
(equivalente  parasitario) por reacdo observacdes feitas em cdes naturalmente
(Lachaud et al., 2002). Esse nivel de infectados (Diniz et al., 2005).
sensibilidade pode resultar na deteccdo de
DNA de Leishmaniamesmo se o parasito 2.4, CONCLUSAO
estiver restrito ao sangue circulante nesses
segmentos da genitalia interna, o que € uma Amastigotas de Leishmania foram
hipétese valida ja que os leucocitos do observadas somente na vulva e vagina de
sangue periférico estdo dentre as amostras cadelas com leishmaniose visceral, embora o
de escolha para extracdo de DNA e PCR nos processo inflamatério observado na vulva e
casos de leishmaniose visceral (Lachaud et vagina tenha intensidade e distribuicdo
al., 2002). semelhantes em cadelas naturalmente
infectadas e controles. Embora o kDNA de
Cabe salientar que as observacgoes feitas emLeishmaniaenha sido detectado por PCR na
caes por Diniz et al. (2005) indicam elevado genitalia interna, ndo foram evidenciadas
parasitismo associado a inflamagdo dos amastigotas ou lesdes associadas a
epididimos e preplcio e em menor extensdo |eishmaniose visceral nestes segmentos do
nos testiculos de animais naturalmente trato genital.
infectados porL. chagasi com grande
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CAPITULO 3 tratamento apés logo apds o diagnostico da
doenca. Um ano ap6s a cura, 0 paciente

Transmiss&o venérea da leishmaniose ~ Manifestou leishmaniose dérmica  pos-

visceral canina calazar e foi entdo submetido a novo
tratamento, com completa remissdo dos
sintomas. Aproximadamente dez anos mais
tarde, sua esposa, que sempre viveu em area
livre da doencga e do vetor, apresentou uma
lesdo nodular e ulcerada na vulva em
associacdo com amastigotasldgshmania.
Nas condi¢Bes descritas, o autor considera o
contato sexual como a Unica possibilidade
de transmissao da infeccéo.

3.1. INTRODUCAO

Existem algumas protozooses de
transmissdo venérea descritas entre 0s
animais domésticos, destacando-se a
tricomoniase bovina, causada pelo
Tritrichomonas foetug a durina, doenca de
equideos causada peloTrypanosoma
equiperdum  Adicionalmente, varios
trabalhos recentes descrevem a eliminacdo
de Neospora caninummo sémen de touros
infectados (Ortega-Mora et al. 2003;
Caetano-da-Silva et al., 2004; Ferre et al.,
2005; Serrano-Martinez et al.,, 2007).
Entretanto, a transmissé@o por contato sexua
nos casos de neosporose em bovinos ainda
permanece como uma possibilidade a ser
investigada. Da mesma forma, h& relatos na
literatura que demonstram a eliminacdo de
Toxoplasma gondino sémen de caprinos
(Dubey e Sharma, 1980) e ovinos (Teale et.
al.,, 1982). Recentemente, foi relatada a
ocorréncia de transmissédo f@egondii pelo
sémen em coelhos (Liu et al., 2006).

Foi demonstrado que caes com leishmaniose
visceral apresentaram lesfes genitais e
eliminamLeishmaniano sémen (Riera et al.,
1996; Diniz et al., 2005). Entretanto, até o
momento ndo existem estudos sobre a
| possibilidade de transmissdo sexual da
infeccdo porLeishmaniaem cées. Por este
motivo e devido a grande importancia da
leishmaniose visceral canina em nosso meio,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar a
ocorréncia de transmissdo venérea da
leishmaniose visceral.

3.2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental utilizado nessa
parte do trabalho foi aprovado pelo Comité
de FEtica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG) (protocolo f 006/03).

embora existam casos de transmissio na Treze caes sabidamente soropositivos para

auséncia do vetor na espécie humana (Low Leishmaniaforam selecionados no Centro
et al.. 1926: Otero et al.. 2000. Bosch et al. de Controle de Zoonoses de Ribeirdo das

2002) e canina (Owens et al., 2001; Giger et Néves € de Contagem na  regiao
al., 2002; Macucci et al., 2003; Dubey et al., metropolitana de Belo Horizonte. Estes cées

