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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenca de carater zoonotico e
transmissdo vetorial e de grande importancia e impacto na saude publica
mundial. O presente estudo objetivou a avaliacdo histopatoldgica e
imunohistoquimica das lesdes cutaneas de cdes com infeccdo natural por
Leishmania (Leishmania) infantum. Para tanto, foram utilizados 30 cées
atendidos no servico ambulatorial de doencas parasitarias do Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco e do municipio de
Petrolina, com diagndstico parasitolégico positivo para L. infantum. As coletas de
fragmento cutaneo foram realizadas com auxilio de um punch cirargico. Todos
osanimais possuiam alguma dermatopatia como sinal clinico cutdneo. A analise
histopatoldgica de lesdes ulceradas revelou que em 63,3% (19/30), das amostras
analisadas apresentavam padrao inflamatério granulomatoso composto por
macrofagos, linfécitos e plasmaocitos em 68,43% (13/19), enquanto 31,57% dos
animais apresentaram infiltrado piogranulomatoso composto por macrofagos,
linfocitos, plasmacitos e neutréfilos. Foram encontradas formas amastigotas de
L. infantum na imunohistoquimica em 43,3% (13/30) das amostras analisadas.
Diante do exposto, pode-se concluir que a histopatologia pode auxiliar como
meétodo diagnostico, reforcando a importancia da pele na leishmaniose canina e
a imunohistoquimica como método diagndstico complementar em cées

positivos para L. infantum que apresentam dermatite ulcerativa ou descamativa.



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CANL) is a disease of zoonotic evaluation and
vector-borne transmission with a huge importance and impact on public health
worldwide. The present study aimed at the histopathological and
immunohistochemical evaluation of the cutaneous lesions of dogs with natural
infection by Leishmania (Leishmania) infantum. For that study were used 30 dogs
treated at the outpatient parasitic disease service at the Veterinary Hospital of the
Federal Rural University of Pernambuco and in the county of Petrolina, with a
positive parasitological diagnosis for L. infantum. The skin fragment collections
were performed with the aid of a surgical punch. All animals had some
dermatopathy as a clinical cutaneous sign. The histopathological analysis of
ulcerated lesions revealed that 63.3% (19/30) of the analyzed samples had a
granulomatous inflammatory pattern composed of macrophages, lymphocytes and
plasma cells in 68.43% (13/19), while 31.57% of the animals showed
pyogranulomatous infiltrate composed of macrophages, lymphocytes, plasma cells
and neutrophils. Amastigote forms of L. infantum were found on
immunohistochemistry in 43.3% (13/30) of the samples analyzed. Given the above,
it can be concluded that histopathology can help as a diagnostic method, reinforcing
the importance of the skin in canine leishmaniasis and immunohistochemistry as a
complementary diagnostic method in positive dogs for L. infantum that have

ulcerative or desquamative dermatitis.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

LV — Leishmaniose visceral

LVC - Leishmaniose visceral canina

CANL — Canine Leishmaniasis

DC — Células dendriticas

MEC — Matriz extra celular

Th1 — Linfocitos t-helper 1

Th2 — Linfocitos t-helper 2

IFN-y — Interferon gama
IL — Interleucina
NO — Oxido nitrico

IC’s — Imunocomplexos

MCH — Complexo de histocompatibilidade principal

HE — Hematoxilina-Eosina

IHQ — Imunohistoquimica

HP — Histopatol4gico

CEUA — Comisséo de Etica do Uso de Animais

UFRPE - Universidade Federal Rural de Pernambuco

TCLE — Termo de consentimento livre e esclarecido

mm — Milimetro

pm — Micrémetro
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sao doencas transmitidas por vetores, com diferentes
manifestacbes clinicas, causadas por protozoarios parasitas unicelulares
pertencentes a familia Trypanosomatidae do género Leishmania, que constituem
um grande problema de saude publica mundial, apresentando um aumento
crescente de casos a nivel global na dltima década (ALVAR, 2012; AKHOUNDI,
2016; WHO, 2018). Estes protozoarios podem ser transmitidos a mamiferos,
incluindo seres humanos, através do repasto sanguineo de uma das mais de 90
espécies de flebotomineos, principalmente dos géneros Phlebotomus no velho-
mundo ou Lutzomyia no novo-mundo, que estao relacionadas a transmissao das
Leishmanioses (PALATNIK-DE-SOUSA, 2012; LOPES et al., 2017).

A leishmaniose visceral (LV) é a forma com a maior taxa de letalidade da
doenca, causada pela infeccéo por L. (Leishmania) infantum no novo-mundo ou
L. (Leishmania) donovani no velho-mundo (GUERIN et al., 2002; WERNECK,
2010; WHO, 2015). No Brasil, a forma visceral da doenca, causada pela
Leishmania infantum, pode causar infeccdo em varias espécies de animais
domeésticos e silvestres e o homem, sendo considerada uma antropozoonose de
ampla distribuicdo e importancia no pais, que detém cerca de 90% dos casos
humanos (BRASIL, 2014; COSTA, 2014).

A LV pode infectar varios mamiferos, como cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous), gambés (Didelphis spp), gato doméstico (Felis cattus), rato-preto (Rattus
rattus), mas sua importancia nos ciclos silvestre e urbano ainda precisa ser mais
bem elucidada (MAIA; DANTAS-TORRES; CAMPINO, 2018). Os cées
domeésticos (Canis lupus familiaris) sdo considerados os principais reservatorios
urbanos naturais do parasita no ciclo doméstico no Brasil (BRASIL, 2014;
RIBEIRO et al., 2018), devido a sua relacdo com os humanos e pelo elevado
parasitismo cutaneo, possuindo alta prevaléncia e precedendo casos humanos,
podendo apresentar doenca com sinais clinicos ou somente infeccdo nos
animais assintomaticos. (DANTAS-TORRES et al., 2012; MAGALHAES
JUNIOR, 2015; KAMHAWI, 2017; MIRO e VELEZ, 2018; LAMATTINA et al.,
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2019).
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Os sinais clinicos da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) apresentados
sdo variaveis e comuns a outras doencas, estando mais frequentemente
relacionados emagrecimento progressivo, onicogrifose, linfadenomegalia e
dermatopatias, apresentacdes clinicas que podem ser importantes para a
triagem de animais infectados em areas endémicas por apresentarem alta
frequéncia (HEPBURN, 2003; SARIDOMICHELAKIS, 2010; CARDOSO, 2018).

