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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca de carater zoonético sendo
considerada como uma das mais importantes do ponto de vista da saude
publica. E causada por diversas espécies do género Leishmania, transmitidas
por insetos vetores que afetam tanto seres humanos como animais domésticos
e silvestres. Até o presente momento, de todos os animais identificados como
reservatorios da doenca o cdo é considerado o0 mais importante, sendo o
principal elo na cadeia de transmisséo da LV.

A pobreza associada ao crescimento demografico, deslocamento de
pessoas e animais e a urbanizacdo desorganizada nas periferias dos grandes
centros urbanos, favoreceu a expansao da doenca, que esta distribuida por
todos os continentes, com exce¢do da Oceania e da Antartida.

A infecgdo causada pela Leishmania infantum chagasi em cées resulta
em uma variedade de manifestacdes clinicas, levando ao desenvolvimento de
alteracbes dermatoldgicas, problemas renais, digestorios, cardiorrespiratorios,
musculoesqueléticos e neuroldgicos. Além disso, um grande contingente de
animais infectados permanece assintomatico.

O sistema nervoso central (SNC) possui uma série de caracteristicas
morfologicas e funcionais que o tornam, de certa forma, menos susceptivel a
infeccbes. Entretanto, alguns patdgenos sdo capazes de transpor 0S
mecanismos de defesa e causar alteracdes neurologicas.

No tocante ao envolvimento do SNC em c&es com leishmaniose visceral
canina (LVC), verifica-se a presenca de poucos dados tanto na literatura
nacional quanto internacional. Dos poucos estudos cujo objetivo principal era
elucidar as caracteristicas neuroldgicas de cdes com LV, nota-se a existéncia
de evidentes contradicdes no que tange a patogenia da doenca. Através do
presente estudo viemos, tentar diminuir esta lacuna no conhecimento da
etiopatogenia das lesdes neuroldgicas causadas por L. infantum chagasi., por
meio da pesquisa de DNA do parasita no encéfalo de cdes com e sem

sintomas neurolégicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
prevaléncia mundial das diferentes formas clinicas de leishmaniose, zoonose
causada por protozoarios do género Leishmania, ultrapassa os 12 milhdes de
casos. Trata-se de uma doenca endémica nos cinco continentes, em 88 paises
localizados em regides tropicais e subtropicais, com uma populacdo de 350
milhnBes de habitantes residindo em areas de risco. Na América Latina a
leishmaniose visceral (LV) ja foi identificada em 12 paises, ocorrendo relatos
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com a maior parte
dos casos ocorrendo no Brasil (WHO, 2006).

O primeiro caso de leishmaniose visceral americana (LVA) no Brasil data
de 1913, quando Migone descreve uma necropsia de um paciente oriundo de
Boa Esperanca, Corumba - MS (ALENCAR et al., 1956). No ultimo censo
realizado sobre leishmaniose no Brasil, verificou-se que entre os anos de 2000
e 2010 foram registrados 43.189 novos casos de leishmaniose visceral
americana (LVA) e, destes, 2.422 pessoas vieram a Obito (BRASIL, 2012).

No Estado de Séo Paulo constata-se um processo de expanséo da LVA,
notificada pela primeira vez no ano de 1999, a medida que se verifica a
adaptacdo do vetor a zonas urbanas (SAO PAULO, 2007). Até junho de 2006,
casos da doenca, ja haviam sido notificados em 34 municipios das regides de
Aracatuba, Bauru, Marilia e Presidente Prudente (Figura 1) (SAO PAULO,
2006). Segundo a secretaria de Vigilancia Epidemiolégica de Aragatuba, no
ano de 2010 ocorreram 30 casos; em 2011, 44 e até junho de 2012 ja haviam
sido notificados 10 casos de LVA na regido (SAO PAULO, 2012).



Ano de 1999 Ano de 2006

Figura 1- Mapas do Estado de S&o Paulo destacando os municipios com
presenca de casos de leishmania visceral americana nos anos de
1999 e 2006 (Adaptado de SAO PAULO, 2006).

No Brasil a leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é
causada pela Leishmania infantum chagasi, e sua transmiss&o ocorre por meio
da picada de fémeas de insetos dipteros da familia Psychodidae (GONTIJO;
MELO, 2004). Estes flebotominios estao distribuidos por toda a América Latina,
sendo popularmente conhecidos como mosquito—palha, birigui e tatuquira
(SAO PAULO, 2007). O principal transmissor da doenca € a Lutzomyia
longipalpis porém, a Lutzomyia cruzi ja foi incriminada como transmissor deste
protozoario no Estado do Mato Grosso do Sul (SANTOS et al., 2003).

As leishmanias sdo parasitos intracelulares de células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF) (SAO PAULO, 2007). Seu ciclo bioldgico inicia-
se quando os flebotomineos infectados com as formas promastigotas realizam
0 repasto sanguineo. As formas infectantes sao inoculadas na pele do
hospedeiro, fagocitadas pelas células do SMF e, no interior dos macrofagos,
diferenciam-se em formas amastigotas. Estas, multiplicam-se por divisdo
binaria intracelular até romperem os macréfagos e serem novamente
fagocitadas. Desta forma, disseminam-se para 6Orgéos linfoides tais como o
figado, baco, linfonodos e medula 6ssea, assim como para outras partes do
organismo, por via linfatica e hematdgena. Ao picar o hospedeiro vertebrado
infectado, o vetor ingere macréfagos parasitados que se romperdo em seu

intestino. As formas amastigotas sédo entdo liberadas, diferenciam-se em



formas flageladas promastigotas, as quais originardo as formas infectantes. O
ciclo evolutivo do parasito no vetor completa-se em torno de 72 horas
(BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012; SAO PAULO, 2006).

Os flebotomineos realizam oviposicdo em ambiente sombreado e rico
em matéria organica, e seu ciclo biolégico, de ovo, larva, pupa a adulto, leva
em torno de 30 dias para se completar (MORRISON et al., 1993). A atividade
hematofagica é realizada pelas fémeas, predominantemente a noite, iniciando-
se cerca de uma hora apés o crepusculo (CAMARGO-NEVES, 2004). A vida
média das fémeas é de 20 dias (MORRISON et al., 1993).

A doenca, que durante muitos anos se manifestava predominantemente
em areas rurais, nos ultimos 15 anos vém se apresentando em areas urbanas.
Esta inversdo é atribuida a grande migracdo da populacdo rural para os
suburbios das areas urbanas, levando a formacdo de locais densamente
populosos, muitas vezes sem estrutura minima de saneamento, criando assim
um local propicio para a proliferacdo do fleb6tomo. Nesses assentamentos, o
parasita recém-introduzido encontra um grande numero de individuos com
baixa imunidade e desnutridos, mais vulneraveis a doenca (WHO, 2006).

Apesar de alguns estudos aventarem a possibilidade da ocorréncia da
transmissao da leishmaniose visceral por meio de outros vetores invertebrados,
como o0 Rhipicephalus sanguineus (COUTINHO et al., 2005, SOLANO-
GALLENO et al.,, 2012) e a Ctenocephalides felis (FERREIRA et al., 2009),
ainda néo existe comprovacdo de tal fato. No homem ja foi reportada a
transmissdo da doenca sem a necessidade de um vetor, como ocorre nos
casos de transfusdo sanguinea, ou pelo compartilhamento de agulhas
contaminadas com sangue infectado (PEARSON; SOUSA, 1996).