2005; Rosypal et al., 2005; De Freitas et al., foram mantidos em canis completamente
2006). A transmissdo venérea da vedados do meio exterior por tela fina (tela
leishmaniose j&4 foi comprovada em P inox 304 F32 x M40) e pulverizados com

humanos. Em 1960, Symmers descreveu a CiPermetrina (Barrage, Fort Dodge) na
ocorréncia de transmissdo deishmania  Proporcdo de 20 ml para cada 20 liros de
donovanientre um homem infectado e sua @9u@ Os canis eram localizados no
esposa, em regido livre da doenca e do vetor. mfectpnp_ do depart@mento de Medicina
Segundo o autor, o homem teria adquirido a VEteérinaria  Preventiva da Escola de
infeccdo numa regido endémica enquanto VEt€rinaria da UFMG. A confirmacdo do

viajava a trabalho, tendo sido submetido a didgnostico foi feita a partir da realizacéo de
ELISA e RIFI, no Laboratorio de

A transmissdo da leishmaniose visceral
geralmente ocorre na presenca do vetor
invertebrado  l(utzomyia  longipalpis
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Leishmanioses do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria da UFMG. Os cédes foram

de sangue total, papa de leucdcitos e medula
Ossea para deteccio de KkDNA de
Leishmania(Diniz et al., 2005) (Apéndice

entdo submetidos a colheitas de sémen, por B). As cadelas foram entdo submetidas a um

manipulacdo digital, para deteccdo do
kDNA de L. chagasipor PCR.. Foi feita

colheita seriada do sémen desses animais,

com intervalo de 1 a 12 dias, a fim de
estabelecer se a eliminagéo ldeishmania
ocorre de forma continua ou intermitente. O
procedimento para amplificacdo de kDNA
de Leishmaniasp. foi previamente descrito
(Diniz et al., 2005) (Apéndice B). Para cada
reacao, utilizou-se como controle positivo o
produto obtido a partir da PCR de amostra
de DNA extraida de sémen e/ou tecidos de
cdes que sabidamente continham o DNA de
Leishmania Da mesma forma, para cada
reacao utilizou-se como controle negativo o
produto obtido pela PCR sem acréscimo de
DNA.

Dez cadelas sorologicamente negativas
foram obtidas junto ao servico de controle
de zoonoses do municipio de Juiz de Fora ou
no municipio de lIbertioga, Minas Gerais,

procedimento cirlrgico para ligadura da
extremidade cranial de ambos cornos
uterinos para prevencao de prenhez. Apés a
recuperacdo cirargica, as cadelas foram
observadas quanto a manifestacao natural de
estro ou submetidas a inducdo do estro,
utiizando-se implantes subcutdneos de
deslorelina de liberacdo lenta na
concentracao de 1,05 mg/animal (Ovuplant,
Peptech Animal Health) (Volkman et al.,
2004).

Durante os periodos de estro os cdes eram
conduzidos diariamente até o ambiente das
fémeas e, entdo, era permitido o contato
entre os animais. Cada uma das cadelas foi
acasalada naturalmente com o0s caes
soropositivos disponiveis durante todo o
periodo de estro. Apos as copulas, as cadelas
foram mantidas em ambiente controlado,
alojadas individualmente, na auséncia do
vetor por 165 dias para colheita de sangue e

consideradas regides ndo endémicas paraexames sorologicos intervalados de 15 dias,
leishmaniose  visceral canina. Apds que incluiram imunofluorescéncia indireta e
transporte até a Escola de Veterindria da ELISA para a deteccdo de anticorpos anti-
UFMG, as cadelas foram mantidas em Leishmania Os exames sorolégicos foram
guarentena em ambiente tratado com todos realizados no Laboratério de
inseticida com uso de coleiras impregnadas Leishmanioses do Departamento de
com deltametrina (Scalibor, Intervet) nas Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
mesmas condi¢cdes de isolamento descritas de Veterindria da UFMG. Umeadela
acima para 0s cdes, porém em &rea sentinela, submetida aos mesmos
totalmente separada deles, em sala equipadaprocedimentos experimentais, inclusive
com armadilha para flebotomineos (HP inducédo de cio, e mantida na mesma sala das
Biomédica) funcionando permanentemente demais cadelas, ndo foi acasalada e
durante todo o periodo experimental. permaneceu no ambiente experimental
Durante o periodo de quarentena as cadelasdurante 11 meses com colheita de amostras
foram sorologicamente testadas por duas de soro a cada 15 dias para exame
vezes com intervalo de 15 dias e receberam soroldgico.

