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RESUMO

Leishmaniose visceral canina € uma doenca sistémica causada pela Leishmania
infantum. O céo geralmente apresenta uma variedade de sinais clinicos que incluem
anorexia, perda de peso, linfadenopatia generalizada, porém as lesdes cutaneas séo
0os mais encontrados. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes
histopatoldgicas e detectar formas amastigotas através da imuno-histoquimica na
pele de cédes com infeccdo natural por L. infantum. Fragmentos de pele normal e
ulcerada de 22 cées positivos foram coletados, fixados em formol e processados
para histopatologia e imuno-histoquimica. Dois grupos de animais foram utilizados: o
primeiro foi composto por 12 cdes com teste ELISA e bidpsia de medula 6ssea
positivos (Grupo 1) e o segundo composto por 10 cées positivos somente por teste
ELISA (Grupo 2). Os resultados da imuno-histoquimica mostraram formas
amastigotas em 91,67% (11/12) dos animais do Grupo 1, enquanto nenhum (0/10)
dos cédes do Grupo 2 foi positivo na mesma técnica. Com relacdo ao padréo
histopatologico da pele integra, foram observados dermatite nodular, perifolicular,
difusa e da interface em 9,1% (1/11), cada uma, dermatite liguendide em 27,3%
(3/11), dermatite perianexial em 18,2% (2/11) e dermatite mista (nodular e
perifolicular) em 9,1% (1/11) dos cées. A avaliacdo histopatolégica mostrou infiltrado
celular granulomatoso com presenca de macrofagos, linfocitos e plasmdécitos em
90,9% (10/11), enquanto 9,1% (1/11) da pele de saudavel ndo mostraram
alteracdes. Por outro lado, o padrdo histopatolégico da pele ulcerada revelou
dermatite perifolicular e perianexial em 9,1% (1/11), cada uma; dermatite liquendide
em 18,2% (2/11), dermatite difusa em 27,3% (3/11) e 36,4% (4/11) de dermatite
mista (interface e perivascular profunda; intersticial e perianexial; interface e
perianexial; intersticial, perivascular superficial e perianexial). Com relacdo a
avaliacdo histolégica da pele ulcerada, foi observada infiltracdo celular
granulomatosa composta por macréfagos, linfécitos e plasmadcitos em 81,8% (9/11)
e infiltracdo celular piogranulomatosa composta por macréfagos, linfocitos,
plasmadcitos e neutréfilos em 18,2% (2/11) dos animais. Conclui-se que as formas
amastigotas de L. infantum foram demonstradas através da técnica da imuno-
histoquimica na pele integra e ulcerada de cées parasitologicamente positivos e que
os padrdes histopatolégicos da pele ulcerada revelaram principalmente dermatite
mista caracterizada pela infiltracdo granulomatosa celular, enquanto que na pele
integra observou-se dermatite liquendide pelo mesmo infiltrado inflamatario.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, dermatopatia, diagnostico, clinica de
pequenos animais



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is a systemic disease caused by Leishmania infantum.
Dog usually present a variable clinical signs include anorexia, weight loss,
generalized lymphadenopathy, but the skin lesion are the most found. The goal of
this study was to evaluate the histophatological changes and detect amastigotes
forms by immunohistochemistry in skin from dogs with natural infection by L.
infantum. Fragments of ulcerated and normal skin from 22 positive dogs were
collected, fixed in formalin and processed for histopathology and
immunohistochemistry. Two groups of animals were used: the first was composed by
12 dogs with positive ELISA test and bone marrow biopsy (Group 1) and the second
composed by 10 dogs positive only by ELISA test (Group 2). The results of
immunohistochemistry showed amastigotes forms in 91,67% (11/12) of animals from
Group 1, while none (0/10) of dogs in Group 2 was positive in the same technique.
Regarding the histopathological pattern of intact skin, were observed nodular,
perifolicular, diffuse and interface dermatitis in 9,1% (1/11) each one, lichenoid
dermatitis in 27,3% (3/11), periadnexial dermatitis in 18,2% (2/11) and mixed
dermatitis (nodular and perifolicular) were observed in 9,1% (1/11) of the dogs.
Histological evaluation showed granulomatous cellular infiltration composed of
macrophages, lymphocytes, plasma cells in 90,9% (10/11), while 9,1% (1/11) of
health skin did not show changes. On the other hand, the histopathological pattern of
ulcerative skin revealed perifolicular and periadnexial dermatitis in 9,1% (1/11) each
one; lichenoid dermatitis in 18,2% (2/11), diffuse dermatitis in 27,3% (3/11) and
36,4% (4/11) of mixed dermatitis (interface and deep perivascular; intersticial and
periadnexial; interface and periadnexial; interstitial, superficial perivascular and
periadnexial). Histological evaluation of ulcerative skin showed granulomatous
cellular infiltration composed of macrophages, lymphocytes, plasma cells in 81,8%
(9/11) and piogranulomatous cellular infiltration composed of macrophages,
lymphocytes, plasma cells and neutrophils in 18,2% (2/11) of animals. In conclusion,
amastigotes forms of L. infantum were demonstrated using the technique of
immunohistochemistry in ulcerated and intact skin of dogs parasitologically positive
and the histological patterns of ulcerated skin revealed mainly mixed dermatitis
characterized by granulomatous cellular infiltration, while the intact skin
demonstrated lichenoid dermatitis by the same inflammatory infiltrade.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis, skin disease, diagnosis, small animal
clinical
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1. Introducéao

A Leishmaniose Visceral (LV) tem sido reconhecida como um grande
problema de saude publica (COSTA et al., 2008, OTRANTO et al.,, 2009)
particularmente quando considerada como antroponose ou antropozoonose, no
qual o homem atua como reservatério no ciclo de transmissdo do parasito
(MONTEIRO et al., 2005).

A doencga, causada pela Leishmania infantum, acomete uma variedade de
animais domeésticos e selvagens e o homem em areas endémicas da bacia
Mediterranea, Asia e América (KUHLS et al., 2008; CARRILO e MORENO, 2009),
sendo transmitida para os hospedeiros susceptiveis por insetos hematéfagos do
género Phlebotomus ou Lutzomyia, por ocasiao do repasto sanguineo (NOLI, 1999).