A prevaléncia de leishmaniose visceral em cdes em areas endémicas
pode atingir de 20 a 40% da populacdo. Acredita-se que em areas com alta
infeccdo em cées a incidéncia na populacdo humana varie de 1 a 2%
(BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012; CASTRO, 1996; SANTA-ROSA, 1997).

O quadro clinico em cées é semelhante ao de humanos, exceto pelo
desenvolvimento de lesdes de pele. Desta forma, a espécie canina assume
singular papel como modelo experimental da doenga no homem (KOUTINAS et
al, 1993). Os caes podem apresentar sintomas inespecificos, tais como febre,

anemia, linfoadenopatia, hepato e esplenomegalia e perda progressiva de peso



evoluindo para caquexia (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012; GENARO,
1993). As lesdes cutaneas sao frequentes e apresentam padrdes variados, que
compreendem uma excessiva descamacdo da epiderme, areas de alopecia,
ulceracdes e onicogrifose (FEITOSA et al., 2000). O periodo de incubacéo da
doenca no céo pode variar de trés meses a dois anos (GENARO, 1993).

A principal causa da morte de cdes com a doenca é a insuficiéncia renal,
decorrente de quadros de glomerulonefrite e nefrite intersticial. Alguns céaes
apresentam alteracdes digestoérias devido a presenca de ulceragcdes na mucosa
gastrica e intestinal. Pode-se verificar também diateses hemorragicas, tais
como epistaxe, e alteracfes oftalmicas como ceratoconjuntivite e uveite. Muitos
cdes desenvolvem problemas locomotores com manifestacfes clinicas
decorrentes de poliartrite, polimiosite e até osteomielite (ALEXANDRE-PIRES,
2008; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012; CORREIA, 2008; FEITOSA et al.,
2005; NOLI, 1999).

Apesar de pouco frequentes, existem relatos de alteracdes neuroldgicas
em cées com leishmaniose visceral, com ou sem a participacdo de outros
agentes oportunistas. Dentre elas destacam-se convulsbes generalizadas,
mioclonias, vocalizacdo, anisocoria, midriase bilateral, nistagmo, lesdo de
nervos cranianos, inclinacdo da cabeca, andar em circulos, ataxia, tremor de
intencdo, tetraparesia e tetraplegia (MARCONDES, 2008). Apesar desses
relatos, a patogenia da doenca no sistema nervoso ndo estd totalmente
esclarecida. De 215 cédes naturalmente acometidos por LV avaliados
clinicamente em Aracatuba-SP, éarea endémica para a doenca, 4%
apresentaram sintomas neurolégicos (FEITOSA et al., 2000).

Mais recentemente, José-Lopez et al. (2011) relataram a provavel
ocorréncia de infartos cerebrais em dois cdes com leishmaniose visceral que
apresentaram quadros agudos de prostracdo, paralisia de nervos faciais, andar
em circulos e déficits proprioceptivos. Os dois animais apresentaram melhora
dos sintomas ap0s um més da instituicdo do tratamento para LV, sugerindo um
envolvimento da doenca no desenvolvimento das alteracdes neurolégicas.

Em seres humanos acometidos por leishmaniose visceral € incomum a
observacéo de sinais clinicos que envolvam o SNC, sendo o comprometimento
dos nervos periféricos uma apresentacdo mais frequente (SNYDMAN et al.,

2006). Hashim et al. (1995), relataram que 46% das pessoas com LV



desenvolveram sinais de neuropatias periféricas, cujo sintoma mais
frequentemente observado foi uma sensacdo de queimacdo nos pés. Sao
descritos, ainda, casos de disfuncdo de nervos cranianos, meningite e
alteracbes semelhantes a sindrome de Guillain-Barré (SNYDMAN et al., 2006).

Um dos poucos relatos de alteracbes neuroldgicas centrais em seres
humanos data de 1996, quando Prasad e Sen descreveram um quadro de
meningite crénica em um menino de 10 anos, portador de leishmaniose
visceral. O quadro neurolégico iniciou-se um ano apos o diagnéstico da doenca
e foi tratado sem sucesso, com ocorréncia de varias recidivas, durante um ano
e oito meses. Muito embora varias amostras de liquor tenham sido colhidas no
decurso da enfermidade, nenhuma delas evidenciou a presenga de formas
amastigotas. Somente apdés uma esplenectomia é que foram observadas
leishmanias no liquor.

Em condicdes normais o sistema nervoso central (SNC) é menos
susceptivel a infeccdes, devido a presenca da barreira hematoencefalica
(BHE). A funcdo da barreira é limitar a passagem de leucécitos e
macromoléculas para dentro do sistema nervoso, protegendo-o, desta forma,
contra patdgenos e células encontradas na circulacdo periférica (ABBOTT et
al., 2010; GALEA et al., 2007). A BHE € composta por células endoteliais cujas
juncdes intercelulares, denominadas “tight junctions”, sdo responséveis por
limitar a passagem de macromoléculas para o interior do SNC (BALLABH et al.,
2004). No entanto, em condicfes inflamatorias a presenca de citocinas pode
aumentar a permeabilidade da barreira e, desta forma, facilitar a entrada de
patdgenos e leucdcitos (BALLABH et al., 2004).

A BHE est4 presente em todo o SNC, com excecédo do plexo coréide e
dos oOrgaos circunventriculares, regides onde os capilares sanguineos séo
fenestrados e encontra-se a barreira hematoliquérica (BHL) (WOLBURG;
PAULUS, 2010). Em decorréncia da presenca de fenestragcdes nos capilares
sanguineos, essas regides sdo, por vezes, tidas como portas de entrada de
células inflamatorias e patdogenos ao SNC (MARQUES et al., 2007).

Devido a estruturacdo do SNC, na tentativa de ndo permitir que seu
isolamento seja quebrado, autores tem proposto diferentes teorias para tentar
elucidar como ocorre a entrada de agentes infecciosos no mesmo. Dentre elas

citam-se: invasao direta do agente por meio das células epiteliais do plexo-



coroide (STRAZZIELLE; GHERSI-EGEA, 2000), do endotélio capilar, por
células da barreira hematoencefalica ou hematoliquérica ou, ainda, no interior
de leucdcitos infectados que ultrapassam as barreiras (HUANG; JONG, 2001;
LOSSINSKY; SHIVERS, 2004).

Alguns patdogenos como a Escherichia coli, Streptococcus sp,
Cryptococcus neoformans, Borrelia burgdorferi, Plasmodium falciparum e
Trypanosoma bruciei gambiense, sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefélica e causar lesées no tecido nervoso (CHARLIER et al., 2005;
DORAN et al., 2005; GRAB et al., 2005; KIM, 2002; NIKOLSKAIA et al., 2006;
TRIPATHI et al., 2007).

Uma possivel evidéncia de ruptura da BHE em cées com leishmaniose
visceral € a presenca de anticorpos anti-Leishmania sp no liquor desses
animais. Garcia-Alonso et al. (1996), Feitosa et al. (2000), Lima et al. (2003) e
Melo et al. (2009), identificaram a presenca de IgG liqudrica em céaes
naturalmente acometidos por LV, mesmo na auséncia de sintomas
neurolégicos. De acordo com o0s primeiros autores, a origem das
imunoglobulinas presentes no liquor ndo esta clara; entretanto, elas podem ser
provenientes de uma lesdo da BHE, uma vez que foram encontrados extensos
depdsitos de antigenos de Leishmania sp. e de imunoglobulinas nos espacos
intersticiais e intravasculares do plexo coroide desses caes. Outra possibilidade
€ de que a transferéncia de antigenos de leishmania para o sistema nervoso
central leve a uma producéo intratecal de anticorpos, como ocorre na malaria.