tratamento anti-helmintico e vacinacdo

contra raiva, cinomose, parvovirose, ApoOs o final do periodo de avaliagdo
coronavirose, hepatite infecciosa, sorolégica (165 dias), as cadelas foram
leptospirose e parainfluenza. anestesiadas com Thiopental soédico e

Adicionalmente, para garantir que as cadelas submetidas a eutanasia com dose letal de
eram realmente livres da infeccdo, foi feito Cloreto de Potdssio endovenoso, para
PCR a partir de amostras de DNA extraidas colheita de amostras para histopatologia e
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imuno-histoquimica. Foram obtidos
fragmentos da vagina, da parede uterina (do
endométrio até o perimétrio) de ambos os
cornos e do corpo do utero, da tuba uterina,
dos ovarios, bacgo, figado, e de todos
linfonodos visiveis na carcaca, que foram
fixados em formalina tamponada a 10% para
processamento histoldgico.

Cortes montados em laminas tratadas com
silane ou gelatina biol6gica foram
processadas para imuno-deteccdo de
amastigotas, conforme descrito previamente
por Tafuri et al., 2004. Soro hiperimune de
cdo foi utilizado como anticorpo primario,
seguido de deteccdo a base de
estreptavidina-biotina-peroxidase disponivel
comercialmente (LSAB+ kit, Dako USA). A
marcacéo foi revelada com
diaminobenzidina (DAB). (Apédice A).

3.3. RESULTADOS

Onze dos 13 cdes infectados examinados
para eliminacdo déeishmaniano sémen
foram positivos pelo método de PCR
(Tabela 1). Dentre os caes gque apresentaram
resultados positivos pela PCR para detecgéo
de DNA delLeishmaniano sémen, verificou-

se que a detecgdo foi intermitente, aleatoria
e ndo continua (Figura 1). As amostras de
sémen obtidas por manipulacdo digital
tiveram volume varidvel (entre 0,4 a 15 ml)

e apresentavam-se transparentes ou leitosas,
dependendo do animal considerado e da
coleta. Durante o periodo de copulas foram
utilizados ao todo sete dos 11 cdes com
resultados positivos pela PCR para detecgéo
de DNA deleishmaniano sémen. A medida
gue os cdes apresentavam evolucdo da
doenga e/ou desinteresse sexual pelas
fémeas, eles foram submetidos a eutanasia e
substituidos pelos demais que também
eliminavam Leishmaniasp no sémenOs
cdes 2 e 6 ndo foram utilizados nas cépulas
devido as condi¢fes clinicas ruins; os caes
10 e 11 nado foram utilizados devido ao
desinteresse sexual pelas fémeas.
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Tabela 2. Resultados da PCR para deteccdo de kDiNKeidhmaniano sémen dos cédes
testados

Cées Amostras de sémen Utilizac&o nas cépulas
12 28 32

1 - - - nao
2 + - - nao

3 + - - sim
4 + - + sim
5 + + + sim
6 + - - nao
7 - - + sim
8 + - + sim
9 + - - sim
10 + - - nao
11 + + + nao
12 - + - sim
13 - - - nao

** + positivo; -, negativo

** O numero de colheitas de sémen variou de 1 an&8 foram consideradas apenas as trés primeiras
amostras de cada cao para efeito comparativo.

M C+ C- 1@ 22 32 M C+ C- 12 22 32

-

Figura 4. Resultado representativo da PCR paragitede DNA dd_eishmania(Complexo
Donovani) em amostras de sémen de dois cdes ma&nta infectados. M = marcador de peso
molecular; C+ = controle positivo (145bp); C- = toie negativo; 1° - 3° = ordem de coletas.
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Todas as cadelas selecionadas apresentarancorrimento sanguinolento, aceitagcdo do
sorologias negativas e resultados negativos macho e citologia vaginal. As cadelas
na PCR para deteccio de kDNA de submetidas ao tratamento com desrorelina
Leishmania sp. no sangue, papa de manifestaram sinais de estro em um periodo
leucocitos e medula éssea antes das copulas,varidvel de 8 a 27 dias. As cadelas foram
ao final do periodo de quarentena. colocadas na presenca dos caes durante todo

o periodo de estro sendo permitidas cépulas
Das dez cadelas utilizadas, quatro com mais de um cdo num mesmo dia. A
apresentaram manifestacdo de estro natural Tabela 2 mostra o nimero total de cépulas
enquanto seis tiveram o estro induzido com para cada fémea e o niumero de diferentes
deslorelina. A deteccdo do estro foi feita a cdes com o qual cada fémea copulou
partir da observacdo de edema de vulva,