No novo mundo, os canideos domésticos sdo apontados como 0S mais
importantes reservatoérios urbanos da infec¢cdo (CIARAMELLA et al., 1997; DANTAS-
TORRES, 2007; VERCOSA et al., 2008), particularmente os animais assintomaticos
(COSTA et al.,, 2008). Nestas condicdes, as taxas de prevaléncia da doenca da
infeccdo canina podem variar de 1,9 a 35 % (FRANCA-SILVA et al., 2003), com
tendéncia a crescimento (CALABRESE et al., 2010), representando, desta forma,
importante fungdo no ciclo de transmissdo do parasito ao homem (CARRILO e
MORENO, 2009; QUEIROZ et al., 2010).

A leishmaniose Visceral Canina (LVC) tem sido considerada uma infeccao
cronica e muitas vezes fatal com sintomatologia variada (MICHALICK e GENARO,
2005), caracterizada por emagrecimento progressivo (KOUTINAS et al., 1992),
onicogrifose (CIARAMELLA et al., 1997), oftalmopatias (BRITO, 2004),
hepatoesplenomegalia (SCOTT et al.,, 2001), além dos sinais inespecificos como
febre e anemia (BLAVIER et al., 2001; SCOTT et al., 2001).

No entanto, as lesdes cutadneas sdo as manifestacdes clinicas mais comuns
em caes com infeccédo por L. infantum, podendo-se observar diferentes formas e
aspectos de lesdes, devido a complexas interacdes parasito-hospedeiro envolvidas
e a variagdo na resposta imune de cada animal (GENARO, 1993). Tanto a pele
lesionada quanto aquela aparentemente sadia, provenientes de animais infectados,
tem sido apontada como o reservatorio tecidual de formas amastigotas de L.
infantum (CIARAMELLA et al., 1997; SOLANO-GALLEGO et al., 2004).

11



Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracbes
histopatologicas e detectar formas amastigotas através da imuno-histoguimica na

pele de caes com infecg¢ao natural por L. infantum.
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2. Revisao bibliografica
2.1. Aspectos epidemioldgicos da Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca parasitaria que acomete o
homem e diferentes espécies de mamiferos selvagens e domésticos dos paises
tropicais e subtropicais, sendo considerada de grande importancia pela Organizacéo
Mundial de Saude (MARZOCHI e MARZOCHI, 1994).

A doenca tem como agente causal nas Américas um protozoario da espécie
Leishmania (Leishmania) infantum (MAURICIO et al., 2000), que se encontra
inserido no complexo Leishmania donovani (ASHFORD, 2000; FEITOSA et al.,
2000). E transmitido para os hospedeiros susceptiveis por insetos hematéfagos da
espécie Lutzomyia longipalpis (LAINSON e RANGEL, 2005), por ocasido do repasto
sanguineo (NOLI, 1999).

No Brasil, atualmente, a LV é considerada endémica em 80,77% do territério
nacional, destacando-se aqueles estados da regido Nordeste, responsaveis por
40,38% dos casos anuais do pais (GONTIJO e MELO, 2004; DANTAS-TORRES e
BRANDAO-FILHO, 2006; AGUIAR et al., 2007), sendo que a doenca tem se tornado
cada vez mais comum em areas urbanas ou periurbanas (COSTA et al., 2008).

Fatores epidemiolégicos como aqueles relacionados com as alteracdes do
espaco geografico como desmatamento e o crescimento desordenado das cidades
(COSTA et al., 2008), aliada as acfes antropicas tém sido apontados como fatores
preponderantes na ocorréncia da LV no Brasil, favorecendo a migracdo de vetores e
animais sinantropicos infectados para o peri e intradomicilio (LAINSON e RANGEL,
2005).

Sendo assim, varias espécies de mamiferos tém sido encontradas
naturalmente infectadas por L. infantum, particularmente os canideos selvagens e
marsupiais, que tem uma grande importancia na interface dos ciclos silvestres e
urbanos da LV no Brasil (LAINSON e RANGEL, 2005).

No ambiente urbano, os caes domésticos tém sido considerados os principais
reservatorios da L. infantum (DANTAS-TORRES, 2007), representando importante
funcao no ciclo de transmisséo do parasito ao homem (CARRILO e MORENO, 2009;
QUEIROZ et al., 2010). Sua importancia esta relacionada a frequéncia e abundancia
do parasitismo cutaneo, bem como, a altas taxas de prevaléncia (FRANCA-SILVA et
al., 2003) da infecgdo na populacdo canina (SLAPPENDEL, 1998; THOME, 1999;

FEITOSA et al., 2000; RIBEIRO e MICHALICK, 2001).
13



2.2. Leishmaniose Visceral Canina

A infeccdo canina por L. infantum causa uma doenca sistémica crénica que
esta presente na Europa, Asia, Norte da Africa e América do Sul (TRAVI et al.,
1998).

Do ponto de vista epidemioldgico, a infec¢éo canina é mais importante que a
infeccdo no homem, pois as precede, além de ser mais prevalente e apresentar
grande contingente de animais assintomaticos que albergam parasitos na derme
(BONATES, 2003).

Clinicamente, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) tem sido considerada
como uma enfermidade imuno-mediada (SLAPPENDEL e FERRER, 1998;
STRAUSS e BANETH, 2000; FERRER, 2002). Sendo assim, na infeccdo por
Leishmania sp., as células do sistema fagocitico mononuclear infectadas atuam
como células apresentadoras de antigenos, estimulando os linfécitos T
(SLAPPENDEL e FERRER, 1998; NOLI, 1999).

ApoOs a infeccdo, os protozodrios parasitam e replicam-se nos macrofagos da
pele, podendo ser disseminados por via linfatica ou sanguinea, infectando
macréfagos da medula 6ssea, linfonodos, figado e bago, assim como rins e trato
intestinal de cées (LAGE et al., 2007).