Apesar de Nieto et al. (1996) e Vifiuelas et al. (2001) terem identificado
formas amastigotas de Leishmania sp. em células ependimérias, e
macréfagos do plexo coroide e das meninges de cdes acometidos pela doenca,
evidenciando uma quebra da BHE em alguns casos de LV, lkeda et al. (2007)
e Melo et al. (2009) ndo encontraram, por meio de imunohistoquimica (IHQ),
evidéncias do parasito no sistema nervoso central. Ikeda et al. (2007), porém,
verificaram intensa marcacdo antigénica no interior de vasos sanguineos no
encéfalo desses animais, sugerindo a presenca do parasito na circulacéo
cerebral.

Apesar da auséncia de formas amastigotas no liquor e no tecido nervoso
da grande maioria de caes acometidos por leishmaniose visceral, Gongalves et

al. (2004) identificaram o DNA do parasito no liquido cefalorraquidiano de caes



naturalmente acometidos pela doenca, sugerindo que ha passagem de
parasitos ou fragmentos destes pela barreira hematoliquérica.

Mais recentemente, Marquez et al. (2012) descreveram a presenca de
Leishmania infantum no liquor, nervos espinhais, medula espinhal, parénquima
cerebral e plexos coroides de um cédo que apresentava quadro de tetraplegia,
depressdo e auséncia de reflexos posturais. Os autores salientaram a
capacidade da Leishmania infantum alcancar e afetar o parénquima do SNC de
cées, levando a quadros de radiculoneurite, mielite e encefalite.

Em camundongos inoculados experimentalmente com L. amazonensis
foram detectadas lesfes inflamatérias no SNC caracterizadas por infiltrados
inflamatérios nas meninges, compostos por células mononucleares e
neutrofilos. Embora o parasito ndo tenha sido detectado nas meninges, este foi
encontrado no parénquima cerebral, no interior de macréfagos, mastdécitos,
linfécitos e em polimorfonuclerares. Os autores concluiram que a L.
amazonensis foi capaz de atravessar a BHE e causar lesfes significativas no
SNC (ABREU-SILVA et al.,, 2003). Em um estudo para avaliar a infeccéo
experimental por L. infantum chagasi em hamsters utilizando-se 18 animais, foi
possivel verificar, através do exame parasitologico direto, a presenca do
parasito no encéfalo de 83,3% dos animais (OLIVEIRA, et al., 2011).

Na tentativa de melhor elucidar o quadro neurolégico de cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, Marcondes (2008), avaliou
39 animais, dos quais 21 apresentavam sintomas neuroldgicos. Todos os caes
possuiam alteracdes histopatologicas no sistema nervoso central,
independente da presenca ou ndo de sintomas neurologicos. A avaliacdo
imunohistoquimica do SNC desses caes ndo permitiu a identificacdo de formas
amastigotas de Leishmania sp., no entanto, em apenas quatro cdes foram
identificados outros agentes etiolégicos que poderiam causar 0s sintomas
neurologicos apresentados pelos animais.

Estudos anteriores demonstraram a ocorréncia de les6es inflamatdrias e
degenerativas no SNC de cées naturalmente acometidos por LV. As alteracdes
mais comumente observadas foram coroidite, degenaracdo waleriana das
células de Purkinge, satelitose, degeneracdo neuronal, neuronofagia,
leptomeningite com intenso infiltrado inflamatério e gliose, mesmo em animais
sem sintomas neurologicos (GARCIA-ALONSO et al., 1996; IKEDA et al., 2007;



NIETO et al., 1996). Entretanto, os estudos realizados ndo puderam associar o
tipo, ou a intensidade das lesGes, com o tempo de evolucdo da doenca. Como
nos estudos de lkeda et al. (2007) os cdes foram submetidos a eutanasia em
cumprimento a legislacdo brasileira, ndo foi possivel determinar se, com a
evolucdo da doenca, apareceriam sintomas neurolégicos naqueles caes que
nao 0s apresentavam, mas que possuiam alteracdes histopatologicas em SNC

Em outro estudo realizado com caes com LV sem sintomas neurolégicos
verificou-se que as células da micrdglia encontravam-se em maior nimero na
regido subependimaria, quando comparada com areas corticais (MACHADO,
2010). A presenca de agentes infecciosos, lesdes no tecido nervoso e uma
interacdo com linfécitos, sd@o estimulos para a ativagdo da micréglia
(KREUTZBERG, 1996; STREIT, 2002). A micréglia possui importante funcdo
relacionada com a restricdo da disseminacao de agentes infecciosos, tais como
o Toxoplasma gondii (CHAO et al.,, 1993) e o Cryptococcus neoformans
(BLASI et al., 1992). Juntamente com a ativacdo de astricitos, parece estar
envolvida na patogenia das lesdes cerebrais em casos de malaria (MEDANA,
2000). A estimulacédo da producédo de citocinas por astrécitos e pela microglia
pode contribuir para a propagacdo da resposta inflamatoria e imunolégica no
SNC (BENVENISTE, 1994).

As reagdes imunes que ocorrem no tecido nervoso acontecem de uma
forma distinta do resto do organismo, provavelmente devido as caracteristicas
particulares locais. Deste modo, a relativa auséncia de drenagem linfatica do
parénquima, de células enddgenas apresentadoras de antigenos e a existéncia
da BHE, interferem na resposta imune (MARCONDES, 2008). Schwardt (2011),
avaliando cdes com LV com e sem sintomas neuroldgicos, detectou diferencas
significativas entre os dois grupos de animais no que tange 'a presenca de
linfocitos TCD3", com evidente aumento de marcagdo nos animais com
distaurbios neuroldgicos. Desta forma, a autora sugeriu que estas células
participam da patogenia da doenga no SNC. Tal observagéo foi confirmada por
Melo et al. (2009).

Apoés a inoculacao de parasitos na pele, os macrofagos infectados agem
como apresentadores de antigeno, estimulando preferencialmente linfocitos T

auxiliares do subtipo Tal, que participam da resposta imune celular, ou Taz2,
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que estimulam o desenvolvimento de resposta imune humoral (LOPEZ et al.,
1996; NOLI, 1999).

Quando ativadas, as células Tal produzem citocinas pro-inflamatérias,
tais como o fator de necrose tumoral (TNF-a), as interleucinas IL-2, IL 6 e IL12
e o interferon gama (IFN-y), um potente indutor da formacéo de superoxido e
oxido nitrico pelos macrofagos. Esses radicais livres sao toxicos para 0s
parasitas, podendo levar ao controle do parasitismo, com eliminacdo da
infeccdo. A IL-12, liberada no inicio do processo inflamatério, desempenha um
papel crucial no controle da doenca, ja que influencia a resposta imune inata e
a subsequente ativacdo de células TCD4" do tipo Tal (ABBAS et al., 2008;
PINELLI et al., 1999; WEAVER et al., 2007).

