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DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA PELAS TECNICAS
DE IMUNOISTOQUIMICA E PCR EM TECIDOS CUTANEOS EM
ASSOCIACAO COM A RIFI E ELISA-TESTE

RESUMO - A leishmaniose visceral canina (LVC) é causada pelo protozoario
Leishmania (L.) chagasi e a presenca deste parasita na pele dos caes reforca a
importancia destes animais no ciclo de vida da L. (L..) chagasi e na infeccdo
humana. O objetivo deste trabalho foi avaliar o teste imunoistoquimico (IMIQ) e
a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em tecidos cutaneos caninos para o
diagnéstico da LVC e compara-los com os exames histoquimico (HE) e
sorologicos (ELISA e RIFI). Dos 34 cées naturalmente infectados, classificados
em assintomaticos, oligossintométicos e polissintométicos, foram colhidas
amostras de pele sadia ou com leséo para a realizacdo da IMIQ, HE e PCR.
N&o somente peles lesionadas (56,5%), mas também peles sadias (31,8%)
encontravam-se positivas pela IMIQ, confirmadas posteriormente pela PCR em
97,8% das amostras. No grupo assintomético, 87,5% estavam negativos pelos
testes soroldgicos, mas positivos em 50% dos casos pela IMIQ e 100% pela
PCR. Entre os oligossintomaticos, 100%, 85,7% e 28,6% encontravam-se
positivos, respectivamente pela PCR, sorologia e IMIQ. 91,7% dos
polissintomaticos eram soro positivos e tinham parasitas intactos na pele. A
PCR apresentou maior positividade, detectando amastigotas na pele de 100%
dos cées independente do quadro clinico, do resultado dos exames sorologicos
e do teste HE. A eficiéncia de cada teste variou de acordo com a evolucao da
doenca, demonstrando a necessidade da associagdo de técnicas, usando IMIQ
para confirmacdo da sorologia e a PCR apenas nos casos ainda suspeitos
apos a IMIQ, podendo assim aumentar os niveis de positividade e contribuir
para o controle desta zoonose.

Palavras-Chave: Leishmania, caes, serologia.



IMMUNOHISTOCHEMISTRY AND PCR IN SKIN TISSUES IN ASSOCIATION
WITH RIFI AND ELISA-TEST FOR CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS
DIAGNOSIS

SUMMARY - Canine visceral leishmaniasis (CVL) is caused by a protozoa of
the specie Leishmania (L.) chagasi and the presence of parasite in the skin
reinforces the importance of dogs in the L. (L.). chagasi life cycle and for human
infection. The purpose of the present study was to evaluate the
immunohistichemistry (IMHC) and PCR (Polymerase Chain Reaction) tests for
CVL diagnosis and compared the results with serological tests such as the
indirect fluorescence antibody test (IFAT), ELISA and a parasitalogical test
(microscopic direct examination of the parasite stained with haematoxylin and
eosin - HE). For this study, samples of healthy or lesion skin tissues were
obtained from 34 CVL naturally infected dogs classified in three groups:
asymptomatic, oligosymptomatic and polisymptomatic. Not only lesion (56.5%)
but also healthy skins (31.8%) were positives by IMHC and confirmed by PCR
in 97.8% of skin samples. In asymptomatic group, 87.5% dogs were negatives
by serological tests, but positives by IMHC in 50% and by PCR in 100%. In
oligosymptomatic group, 100%, 85.7% and 28.6% of dogs were positives,
respectively by PCR, serological and IMHC tests. In addition, 91.7% of
polisymptomatic dogs were serum positives and had intact parasites in the skin.
PCR showed higher positivity, detecting amastigotes in skins of 100% dogs
regardless their clinical status or the serological or IMHC or HE test results. The
efficiency of each test varied in agreement with the evolution of the disease.
IMHC may be used to confirm the results of the serology and PCR only in
suspicious cases after IMHC. The association of techniques proposed in this
study may increase the positivity and contributed to the control of this zoonoses.

Keywords: Leishmania, dogs, serology.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

As Leishmanioses sdo doencas de carater crbnico e com ampla
distribuicdo mundial, causadas por protozoarios digenéticos, pertencentes ao
filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e
género Leishmania (ROSS, 1906). Existem duas formas principais deste
parasita, sendo uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestério
do inseto vetor e em alguns meios de cultura artificiais, e outra aflagelada ou
amastigota, que parasita principalmente células do sistema fagocitario nos
tecidos dos hospedeiros vertebrados (BRASIL, 2006).

O género Leishmania é dividido em dois subgéneros de acordo com o
comportamento evolutivo do parasita no tubo digestério do vetor: Leishmania,
com distribuicdo restrita & porcdo anterior e média (ROSS, 1903) e Viannia,
com desenvolvimento desde o intestino posterior até a porcao anterior do tubo
digestorio (LAINSON; SHAW, 1987). Dentro do género Leishmania existem
cerca de 30 espécies, das quais aproximadamente 21 tém capacidade de
produzir a enfermidade na espécie humana (ASHFORD, 2000; HERWALDT,
1999). De acordo com a espécie do parasita e das interacdes entre esses e
seus hospedeiros, as patologias sao divididas em leishmaniose tegumentar,
gue envolve manifestagcdes cutdnea, mucocutanea e cutanea difusa, e a
leishmaniose visceral com alteracbes sistémicas comuns a todos o0s
hospedeiros vertebrados e também cutdneas muito frequentes nos céaes
(ASHFORD, 2000; MICHALSKY et al., 2002; RIBEIRO, 1997).

A leishmaniose visceral (LV) € causada por trés espécies que tem

caracteristicas clinicas e epidemiologicas distintas, além de ocorrerem em
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diferentes regibes geograficas, sendo a Leishmania (Leishmania) donovani
encontrada na india, Bangladesh e Nepal; a L. (L.) infantum de manifestacéo
na regido do mar Mediterrneo, Europa, Africa e China e a L. (L.) chagasi nas
Américas do Norte, Central e do Sul (WHO, 2002). A morfologia da L. (L.)
chagasi e da L. (L.) infantum é muito semelhante, por isso, alguns autores
compararam suas estruturas em estudos bioquimicos e moleculares e
sugeriram que ambas podem ser consideradas como uma Unica espécie,
permitindo assim denominar de L. (L.) infantum o agente etiolégico desta
zoonose também nas Américas (MAURICIO et al., 1999).

A LV caracteriza-se por um conjunto de manifestacbes complexas e
multifacetadas, causadas por diversas espécies do género Leishmania,
transmitidas por insetos vetores que afetam tanto humanos como animais
domésticos e silvestres e estdo distribuidas por todos os continentes, com
excecdo da Oceania e da Antéartida. As leishmanioses sdo um grave problema
de saude publica, com prevaléncia mundial estimada em 12 milhdes de casos e
incidéncia anual de 1,5 - 2 milhdes de casos, sendo 1 - 1,5 milhdes de
leishmaniose cutanea e 500.000 da forma visceral, distribuidos em areas cada
vez maiores e muitas delas que ndo eram anteriormente endémicas (WHO,
2002).

Esta doenca j& foi considerada uma doenca rural, tipicamente silvestre.
Todavia, as modificagcbes ambientais causadas pelo homem e a constante
migracdo das populacdes da zona rural para as zonas urbanas tem promovido
a urbanizacdo da doenca (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; MENDES et al.,
2002). Outros fatores associados com o aparecimento da doenga séo a coleta
de lixo, o sistema de esgotos irregulares ou ausentes e o acumulo de matéria
organica devido a presenca de animais no peridomicilio (BARBOZA et al.,
2006; MOREIRA JUNIOR et al., 2003; MORENO et al., 2005). A caracteristica
genética determina as diferentes respostas imunoldgicas nos cédes, sendo que
alguns animais ou racas podem ser mais resistentes do que outros,
determinando a susceptibilidade a doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2000).
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Os casos humanos de LV estdo freqliientemente associados a pressao
antropica sobre o meio ambiente, os principais atingidos sdo as criancas
menores de 10 anos (DANTAS-TORRES et al, 2006) e pessoas
imunodeprimidas, especialmente aquelas infectadas pelo HIV (ALVAR, 1999;
WHO, 2007). A elevada frequéncia desta associacdo esta relacionada tanto a
reativacdo da infeccdo quanto a uma forma alternativa (antropondética) de
infeccdo primaria, decorrente da inoculacao intravenosa de Leishmania sp, por
meio de compartilhamento de agulhas e seringas na transmissao inter-humana.
Cerca de 90% desta ocorréncia atinge pessoas do sexo masculino que séo
usuarios de drogas intravenosas (SAO PAULO, 2003). A letalidade da LV vem
aumentando gradativamente, passando de 3,6% no ano de 1994 para 6,7% em
2003, o que representa um incremento de 85% (BRASIL, 2006).

A doenca ocorre em 65 paises, sendo que 90% dos casos s&o
provenientes das regides rurais pobres ou suburbanas de cinco paises
(Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil). Em toda a América ja foram
registrados mais de 5.000 casos de LV (PAHO, 2007). Na América Latina, a
doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises, distribuidos desde o México
até o norte da Argentina, sendo 90% dos casos de ocorréncia no Brasil
(BRASIL, 2003; DESJEUX, 2004; GUERIN et al., 2002; LAINSON; RANGEL,
2005).

O primeiro caso, no Brasil, foi registrado em 1913, quando Migone, no
Paraguai, descreveu a doenca em material de necropsia de paciente oriundo
do municipio de Corumb& no Mato Grosso do Sul (SAO PAULO, 2003). Em
1934, Henriqgue Penna observou formas amastigotas de Leishmania sp em
amostras de figado de pacientes durante a necropsia. Somente em 1953
registrou-se o primeiro surto da doenca no municipio de Sobral-CE e mais
tarde, na década de 80, observou-se uma mudanca na distribuicdo geografica
e a primeira epidemia urbana da leishmaniose visceral em Teresina - PI
(COSTA et al., 2005; GONTIJO; MELO, 2004; LAINSON; RANGEL, 2005).
Atualmente, a leishmaniose visceral ocorre de forma endémica em 20 dos 27

Estados do Brasil, além do Distrito Federal, sendo que em todos eles tem sido
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relatada a associacdo entre a existéncia de cées infectados e a presenca do
vetor (LAINSON; RANGEL, 2005; MILES et al., 1999). Nas dultimas duas
décadas, a LV tem ocorrido com grande frequéncia em areas urbanas de
cidades, como: Séo Luis - MA, Natal - RN, Aracaju - SE, Cuiaba - MT, Campo
Grande - MS, Belo Horizonte - MG e Rio de Janeiro - RJ (DESJEUX, 2004;
GONTIJO; MELO, 2004).

A leishmaniose visceral no Estado de S&o Paulo, até 1998, era
conhecida pela deteccdo de casos importados, oriundos de outras regides
endémicas do pais. A partir deste ano registrou-se pela primeira vez um caso
autoctone de leishmaniose visceral canina (LVC) em Aracatuba, regido
noroeste do Estado, com posterior registro do primeiro caso humano em 1999
(GALIMBERTTI et al., 1999). Desde a sua primeira deteccdo em 1999 até
outubro de 2007 a LVC foi registrada em 57 municipios, abrangendo todas as
regides em que o vetor Lutzomyia longipalpis foi detectado (regides
administrativas de Aragatuba, Bauru, Marilia e Presidente Prudente), exceto a
Regido Metropolitana de S&o Paulo, em que o mecanismo de transmisséo
ainda nao foi elucidado. A prevaléncia canina média obtida no Estado de S&o
Paulo em 2006, a partir de inquéritos censitarios realizados em 30 municipios,
dos 43 com transmisséo canina, foi de 7,3%, variando de 0,0% a 20,0%. No
entanto, o percentual de eutanasia canina foi inferior a 30% dos caes
diagnosticados com a infeccao pelo parasita (CAMARGO-NEVES, 2008).

A transmissdo da doenca na populacdo humana, no periodo de 1999 até
outubro de 2007, foi observada em 48 municipios do Estado de S&o Paulo.
Destes, em 23 notificaram-se casos humanos em 2007 e em sete verificou-se o
registro do primeiro caso humano, mostrando claramente que a LV esta em
fase de expanséo no Estado (CAMARGO-NEVES, 2008).

Acredita-se que o aparecimento dos primeiros casos na regiao Oeste do
Estado de Sao Paulo se deu em continuidade ao avanc¢o da doenca no Estado
do Mato Grosso do Sul. A expansao e a disseminacédo da doenca aconteceram
entre 1998 e 2004, periodo correspondente a construcdo do gasoduto Brasil-

Bolivia que mobilizou grande niumero de trabalhadores e seguiu o tracado da
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ferrovia e da rodovia BR-262, a qual liga Corumbé& ao Espirito Santo (Figura 1).
Antes deste periodo a doenca estava praticamente restrita a cidade de
Corumbd, no pantanal sul-matogrossense, fronteira com a Bolivia. Ao final da
década de 90 ja havia se expandido no sentido Oeste - Leste, atingido a
capital, Campo Grande, e chegado a Trés Lagoas, na divisa com o Estado de
S&o Paulo (ANTONIALLY et al., 2006). No Estado de S&o Paulo a expanséo
continuou na mesma direcdo, e mais recentemente vem acontecendo também
no sentido Norte - Sul, na regido Leste do Estado de S&o Paulo, a partir do

Estado de Minas Gerais (Figura 2) (CAMARGO-NEVES, 2008).

18°S

=== Railroad
Gas pipeline
Bolivia -Brazil

FIGURA 1 - Mapa mostrando a evolugédo da LV no Mato Grosso
do Sul entre os anos de 1913 a 2004 e a
coincidéncia com trés disturbios antropogénicos do
desenvolvimento no estado.

Fonte: Antonially et al., 2006
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FIGURA 2 - Distribuicdo de municipios com transmissdo da leishmaniose visceral
canina, por inicio de ano de transmisséo. estado de S&o Paulo, 2006.

Fonte: GEL/CCD/SUCEN

Estudos recentes na cidade de Ilha Solteira, area endémica para LVC,
mostram que dos 3798 caes examinados entre julho de 2006 a janeiro de 2007,
355 (9,35%) eram sorologicamente positivos pela RIFI e outros 120 (3,16%)
pelo exame parasitoldgico direto em amostras coletadas através de puncao de
linfonodo e coradas por hematoxilina e eosina. Em outra avaliagdo no més de
junho de 2008, 33 caes com sinais clinicos para a LVC foram positivos por
exame parasitolégico e cinco positivos pelo teste sorolégico. Os registros
frequentes de casos de LVC no municipio indicaram a necessidade de uma
melhor adequacéo dos métodos de controle e diagnéstico da doenca (ASSIS et
al., 2008).

A forma promastigota € a responsavel pela infeccdo nos hospedeiros
vertebrados e se reproduz, sob a forma de amastigotas, por divisdo binéaria
simples no interior de vacuolos das células de Kupffer do figado, nos
macrofagos do baco, da medula éssea e dos linfonodos, que sdo Orgaos

extremamente ricos em células fagocitarias, bem como nos rins, intestinos,
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pulmdes e pele (REY, 2001). As amastigotas caracterizam-se pela forma
circular e aflagelada, com nacleo grande e arredondado, citoplasma contendo
uma estrutura mitocondral em forma de bastonete e composta por filamentos
de acido desoxirribonucléico (KDNA), denominada cinetoplasto (MICHALIK,
2005). As formas promastigotas sdo alongadas, com um flagelo inserido na
porcdo anterior, livre e longo, um nucleo arredondado e um cinetoplasto em
forma de bastdo (MICHALIK, 2005).

Os vetores responsaveis pela transmissédo da LV sdo insetos da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, sendo a Lutzomia longipalpis a
principal espécie nas Américas (REY, 2001). H4 também registros no Brasil de
L. cruzi no estado do Mato Grosso do Sul (SANTOS et al.,, 1998) e L.
intermedia no litoral do Rio de Janeiro (MARZOCHI et al., 1994). Estes
flebotomineos sédo vulgarmente conhecidos como mosquito palha, birigui ou
tatuquiras e vivem em habitats variados de areas silvestres, rurais, suburbanas
e urbanas (REY, 2001). As formas imaturas desenvolvem-se em ambientes
terrestres Umidos, ricos em matéria organica e de baixa incidéncia luminosa
(BRASIL, 1996). Estes insetos sdo de porte pequeno (1,0 a 4,0 mm), com
corpo e asas pilosas e coloragcédo castanho claro ou palha, voam em pequenos
saltos e pousam com as asas entreabertas, caracteristicas que facilitam sua
identificacdo (CASTRO, 1996).