Neste sentido, uma variedade de estimulos pode induzir mudancas
funcionais, morfolégicas e bioquimicas nos macrofagos ativados que produzem
citocinas como TNF-q, IL-6, IL-18, IL-12 e IFN-y, que s&o adjuvantes efetivos e pré-
requisitos para a resposta dos linfécitos auxiliar (helper) 1 (Thl) nas infeccbes
(AWASTHI et al., 2004).

Contudo, a imunidade a infeccdo em cées da-se através de populagbes de
linfécitos T que induzem a producdo de citocinas para eliminar estes parasitas
intracelulares (PINELLI et al., 1995), assim como de linfocitos B, com a producédo de
anticorpos das subclasses 1gG1 e 1gG2 (GENARO, 1993). Sdo observadas, neste
sentido, diferentes formas clinicas em funcdo das complexas interacdes parasito-
hospedeiro e a variagcdo na resposta imune de cada animal (GENARO, 1993).

Na imunopatogénese da infec¢do, os linfécitos Thl caracterizam-se pelo
mecanismo de resisténcia frente a infeccdo (PINELLI et al., 1995), ativando os
macrofagos que produzem oOxido nitrico (NO). Este, por sua vez, exerce papel
fundamental na imunidade celular por promoverem a apoptose das células

parasitadas (HOLZMULLER et al., 2006).
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Em contrapartida, os linfocitos T helper 2 (Th2) s&o considerados os principais
responsaveis pela susceptibilidade do hospedeiro e desenvolvimento da doenca
(PINELLI et al., 1995).

Engwerda et al. (2004) propuseram que a patogénese e o desenvolvimento
das lesdes na LVC estavam diretamente relacionados a presenga das formas
amastigotas de L. infantum nos focos inflamatérios, uma vez que os macréfagos
liberam o Fator de Necrose Tumoral (TNF) frente ao parasitismo.

Por outro lado, muitos aspectos da patogénese da LVC séo atribuidos a
producdo exagerada de anticorpos, os quais formam imunocomplexos que se
depositam em diversos tecidos, gerando lesdes inflamatorias (SILVA, 2007).

Vale salientar que o desenvolvimento de imunidade celular esta relacionado
com a imunocompeténcia do hospedeiro, enquanto que o aparecimento dos sinais
clinicos est4 associado com a imunidade humoral apresentando altos niveis de
anticorpos (PINELLI et al., 1995).

Apesar da natureza viscerotrépica do protozoario, as lesbes dermatoldgicas
sdo as mais frequentes (FERRER et al.,, 1988; SLAPPENDEL e FERRER, 1998;
SOLANO-GALLEGO et al., 2004), podendo representar o Unico sinal clinico da
doenca e acometer aproximadamente 90% dos cdes com envolvimento visceral
(KOUTINAS et al., 1992).

2.3. Dermatopatias na Leishmaniose Visceral Canina

Segundo Silva (2007), a pele € um o6rgao importante na determinacdo do
progresso da infec¢ao por L. infantum, apresentando uma correlagcéo direta entre a
quantificacdo das células de Langerhans, queratindcitos, macréfagos, células T e de
formas amastigotas com diferentes aspectos dermatolégicos em animais com sinais
clinicos de LV (FONDEVILA et al., 1997).

Os sinais clinicos cutaneos de caes infectados com L. infantum podem
apresentar-se de formas distintas, particularmente as dermatopatias. No entanto,
Ferrer et al. (1988) propuseram quatro padrées dermatoldgicos diferentes na LVC,
sendo o alopécico-descamativo e o0 ulcerativo os mais comuns, e 0 nodular e o
pustular-estéril, o0s menos encontrados.

Neste sentido, foram reportados dois padrdes de resposta inflamatéria na pele
de cdes com LV, observando-se a presenca de células de Langerhans,

queratinécitos, MHC I+, infiltrado de células T e formas amastigotas do parasito em
15



cdes com dermatite alopécica e, um segundo, onde foi detectada auséncia de
células apresentadoras de antigenos com pouca quantidade de parasitas e de
macrofagos nos caes com lesdes nodulares (SILVA, 2007).

Contudo, apesar das dermatopatias serem comuns na LVC (SOLANO-
GALLEGO et al., 2004), a maioria dos cées infectados ndo apresenta sinais clinicos
e mesmo nha pele sadia pode haver a presenca de formas amastigotas de L.
infantum (ABRANCHES et al., 1998; MADEIRA et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et
al., 2004; MADEIRA et al., 2009; QUEIROZ et al., 2011).

Portanto, os cées assintomaticos sdo muito importantes na epidemiologia da
doenca por ndo se demonstrarem suspeitos, além de servirem como fonte de
infeccdo ao inseto vetor (MADEIRA et al., 2004; MADEIRA et al., 2009; QUEIROZ et
al., 2011).

2.4. Sinais clinicos cutaneos nainfeccdo por L infantum em cées

A dermatite esfoliativa com formacao de caspas branco-acinzentadas é um
achado comum na LV em cées. A esfoliacdo pode ser generalizada, mas geralmente
€ mais pronunciada na cabeca, orelhas e extremidades. A hiperqueratose
nasodigital pode acompanhar a formacao de caspas e a pele envolvida pode ficar de
hipotricética a alopécica (SCOTT et al., 2001).

Por outro lado, as ulceracbes podem ser circunscritas, anulares ou
policiclicas, com bordas elevadas e fundo granuloso de cor vermelho-vivo,
recobertas ou ndo por exsudato seroso e serossanguinolento. As Ulceras podem
estar dispostas na narina, labio, face, periocular, orelhas e sobre as areas de
projecdes Osseas, principalmente nas regides Umero-radio-ulnar, calcaneo e
tuberosidade isquiatica (TORRES-NETO et al., 2008).

E importante ressaltar também que, como um anexo cutdneo, as unhas
podem sofrer alteracdo em sua matriz, causando a onicogrifose que € um sinal
clinico bastante encontrado na LV na espécie canina, podendo acometer 24-90%
dos animais sintométicos (CIARAMELLA et al., 1997; VERCOSA et al., 2008).

