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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é numa doenca parasitaria que se caracteriza por
possuir sintomatologia embora alguns casos sejam assintomaticos. Poucos estudos sobre o
parasitismo por Leishmania sp. no trato intestinal de cdes tem sido realizados. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar as alteragbes estruturais e a detec¢do imuno-histoquimica da
Leishmania (Leishmania) infantum, através de amostras de intestino canino fixadas em
formalina e embebidas em parafina. Fragmentos de intestinos de 36 cdes com exames
soroldgicos e parasitologicos positivos para L. (L.) infantum foram obtidos e analisados
através da histopatologia (Coloracéo por H.E.) e anélise imuno-histoquimica (streptoavidina-
peroxidase). Nenhuma alteracdo macroscopica foi observada. A avaliacdo histopatoldgica
entretanto revelou infiltrado linfohistioplasmocitario em 88,88% (32/36) dos duodenos,
86.11% (31/36) dos jejunos, 97.22% (35/36) dos ileos, 91.66% (33/36) dos cecos, 86.11%
(31/36) dos colons e 72.22% (26/36) dos retos, particularmente observados na mucosa,
submucosa e muscular da mucosa. Alteragdes circulatérias como hiperemia, hemorragia e
congestéo foram encontradas em 66.66% (24/36) dos duodenos, 69.44% (25/36) dos jejunos,
69.44% (25/36) dos ileos, 77.77% (28/36) dos cecos, 80.55% (29/36) dos colons e 77.77%
(28/36) dos retos. Formas amastigotas de L. (L.) infantum foram detectadas através da
streptoavidina-peroxidase em fragmentos de ambos dos intestinos delgado e grosso em
22,22% (8/36) dos cées analisados.

Palavras-chave: Canino, digestivo, histopatologia, imunomarcacéo



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a parasitic disease characterized by a clinical or
asymptomatic disease. Although few studies of parasitism of Leishmania sp in intestinal tract
in dogs have been undertaken. The goal of this research was to evaluate the structural
changes and the Immunohistochemical detection of Leishmania (Leishmania) infantum in
formalin-fixed, paraffin-embedded sections of canine intestines. Fragments of intestines from
36 dogs with a positive parasitological and serological exams for L. (L.) infantum were
obtained and analyzed by histopathology (Hematoxilin and Eosin stain -HE) and
immunohistochemistry assays (strepto-avidin -peroxidase). No macroscopic changes were
found. Histopathological evaluation showed lymphohistiocytic- plasmocytes infiltrates in
88.88% (32/36) of duodenum, 86.11% (31/36) of jejunum, 97.22% (35/36) of ileum, 91.66%
(33/36) of cecum, 86.11% (31/36) of colon and 72.22% (26/36) of rectum section,
particularly in the mucous membrane, submucosa and muscularis mucosae. The circulatory
changes as hyperemia, hemorrhages and congestion were found in 66.66% (24/36) of
duodenum, 69.44% (25/36) of jejunum, 69.44% (25/36) of ileum, 77.77% (28/36) of cecum,
80.55% (29/36) of colon and 77.77% (28/36) of rectum fragments. Amastigotes forms of L.
(L.) infantum were detected by strepto-avidin-peroxidase in from both small and large

intestine fragments (22.22%).

Keywords: Canine, digestive, histopathology, immunostainin
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) é endémica em 65 paises, com registro anual de mais
de 90% dos 500 mil casos novos concentrados na india, Nepal, Sudéo, Bangladesh e Brasil
(DAVIDSON, 1999; ALVAR et al., 2004; DESJEUX, 2004).

Nas Américas, cerca de 90% dos casos humanos de Leishmaniose Visceral Americana
(LVA) tém sido registrados no Brasil (MILES et al., 1999; DESJEUX, 2002; ALVES, 2006)
atingindo Estados como Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Ceard, Piaui, Maranhdo, Tocantins, Para, Roraima, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias,
Distrito Federal, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (LAINSON e
RANGEL, 2005). N&o obstante, a doenga ocorre predominantemente na regido Nordeste,
sendo os Estados mais acometidos a Bahia, Ceara, Piaui, Maranhdo e Pernambuco
(MARZOCHI e MARZOCHI, 1994; DESJEUX, 2002).

Nas Américas, a Leishmaniose Visceral (LV) é causada pelo protozoéario Leishmania
(Leishmania) infantum (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997; MILES et al., 1999; FEITOSA,
2006) sendo transmitida ao homem e ao céo pela picada dos insetos do género Lutzomyia,
sendo o cdo o principal reservatorio da doenca no ambiente urbano (SLAPPENDEL, 1988;
CIARAMELLA et al., 1997; POCAI et al., 1998; NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000;
BLAVIER et al., 2001; IKEDA et al., 2003; LANGONI et al., 2005).

Sendo assim, em areas endémicas os cdes podem ser encontrados sintomaticos, ou
assintomaticos, dificultando o diagnostico e as medidas de controle (ALVAR et al., 2004;
DESJEUX, 2004) A infeccdo humana é clinicamente semelhante & doenca canina, entretanto
0s cdes com sintomatologia tipica aléem do comprometimento visceral, tais como baco,
medula 6ssea, figado, rins (TAFURI et al., 1989; SANTOS-GOMES et al., 2000; FEITOSA,
2006; LUVIZOTTO, 2006), também apresentam lesdes de pele (CIARAMELLA et al., 1997;
FERRER, 1999; SANTOS-GOMES et al., 2000; KRAUSPENHAR et al., 2007; SOLANO-
GALLEGO e BANETH, 2008).