As lesdes cutaneas podem apresentar diferentes aspectos por conta das
complexas interacGes parasito-hospedeiras envolvidas e aspectos variaveis da
resposta imune do animal, ndo ocorrendo na mesma intensidade da doenca
(SACCHI et al., 2006; BARBIERI, 2006; SARIDOMICHELAKIS et al., 2007).
Desta forma, a pele representa o primeiro elo de interacdo entre o parasito e 0
hospedeiro, atuando como fonte das formas infectantes do parasito, para que
ocorra a transmissao ao vetor flebotomineo, e pode ser utilizada como forma de
monitoramento da doenca, por se tratar de um 6rgdo onde pode ser encontrado
uma grande quantidade de formas amastigotas da L. infantum tanto em animais
doentes, como em animais aparentemente sadios (SOLANO-GALLEGO et al.,
2004; SARIDOMICHELAKI et al., 2007; RAMOS et al., 2013).

Assim sendo, o presente trabalho objetivou avaliar a carga parasitaria das
lesbes inflamatodrias cutaneas de cdes com infeccdo natural por Leishmania

(Leishmania) infantum.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos epidemioldgicos da Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose visceral canina (LVC) é transmitida comumente no Brasil
pelos vetores flebotomineos Lutzomyia longipalpis (Diptera, Psychodidae,
Phlebotominae) (RANGEL et al., 2018), e em algumas localidades especificas,
pela Lu. cruzi (OLIVEIRA DOS SANTOS et al., 2003) e Lu. migonei (SILVA et al.,
2014; GUIMARAES et al., 2016). As fémeas flebotomineas realizam o repasto
sanguineo em diversas espécies, incluindo humanos, caninos, equinos,bovinos,
aves, roedores, marsupiais, entre outros, com grau de preferéncia variavel entre

os estudos apresentados (MISSAWA et al., 2008; SANT’ANNA etal., 2008).
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O ciclo da doenca se inicia com o repasto sanguineo da fémea ao sugar
o sangue de mamiferos infectados, onde h& a ingestdo da forma amastigota da
Leishmania em macrofagos parasitados. No trato digestivo do flebotomineo, o
parasito realiza a diferenciacdo na sua forma flagelada, a promastigota, onde
posteriormente ha uma nova diferenciagdo para paramastigotas, que migram
para o esbfago do vetor onde h& a transformacéo na sua forma infectante, as
promastigotas metaciclicas (BRASIL, 2014; GHARBI et al., 2015).

Quando ha um novo repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, o
vetor regurgita saliva e libera por meio dela as promastigotas metaciclicas. Na
epiderme do hospedeiro, as células mononucleares fagocitarias do sistema
imune inato fagocitam esses parasitos. No interior dos macrofagos ou das células
dendriticas (DC), ha uma nova diferenciacdo para amastigotas e € iniciada a
reproducao dos parasitos até o rompimento das células e infeccdo denovas DCs
e macrofagos. ApoOs este processo, ha a disseminacdo pela circulacédo
sanguinea, principalmente para tecidos e 6rgaos ricos em macrofagose DCs,
como medula 6ssea, figado, linfonodos, baco e na derme, dando continuidade
ao ciclo (BRASIL, 2014; GHARBI et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018).

Apesar do habitat do flebotomineo ser preferencialmente silvestre, o

crescimento urbano e ocupacdo humana em areas préximas as regides de

vegetacdo nativa modificaram e adaptaram estes vetores ao ambiente
peridomiciliar (LAINSON; RANGEL, 2005; SANTINI et al., 2015), tornando os
cées o0s principais reservatorios urbanos naturais do parasita no ciclo doméstico
no Brasil, antecedendo os casos humanos e estando diretamente ligados a
rapida distribuicdo da doenca entre outros mamiferos, incluindo o homem,
dificultando a eliminacdo da doenca (DANTAS-TORRES et al., 2012; BRASIL,
2014; KAMHAWI, 2017; RIBEIRO et al., 2018).

2.2 Aspectos clinicos da Leishmaniose visceral canina

A LVC é uma doencga sistémica que pode acometer varios 0rgaos, e o
numero e a intensidade dos sinais clinicos apresentados sao determinados por
fatores que envolvem o parasita e 0 estado imunolégico do hospedeiro
(SOLLANO-GALLEGO, 2011). Os caes infectados podem ser assintomaticos,
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gue podem variar de 20% a 40% dos animais sorologicamente positivos, onde
esses animais também podem transmitir a doenc¢a, da mesma forma dos que
apresentam sinais clinicos (GRAMICCIA, 2011).

Os sinais clinicos sdo variados e incluem, com maior frequéncia,
linfadenopatia, dermatopatias, emagrecimento progressivo, oftalmopatias,
hepatoesplenomegalia, diarreia, onicogrifose, e em estagios mais avangados,
pode ser observada paresia dos membros posteriores, caquexia e anorexia,
lesBes renais, como glomerulonefrites, que podem evoluir a uma sindrome
nefrotica e insuficiéncia renal cronica. Ha ainda sinais clinicos mais incomuns,
como poliartrites e sinais neurologicos (FEITOSA et al., 2000; LEITE et al., 2010;
QUEIROZ et al., 2011; LAURENTI et al., 2013; BRASIL, 2014;).

As dermatopatias estdo entre o0s sinais clinicos mais comumente
observados, podendo representar 80% a 90% dos  casos.
(SARIDOMICHELAKIS, 2010; FIGUEIREDO; CARDOSO, 2018). Além disso, a
pele com presenca de formas amastigotas de Leishmania € responsavel pela
transmissao do parasita aos vetores e pode ser empregada para monitoramento
dos animais submetidos ao tratamento da LVC (SARIDOMICHELAKIS et al.,
2007; SARIDOMICHELAKIS, 2009; KOUTINAS; SARIDOMICHELAKIS, 2010;
RAMOS et al., 2013)

2.3 Imunopatogenia da Leishmaniose Visceral Canina na pele

2.3.1. Pele

A pele é o maior 6rgao e possui multiplas funcdes essenciais a vida, entre
elas, barreira contra agentes externos, funcées sensoriais, de termorregulacao,
e imunologicas (SCOTT et. al, 2001; LOPES et al., 2009; MARCONDES et al.,
2020). Além de ser o primeiro orgéao de defesa do corpo contra as adversidades
do meio externo, possui papéis importantes, cujas complexidades e higidez
contribuem para a manutencdo da homeostase no organismo (SCOTT et. al,
2001; LOPES et al., 2009).

A pele é dividida em duas camadas de acordo com sua estrutura:
epiderme, derme e hipoderme. Estas sédo interligadas e dispostas de maneira a

manter adequadamente o desempenho de suas fun¢des (SCOTT et al., 2001).
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A epiderme é composta por uma camada de tecido epitelial estratificado
pavimentoso queratinizado estando acima da derme, que é constituida por uma
camada formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado, possuindo uma
variedade de células e uma matriz extracelular (MEC), complexo de
macromoléculas produzidas por fibroblastos e exportados por eles para o0 espago
intercelular. A derme confere, além de organizacédo estrutural, elasticidade, forca
tensora e resisténcia mecanica a pele (SCOTT et al., 2001). A hipoderme ¢€ ligada
a derme e composta por tecido adiposo ligado por fibras coladgenas que atuam
como uma barreira térmica, além de armazenar energia e proteger contra choque
mecanico (SCOTT et al., 2001).