Tabela 3. Numero de copulas e identificacéo dos gée copularam para cadela

Cadelas Cées que copularam NUmero de copulas
1 3,4eb5 13
2 3,4eb5 11
3 3e5 08
4 3,4eb5 26
5 57e8 17
6 5e7 12
7 5e9 12
8 12
10 9
11 5e9
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Durante o periodo de diestro, apés as resultados de Elisa e RIFI (1/40) positivos
cOpulas, quatro cadelas (2, 4, 10 e 11) 138 dias ap6s a data da ultima copula. Da
apresentaram quadro clinico de piometra, mesma forma, a cadela 4 também apresentou
tendo sido submetidas a tratamento resultados de Elisa e RIFI (1/40) positivos
conservativo a base de prostaglandina na amostra de soro coletada no dia da
natural, antibiéticos (Quemicetina) e eutanasia (165 dias apdés a data da Ultima
fluidoterapia. Adicionalmente, a cadela 11 cépula). A cadela 3 teve estro induzido com
apresentou quadro de prolapso vaginal apés desrorelina enquanto a cadela 4 teve
colocacdo do implante subcutdneo de manifestacdo natural de estro.
deslorelina.

As principais alteracdes macroscopicas
Apenas duas cadelas apresentaram observadas durante as necropsias das cadelas
soroconversao durante 0 periodo estdo representadas na Tabela 4.
experimental. A cadela 3 apresentou
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Tabela 4. Principais alteragfes macroscopicas \wid@s durante as necropsias das cadelas.

Cadelas Principais alteracfes macroscopicas apstar

1 Aumento de volume discreto dos linfonodos ceisisaperficiais, retrofaringeo direito,
bronquial e mesentéricos. Congestdo de linfonodeseméricos. Ba¢co com bordas
irregulares e hiperplasia de polpa branca.

Utero discretamente distendido com hipeplasi@®ettial cistica/piometra

3 Aumento discreto de volume dos linfonodos cersicuperficiais, inguinais, iliacos
internos e retrofaringeo direito. Linfonodo iliadoterno direito hemorrégico.
Esplenomegalia discreta.

4 Aumento discreto a moderado de volume dos lirdosaervicais superficiais, axilares,
retrofaringeos e submandibular esquerdo. Espleraiaediscreta com hiperplasia de
polpa branca. Hiperplasia endometrial cistica.

5 Hiperemia endometrial intensa e difusa

6 Sem alteracdes macroscépicas

7 Sem alteracdes macroscépicas

8 Esplenomegalia moderada, congestdo esplénica.eftandiscreto de volume dos
linfonodos popliteos. Areas multifocais de colom¢@amarelada no figado.
Espessamento da parede da vesicula biliar.

10 Aumento discreto de volume dos linfonodos pepiite linfonodos retrofaringeos.
Esplenomegalia discreta com hiperplasia de polpadar Tumor venéreo transmissivel
no assoalho da vagina.

11 Sem alteracdes macroscopicas

Sentinela Sem altera¢des macroscopicas
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As principais alteracdes microscopicas

observadas nas seccbOes de tecidos dashistiocitario,

diferentes cadelas coradas em HE estdo
citadas abaixo:

Cadela 1: Infiltrado inflamatério histio-
linfocitario discreto e multifocal na vulva,
predominantemente peri-glandular e peri-

folicular., Os demais 6rgdos nédo
apresentaram lesbes microscopicas
evidentes.

Cadela 2: Infiltrado inflamatério histio-

linfocitario discreto e multifocal na vulva,
predominantemente peri-glandular  peri-
folicular. Infiltrado inflamatério plasmo-
histio-linfocitario discreto a moderado
subepitelial na mucosa vaginal, com
distribuicdo difusa. Nos cornos uterinos,
corpo do Uutero e cérvix observaram-se
infiltrado inflamatorio moderado a intenso
na [Amina propria composto
predominantemente por plasmdcitos,
linfécitos e neutrofilos e alguns macréfagos.
No Utero observou-se hiperplasia cistica das
glandulas endometriais. Havia degeneracgéo
hepatica discreta, hepatite neutrofilica
discreta e multifocal e acimulo discreto de
macrofagos na regido medular de linfonodo
mesentérico.