Contudo, outras formas clinicas atipicas podem estar presentes incluindo os disturbios
cardiacos, respiratorios, neurolégicos e digestivos (SLAPPENDEL, 1988; FERRER, 1999;
VINUELAS et al., 2001; SILVA et al., 2002; LUVIZOTTO, 2006; FERRARI et al., 2006).

Em relacdo ao trato gastrointestinal é possivel observar cdes com quadros de diarréia
cronica e enterite hemorragica (FERRER et al., 1991; DENEROLLE, 1996; FEITOSA, 2001;
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CIARAMELLA e CORONA, 2003; FEITOSA, 2006). Segundo Ferrer et al (1991) e
Luvizotto (2006) o envolvimento do trato gastrointestinal nos cdes pode ser resultante da
reacdo inflamatdria desencadeada pela agdo local do parasito, onde estes autores observaram
hiperemia difusa e focos de erosdo na mucosa do célon.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes estruturais e
marcacgdo imuno-histoquimica do parasitismo no intestino de cées, naturalmente infectados

por Leishmania (Leishmania) infantum.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma zoonose com ampla distribuicdo geogréafica em
paises de clima tropical ou subtropical (SLAPPENDEL, 1988; DAVIDSON, 1999;
DERREURE et al., 1999; BLAVIER et al., 2001; SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2008).

Nas Américas a LV ocorre em aproximadamente 24 paises, sendo o homem
considerado hospedeiro acidental no ciclo de vida das vérias espécies do parasito, que inclui
ainda como hospedeiro invertebrado, fémeas dos insetos flebotomineos da espécie Lutzomyia
longipalpis e como hospedeiros vertebrados canideos, marsupiais e roedores, dentre outros
(GRIMALDI e TESH, 1993; NOLI, 1999; DESJEUX, 2004).

A LV ¢é uma doenca de ambientes silvestres ou rurais, entretanto, as transformacoes
ambientais provocadas pelo intenso processo migratdrio e o processo de urbanizacdo
crescente levaram a expansdo das areas endémicas, com o aparecimento de novos focos,
apontando a enfermidade como uma doenga reemergente (CASTRO, 1996; ALVES e
BEVILACQUA, 2004).

E uma doenca de carater parasitario que acomete os principais 6rgios e que pode ser
fatal se ndo tratada, pois 0 hospedeiro falha em estabelecer uma resposta protetora eficiente
contra o parasita (SILVA, 2007).

2.2 Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca que passou a constituir um
grave problema de Saude Pablica (REICHMANN, 2006), visto que os cées tornaram-se 0
reservatorio mais importante na area urbana (COSTA et al., 1999; MILES et al., 1999;
ASHFORD, 2000; REICHMANN, 2006; SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2008).

A L. (L.) infantum tém duas fases distintas no seu ciclo de vida, uma fase com forma

promastigota flagelada e movel que vive extracelularmente no trato digestivo dos
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flebotomineos e uma fase com forma amastigota imovel que reside no interior de
macrdfagos do hospedeiro vertebrado (GRIMALDI e TESH, 1993).

A Leishmania sp. é parasito intracelular obrigatério, e quando os parasitos s&o
inoculados na pele do hospedeiro pelos fleb6tomos, invadem os macréfagos e neles se
multiplicam. Dependendo da resposta imune do hospedeiro frente ao agente, a Leishmania sp.
pode se disseminar nos macrdfagos para outros 6rgdos, tais como baco, medula 6ssea, figado
(SANTOS-GOMES et al., 2000; FEITOSA, 2006; LUVIZOTTO, 2006), coragdo, pulmao,
intestinos e rins (TAFURI et al., 1989; TAFURI et al., 2001; SILVA et al, 2002; FERRARI
et al., 2006; LUVIZOTTO, 2006; BANETH et al., 2009).

A LVC é uma doenga cronica, sistémica e fatal, sendo os principais sinais clinicos
representados por caquexia, anemia (SLAPPENDEL, 1988; CIARAMELLA et al., 1997;
FERRER, 1999; CIARAMELLA e CORONA, 2003; LANGONI et al., 2005;
KRAUSPENHAR et al.,, 2007; BANETH et al., 2009), alteracbes dermatoldgicas
(SLAPPENDEL, 1988; FERRER, 1999; FEITOSA et al., 2000; FEITOSA, 2001; FEITOSA,
2006; MELO et al., 2008; SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2008; BANETH et al., 2009) e
onicogrifose (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997; FEITOSA et al., 2000; CIARAMELLA e
CORONA, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SOLANO-GALLEGO e BANETH,
2008).

Sinais clinicos inespecificos como diarréia cronica e melena (GONZALES, et al.,
1990; FERRER et al., 1991; FERRER, 1999; BLAVIER et al., 2001; FEITOSA, 2001;
SILVA et al.,, 2001; AZEVEDO et al, 2003; CIARAMELLA e CORONA, 2003;
LUVIZOTTO, 2006; KRAUSPENHAR et al., 2007), alteracbes oftalmoldgicas (GARCIA-
ALONSO et al., 1996; FERRER, 1999; CIARAMELLA e CORONA, 2003; BRITO et al.,
2006; SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2008; BANETH et al., 2009), epitaxe (FERRER,
1999; CIARAMELLA e CORONA, 2003; BANETH et al., 2009), alteracdes neuroldgicas
(VINUELAS et al., 2001) e disturbios respiratérias (LUVIZOTTO, 2006) tém sido relatados

em cées com infeccéo por L. (L.) infantum.