O ciclo biolégico da espécie Lutzomia longipalpis ocorre em
aproximadamente 28 a 36 dias. As fémeas realizam a ovoposi¢cdo em locais
sombreados, Umidos e ricos em matéria organica. Os adultos de ambos o0s
sexos necessitam de carboidrato como fonte de energia, mas somente as
fémeas sdo hematdfagas, pois precisam ingerir sangue para a manutencao dos
ovos (SOARES; TURCO, 2003). As fémeas realizam o repasto sanguineo no
periodo noturno, iniciando-o cerca de uma hora apés o crepusculo (CASTRO,
1996).

A principal forma de transmissdo do parasita para o0 homem e outros
hospedeiros vertebrados € através da picada de fémeas de flebotomineos
infectados (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). Um dos componentes da saliva
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de Lutzomyia longipalpis € um importante vasodilatador, o maxadilan, que
exerce o0 papel de anticoagulante ao impedir a agregacao plaquetéria, além de
ter acdo quimiotatica e imunorreguladora em monocitos e macrofagos,
respectivamente, inibindo a estimulagcédo dos ultimos e reduzindo a capacidade
destas células de produzir Oxido nitrico ao fagocitar as Leishmanias
(MICHALIK, 2005).

No momento do repasto sanguineo, as fémeas infectadas inoculam as
formas promastigotas metaciclicas no hospedeiro vertebrado, as quais séo
fagocitadas por macréfagos na derme. A adesdo e internalizacdo das
promastigotas pelos macréfagos depende de varios receptores, como
moléculas da superficie do parasita (lipofosfoglicanos e gp63) ou opsoninas
derivadas do hospedeiro (complemento, fibronectina ou imunoglobulinas) e
multiplos receptores nos macréfagos (BLACKWELL et al., 1985; KANE;
MOSSER, 2000; MOSSER; ROSENTHAL, 1993). No interior das células
fagocitarias, nos vacuolos parasitéforos, as formas promastigotas diferenciam-
se em amastigotas e iniciam intensa reproducdo por divisdo binaria, causando
o rompimento das células quando estas ja estdo repletas de parasitas (REY,
1991). As amastigotas livres sdo fagocitadas por novos macrofagos em um
processo continuo, ocorrendo entdo a disseminagdo hematogénica e linfatica
para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como
linfonodos, figado, baco e medula 6éssea (BRASIL, 2006).

Os insetos infectam-se ao alimentarem-se do sangue de algum
hospedeiro vertebrado contendo formas amastigotas. No tubo digestério dos
insetos as formas amastigotas transformam-se em formas promastigotas.
Alguns mecanismos complexos e fatores de excrecdo sintetizados pelo
protozoario faciltam a sua interacdo com o hospedeiro e determinam o
sucesso da infeccéo (SCHLEIN, 1992). As formas promastigotas possuem uma
camada de moléculas de lipofosfoglicanos (LPG) em sua superficie e
expressam também outros glicoconjugados, como a metaloprotease - gp63,
ambos capazes de proteger o parasita da acdo das enzimas hidroliticas

presentes no intestino do flebotomineo (ALEXANDER et al., 1999). Interacdes



20

envolvendo LPG com lectinas e moléculas tipo lectinas presentes no intestino
do inseto, impedem que as formas promastigotas prociclicas sejam eliminadas
juntamente com o bolo alimentar. Ao se transformarem nas formas metaciclicas
infectantes, ocorrem modificagdes no tamanho e expressdo de LPG (CHANG,
1979), que passa a ter reduzida a sua afinidade de ligacéo as lectinas, levando
ao desligamento do epitélio intestinal e migracdo para a probdscide do inseto.
Neste local, o parasita esta pronto para uma posterior transmissdo ao
hospedeiro vertebrado no momento de um novo repasto sanguineo
(CUNNINGHAM, 2002), fechando-se o ciclo (CHANG, 1979; SCHLEIN, 1992;
KILLICK-KENDRICK, 2002) que pode se completar em torno de 72 horas
(RIBEIRO, 1997).

No homem j& foram registradas outras formas de transmissdo da
doenca, tanto por via congénita quanto por transfusdo de sangue infectado
(PEARSON et al.; 1996). Mas, em cdes a transmissdo vertical ndo foi
confirmada (ANDRADE et al., 2002). Além disso, na auséncia de flebotomineos
no ciclo de transmissdo, suspeitou-se da participacdo do carrapato
(Rhipicephalus sanguineus) como vetor na transmissao da leishmaniose
visceral canina. Experimentos utilizando estes ectoparasitas, infectados por
Leishmania sp e coletados de cdes com LVC, comprovaram a infectividade dos
parasitas presentes nestes carrapatos quando administrados via oral em
hamsters que adquiriram a doenca, comprovando serem eles possiveis vetores
alternativos no ciclo de transmisséao da LVC (COUTINHO et al., 2005).

O céo tem um papel importante dentro da epidemiologia da doenca e &
considerado como o principal reservatorio para a transmissdo ao homem em
area urbana (ALENCAR, 1959; ALVAR et al., 2004; ASHFORD et al., 1998;
CHAGAS et al., 1938; DEANE, 1956; DEANE; DEANE, 1962), pois neles o
agente infeccioso sobrevive e mantem-se no ambiente (ASHFORD et al.,
1998), além desta espécie ser abundante e viver tempo suficiente que permita
ciclos de transmissao da doenca (SALIBA; OUMEISH; 1999). Em ambientes
rurais e silvestres outros animais como as raposas € 0S marsupiais, 0s

roedores, edentados, procionideos e primatas sao relatados como



21

reservatorios naturais e potenciais da doengca (ASHFORD, 1996; DANTAS-
TORRES, 2006; DEANE ; DEANE, 1955b; LAINSON; RANGEL, 2005).

As propriedades do parasita e do hospedeiro irdo definir o
desenvolvimento da LVC de carater crénico ou agudo (GENARO, 1993;
PINELLI et al., 1999). A resposta das células T € o principal fator que influéncia
a evolucdo da doenca. Estudos realizados em camundongos demonstram que
as células apresentadoras de antigenos (APC), que incluem os macréfagos,
células dendriticas e células de Langerhans, quando infectadas por estes
parasitas, ativam linfocitos (CD4") Tal e Ta2. Quando sio estimuladas
preferencialmente células Tal, serdo produzidas citocinas pré-inflamatérias,
tais como interleucina-2 (IL-2), interferon gama (INF-y) e fator de necrose
tumoral (TNF), os quais aumentam a eficiéncia das células fagociticas e dos
linfonodos citotdxicos, desencadeando uma resposta imune celular protetora no
controle do parasitismo e podendo até mesmo levar a eliminacdo da infeccéo
(CIARAMELLA; CORONA, 2003; FEITOSA et al.,, 2000; FERRER, 2002). Em
contraste, a inducdo de linfécitos Ta2 promove a producdo de citocinas anti-
inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13), as quais desencadeardo a
proliferacédo de linfocitos B com subsequiente producédo de uma resposta imune
humoral ndo protetora, estimulando a evolugéo da infecgcdo (CIARAMELLA,
CORONA, 2003; FEITOSA et al., 2000; FERRER, 2002).

As manifestacdes clinicas da doenca no cdo e no homem séo similares
e apresentam sinais inespecificos, como febre irregular por longos periodos,
anemia, perda progressiva de peso e caguexia em seu estigio final
(LONGSTAFF et al., 1983; MARZOCHI et al., 1985; RIBEIRO, 1997; SANTA
ROSA; OLIVEIRA, 1997). As lesdes de pele sdo manifestacbes comuns na
LVC e muitas delas ja foram descritas, como a alopecia e as dermatites
esfoliativas, ulcerativas, nodulares ou papulares (ORDEIX et al.,, 2005;
SOLANO-GALLEGO et al.,, 2004). A dermatite esfoliativa é a manifestacéo
cutanea mais comum da LVC (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al.,
1992). Mas, os animais com esta doenca apresentam também outros sinais

clinicos e alteracdes histopatoldgicas, como a ortoqueratose; crostas; edemas;
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hiperplasia epidermal; dermatites perivascular, intersticial e nodular;
perifoliculites; adenite sebacea e paniculites (PAPADOGIANNAKIS et al., 2005;
SARIDOMICHELAKIS et al., 2007). Também s&o observados sinais gerais
como linfadenomegalia (em 81% dos casos), hiporexia (58%), onicogrifose
(51%) e emaciacao (47%). A anemia é um achado clinico consistente em 30%
dos animais com leishmaniose. Além disso, 0s cdes apresentam sinais
oculares (conjuntivite, edema e uveite), emagrecimento, hipertermia, diarréia,
melena, pneumonia, comprometimento do sistema urinario e hepético e sinais
de alteracdes neurologicas (FEITOSA et al., 2000).

No entanto, a maioria dos cées infectados nédo apresenta qualquer sinal
clinico (CABRAL et al., 1998; SIDERIS et al., 1999). Em torno de 60% a 80%
dos cées pertencentes a areas endémicas podem ter contato com o parasita e
ndo desenvolver sinais clinicos da doenca (FERRER, 1999). Existem
evidéncias de que a taxa de prevaléncia da infeccdo em cées assintomaticos
pode ser mais alta do que as obtidas por estudos sorolégicos (SOLANO-
GALLEGO et al., 2001). Os caes assintomaticos sao reservatorios perigosos
gue merecem atencado quanto a expansao da leishmaniose visceral (CABRAL
et al., 1998; SIDERIS et al., 1999; SILVA et al.,, 2001). Analises das peles
clinicamente normais de caes com LVC demonstraram a presenca de parasitas
nestes tecidos, o que alerta para a chance de transmissdo da doenca
(SOLANO-GALLEGO et al., 2004), comprovada em estudos experimentais por
Michalsky et al. (2007) que observaram a capacidade de cdes assintomaticos
em infectarem flebotomineos assim como os sintomaticos, porém em menor
proporgao.

As estratégias de controle da doenca, no Brasil, estdo baseadas no
diagnéstico e tratamento precoce de casos humanos, no controle dos vetores
através do uso de inseticidas e na triagem sorolégica com posterior eutanasia
de cées positivos para leishmaniose (BRASIL, 2003). O custo destas atividades
€ alto e gera controvérsias, particularmente quanto a eliminacéo do reservatoério
canino, que ndo tem reduzido a incidéncia da LV em caes e humanos (BRAGA
et al., 1998; COSTA; VIEIRA, 2001). A ineficiéncia desta medida esta
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relacionada a alguns provaveis fatores, como a incapacidade dos métodos
diagnésticos em identificar todos os cées infectados, o longo periodo de tempo
entre diagnostico e eliminacdo dos caes positivos, a reposicdo dos caes por
filhotes susceptiveis ou por caes ja infectados e a possivel existéncia de outros
reservatorios (MILES et al., 1999; REITHINGER et al.,, 2002). Nunes et al.
(2007) observaram que a reposicdo de uma consideravel parcela de cées
submetidos a eutanéasia, em determinado bairro de Aracatuba — SP, aconteceu
em curto periodo de tempo, preferencialmente por filhotes (< 1 ano)
sabidamente mais susceptiveis, sendo uma parcela dos quais ja sintomaticos
(20,7%) e outra parcela (12,9%) sorologicamente positiva para LVC ao teste
ELISA, o que contribuiu para manter no local o processo de transmissao da
doenca.

A patrtir dos trabalhos de Chagas et al. (1938), Deane e Deane (1955a) e
Alencar (1956), demonstrando a importancia do cdo na transmissao da
leishmaniose visceral no Brasil, varios pesquisadores dedicaram-se ao estudo
sorolégico de caes infectados, visando obter métodos de diagndsticos que
facilitassem a realizacdo de inquéritos epidemiolégicos e o conhecimento da
distribuicdo geografica da leishmaniose.

No Brasil o cédo é encontrado parasitado tanto pela L. chagasi como pela
L. braziliensis e pelo Trypanosoma Cruzi, sendo comum o encontro de areas
de superposicdo das leishmanioses tegumentar e visceral, bem como da
doenca de Chagas (PESSOA; MARTINS, 1982). Costa et al. (1991) realizaram
um estudo comparativo da reacdo de imunofluorescéncia indireta em eluatos
de sangue de caes infectados experimentalmente com diferentes
tripanosomatideos e utilizaram como antigenos promostigotas de L. mexicana,
L. braziliensis e L. chagasi. Os resultados mostraram que a sensibilidade do
método foi de 87,5% para diagnostico da LVC, independentemente do antigeno
empregado; e que ocorreu reagao cruzada com leishmaniose tegumentar em
75% dos casos e com doenca de Chagas em 83,3%. Outras pesquisas
continuaram comprovando a reacao cruzada com malaria, esquistossomose e

tuberculose pulmonar (SUNDAR; RAI, 2002), com outros tripanossomatideos
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(ALVES; BEVILACQUA, 2004), e com Babesia canis e Ehrlichia canis
(OLIVEIRA et al., 2008). Em estudo realizado por Ferrer (1999), demonstrou-se
gue a sensibilidade e a especificidade da RIFI variaram de 80 a 100% e Mettler
et al. (2005) mostraram baixa sensibilidade desta técnica principalmente em
cées assintomaticos. Assim, 0s autores sugeriram que a RIFI deveria ser usada
com cautela nas campanhas de saude publica, em relacdo a prevaléncia da
LVC.

Em funcéo da RIFI apresentar baixa especificidade, novos métodos de
diagndéstico foram propostos por varios autores nos ultimos anos. Deste modo,
o teste ELISA-padrdo, com a vantagem da possibilidade de automacéo, foi
aprimorado na década de 70 e surgiram diversas variacdes desta técnica
(CABRERA et al., 1999; CHATTERJEE et al., 1999; RACHAMIN; JAFFE, 1988;
SCOTT et al.,, 1991). Entretanto, reacdes cruzadas continuaram ocorrendo
mesmo utilizando o método ELISA (BADARO et al., 1996; FERREIRA et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2008; ROSARIO et al., 2005; ROSYPAL et al., 2007;
ZANETTE, 2006). O teste ELISA indireto, bem como suas modalidades: Dot-
ELISA, fucose-manose-ligante-ELISA, Fast-ELISA e Micro-ELISA, utilizam
antigenos soluveis totais ou fracionados de formas amastigotas ou
promastigotas de Leishmania sp. Este tipo de antigeno limita a especificidade
das técnicas e novas buscas por antigenos mais especificos tem sido
realizadas (ALVAR et al, 2004), incluindo o estudo de antigenos
recombinantes como rK39 e rK26, os quais contribuiram para o aumento da
especificidade do teste ELISA indireto, que foi de 100% com o rK-39 e de 96%
com o rK-26 (METTLER et al., 2005; REITHINGER et al., 2002; SCALONE et
al., 2002) e ndo apresentaram nenhuma reacdo cruzada com outros parasitas
(ROSARIO et al., 2005).

Atualmente, como preconizado pela Secretaria da Saude do estado de
Sédo Paulo, um céo é considerado suspeito para LVC quando apresente pelo
menos um dos trés seguintes sintomas: descamacéo, Ulceras de pele ou
onicogrifose, associado(s) a dois ou mais dos seguintes sintomas:

ceratoconjuntivite, coriza, apatia, emagrecimento, diarréia, hemorragia
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intestinal, vbmitos, edema das patas, paresia das patas posteriores e/ou
caquexia. A confirmacao da suspeita pode ser feita por exames laboratoriais:
identificacdo de L. chagasi, a partir da cultura e/ou inoculagdo em hamster e/ou
por técnicas moleculares; exame parasitoldgico direto; e pesquisa positiva de
anticorpos contra antigenos de Leishmania sp. Os cdes provenientes de area
endémica ou onde esteja ocorrendo surto, mesmo sem a confirmacao de
diagndstico laboratorial, ja serdo considerados positivos para LVC apenas pela
andlise dos sinais clinicos citados acima (BRASIL, 2006).

O diagnodstico de escolha para LVC € a demonstracdo do parasita
através de exame direto em amostras de biopsia de linfonodo e medula éssea,
coradas por Giemsa. Os testes sorologicos utilizando os “kits” fornecidos pelo
Ministério da Saude, produzidos pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos Bio-Manguinhos, podem ser utilizados também para a
confirmacdo de casos suspeitos e nos inquéritos epidemiolégicos caninos,
sendo o ELISA utilizado como técnica para a triagem das amostras, visando
identificar as negativas, e a RIFI aplicada para a confirmacdo das amostras
reagentes pelo ELISA, como demonstra o quadro 1. Na RIFI, a amostra sera
considerada reagente quando forem obtidos titulos iguais a 1:40 (BRASIL,
2006).