2.3.2. Infeccéo por L. infantum na pele

A LVC é classificada clinicamente como uma doenca imunomediada,
dessa forma, na infeccdo por L. infantum nos cées, a pele é um o6rgao
determinante na progressao da doenca, devido as complexas interacées que
ocorrem no sistema imune do hospedeiro ao entrar em contato com o parasita,
uma vez que a inoculacdo de parasitos pelos flebotomineos ira atingir a derme,

e pelo fato das amastigotas presentes na pele do hospedeiro atuarem como fonte

de infeccdo aos flebotomineos (ORDEIX et al., 2005; SILVA, 2007; KOUTINAS
et al., 2010; MAIA E CAMPINO, 2012; DE VASCONCELOS et al., 2017).

Segundo Saridomichelaki (2017), a pele é considerada a primeira linha de
defesa contra a L. infantum e atua como fonte das formas infectantes do parasito
para que ocorra a transmissao ao vetor flebotomineo, sendo considerada o inicio
da interagao parasito-hospedeiro. Desta forma, o parasitismo e a severidade das
lesdes cutaneas estdo diretamente associados a resposta imune do animal, ndo
ocorrendo na mesma intensidade durante a evolugéo da doenca (SACCHI et al.,
2006; BARBIERI, 2006; SARIDOMICHELAKI et al., 2007).

L. infantum pode infectar muitos tipos celulares, incluindo células do
sistema fagocitico mononuclear, células dendriticas, fibroblastos, células
endoteliais, neutrofilos, eosinofilos, conseguindo, desta forma, invadir quase
todos os tecidos e 6rgaos do corpo (SCOTT et. al., 2001). Na resposta imune da
LVC na pele, as células do sistema mononuclear fagocitario atuam como células

apresentadores de antigeno e estimulam os linfécitos T (“T helper”) do tipo CD4+,
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estimulando a produgéo de interleucinas que desenvolvem linfécitos do tipo Thl
ou Th2 a depender do tipo de perfil produzido (REIS et al., 2009; MARCONDES
et al., 2020).

Os linfocitos Thl séo relacionados ao mecanismo de resisténcia do
hospedeiro frente a infec¢cdo, onde estes liberam citocinas pré-inflamatorias
como interferon gama (IFN -y), interleucina (IL) IL-2 e IL -12, que atuam na
ativacdo de macrofagos responsaveis pela producdo de 6xido nitrico (NO), que
S80 responsaveis por promover a apoptose de células parasitadas,
representando um papel importante na resposta imune celular (CORTESE, 2013;
DUARTE et al., 2016; SILVA, 2017). A resposta humoral é caracterizada pelos
linfocitos Th2, que secreta citocinas IL-4, TGF-B e prostaglandina PGE2, que
estimula a producdo de anticorpos e induz o aparecimento de sinais clinicos
(REIS, 2006; MESQUITA JUNIOR et al., 2010; COSTA-PEREIRA et al 2015;
SILVA, 2017).

A producdo continua de anticorpos leva a hipergamoglobulonemia crénica
gue resulta na formacéo e deposicao de imunocomplexos (ICs) que gera lesdes

inflamatdrias em diversos tecidos (SILVA, 2007; PALTRINIERI et al., 2010;
PAPADOGIANNAKIS; KOUTINAS, 2014).

Solano-Gallego e seus colaboradores (2009) relatam que podem ocorrer
outros sinais clinicos e/ou anormalidades patologicas associadas as lesdes
dermatoldgicas, mas as dermatopatias na LVC sdo o sinal clinico mais
comumente encontrado, apesar da natureza viscerotropica do protozoario
(FERRER et al., 1988; SLAPPENDEL e FERRER, 1998; SOLANO-GALLEGO et
al., 2004). Embora possa apresentar variacbes quanto a sua extensao e
caracterizacao, é relatada uma frequéncia entre 81% e 89% de algum tipo de
lesdo dermatoldgica dos cées infectados (ALVAR et al., 2004; BANETH et al.,
2008).

Os padrbes dermatoldégicos na LVC incluem o padrdo alopécico-
descamativo e ulcerativo, mais frequentemente encontrados, o nodular e
pustular-estéril os menos descritos, e as hiperqueratoses (FERRER et al., 1988;
KOUTINAS, 2014; SARIDOMICHELAKIS et al, 2014; RIBEIRO et al., 2018).

O perfil de resposta imune que o cao demonstra pode explicar a variedade
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de lesdes dermatolégicas, visto que animais naturalmente infectados
apresentaram diferentes perfis de citocinas, conferindo suscetibilidade ou nédo a
doenca (PINELLI et al., 1994; REIS et al., 2009).

Silva (2007) relata dois padrées de resposta inflamatoria distintos nos
cées naturalmente infectados por L. infantum, um sendo encontradas células de
Langerhans, queratindcitos, MCH I+, infiltrado de células T e formas
amastigotas de L. infantum em cées com dermatite alopécica, e um segundo,
com auséncia de células apresentadoras de antigenos com pouca quantidade

de amastigotas e de macrofagos em cédes com lesdes nodulares.

2.4 Diagnostico

O diagndstico da LVC é complexo devido a variedade de sinais clinicos
inespecificos (GHARBI et al., 2015). Desta forma, deve-se seguir 0os critérios
clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais e muitas vezes é necessaria a

combinacdo de provas diagndsticas parasitologicas, sorolégicas e/ou

moleculares, uma vez que ndo existe um unico teste diagndstico que possua alta
especificidade e sensibilidade (GRANDONI, 2002; ABRANTES et al, 2016).

2.4.1 Diagnéstico parasitoldgico

O exame parasitologico direto € considerado o método “padrao-ouro”, pois
permite identificar microscopicamente as formas amastigotas do parasito na
amostra analisada (NOGUEIRA e RIBEIRO, 2015). Apesar de conferir alta
especificidade, a sensibilidade é variavel a depender da carga parasitaria, tipo
de amostra biolégica e experiéncia do leitor (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A identificacdo das formas amastigotas pode ser realizada através de
citologia aspirativa de medula 0ssea, linfonodo e nodulos cutaneos, esfregaco
sanguineo, citologia esfoliativa de pele integra e/ou ulcerada, swab conjuntival
(NOGUEIRA, 2006).

A avaliacdo histopatolégica avalia alteracdes estruturais, auxiliando no
diagnéstico (CONCEICAO & LOURDES, 2020). Entretanto, este tipo de

diagndstico possui limitagcdes, como dificuldade de reconhecimento do parasita
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e pouca sensibilidade quando utilizado de forma singular, comparado a outros
métodos diagnésticos (FERRER et al.,, 1988; GIUNCHETTI et al., 2006;
QUEIROZ et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011; CONCEICAO e LOURDES, 2020).
Vale salientar que, em infiltrados inflamatérios localizados n&o séo identificadas
formas amastigotas usualmente, contudo, em infiltrados inflamatorios difusos
parece haver uma correlagdo entre a intensidade da inflamacdo e a carga
parasitaria (GIUNCHETTI et al., 2006).