Outros achados dermatoldgicos incluem despigmentacdo nasal, paroniquia,
dermatite pustular estéril e dermatite nodular (SCOTT et al., 2001). Os ndédulos
comumente apresentam-se de forma difusa podendo ter poucos milimetros ou até
10 cm de didmetro e as pustulas, em geral, concentram-se em regifes de pele

delgada como o abddmen ventral, virilha e axilas (FERRER et al., 1988).
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A dermatite papular também foi descrita como outro padrdo dermatolégico
relacionado a infec¢éo por L. infantum (ORDEIX et al., 2005).

2.5. Diagnéstico da infeccao por L infantum na pele de caes

N&o obstante, o tecido cutaneo pode sofrer grandes modificagbes estruturais
mediadas pela infeccdo por L. infantum. O processo inflamatorio
plasmohistiolinfocitario, com graus variados de intensidade, pode ser observado ao
redor dos anexos ou difusamente na derme (SOLANO-GALLEGO et al., 2004).
Contudo, o exame histopatolégico da pele corado pela Hematoxilina-Eosina (HE) é
pouco sensivel para detec¢do das formas amastigotas quando comparado a outros
meétodos diagnosticos (FERRER et al., 1988; QUEIROZ et al., 2010; QUEIROZ et al.,
2011).

A utilizacdo da técnica da Imuno-Histoquimica (IHQ) tem demonstrado
eficiéncia para identificagdo do parasitismo tecidual e vem sendo utilizada como
método diagndstico na LVC (FERRER et al., 1988; TAFURI et al., 2004; COSTA et
al., 2008; MOURA et al., 2008; QUEIROZ et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011;
TOPLU e AYDOGAN, 2011).

Esta técnica é mais sensivel do que a HE (MOREIRA et al., 2007), sendo
possivel detectar até mesmo um pequeno namero de formas amastigotas no tecido
cutaneo parasitado (ORDEIX et al., 2005), aumentando o valor preditivo do teste
guando esta técnica € associada a sorologia (QUEIROZ et al. 2010) e a testes
moleculares (XAVIER et al., 2006; QUEIROZ et al., 2010).
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4. Objetivos
4.1. Objetivo geral

e Analisar o parasitismo cutdneo através da técnica da imuno-histoquimica e avaliar as

alteracBes histopatologicas da pele de cdes com infeccdo natural por Leishmania
infantum.

4.2. Objetivos especificos

e Avaliar o parasitismo cutaneo de cdes com infec¢ao natural por L. infantum através
da técnica da imuno-histoquimica;

e Avaliar as alteracdes histopatologicas da pele de cades com infecgdo natural por L.
infantum;

e Avaliar a localizacdo das Ulceras cutaneas de cdes com infec¢cdo natural por L.
infantum.

23



CAPITULO |

Avaliacéo do parasitismo da pele de cdes com infeccao natural por

Leishmania infantum através da técnica de imuno-histoquimica
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Avaliacao do parasitismo da pele de caes com infec¢cao natural por Leishmania

infantum através da técnica de imuno-histoquimica

Evaluation of skin parasitism of dogs with natural infection by Leishmania infantum

by using the immunohistochemical technique
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RESUMO

A leishmaniose visceral em cées é considerada uma doenca imunomediada, embora
uma parcela relativamente pequena de cdes demonstre sinais clinicos. Porém, o
envolvimento cutaneo ocorre em quase todos os animais infectados. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o parasitismo da pele integra e de Ulceras cutaneas de
cdes com infeccdo natural por L. infantum através da técnica da imuno-histoquimica.
Fragmentos de pele integra e de lesbes ulcerativas foram coletados de 22 céaes,
fixados em formalina e processados para a imuno-histoquimica. Dois grupos de
animais foram utilizados: o primeiro foi composto por 12 cdes com teste ELISA e
bi6psia de medula éssea positivos (Grupo 1) e o segundo composto por 10 cédes
positivos apenas no teste ELISA (Grupo 2). Os resultados mostraram imuno-
marcacdo de formas amastigotas em 91,67% (11/12) dos animais do Grupo 1
enquanto nenhum (0/10) dos cédes do Grupo 2 foi positivo na mesma técnica. De
acordo com esses resultados, concluimos que a imuno-histoquimica é uma técnica
simples e sensivel para a deteccdo de L. infantum na pele integra ou ulcerada de
caes naturalmente infectados diagnosticados através do parasitolégico de medula
ossea.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, dermatopatia, técnica de
diagnéstico.

ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis in dogs is considered the immune-mediated disease,
although a relatively small proportion of dogs showing clinical signs. However, the
cutaneous involvement occurs in almost all the infected animals. The goal of this
study was to evaluate the parasitism of intact skin and skin ulcers in dogs with
natural infection by L. infantum by using the of immunohistochemistry technique.
Fragments of ulcerated and normal skin were collected from 22 positive dogs, fixed
in formalin and processed for immunohistochemistry. Two groups of animals were
used: the first was composed by 12 dogs with positive ELISA test and bone marrow
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biopsy (Group 1) and the second composed by 10 dogs only positive in the ELISA
test (Group 2).The results showed immune-marcation of amastigotes forms in
91,67% (11/12) of animals from Group | while none (0/10) of dogs in group Il was
positive in the same technique. According to these results, we conclude that
immunohistochemistry is a simple and sensitive technique to detect of L. infantum in
the intact or ulcerated skin of naturally infected dogs diagnosis by parasitological of
bone marrow.

Key-words: Canine visceral leishmaniasis, skin diseases, diagnostic technique.

1. Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma importante zoonose que acomete o
homem e o cédo (SLAPPENDEL e FERRER, 1998), estando em situagdo de
endemicidade em 80,77% dos estados brasileiros (QUEIROZ et al., 2011).