Os testes soroldgicos apresentam mais resultados falso positivos por
causa das reacoes inespecificas e/ou cruzadas com outros patégenos, além de
serem ineficientes para diagnostico no periodo de tempo entre infeccédo e
soroconversdo (BADARO et al., 1983; BARBOSA-DE-DEUS, et al., 2002;
INIESTA et al.,, 2002; MANNA et al., 2004). A manutencdo de animais em
laboratorio para fins diagnosticos é dificil e a cultura do protozoario é demorada
e frequentemente sofre contaminacdo, o que dificulta seu emprego em larga
escala. Ja os métodos parasitolégicos sdo mais especificos, mas também
trazem desvantagens por serem de dificil aplicagdo em inquéritos
epidemiolégicos, mais invasivos ja que usualmente requerem puncdo de

medula ou linfonodo e por apresentarem baixa sensibilidade, de 60% para
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esfregacos de medula 6ssea e menor que 30% para esfregacos de linfonodos
(FERRER, 1999).

Quadro 1 - Resultado sorolégico final para diagnéstico da leishmaniose visceral
canina a partir dos resultados obtidos por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e reagéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Condutas a
serem empregadas segundo normas do Ministério da Saude do

Brasil:
RESULTADO -
SEGUNDO REACAO SOROLOGICA|  RESULTADO FINAL CONDUTA EM RELAGAO AO
RESULTADO FINAL
ELISA RIFI
NAQ NAO REALIZAR NEGATIVO
REAGENTE
REAGENTE | NAO REAGENTE INCONCLUSIVO - COLETAR NOVA AMOSTRA*

- PROCEDER A EUTANASIA DO
CAO EM MUNICIPIOS COM
TRANSMISSAO CONFIRMADA

- REALIZAR EXAME
REAGENTE REAGENTE POSITIVO PARASITOLOGICO DIRETO E/OU
PARA IDENTIFICACAO DA
ESPECIE DE Leishmania EM
MUNICIPIOS SILENCIOSOS
RECEPTIVOS VLJLNERAVEIS ou
NAO

* Repetir ap6s no minimo 15 dias e no maximo de 30 dias da data da coleta, se NAO
REGENTE OU INCONCLUSIVO considerar NEGATIVO. A técnica a ser utilizada na
repeticdo devera ser a RIFI.
Fonte: Brasil, 2006

Na LVC o parasitismo na pele € muito intenso, pois € nela que se inicia a
infeccdo através da picada do flebotomineo e durante todo o ciclo o parasita
permanece no tecido cutaneo permitindo que novos mosquitos se infectem ao
se alimentar do sangue e estejam aptos para transmitir 0s parasitas a outros
vertebrados. Estudos demonstraram que o aumento da carga parasitaria na
pele estava diretamente relacionado a severidade dos sinais clinicos da doenca
(GIUNCHETTI et al., 2006; REIS et al., 2006; XAVIER et al., 2006).

A deteccéo de Leishmania sp pela biopsia de pele, que pode ser obtida
através de procedimentos cirdrgicos extremamente simples, € uma ferramenta
alternativa para o diagnostico. Entretanto, exames rotineiros, particularmente,

seccOes histoldégicas coradas com hematoxilina/eosina sdo muitas vezes
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inconclusivas (FERRER et al.,, 1988; TAFURI et al.,, 2001). Outra técnica
interessante que vem sendo aprimorada € a deteccdo direta de formas
amastigotas de Leishmania sp pelos métodos imunoistoquimicos, onde o0s
cortes de tecidos de cdo e de humanos (LIVNI et al., 1983) s&o fixados em
formalina e embebidos em parafina. O método de imunoistoquimica para
identificacdo da Leishmania sp em tecidos € simples, ndo precisa de
equipamentos especiais e € mais sensivel e especifico do que o exame
histoquimico (BOURDOISEAU et al., 1997; FERRER et al., 1988; LIVNI et al.,
1983), pois diminui as reacdes cruzadas com outros tripanossomideos. A
imunoistoquimica, além de aumentar a deteccdo da forma amastigota da
Leishmania sp em muitos 6rgaos, também aumenta em 50% a positividade na
pele, quando comparada aos testes histopatoldgicos de rotina (TAFURI et al.,
2004).

Os métodos de amplificacdo génica por PCR, mesmo tendo um custo
mais elevado, tém se mostrado cada vez mais Uteis tanto no diagndstico como
na identificacdo das espécies de Leishmania (CAMARGO; BARCINSKI, 2003;
IKONOMOPOULOS et al.,, 2003), detectando mais adequadamente a
populacdo soronegativa e tentando ultrapassar as limitacbes do diagnostico
sorologico, pois sdo mais rapidos, mais sensiveis e especificos,
particularmente para a deteccdo de cdes assintomaticos. Rodriguez et al.
(1994) mostraram que a PCR adaptava-se especialmente a situacdes onde
poucos organismos sdo encontrados, com sensibilidade de 94% e podendo
detectar a presenca de tdo pouco quanto 10 parasitas de Leishmania sp. Neste
tipo de diagnostico “primers” tém sido desenvolvidos para amplificacéo
especifica das regides do DNA de Leishmania sp, podendo ser primers de
acidos desoxirribonucléicos (DNA) em sequéncias de cinetoplastos (KDNA)
(RODGERS et al.,, 1990; SMYTH et al., 1992), &cidos ribonucléicos (RNA)
genes espacadores (HASSAN et al., 1993; VAN EYS et al., 1992) ou repetitivas
sequéncias nucleares (PIARROUX et al., 1993). Entretanto, os seus resultados

dependem de algumas variaveis envolvidas, entre elas temos: area endémica;
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tipo de amostra; alvo do DNA utilizado para amplificacdo; método de extracao
do DNA, etc. (BRASIL, 2003).

O cinetoplasto € uma organela presente nos kinetoplastidas, formada
por cerca de 10.000 minicirculos de DNA (kDNA), com 600 a 800 pb nos
membros do género Leishmania (RODRIGUEZ et al., 2002). Rodgers et al.
(1990), adotando “primers” especificos, sugeriram ser possivel a amplificacdo
do fragmento da regido conservada do kDNA, contendo 120 pb, a partir de um
Gnico parasita presente na amostra, sendo a amplificacdo da regido
conservada 10 vezes mais sensivel do que a regido variavel. Assim,
desenvolveu-se um diagndstico molecular baseado na amplificacdo feita por
“primers” anelados na regido alvo do kDNA de cepas de Leishmania sp pela
PCR, que tem sido muito utilizado em diversos estudos (FISA et al., 2001,
GOMES et al., 2007; IKONOMOPOULOS et al., 2003; LACHAUD et al., 2002;
MANNA et al., 2004; NUNES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2005; QUINNEL et
al., 2001; REALE et al., 1999; RODGERS et al., 1990; SOLANO-GALLEGO et
al., 2001; XAVIER et al., 2006).

As amostras clinicas mais comumente utilizadas para a detecg¢do por
PCR sédo os aspirados por puncdo de medula éssea, baco e linfonodos; e as
biopsias de pele. Amostras de sangue circulante e “swab” conjuntival
apresentam a vantagem de serem de colheita menos invasiva do que puncdes
de medula 6ssea ou de linfonodos (FERREIRA, 2008; FISA et al., 2001;
IKONOMOPOULOS et al., 2003; LACHAUD et al., 2002; MANNA et al., 2004;
STRAUSS-AYALI et al., 2004). No entanto, Solano-Gallego et al. (2001)
observaram maior positividade na PCR em amostras de pele de cées (51%)
guando comparadas a conjuntiva (32%) e medula 0ssea (17,8%). E em outro
estudo, Manna et al. (2004) encontraram maior positividade nas amostras de
linfonodo (99%) quando comparadas as amostras de pele (95%) e de sangue
(94%).

Nunes et al. (2007) mostraram que a PCR de sangue periférico néo foi
uma boa ferramenta para triagem diagndstica devido a baixa sensibilidade

(55%) e especificidade (66,3%) quando comparada a RIFl. Outro estudo
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realizado através da amplificacdo de kDNA de amostras de pele demonstrou
uma positividade de 94,9%, enquanto a técnica ELISA revelou apenas 69,2%,
mostrando que embora a coleta de pele seja mais invasiva do que a de
sangue, a andlise de tecidos cutaneos é importante quando se deseja
determinar a presenca do parasita e a possibilidade de transmisséo ao vetor,
permitindo assim melhor caracterizar o potencial de reservatério do cédo
(TRINCONI et al., 2007).

Em areas de risco para a doenca € essencial 0 uso de métodos de
diagnéstico principalmente sensiveis, apresentando altas taxas de positividade
e que auxiliem no controle da zoonose. Mas, parece ndo haver um unico
método capaz de isoladamente diagnosticar a infeccdo em todos os cédes. A
sensibilidade das técnicas varia durante a evolu¢do da doenca bem como entre
0os individuos, sendo que no inicio, antes da soroconversao ou
desenvolvimento de sintomas, o exame parasitolégico e a PCR sao mais
sensiveis (QUINNELL et al., 2001). A combinacao das técnicas sorolégicas e
moleculares tem aumentado a prevaléncia da infeccdo canina em diferentes
areas endémicas (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Na comparacao dos
métodos de histoquimica, imunoistoquimica e PCR, utilizando diferentes
regides da pele de caes, Xavier et al. (2006) sugeriram que a PCR pode ser o
melhor método de diagnéstico para LVC utilizando a pele da orelha como
amostra, além de apontar a imunoistoquimica como método alternativo para
diagnéstico da doenca independentemente do estado clinico do animal.

A intencéo de auxiliar no controle e combate desta zoonose estimulou a
realizacdo desta pesquisa, que focou o estudo da utilizagdo da PCR e da
imunoistoquimica de bidpsias de pele em busca de uma alternativa para

colaborar na complementacéo e confirmacao dos diagndsticos de LVC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a utilizacdo da PCR e da
imunoistoquimica de biopsias de pele para colaborar na complementacéo e
confirmacgéo dos diagndsticos de LVC e assim, ajudar no controle e combate

desta zoonose.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar a presenca de anticorpos anti-Leishmania sp em soros de cées
assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos pela RIFI e ELISA;

- Verificar a presenca de amastigotas de Leishmania sp em amostras de
tecidos cutédneos com lesdo e sadios, através de exames parasitologicos
diretos para deteccdo do parasita (histoquimica e imunoistoquimica) e por
exame molecular (PCR);

- Realizar a descricdo histopatoldgica dos tecidos cutaneos infectados com
amastigotas de Leismania sp;

- Realizar a comparacéo entre os métodos de diagndstico e a associacdo entre
eles, buscando uma alternativa para complementar e confirmar o diagnostico
da LVC.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Local

Os caes do presente trabalho pertenciam ao municipio de Ilha Solteira
localizado na regido noroeste do Estado de Sao Paulo, a uma latitude
20°25'58" Sul e a uma longitude 51°20'33" Oeste.

As técnicas aplicadas neste estudo foram desenvolvidas nos seguintes
laboratérios:

- Histoquimica e Imunoistoquimica foram desenvolvidas no Laboratorio de
Parasitologia/lmunologia do Departamento de Biologia e Zootecnia da
Faculdade de Engenharia de llha Solteira - Universidade Estadual Paulista
(FEIS-UNESP);

- Exames Sorologicos (RIFI e ELISA) realizados no Laboratorio de
Imunoparasitologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP), Campus de Jaboticabal;

- PCR realizada no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — Universidade Estadual Paulista
(FOA-UNESP).

3.2 Animais

Para este trabalho, foram utilizadas amostras de sangue e pele, sendo
22 amostras de pele sadia e 23 de pele com lesédo, colhidas no periodo de
agosto a novembro de 2005 de 34 caes de idade adulta, ambos os sexos e

racas variadas, os quais foram doados para pesquisa pelo Controle de
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Zoonoses (CCZ) do municipio de llha Solteira - SP. As amostras de pele com
lesdo foram coletadas principalmente dos locais onde as lesdes eram maiores
ou estavam mais evidentes e as peles sadias preferencialmente do focinho e
ponta de orelha.

Estes animais foram entregues pelos proprietarios ao CCZ ou
recolhidos por este 6rgdo em areas de risco por serem suspeitos de estarem
positivos para leishmaniose visceral. Os animais tiveram positividade
confirmada pelos testes padrbes recomendados pelo Ministério da Saude e
realizados rotineiramente nos animais do CCZ (RIFI - utilizando kit Bio
Manguinhos, titulo 1:40).

Os cédes foram submetidos a eutanasia pelo CCZ, em cumprimento ao
Decreto no. 51.838 do Ministério da Saude do Brasil, de 14 de marco de 1963,
0 qual estabelece que animais domésticos portadores de leishmaniose devem
ser eutanasiados. Para a eutanasia os cdes foram anestesiados com
pentobarbital sodico (15 mg/kg/iv) e ainda em plano anestésico, aplicou-se
posteriormente uma ampola de cloreto de potassio (Samtec) a 19,1%, por via
intravenosa, seguindo as recomendacdes da Resolucdo n°. 714, de 20 de
junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre
procedimentos e métodos de eutandsia de animais.

Durante as necropsias, foram realizados “imprinting” de amostras de
figado, baco e linfonodo e a presenca de amastigotas de Leishmania sp nestes

orgaos confirmou a leishmaniose visceral nos cées (dados ndo mostrados).

3.2.1 Formagéo dos Grupos de Cées

Antes da eutanasia os animais foram examinados quanto aos sinais
clinicos e apo6s a necropsia foram avaliados os sinais anatomopatolégicos mais
evidentes para leishmaniose visceral e assim, os cédes foram separados em
trés grupos:

e Cdaes Assintométicos (n = 8): caes sem alteracdes ao exame fisico e

macroscopico realizados durante a necropsia;
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e Caes Oligossintomaticos (n = 14): cdes que possuiam até trés sinais
clinicos, evidenciados por meio de exame fisico, ou comprometimento de até
trés oOrgaos (evidenciado por exame macroscopico durante a necropsia),
independente da gravidade ou dos 6rgédos acometidos;

e Caes Polissintomaticos (n = 12): cdes com mais de trés sinais clinicos,
evidenciados por meio de exame fisico, ou com mais de trés Orgaos
acometidos (evidenciado por exame macroscépico durante a necropsia),

independente da gravidade ou dos 6rgaos acometidos.

3.3 Exames Soroldgicos

Antes da eutanasia amostras de sangue foram coletadas por
venopuncao cefalica dos 34 caes e armazenadas em tubo sem EDTA, para
obtencdo de soro e posterior investigacdo de anticorpos anti-Leishmania sp

pelos exames soroldgicos.

3.3.1 ELISA indireto

O teste ELISA indireto foi realizado de acordo com a técnica descrita por
Machado et al. (1997) para B. bovis e adaptado por Oliveira et al. (2005; 2008)

para L. chagasi.

3.3.1.1 Descricao da técnica

O antigeno soluvel bruto de L. chagasi foi obtido apds ciclos de
congelamento e descongelamento das formas promastigotas. As amastigotas
eram coletadas por puncdo de medula 6ssea de cédo sintomatico para LVC e
mantidas em meio de cultura RPMI até o desenvolvimento para a forma
promastigota.

Em cada cavidade das microplacas de fundo plano (Nunclon ™ Surface,

Nunc. Denmark) para ELISA eram adicionados 100uL do antigeno soluvel de L.
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chagasi (na concentracdo 5ug/ml), diluido em tampédo carbonato-bicarbonato
de sédio 0,05M, pH 9,6. Apés a incubacédo da placa por 8 a 10 horas em
camara Umida a 4°C o excesso de antigeno era removido por trés lavagens
consecutivas com tampéo PBS 0,01M, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20
(PBS-Tween 20). As placas foram previamente bloqueadas com PBS-Tween
20 acrescido de 6% de leite em p6, em camara Umida, a 37°C por 90 minutos.
Ap6s nova lavagem para retirada do bloqueador foram adicionados, em
duplicata, 100uL dos soros testes e dos soros de referéncia positivos e
negativos na diluicdo de 1:100 em PBS-Tween 20, com 5% de leite em pé
desnatado. As placas foram entdo novamente incubadas e lavadas. Em
seguida, 100 uL do conjugado (IgG de coelho anti IgG de cao, acoplada a
fosfatase alcalina, SIGMA A-0793) diluido em PBS-Tween 20, acrescido de
5% de soro de coelho, foram adicionados a cada cavidade da placa, seguindo-
se nova incubacédo e lavagem como as anteriores. O substrato da enzima
fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a 1mg/mL em tamp&o
dietanolamina pH 9,8; SIGMA N-9389) foi adicionado, incubando-se a reacéo
por 45 minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, a leitura da
reacao foi realizada em um leitor de microplacas de ELISA (Microplate Reader
MRX TC Plus, Dynex Technology), a um comprimento de onda de 405 nm.

3.3.1.2 Tratamento dos dados

Os valores de Densidade Optica média (D.0.) dos soros foram
agrupados em niveis de ELISA (NE), os quais variaram de 0 (zero) a 9 (nove).
O ponto de corte foi para o NE = 3.