Por outro lado, quando a infec¢do induz a uma resposta de linfécitos
Ta2, ha sintese de citocinas anti-inflamatérias como as interleucinas IL-4, IL-5,
IL-13, bem como o fator de crescimento beta (TGF-B), com subsequente
proliferacdo de linfécito B e producéo de anticorpos (MARTINEZ-MORENO et
al., 1995; SANTOS-GOMES et al., 2002; WEAVER et al., 2007). A producéo de
anticorpos, principalmente IgG, é elevada e promove mais danos do que
protecdo ao hospedeiro, devido a formacdo de grande quantidade de
imunecomplexos circulantes, que se depositam em varios orgaos e tecidos
(ABBAS et al., 2008; PINELLI et al., 1999).

Em um estudo realizado por Melo (2012), cujo objetivo era detectar a
expressao génica de citocinas no SNC de cdes com LV, verificou-se um
incremento na expressdo génica das citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-6,
IFN-y e TNF-q, aliada a diminuicdo na expressdo génica das citocinas anti-
inflamatorias IL-10 e TGF-B. Desta forma, conclui-se que mesmo animais com
LV sem sintomas neurolégicos possuem um ambiente de carater pro-
inflamatorio no SNC.

Nas infec¢cbes causadas por protozoarios, citocinas e quimiocinas
podem cruzar a BHE e provocar alteragbes no tecido nervoso ou, ainda,
antigenos solUveis de patdogenos podem atravessar a barreira e estimular a
producdo de citocinas e quimiocinas por astrocitos e pela micréglia (HUNT et
al., 2006; MEDANA et al., 1997).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma familia de

enzimas com atividade proteolitica, que diferem entre si estruturalmente e em
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sua habilidade em degradar um grupo particular de proteinas da matriz
extracelular (MEC), como por exemplo as gelatinases dos tipos 2 (MMP-2) e 9
(MMP-9) (MANDAL et al., 2003; ROSEMBERG, 2002). Um estudo envolvendo
a MMP-9 em cées com LV verificou que a forma ativa da enzima encontrava-se
em maior quantidade no liquor dos animais doentes, quando comparado ao
grupo controle, sugerindo que uma maior quantidade das MMPs pode facilitar a
entrada de células inflamatérias ou de outros fatores que participam do
desenvolvimento de lesBes encefalicas (MARANGONI, 2011). No liquor de
cdes com LV com sintomas neurolégicos a forma ativa da MMP-2 foi
encontrada em maior quantidade quando comparada a caes sem LV (MELO et
al., 2012). A analise da atividade gelatinasica da MMP-9 em cades com LV, com
e sem sintomas neurolégicos, nao revelou diferenca estatisticamente
significativa entre o0s grupos; porém, sua atividade foi maior do que a
observada em animais sem a doenca (MACHADO et al., 2010).

A forma mais segura de diagnéstico de LVC é a observacao direta de
formas amastigotas do parasito em esfregacos de o6rgdos linfoides. A
especificidade deste método é virtualmente 100% entretanto, dependendo do
tempo de evolucédo da doenca e da presenca ou ndo de sintomas, a sensibilidade
diminui. Ela depende da carga parasitaria e do tipo de material biol6gico coletado.
Este problema pode ser solucionado com a utilizagdo de técnicas mais
sensiveis tais, como a imunohistoquimica. Nessas técnicas, imunoglobulinas
conjugadas a enzimas sao utilizadas para identificar antigenos em cortes
histol6gicos ou em exames citolégicos. O alto grau de contraste obtido entre os
parasitos e as células hospedeiras permite um rapido diagnostico da infeccéo,
mesmo quando 0 numero de parasitos € baixo (FEITOSA et al., 2000; IKEDA
et al., 2007; LAURENTI, 2009). Entretanto, apesar da IHQ apresentar uma
elevada sensibilidade, Xavier et al. (2006), demonstraram que a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) apresentou maior sensibilidade do que esta na
deteccdo do parasito em fragmentos de pele de cdes com LV. Enquanto a
primeira identificou 90% dos animais infectados, a IHQ sO revelou
imunomarcacao para leishmanias em 68% dos caes.

A deteccgédo de anticorpos anti-Leishmania circulantes, utilizando técnicas
sorodiagnésticas tais como a imunofluorescéncia indireta (RIFI) (ALVES;
BEVILACQUA, 2004; METTLER et al., 2005) e 0 ensaio imunoenzimatico
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(ELISA) (LAURENTI et al., 2005; VERCAMMEN et al., 1997), constitui-se num
instrumento essencial para o diagnostico da LVC. Animais doentes
desenvolvem principalmente uma resposta imune humoral e, portanto,
produzem geralmente altos titulos de anticorpos. Entretanto, os testes
sorologicos devem ser interpretados com cautela, uma vez que nédo sado 100%
sensiveis e falham em detectar cdes infectados no periodo pré-patente e antes
da soroconverséo, cdes que nunca fardo soroconverséo, e caes soropositivos
que se convertem em soronegativos, mas ainda permanecem infectados
(FEITOSA et al., 2000; IKEDA et al., 2007).

Técnicas moleculares também podem ser utilizadas no diagndstico da
leishmaniose visceral. A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) permite
identificar e ampliar seletivamente sequencias de DNA do parasito em uma
variedade de tecidos, incluindo medula 6ssea, aspirados de linfonodos, baco e
figado, biopsias cutaneas, conjuntiva, sangue, liquor e em cortes histolégicos
de tecidos parafinados e congelados (LOMBARDO et al., 2012; MAIA et al.,
2009; NUNES et al., 2007; QUARESMA et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et
al., 2009). A escolha do tecido onde sera realizada a pesquisa do DNA do
parasito influencia a sensibilidade da reacdo. Nas amostras de sangue a
sensibilidade é menor, principalmente quando comparada com a reacao
proveniente de outros tecidos, como linfonodo, pele e medula éssea (MIRO et
al., 2008; PALTRINIEIRI et al., 2010).

A PCR em Tempo Real (QPCR) apresenta maior sensibilidade do que a
PCR convencional. Como utiliza um sistema fechado, o risco de contaminacao
das amostras é menor, elevando também a especificidade do teste. Essa
técnica permite amplificar quantidades muito menores de DNA, tais como 1072 a
10 DNA do parasita por mL, o que corresponde a menos de um parasito por
mL de amostra (CARSON et al., 2010; CAVALCANTI et al., 2009; FRANCINO
et al., 2006; PRINA et al., 2007).

Em um estudo na Espanha avaliando 92 bolsas de sangue para
transfusdo, oriundas de caes de area endémica que apresentavam sorologia
negativa para LV, identificou-se o DNA do parasito por PCR em Tempo Real
em 19,6% das mesmas, salientando a importancia da associagdo das duas
técnicas para a deteccdo de infeccdo por Leishmania sp. (TABAR et al., 2008).
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Outra evidéncia da grande sensibilidade da PCR em Tempo Real na
deteccado do parasito foi obtida por meio de um estudo onde 100% dos animais
infectados foram identificados por PCR, 74% por meio de cultura e 33% em
exame direto por microscopia, utilizando-se aspirado de medula éssea de caes
(SILVA et al., 2010).

A comparacao das técnicas de PCR convencional e PCR em Tempo
Real para a detecc¢éo da presenca de DNA do parasito no sangue de cées e de
seus ectoparasitos como Ctenocephalides felis, Rhipicephalus sanguineus e
Heterodoxus spiniger também demonstrou que a segunda apresenta maior
eficiéncia (MORAIS, et al., 2012).