Cadela 3: Infiltrado inflamatério discreto,
multifocal na vulva, composto por
macrofagos, linfocitos e alguns neutrdfilos,
predominantemente peri-glandular e peri-
folicular. Infiltrado inflamatoério discreto a
moderado, predominantemente histio-
linfocitario, peri-vascular na camada
muscular dos cornos uterinos. Degeneracéo
hepatica discreta, hepatite multifocal histio-
linfocitaria discreta. Hiperplasia linféide no
baco, congestdo moderada dos seios
esplénicos.  Hiperplasia linféide nos
linfonodos inguinal esquerdo, mesentérico e
bronquial.

Cadela 4: Nos cornos e corpo do Utero havia
infiltrado inflamatério moderado na lamina

prépria, predominantemente plasmo-linfo-
com neutrdfilos ocasionais.
Vacuolizacdo hepatocelular difusa discreta,
hepatite linfocitaria discreta multifocal.
Hiperplasia linféide no linfonodo
mesentérico.

Cadela 5: Infiltrado inflamatério discreto,
multifocal na vulva, com distribuicdo peri-

glandular e peri-folicular
predominantemente histio-plasmo-
linfocitdrio com  alguns  neutroéfilos

ocasionais. Congestdo endometrial difusa
moderada a intensa com areas multifocais de
hemorragias. Hemorragia multifocal na
medular dos linfonodos iliacos internos e
mesentérico. Hiperplasia linféide nos
linfonodos submandibular esquerdo, axilar
direito, cervical superficial direito e inguinal
esquerdo. Acumulo de macréfagos na regido
medular dos linfonodos bronquial e
submandibular esquerdo.

Cadela 6: Infiltrado inflamatério histio-
linfocitario discreto, multifocal na vulva,
predominantemente peri-glandular e peri-
folicular. Vacuolizacdo hepatocelular difusa
discreta, com congestdo hepatica moderada
e hepatite plasmo-histio-linfocitaria com
alguns neutréfilos ocasionais, multifocal,
moderada, com distribuicéo
predominantemente peri-portal. Hemorragia
moderada e difusa na regido medular dos
linfonodos iliacos internos.

Cadela 7: Hemorragia  endometrial
superficial multifocal moderada.

Vacuolizacéo hepatocelular difusa
moderada, com hemorragia multifocal

discreta e hepatite linfocitaria focal.

Cadela 8: Infiltrado inflamatério histio-
linfocitario discreto, multifocal na vulva,
predominantemente peri-glandular.
Vacuolizacdo hepatocelular difusa moderada
a intensa; hepatite granulomatosa parasitaria
multifocal; hepatite neutrofilica multifocal
moderada. Edema de submucosa da vesicula
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biliar. Hiperplasia linféide nos linfonodos
submandibulares, axilar esquerdo, cervical
superficial direito, retrofaringeos,
mesentéricos e popliteos. Linfadenite
neutrofilica multifocal discreta a moderada
nos linfonodos axilar esquerdo, cervical
superficial direito e popliteos. Acimulo de
grande quantidade de macréfagos na regido
medular dos linfonodos popliteo direito e
mesentéricos, associado a eritrofagocitose.
Hemorragias multifocais de intensidade
moderada na regido medular do linfonodo
iliaco interno direito.

Cadela 10: Tumor venéreo transmissivel
vaginal. Hiperplasia linféide discreta no
baco. Vacuolizacdo hepatocelular difusa
discreta a moderada difusa, com congestéao
moderada e hemorragia multifocal e hepatite
linfocitaria multifocal discreta. Hiperplasia
linféide nos linfonodos submandibular
direito, retrofaringeo direito, bronquial,
mesentérico e popliteo esquerdo. Acumulo
de macrofagos na medular dos linfonodos
mesentérico e popliteo esquerdo.

Cadela 11: Hemorragia endometrial
superficial e  difusa.  Vacuolizacdo
hepatocelular difusa moderada, com

congestdo moderada, hemorragia multifocal
e hepatite neutrofilica multifocal discreta.
Hiperplasia linféide no baco, com congestéo
moderada. Hiperplasia linféide no linfonodo
mesentérico. Hemorragia multifocal nos
seios medulares do linfonodo mesentérico
associada a eritrofagocitose e hiperplasia e
hipertrofia discreta de macrofagos.