O limite maximo do nivel zero foi determinado pela média das D.O. de
animais negativos para L. chagasi, acrescido de dois desvios padrao. A partir
desse limite, os intervalos entre os outros niveis de ELISA foram definidos por
acrescimo de 35%, e o0 ponto de corte do teste de ELISA correspondeu a duas
vezes e meia 0 valor médio das D.O. dos soros de referéncia negativos,

conforme preconizado por Machado et al. (1997).
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A atividade imunolégica de cada soro testado foi calculada mediante a
determinacao do valor A/P (amostra em relagdo ao positivo), considerando-se

os soros de referéncia negativos e positivos de acordo com a seguinte

equacao:
Absorbancia média - Absorbancia média do
da amostra soro de referéncia negativo
AlP=
Absorbancia médiado - Absorbancia média do
soro de referéncia positivo soro de referéncia negativo

3.3.2 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI foi realizada conforme a técnica utilizada pelo Centro de
Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ, de Belo Horizonte-MG, para diagndstico

de animais infectados por L. chagasi, adaptada por Oliveira et al. (2005; 2008).

3.3.2.1 Descricao da técnica

As laminas contendo o antigeno (promastigotas de L. chagasi) foram
retiradas do “freezer” e descongeladas a temperatura ambiente. Em cada
circulo contendo o antigeno foram dispensados 10uL de cada soro teste diluido
na concentracao de 1:40. As laminas foram entdo incubadas em camara umida
a 37°C, por 30 minutos e, a seguir, submetidas a trés lavagens em PBS por
imersao, de cinco minutos cada. Apds secagem a temperatura ambiente, os
circulos das laminas foram recobertos com 10uL do anticorpo anti-lgG de céo
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (KPL cat n° 02-19-02), diluido a
1:30, em solucéo de PBS, contendo azul de Evans 1mg%. As laminas foram
novamente incubadas e lavadas conforme descrito acima. Apos a secagem das
laminas, estas foram montadas com laminula, utilizando-se glicerina

tamponada a uma relacdo de 9:1 de glicerina/tampéao carbonato-bicarbonato
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0,5M pH 9,6 e, posteriormente, observadas em microscépio equipado para
fluorescéncia (Olympus, BX-FLA).
Apé6s a leitura neste microscopio foram consideradas positivas as

reagOes fluorescentes em soros com diluigédo > 1:40.

3.4 Exames Parasitolégicos

Os exames parasitolégicos e moleculares foram realizados em amostras
de pele dos 34 cées, sendo 22 amostras de pele sadia e 26 de pele com leséo.
As amostras cutaneas foram fixadas em formalina tamponada a 10% ou em

solucdo Bouin para a histoquimica e a imunoistoquimica.

3.4.1 Histoquimica (HE)

Os tecidos fixados foram emblocados em parafina e trés seccdes de
cada amostra foram montadas em laminas e coradas com Hematoxilina e
Eosina para posterior avaliacdo, através de microscépio de luz branca, relativa
ao grau de parasitismo de uma a quatro cruzes (+ a ++++) e a histopatologia.

Os tecidos foram avaliados conforme a visualizagdo de formas
amastigotas de Leishmania sp da seguinte forma: tecido negativo (-), sem
amastigotas; tecido suspeito (+), quando a coloracdo ndo permitiu visualizar e
definir claramente os parasitas no tecido, mas havia forte suspeita de que
naquele fragmento poderiam haver células parasitadas por amastigotas;
tecidos positivos, quando os parasitas foram visualizados dentro ou fora de
macrofagos, sendo considerado: tecido fraco positivo (++), quando os parasitas
estavam distribuidos esparsamente no tecido; tecido moderado positivo (+++),
guando os parasitas estavam presentes em torno de 50% do tecido e tecido
forte positivo (++++), quando os parasitas estavam presentes em mais de 50%
do tecido. Os animais sO foram considerados negativos ou suspeitos apos a

analise de no minimo cinco cortes teciduais.
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3.4.2 Imunoistoquimica (IMIQ)

A imunoistoquimica seguiu os procedimentos indicados por Tafuri et al.
(2004), com algumas adaptacdes. O anticorpo primario foi o soro hiperimune
de caes naturalmente e comprovadamente infectados com L. chagasi (RIFI
com titulo = 1: 2560) e como anticorpo secundario anti-lgG biotinilado de
coelho produzida em cabra, que reage de forma cruzada com imunoglobulinas
de céo produzindo pouco “background”.

Nesta técnica as laminas foram previamente desparafinizadas e
hidratadas em passagens sucessivas em xilol e alcool etilico. Antes de
adicionar o anticorpo primario, a enzima peroxidase endogena foi bloqueada
usando-se a solucdo de peréxido de hidrogénio (H.O,) a 0,3% diluido em
0,01M de solucdo salina fosfatada tamponada (PBS) e as reacdes
inespecificas do anticorpo secundario foram inibidas usando-se o soro normal
de coelho na diluicdo 1/50. O anticorpo primario foi incubado sobre o tecido a
ser analisado em uma camara Umida a 4'C por aproximadamente 12 horas.
ApoOs os enxagues em PBS, o anticorpo secundario foi usado na diluicdo 1/500
e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. O anticorpo secundario
utilizado foi uma anti-IgG de coelho (reagdo cruzada com cé&o) produzido em
cabra, conjugado a biotina e ndo a peroxidase, sendo esta a alteracdo
realizada por nos na técnica descrita por Tafuri et al (2004). O complexo
“Avidin-Biotin Peroxidase” (Vectstain ABC Kit; Vector Laboratories Inc,
Burlingame, CA, USA) foi usado para detec¢do da reagcdo imunologica. Apds 0s
devidos enxagues em PBS, as laminas foram imersas por 7-15 minutos em
uma solucdo preparada a fresco de substrato cromogeno especifico para
peroxidase (Substrato “New Red”- Vector Laboratories). Apos outro enxague,
mas em agua destilada, os tecidos foram corados pela hematoxilina de Mayer,
desidratados e montados em bélsamo do Canadéa entre lamina e laminula. Os
controles negativos sofreram este mesmo procedimento, mas sem o anticorpo
primario ou o secundario. Duas laminas para cada grupo de animal foram

analisadas imunoistoquimicamente. Soros e tecidos de cées sadios também
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foram testados como controle negativo da reagdo. Os parasitas quando
presentes nos tecidos coraram-se na cor vermelho tijolo.

As amostras de tecido tratadas como descrito acima tiveram o
diagndstico concluido apds exame de uma a cinco secc¢des, sendo o resultado
ja considerado positivo quando pelo menos em uma seccdo detectou-se a

presenca de amastigotas.

3.5 Exame Molecular

3.5.1 Reacédo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

No momento das necropsias as amostras de pele dos 34 animais (22
amostras de pele sadia e 26 de pele com leséo), colhidas assepticamente,
foram imediatamente colocadas em nitrogénio liquido antes de serem

armazenadas em freezer a -70° C até a extracdo do DNA.

3.5.1.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA das amostras de pele foi realizada utilizando o “Kit
QIAamp Blood and Tissue” (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA), conforme o
protocolo a seguir: 30 mg de tecidos cutaneos sofreram lavagem rapida com
tampéo fosfato-salina (PBS) sendo depositados em tubos de 1,5 mL. Os
tecidos foram macerados com o auxilio de pistilo de plastico, foram adicionados
180 pL de “Buffer ATL” e 20 pg/mL de Proteinase K, sendo as misturas
intensamente homogeneizadas (Vortex®) e incubadas a 56° C por trés horas e
agitadas a intervalos de 15 minutos ou durante a noite. ApGs a incubacao, as
amostras foram homogeneizadas por 15 segundos e adicionou-se 200 pL de
“Buffer AL” seguindo-se de nova agitagao e incubacgéo a 70° C por 10 minutos.
ApOs este procedimento, adicionou-se 200 pL de alcool etilico absoluto gelado,
seguida de nova agitacdo por 15 segundos e deposicdo da mistura no centro

da coluna de cromatografia contida no kit, que foi centrifugada por 6.000 g por
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dois minutos. O tubo contendo o liquido eluido foi descartado, sendo
substituido por outro igual. Foram adicionados 500 pL de “Buffer AW1” a coluna
de cromatografia, que foi centrifugada a 6.000 g por dois minutos. O mesmo
procedimento de descarte e substituicao foi realizado e, apés a adicao de 500
uL de “Buffer AW?2” foi realizada a centrifugacdo da coluna contendo a amostra
(20.000 g por trés minutos), seguida pelo descarte do liquido e nova
centrifugacdo por mais um minuto. A coluna, contendo o DNA aderido, foi
introduzida em um tubo de 1,5 mL, onde foram adicionados 50 puL de tampéo
AE e em seguida incubada a temperatura ambiente por cinco minutos, com
subsequiente centrifugacdo (6000 g por dois minutos). Este procedimento foi

realizado novamente sendo o DNA eluido da coluna em volume final de 100p.L.

3.5.1.2 Concentracéo e pureza do DNA

A concentracdo de DNA extraido foi avaliada por espectrofotbmetro,
sendo que a referéncia foi determinada na DO de 260 nm, enquanto a pureza
do DNA foi determinada pela razdo de DO de 260 a 280 nm.

3.5.1.3 Amplificagcdo do DNA

Na reacdo de amplificacao utilizou-se o par de oligonucleotideos para o
género Leishmania sp descrito por Rodgers et al. (1990): 13A 5-dGTG GGG
GAG GGG CGT TCT-3" e 13B 5-dATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3
como iniciadores para a amplificacdo de fragmentos de DNA de 120 pares de
base (pb) conservados do minicirculo do cinetoplasto. As reacdes foram
constituidas de 1 U de DNA polimerase Platinum® Taq (Invitrogen-Carlsbad-
Califérnia), 15,25 uL de agua ultra pura, tampao de PCR 1X, 1,5 mM de
MgCl2, 0,31 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,26 uM de
“Primer” “Foward”, 0,26uM “Primer” “Reverse” e 2,5 uL de DNA extraido da
amostra, sendo que a quantidade de DNA variou de 50 ng a 300 ng nas

reagOes, num volume final de 25 uL. Os DNAs das amostras foram submetidos
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a ciclos de temperaturas pelo aparelho termociclador (MJ Research Thermal
Cycler GMI, Inc. Ramsey-Minnesota) com desnaturacéo inicial a 95° C por 5
minutos e 35 ciclos de 95°C por 30 segundos para d esnaturacdo, 63°C por 45
segundos para associacdo, 72°C por 30 segundos par a extensédo e 5 minutos
por 72° C para extensao final. Os controles positiv os utilizados foram DNA de
Leishmania sp extraido de pele de cades naturalmente infectados, segundo
Nunes et al. (2007); e os controles negativos foram DNA de pele de caes
sadios de area ndo endémica para leishmaniose visceral (Lencois Paulista —
SP), sabidamente negativos pela PCR. Além disso, uma mistura contendo
apenas 22,5 uL dos reagentes, sem DNA, foi utilizado para o controle da

reacao (NO).

3.5.1.4 Anélise do DNA

Para analisar os resultados das reacoes, 8uL dos produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, por 3 horas e
meia, a 100 V, em tampédo TBE (89 mM Tris borato, 2 mM EDTA, pH 8,3).
Como controle foi adicionado também o peso molecular de 100pb em cada gel.
ApoOs a corrida o gel foi corado com nitrato de prata e fotografado com camera
digital Cyber-shot de 7.2 Mega pixels, modelo DSC-W70 — SONY.

3.6 Andlise Estatistica

Para avaliar a concordancia entre os diferentes métodos de diagndstico,
calculou-se o indice Kappa (k) de concordancia (intervalo de confianca 95%),
usando o programa Biostat (versdo 4.0) (AYRES et al., 2005), sendo k¥ < 0,4
aceito como concordancia fraca, 0,4 < k¥ < 0,7 como concordéancia boa e x > 0,7

como 6tima.
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4 RESULTADO

4.1 Sinais Clinicos e Alteragc6es Anatomopatoldgicas

De acordo com os exames clinicos os cées foram subdivididos em trés
grupos: caes assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos. Desta
forma, no grupo dos assintométicos os cédes apresentavam aparéncia saudavel.
Nos caes oligossintomaticos, as alteracdes clinicas e anatomopatolégicas mais
comuns foram: alteracdes gerais de pele 10/14 (71,0%) e mucosas palidas 5/14
(36,0%) (Figura 3).

JA o0s cdes sintomaticos estavam bastante comprometidos,
apresentando principalmente alteracdes gerais de pele em 12/12 (100,0%),
esplenomegalia em 10/12 (83,0%), figado ictérico em 9/12 (75,0%),
emagrecimento 7/12 (58,0%), linfonodos hipertréficos e onicogrifose em 6/12
(50,0%), além de outros sinais clinicos menos frequentes (Figura 4).
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Alteracdes gerais de pele 10 (71.0)

Emagrecimento 2(14.0)
Esplenomegalia 1(7.0)
Figado com manchas brancas 1(7.0)
Figado ictérico 1(7.0)
Linfonodos hipertroficos 1(7.0)

Mucosas palidas 5 (36.0)

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
Porcentagem (%)

FIGURA 3 - Sinais clinicos e alterac6es anatomopatoldgicas observados em 14 caes
oligossintomaticos, portadores de leishmaniose visceral canina e
provenientes de Ilha Solteira (Aragatuba-SP, 2008).

=

Mucosas palidas 4(33.0)
Onicogrifose ] 6(50.0)
Pneumonia 1(8.0)

0.0 200 400 60.0 80.0 100.0
Porcentagem (%)

FIGURA 4 - Sinais clinicos e alteracdes anatomopatolégicas observados em 12 cées
sintomaticos, portadores de leishmaniose visceral canina e provenientes
de llha Solteira (Aracatuba-SP, 2008).
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4.2 Exames Parasitolégicos

4.2.1 Exame Histoquimico (HE) e Avaliacédo Histopatoldgica

Dentre os 34 cades estudados no presente trabalho, oito (23,5%) foram
classificados como assintomaticos, 14 (41,2%) oligossintomaticos e 12 (35,3%)
polissintomaticos para leishmaniose visceral canina.

Pela avaliagdo clinica, os cées assintomaticos ndo apresentavam
qualquer lesédo cutanea aparente e pelo exame parasitolégico direto verificou-
se que a maioria das amostras de peles sadias colhida destes animais estava
de fato negativa (5/8 ou 62,5%) (Tabela 1). No entanto, 3/8 (37,5%) dos caes
assintomaticos apresentaram de moderada a intensa carga parasitaria (++ a
++++) nas amostras sadias de pele, especialmente o animal n° 19 que
apresentava numerosos macrofagos parasitados com Leishmania sp.

No grupo dos cées oligossintoméaticos, as amostras foram colhidas tanto
de peles com leséo (11 cées) como de peles sadias (14 cées). Embora neste
grupo (Tabela 1), 11/14 (78,6%) caes apresentassem lesdes de pele, apenas
2/11 (18,2%) das amostras de pele destes cdes foram confirmadas como
positivas e 7/11 (63,6%) foram consideradas suspeitas. Nas amostras de pele
sadia, por outro lado, 10/14 (71,6%) eram negativas, 2/14 (14,2%)
consideradas suspeitas e 2/14 (14,2%) positivas com carga parasitaria
variando de moderada a intensa (++ e ++++).

As andlises microscopicas das amostras de pele dos céaes
oligossintométicos revelaram diferentes manifestacdes de dermatites, sendo as
dermatites perivasculares e perifoliculares as mais comuns (Figura 5).
Semelhante ao assintomatico, um cdo oligossintomatico n® 12 (Figura 5 e
Apéndice) apresentou carga parasitaria intensa (++++) mesmo na pele
aparentemente sadia. Amastigotas foram vistas, particularmente dentro dos
macrofagos da derme superior, média (Figura 5A, 5B e 5D) e profunda,
hipoderme (Figura 5C) e entre as fibras musculares (Figura 5E e F). Porém, na

maioria dos casos, 0s parasitas ndo foram identificados nos caes apresentando
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dermatites com predominancia de células polimorfonucleares, especialmente
neutroéfilos, edema, epidermes lesionadas, hemorragias e congestdo dermal.
Entre os cées polissintomaticos, 100% apresentavam lesdes de pele e
destes 75,0% foram positivos com cargas parasitarias variando de ++ (25,0%),
+++ (16,7%) e ++++ (33,3%) (Tabela 1). A dermatite esfoliativa foi a
manifestacdo observada na maioria destes cdes caracterizada pela ocorréncia
de hipotricose e alopecia em diferentes partes do corpo e por presenca de
crostas e hiperqueratose, principalmente em regibes correspondentes a
articulagbes dos membros toracicos e pélvicos. Os animais apresentavam
também alopecia periocular e lesdes na ponta dos pavilhdes auriculares. Estes
animais com positividade intensa, particularmente o animal n® 30 (Apéndice),
apresentaram intenso infiltrado de células mononucleares, com predominancia
de macrofagos repletos de amastigotas de Leishmania sp em todas as
camadas da pele: derme superior (Figura 6A e D), média e profunda (Figura
6C) e ao redor das células musculares logo abaixo da hipoderme. Observou-se
ainda uma inflamacé&o dermal difusa com desarranjo completo das fibras
conjuntivas que foram substituidas por uma reacéo inflamatéria mononuclear
(Figura 6A) nodular (Figura 6B) e dermatite perivascular (Figura 6D). Além
disso, poucas amastigotas foram vistas fora das células, pois na maioria dos
casos havia predomindncia de amastigotas de Leishmania sp

intramacrofagicas (Figura 6E e F).
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Tabela 1 — Resultados em numeros (N) e porcentagens (%) da pesquisa de
formas amastigotas de Leishmania sp em fragmentos de pele
com ou sem leséo processados por histoquimica (HE), obtidos de
caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral no
municipio de llha Solteira e classificados de acordo com a
presenca de sintomas em assintoméaticos (A), oligossintomaticos
(O) e polissintomaticos (P). Aracatuba, SP, 2008.