Durante infec¢gbes naturais, multiplos métodos diagndsticos devem ser
utilizados, j& que uma Unica técnica ndo identifica todos os animais infectados
(MAIA; CAMPINO, 2008; MIRO et al., 2008; REITHINGER et al., 2002). De
maneira geral a técnica de PCR é mais eficiente em detectar estagios iniciais
de infeccdes, enquanto a sorologia € melhor para diagnosticar estagios mais
avancados. No entanto, a sensibilidade da PCR se eleva quando a pesquisa é
realizada em 6rgéaos linfoides, tais como o baco e figado (NASCIMENTO, 2011;
PALTRINIERI et al., 2010; SOLCA et al., 2012).

Uma vantagem da PCR em Tempo Real € a possibilidade de quantificar
0 numero de coépias de DNA presente em diferentes amostras bioldgicas,
fornecendo uma importante informacdo quanto "a carga parasitaria (AOUN et
al., 2009, CAVALCANTI et al., 2009; FERREIRA et al., 2012; FRANCINO et al.,
2006, PRINA et al., 2007; QUARESMA et al., 2009; SOLCA et al., 2012;
TABAR et al.,, 2008). Desta forma, tem sido utilizada para avaliar a carga
parasitaria em varios tecidos de seres humanos e animais, na tentativa de
determinar o papel de diferentes espécies como possiveis reservatorios da
doenca (JULIAO, 2011; NASCIMENTO, 2011). Além disso, pode ser utilizada
para monitorar a carga parasitaria durante o tratamento da doenca (ANDRADE
et al., 2011; MANNA et al., 2004; MANNA et al.; 2008; MARY et al, 2004;
PRINA et al., 2007). A PCR em Tempo Real tem sido descrita como um teste
de alta confiabilidade para ser utilizada como marcador de prognostico em
pacientes humanos portadores de LV submetidos "a quimioterapia ou
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Nestes casos, a

imunossupressao pode levar a um aumento da parasitemia, que necessita ser
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monitorada através da quantificacdo parasitaria no decorrer do tratamento
(MARY et al., 2004; PRINA et al., 2007).

Um estudo realizado por Nascimento (2011), avaliou por meio de gPCR,
diferentes amostras biolégicas de cédes naturalmente acometidos por LV com e
sem sintomas da doenca. A autora verificou que a carga parasitaria no sangue
periférico dos animais n&o ultrapassou 10° parasitos/mL, sendo mais
comumente detectados de um a 10 parasitos/mL. A carga parasitaria em swabs
de conjuntiva ocular foi semelhante a encontrada no sangue periférico. Por
outro lado, em pele, medula 6ssea e linfonodos foram identificados mais de 10*
parasitos/mL, com 0s maiores valores detectados em aspirado de linfonodo.

Em outro estudo, que utilizou 44 cées com sinais clinicos de
leishmaniose visceral, comparou-se a carga parasitaria por meio da gPCR em
amostras de sangue periférico e de aspirado de medula éssea coletadas
simultaneamente. A quantidade de amastigotas de Leishmania sp. foi de quatro
a 5000 vezes maior na medula 6ssea do que no sangue periférico. Na primeira,
foram detectados de 13 a 12.287.840 de parasitos/mL, enquanto no sangue 0S
valores variaram de sete a 14.000 parasitos/mL (FRANCINO et al., 2006).

De forma semelhante, Quaresma et al. (2009), ao compararem a carga
parasitaria no sangue e aspirado de medula éssea de caes com LV, relataram
que os maiores valores foram observados na medula 6ssea, sem diferencas
entre animais sintomaticos e assintomaticos. A técnica de qPCR foi capaz de
detectar quantidades de DNA téo baixas quanto 0,1fg/uL.

Em um estudo realizado na Italia por Manna et al. (2008), avaliando a
carga parasitaria de diferentes 6rgdos em 18 caes naturalmente infectados por LV,
antes e apos tratamento, verificou-se que, no momento do diagndstico a carga
parasitaria em aspirados de linfonodos e na pele variou de 1000 a mais de 10.000
parasitos/mL. Por outro lado, no sangue total as quantidades variaram de um a
1000 parasitos/mL.

Embora muitos autores tenham realizado a detecgéo de Leishmania sp.
em caes infectados através do método da PCR em Tempo Real, poucos séao os
estudos que avaliaram a carga parasitaria em diferentes tecidos (CARSON et
al., 2010; CAVALCANTI et al., 2009; FERREIRA et al., 2012; FRANCINO et al.,
2006; NASCIMENTO, 2011; QUARESMA et al., 2009) e, até onde € de nosso
conhecimento, ndo existem relatos na literatura de determinacdo da mesma no
sistema nervoso central de cdes ou seres humanos com LV.
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3. OBJETIVOS

Diante do exposto, o0 presente estudo teve como objetivo pesquisar, por
meio da PCR em Tempo Real, a presenca de DNA e determinar a carga
parasitaria de Leishmania sp. no encéfalo de cdes naturalmente acometidos

por leishmaniose visceral.
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4. MATERIAL E METODOS:
4.1 Animais

Vinte e quatro cées, 14 fémeas e 10 machos, com idade variando entre
um e oito anos, naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, foram
incluidos no presente estudo. Todos animais foram encaminhados para
atendimento clinico no Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira”, da
Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, campus de Aracatuba, area
endémica para a doenca. Dois cées, com auséncia de anticorpos sericos anti-
Leishmania sp. e exame parasitolégico direto de érgados linfoides negativo para
presenca de formas amastigotas do parasito, cuja morte ndo foi relacionada

com envolvimento neuroldgico, foram incluidos como grupo controle.

Os animais com leishmaniose visceral foram subdivididos em dois
grupos experimentais: o primeiro constituido por 22 cdes sem evidéncias de
comprometimento neurolégico, e o0 segundo por dois cdes com sintomas
neurologicos. O diagndstico de LV baseou-se nos resultados da pesquisa de
formas amastigotas do parasito por meio de exame citolégico de puncao
biopsia aspirativa de linfonodos ou de medula 6ssea.

ApO6s o diagnostico da doenca e realizacdo de exame fisico e
neurologico, os caes foram submetidos a eutanasia, autorizada pelos
proprietarios, em cumprimento ao Decreto no. 51.838 do Senado Federal, que
estabelece que animais domésticos portadores de leishmaniose devem ser
sacrificados. A eutanasia foi realizada de acordo com a Resolugdo n° 1000 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2012). Os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico® e posteriormente receberam uma dose

letal de cloreto de potassio? por via intravenosa.

! Hypnol 3%, Fontoveter, Itapira, SP, Brasil

2 Cloreto de Potassio 19,1%, Darrow, Rio de Janeiro, RJ, Brasil
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4.2. Exame citoldgico de linfonodos e medula 6ssea

O exame citolégico dos linfonodos popliteos ou pré-escapulares foi
realizado apoés colheita do material por meio de puncédo biopsia aspirativa, com
uma agulha hipodérmica 25X7 mm acoplada a uma seringa de 10mL. A
colheita de medula éssea foi realizada com agulha hipodérmica 40X16 mm,
acoplada a uma seringa de 10mL, mediante puncdo na crista iliaca, com os
animais contidos em decubito lateral. Os esfregacos foram realizados
imediatamente apods a colheita, secos ao ar, corados com corante hematoldgico
de rotina® e observados em microscépio éptico com objetiva de 100X, para

realizacdo da pesquisa de forma de amastigotas de Leishmania sp.