Sendo assim, os canideos domésticos sdo apontados como 0s mais
importantes reservatoérios urbanos da infec¢cdo (CIARAMELLA et al., 1997; DANTAS-
TORRES, 2007; VERCOSA et al., 2008), podendo apresentarem-se assintomaticos
(BLAVIER et al., 2001) ou exibirem uma variedade de sinais clinicos representados
por dermatopatias, emagrecimento progressivo (BONATES, 2003), onicogrifose
(FEITOSA et al., 2000), oftalmopatias (BRITO, 2004), hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia (NOLI, 1999), entre outros.

Contudo, as dermatopatias nos cédes sdo as manifestacfes clinicas mais
comuns da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) (CIARAMELLA et al., 1997),
apresentando-se como diversos graus de dermatite esfoliativa, ulcerativa, nodular e
pustular, associadas ou ndo (FERRER et al., 1988; COSTA et al., 2008). Podem
ainda ser encontradas com outros sinais clinicos e/ou anormalidades clinico-
patolégicas (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Além disso, a pele € um érgdo importante na interagdo entre o parasito e o
sistema imune do cédo (CIARAMELLA et al., 1997), bem como na determinacdo do
progresso da infec¢do por L. infantum. Apresenta também uma correlagdo direta
entre a quantificagdo das células de Langerhans, queratindcitos, macrofagos, células
T e de formas amastigotas com diferentes aspectos dermatolégicos em animais com
sinais clinicos de leishmaniose visceral (FONDEVILA et al., 1997).

Apesar de a pele apresentar uma quantidade significativa de parasitos, 0
exame histopatolégico deste tecido corado pela Hematoxilina-Eosina (HE) € pouco

sensivel para deteccdo das formas amastigotas de L. infantum (QUEIROZ et al.,
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2011). Exames mais especificos como a técnica de Imuno-Histoquimica (IHQ)
possuem o valor de diagndstico definitivo da infeccdo (TAFURI et al., 2004).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o parasitismo tecidual da
pele integra e de Ulceras cutaneas de cdes com infeccdo natural por Leishmania

infantum através da técnica de imuno-histoquimica.

2. Material e métodos
2.1. Animais

Foram utilizados fragmentos de pele integra e de Ulceras cutédneas de 22
cées, sendo 13 machos e nove fémeas de racas e idades variadas procedentes de
diferentes municipios do estado de Pernambuco.

Para execucdo do experimento, todos os procedimentos invasivos foram
realizados mediante aprovacdo da Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, segundo licenca 010/2011.

Os animais utilizados no presente estudo foram eutanasiados por médicos
veterinarios em Centros de Controle de Zoonoses do estado de Pernambuco de
acordo com a resolugéo 714/2002, como parte do programa de controle da LV em
funcdo da positividade nos testes de Imunoadsor¢cdo Enzimatica (ELISA) elou
exame parasitologico.

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo |, sendo 12 caninos
parasitologicamente positivos em esfregacos de medula éssea e sorologicamente
positivos no exame de ELISA e grupo I, 10 animais parasitologicamente negativos
em esfregacos de medula éssea e sorologicamente positivos no exame de ELISA.

Antes da coleta de fragmentos de pele, todos os animais foram submetidos ao
exame clinico-dermatolégico, segundo Scott et al. (2001), para avaliar a localizacao

e extensédo das lesdes cutaneas que apresentavam.

2.2. Imuno-histoquimica

Fragmentos cilindricos (punch 4 mm) foram coletados e fixados em formalina
tamponada 10%. Apés 24h de fixacdo, as amostras foram desidratadas, clarificadas,
incluidas em parafina e cortadas em micrétomo com espessura de 5um.

A imuno-histoquimica pela estreptoavidina-peroxidase foi realizada para a
deteccdo de formas amastigotas no tecido cutaneo através da microscopia Optica

segundo técnica descrita por Tafuri et al. (2004). Os cortes foram desparafinizados,
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hidratados e incubados em peroxido de hidrogénio 4% (30V) em PBS 0,01 M de pH
7,2, seguido pela incubacdo em leite desnatado para bloqueio das ligacbes
inespecificas. Soro hiperimune (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta 1:640) de
um cédo naturalmente infectado foi utilizado como anticorpo primario (diluicdo 1:100)
e as amostras foram incubadas em camara Umida por 18h a 4°C. Apés lavagem com
PBS, as laminas foram incubadas com anticorpos biotinilados de cabra anti-coelho e
anti-camundongo (DAKO, Kit-LSAB 2, Califérnia, EUA). Depois, os cortes foram
incubados com estreptoavidina-peroxidase (DAKO LSAB 2, Califérnia, EUA) por 20
minutos em temperatura ambiente, seguido pela reacdo realizada com
diaminobenzidina (DAB, DAKO, Kit-LSAB 2, California, EUA). Finalmente, os cortes
foram desidratados, clarificados e contra-corados com hematoxilina de Harris para

posterior montagem com laminula.

3. Resultados e discusséo

A técnica de imuno-histoquimica revelou que 91,67% (11/12) (Figura 1a) dos
animais do grupo | apresentaram-se positivos para formas amastigotas de L.
infantum enquanto nenhum dos dez cades do grupo Il (Figura 1b) apresentou reacao
ao teste.

Os resultados aqui encontrados foram concordantes com Figueiredo (2009)
gue observou a alta sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica, a partir da
utilizacao da estreptoavidina peroxidase, em animais com diagndstico parasitoldégico
de LV, assim como com Ferrer et al. (1991) e Tafuri et al. (2004), os quais relataram
que a técnica de imuno-histoquimica possui o valor de diagnostico definitivo da
infeccdo, além de ser um método simples e de baixo custo, conforme afirmaram
Xavier et al. (2006).

Os resultados encontrados no grupo | foram superiores aqueles relatados por
Xavier et al. (2006) que utilizaram fragmentos cutaneos de varias regides
anatdbmicas de caes com infeccdo natural por L. infantum, observando 62,1% de
positividade com a IHQ.