Cadela sentinela: Infiltrado inflamatorio
histio-linfocitario  discreto com alguns
plasmacitos ocasionais, multifocal na vulva,
predominantemente peri-glandular e peri-
folicular. Vacuolizacdo hepatocelular difusa
moderada; hepatite multifocal discreta
histio-linfocitaria. Hemorragias multifocais

Hiperplasia linféide nos linfonodos
submandibular e cervical superficial direitos.

Nas seccdes histologicas coradas em HE de
nenhuma das cadelas foram observadas
estruturas compativeis com amastigotas de

Leishmania Da mesma forma, ndo se
observou imunomarcacdo nos tecidos
examinados.

3.4. DISCUSSAO

A soroconversdo em duas das 10 cadelas
estudadas demonstra pela primeira vez, a
transmissdo venérea deishmaniasp. na
espécie canina. Embora ndo reste duvida de
gue a transmissdo da doenga através de seu
vetor bioldgico Lutzomyia longipalpisseja

a forma de transmissdo mais importante,
vias alternativas de transmissdo na auséncia
do vetor podem ter papel relevante na
disseminacdo da doenca e devem ser
consideradas na elaboracéo das estratégias
de controle. Nesse caso em especial,
medidas de controle devem priorizar o
controle ainda mais rigoroso da populacéo
de cées errantes visto que um céo infectado
pode copular com vérias cadelas nas ruas,
além de oferecer risco de transmissao pela
infeccdo de flebotomineos. Outra medida de
controle a ser considerada € a ndo utilizagédo
de cées infectados para reproducao.

Embora tenha ocorrido soroconversdo em
duas cadelas, as alteracdes macroscopicas e
microscopicas observadas no trato genital,
figado, baco e linfonodos das cadelas
provavelmente se tratam de alteractes
inespecificas ndo relacionadas a doenca,
visto que ndo foram observadas amastigotas

delLeishmaniaassociadas.

O periodo de incubacdo da leishmaniose
visceral pode variar de dois a trés meses até
anos (Alvar et al., 2004), o que justifica a

de intensidade discreta a moderada na regido auséncia de sinais clinicos e lesées nas duas

medular dos linfonodos cervical superficial
direito, iliacos internos e popliteo esquerdo
associadas a acumulo de hemossiderina.

cadelas que apresentaram soroconversao.
Além disso, como se trata de uma via de
transmissdo que até entdo nado tinha sido
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mostrada na espécie canina, ainda ndo é No presente estudo ndo foi possivel
conhecida sua eficiéncia, bem como o estabelecer se a transmissdo da doenca
periodo de incubacgéo apds infec¢do venérea. ocorreu pelo contato do trato genital das
cadelas com sémen contaminado ou pela
A grande variacdo do numero total de transferéncia de amastigotas originadas da
cOpulas entre as diferentes cadelas (4 a 26) genitdlia externa do macho durante o
foi devida a variacao fisiol6gica do periodo momento da copula. Conforme observado
de aceitacdo da cadela, pela disponibilidade por Diniz et al. (2005), cdes com
de cées para coOpulas e também pela leishmaniose visceral frequentemente
preferéncia de alguns cdes por determinadas apresentam balanopostite com erosfées ou

cadelas. ulceracbes em associagdo com amastigotas
no interior de macréfagos, o que favoreceria
A deteccdo de DNA dd.eishmania no a transferéncia de amastigotas durante o ato

sémen de 11 dos 13 cées testados (84,6%)sexual, sabidamente traumético na espécie
foi bem mais freqiente quando comparada canina. Estudos futuros envolvendo o uso de
aos resultados obtidos por Diniz et al. inseminacgéo artificial com sémen de animais
(2005), que encontraram apenas 36% de infectados poderiam ajudar a elucidar essa
resultados positivos. Essa diferenga entre os questéo.

dois resultados pode ser atribuida ao fato do

presente trabalho ter avaliado mais de uma 3.5. CONCLUSOES

amostra de sémen por animal, ao contrario

de Diniz et al. (2005) que avaliaram apenas - Caes com leishmaniose visceral
amostras de um unico ejaculado de cada apresentam elevada fregliéncia de
animal. A deteccao intermitente de DNA de eliminacdo delLeishmania sp. no
Leishmania no sémen dos cées testados sémen artificialmente obtido e essa
indica que a eliminacdo do parasito é eliminacdo é intermitente e
intermitente, para amostras de sémen aleatoria.

coletadas por manipulacéo digital.
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APENDICE A

Protocolo da técnica de imuno-
deteccdo dd_eishmania nos tecidos

A técnica imuno-histoquimica utilizada
foi previamente descrita por Tafuri et.
(2004), conforme descrito abaixo.