NUumeros e porcentagens de fragmentos de

Classifi- : -
cacdo peles negativas ou positivas pela HE
Grupos das Positivos
(N) P(ellgs Negativos Suspeitos "+ it it Total
N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
A (8) Sadia 05 00 02 00 01 03
(8 (62,5) (00,0) (25,00 (00,0) (125 (37.5)
0O (14 Sadia 10 02 01 00 01 02
(14) (71,6) (14,2) (07,1) (00,0) (07,1) (14.2)
Leséo 02 07 01 01 00 02
(11) (18,2) (63,6) @1 (O (00 (182
P (12) Leséo 00 03 03 02 04 09
(12) (00,0) (25,0) (25,00 (16,7) (33,3) (75,0)
Total de amostras 17 12 7 3 6 16
(45) (37,8) (26,7) (155 (06,7) (13,3) (35,5)

++ = fraco positivo, +++ = moderado positivo, ++++ = forte positivo. N = numero de
animais ou amostras de pele.
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FIGURA 5 - Fotomicrografias de seccdes de pele sadia de focinho de um céo portador
de leishmaniose visceral e oligossintomatico (cdo n° 12). (A) Moderada
dermatite pervivascular e perifolicular na derme superior e profunda. (B)
Ampliagdo da Fig. A, mostrando muitos macréfagos infectados com
amastigotas de Leishmania sp logo abaixo da epiderme. (C) Moderada
reacao inflamatoria na hipoderme, com parasitas nos macrofagos ao
redor dos vasos linfaticos e sanguineos (D). Nas Figs. E e F, é possivel
ver uma reacao inflamatéria nodular entre as fibras musculares abaixo da
hipoderme com predominancia de células mononucleares, especialmente
macréfagos, poucos linfécitos e plasmocitos. Muitas células infectadas
por Leishmania sp no centro do nddulo e ao redor de vasos sanguineos
podem ser vistas (F). Setas pretas mostram amastigotas intracelulares.
Barra = 100 pm (A); 50 um (B, C e E); 10 um (D e E). Coloragéo HE.
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FIGURA 6 - Fotomicrografias de seccdes de pele com lesdo de um céo portador de
leishmaniose visceral e sintomatico (cdo n° 30) que apresentava intensa
carga parasitaria. Dermatite mononuclear difusa (A) e nodular (B)
mostrando um alto numero de células inflamatérias mononucleares, com
predominancia de macréfagos na regido superior e média da derme com
grande quantidade de amastigotas. (C) Dermatite perivascular na regido
média da derme e reacdo inflamatoria intensa na derme profunda e
hipoderme (D). Ampliagdo destas sec¢bes na E e F mostrando
predominancia de amastigotas de Leishmania sp intramacrofégicas.
Setas pretas mostram amastigotas intracelulares. Barras = 50 um (A, B, C
e D) e 10 um (E e F). Coloracéao HE.
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4.2.2 Exame Imunoistoquimico (IMIQ)

O método IMIQ foi utilizado para detectar Leishmania sp em amostras de
pele dos cdes e para confirmacdo dos resultados do HE. Os resultados
relativos a técnica de coloracao IMIQ estdo na Tabela 2 e mostraram que 04/08
(50%) das amostras cutaneas dos caes assintomaticos e 03/14 (29,4%) dos
oligossintomaticos tinham parasitas intactos nas amostras de pele sadia,
enquanto 02/11 (18,2%) e 11/12 (91,7%) dos oligossintométicos e
polissintomaticos, respectivamente, apresentavam amastigotas nas amostras
de pele com leséo.

A Figura 7 mostra uma reacgdo imune positiva em amostra de pele com
lesdo do cdo sintomético n° 30 (Apéndice), onde haviam muitos macrofagos
repletos de amastigotas de Leishamania sp. As amastigotas foram coradas em
vermelho tijolo pela imunoperoxidase devido ao cromégeno utilizado e assim foi
possivel visualizar um alto grau de contraste entre o parasita e o tecido do
hospedeiro.

Quando os resultados das técnicas HE e IMIQ foram comparados,
observou-se que o numero de caes positivos foi maior pela IMIQ (19/34,
55,9%) do que pela HE (15/34; 44,1%) (Tabela 8 e Apéndice) e 11/34 (32,3%)
cées foram considerados suspeitos (+) ou inconclusivos na HE, principalmente
no grupo dos oligossintoméaticos. Quando estas amostras de pele inconclusivas
foram especificamente coradas por imunoistoquimica, trés delas passaram a
ser consideradas positivas e nove negativas. O indice Kappa de concordancia
entre IMIQ x HE nao foi testado em fungcdo da presenca do alto nimero de

suspeitos pelo exame parasitologico HE.



Tabela 2 — Resultados em numeros (N) e porcentagens (%) da pesquisa de
formas amastigotas de Leishmania sp em fragmentos de pele
com ou sem lesdo processados por imunoistoquimica (IMIQ),
obtidos de céaes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral no municipio de Ilha Solteira e classificados de acordo
com a presenca de
oligossintométicos (O) e polissintomaticos (P). Aracatuba, SP,

2008.
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em assintomaticos

49

(A),

Classificacéo

NUumeros e porcentagens de fragmentos de

peles negativas ou positivas pela IMIQ

Grupos (N) das

peles (N) Negativos Positivos

N (%) N (%)
A (8) Sadia (8) 04 (50,0) 04 (50,0)
0O (14) Sadia (14) 11 (78,6) 03 (21,4)
Leséo (11) 09 (81,8) 02 (18,2)
P (12) Leséo (12) 01 (08,3) 11 (91,7)
Total de amostras (45) 25 (55,5) 20 (44,5)

—
—
—
—

FIGURA 7 - Fotomicrografias de seccdes de pele com lesdo de um cdo portador de
leishmaniose visceral e sintomético (cdo n°® 30), mostrando amastigotas
coradas por imunoistoquimica em vermelho escuro (técnica utilizando o
complexo Avidina-biotina peroxidase, contraste por hematoxilina) na
regido média da derme. Setas pretas mostram amastigotas intracelulares.

Barras = 10 pm.
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4.3 Exames sorolégicos (ELISA e RIFI)

Na Tabela 3 encontram-se os dados dos resultados dos testes
soroldgicos, tanto RIFI quanto ELISA para diagnosticar cdes com leishmaniose
visceral, mas divididos nos grupos assintomaticos, oligossintomaticos e
polissintomaticos.

Desta forma, observou-se que estes testes sorolégicos diagnosticaram
24/34 (70,6%) dos caes para LVC. Destes testes, ELISA detectou anticorpos
anti-Leishmania sp em 22 cées (64,7%) e a RIFI um numero levemente inferior
de 19 (55,9%) cdes. Através dos exames sorolégicos encontrou-se apenas um
cdo positivo (12,5%) para leishmaniose visceral no grupo dos assintomaticos,
nos oligossintomaticos foram 12 (85,7%) cées e entre os polissintoméaticos 11
(91,6%) animais (Tabela 3).

Além disso, no grupo dos animais oligossintomaticos, 7/14 (50,0%) dos
caes foram positivos em ambos os exames sorologicos (ELISA e RIFI), mas
em quatro cdes houve discordancia entre os exames, ou seja, um cao foi
positivo pela RIFI e negativo pelo ELISA e trés caes foram positivos
pelo ELISA e negativos pela RIFI. Estes trés cdes negativos somente na
RIFI apresentaram o0s tecidos cutaneos também negativos pela IMIQ e/ou
suspeitos pela HE (Apéndice).

Tabela 3 — Resultados em numeros (N) e porcentagens (%) da positividade em
34 caes de llha Solteira, classificados de acordo com a presenga
de sintomas em assintomaticos (A), oligossintomaticos (O) e
polissintométicos (P) e que foram sororreagentes nos exames
sorologicos (ELISA e RIFI) para leishmaniose visceral canina.
Aracatuba, SP, 2008.

Positividade
Grupos (N) ELISA RIFI TOTAL
N (%) N (%) N (%)
A (8) 01 (12,5) 01 (12,5) 1(12,5)
O (14) 11 (78,6) 08 (57,1) 12 (85,7)
P (12) 10 (83,3) 10 (83,3) 11 (91,6)

Total de animais (34) 22 (64,7) 19 (55,9) 24 (70,6)
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4.4 Exame Molecular por PCR

Nas Figuras 8 a 11, estéo ilustrados os resultados das amplificacdes
pela PCR de DNA de Leishmania sp em amostras de pele, tanto sadias (PS)
como com lesdo (PL) dos 34 caes. Entre todas as amostras analisadas apenas
a pele com lesdo do céo oligossintomatico de nuamero 14 (14PL) néo
apresentou banda positiva de DNA (Figura 8). As amostras cutaneas 1PS,
2PL, 6 PS e 6 PL (Figura 8), 11 PL, 15 PS (Figura 9), 21 PS e 22 PS (Figura
10) e 34 PL (Figura 11), apresentaram bandas de fraca intensidade, mas,
consideradas positivas. Ja todas as demais amostras apresentaram bandas
coradas intensamente.

Embora a amostra de pele (14PL) tenha sido negativa pela PCR, a
amostra de pele sem lesdo deste mesmo animal (14 PS) estava positiva
(Figura 9). Desta forma, pode-se afirmar pelo resultado da PCR realizada nas
amostras cutaneas (Tabela 4), que todos os caes eram positivos para LVC.

Apesar da HE e IMIQ terem detectado um menor nimero de amostras
cutaneas positivas com formas amastigotas de Leishmania sp com 16/45
(45,6%), 20/45 (44,4%) e 44/45 (97,8%), respectivamente para o teste HE,
IMIQ e PCR, todos os testes detectaram o parasita tanto nas peles sadias
como nas peles com lesdo. PCR, IMIQ e HE detectaram respectivamente,
100,0%, 31,8% e 22,7% de peles sadias e 95,6%, 56,5% e 47,8% de peles
com lesdo infectadas com Leishmania sp (Tabela 5).
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PB C- 1PS 2PS 14PL SPS 3PL 4PS 4PL 5PS 5PL 6PS 6PL 7PS 7PL C+ NO
—

FIGURA 8 - Eletroforese em gel de po ila orado com nitrato de prata.
Produtos de amplificag@o por PCR de fragmentos de 120pb de DNA de
Leishmania sp em amostras de peles sadias (PS) e com lesédo (PL) dos
seguintes animais: cdo 1 DNA de pele sadia (1PS), cdo 2 DNA de pele
sadia (2PS), cdo 14 DNA de pele com leséo (14PL), cdo 3 DNA de pele
sadia (3PS), cdo 3 DNA de pele com leséo (3PL), cdo 4 DNA de pele
sadia (4PS), cdo 4 DNA de pele com leséo (4PL), cdo 5 DNA de pele
sadia (5PS), cdo 5 DNA de pele com leséo (5PL), cdo 6 DNA de pele
sadia (6PS), cdo 6 DNA de pele com lesdo (6PL), cdo 7 pele sadia
(7PS), cédo 7 DNA de pele com lesdo (7PL). PB = marcador molecular
em escala de 100 pb (Invitrogen®); C- = controle negativo (DNA pele
sadia de céo de area ndo endémica); C+ = controle positivo (DNA pele
sadia cdo 12); NO.

PB C- 8PS 8PL 9PS O9PL 10PS 10PL 11PS 11PL 12PS 13PS 14PS 15PS 15PL C+ NO

120 pb
—_—

FIGURA 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
Produtos de amplificacdo por PCR de fragmentos de 120pb de DNA de
Leishmania sp em amostras de peles sadias (PS) e com lesédo (PL) dos
seguintes animais: cao 8 DNA de pele sadia (8PS), cdo 8 DNA de pele
com lesao (8PL), cdo 9 DNA de pele sadia (9PS), cdo 9 DNA de pele
com lesdo (9PL), cdo 10 DNA de pele sadia (10PS), cdo 10 DNA de
pele com lesdo (10PL), cdo 11 DNA de pele sadia (11PS), cdo 11 DNA
de pele com lesédo (11PL), cdo 12 DNA de pele sadia (12PS), cdo 13
DNA de pele sadia (13PS), cdo 14 DNA de pele sadia (14PS), cdo 15
pele sadia (15PS), cdo 15 DNA de pele com lesédo (15PL). PB =
marcador molecular em escala de 100 pb (Invitrogen®); C- = controle
negativo (DNA pele sadia de cdo de area ndo endémica); C+ = controle
positivo (DNA pele sadia cdo 12); NO.
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PB C- 16PS 16PL 17PS 17PL 18PS 19PS 20PS 21PS 22PS 23PS 24PL 25PL 26PL C+ NO

120 pb
R

FIGURA 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
Produtos de amplificagdo por PCR de fragmentos de 120pb de DNA de
Leishmania sp em amostras de peles sadias (PS) e com lesédo (PL) dos
seguintes animais: cdo 16 DNA de pele sadia (16PS), cdo 16 DNA de
pele com leséo (16PL), cdo 17 DNA de pele sadia (17PS), cdo 17 DNA
de pele com lesédo (17PL), cdo 18 DNA de pele sadia (18PS), cdo 19
DNA de pele sadia (19PS), cdo 20 DNA de pele sadia (20PS), cdo 21
DNA de pele sadia (21PS), cdo 22 DNA de pele sadia (22PS), cao 23
DNA de pele sadia (23PS), cdo 24 DNA de pele com leséo (24PL), céo
25 pele com leséo (25PL), cado 26 DNA de pele com lesdo (26PL). PB =
marcador molecular em escala de 100 pb (Invitrogen®); C- = controle
negativo (DNA pele sadia de cdo de area ndo endémica); C+ = controle
positivo (DNA pele sadia c&o 12); NO.

PB C- 27PL  28PL  29PL  30PL 31PL 32PL  33PL 34PL  C+ NO

—
—

daopb

FIGURA 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
Produtos de amplificacdo por PCR de fragmentos de 120pb de DNA de
Leishmania sp em amostras de peles sadias (PS) e com lesédo (PL) dos
seguintes animais: cdo 27 DNA de pele com leséo (27PL), cdo 28 DNA
de pele com lesdo (28PL), cdo 29 DNA de pele com lesdo (29PL), cédo
30 DNA de pele com lesdo (30PL), cdo 31 DNA de pele com lesdo
(31PL), céo 32 DNA de pele com lesédo (32PL), cdo 33 DNA de pele
com lesdo (33PL), cdo 34 DNA de pele com lesdo (34PL). PB =
marcador molecular em escala de 100 pb (Invitrogen®); C- = controle
negativo (DNA pele sadia de cao de area ndo endémica); C+ = controle
positivo (DNA pele sadia cdo 12); NO.
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Tabela 4 — Resultados em numeros (N) e porcentagens (%) da pesquisa de
produtos de amplificacdo por PCR de fragmentos de 120pb de DNA
de Leishmania sp extraidos de amostras de pele com ou sem
lesdo, obtidos de caes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral no municipio de Ilha Solteira e classificados de acordo
com a presenca de sintomas em assintométicos (A),
oligossintoméaticos (O) e polissintomaticos (P). Aracatuba, SP,

2008.
Numeros e porcentagens de fragmentos de
Grupos Classificacso peles negativas ou positivas pela PCR
Clinicos (N) das Peles (N)
Negativas Positivas
N (%) N (%)
A (8) Sadia (8) 00 (00,0) 8 (100,0)
O (14) Sadia (14) 00 (00,0) 14 (100,0)
Lesédo (11) 01 (09,1) 10 (90,9)
P (12) Leséo (12) 00 (00,0) 12 (100,0)
Total de amostras (45) 01 (02,2) 44 (97,8)

Tabela 5 - Resultados em numeros (N) e porcentagens (%) da pesquisa de
formas amastigotas de Leishmania sp em fragmentos de pele
com ou sem lesdo processados por histoquimica (HE),
imunoistoquimica (IMIQ) e PCR, obtidos de cdes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral no municipio de Ilha
Solteira. Aracatuba, SP, 2008.