Com relacdo ao Grupo Il, onde nado foi observado imunomarcacéo, deve-se
considerar que os exames sorolégicos sdo considerados rapidos e praticos, mas
com sensibilidade variavel e especificidade baixa para o diagnéstico da LV em céaes
(INIESTA et al., 2002). Apesar do programa de controle da LV no Brasil indicar a

eutanasia de caes com diagnostico soroldgico positivo, particularmente a Reacao de
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imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA), estas
provas apresentam limitacdbes no que se refere a especificidade dos testes
(ANDRADE, 2008).

Sendo assim, 0s animais com diagnoéstico sorologico positivo, aqui
encontrados, através do teste ELISA, podem fazer parte daqueles considerados
falso-positivos (INIESTA et al., 2002). Portanto, como proposto por Oliveira (2009),
deve-se fazer uso associado em paralelo da RIFI e do ELISA em caes de éareas
endémicas no programa de controle da LV.

Por outro lado, deve-se considerar que os animais utilizados neste estudo
foram provenientes de infeccdo natural, com evolugdo e estagio clinico da doenca
variavel.

De acordo com os achados, € possivel concluir que a imuno-histoquimica da
pele integra ou ulcerada de caes com leishmaniose visceral € uma técnica simples e
sensivel para a deteccdo de L. infantum na pele integra ou ulcerada de caes

naturalmente infectados diagnosticados através do parasitologico de medula 6ssea.
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Figura 1. Fotomicrografias.

a. Derme de ulcera cutanea de um cao do grupo | submetido a técnica da imuno-
histoquimica pela estreptoavidina-peroxidase. Macrofago repleto de formas
amastigotas de Leishmania infantum reveladas pela IHQ. Seta. 40X.

b. Derme de Ulcera cutdnea de um céo do grupo Il submetido a técnica da IHQ pela
estreptoavidina-peroxidase. Nao houve imuno-marcacdo de formas amastigotas.
40X.
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Avaliacao histopatolégica da pele integra e de lesGes cutaneas

ulcerativas de cdes com infeccao natural por Leishmania infantum
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RESUMO

A leishmaniose visceral em cées é considerada uma doenca imunomediada, embora
uma parcela relativamente pequena de cdes demonstre sinais clinicos. Porém, o
envolvimento cutaneo ocorre em quase todos os animais infectados. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os padrfes histopatoldgicos da pele integra e de Ulceras
cutaneas de cdes com infeccdo natural por L. infantum. Fragmentos de pele integra
e de Ulceras cutaneas de 11 caes com teste ELISA, imuno-histoquimica e biépsia de
medula 6ssea positivos foram coletados, fixados em formalina e processados para
histopatologia. A histopatologia dos fragmentos de pele integra demonstrou infiltrado
inflamatorio granulomatoso composto por macrofagos, linfocitos e plasmacitos em
90,9% (10/11), enquanto 9,1% (1/11) ndo apresentaram alteracdes histopatolédgicas.
Com relacdo aos padrdes histopatologicos, encontramos 9,1% (1/11) de dermatite
nodular, perifolicular, difusa e da interface, cada uma, bem como dermatite
liquendide em 27,3% (3/11), dermatite perianexial em 18,2% (2/11) e dermatite mista
(nodular e perifolicular) foi observada em 9,1% (1/11) dos cées. Por outro lado, os
fragmentos de Ulceras cutaneas demonstraram infiltrado granulomatoso composto
por macrofagos, linfécitos e plasmaocitos em 81,8% (9/11) das amostras, enquanto
18,2% (2/11) apresentaram infiltrado celular piogranulomatoso composto por
macrofagos, linfécitos, plasmadcitos e neutréfilos. Os padrdes histopatologicos da
pele ulcerada revelaram dermatite perifolicular e perianexial em 9,1% (1/11), cada
uma; dermatite liquendide em 18,2% (2/11), dermatite difusa em 27,3% (3/11) e
36,4% (4/11) de dermatite mista (interface e perivascular profunda; intersticial e
perianexial; interface e perianexial; intersticial, perivascular superficial e
periadnexial). Com base neste dados, pode-se concluir que os padroes
histopatologicos da pele ulcerada revelaram principalmente dermatite mista
caracterizada pela infiltracdo celular granulomatosa, enquanto a pele integra
demonstrou dermatite liquendide pelo mesmo infiltrado inflamatério.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, dermatopatia, diagnéstico.
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ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis in dogs is considered the immune-mediated disease,
although a relatively small proportion of dogs showing clinical signs. However, the
cutaneous involvement occurs in almost all the infected animals. The goal of this
study was to evaluate the histopathological patterns of intact and ulcerated skin in
dogs with natural infection by L. infantum. Fragments of intact skin and ulcers skin of
11 dogs with ELISA, immunohistochemistry and bone marrow positive were
collected, fixed in formalin and processed for histopathology. Histopathology of
fragments of intact skin showed granulomatous cellular infiltration composed of
macrophages, lymphocytes, plasma cells in 90,9% (10/11), while 9,1% (1/11) of
health skin did not show changes. Regarding the histopathological pattern were
observed nodular, perifolicular, diffuse and interface dermatitis in 9,1% (1/11) each
one, lichenoid dermatitis in 27,3% (3/11), periadnexial dermatitis in 18,2% (2/11) and
mixed dermatitis (nodular and perifolicular) were observed in 9,1% (1/11) of the
dogs. On the other hand, ulcers skin fragments showed granulomatous cellular
infiltration composed of macrophages, lymphocytes, plasma cells in 81,8% (9/11) of
samples, while 18,2% (2/11) showed piogranulomatous cellular infiltration composed
of macrophages, lymphocytes, plasma cells and neutrophils. The histopathological
patterns of ulcerative skin revealed perifolicular and periadnexial dermatitis in 9,1%
(1/11) each one, lichenoid dermatitis in 18,2% (2/11), diffuse dermatitis in 27,3%
(3/11) and 36,4% (4/11) of mixed dermatitis (interface and deep perivascular;
interstitial and periadnexial; interface and periadnexial; interstitial, superficial
perivascular and periadnexial). Based on this data, we can conclude that the
histopathological patterns of ulcerated skin revealed mainly mixed dermatitis
characterized by granulomatous cell infiltration, while the intact skin showed lichenoid
dermatitis by the same inflammatory infiltrate.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis, skin disease, diagnostic.

1. Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) é considerada endémica em 21 estados do
pais, principalmente os da regido Nordeste, responsavel pela maior parte dos casos
(GOTIJO e MELO, 2004). No estado de Pernambuco, a ocupacdo desordenada do
espaco e a capacidade de domiciliagdo do inseto vetor Lutzomyia longipalpis tém
contribuido para expansdo da doenca (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO,
2006).

Uma vez infectado, as primeiras células de defesa do hospedeiro susceptivel
a reconhecerem os promastigotas como micro-organismos estranhos sao as células
dendriticas e macréfagos. Estas células sdo fundamentais para o processamento e
apresentacao de antigenos aos linfocitos T (BRANDONISIO et al., 2004).

A guantidade de células de Langerhans, queratinécitos, expressando MHC

I+, macrofagos, células T e parasitas foram descritas estabelecendo relagcdo com
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diferentes aspectos dermatolégicos de caes naturalmente infectados por Leishmania
infantum (FONDEVILA et al., 1997).

Apesar de o tecido cutaneo sofrer grandes modificacdes estruturais mediadas
pela infeccdo por L. infantum, particularmente um processo inflamatorio
plasmohistiolinfocitario, com graus variados de intensidade, pode ser observado em
torno dos vasos e dos foliculos pilosos (SOLANO-GALLEGO et al., 2004; XAVIER et
al., 2006a; QUEIROZ et al., 2011; TOPLU e AYDOGAN, 2011), estabelecendo trés
padrdes histopatolégicos mais comuns que sdo dermatite perivascular superficial e
profunda, perifoliculite granulomatosa e a dermatite intersticial (SCOTT et al., 2001).

Em funcdo do aumento de novos casos de Leishmaniose Visceral Canina
(LVC) em Pernambuco associado a grande causuistica das dermatopatias caninas
na clinica de pequenos animais, objetivou-se avaliar as alteracdes histopatolégicas
da pele integra e de lesGes cutaneas ulcerativas de caes com infeccdo natural por L.

infantum através da técnica de Hematoxilina-Eosina (HE).

2. Material e métodos

Foram utilizados 11 caes, sendo quatro machos e sete fémeas de racas e
idades variadas procedentes de diferentes municipios do Estado de Pernambuco.

Para execucdo do experimento, todos os procedimentos invasivos foram
realizados mediante aprovacdo da Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco segundo licengca 010/2011.

Todos o0s animais utilizados no presente estudo foram naturalmente
infectados e apresentavam teste de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) positivo,
bem como positividade no exame parasitolégico de medula 6ssea e quadro clinico
de dermatite ulcerativa. Os cdes foram eutanasiados por médicos veterinarios,
segundo a resolucdo 714/2002, como parte do programa de controle da LV em
Centros de Controle de Zoonoses do Estado de Pernambuco. ApOs a eutanasia,
fragmentos cilindricos (punch 4 mm) sendo um fragmento de pele integra da regiédo
escapular e um fragmento de pele ulcerada de cada um dos caes envolvidos no
estudo foram coletados e fixados em formalina tamponada 10%. Apos 24h de
fixacdo, as amostras foram desidratadas, clarificadas, incluidas em parafina e
cortadas em microtomo com espessura entre 5um e, posteriormente, coradas com

Hematoxilina-Eosina (HE).
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Antes da coleta de fragmentos de pele, todos os animais foram submetidos ao
exame clinico-dermatolégico, segundo Scott et al. (2001), para avaliar a localizacao
e extensdo das lesbes cutaneas.

Todas as amostras cutadneas analisadas tiveram confirmacdo do parasitismo
pelas formas amastigotas de L. infantum através da técnica de imuno-histoquimica,

segundo protocolo descrito por Tafuri et al. (2004).

3. Resultados e discusséo

Todos o0s animais apresentavam lesdes cutaneas ulcerativas em diferentes
regides da pele, sendo que 27,3% (3/11) apresentaram lesdes ulcerativas sobre os
cotovelos, 18,2% (2/11) na regido dorso-toracica, 18,2% (2/11) nas pontas das
orelhas, 9,1% (1/11) apresentaram Uulceras no focinho, 9,1% (1/11) sobre o ileo,
9,1% (1/11) na regiao direita da face e 9,1% (1/11) sobre as falanges dos membros
torécicos.

De acordo com os resultados encontrados, as projecdes 0sseas (cotovelos,
ileo e falanges) foram as localizacbes onde mais se observaram as lesbes
ulcerativas dos animais analisados.

Muito embora Figueiredo (2009) tenha afirmado que as lesdes na pele sao
achados clinicos frequentes em cdes com LV, sendo sua extensdo e localizacdo
variada, os resultados encontrados concordam com Ferrer et al. (1988) que
relataram que a maioria dos cdes com LV apresenta Ulceras cutaneas sobre
projecbes Osseas, locais onde se observa alta carga parasitaria, estando
diretamente relacionada a intensidade do processo inflamatorio (MOURA et al.,
2008).

As Ulceras cutaneas foram apontadas por Costa et al. (2008) como um dos
sinais clinicos mais comuns, antecedido apenas pela onicogrifose e estando
presente em 45% dos cées estudados. Por outro lado, Scott et al. (2001) afirmaram
gue a leséo ulcerativa ndo é um achado cutaneo predominante quando comparado a
dermatite esfoliativa apresentada por cdes com LV.

Segundo Ridley e Ridley (1983), as lesGes ulcerativas na Leishmaniose
Visceral Canina (LVC) ocorrem devido a liberacdo dos parasitos de macréfagos na
derme causando uma intensa reacgdo inflamatéria. De acordo com Torres-Neto
(2008), poder& haver a formacdo de uma vasculite que, associada a pressao nos

pontos de apoio, podera causar uma isquemia do tecido e a provavel formacao de

of



Ulceras no local. Isso pode justificar a ocorréncia de lesdes ulcerativas nas projecdes
0sseas encontradas na maioria dos cées analisados neste estudo, concordando com
Madeira et al. (2009) que afirmaram que a maior parte das lesdes cutaneas dos
animais com LVC por eles analisados, apresentava-se nas tuberosidades 0sseas.