Etapas da técnica:

(1) as laminas foram inicialmente
hidratadas em solugbes de &lcoois

30 minutos em camara Umida a
temperatura ambiente;

(7) revelagao da peroxidase com solugéo
de diaminobenzidina (DAB) a 0,024% e
0,16% de peroxido de hidrogénio 40vv
10 minutos a temperatura ambiente;

(8) lavagem das laminas em &gua
corrente e  contracoloragdo com
hematoxilina de Harris por trés

segundos;
(9) lavagem, desidratacdo em alcoois

decrescentes, e a seguir, submetidas aoscrescentes, diafanizacdo em xilol, e

banhos em PBS “Rhosphate Buffer
Saline)” 0,01 M pH 7,2;

(2) blogueio da peroxidase enddgena foi
feito adicionando-se ao banho de PBS o
peroxido de hidrogénio 30 vv a 4% (30
minutos a temperatura ambiente);

(3) bloqueio de reagbes inespecificas
(relacionadas ao anticorpo secundario)
por meio de incubacdo com leite em po
integral diluido em agua (0,259 gramas

de leite em pé para cada 10 ml de agua)

em camara Umida por 30 minutos a
temperatura ambiente;

(4) incubacdo com soro de céo
naturalmente infectado cotreishmania
(Leishmania) chagasi 1:100 em
guantidade suficiente para recobrir 0s

montagem com balsamo do Canada.

Os controles positivos foram feitos

utilizando-se uma lamina com corte

histolégico de bago ou figado de um céo
naturalmente infectado e sabidamente
com alto parasitismo, quando observado
ao microscopio 6ptico na coloragéo pela
HE.

APENDICE B

Protocolo da reacdo PCR para
deteccdo de DNA delLeishmania no
sémen de cédes, sangue total, papa de
leucdcitos, medula 6ssea e tecidos das
cadelas

fragmentos, sendo as laminas incubadas As amostras de sémen dos cées, obtidas por

por 18 a 22 horas em camara Gmida a meio

4° C;

(5) lavagem com PBS e incubag&o com
anticorpo secundario de cabra anti-
camundongo e anti-coelho biotinilado da
DAKO (Antibody KIT: 85 plus 86 —
LSAB2 R/M Sys/HRP-110 ml) e
incubacdo em camara umida por 30
minutos a temperatura ambiente;

(6) lavagem em PBS e incubagdo com
estreptavidina-peroxidase (DAKO) por

de estimulagdo manual, foram
processadas para extracdo do DNA pela
digestdo do sémen em tampéo FE (100 mM
tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA pH
8.0, Sarcosyl 20%, proteinase K (20 mg/ml),
DTT (154 mg/ml), seguida de extracéo pelo
fenol-cloroférmio. O DNA foi precipitado
em isopropanol a -20°C, lavado em etanol
70% e ressuspendido em agua livre de
nucleases. As amostras de tecidos das
cadelas foram processadas para extracédo de
DNA pelo método do isotiocianato de
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guanidina, segundo descrito por Pitcher et.
al. (1989). A PCR para deteccdo do DNA de
L. chagasifoi feita conforme metodologia
previamente descrita (Lachaud et al., 2002).
Um pg de DNA foi adicionado a 15,6 ul de
uma solucéo contendo 5,1 pl de tampé&o 10x,
5,1 pl de solucdo de dNTP 200 pM, 0,2 uM
do primer A (5"-
CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3), 0,2
pM do primer B (5-
CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3), 3
mM de MgC} e 1,5 U de Tag-polimerase.
Para amplificagdo foram empregados os
seguintes parametros: desnaturacado (94°C
por 4 minutos.), seguido por 49 ciclos de
desnaturacdo (94°C por 30segundos),
anelamento  (59°C por 30segundos),
extensao (72°C por 30 segundos) e um passo
final de extensédo (72°C por 10minutos). Os
produtos de PCR (145 bp) foram resolvidos
em gel de agarose 1% a 100v durante 50
min., conforme descrito por Lachaud et al
(2002) e visualizados em transiluminador
ultravioleta.
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