2.3 Imunologia do Trato Intestinal

A barreira da mucosa intestinal possui uma enorme superficie composta por

uma variedade de elementos celulares e ndo-celulares. Estruturalmente, a barreira é formada
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por um revestimento de células epiteliais e tecidos linfoides organizados e projetados para
auxiliar na funcdo de protecdo contra antigenos estranhos prejudiciais (ACHESON e
LUCCIOLI, 2004).

O sistema imune local do trato gastrointestinal pode ser subdividido em distintos
compartimentos: linfocitos intra-epiteliais, lamina propria, foliculos linfoides isolados na
ldmina prdpria, foliculos linféides agregados como placas de Payer (no ileo) e linfonodos de
drenagem da parede intestinal. Este tecido linfatico associado ao trato digestivo é denominado
de GALT (Tecido Linféide Associado ao Digestivo) (KRAEHENBUHL e NEUTRA, 2000;
ANDERSON, 2001; JUNQUEIRA et al., 2004; SCHENK e MUELLER, 2008).

A lamina propria contém principalmente um enorme ndmero de células B
diferenciadas e secretoras de IgA, células T, células dendriticas, macréfagos, mastocitos e
polimorfonucleares (ANDERSON, 2001; BRANDTZAEG, 2002; SCHENK e MUELLER,
2008). Embora a apresentacdo do antigeno também ocorra, este compartimento oferece
importantes sitios efetores para impedir a entrada e disseminacdo sistémica de agentes
patogénicos através da barreira de células intestinais e para a destruicdo de patdgenos, quando
ocorre a invasdo (BRANDTZAEG, 2002).

Os linfacitos da 1dmina prépria sdo principalmente os plasmaécitos secretores de IgA
da linhagem de células B e células T efetoras. As células T efetoras incluem dois tipos de
células T auxiliares (Th), principalmente as células CD4+ e células CD8+ que tém funcdes
citotoxicas, mas que podem também elaborar respostas efetoras (ACHESON e LUCCIOLI,
2004).

Macrofagos, células dendriticas e células epiteliais fagocitam amostras de antigenos e
0s apresentam as células T. Respostas de células Thl ocorrem em ambientes onde a I1L-12 é
liberada por estas células apresentadoras de antigenos. IL-12 é conhecida como indutora de
células “natural killer” de funcgéo citotdxica e induz células Thl para produgdo de interferon-
gama (INF-g). INF-g é importante para mediacdo da resposta celular e para induzir
magrofagos a eliminar patdgenos intracelulares pela via do 6xido nitrico. Outras citocinas
importantes sdo a IL-2 e o fator de necrose tumoral (TNF-a), que ativam macrofagos e 1L-8
que recruta outros fagdcitos, como os neutrofilos. Tradicionalmente as células Th2 respondem
a agentes multinucleares, sendo secretadas outras citocinas IL-4, IL-5 e IL-3 para induzir a

ativacéo e diferenciacdo das células B para producdo de imunoglobulinas e recrutamento de
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eosindfilos e mastdcitos para os tecidos (ACHESON e LUCCIOLI, 2004; SCHENK e
MUELLER, 2008).

As placas de Payer sdo agregados de nddulos linfoides semelhantes em muitos
aspectos aos linfonodos; sdo localizadas na mucosa e se estendem até a submucosa de todo o
intestino delgado, especialmente no ileo. Pequenos nddulos linféides podem ser encontrados
em todo o trato intestinal (ANDERSON, 2001; JUNQUEIRA et al., 2004). Séao
caracterizadas por agregados de células B imaturas e células auxiliares T CD4+ dentro de
locais especificos das células M (KRAEHENBUHL & NEUTRA, 2000). Assim, estes
agregados linfoides entram em contato apenas com antigenos do limen intestinal e servem
como locais de indugdo de resposta imune intestinal (BRANDTZAEG, 2002). Outra
caracteristica Unica destes tecidos linfoides é a propensdo para a producédo de IgA. As células
dendriticas das placas de Payer produzem IL-10, que polariza células T virgens para Th
auxiliar tipo Th; e induz diferenciacéo dos plasmacitos para producéo de IgA (UEMATSU et
al., 2008).

2.4 Imunopatologia da LVC

A LVC pode apresentar-se como infec¢do aguda ou cronica, dependendo da interacéo
entre 0 agente etioldgico e o hospedeiro. Apds infeccdo por Leishmania sp, esta pode se
disseminar nos macrofagos (SANTOS-GOMES et al.,, 2000), os quais processam e
apresentam os antigenos parasitarios aos linfocitos T CD4+ que determinam resposta celular
(do tipo Thl), ou humoral (do tipo Th2), culminando com a regressdo ou progressdo da
doenga respectivamente. O tipo de resposta imune estimulada vai depender das citocinas que
orientam a integracdo leucocitéria no organismo hospedeiro (WILSON, 1988; BOGDAN et
al., 1996; CIARAMELLA e CORONA, 2003).

A resisténcia a infeccdo por Leishmania sp. esta ligada a ativacdo de células T CD4+
do tipo Thl, com producéo significativa de IFN- gamma (relacionada a morte intracelular das
formas amastigotas nos macréfagos) e IL-2 (PINELLI et al., 1994; BOGDAN et al.,1996;
PINELLI et al., 1999). Esse tipo de resposta celular Thl é induzida pela IL-12 (produzida por

macrdfagos ativados), pois quando esta citocina ativa a resposta imune celular do tipo Thi,
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ela inibe a resposta do tipo Th2, sendo responsavel pelo estabelecimento da magnitude da
resposta celular Th1 (PINELLI et al., 1994; BOGDAN et al.,1996; PINELLI et al., 1999).