4.3. Colheita de material do sistema nervoso central

Todos o0s cédes foram necropsiados pela técnica empregada
rotineiramente no Servigo de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria,
UNESP, campus de Aracatuba. O encéfalo foi retirado da cavidade craniana e
foram colhidos fragmentos de aproximadamente 1cm? das seguintes regides:
meninges, coértex frontal, talamo, cerebelo, ventriculos laterais e plexo coroide
dos ventriculos laterais e do quarto ventriculo. Os fragmentos foram
armazenados em solucéo preservadora de RNA? mantidos por 24 horas a 4°C

e entdo a -20°C até o processamento das amostras.

4.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) para

pesquisa de DNA de Leishmania sp.

4.4.1.Extracdo do DNA

Apos descongelamento em temperatura ambiente, as amostras foram

submetidas “a extracdo de DNA utilizando-se kit comercial®. Em um tubo cénico

® panético Réapido- Laborclin- Curitiba, PR
* RNAlater AM7020, Applied Biosystems®, Austin, TX, USA
® QIAamp DNA Mini Kit Blood and Tissue, QIAGEN, Valencia, CA, USA
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de plastico de 1,5 mL foram colocados aproximadamente 4mg de cada um dos
fragmentos do encéfalo do mesmo animal. Estes foram macerados
mecanicamente com auxilio de um pistilo até a obtencdo de uma amostra
homogénea de cerca de 25mg de material do encéfalo. Em seguida o material
foi processado através da utilizacdo do kit comercial® segundo as

recomendacdes do fabricante.

4.4.2. Quantificacdo e pureza do DNA

O DNA total foi quantificado em espectrofotdmetro’ e somente amostras
com valor da relacdo de absorbancia no comprimento de onda 260/280 entre
1,8 e 2,0 foram incluidas nas analises subsequentes. O DNA foi armazenado a
-20°C até o momento da realizacdo da PCR em Tempo Real.

4.4.3. Determinagéo da curva padrao

A curva padrdo para posterior quantificacdo da carga parasitaria foi
determinada  utilizando-se DNA de L. infantum chagasi (cepa
MHOM/BR/72/LD46) extraido de 1,6x10’ promastigotas/mL, pelo método do
fenol-cloroférmio. As promastigotas foram submetidas a cinco ciclos de
congelamento e descongelamento (1’ em nitrogénio liquido seguido de 2 min a
56°C). Na sequéncia, realizou-se a incubagdo com tampéo de lise contendo
acetato de sédio (200 mM), SDS (10%, p/v) e proteinase K® (20 pg/mL) por 1
hora a 56°C sob agitacdo. As promastigotas foram entdo tratadas com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)° e o DNA foi precipitado em etanol
absoluto gelado e ressuspendido em 50 pL de tampdo TE (Tris 10mM,
EDTA 1mM). Sete diluicdes seriadas (de 1,6x10* a 1,6x10? promastigotas/mL)
foram realizadas para composicdo da curva. Através da obtencdo dos
Thresholds cycles (Cts) das amostras pela curva de ampliacdo de DNA (figura
2), foi realizada uma regressdo linear simples pelo método dos minimos
quadrados, utilizando-se os Cts como variaveis dependentes, e Log 10 da

6 QlAamp DNA Mini Kit Blood and Tissue, QIAGEN, Valencia, CA, USA
7 NanoDrop ND-1000, Nano-Drop Technologies, Wilmington, DE, USA
8 p2308, Sigma- Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA

° P3803, Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA
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diluicho como variavel preditiva. A eficiéncia da curva foi de 98,8%, o
coeficiente de determinacgéo foi de 0,978 e o coeficiente angular foi de -3,3493.
O grafico representativo da curva padrdo encontra-se apresentado na figura 3.
Por meio da equacdo da curva padrdo determinou-se que amostras com Ct
acima de 29,26 seriam consideradas negativas.

Amplification

RFU

Figura 2:Curvas de ampliacdo do DNA de L. infantum chagasi
obtido em diluicbes seriadas de 1,6x10* a 1,6x1072
promastigotas/mL

40 y =-3,3493x+ 29,266
R? = 0,9785
35

25 —
Ct 20 .
15

10

0 Log 10

Figura 3: Curva padréo obtida pela realizacao de diluicdes seriadas de
1,6x10* a 1,6x107 promastigotas/mL de Leishmania infantum

chagasi
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4.4.4. PCR em Tempo Real

Para a amplificacdo do DNA de Leishmania sp. foram selecionados os
oligonucleotideos iniciadores senso (5-CCTATTTTACACCAACCCCCAGT-3)
e anti-senso (5- GGGTAGGGGCGTTCTGCGAAA-3') que amplificam um
fragmento de 116 pb do minicirculo do kDNA de Leishmania (RANASINGHE et
al., 2008).

A reacdo de PCR em Tempo Real foi realizada utilizando-se um
mastermix comercial com o fluoré6foro SYBR Green'®, 900 nM de cada
oligonucleotideo iniciador e 5uL de DNA, num volume total de 25uL. As
amostras, em triplicata, foram amplificadas em termociclador'’ com
desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, 40 ciclos de 94°C por 15 segundos,
seguido de 60°C por 1 minuto, momento onde os dados de fluorescéncia foram
coletados. Na sequéncia, as amostras foram submetidas a uma curva de
dissociacdo (melt curve), de 60°C até 95°C, com incremento de 0,5°C a cada 5
segundos. Um valor de Ct foi calculado para cada amostra, pela determinacéo

do ponto onde a fluorescéncia ultrapassou o limiar de deteccéao.

Em cada placa de PCR acrescentou-se um controle negativo de reacgéao,
em triplicata, constituido pelo mastermix acrescido de agua livre de nucleases
substituindo a amostra; dois controles negativos em triplicata, constituidos de
amostras de SNC de cées nao infectados por Leishmania sp. e, um controle
positivo, em triplicata, constituido por promastigotas de L. infantum chagasi
cepa MHOM/BR/72/LD46 na diluicdo de 1,6x 10% mL.

2 SYBR® Green JumpStart Taq ReadMix S4438, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA.

™ CFX96TM Real-Time System, Bio-Rad, Hercules, CA, USA.
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5. RESULTADOS

5.1 Animais

As alteracdes observadas ao exame fisico nos animais com

leishmaniose visceral encontram-se apresentadas no quadro 1. Os sintomas

mais comumente observados foram caquexia, afeccbes dermatoldgicas,

onicogrifose, linfadenomegalia e altera¢des oftalmicas.

Quadro 1- Alteracdes clinicas observadas durante o exame fisico de cées

naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, sem (Cl a
C22) e com (N1 e N2) evidéncias de alteracdes neuroldgicas.