A imuno-histoquimica (IHQ) é considerada uma prova parasitolégica e é
utilizada de forma complementar ao exame histopatolégico.Além disso, pode ser
utilizado em pele lesionada e integra (ORDEIX et al., 2005; PAPADOGIANNAKIS
et al., 2005; MOREIRA et al., 2007; QUEIROZ et al.,

2010). A técnica consiste na deteccao de antigenos in situ através da utilizacéo
de um anticorpo (policlonal ou monoclonal) primério, relativamente especifico, e
um sistema de enzima e substrato cromégeno que se deposita no local da reacdo
antigeno-anticorpo (TASCA et al., 2009). O diagndéstico depende do achado de

estruturas coradas pelo cromoégeno, de forma e de tamanho compativeis com

amastigotas (FERRER et al., 1988; BOURDOISEAU et al., 1997; SOLANO-
GALLENO et al., 2004; XAVIER et al., 2006; RAMOS-VARA et al., 2008).

2.4.2 Diagnéstico soroldgico

Os testes mais utilizados na rotina clinica e recomendados como teste de
triagem e confirmacao da infeccéo por L. infantum sao, respectivamente, o teste
imunocromatogréfico (Dual Path Plataform — DPP — BioManguinhos) e o Ensaio
de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2009;
BRASIL, 2014). No entanto, estes testes ndo possuem sensibilidade nem
especificidade de 100%, podendo ocorrer reagdes cruzadas com Trypanosoma
caninum, Babesia spp, Ehrlichia spp e Anaplasma spp. (SOLANO-GALLEGO et
al., 2009; BARROS et al, 2012; RIBEIRO, 2018).

2.4.3 Diagndstico molecular

A reagdo em cadeia de polimerase (PCR) permite a amplificagcdo de
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fragmentos de DNA de Leishmania e tem sido utilizada como forma de
diagnostico molecular. Nesta técnica, diferentes tecidos podem ser utilizados,
como de aspirado de medula 6ssea, linfonodos e leucdcitos de sangue periférico
(IKONOMOPOULOS et al., 2003; FERREIRA, 2013). Como a PCR possibilita
guantificar o numero de copias de DNA na amostra biolégica analisada, se torna
uma técnica utilizada para monitoramento do paciente, pois permite informacdes
guanto a carga parasitaria (FERREIRA, 2013).

2.5 Avaliacdo histolégica da pele de cées com infecgdo por L. infantum

O exame histopatolégico com coloracdo em hematoxilina-eosina (HE)
permite avaliar alteracGes estruturais, auxiliando o diagndstico parasitologico
(CONCEICAO e LOURDES, 2020). Os achados histopatolégicos descritos na
pele de cdes com LVC sdo compativeis com dermatite mononuclear difusa,
dermatite granulomatosa, dermatite ulcerativa ou dermatite pustular estéril sem
acantolise, além de dermatite mononuclear perifolicular e perivascular (MINTY et
al., 1997; BRACHELENTE et al, 2005). Pode ser encontrado

predominantemente infiltrado inflamatério piogranulomatoso na pele com

macrofagos com presenca de formas amastigotas, apresentando pequeno
namero de linfécitos e plasmécitos (BANETH et al., 2008; COSTA et al., 2008;
CALABRESE et al., 2010).

Os padrdes histopatolégicos mais comuns sdo a dermatite perivascular
mononuclear superficial ou profunda, hiperqueratose paraqueratética ou
ortoqueratotica folicular e epidérmica, dermatite intersticial, adenite sebacea,
inflamacdo granulomatosa ou piogranulomatosa e perifoliculite granulomatosa.
O infiltrado inflamatério na pele consiste em macréfagos com pequeno namero
de linfécitos e plasmocitos. As glandulas sebaceas podem estar repletas e
obliteradas pela inflamagédo. Pode haver folicilite pustular e de pustulas
intradérmicas, assim como vasculite necrosante, a depender do estagio clinico
da doenca (MINTY et al., 1997; BRACHELENTE et al., 2005; GIUNCHETTI et
al., 2006). Contudo, as formas amastigotas podem ser observadas em menor
guantidade quando ha infiltrados inflamatorios localizados em relacdo a
infiltrados inflamatorios difusos, que possuem carga parasitaria mais alta quando
h& maior inflamacao (GIUNCHETTI et al., 2006).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Caracterizacao histopatoldgica e imunohistoquimica das lesGes cutaneas de

caes com infeccdo natural por Leishmania (Leishmania) infantum.

4.2 Objetivos especificos
 Avaliar quantitativamente o infiltrado inflamatério na pele de cédes com

infeccdo natural por L. infantum através do exame histopatologico;

+ Avaliar qualitativamente o infiltrado inflamatério na pele de cdes com

infeccdo natural por L. infantum através do exame histopatologico;

 Determinar o parasitismo cutaneo de caes de cdes com infec¢ao natural por

L. infantum através da técnica de imunohistoquimica,;

+ Correlacionar clinicamente a carga parasitaria com as lesdes e/ou sinais

clinicos caracteristicos da LVC;
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CAPITULO |

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E DA CARGA PARASITARIA DE
LESOES CUTANEAS INTEGRAS E ULCERADAS DE CAES COM
INFECCAO NATURAL POR Leishmania (Leishmania) infantum

(NICOLLE, 1908)
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Avaliacao histopatolégica e da carga parasitaria de lesdes cutaneas de
cdes com infeccédo natural por Leishmania (Leishmania) infantum

(Nicolle,1908)
RESUMO

As lesbes cutaneas sdo os principais sinais clinicos observados em cédes com
leishmaniose visceral canina, sendo a pele o local de inoculacdo da Leishmania
infantum nos hospedeiros susceptiveis, onde o animal pode apresentar
diferentes padrdes dermatolégicos distintos. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil histopatoldgico e a carga parasitaria ha pele de caes
naturalmente infectados por L. infantum. Foram coletadas amostras de
fragmentos de pele de 30 cdes positivos no teste de triagem DPP, com
diagndstico parasitologico positivo e diagndstico sorolégico pela técnica de
ELISA, sendo processados por meio do exame histopatologico. Foram
encontradas formas amastigotas em 43,3% (13/30) das amostras analisadas,
apesar de todos os animais terem o diagnostico parasitologico direto confirmado.
Em relacdo as amostras histopatolégicas de les6es ulceradas 63,3% (19/30), foi
encontrado padrédo inflamatério granulomatoso composto por macrofagos,
linfécitos e plasmaocitos em 68,43% (13/19), enquanto 31,57% (6/19) dos animais
apresentaram infiltrado piogranulomatoso composto por macréfagos, linfécitos,
plasmaécitos e neutrdéfilos. Diante do exposto, pode-se concluir que a técnica do
exame histopatolégico pode auxiliar na quantificacdo do parasitismo cutaneo de
cades com LVC, contudo, ndo deve ser utilizada como Unica técnica diagndstica,
uma vez que nao podem ser visualizadas formas amastigotas de L. infantum
mesmo em animais positivos na técnica do exame parasitoldgico direto.