Positividade dos fragmentos de pele
Classificacéo das

HE IMIQ PCR
Pele (N) N (%) N (%) N (%)
Sadia (22) 5 (22,7) 7 (3L8) 22 (100,0)
Les&o (23) 11 (47.8) 13 (56,5) 22 (95,6)

Total (45) 16 (35,6) 20 (44,4) 44 (97,8)
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4.5 Andlise comparativa entre os métodos de diagndéstico

A Tabela 6 mostra uma analise comparativa entre as técnicas IMIQ x
ELISA, IMIQ x RIFI e ELISA x RIFI para avaliar o diagnéstico de leishmaniose
visceral em caes classificados como assintomaticos, oligossintomaticos e
polissintomaticos.

Por esta analise comparativa, observou-se que no geral o indice de
concordancia entre os dois testes sorolégicos (RIFI e ELISA) foi bom (x = 0,57),
porém, quando o nivel de concordancia foi analisado de acordo com a
presenca dos sinais clinicos, a concordancia entre RIFI e ELISA foi 6tima ou de
100,0% somente entre os assintomaticos (k = 1,0), mas regular (83,3%) nos
polissintomaticos e fraca (64,3%) nos oligossintomaticos (Tabela 6).

Quando o teste IMIQ foi comparado com o ELISA ou a RIFI, no grupos
dos assintométicos, verificou-se uma concordancia fraca com ambos os testes
sorologicos, de apenas 6,5% (x = 0,25) (Tabela 6). Isto aconteceu devido ao
fato de que apenas um cdo assintomatico (cao n° 19) foi positivo com alto titulo
de anticorpos anti-Leishmania sp (ELISA e RIFI), confirmado pela intensa carga
parasitaria na pele, mas em contrapartida outros trés cdes foram negativos
pelos testes sorolégicos e positivos nos exames parasitologicos (Apéndice).

Comparando-se ainda o teste parasitologico IMIQ e o soroldgico, a
concordancia continuou baixa, sendo a menor entre IMIQ e ELISA onde houve
apenas 50,0% de concordancia e x = 0,20, pois neste grupo apenas 5/14
(35,7%) dos cades foram simultaneamente positivos na sorologia e nos testes
parasitologicos da pele (Apéndice). Desta forma, o teste ELISA detectou
anticorpos anti-Leishmania sp em maior nUmero de amostras séricas de caes
do que a RIFI, mas sem correlagdo com a presenca dos parasitas na pele pela
IMIQ. Embora os niveis de concordancia entre IMIQ x ELISA e ELISA x RIFI
tenham sido baixos, entre IMIQ x RIFI esta concordancia foi boa (concordancia
71,4% e x = 0,46) (Tabela 6).

No grupo dos cédes sintomaticos, o nivel de concordancia entre esses

testes foi o mais alto, atingindo porcentagens de concordancia variando de
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83,3% a 91,7% e indices Kappa variando de 0,40 a 0,62 (Tabela 6). Porém, um
animal polissintomatico (cdo n° 28) deste grupo foi negativo para todos esses
testes (Apéndice), o que fez com que diminuisse o nivel de concordancia entre
0s métodos neste grupo.

Ja a Tabela 7 mostra os dados da analise comparativa entre a técnica
PCR e as técnicas IMIQ, ELISA e RIFI. Quando a PCR foi comparada com
IMIQ, ELISA e RIFI verificou-se uma concordancia muito baixa, obtendo os
menores valores entre a PCR e os exames sorolégicos (RIFI ou ELISA) no
grupo  assintomatico  (concordancia de  12,5%), seguido pelos
oligossintométicos e polissintomaticos (Tabela 7).

Finalmente, através da Tabela 8 e da Figura 12, observaram-se o0s
nameros e as porcentagens de caes positivos para leishmaniose visceral
canina pelos testes soroldgicos (RIFI e ELISA), parasitolégicos (HE e IMIQ) e
pela PCR em amostras de pele sadia e com lesdo dos caes assintomaticos,
oligossintomaticos e polissintométicos. Desta forma, estes resultados
mostraram que os testes PCR, IMIQ, HE, RIFI e ELISA apresentaram
respectivamente os seguintes resultados de positividade: 100,0%, 55,9%,
44,1%, 55,9% e 64,7%.
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Tabela 6 — Analise comparativa de concordancia e indice Kappa entre as
técnicas imunoistoquimica (IMIQ) x ELISA, imunoistoquimica X
RIFI e ELISA x RIFI para diagnoéstico de leishmaniose visceral em
cdes naturalmente acometidos por esta doenga no municipio de
llha Solteira e classificados de acordo com a presenca de
sintomas em assintomaticos (A), oligossintomaticos (O) e
polissintomaticos (P). Aracatuba, SP, 2008.

Andlise comparativa entre
0s métodos de diagnhdstico

Grupos
IMIQ x ELISA IMIQ x RIFI ELISA x RIFI

N (%) N (%) N (%)
Caes (n = 34)
Concordancia 23 (67,6) 26 (76,5) 27 (79,4)
indice Kappa 0,32 0,52* 0,57*
Assintométicos (n = 8)
Concordancia 5 (62,5) 5 (62,5) 8 (100%)
indice Kappa 0,25 0,25 1,0
Oligossintomaticos (n = 14)
Concordancia 7 (50,0) 10 (71,4) 9 (64,3)
indice Kappa 0,20 0,46* 0,22
Polissintométicos (n = 12)
Concordancia 11 (91,7%) 11 (91,8) 10 (83,3)
indice Kappa 0,62* 0,62* 0,40

*Estatisticamente significante p < 0,05. Intervalo de confiangca = 95%.
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Tabela 7 - Analise comparativa de concordancia entre a PCR e as técnicas
imunoistoquimica (IMIQ), ELISA e RIFI para diagnéstico de
leishmaniose visceral em cées naturalmente acometidos por esta
doenca no municipio de llha Solteira e classificados de acordo
com a presenca de sintomas em assintomaticos (A),
oligossintométicos (O) e polissintomaticos (P). Aracatuba, SP,

2008.

Andlise comparativa entre

0s métodos de diagnhdstico
Grupos

PCR x IMIQ PCR x ELISA PCR x RIFI
N (%) N (%) N (%)

Caes (n = 34)
Concordancia 19 (55,9) 22 (64,7) 19 (55,8)
Assintomaticos (n = 8)
Concordancia 4 (50,0) 1(12,5) 1(12,5)
Oligossintomaticos (n =14)
Concordancia 4 (28,6) 11 (78,6) 8 (57,1)
Polissintomaticos (n = 12)
Concordancia 11 (91,6%) 10 (83,3) 10 (83,3)

Tabela 8 — Numero (N) e porcentagens (%) de cdes positivos para
leishmaniose visceral pelos testes sorolégicos (RIFI e ELISA),
parasitologicos (histoquimica - HE e imunoistoquimica - IMIQ) e
molecular (PCR) em amostras de peles sadias e com lesédo de
cdes naturalmente acometidos por esta doenga no municipio de
llha Solteira e classificados de acordo com a presenca de
sintomas em assintomaticos (A), oligossintomaticos (O) e
polissintomaticos (P). Aracatuba, SP, 2008.

Positividade dos céaes para leishmaniose visceral

Grupos (N) ELISA RIFI HE IMIQ PCR

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
A (8) 1(12,5) 1(125) 3(375) 4 (50,0) 8 (100,0)
O (14) 11(78,6)  8(57,1)  3(21,4) 4 (28,6) 14 (100,0)
P (12) 10(83,3) 10(83,3) 9(750)  11(91,7)  12(100,0)

Total (N=34) 22 (64,7) 19(55,9) 15(44,1) 19(559) 34 (100,0)
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FIGURA 12 - Porcentagem (%) de cées positivos para leishmaniose
visceral pelos testes soroldgicos (RIFI e ELISA),
parasitoldgicos (histoquimica - HE e imunoistoquimica -
IMIQ) e molecular (PCR) em amostras de peles sadias
e com lesdo de caes naturalmente acometidos por esta
doenca no municipio de Ilha Solteira. Aracatuba, SP,
2008.
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5 DISCUSSAO

Na leishmaniose visceral canina a pele é a parte do corpo que mais
comumente apresenta os sinais da doenca e a presenca do parasita. Assim, a
pele dos cées infectados é o reservatorio do parasita e tem um papel
importante na infeccdo dos insetos vetores e na transmissdo do parasita para
os cdes e o homem. Da infeccdo cutanea localizada, o parasita pode se
disseminar através dos vasos linfaticos ou sanguineos, infectando macréfagos
da medula 6ssea, linfonodos, figado, baco, rins e trato gastrointestinal, dentre
outros (DIAS et al., 1999; GENARO et al., 1988). Estudos anteriores revelaram
a dermatite esfoliativa como a manifestacao cutanea mais comum da LVC, com
frequéncia registrada de 56%-91% (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et
al.,, 1992). Em concordéancia, a anormalidade mais frequentemente observada
nas peles analisadas foi a dermatite esfoliativa, com presenca de descamacéao,
hipergueratose e alopecia.

Neste trabalho, varias amostras de tecido cutaneo com e sem lesdes
foram colhidas das patas, torax, abdémen, focinho, ponta da orelha, regiao
peri-ocular e outras partes da face e do corpo, mas particularmente das regides
onde haviam lesdes evidentes de pele. Na maioria dos casos os tecidos eram
do focinho e da orelha. A colheita das amostras foi feita de forma aleatéria e a
intensidade da carga parasitaria das diferentes regides nao foi comparada.
Segundo Xavier et al. (2006), a sensibilidade da IMIQ e da HE n&o depende da
regido anatdbmica de onde sao colhidas as amostras e de acordo com
Saridomichelakis et al. (2007) a densidade parasitaria ndo tem diferenca
significante entre as diferentes partes do corpo.
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Os cades foram classificados como assintomaticos (23,5%),
oligossintomaticos (41,1%) e polissintomaticos (35,2%) por meio da analise dos
sinais clinicos e anatomopatolégicos evidentes para leishmaniose visceral.
Embora, as amostras séricas de 7/8 (87,5%) caes assintomaticos tenham sido
negativas nos testes soroldgicos, os exames HE e IMIQ revelaram positividade
em 50% dos animais deste grupo, com carga parasitaria variando de moderada
a intensa e a PCR revelou positividade de 100% nas amostras de pele sadia.
De forma semelhante, Abranches (1991) demonstrou que os caes naturalmente
infectados com L. infantum apresentaram grande quantidade de parasitas na
pele independente da presenca de lesdes. A baixa detec¢do de anticorpos nos
animais assintomaticos pode indicar que estdo no inicio da infeccdo e que
ainda ndo houve soroconversdao, mas com parasitas presentes na pele.
Estudos mostraram uma variacdo no periodo de soroconversdo em caes
naturalmente infectados de 94 dias até um ano (OLIVA et al., 2006; QUINNELL
et al,, 1997; QUINNELL et al.,, 2003; SOLANO-GALLEGO et al.; 2005).
Quinnell et al. (2001) sugerem que antes da soroconversao ou
desenvolvimento de sintomas, o exame parasitolégico e a PCR sao mais
sensiveis.

Relativo aos cées oligossintomaticos, 85,7% foram positivos pelos testes
sorolégicos (RIFI ou ELISA) e apenas 28,6% destes animais foram
simultaneamente positivos nos testes sorolégicos e parasitolégicos (IMIQ ou
HE), com carga parasitaria de moderada a intensa, incluindo trés caes que
tiveram o0s mais altos titulos de anticorpo anti-Leishmania sp e forte
parasitismo, mesmo sem lesdo nas amostras de pele. Por outro lado, 66,6%
dos céaes soropositivos (particularmente ELISA) ndo apresentaram amastigotas
nas amostras de pele pelos métodos HE e IMIQ. Porém, o resultado positivo do
teste soroldgico presume um contato com o parasita e uma subsequente
resposta imune humoral, n&o indicando necessariamente infeccdo ativa por
Leishmania sp ou presenca dela na pele. Além disso, a maioria dos caes com
amostras de pele onde nédo se verificou a presenca de parasitas foi também

negativa pela RIFI, mas com ELISA positivo, sugerindo maior sensibilidade
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desta Ultima técnica. A infeccdo por Leishmania sp ficou comprovada
posteriormente pelos resultados da PCR que foram positivos em 97,0% das
amostras de pele destes animais. No momento em que os parasitas migram do
local de infeccdo na pele para outras partes do organismo, provocando o
aparecimento dos sintomas, percebe-se o aumento da producdo de anticorpos,
sendo possivel que as pequenas quantidades de parasitas restantes na pele
durante esta fase, possam ser detectadas apenas por técnicas mais sensiveis
como a PCR, semelhante ao que sugere Rodgers et al. (1990). Courtenay et al.
(2002), observaram correlacdo positiva entre infectividade, nivel de anticorpos
anti-Leishmania sp, deteccdo de DNA do parasita por PCR e presenca de
sinais clinicos.

A presenca de amastigotas de Leishmania sp foi observada pela IMIQ
em 56,5% das amostras de pele com lesdo e em apenas 31,8% das peles
clinicamente sadias, sendo esta positividade aumentada pela PCR nas
amostras de pele com lesdo (100,0%) e principalmente nas de pele sadia
(95,6%). Trabalhos anteriores também revelaram a presenca de parasitas em
peles clinicamente sadias, independente da manifestacéo clinica dos cées de
areas endémicas, através da imunoistoquimica (PAPADOGIANNAKIS et al.,
2005; SARIDOMICHELAKIS et al., 2007) e da PCR (SOLANO-GALLEGO et
al., 2004). Além disso, Rodriguez-Cortés et al. (2007) sugerem que as biopsias
de pele para diagndéstico ndo precisam ser obtidas apenas de peles com leséo,
mas também podem ser colhidas de peles sadias.

No presente trabalho, um cé@o assintomatico e dois oligossintomaticos
soropositivos, com altos niveis de anticorpos, mas com leve ou ausente reacao
inflamatoria em peles sadias, mostraram carga parasitaria de moderada a
intensa. Existe uma falta de correlacdo entre a densidade de parasitas e a
severidade do infiltrado inflamatério (SARIDOMICHELAKIS et al., 2007), além
disso, lesdes histolégicas, como dermatites perifoliculares a difusas e adenite
sebacea foram relatadas em tecidos clinicamente sadios do focinho de cées
sintomaticos pela LVC (SARIDOMICHELAKIS et al., 2007; SOLANO-
GALLEGO et al., 2004). Segundo Papadogiannakis et al. (2005), a presenca de
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células inflamatorias e parasitas em cdes sem evidéncias de dermatite pode
ser explicada pela hipétese de que lesbes macroscopicas acompanham a
infiltracdo de células inflamatérias, mas isto ocorre em um periodo de tempo
apos a infeccao.

Nos cées oligossintomaticos, parasitas intactos foram associados com a
presenca de reacdo inflamatéria cronica caracterizada pela predominancia de
células mononucleares, principalmente macrofagos, linfécitos e plasmécitos.
Por outro lado, 70,5% dos cdes com lesbes de pele representadas pela
predominancia de células polimorfonucleares, em sua maioria neutrofilos,
edema, epiderme danificada, hemorragia e congestdo dermal, quadro este que
poderia ter sido causado ou intensificado também pela presenca de co-
infecgbes ou infecgbes secundérias por bactérias, tiveram a visualizagdo direta
do parasita por exames parasitolégicos extremamente dificultada e a
confirmacéo da positividade de LVC nestas amostras so6 foi possivel através da
PCR. De forma semelhante, Santos et al. (2004) mostraram que o0 parasitismo
cutaneo nédo estava associado com infiltrado inflamatério agudo.

No grupo polissintomatico, 100% dos cées apresentaram diferentes
alteracdes cutaneas e a positividade nestes animais variou de acordo com o
método de diagndstico utilizado, aumentando de 75,0% pela HE (intensidade
parasitaria variando de fraca a intensa) para 91,6% quando foram empregados
tanto a IMIQ quanto a sorologia e atingindo positividade total (100,0%) quando
avaliados pela PCR. Os cédes do presente trabalho, com alto titulo de
anticorpos anti-Leishmania sp e alta carga parasitaria mostraram sempre um
processo inflamatério crénico intenso que variava de um padrao inflamatoério
difuso a focal granulomatoso com células mononucleares, particularmente
macrofagos, mas também plasmacitos e linfécitos em todas as camadas da
pele: abaixo da epiderme, derme superficial, média e profunda, hipoderme e ao
redor das células musculares. Em concordancia, Xavier et al. (2006)
registraram que em geral, a reacdo inflamatdria crénica era caracterizada por
infiltrado mononuclear e este era difuso na regidao superior da derme e focal ao

redor de vasos sangiineos, foliculos pilosos e glandulas na epiderme profunda,
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com infeccdo mais intensa no grupo sintomatico. Também neste grupo, a carga
parasitaria estava diretamente relacionada a severidade dos sinais clinicos da
doenca (GIUNCHETTI et al., 2006; XAVIER et al., 2006), semelhante aos
nossos resultados.