A progressdo da doenga estd usualmente ligada a inducéo de resposta humoral do tipo
Th2 e conseqliente producdo de IL-4 (PINELLI et al, 1995; BOGDAN et al.,1996;
LUVIZOTTO, 2006), que induz a diferenciacdo de células B para a producéo de anticorpos
das classes 1gG1 e IgE e de fatores que desativam macréfagos, como IL-10, TGF-beta e
prostaglandina E, (BOGDAN et al.,1996; BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1998;
LUVIZOTTO, 2006).

Os o6rgdos linféides sdo alvos na doenca, ocorrendo proliferacdo
linfoplasmohistiocitaria, resultando em linfoadenomegalia generalizada (KEENAN et al.,
1984; CORBETT et al., 1992; LUVIZOTTO, 2006; KRAUSPENHAR et al., 2007; BANETH
et al., 2009).

Contudo, outros 6rgdos podem ser acometidos, tais como o figado, onde as lesbes
geralmente caracterizam-se por reacdo inflamatdria granulomatosa crdnica (TAFURI et al.,
2001) ou ainda por infiltrado linfoplasmocitario (RALLIS et al., 2005; KRAUSPENHAR et
al., 2007).

Sendo assim, no envolvimento do trato intestinal as lesbes podem ser resultantes da
reacdo inflamatdria desencadeada pela acdo local das formas amastigotas de Leishmania sp..
Tais lesbes sdo observadas a microscopia Optica como reagdo inflamatoria
linfohistioplasmocitaria severa, comprometendo mucosa, submucosa e muscular da mucosa,
onde formas amastigotas de Leishmania sp. sdo comumente identificadas no interior de
macrdfagos (LUVIZOTTO, 2006).
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3.0BJETIVOS

3.10bjetivo Geral

* Avaliar as alteracbes estruturais e marcagdo imuno-histoquimica do parasitismo no
intestino delgado e grosso de cées naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)

infantum.

3.2 Objetivos Especificos

* Avaliar as alteracbes estruturais e marcagdo imuno-histoquimica do parasitismo no
duodeno, jejuno, ileo, ceco, colon e reto de cdes naturalmente infectados por L. (L.)
infantum.

* Avaliagdo da resposta inflamatdria dos segmentos duodeno, jejuno, ileo, ceco, cdlon e

reto dos intestinos de cées naturalmente infectados por L. (L.) infantum.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 36 cdes, de ragas e idades variadas procedentes do Centro de
Vigilancia Ambiental da Secretaria de Saude de Petrolina com sorologia positiva 1gG anti-
Leishmania infantum no teste de Imunoadsor¢do Enzimética (ELISA) e exame parasitoldgico,

positivo para Leishmania sp.

4.2 Exame Clinico

Antes da realizacdo deste estudo, os animais foram submetidos a exame clinico através
de anamnese para obtencdo de dados referentes ao estado geral do animal, sexo, idade, porte,
evolucdo do processo, além do exame fisico que constituiu a avaliagdo do animal, para

identificacéo de alteracdes organicas, observando-se a existéncia de sinais sugestivos de LVC.

4.3 Necropsia

Todos os 36 animais selecionados foram submetidos a eutanésia e realizada a necropsia
segundo a Resolugdo n° 714/2002, pelo Centro de Vigilancia Ambiental da Secretaria de
Salde de Petrolina —através da aplicacdo intravenosa (IV) com seringa* de Thionembutal’®
na concentracdo de 33% na dose de 5,0 mL/Kg de peso corporal.

Foram coletados para este estudo fragmentos do duodeno, jejuno, ileo, ceco, colon e
reto. As amostras imediatamente fixadas apds a coleta em solucéo tamponada de formalina a

10% com pH 7.2, foram acondicionadas em frascos de polietileno devidamente identificadas.

! Seringa descartaveis — 3,0 (mL), Becton Dickson
% Thionembutal (Tiopental/Ampola 500mg)
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4.4 Macroscopia

Todos os segmentos duodeno, jejuno, ileo, ceco, célon e reto dos intestinos foram

avaliados quanto a presenca de lesdes na mucosa intestinal sugestivas de LVC.

4.5 Microscopia

As amostras dos tecidos foram processadas em equipamento histotécnico® automatico
seguindo-se técnica de rotina para desidratacdo, diafanizacdo e inclus@o em parafina
(TOLOSA et al., 2003). Apds este procedimento os blocos de parafina, contendo os
fragmentos, foram cortados em micrétomo® com espessura entre 4-5 um e montados em
laminas® histoldgicas. Em cada lamina foram colocados dois a trés cortes de cada amostra.
Posteriormente, os cortes histoldgicos dos intestinos foram corados com hematoxilina-eosina
(H.E.) (TOLOSA et al., 2003) no Laboratério de Patologia Animal no Departamento de
Medicina Veterinaria da UFRPE.

4.6 Avaliacdo Imuno-Histoquimica pela Estreptoavidina-Peroxidase para

Deteccdo de Formas Amastigotas de Leishmania sp.

A imunomarcacéo das formas amastigotas de Leishmania sp foi realizada utilizando-se
a técnica de imuno-histoquimica pela estreptoavidina-peroxidase em material bioldgico
embebido em parafina, no laboratério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) do
Departamento de Patologia Geral da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) através

de metodologia padronizada por Tafuri et al., (2004).