Palavras-chave: Leishmaniose, cdo, dermatopatia, histopatologia.
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Histopathological and parasitic load evaluation of cutaneous lesions of

dogs with natural infection by Leishmania (Leishmania) infantum

(Nicolle, 1908)

ABSTRACT

Skin lesions are the main clinical signs observed in dogs with canine visceral
leishmaniasis, the skin is being the site of inoculation of Leishmania infantum in
susceptible hosts, where the animal may present different skin patterns.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the parasitism in the skin of dogs
naturally infected by L. infantum through histopathological exam. Samples of skin
fragments from 30 dogs with previous diagnosis in DPP and positive
parasitological diagnosis and serological diagnosis by ELISA technique were
collected and processed through histopathological examination. Amastigote
forms were found in 43.3% (13/30) of the samples analyzed, although all animals
had the direct parasitological diagnosis confirmed. Regarding the
histopathological samples of ulcerated lesions, 63.3% (19/30), a granulomatous
inflammatory pattern composed of macrophages, lymphocytes and plasma cells
was found in 68.43% (13/19), while 31.57% (6/19) of the animals presented an
infiltrate pyogranulomatous composed of macrophages, lymphocytes, plasma
cells and neutrophils. Given the above, it can be concluded that the
histopathological exam technique can help in the quantification of cutaneous
parasitism in dogs with CVL, however, it should not be used as the only diagnostic
technique, since amastigote forms of L. infantum cannot be visualized even in

animals positive in the technique of direct parasitological examination.

Key-words: Leishmaniasis, dog, dermatopathy, histopathology.
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1. INTRODUCAO
A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € causada pela Leishmania
infantum, onde a estreita relacdo entre seres humanos e caes favorecem a
manutencao do ciclo da L. infantum e torna os caes os principais reservatérios
urbanos do parasita no Brasil (DANTAS-TORRES e BRANDAO, 2006; BRITO,
2009; DANTAS-TORRES et al., 2010; BRASIL, 2014; LAMATTINA, 2019).

Os animais podem evoluir desde pacientes assintomaticos até apresentar
vérias manifestacfes clinicas, porém, as lesées cutaneas sao, por muitas vezes,
0s sinais clinicos mais evidentes na LVC e possuem padrdes dermatol6gicos
distintos do ponto de vista clinico e histopatolégico (FERRER et al., 2008;
ORDEIX, 2013; SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014; CARDOSO et al.,
2017; ORDEIX, 2017). A literatura relata que entre 70% e 100% dos céaes
infectados por L. infantum apresentam alguma alteracdo cutanea envolvida
(LEAL et al., 2014; SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014; CARDOSO et al.,
2017; LAGO et al., 2019).

Sendo assim a pele representa uma excelente opcéo diagndstica pelo fato
de encontrar formas amastigotas de L. infantum através de exames
parasitolégicos, como a citologia esfoliativa, biépsia e imunomarcacéo (TAFURI
et al.,, 2004; QUEIROZ et al., 2011).Nesse contexto, a avaliagdo da carga
parasitaria na pele de caes sintomaticos e assintomaticos permite auxiliar na
compreensao quanto ao potencial de transmissao aos hospedeiros e avaliar o
parasitismo do animal infectado (SOLLANO-GALEGO et al., 2004).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o parasitismo
tecidual da pele integra e de lesdes ulceradas de cdes com infec¢ao natural por
L. infantum no estado de Pernambuco através da técnica de hematoxilina-eosina
(HE).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos e animais estudados
O presente projeto possui a licenca n°® 1983220520/2020 do Conselho de
etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), onde foram utilizados 30 cédes domiciliados, adultos, de ambos os
sexos e de ragas variadas, provenientes do atendimento no servico ambulatorial

de leishmanioses do Hospital Veterinario da UFRPE e do Centro de Zoonoses
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do municipio de Petrolina, naturalmente infectados por L. infantum e com

diagnostico parasitologico positivo para Leishmaniose Visceral Canina. A coleta

foi realizada apOs esclarecimento, autorizacdo e assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos tutores.

2.2 Coleta dos materiais e processamento histoldgico

Os animais foram submetidos a anestesia local com lidocaina 2% por via
subcutanea e os fragmentos de pele foram coletados da regido do cotovelo, com
auxilio de um punch cirargico com diametro de 4 milimetros (mm). Apos a coleta,
foi realizada sutura padrao isolado simples com fio Nylon 3-0, limpeza e curativo

da regiao biopsiada.

Os fragmentos coletados foram acondicionados em frascos individuais
contendo solucdo de formalina tamponada a 10% por 48 horas para fixacdo e,
em seguida, acondicionados em solucéo de alcool etilico a 70%. Posteriormente,
estas amostras foram submetidas a desidratacéo, clarificacdo e incluidas em
parafina. Foram realizados cortes de cinco micrdmetros (um) e as laminas foram

coradas com (HE) para posterior leitura em microscopio optico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais do presente estudo (100%) apresentavam alguma
dermatopatia como sinal clinico, corroborando com Solano-Gallego et al. (2009).
Também foram encontrados resultados semelhantes nos trabalhos de Alvar et
al. (2004) e Baneth et al. (2008). Contudo, estes resultados diferem de
Figueiredo et al. (2009), que afirmaram que lesdes cutdneas ndo sao sinais
clinicos frequentes de cdes com LVC. Xavier et al. (2006) afirma que o processo
inflamatério da pele de cées infectados por L. infantum esté presente emdiversas
localizacdes da pele integra ou ulcerada, com sua intensidade variavel de acordo

com os sinais clinicos apresentados pelos animais acometidos pela LVC.

No presente trabalho houve predominancia do padrdo descamativo em
100% (30/30) das lesdes. Ferrer e seus colaboradores (1988) afirmam que os
caes acometidos com LVC podem apresentar diferentes padrdes
dermatolégicos, corroborando com o que foi encontrado no presente estudo. De

acordo com os achados clinicos, 63,3% (19/30) dos animais apresentavam
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lesdes ulcerativas em diferentes regides da pele, o que difere de Scott et al.
(2001), que relata que a dermatite esfoliativa € um achado predominante ao
padrao ulcerativo. Ridley e Ridley (1983) destacam que as lesfes ulcerativas na
LVC advém da liberacdo dos parasitos que estavam inoculados dentro dos

macréfagos que se romperam na derme, causando intensa reagao inflamatoria.