ANIMAIS | ALTERACOES CLINICAS

c1 Caquexia, letargia, turgor cutédneo diminuido, alteracfes dermatoldgicas,
secrecao nasal muco purulenta

co Caquexia, letargia, palidez de mucosas, alteracdes dermatoldgicas,
onicogrifose

C3 Linfadenomegalia, alterac6es dermatolégicas
Caquexia, letargia, alteracdes dermatoldgicas, onicogrifose,

C4 esplenomegalia, secre¢éo ocular muco purulenta bilateral, otite externa
bilateral

c5 Caquexia, linfadenomegalia, alteracbes dermatoldgicas, onicogrifose,
epistaxe

c6 Caquexia, palidez de mucosa, altera¢cdes dermatoldgicas, onicogrifose,
esplenomegalia
Linfadenomegalia, alteracbes dermatolédgicas, onicofrigose, secrecao

C7 ocular bilateral, tlcera de cérnea, edema de membros, edema articular,
equimose em mucosa oral, Ulcera em ponta de lingua, esplenomegalia

C8 Caquexia, linfadenomegalia, secrec¢ao ocular bilateral muco purulenta

C9 Caquexia, linfadenomegalia, alteracGes dermatoldgicas, onicogrifose

C10 Linfadenomegalia, altera¢cdes dermatologicas, secre¢éo ocular bilateral

c11 Caquexia, letargia, linfadenomegalia, secrecdo ocular bilateral,
onicogrifose

continua
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continuacao

c12 Caquexia, alteracdes dermatoldgicas, onicogrifose, secrecdo ocular
bilateral, esplenomegalia

c13 Caquexia, linfadenomegalia, mucosa oral hipocorada, Ulcera em
cavidade oral, onicofrigose

c14 Caquexia, secre¢do ocular bilateral, tlceras hemorragicas em cavidade
oral

C15 Caquexia, linfadenomegalia, secrecdo mucosa ocular bilateral,
onicogrifose

Cl6 Alteracdes dermatoldgicas, onicogrifose

C17 Caquexia, alteracdes dermatoldgicas, esplenomegalia

C18 Caquexia, alteragc6es dermatoldgicas

C19 AlteracOes dermatolégicas

C20 Caquexia, alterac6es dermatoldgicas, onicogrifose

Cc21 Assintomatico

C22 Assintomético

N1 Letargia, linfadenomegalia, alteracdes dermatoldgicas, ataxia, tremor de
intencao, hipermetria

N2 AlteracOes dermatoldgicas, ataxia e tremor de intencéo.

5.2 Quantificacéo e pureza do DNA

A quantidade total de DNA extraido das amostras de sistema nervoso
central variou de 31.3 a 104.1 ng/uL e o valor da absorbancia de 1.89 a 1.98.

Os valores individuais encontram-se apresentados no quadro 2.
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Quadro 2: Resultados individuais da quantidade total de DNA extraido das
amostras de sistema nervoso central, e os respectivos valores de
absorbancia, de caes com leishmaniose visceral sem (C1 a C22) e
com (N1 e N2) evidéncias de alteracdes neuroldgicas, e de caes

do grupo controle.

Animal Quanti(c:lzesl_d)e DNA Absorbancia
C1 49.0 1.93
C2 54.2 1.93
C3 76.7 1.89
C4 62.2 1.97
C5 70.9 1.93
C6 79.1 1.96
C7 76.9 1.97
Ccs8 83.6 1.95
C9 714 1.95
C10 33.7 1.95
Ci11 62.8 1.98
Ci12 67.0 1.89
C13 57.2 1.91
C14 50.6 1.92
C15 39.9 1.94
C16 44.0 1.89
C17 40.5 1.89
C18 50.4 1.98
C19 42.2 1.97
C20 31.3 1.97
C21 36.7 1.97
C22 84.8 1.93
N1 56.7 1.98
N2 35.0 1.97

Controle 1 104.1 1.89
Controle 2 61.1 1.95
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5.3 PCR em Tempo Real

Ocorreu a amplificacdo do DNA de Leishmania sp. no encéfalo de 23/24
(95,8%) cdes. Somente em um animal (C5), sem alteracdes neurolégicas, ndo

foi amplificado o DNA do parasita.

O gréfico de amplificacdo das amostras encontra-se apresentado na
figura 4. Os resultados individuais dos Cts, em triplicata, de cada uma das
amostras avaliadas encontram-se dispostos no Anexo 1. Em casos onde um dos
valores apresentava uma disparidade em relacdo aos outros dois, este foi
excluido do célculo. Os valores médios dos Cts de cada animal estdo dispostos

no quadro 3.

N&o houve amplificacdo de DNA nos caes do grupo controle ou nos
controles negativos da reacdo. A curva de dissociacao (Melt Curve) indicou a

formacgao de primer-dimer (Figura 5).

A partir da equacdo preditiva obtida por meio da curva-padréo, foi
possivel quantificar a presenca do DNA de Leishmania sp. no sistema nervoso
central dos animais avaliados. A concentracdo estimada de promastigotas por
mL foi obtida por meio da exponenciacdo de Log na base 10. A carga
parasitaria encontrada no SNC dos caes variou entre 2 e 16.964
amastigotas/mL (quadro 3), com a mediana de 116 parasitos/mL, média e
desvio padrdo de 1.166 + 3546 parasitos/mL. A média de parasitos nos cées
com LV com altera¢cdes neuroldgicas, nos animais sintomaticos sem alteracdes
neurologicas e nos assintomaticos foi, respectivamente, 2.010, 1.119 e 772

parasitos/mL.



25

- Controle Positivo

- Controle Negativo

- Amostras de SNC

B o

Figura 4: Curva de ampliacdo de DNA de Leishmania sp. em amostras de

encéfalos de caes com leishmaniose visceral.

- Controle Positivo

- Controle Negativo

-d(RFU)/dT

- Amostras de SNC

B +20

Figura 5: Curva de dissociacdo (Melt Curve) da amplificacdo de DNA de
Leishmania sp. em amostras de encéfalo de caes.
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Quadro 3: Resultados individuais dos valores médios do Threshold cycle (Ct)
e da carga parasitaria de Leishmania sp. no encéfalo de cées
acometidos por leishmania visceral sem (C1- C22) e com (N1 — N2)
sintomas neuroldgicos.

Carga parasitaria

Animais Media dos Cts (amastigotas/mL)
C1 24,15 33
C2 19,22 998
C3 23,65 47
Ca4 22,34 116
C5 29,64 AUSENTE
C6 23,77 43
C7 15,10 16.964
C8 26,21 9
Co 20,67 368

C10 24,18 33
C11 23,72 45
C12 20,91 312
C13 20,88 319
C14 24,06 35
C15 27,10 4
C16 18,96 1.194
Cc17 21,47 212
C18 22,16 81
C19 28,16 2
C20 20,35 459
Cc21 19,69 722
c22 19,50 823
N1 17,20 4.004
N2 25,08 17
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6. DISCUSSAO

Dos cées avaliados neste estudo, 91,7% (22/24) apresentavam sintomas
da doenca ao exame fisico tais como caquexia, linfoadenomegalia, lesbes
oculares e lesbes cutaneas, comumente observados em animais acometidos
por leishmaniose visceral, concordando com os relatos de Baneth; Solano-
Gallego (2012) e Nascimento (2011).

Embora a LVC seja uma doenca multisistémica, a literatura a respeito de
animais com comprometimento neurolégico € escassa. Os sintomas
neurologicos observados nos dois animais com LV do presente estudo
sugerem comprometimento cerebelar, devido a presenca de tremor de intencao
e ataxia em ambos, associados a hipermetria em um deles. Como nao foram
realizados exames complementares para excluir a possibilidade de co-infeccao
por outros agentes infecciosos, tais como o0 virus da cinomose ou o
Toxoplasma gondii (LORENZ; KORNEGAY, 2006), que poderiam estar
associados ao desenvolvimento dos transtornos neuroldgicos, ndo é possivel
afirmar que os sintomas eram decorrentes exclusivamente da LV. Entretanto,
fica evidente que, em areas endémicas para a doenca, caes com disfuncéo
neurolégica devem ser investigados quanto a uma possivel infeccdo por L.
infantum chagasi, mesmo quando da ocorréncia de outras doencas infecciosas.
Em um estudo realizado por Marcondes (2008), utilizando 21 cdes com LV e
alteracbes neuroldgicas, a autora verificou que somente quatro animais
apresentavam comorbidades que poderiam justificar os sintomas neuroldgicos
destes. Nos outros cdes o desenvolvimento de alteracbes neuroldgicas
ocorreu, provavelmente, em decorréncia da leishmaniose visceral. Tais
achados chamam a atencéo para o risco de sub diagndéstico da doenca.