¥ Equipamento Histotécnico Automatico Ancap

* Micrétomo Leitz Wetzear

® Laminas para microscopia ponta fosca beiradas nio lapidadas 25,4x76,2 mm (1" x 3).
LAMEDID Comercial e Servigos Ltda.
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Para cada bateria de 20 I1&minas utilizou-se um controle negativo de area ndo endémica
e um positivo do ICB. Como controle negativo, foi usada Solucdo Salina Tamponada (SST),
em substituicdo aos anticorpos primarios. Como controle positivo utilizou-se uma I[&mina com

corte histologico de pele de orelha de um co naturalmente infectado com Leishmania sp.

4.7 Analise Estatistica

Todas as andlises foram realizadas por meio dos programas estatisticos
computacionais Prism 4.0 e GraphPad Instat, adotando-se nivel de significAncia de p<0,05.
Para a comparacdo da reacdo inflamatoria e a carga parasitéria utilizou-se o teste de Kruskal
Wallis. Para andlises de correlacdo entre parasitismo e inflamagdo o teste aplicado foi o

Coeficiente de Correlacdo de Spearman.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Exame Clinico

Na anamnese realizada todos os 36 animais examinados apresentaram pelo menos um

dos cinco sinais clinicos sugestivos de LVC (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequiéncia relativa (FR) e absoluta (FA) dos sinais clinicos dos animais com

leishmaniose visceral canina (LVC) provenientes do municipio de Petrolina, PE, 2010.

Sinais Clinicos Frequéncia

FR FA
Caquexia 21/36 58,33
Onicogrifose 19/36 52,77
Ulceras 12/36 33,33
Linfadenomegalia 11/36 30,55
Conjuntivite 8/36 22,22

Os dados aqui observados assemelham-se aos encontrados na literatura, quando séo
relatados sinais inespecificos, como linfodenomegalia, Ulceras, onicogrifose, caquexia
(SLAPPENDEL, 1988; CIARAMELLA et al.,1997; CIARAMELLA e CORONA, 2003;
FEITOSA et al, 2000; FEITOSA, 2006; SILVA, 2007; SOLANO-GALLEGO e BANETH,
2008; BANETH et al., 2009) e conjuntivite (BANETH et al., 2009) que podem ocorrer no
estagio ativo da doenca na LVC.

Entretanto, nossos dados diferem de outros autores, que relatam que a maioria dos
cdes infectados ndo apresentavam nenhum sinal clinico sugestivo de LVC (NOLI, 1999;
DANTAS-TORRES et al., 2008; LANGONI, 2008; BANETH et al., 2009; QUEIROZ et al.,
2010).
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Convém ressaltar que os 36 animais avaliados neste trabalho ndo apresentaram sinais
clinicos de diarréia, assemelhando-se aos achados observados por Adamama-Moraitou et al.
(2007) que ao trabalharem com 31 cdes naturalmente infectados por L. (L.) infantum também

ndo obhservaram sinais clinicos de diarréia.

5.2. Andlise Macroscopica

Nos intestinos delgado e grosso de 100% dos animais estudados neste trabalho néo
foram observadas alteracbes macroscopicas dignas de nota nos segmentos duodeno, jejuno
ileo, ceco, colon e reto.

Os resultados observados assemelham-se aos achados encontrados por Adamama-
Moraitou et al. (2007) que ao trabalharem com bidpsias do cdlon de cées, naturalmente
infectados por L. (L.) infantum, e ndo confirmados pela técnica de imuno-histoquimica, ndo
observaram alteragbes macroscdpicas em 67,7% (21/31) dos animais estudados, e também
ndo encontraram lesGes macroscopicas em 8,7% (2/23) dos cdes confirmados pela técnica de
imuno-histoquimica. Assemelham-se também aos achados observados por Silva et al. (2002)
que ndo observaram nenhuma lesdo macroscopica importante no duodeno, jejuno, ileo, ceco e
colon em um céo com LVC.

Entretanto, os resultados obtidos diferem dos achados encontrados por Ferrer et al.
(1991) e Luvizotto (2006) que observaram hiperemia difusa e focos de erosdo na mucosa do
colon de cdes naturalmente infectados por L. (L.) infantum. Os resultados aqui encontrados
diferem ainda dos achados observados por Gonzales et al. (1990) que ao trabalharem com o
colon e o reto de 8 cdes experimentalmente infectados por L. (L.) infantum observaram
espessamento gradual e difuso da parede, hipermia da mucosa apresentando uma aparéncia
aspera com pequenas erosdes multifocais em sua superficie. Os resultados obtidos diferem
também dos achados relatados por Adamama-Moraitou et al. (2007) que ao trabalharem com
bidpsias do colon de cdes naturalmente infectados por L. (L.) infantum e confirmados pela
técnica de imuno-histoquimica, observaram lesbes macroscopicas tais como, hiperemia,

edema e leves a moderadas erosfes no colon de 25,8% (8/31) dos animais estudados.

5.3. Andlise Microscopica
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5.3.1 Avaliacéo Histopatologica

Neste estudo, a alteracéo histopatoldgica mais frequentemente encontrada foi a reagdo
inflamatéria linfohistioplasmocitaria, ocorrendo em 88,88% (32/36) dos fragmentos de
duodenos, 86,11% (31/36) dos fragmentos de jejunos, 97,22% (35/36) dos fragmentos de
ileos, 91,66% (33/36) dos fragmentos de cecos, 86,11% (31/36) dos fragmentos de c6lons e
72,22% (26/36) dos fragmentos de retos (Figura l.a, 1.c) (Apéndice 1). Esta reacdo
inflamatGria comprometia principalmente a mucosa, a submucosa e a muscular da mucosa.