Todas as lesfes ulcerativas estavam presentes em areas de projecoes
osseas, corroborando com Ferrer e seus colaboradores (1988) e Silva e seus
colaboradores (2016), que afirmaram que essas areas de projecdes 6sseas sao
mais comumente envolvidas em padrdes ulcerativos, onde Torres-Neto (2008)
afrma que este achado pode ser justificado pela isquemia relacionada a

vasculite somada a presséo nos pontos de apoio.

No que se refere ao padrdo dermatolégico ulcerativo, houve
predominancia da carga parasitaria severa em relacdo ao parasitismo moderado
e leve, o que também foi relatado por Giunchetti et al., (2006), que avaliou caes
sintoméaticos e assintoméaticos infectados pela L. infantum. Entretanto, o mesmo
nao foi encontrado por Saridomichelakis et al. (2007), onde a relacdo entre a
carga parasitaria e a severidade das lesbes cutaneas observadas
macroscopicamente nao foi evidenciada, divergindo dos resultados encontrados

nesta pesquisa.

Em relacdo as amostras histopatologicas, foi encontrado padréao
inflamatorio granulomatoso composto por macréfagos, linfécitos e plasmaécitos
em 68,43% (13/19), enquanto 31,57% dos animais apresentaram infiltrado
piogranulomatoso composto por macréfagos, linfécitos, plasmaécitos e
neutrofilos, corroborando com Franga e seus colaboradores (2016). Estes dados
diferem de Baneth et al. (2006), Costa et al. (2008) e Calabrese et al. (2010), que
afirmaram que pode ser encontrado predominantemente infiltrado inflamatorio
piogranulomatoso na pele com macrofagos com presenca de formas

amastigotas, apresentando pequeno numero de linfocitos e plasmacitos.

Macrofagos, linfocitos e células plasmaticas foram as células
predominantes nas amostras avaliadas por meio da histopatologia, o que
também foi observado por Ordeix et al. (2017) e corrobora com Scott et al.

(2001), que relata que L. infantum pode infectar muitos tipos celulares, incluindo

células do sistema fagocitico mononuclear, onde essas células infectadas séao
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as células apresentadoras de antigenos, o que vai estimular o tipo de resposta

imune predominante no animal, como afirma Reis et al. (2009).

Saridomichelakis e Koutinas (2014) afirmaram que o0 exame
histopatoldgico pode ser uma boa alternativa como método diagnostico da LVC
em cées com lesdes cutaneas, porém, no presente estudo, o exame
histopatoldgico detectou formas amastigotas de Leishmania sp. em 43,3%
(13/30) das amostras analisadas. A avaliagdo imuno-histoquimica pode auxiliar
na deteccdo de formas amastigotas que nao foram identificadas no exame
histopatoldgico, como afirma Queiroz et al. (2011). Os diferentes graus de
parasitismo cutaneo nas amostras analisadas pela histopatolégico podem ser
justificados pelo tipo de resposta imune local associada a suscetibilidade de
infeccdes secundérias, como afirmam Souza-Lemos et al. (2008).

4. CONCLUSAO

Diante do exposto com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que
a técnica do exame histopatologico pode auxiliar na quantificacdo da carga
parasitaria, reforcando a importancia da pele como reservatorio de formas
amastigotas de L. infantum, com destaque para a pele integra, gue mesmo sem
lesdo macroscopica pode favorecer a transmissdo da doenca. Porém, nao deve
ser utilizada como Unica técnica diagnostica, uma vez que nao podem ser
visualizadas formas amastigotas de L. infantum mesmo em animais positivos na

técnica do exame parasitoldgico direto.
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Evaluation of immunohistochemical detection of Leishmania infantum in

different patterns of dog skin manifestations

ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CANL) is a zoonotic disease of huge impact on
public health and the skin of infected dogs has been an excellent tissue for detection
of amastigote forms of L. infantum. The goal of this study was was to apply the
immunohistochemistry (IHC) for the diagnosis of CANL in different patterns of dog
‘skin manifestations. Thirty dogs naturally infected with L. infantum were used after
clinical evaluation and diagnostic confirmation by bone marrow biopsy. The animals
The animals came from the Veterinary Hospital of Rural University of Pernambuco
(UFRPE), Recife or from Zoonosis Centre from Petrolina county, Pernambuco and
were approved by the Committee for Ethics in Animal Experimentation of the
UFRPE. Dogs examinations were subjected to a clinical exam with an emphasis a
systemic signs and each clinical parameter was classified according to its severity.
skin fragments were removed by biopsy for histological and immunohistochemical
processing. According to the results, all dogs exhibited clinical signs of skin lesion,
related to CanL. The exfoliative 30/30) and ulcerative (19/30) dematitis were,
respectively, the most commonly diagnosed. Nodular lesions in the skin were
represented by only one dog (1 of 30 or 3,33%). IHC techinique showed amastigote
forms of Leishmania parasites within macrophages in 43,3% (13/30) by using the
streptavidin-biotin immunohistochemical method. All the positive samples were
collected from animals that presented an ulcerative and desquamative dermatites.
Immunostaining was observed in 43,33% (13/30) of animals with ulcerative
dermatitis in place of those that presented only exfoliative dermatitis without any

other associated dermatological pattern (8/30), where there was no positive
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reaction. Based on the results in the present study the immunohistochemistry
methodology is a complementary method that can be applied in symptomatic dogs
presented ulcerative and desquamative dermatitis.

Key-words: Canine leishmaniasis, dermatopathy, immunohistochemistry.

1.INTRODUCTION

Canine leishmaniosis (CanlL) is caused by a protozoa parasite of the specie
Leishmania infantum endemic in Brazil areas. The clinical manifestations of CVL
are not specific (NUNES et al., 2016) and skin lesions are the most frequent clinical
sign (SARIDOMICHELAKIS e KOUTINAS, 2014).

These signs may vary but may include anemia, local or generalized skin
lesions, weight loss, lethargy and eye lesions (SOLANO-GALLEGO et al., 2009;
GEISWEID et al., 2012; FREITAS et al., 2017), enlargement of popliteal lymph
nodes (GIUNCHETTI et al, 2006), and abnormal nails (onychogryposis) (BANETH
et al., 2008).

Among the clinical manifestations of CanL, skin diseases are the most
frequently clinical signs in 80% to 90% of animals (ORDEIX et al., 2005),
manifesting not a linear pattern of the skin (Ferrer et al., 1988). The skin also
represents a highly sensitive tissue for the detection of amastigote forms of L.
infantum due to the high cutaneous parasitism of the infected animal
(PAPADOGIANNAKIS et al., 2005; SARIDOMICHELAKIS, 2010).