Através da técnica HE, 11/34 (32,4%) cdaes, principalmente do grupo
oligossintomético, foram considerados suspeitos devido a dificuldade de
visualizacdo das amastigotas, sendo que destes, trés posteriormente tiveram a
positividade confirmada pela IMIQ e 11 pela PCR. Também Bourdoiseau et al.
(1997) relataram gue embora o exame microscopico direto do parasita por HE
fosse uma técnica especifica e usada como avaliacdo de rotina, as amastigotas
frequentemente eram dificeis de serem visualizadas e algumas vezes 0s
exames eram inconclusivos.

A positividade das peles pela HE foi sempre mais baixa do que pela
IMIQ em nosso estudo, sendo respectivamente 37,5% e 50,0% no grupo dos
assintomaticos, 21,4% e 28,6% nos oligossintométicos e as mais altas foram
observadas nos polissintomaticos, atingindo 75,0% e 91,7%. A técnica
imunoistoquimica tem sido freqliientemente empregada para a deteccdo de
amastigotas de Leishmania sp em tecidos fixados em formalina
(BOURDOISEAU et al., 1997; FERRER et al., 1988b; SOLANO-GALLEGO et
al., 2004; TAFURI et al.,, 2004; XAVIER et al., 2006), verificando-se maior
sensibilidade em relacédo a técnica histologica (HE), mas variando de acordo
com os sinais clinicos dos animais, entre 92,7%, 76,0% a 100,0%,
respectivamente para cdes sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos
(MOREIRA et al., 2007). O método IMIQ permite, portanto uma melhor
visualizacdo do parasita, pois possibilita um alto grau de contraste entre os
parasitas e o tecido do hospedeiro, sendo possivel o diagnéstico preciso da
leishmaniose, mesmo quando existem apenas poucos parasitas (ORDEIX et
al., 2005). Contudo, a IMIQ tem sido considerada por alguns autores como
menos sensivel do que a PCR (Roura et al., 1999; Xavier et al., 2006), técnica
esta que segundo Ordeix et al. (2005) € sensivel o suficiente para detectar

namero muito baixo de parasitas nas amostras de tecidos cutdneos. Neste
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trabalho a maior positividade foi obtida quando se utilizou a PCR, sendo de
100%, independente dos sinais clinicos, da sorologia e da presenca de
parasitas na pele.

Para o diagnéstico da LVC as técnicas soroldgicas sdo consideradas
rapidas e préaticas, mas com sensibilidade varidvel e especificidade baixa
(BADARO et al., 1983; BARBOSA-DE-DEUS et al., 2002; INIESTA et al.,
2002). Neste estudo nao foi avaliado o indice de especificidade e sensibilidade
dos testes sorologicos, pois isso ja foi objeto de muitos estudos, mostrando
diferencas e controvérsias entre os resultados, possivelmente em funcéo,
principalmente dos diferentes protocolos utilizados. Dentre eles destacam-se
alguns autores como Mettler et al. (2005), Moreira et al. (2007) e Nunes et al.
(2007). Além disso, os exames soroldgicos apresentaram baixa positividade no
grupo dos animais assintomaticos, sendo de 12,5% tanto pelo ELISA quanto
pela RIFI, e valores maiores nos oligossintomaticos (ELISA = 78,6% e RIFI =
57,1%) e polissintomaticos, que tiveram 83,3% de positividade para ambos 0s
testes soroldgicos. Mas no geral, verificou-se também que o ELISA apresentou
uma positividade de (65,0%), seguido pela RIFI e IMIQ (56%) e pela HE
(55,1%).

Quando a andlise comparativa foi realizada entre RIFI e ELISA verificou-
se que o indice de concordancia foi de 100% nos animais assintomaticos, mas
fraca nos animais oligossintomaticos e polissintomaticos. Zanette (2006),
verificou resultados semelhantes, validando a comprovacédo de que estes dois
testes podem apresentar em alguns casos, resultados divergentes no
diagnostico da LVC. Quando se comparou os testes soroldgicos (ELISA ou
RIFI) com o teste parasitolégico IMIQ, verificou-se uma associacao fraca entre
IMIQ x ELISA (Kappa = 0,32) e boa entre IMIQ x RIFI (Kappa = 0,52), embora
ambas as associacdes de testes tenham melhorado o indice de concordancia
nos animais polissintomaticos. Como nenhum destes testes aproximou ao nivel
de concordancia excelente, fica dificili a replicabilidade entre eles no
diagnéstico da LVC, pois depende muito do estado evolutivo da doenca e da

resposta imune do hospedeiro.



66

Desta forma, cabe salientar aqui que a maioria dos animais com titulos
altos de anticorpos, pela RIFI ou ELISA apresentou também amastigotas
intactas nas amostras de pele. Altos titulos de anticorpos pela RIFI, assim
como pela ELISA, foram detectados nos grupo dos sintomaticos, em
concordancia com os dados de Reis et al. (2006). Porém, quando ndo houve
concordancia entre ambos o0s testes soroldgicos e quando os titulos de
anticorpos foram baixos, as amastigotas ndo foram detectadas na pele destes
animais usando os testes parasitologicos (HE e IMIQ), sendo positivos apenas
pela PCR, fato que aconteceu particularmente nos cdes oligossintomaticos.
Courtenay et al. (2002) observaram que antes da soroconversdo 0s cades nao
eram infectantes para os flebotomineos e a identificacdo do parasita nesta fase
era possivel através da PCR, assim, sugerem o uso de um teste de diagnéstico
altamente sensivel neste periodo e um esquema de eliminacdo rapida quando
a incidéncia da infeccado for alta, aumentando a possibilidade de alcancar
melhor eficacia da eutanasia como medida de controle.

A baixa concordancia entre os testes sorologicos e também entre os
parasitolégicos, particularmente nos cédes oligossintomaticos, ndo permitiu um
diagnéstico apropriado em 11/34 (32,4%) cédes que continuaram na categoria
de suspeitos ou inconclusivos, aguardando confirmacdo por outro método.
Assim, o método empregado foi o exame molecular (PCR) para confirmar os
diagnésticos parasitologicos e soroldgicos. Nestes casos, a PCR foi a técnica
gue apresentou maior positividade (100,0%) entre os caes, detectando DNA do
parasita em todas as amostras de tecido cutaneo dos trés grupos, tanto nas
peles sadias quanto nas peles com lesédo, com excecdo de uma Unica amostra
de pele com lesédo de animal oligossintomatico (cdo 14) que foi negativa, mas
este cao foi considerado positivo pela presenca de DNA em sua amostra de
pele sadia. Como no presente estudo, todos os cuidados necessarios para
evitar a contaminagdo das amostras foram tomados durante os procedimentos
da técnica, as chances de ocorréncia de resultados falso-positivos na PCR
foram minimas. Além disso, por llha Solteira pertencer a uma area considerada

endémica para LVC, nao foi surpresa observar esta alta positividade pela PCR



67

entre os caes analisados. Solano-Gallego et al. (2004) mostraram que as peles
dos caes assintomaticos ndo demonstraram les6es macroscopicas ou
amastigotas, mas tiveram resultados positivos pela PCR, indicando que o
namero de parasitas nas amostras de tecido cutaneo devia ser muito pequeno
e de dificil identificacdo, mesmo utilizando técnicas parasitolégicas mais
sensiveis como a imunoistoquimica.

A PCR foi também comparada com os testes sorolégicos e a IMIQ e a
excecao dos animais polissintomaticos, as andlises comparativas revelaram
baixa concordancia entre os testes. Este resultado ndo é inesperado, pois a
PCR revelou-se muito mais sensivel, diagnosticando um nimero maior de cées
com LVC. Outros estudos ja haviam também detectado baixos valores de
concordancia entre o soroldgico (ELISA) e a PCR, com exce¢do apenas para
0s cdes severamente infectados, que apresentaram concordancia moderada
(NUNES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). No entanto, o teste PCR deve
ser analisado com cautela nas campanhas epidemiolégicas, pois ele detecta
apenas o DNA do parasita no sangue ou nos tecidos e ndo necessariamente o
parasita intacto que determina a doenca no animal.

Os resultados da presente pesquisa revelaram que nenhuma prova
diagndstica quando testada isoladamente identificou adequadamente os cées
infectados com LVC, reforcando assim as observacbes de outros autores
(NUNES, 2007; OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008). Demonstrando
assim, a necessidade da associacdo de técnicas, pois o0s resultados dos
diagndsticos variam muito com a evolucao da doenca e com a resposta imune
desenvolvida pelo céo.

Em locais onde a LVC é endémica, como no caso de llha Solteira, e
principalmente nas areas que oferecem risco para a transmissao da doenca, €
essencial a busca por métodos de diagnéstico que oferecam alta positividade
para auxiliar no controle desta enfermidade. Portanto, a associagdo entre
métodos se faz necessaria, tentando melhorar o diagnéstico em todos os
grupos clinicos e estagios da infeccdo. Desta forma, enquanto os animais

ainda ndo apresentarem sinais clinicos da doenca e possivelmente antes da
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soroconversdo, o diagnostico soroldgico ndo seria o recomendado, sendo
preferivel neste periodo utilizar os métodos parasitolégicos e a PCR, buscando
a presenca dos parasitas na pele, como sugerem também Quinnell et al.
(2001). No presente trabalho, observou-se que o meétodo sorolégico em
associacdo aos parasitologicos, principalmente pela IMIQ, aumentou a
positividade para 79,4% e com a PCR este resultado alcangcou 100,0%.

De acordo com Gramiccia; Gradoni (2005) a combinacdo das técnicas
sorolégicas e moleculares aumenta a prevaléncia da infeccdo canina em
diferentes areas endémicas. Como sugerido por estes autores, os métodos
sorologicos por serem mais rapidos e praticos, seriam realizados em primeira
investigagdo, principalmente em inquéritos epidemiolégicos onde existem
muitos casos a serem pesquisados.

Cabe salientar aqui que a PCR é comprovadamente mais sensivel e
poderia ser a técnica de eleicdo para o diagnostico da LVC, no entanto, ela
requer equipamentos caros, treinamento técnico e muito cuidado para evitar a
contaminacao, tornando-se assim, inviavel a sua aplicacdo em grande escala
nas campanhas epidemiolégicas. Desta forma, para confirmacdo da sorologia,
sugere-se a IMIQ dentre os métodos parasitoldgicos, por ser mais sensivel que
a HE e mais viavel que a PCR, ficando esta técnica molecular restrita apenas a
confirmacéo dos casos ainda suspeitos apos a IMIQ. Mediante 0 exposto nesta
discusséo, propfe-se a sequéncia de procedimentos diagnosticos ilustrada na
Figura 13, que demonstra como a associagao entre as técnicas pode aumentar

0s niveis de positividade e contribuir para o controle da doenca.
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FIGURA 13 - Diagrama proposto para orientacdo do diagnostico de

leishmaniose visceral canina.
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6 CONCLUSAO

o No grupo dos cédes assintomaticos, os testes soroldgicos nédo foram boas
opcbes para o diagnéstico da LVC, sendo preferivel o uso de métodos
parasitolégicos e da PCR;

e Os exames parasitologicos (IMIQ e HE) foram pouco eficientes para o
diagnéstico da LVC em cées oligossintomaticos;

o Para os animais do grupo polissintomatico todos os testes utilizados foram
eficientes no diagnéstico da LVC,;

e Ambos os métodos IMIQ e HE demonstraram a presenca de amastigotas
intactas na pele com nivel de positividade semelhante, embora pelo HE, alguns
tecidos cutaneos foram inconclusivos e classificados como suspeitos;

o IMIQ foi considerado um método seguro e importante ferramenta em
adicdo aos exames soroldgicos ou ao teste HE;

o PCR foi o0 método que apresentou maior positividade nos trés grupos de
caes, tanto em amostras de pele com lesdo quanto nas sadias, independente
dos sinais clinicos e anatomopatoldgicos dos animais ou dos resultados dos
exames sorolégicos e parasitologicos;

e A presenca de amastigotas também nas amostras de peles sadias,
especialmente dos cades assintométicos e oligossintométicos, reforcou a
relevancia destes animais na epidemiologia da LVC,;

e A associacdo dos meétodos sorolégicos com o parasitologico IMIQ e
molecular (PCR), realizados em bidpsias de pele com lesdo ou sadias,
possibilitou atingir niveis 6timos de positividade, muito importante para o
controle da doenca, visto que a presenca de parasitas na pele indica o seu

potencial infectivo e a relevancia destes animais como reservatoério para a LVC.
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GUIDE FOR AUTHORS

Types of contributions

. Original research papers (Regular Papers)
. Review articles

. Rapid Communications

. Short Communications

. Letters to the Editor

. Book Reviews

OO WNPE

Original research papers should report the results of original research.
The material should not have been previously published elsewhere, except in a
preliminary form.

Review articles should cover subjects falling within the scope of the
journal which are of active current interest. They may be submitted or invited.

Rapid Communications should contain information of high
'news'/scientific value worthy of very rapid publication. Rapid Communications
should be submitted to the journal as such (i.e. clearly labelled as a RC) and
should, in general, not exceed 2000 words in length. Upon receipt, they will be
subject to rapid assessment and if accepted, published with priority.

Short Communications should consist of original observations or new
methods within the scope of the journal. Reports of observations previously
published from different geographical areas may be accepted only if considered
sufficiently unusual or noteworthy. The Communications should be concise with
the minimum of references, and cover no more than four pages of the journal,
they need not be formally structured as are full papers, but should give sufficient
methods and data necessary for their comprehension.

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material
published in the journal are welcomed. The decision to publish submitted letters
rests purely with the Editors-in-Chief. It is hoped that the publication of such
letters will permit an exchange of views which will be of benefit to both the
journal and its readers.

Book Reviews will be included in the journal on a range of relevant books
which are not more than 2 years old and were written in English.

Book reviews will be solicited by the Book Review Editor. Unsolicited
reviews will not usually be accepted, but suggestions for appropriate books for
review may be sent to the Book Review Editor:

Dr F.H.M. Borgsteede
Animal Sciences Group, Wageningen UR
Division Infectious Diseases
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Imunoistoquimica e histoquimica para a deteccédo de Leishmania (L.)
chagasi em peles de cdes de acordo com seus sinais clinicos.

Immunohistochemical and histochemical detection of Leishmania (L.)
chagasi in canine skin according to clinical signs in dogs.
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Resumo

A Leishmaniose Visceral é causada pelo protozoario da espécie Leishmania (L.)
chagasi e é endémica para humanos e cdes em muitas regides do Brasil. A presenca do
parasita na pele dos cées reforca a importancia destes animais domésticos no ciclo de
vida da L. chagasi e na infeccdo humana. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
métodos imunoistoquimico (IMIQ) e histoquimico (HE) para deteccdo de Leishmania
em peles de cdes de trés diferentes grupos, divididos de acordo com os sinais clinicos da
LVC (assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos) e compara-los com outros
testes soroldgicos comumente utilizados (ELISA e RIFI). Amostras de pele com ou sem
lesdo foram colhidas de 34 animais suspeitos ou positivos de LVC pelos testes
sorolégicos (RIFI e ELISA), para posteriormente serem analisadas quanto a
histopatologia e a presenca do parasita pelos métodos IMIQ e HE. Os cées sintomaticos
apresentaram a mais intensa reacdo inflamatdria, altos titulos de anticorpos e a maior
carga parasitaria, com grande nimero de células mononucleares infectadas em todas as
camadas da pele e ao redor das células musculares lisas. O padrdo inflamatério das
amostras positivas de pele foram caracterizadas por uma inflamagao cronica na maioria

dos casos, com a predominancia de macrdfagos infectados por amastigotas de
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Leishmania. Nao apenas as peles com lesdo (52%), mas também as amostras de peles
sadias (36%) foram positivas para a presenga de amastigotas, particularmente em caes
assintomaticos e oligossintomaticos. A concordancia encontrada entre os métodos
utilizados foi considerada boa entre os animais oligossintomaticos e sintomaticos na
comparacdo entre IMIQ x RIFI e Otima no grupo sintomatico quando feita a
concordancia entre IMIQ x ELISA. A comparacdo dos niveis de concordancia entre
IMIQ x HE demonstrou que nos animais sintomaticos, ambos 0s exames puderam ser
usados com facilidade na identificacdo das amastigotas, mas para 0s animais
assintomaticos e oligossintomaticos, foi necessaria a IMIQ para elucidar os casos
inconclusivos. IMIQ foi considerado um método importante em adicdo ao teste HE ou
aos exames soroldgicos. A presenca de amastigotas ndo apenas em peles lesionadas,
mas também nas sadias, especialmente nos cdes assintomaticos e oligossintomaticos,

reforca a relevancia destes animais na epidemiologia da LVC.