Os resultados encontrados neste estudo assemelham-se aos observados por Luvizotto
(2006) que admite que o envolvimento do trato gastrintestinal pode ser resultante da reacgéo
inflamatéria desencadeada pela acdo local do parasito. Tais lesbes sdo observadas a
microscopia como reacdo inflamatdria linfohistioplasmocitaria severa, comprometendo
mucosa, submucosa e muscular da mucosa, onde formas amastigotas da L. (L.) infantum sdo
comumente identificadas no interior de macrofagos. Por outro lado, diferem dos achados
relatados por Adamama-Moraitou et al. (2007) que ao trabalharem com bidpsias do célon de
cdes naturalmente infectados por L. (L.) infantum e ndo confirmados pela técnica de imuno-
histoquimica ndo observaram nenhum tipo de reagdo inflamatéria ao exame histopatoldgico
em 67,7% (21/31) dos animais estudados.

Foram observadas neste estudo a presenga de linfocitos, plasmécitos e macrofagos
ativados encontrados de forma difusa, muitos destes com formas amastigotas L. (L.) infantum,
comprometendo principalmente a mucosa, a submucosa e a muscular da mucosa, presentes
em fragmentos do duodeno, jejuno, ileo, ceco, cdlon e reto (Figura 1.a, 1.b, 1.c e 1.d), como
também relatado por varios autores (ANDERSON et al., 1980; KEENAN et al, 1984;
GONZALEZ et al ,1990; FERRER et al, 1991; SILVA et al, 2002; CIARAMELLA e
CORONA, 2003; LUVIZOTTO, 2006).

Segundo Gonzales et al. (1990) a razdo da infiltracdo de linfocitos e plasmocitos,
juntamente com os macréfagos parasitados com as formas amastigotas, se deve a progressiva
estimulacéo antigénica da L. (L.) infantum ocorrendo hiperativacdo da imunidade humoral, e
como resultado, ha infiltracdo destas células, como observado neste trabalho. Convém
ressaltar que neste estudo ndo foram observados formacgdo de granulomas nem células
polimorfonucleares em todos os segmentos analisados, evidenciando que a doenca possui

carater inflamatorio cronico.
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Foram observados neste estudo hiperplasia dos nddulos de tecido linfoide agregados
(placas de Payer) no duodeno, jejuno e principalmente no ileo sendo este o 6rgdo mais
acometido e dos nodulos de tecido linfdide isolados em segmentos do ceco, colon e reto.
Esses achados assemelham-se aos achados relatados por Keenan et al. (1984) que admitem
que esta hiperplasia, associada ou ndo ao parasitismo, pode ocorrer no intestino delgado,
jejuno e ileo e no intestino grosso, ceco e cdlon, porém é mais pronunciada no ileo e ceco.

E possivel que a 0 maior acometimento do segmento ileo observado neste trabalho se
deva ao maior nimero de placas de Payer presentes neste 6rgdo (ANDERSON, 2001;
JUNQUEIRA et al., 2004).

AlteragBes circulatorias, tais como, hiperemia, hemorragia e congestdo foram
observadas em 66,66% (24/36) dos fragmentos de duodenos, 69,44% (25/36) dos fragmentos
de jejunos, 69,44% (25/36) dos fragmentos de ileos, 77,77% (28/36) dos fragmentos de cecos,
80,55% (29/36) dos fragmentos de colons e 77,77% (28/36) dos fragmentos de retos
(Apéndice 2). Nossos resultados assemelham-se aos achados observados por Carvalho (2010)
que trabalhando com 8 cées naturalmente infectados por L. (L.) infantum e 8 cées
experimentalmente infectados, também encontrou congestdo no ileo destes cées, sendo mais

pronunciada nos animais experimentalmente infectados.
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Figura 1

Figura 1.a- Jejuno de cdo naturalmente infectado com L. (L.) infantum. Inflamagdo linfohistioplasmocitaria na mucosa (seta
amarela), na muscular da mucosa (seta preta) e submucosa (seta vermelha). HE. 220X

Figura 1.b- Jejuno de céo naturalmente infectado com L. (L.) infantum. Macréfagos (seta amarela) e plasmdcitos (seta preta)
HE. 440X

Figura 1.c- Ceco de cdo naturalmente infectado com L. (L.) infantum. Inflamagdo linfohistioplasmocitaria na mucosa (seta
amarela) HE. 220X.

Figura 1.d- Ceco de cdo naturalmente infectado com L. (L.) infantum. Macréfagos ativados parasitados com formas

amastigotas de L. (L.) infantum (seta amarela). HE. 440X.
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5.3.2 Avaliagdo Imuno-Histoquimica

A presenca de formas amastigotas de L. (L.) infantum no intestino delgado (duodeno,
jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, cdlon e reto) dos cédes analisados foi confirmada em
22,22% (8/36). Vale ressaltar que as marcagdes foram observadas em todos os segmentos
analisados e comprometiam principalmente a mucosa, a submucosa e a muscular da mucosa
(Figura 2.a, 2.b, 2.c e 4.d). Observamos que o ceco foi 0 segmento mais acometido com seis
imumomarcagdes, o ileo com quatro, o0 jejuno e reto com trés e o duodeno e célon com duas.
As andlises que vem a seguir foram realizadas apenas nos oito animais positivos imuno-
histoquimicamente.