The dog’s skin is the first site to be infected with promastigotes of L. infantum
by the vector and these dogs become a reservoir of L. infantum letting an easy
transmission (TRAVI et al., 2001) and because the high cutaneous parasitism of
represents a highly sensitive tissue for the detection of amastigote forms of L.
infantum (PAPADOGIANNAKIS et al., 2005; SARIDOMICHELAKIS, 2010).

Histochemical techniques of dogs skin revealed strong inflammatory infiltrate
of type Ill and type | of collagen fibrils revealing deep structural changes in
collagenous components of the extracellular matrix of the skin (GIUNCHETTI et al.,
2006).

Although only 20% of these animals showed parasites in the skin (BANETH

et al., 2008) and the absence result by the exfoliative cytology of skin does not mean
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negative animal.

Parasitological direct identification and isolation of the parasite in culture from
different clinical samples are among the parasitological methods routine (BRASIL,
2006). On the other hand, skin immunohistochemistry with specifical anti-
Leishmania antibodies contributes to the diagnosis of CanL.

The aim of this study was to apply the immunohistochemistry (IHC) for the

diagnosis of CANL in different patterns of dog ‘skin manifestations.

2. MATHERIAL AND METHODS

2.1 Animals and ethical aspects

Thirty dogs naturally infected with L. infantum were used after clinical
evaluation and diagnostic confirmation by bone marrow biopsy. The animals were
brought to the Veterinary Hospital of Rural University of Pernambuco, Recife during
the study period, or they are from Zoonosis Centre from Petrolina county,
Pernambuco. This study was approved by the Committee for Ethics in Animal
Experimentation of the Federal Rural University of Pernambuco
(#1983220520/2020).

2.2 Clinical examination of and classification of cutaneous lesions

Dogs examinations were subjected to a clinical exam with an emphasis a
systemic signs as weight loss, hyperthermia, lymphadenopathy, skin disease,
onychogryphosis and ocular signs related with CANL. Each clinical parameter was
classified according to its severity on a numerical scale from O to 2, as follows: O,
absent; 1, local 2, generalized (ROUGIER 2012).

2.3 Collection of skin biopsy and immunohistochemical processing

All the animals were submitted to local anesthesia with 2% lidocaine by
subcutaneous via. After that, a 4 mm diameter punch biopsy of skin were obtained
from the elbow region in all animals, followed by a simple suture with a 3-0
monofilament nylon thread. The wounds were cleaned daily with saline solution,
and an occlusive dressing with gauze was applied.

All samples were placed in individually identified flasks containing 10%

buffered formalin. for 48 hours and after the fixation, the tissues were placed into

49



70% ethanol. Subsequently, a typical dehydration sequence for specimens of 5mm
thick and infiltration with histological wax were performed.

2.4 Immunohistochemical method for labeling amastigote forms of L.
infantum (TAFURI et al, 2004)

Deparaffined slides were hydrated and incubated in 4% hydrogen peroxide
followed by incubation with normal goat. A heterologous hyperimmune serum from
one dog naturally infected with L. infantum was used as primary antibody. Slides
were incubated from 18 to 22 h at 4 8C in a humid chamber. After washing in PBS,
the slides were incubated with biotinylated goat antimouse and anti-rabbit (Link-
DAKO, LSAB2 Kit, Catalog # KO675-1; Carpinteria, California, USA), washed in
PBS again, and then incubated with the streptavidin—peroxidase complex (DAKO,
LSAB2 Kit, Catalog # K0675-1; Carpinteria, California, USA) for 20 min each at
room temperature. The reaction was developed with a 0.024% diaminobenzidine
(DAB; Sigma, St. Louis, USA) solution and 0.16% hydrogen peroxide 40 vv. Finally,
slides were dehydrated, cleared, counter-stained with Harris’ Hematoxylin, and

mounted with coverslips.

3.RESULTS AND DISCUSSION

All dogs exhibited clinical signs of skin lesion, related to CanL. The exfoliative
(30/30) and ulcerative (19/30) dematitis were, respectively, the most commonly
diagnosed. Nodular lesions in the skin were represented by only one dog (1 of 30
or 3,33%). The skin is considered the more important tissue reservoir of parasite
multiplication in VCL (SOLANO-GALLEGO ET AL., 2001; SOLANO-GALLEGO ET
AL., 2004) and dermatitis has been defined as an inflammatory response of the skin
which one is the main clinical signs of CanL according to Figueiredo; Cardoso
(2018).

At the clinical examination the dogs have at least one of the dermatological
patterns described by Ferrer et al., (1988). Skin diseases are the most frequently
clinical signs in 80% to 90% of animals (ORDEIX et al., 2005; SARIDOMICKELAKIS
et. al., 2010), manifesting not a linear pattern of the skin (FERRER et al., 1988).

In this context, it should be taken into account that the animals included in
this study were from natural infection, and showed histological, parasitological, and

immunological different patterns of clinical stages and evolution of the disease
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(RIBEIRO et al., 2018)

The disease severity staged by using a numeric value showed local and
generalized. This is an important point because skin lesions observed in dogs have
been associated with the ability to transmit L. infantum to the sand fly population
(TRAVI et al., 2001; DA COSTA et al., 2006).

In the same way dogs presented clinical manifestations particularly skin
lesions the skin’s odour is significantly more attractive to blood-seeking female sand
flies (STANIEK and HAMILTON, 2021) and represent a risk for transmission of L.
infantum in endemic areas (VERCOSA et al., 2008).

IHC techinique showed amastigote forms of Leishmania parasites within
macrophages in  43,3% (13/30) by using the streptavidin-biotin
immunohistochemical method. All the positive samples were collected from animals
that presented an ulcerative and desquamative dermatitis. These results indicate
that the association of ulcerative and desquamative dermatitis may lodge a high
parasite load of Leishmania parasites, which can support the diagnosis by the
immunohistochemical test.

On the other hand, immunostaining was observed in 43,33% (13/30) of
animals with ulcerative dermatitis in place of those that presented only exfoliative
dermatitis without any other associated dermatological pattern (8/30), where there
was no positive reaction

These results are similar to Giunchetti et al. (2006), which detected only
53,33% amastigote forms of Leishmania within macrophages from symptomatic
dogs presented localized ulcers and diffuse ulcers.