Ao exame histopatoldgico, os fragmentos de Ulceras cutdneas demonstraram
infiltrado granulomatoso composto por macréfagos, linfocitos e plasmdcitos em
81,8% (9/11) das amostras (Figura 1la), enquanto 18,2% (2/11) apresentaram
infiltrado piogranulomatoso composto por macréfagos, linfocitos, plasmaocitos e
neutrofilos.

Os dados referentes a reacao inflamatoéria granulomatosa com presenca de
macrofagos, linfécitos e plasmdcitos aqui observada na maioria dos cées (81,8%),
sdo concordantes com Costa et al. (2008) e Calabrese et al. (2010) que observaram
0 mesmo padréo inflamatorio na pele lesionada de cdes com LV. Entretanto,
diferem dos resultados encontrados por Torres-Neto (2008) e Ferrer et al. (1988)
gue encontraram reac¢ao piogranulomatosa predominante e eosinofilos no processo
inflamatorio tecidual, respectivamente.

Quanto ao padrdao histopatolégico das lesdes, foram encontrados 27,3%
(3/11) de dermatite difusa, 9,1% (1/11) de dermatite perianexial, 18,2% (2/11) de
dermatite liquendide, 9,1% (1/11) de dermatite perifolicular, enquanto 36,4% (4/11)
demonstraram padrbes mistos como o de dermatite de interface e perivascular
profunda, dermatite intersticial e perianexial, dermatite da interface e perianexial,
além de dermatite intersticial, perivascular superficial e perianexial (Figura 1b).

Esses resultados concordam com Ferrer et al. (1988) e Scott et al. (2001), os
quais afirmaram que é muito comum o cdo apresentar mais de um padrdo de
inflamatorio nas lesbes produzidas por L. infantum. Segundo Scott et al. (2001),
nove padrdes inflamatérios podem ser identificados na leishmaniose, refletindo a
variabilidade clinica da doenca (KOUTINAS, 1992). Além disso, segundo Gross et al.
(2005), a dermatite mista pode refletir a possibilidade de associacdo da LV com
outras dermatopatias.

Os padrbes histopatologicos encontrados nas Ulceras cutaneas dos cées
concordam com Queiroz et al. (2011) que observaram dermatite perifolicular e
perivascular na pele de cades oligossintomaticos, bem como dermatite perivascular

na derme daqueles polissintoméaticos.
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Apesar das lesbes cutaneas serem comuns na LVC, pesquisas sobre o
parasitismo da pele integra pela L. infantum demonstram a importancia da pele
mesmo sem lesdo na epidemiologia da doenca (TRAVI et al. 2001; SOLANO-
GALLEGO et al. 2004).

A histopatologia dos fragmentos de pele integra da regido da escapula
demonstrou infiltrado inflamatério granulomatoso composto por macréfagos,
linfécitos e plasmécitos em 90,9% (10/11) (Figura 1c), enquanto 9,1% (1/11) nao
apresentaram alteracdes histopatoldgicas.

Com relacao aos padrdes histopatoldgicos, foram encontrados 9,1% (1/11) de
dermatite nodular, 9,1% (1/11) de dermatite perifolicular, 27,3% (3/11) de dermatite
liquendide (Figura 1d), 18,2% (2/11) de dermatite perianexial, 9,1% (1/11) de
dermatite difusa, 9,1% (1/11) de dermatite de interface e 9,1% (1/11) que exibiram
padrdes mistos como a dermatite nodular e perifolicular.

Os resultados encontrados neste estudo concordam com Solano-Gallego et
al. (2004) que observaram lesdes microscopicas significativas na pele integra, com
envolvimento dos foliculos pilosos e as glandulas sebéaceas.

Processo inflamatério granulomatoso com presenca de macréfagos, linfécitos
e plasmdcitos também foi descrito por Xavier et al. (2006a) na pele de um céao
assintomatico, porém situado ao redor dos vasos, glandulas e profundamente na
derme.

Segundo Xavier et al. (2006b), o processo inflamatério da pele de cédes LV
pode esta presente em diferentes localizacbes da pele, seja ela integra ou
lesionada, porém a sua intensidade varia de acordo com o0s sinais clinicos
apresentados pelo animal.

Com base nos resultados aqui observados, pode-se concluir que os padrbes
histopatogicos da pele ulcerada demonstraram principalmente dermatite mista
caracterizada pela infiltracdo granulomatosa celular, enquanto a pele integra

demonstrou dermatite liquendide pelo mesmo infiltrado inflamatério.
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Figura 1. Fotomicrografias.

a. Processo inflamatério granulomatoso composto por macrofagos, linfécitos e
plasmadcitos na pele ulcerada. Seta. HE. 40X.

b. Dermatite mista na pele ulcerada (dermatite intersticial, perivascular superficial e
perianexial). Setas. HE. 10X.

c. Processo inflamatério granulomatoso composto por macrofagos, linfécitos e
plasmadcitos na pele integra. Seta. HE. 40X.

d. Dermatite liquendide na pele integra. Seta. HE. 40X.
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5. Conclusdes gerais

¢ A imuno-histoquimica da pele integra ou ulcerada de cdes com leishmaniose visceral
€ uma técnica simples e sensivel para a deteccdo de L. infantum na pele integra ou
ulcerada de cédes naturalmente infectados diagnosticados através do parasitolégico
de medula 6ssea;

e As areas de projecOes 6sseas sdo as principais localiza¢des para o desenvolvimento

de lesdes ulcerativas na pele de cédes naturalmente infectados por L. Infantum;

o Os padrBes histotopatologicos da pele ulcerada de cédes com leishmaniose visceral
revelam principalmente dermatite mista caracterizada pela infiltragdo granulomatosa
celular, enquanto os da pele integra demonstram dermatite liquendide pelo mesmo
infiltrado inflamatario.
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