Os resultados aqui observados assemelham-se aos achados observados por Silva et al.
(2002) que relatam o caso clinico de um cdo naturalmente infectado por L. (L.) infantum, onde
foi confirmada a presenca de formas amastigotas pela técnica de imuno-histoquimica pela
estreptoavidina-peroxidase no duodeno, jejuno, ileo, ceco e colon, onde o maior
comprometimento observado foi da mucosa e submucosa, respectivamente. Esses resultados
também sdo semelhantes aos achados observados por Ferrer et al. (1991) que relataram o caso
clinico de dois cées naturalmente infectados por L. (L.) infantum, cuja a presenca de formas
amastigotas foi confirmada pela técnica de imuno-histoquimica pela peroxidase no segmento
colon de cada cdo. Assemelham-se também aos achados encontrados por Adamama-Moraitou
et al. (2007) que ao trabalharem com bidpsias do c6lon de cdes, naturalmente infectados por
L. (L.) infantum, também observaram a presencga de formas amastigotas na mucosa do c6lon
de 32,3% (10/31) dos cées pela técnica de imuno-histoquimica.

Por outro lado, diferem dos achados de Adamama-Moraitou et al. (2007) que
trabalhando apenas com biopsias de cdlon de 10 cées naturalmente infectados por L. (L.)
infantum ndo encontraram inflamacédo linfohistioplasmocitaria. Estes autores revelaram, no
entanto a presenca lesdo piogranulomatosa em 90% (9/10) ou granulomatosas em 10% (1/10)

dos animais que foram detectados imuno-histoquimicamente parasitas na mucosa do célon.



Figura 2

Figura 2.a- Jejuno de cdo naturalmente infectado com L. (L.) infantum. Imunomarcacéo positiva de formas amastigotas de L.
(L.) infantum (seta amarela) pelo método imuno-histoquimico em Estreptoavidina-Peroxidase IHQ 440X.

Figura 2.b- Jejuno de um cdo naturalmente infectado com L. (L.) infantum. Imunomarcag&o positiva de formas amastigotas

de L. (L.) infantum na mucosa (seta amarela) e entre as vilosidades (seta vermelha) pelo método imuno-histoquimico em
Estreptoavidina-Peroxidase. IHQ 440X.

Figura 2.c- Ceco de um céo naturalmente infectado com L. (L.) infantum.. Imunomarcac&o positiva de formas amastigotas de
L. (L.) infantum (seta amarela) pelo método imuno-histoquimico em Estreptoavidina-Peroxidase. IHQ 440X.

Figura 2.d- Ceco de um co naturalmente infectado com L. (L.) infantum.. Imunomarcag&o positiva de formas amastigotas de
L. (L) infantum na mucosa (seta amarela) e na submucosa (seta vermelha) pelo método imuno-histoquimico em
Estreptoavidina-Peroxidase. IHQ 440X.
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Na Figura 3. observa-se a comparagdo da carga parasitaria entre duodeno e 0s outros
segmentos do trato intestinal. Quando avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis com Post Test
Dunns constata-se diferenca estatistica significativa entre eles (p=0,0001). Provavelmente isto
decorreu da pequena carga parasitaria do reto, pois 0s demais segmentos demonstram ser
estatisticamente semelhantes, ou seja, possuem carga parasitaria semelhantes.

Apesar da diferenga estatistica da carga parasitaria (p= 0,0001) entre todos o0s
segmentos do trato intestinal demonstrar que o segmento reto possuia carga parasitaria menor
(Figura 3), quando analisamos a comparacéo da inflamagdo entre todos os segmentos do Tl
(Figura 4) ndo se observa diferenca estatistica, ou seja, a resposta inflamatdria teve a mesma
intensidade em todos 0s segmentos e provavelmente sua intensidade de resposta ndo esta
relacionada com a carga parasitaria presente. Isso demonstra que o reto apresentou-se
inflamado como os outros segmentos do TI (Figura 4), independente da carga parasitaria
presente ser menor que a dos demais segmentos.

Os resultados aqui vistos assemelham-se aos achados encontrados por Gonzales et al.
(1990) que trabalhando com colon e reto de cdes experimentalmente infectados com L. (L.)
infantum observaram que a carga parasitaria variou nos macréfagos nestes segmentos no
curso da doenca, e para este autor, o decréscimo da carga parasitaria ndo estd diretamente

relacionado com a intensidade da resposta inflamatoria.

40+
a s Duodeno
o
% E Jejuno
o
& 30 fleo
8
o s Ceco
=)
é 20+ = Clon
@
o m— Reto
kel
§ 10
5 i
£
S
z
0-

Figura 3: Comparacéo da carga parasitaria entre todos os segmentos do trato intestinal avaliados de oito
cdes naturalmente infectados com Leishmania infantum e positivos a imuno-histoquimica. p = 0, 0001 (*

Diferenca estatistica)



34

4
mmm Duodeno
12
o
g — Jejuno
[ 3_
3 ;
o lleo
N
% mmmm Ceco
g 24 . Colon
£ NN Reto
g 1
@
0-

Figura 4: Comparacédo da reacdo inflamat6ria entre os segmentos do trato intestinal de oito cdes naturalmente

infectados com Leishmania infantum positivos pela IHQ, (p = 0,4040).