Em 23 cdes do presente estudo identificou-se a presenca de DNA de
Leishmania sp. no SNC, o que discorda dos achados de Dias et al (2010),
Marcondes (2008) e Schwardt (2011), que ndo conseguiram identificar o
parasito no tecido nervoso de caes com LV, mesmo quando da presenca de
sintomas neuroldgicos. A discrepancia entre tais resultados pode ser
decorrente do meétodo empregado na deteccdo do parasito. Enquanto na
presente pesquisa utilizou-se a PCR em Tempo Real, nos estudos anteriores a
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técnica empregada foi a imunohistoquimica que, de acordo com Xavier et al.
(2006), apresenta sensibilidade inferior "a PCR.

Entretanto, a amplificagdo do DNA do parasito em 96% dos cées
corrobora os achados de Nieto et al. (1996) e Vifiuelas et al. (2001), que
evidenciaram formas amastigotas no SNC de caes com LV e propuseram que
estas seriam responsaveis pelas alteracdes histopatoldgicas encefélicas
identificadas nos animais.

Apesar da PCR ser uma técnica altamente sensivel e especifica, ha que
se considerar que esta amplifica fragmentos de DNA (AOUN et al., 2009;
NASCIMENTO, 2011), ndo indicando necessariamente que exista a presenca
do parasito integro no local. Desta forma, o fato de varios autores (IKEDA et al.,
2007; MARDONDES, 2008; MELO et al., 2009; SCHWARDT, 2011) n&o terem
identificado o parasito no tecido nervoso pode refletir diferentes respostas
imunes do hospedeiros e, ndo sO0, uma menor sensibilidade da técnica
empregada. Os parasitos podem penetrar no SNC destes caes e, devido a uma
resposta imune celular, no momento da avaliacdo histopatolégica ndo ser
possivel identifica-los, fato que foi sugerido por lkeda et al. (2007), que
encontraram somente marcacdes antigénicas no interior de vasos sanguineos
encefalicos de cdes com LV.

Os resultados de estudos pretéritos realizados por Garcia-Alonso et al.
(1996), Lima et al. (2003), Feitosa et al. (2005) e Melo et al. (2009), também
sugerem que 0 parasito penetra no tecido nervoso, uma vez que 0s autores
identificaram anticorpos anti-Leishmania sp no liquor de caes com LV, inclusive
em quantidades superiores "as dos anticorpos séricos (LIMA et al., 2003),
sugerindo uma producéo local e ndo s6 uma quebra da BHE.

A carga parasitaria observada no sistema nervoso central dos caes do
presente estudo foi de 2 a 16.964 amastigotas/mL, variacdo esta também
identificada por Francino et al. (2006), Manna et al. (2008), Nascimento (2011)
e Quaresma et al. (2009), em diferentes 6rgdos de cdes com LV. Apesar do
namero de caes com alteracdes neuroldgicas ter sido pequeno (dois animais),
ndo permitindo a realizacdo de uma analise estatistica, verifica-se que os caes
com alteracdes neurolégicas apresentaram uma média de amastigotas/mL
aproximadamente duas vezes superior a de cdes sintomaticos e, trés vezes

maior do que a média observada nos cées assintomaticos com LV, sugerindo
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uma possivel participacdo do parasito na  etiopatogenia das lesbes

neurologicas.

Até onde é de nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avaliou
a carga parasitaria de Leishmania sp. no sistema nervoso central de cdes com
LV. A comparacao dos resultados obtidos no presente estudo com aqueles
descritos por Nascimento (2011), faz crer que o DNA amplificado nestes
animais nao deve ser proveniente de sangue periférico, por uma quebra da

barreira encefalica, ou de capilares presentes nas areas avaliadas.

Enquanto a autora afirmou que na maioria dos 98 caes avaliados a
carga parasitaria no sangue periférico foi de um a 10 parasitos/mL, né&o
ultrapassando 1000 parasitos/mL; no presente estudo o valor médio de
amastigotas/mL foi de 1.166, chegando a atingir valores de 16.964
parasitos/mL. Tais resultados sdo também superiores aos descritos por
Francino et al. (2006) e Manna et al. (2008). Enquanto os primeiros
identificaram um maximo de 1000 parasitos/mL em 86,6% dos cdes avaliados,
os utilmos verificaram que em nenhum céo a carga parasitaria foi superior a
1000 parasitos/mL de sangue periférico. Na dependéncia do tempo de
evolucdo da LV, a chance de amplificagdo do DNA de Leishmania sp. no
sangue periférico € reduzida, comparativamente a outros 6rgéos, tais como
medula 0ssea e linfonodos (PALTRINIERI et al., 2010). Isto se deve ao fato de
que a parasitemia diminui 'a medida que o parasito se dissemina pelo

organismo, atingindo outros érgaos.

No que diz respeito aos animais com alteracdes neuroldgicas e sintomas
compativeis com lesdo cerebelar, ndo foi possivel determinar se havia uma
diferenca de carga parasitéria entre os varios fragmentos de SNC, uma vez que
a PCR foi realizada agrupando-se todas as regifes coletadas. Quando do
delineamento experimental, optou-se por trabalhar desta forma ja que o
objetivo ndo era determinar em que regido o DNA do parasito estaria presente,
mas sim se seria amplificado no tecido nervoso. Utilizando-se um macerado de

varios fragmentos, as chances de detec¢cdo do parasito seriam maiores.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

- Existe DNA de Leishmania sp. no encéfalo de cdes com leishmania visceral,

mesmo na auséncia de sintomas neurolégicos;

- A carga parasitaria de Leishmania sp. no encéfalo variou de 2 a 16.964
parasitos/mL, com mediana de 116 parasitos/mL e média e desvio padrdo de

1.166 £ 3546 parasitos/mL na populagéo estudada.
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ANEXOS

Anexo 1 — Resultados individuais dos Threshold cycle (Ct) para amplificacéo de
DNA de Leishmania sp. no encéfalo de cdes com leishmaniose

visceral
Animal Ct Ct Ct
C1 24,16 24,11 24,18
Cc2 19,31 19,19 19,17
C3 23,67 23,65 23,63
C4 22,39 22,34 29,51
C5 29,68 29,73 29,51
C6 24,03 23,62 23,65
C7 15,17 15,12 15,00
Ccs8 25,96 26,04 26,03
C9 20,73 20,58 20,70
C10 24,22 24,12 24,20
C11 23,86 23,69 23,60
C12 20,79 21,00 20,69
C13 21,00 20,57 20,58
C14 23,97 23,95 24,24
C15 27,18 27,14 26,97
Cl6 19,04 18,77 19,08
C17 21,41 21,57 21,43
c18 22,93 22,69 22,96
C19 28,22 27,90 28,35
C20 20,43 20,39 20,34
C21 20,41 19,33 19,33
Cc22 4,32 19,50 4,37
N1 17,89 16,81 16,91
N2 25,28 24,88 25,08
Controle 1 24,16 24,11 24,18
Controle 2 19,31 19,19 19,17
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