According to Ferrer et al. (1988) and De Queiroz et al. (2011) the
streptavidin-biotin immunohistochemical method increases the predictive value of
the histopathological exam but they may be influenced by the frequency of
amastigote forms in the skin. By this way the immunohistochemical technique
presenting high sensitivity and specificity, being used for diagnostic confirmation
even when the parasite load is low (Tafuri et al., 2004; Ramos-Vara, 2008; Maia
and Campino, 2008)

Several elements are responsible for the dissemination of L. infantum to
different places of the dogs (COLMENARES et al., 2002). Nevertheless, skin
parasitism is the late event during the CANL (TAFURI et al., 2001; TRAVI et al.,
2001). A severe parasite load have been detected in ulcerated skin samples in
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CANL (SILVA et al., 2016).
4.CONCLUSIONS

Based on the results in the present study the immunohistochemistry
methodology is a complementary method that can be applied in symptomatic dogs

presented ulcerative and desquamative dermatitis.
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5.CONCLUSOES GERAIS

A técnica do exame histopatoldgico pode auxiliar na quantificacdo do
parasitismo cutaneo de cdes com LVC como uma das técnicas diagndsticas,
uma vez que ndo podem ser visualizadas formas amastigotas de L. infantum

mesmo em animais positivos na técnica do exame parasitoldgico direto;

A imunomarcacdo das formas amastigotas de L. Infantum foi determinada
pelo tipo de padrdo dermatologico apresentado (dermatite ulcerativa),
podendo auxiliar para a caracterizacao clinica e diagnostica da Leishmaniose
Visceral Canina.
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ANEXO 3

WFAPE
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEFARTAMENTD DE MEDICTNA VETERINARTA
TERAID DF COMEENTIMENTD LIVEE E ESCLARECTDN

Convidamos o 2] Sr{a) para paricipar do progeto de mestrado intiulado “AV ALIACAD DA
CARGA FPARASITARIA DAS LESOES INFLAMATORIAS CUTANEAS DE CAES OO INFECOU AD
WATURAL PO Leishmania (Laitmanial feetuee (MICOLLE, 1908, sob & responssbilidade do
peesquisader Prof® Dr* Lewcho Camara Adves. Sm panicipagbo ooen sed animal partioalar ¢ voluwedrio e se
dard por meio de eoletes de frageento de pele aimsds de hidpsia excisional com auxllio de punch dmum
descartiivel, com realizpio de aesteesia local e provisel onessesia geral, desde que o pacicde esteja apio
para o procediznento. Serlio prescriins fimpaccs pars analgesia ¢ sgbo anti-inflanmabéria e antisséptica &
seremn Tenlizedos e doedeilio, além de vso do coler elisabeiono dumsse 10 dios, guando seu animal serk
reavaliado clinicamense anies da retirada dos pontcs.

Todo procedimento asesiésicn possul nsco, iodavin os riscos decormentes da participagio dos seu {5)
aninml {is) ma pesquisa sio mimimos. Se vocd seeitar paticipar, of resulisdos decomenies de estedo com s
(5] animnal (is) possibilitand 2 claborsgho de estratégias de comtrole mais efetivas ¢ dimizaindo o5 nscos de
inlieoe o @ animeis ¢ humanns.

Se depois de comsentir em sua pasticipagieo (a) Srdo) desistir de contimear paricipasdo, eno dineito
¢ a liberdade de retirar sew consentimensn em gualgpeer e da pesquisa, scja anies ou depois da colemn dos
dados, imdependense do maotive @ seon przjuleo o sis pesso.

&b (a) 8r{a) nbo tem despesas e tambémn nbo recebend remmumerss Go. U resulisdos da pesquisa serio
analisados ¢ publicados, mas sua identidade ¢ de seo {5) mimal {is) nio serio divalgedas, sendo guardada em
sigilo. Para qualquer cutma imformagho, o (a) Sr{a) podend entrar em conlalo eom o pesguisador ne enderego
Fua Manuel de Medeiros, sim - Dods Imidos, Becife - PE, pelo ielefone (81) 332006430

Comsenmtiente P Infoomagio

Faa, . fui mformado sobre o poojeto
“Avaliacio da cargs parariniris daz besdes imflamandriar cordneas de ces com infecclo nasural por
L otrlemareio [Trishmernir) yfimersom ((Vecolbe, 1906)" que o pesquisador quer fazer ¢ pongue precisa da mainha
colaboragio, ¢ entendi o explicogio. Por isse. cu concordo em participar do projeio, sabemdo gue nlo v
ganhar mada ¢ que posso sair quassdo quiser.

Fste documenino fod emitido ens duas vios que serio ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, feando wna
v com cada um de nis.

Dt / r

Assimaiura do paricipante
Inspress o do dedo podegar casn nbo saiba assinar
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ANEXO 4

FICHA DE ATENDIMENTO LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

DATA: __ J | Veterindrio responsdwvel:
1. IDENTIFICACAD - PACIENTE
Mormie: Idade: Raca:
Sexa: [ JF [ M Procedéncia:
1. IDENTIFICACAD - TUTOR:
Morme:
Contata: CEP: -
Endere¢o:
Bairro: Cidade:
2. EXAME FisSICO
FC: FR: Mucosas:
DERMATOLOGICO
Alopecia { )ausente [ )local [ ) generalizada " = & )
Onicogrifose | ) ausente [ ) presente __'_-: - 1 {
Paroniquia [ )ausente | ) presente 3 :
0. descamativa | ) ausente | ) local [ ) generalizada
O ulcerativa [ ) ausente | ) local | ) generalizada ¥ ' ’ u:_
0. modular [ Jausente [ ) local [ ) generalizada | A I,
0. papular | }ausente [ ) bocal [ ) generalizada ~> & 1 ™
0. pustular [ ) ausente [ ) bocal [ ) generalizada “eniml Doreal

Linais oculares [conjuntivite, uveite, hifema, dlcera, KCS) [ )M3o | )Sm
Linais gastrintestinais (vomito, diarreia) | JN3o [ )5im

Sinais articulares: | JNao [ )5im

Disturbios miccionais: [ JN3o | )Sim

Linfadenoemegalia: | | ausente | ) local [ ) generalizada
Apetite: [ Janorexia | JHiporexia [ Jnormorexia [ ) Polifagia
Epistaxe: [ JNao [ )Sim

fdedula 9ssea: | N3o [ JS5im [ Jesternal | jcrista iliaca { ) Positive | JMegativo
Linfonodos: { JN3o [ j5im [ ] Positivoa | JNegativo
Pele: [ JMao | )5im | Jintegra | )Lesionada [ ) Positive | JMegativo
Sangue: [ )Mo | Jcom EDTA | ) sem EDTA
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ANEXO 5

A. Pele da regido de cotovelo, apresentando hiperparaqueratose (asterisco). B. Constata-se na derme superficial, infiltrado
inflamatdrio predominantemente mononuclear. Coloragdo H.E. AU 200X e 400X.

C. Pele da regido de cotovelo, apresentando varios focos de infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear por
toda derme (circulos) e intensa vascularizagdo na derme superficial (asterisco). D. Constata-se na derme profunda presenca
de predominante de linfocitos e alguns plasmdcitos (setas ) Coloragdo H.E. AU 200X e 400X.

E. Pele da regido de cotovelo, apresentando intenso infiltrado inflamatdrio préximos aos foliculos pilosos (Fp) e glandulas
sudoriparas (Gs) predominantemente mononuclear. F. Constata-se na derme profunda, presenca de linfécitos (setas
amarelas) e plasmacito (seta verde). Coloragdo H.E. AU 200X e 400X.
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