A comparacdo entre carga parasitaria e reacdo inflamatoria em todos os segmentos do
T1 demonstrou diferenca estatistica (p < 0,0070) (Figura 5), evidenciando que a intensidade
da inflamagdo independe da carga parasitaria presente. A correlagcdo entre parasitismo e
inflamag&o revelou-se positiva, mas fraca, onde r’ = 0,5895 (Figura 6), demonstrando que o
parasitismo e a inflamagdo aumentam concomitantemente. Nossos resultados assemelham-se
aos achados observados por Luvizotto (2006), que sugeriu que a reacdo inflamatoria

envolvendo o trato intestinal pode ser desencadeada pela ag&o local do parasito.
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Figura 5. Comparagéo entre carga parasitaria e reacdo inflamatéria em todos os segmentos do trato intestinal de

oito cédes naturalmente infectados com Leishmania infantum, positivos pela IHQ, *p < 0,0070.
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Figura 6: Correlacdo entre parasitismo e inflamacdo em oito cdes naturalmente infectados com Leihsmania
infantum positivos pela IHQ, (r* = 0,5895).
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6. CONCLUSOES

A ocorréncia da reagdo inflamatoria linfohistioplasmocitaria nos intestinos delgado e
grosso de cdes naturalmente infectados por L. (L.) infantum é a mais expressiva lesdo
observada e esta correlacionada com a ocorréncia do parasita nestes drgaos.

A marcagdo imuno-histoquimica pela streptoavidina-peroxidase confirmou a presenca
de formas amastigotas L. (L.) infantum em todos os segmentos dos intestinos delgado e

grosso.
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8.1 APENDICE 1

Reto
ILHP | M.A

Coélon
ILHP | M.A

Ceco
ILHP | M.A

lleo

ILHP | M.A

Jejuno

ILHP | M.A

Duodeno

ILHP

M.A

Tabela 2 — Alteracdes inflamatérias encontradas em cada segmento do intestino delgado e

grosso de cdes naturalmente infectados por LVC.

Animal

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
ILHP

Macro6fago ativado

Inflamacdo linfohistioplasmocitaria; M.A =

Ausente; 1 = Discreto; 2 = Moderado; 3 = Intenso

0=
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8.2 APENDICE 2

Reto

Coélon

Ceco

ileo

Jejuno

Duodeno

Hip |Hem| Con | Hip | Hem| Con| Hip | Hem| Con| Hip |Hem | Con | Hip |Hem| Con | Hip | Hem| Con

Tabela 3 — Alteragdes circulatdrias encontradas em cada segmento do intestino delgado e

grosso de cdes naturalmente infectados por LVC.

Animal

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25

26
27

28
29
30
31

32

33
34

35

36

a0 passiva

Hemorragia; Con = Congest

Moderado; 3

Hiperemia; Hem

Hip

0

Intenso

Ausente; 1 = Discreto; 2 =
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PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUIMICA PELA REACAO

STREPTOAVIDINA-PEROXIDASE

1- Desparafinar (se for o caso) — 15 min. (Xilol I e Il) Bateria Rosa (Aqui se coloca a lamina

Pink Controle)

Hidratar os cortes em alcool (3 min em cada lcool Absoluto Il ao 70%).

OBS: Laminas Criostato comegar nos élcoois
2- Dar 01 banho de PBS (1X) — 5 min.

3 — Bloqueio da Peroxidase Enddgena :

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

Colocar os cortes em solucédo de &4gua oxigenada (H202) 30 volumes por 20 a 30 min.

H202 30V ---------------- 3,5 ml------m---- 7,0 ml
PBS 100 ml ---------- 200 ml
4- Dar 03 banhos de PBS (1X) — 5 min. cada.

5- Bloqueio dos Sitios de Ligaces Antigénicos Inespecificos :

Enxugar as laminas em torno dos cortes (usando papel higiénico).
Pingar SORO NORMAL DE CABRA (1: 50) Incubar em cdmara Umida - 30 min. a

temperatura ambiente.

ou

leite desnatado 6% (12g em 200ml de PBS) — 1o Bloqueio.

6 - Dar 01 banho de PBS 1X

7- Enxugar 0 excesso e pingar o soro primario: SORO DE CAO NATURALMENTE

INFECTADO (SNI-CAO) 1: 100 .

Incubar em camara Umida a 4°C (geladeira) por 16 a 18 horas (“overnight’).

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

9- Enxugar o excesso de PBS e pingar o soro secundario : SORO DO KIT DAKO

AMARELO SEM DILUIR e incubar por 20 min.

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

11 - Enxugar o excesso de PBS e pingar o soro terciario: SORO DO KIT DAKO LARANJA

(streptoavidina-peroxidase conjugada) SEM DILUIR e incubar por 20 min.

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

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

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

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

14- Transferir as Iaminas para o PBS e contrastar com Hematoxilina de Harris normal por 3
segundos.

15- Lavar em &gua corrente por 10 minutos

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

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

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

Montar a lamina.



9.2 ANEXO 2

DILUICOES UTILIZADAS PARA IMUNO-HISTOQUIMICA

1. Solucgdo Salina Tamponada (SST)ou (PBS) (pH 7,2 - 7,4)

Para 1 litro de solugdo concentrada 10X

NaZHPO4 ..o 11,569
KH2PO4 ... 02,729
NaCl .. 87,00g

Completar com 1 litro de agua destilada

49

OBS.: O PBS para Imuno-histoquimica deve ser diluido. Para 1 litro, coloca-se 100ml de PBS

concentrado e completa com 900ml de &gua destilada (1X).
Observa-se também o pH que deve estar entre 7,2 e 7,4.
2. Soro Albumina Bovina (BSA)

0,025 25ml de PBS para 25ml
0,059 50ml de PBS para 50ml
0,1 100ml de PBS para 100ml

OBS.: O PBS deve ser diluido

3. Leite em P6 desnatado 6%

129 200ml de PBS diluido (1X)

4. Soro de Céao

1:100 200 pl de soro de céo (CA51) 19.800pl de BSA = 20ml
1:50 400 pl de soro de céo (CA51) 19.600ul de BSA = 20ml

1:10 10yl de soro de céo (CA51) 90ul de BSA = 100pl
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