Abstract

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is caused by a protozoa parasite of the Leishmania
(L.) chagasi species, which is endemic for humans and dogs in many regions of Brazil.
The purpose of the present study was to evaluate the immunohistochemical (IMHC) and
histochemical (HE) methods for detection of Leishmania in the skin of dogs from three
different groups divided according to clinical signs: asymptomatic, oligosymptomatic
and symptomatic Leishmania-infected dogs. Skin tissues presenting lesions or not from
the dogs were processed for routine IMHC and HE methods and the results were also
compared with an indirect fluorescence antibody test (IFAT) and ELISA. This study
demonstrated the presence of intact amastigote parasites in the skin of dogs from all
groups regardless of their clinical status or of the serological test results. However, the
most intense inflammatory reaction, parasitic load and the highest antibody titres were
seen in symptomatic dogs. Those dogs with high serological antibody titre for
Leishmania showed a great number of infected mononuclear cells for all layers of skin:
below the epidermis, superficial, midi and deep dermis, hypodermis and around the
smooth muscle cells. The inflammatory pattern of positive skin samples was

characterized by a chronic inflammation in most cases, with a predominance of
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intramacrophagic Leishmania-amastigotes. Not only skin lesions (52%), but also
clinically healthy skin samples (36%) were positive due to the presence of amastigotes,
particularly in asymptomatic and oligosymptomatic dogs. In comparison with HE, the
sensitivity and specificity of IMHC was 100% and 79%, respectively. The results of the
present study support the relevance of infected but asymptomatic or oligosymptomatic
dogs in the epidemiology of canine leishmaniasis. Immunohistochemistry proved to be
a valuable method to support the diagnosis of this disease. The level of concurrence
between tests was also discussed in this paper.

Key words: Leishmania chagasi; Dogs; Immunohistochemistry; Canine Visceral

Leishmaniasi

1. Introducéo

A Leishmaniose Visceral Canina é uma zoonose causada por um parasita
protozoario da espécie Leishmania (L.) chagasi, sendo endémica tanto para humanos
quanto para cdes de muitas regides do Brasil (Deane & Deane, 1955 e 1962). A
transmissdo da LVC ocorre pela picada das fémeas dos insetos vetores, conhecidos
como flebotomineos, principalmente da espécie Lutzomyia longipalpis, que para se
alimentar sugam o sangue de homens e animais transmitindo o parasita (Laison, 1988).
Por causa da relagdo de proximidade entre cées e homens, os cées sdo considerados 0s
reservatorios mais importantes da doenga em &rea urbana. A presenca da Leishmania na
pele dos cdes reforca a importancia destes animais domésticos no ciclo de vida da L.
chagasi e na infeccdo humana (Deane & Deane, 1955 e 1962). A pele dos cées tem trés
aspectos importantes para a LVC: € a regido do corpo que mais manifesta os sinais
clinicos da doenca, é o local onde acontece a primeira interacdo entre o parasita e o
sistema imune do cdo e € o reservatorio do parasita para a transmissdo ao vetor
(Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999).

Os cées infectados com LVC séo classificados de acordo com os sinais clinicos
apresentados. Desta forma, as seguintes categorias foram estabelecidas por Mancianti et
al. (1988): 1. sintomaticos (aqueles que apresentam mais de trés sinais clinicos), 2.

oligossintomaticos (um a trés sinais clinicos), e 3. assintomaticos (sem sinais clinicos).
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Os principais sinais clinicos da leishmaniose canina classica sdo: perda
progressiva de peso, anemia, lesdes cutaneas, linfadenopatia generalizada,
glomerulonefrites, epistaxias, colites cronicas, artrites, lesdes oculares e perioculares,
ceratoconjuntivites e uveites (Chapman & Hanson, 1984; Chang et al., 1985; Ferrer et
al., 1991; Ciaramella, et al., 1997; Ferrer et al., 1999; Blavier et al., 2001; Tafuri et al.,
2001). As lesBes de pele sdo manifestagdes comuns na LVC e muitas formas severas ja
foram descritas, como alopecia e dermatites esfoliativas, ulcerativas, nodulares ou
papulares (Solano-Gallego et al., 2004; Ordeix et al., 2005). A dermatite esfoliativa é a
manifestacdo cutdnea mais comum da LVC, com freqiiéncia registrada de 56-91%
(Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1992). Existem ainda outras lesfes histologicas
que foram recentemente verificadas em cdes com LVC, como a ortoqueratose;
hiperplasia epidermal; exocitose; crostas; edema superficial; dermatites perivascular,
intersticial e nodular; perifoliculites; dermatites periglandulares; adenite sebacea e
paniculites (Papadogiannakis et al., 2005 ; Saridomichelakis et al., 2007).

Porém, nos estudos de coorte com cées infectados por Leishmania, a maioria ndo
apresenta sinais clinicos caracteristicos da doenca. Embora o papel dos caes
assintomaticos na epidemiologia da doenca ainda ndo esteja completamente claro
(Abranches et al., 1991; Cabral et al., 1998; Solano-Gallego et al., 2004), eles devem
contribuir significativamente para o nivel atual de casos de infecgdes humanas por L.
chagasi no Brasil.

Atualmente, o controle da LVVC no Brasil envolve a deteccao dos caes infectados
por analises soroldgicas (RIFI e ELISA) ou ainda pela visualizagdo do protozoario
através de métodos parasitologicos (exame microscopico direto de amastigotas em
esfregacos). Enquanto os testes soroldgicos apresentam mais resultados falso positivos
por causa das reacOes cruzadas com outros patogenos (Badard et al., 1983; Barbosa-de-
Deus, et al., 2002; Iniesta et al., 2002), os métodos parasitologicos sdo mais precisos,
mas também mais invasivos porque usualmente requerem puncdo de medula ou
linfonodo. A utilizacdo da técnica de imunoistoquimica possibilita a detec¢do de
amastigotas mesmo em quantidades pequenas na pele de cdes, maior sensibilidade,
especificidade e eficiéncia no diagndstico da LVC em populacao de cées com infeccdes
subclinicas (Ferrer et al., 1988b; Tafuri et al, 2004).
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O objetivo do presente estudo foi avaliar os métodos imunoistoquimicos (IMIQ)
e histoquimicos (HE) para demonstrar a presenca de Leishmania na pele de cées
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos de Ilha Solteira, SP, Brasil. Estes
métodos foram também comparados a outros comumente utilizados para o diagndstico
desta doenca em cdes, como RIFI e ELISA. Além disso, objetivou-se também a
realizacdo de um estudo histopatolégico das peles clinicamente normais ou lesadas

destes animais.

2. Material e Métodos

2.1. Animais

Trinta e quatro cdes errantes, recolhidos em areas de risco para LVC por serem
suspeitos ou naturalmente infectados pela Leishmania (L.) chagasi (RIFI e ELISA;
titulos > 40), foram doados para pesquisa pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ)
de Ilha Solteira, SP, Brasil. Os cédes foram divididos em trés grupos de acordo com seus
sinais clinicos caracteristicos da doenca, seguindo as definicdes de Mancianti et al.
(1988), como: cdes assintomaticos (n = 9), oligossintomaticos (n = 17) e sintomaticos (n
= 8). Os principais sinais clinicos observados nos cdes oligossintomaticos e
sintomaticos foram onicogrifose, linfadenomegalia, emagrecimento, lesdes de pele,
apatia, pelos opacos e/ou alopecia, conjuntivite e anemia.

Para a realizacdo das eutanasias pelo CCZ, os cdes foram previamente
anestesiados com 25 mg/Kg de sodio tiopental e em seguida receberam uma injecéo
intravenosa letal de cloreto de potassio a 19,1%. Uma amostra de pele por animal foi
coletada de 8 cées assintomaticos (pele sem lesdo) e de 9 sintomaticos (pele com lesdo).
No entanto, dos cées oligossintomaticos, foram coletadas duas amostras de cada animal,
sendo uma de pele com leséo (17 cées) e outra de pele sadia (14 caes).

Durante as autdpsias, foram realizados “imprinting” de amostras de figado, baco
e linfonodo e a presenca de amastigotas de Leishmania nestes 6rgdos confirmou a

Leishmaniose Visceral nestes caes.
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2.2. Exame histogquimico

As amostras cutaneas foram fixadas em formalina tamponada a 10% ou em
solucdo Bouin para os exames histoldgicos e imunoistoquimicos. Os tecidos fixados
foram emblocados em parafina e trés sec¢Ges de cada amostra foram montadas em
laminas e coradas pela H&E para posterior avaliagdo, atraves de microscopio de luz
branca, relativa ao grau de parasitismo (+ a ++++) e a histopatologia. O grau de
parasitismo em cada secc¢éo tecidual foi determinado por observagéo de pelo menos cem
campos microscopicos (aumento de 1000 x), incluindo nestas analises todas as camadas
da pele (epiderme, derme e hipoderme). O nimero de campos microscdpicos positivos
para a presenca de amastigotas de Leishmania foram contados e a porcentagem de
campos positivos calculada com base na média dos campos positivos para cada amostra
de pele. A carga parasitaria foi posteriormente classificada, como segue: -, negativo
(nenhuma amastigota encontrada); +, suspeito (< 5% campos microscopicos, mas
inconclusivo e de dificil visualiza¢do); ++, positivo, mas com baixa carga parasitaria (5-
25% campos microscopicos positivos); +++, moderado (25-50%); ou ++++, intenso
(>50% campos microscopicos). Quando as amostras foram consideradas negativas ou

suspeitas, até cinco ou mais sec¢des teciduais eram examinadas por cada animal.

2.2. Exame Imunoistoquimico

Para execucgdo da técnica de imunoistoquimica (IMIQ) (Tafuri et al., 2004), as
laminas foram desparafinizadas, hidratadas e incubadas em perdxido de hidrogénio para
bloguear a atividade da peroxidase enddgena, seguida da incubacdo em soro normal de
cabra (diluicdo 1:100) para bloquear as ligacGes ndo especificas das imunoglobulinas no
tecido. O soro hiper imune de um cdo, naturalmente infectado com L. chagasi (RIFI
com titulo = 1: 2560), foi usado como anticorpo primario. O secundario foi um
anticorpo de cabra anti-coelho biotinilado (reacdo cruzada com céo). Apds as lavagens
apropriadas, o tecido foi incubado com uma solucdo do complexo Avidina-Biotina
Peroxidase (Vectastain ABC Kit; Vector Lab.) seguido pela incubagdo com o substrato
VIP (VIP substrate Kit; Vector Lab.). Finalmente, as laminas foram desidratadas,

clareadas, coradas com hematoxilina de Mayers e montadas entre laminas e laminulas.
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As amostras de tecido tratadas como descrito acima tiveram o diagnostico
concluido apés exame de uma a cinco secc¢Bes, sendo o resultado j& considerado

positivo quando pelo menos em uma secgdo detectou-se a presenca de amastigotas.

2.4. Exames Sorologicos

A presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro foi investigada em todos os
34 cdes pelo método ELISA indireto (Machado et al., 1997) usando antigeno sollvel de
L.(L.) chagasi e também através de RIFI de acordo com Oliveira (2008).

2.4.1. ELISA

Para o método ELISA indireto, 100 ul de antigeno soluvel de L. chagasi, diluido
em tampdo carbonato-bicarbonato de sédio (0,05 M, pH 9,6) foi adicionado em cada
cavidade das microplacas de ELISA para serem incubadas “overnight” a 4°C em camera
umida. A concentracdo da proteina antigénica foi determinada como 5 pg/ml. Apds
cobrir as placas com o antigeno, elas foram bloqueadas por uma hora a 37°C com 6%
de leite em po6 diluido em 0,05 M de tampé&o carbonato/bicarbonato pH 9,6. Apos
as lavagens (3 minutos cada lavagem), 100ul de soro canino diluido (1/400) em
PBS-Tween-20, acrescido de 5% de soro de coelho, foi adicionado em duplicatas na
placa e incubada em cdmera Umida a 37°C por 60 minutos. Seguindo a incubagdo com
soro canino, uma aliquota de 100 ul de fosfatase alcalina conjugada a IgG de coelho
anti-cdo (Sigma A-0793) diluida a 1:8000 foi adicionada em cada cavidade e incubada a
37°C por 60 minutos em camera Umida. Apos as lavagens apropriadas, 100 pl do
substrato (p-nitrophenyl phosphate, Sigma N-9389) a 1 mg/ml em tampé&o
dietanolamina, pH 9,8 foi adicionado e incubado por 45 minutos a temperatura
ambiente. A reacdo foi parada com a adi¢do de 30 pl de hidréxido de sddio 3,2 M e as
placas foram lidas usando o leitor de microplacas a um comprimento de onda de 406
nm. Para controlar as variagOes intra-placa, controles positivos e negativos foram
incluidos em cada placa. Ensaios de controle foram realizados sem antigeno, com soro
de céo, conjugado e substrato.

A calibracéo do sistema ELISA foi feito de acordo com Oliveira (2008) usando

soro de referéncia positivo coletado de cdes sintométicos para leishmaniose e soro
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referéncia negativo de cdes negativos para leishmaniose (area ndo endémica). Valores
de absorbancia (valores DO) foram agrupados em niveis ELISA (EL), que variaram de
0 (nivel mais baixo) a 9 (nivel mais alto) de acordo com Voller et al. (1980) e adaptado
por Oliveira (2008). O ponto de corte foi definido para EL > 3.

2.4.2. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Soro canino (10ul), diluido 1:40 e a seguir em dilui¢bes seriadas e sucessivas,
foi adicionado em cada lamina contendo antigeno (promastigotas de L. chagasi) e
incubado em camera Umida a 37°C por 30 minutos. Apds a incubacdo, as laminas foram
lavadas trés vezes em PBS (Phosphate Buffered Saline) 0,01 M e depois foi adicionada
IgG anti-cdo conjugada com isotiocianato de fluoresceina (IlgG-FITC, KPL # 02-19-02)
diluida 1:30 em PBS contendo 1mg% de solucdo azul de Evans. As laminas foram
lavadas trés vezes, secas e cobertas com solugdo tampéo de glicerina na proporgéo 9:1
(solucdo tampdo glicerina/carbonato/bicarbonato 0,5 M pH 9,6). As laminas foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia. O ponto de corte para RIFI foi definido

com a diluicdo de soro > 1:80.

3. Analise Estatistica

Para avaliar o indice de concordancia entre os diferentes metodos de
diagndstico, calculou-se o indice Kappa de concordancia (intervalo de confianca 95%),
usando o programa Biostat (versdo 4.0), sendo x < 0,4 aceito como concordancia fraca,

0,4 < x < 0,7 como concordancia boa e k¥ > 0,7 como 6tima.

3. Resultados

3.1. Exame histoquimico e Avaliacao Histopatologica

Dentre o0s 34 cées estudados no presente trabalho, 8 (23,5%) foram classificados
como assintomaticos, 17 (50%) oligossintomaticos e 9 (26,5%) sintomaticos para
Leishmaniose Visceral Canina. Quando as amostras de pele destes animais, coradas por

HE, foram examinadas microscopicamente, verificou-se que nao somente as peles com
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lesdo (52%), mas também as clinicamente sadias (36%) eram positivas pela presenca de
amastigotas de Leishmania.

Pela avaliacdo clinica, os cdes assintomaticos ndo apresentavam qualquer lesdo
cutdnea aparente e pelo exame direto do parasita verificou-se que a maioria das
amostras de peles sadias colhida destes animais estava de fato negativa (5/8 ou 62,5%)
(Tabela 1). No entanto, 3/8 (37,5%) dos cades apresentaram de moderada a intensa carga
parasitaria (++ a ++++) nas amostras sadias de pele, especialmente o animal n® 19 que
apresentava numerosos macréfagos parasitados com Leihsmania.

No grupo dos cédes oligossintomaticos, as amostras foram colhidas tanto de peles
com lesdo (14 cdes) como de peles sadias (17 cdes). Embora neste grupo (Tabela 1),
14/17 (82,4%) cées apresentassem lesbes de pele, apenas 3/14 (21,4%) tiveram as
amostras confirmadas como positivas e 9/14 foram consideradas suspeitas. Nas
amostras de pele sadia, por outro lado, 12/17 (70,5%) eram negativas, 02/17 (11,8%)
consideradas suspeitas e 3/17 (17,6%) positivas com carga parasitaria variando de
moderada a intensa (++ a ++++).

Anélises microscopicas das amostras de pele dos cdes oligossintomaticos
revelaram diferentes manifestacGes de dermatites, sendo as dermatites perivasculares e
perifoliculares as mais comuns (Fig. 1). Semelhante ao assintomético, um cao
oligossintomatico, n°® 12 (Fig. 1) apresentou carga parasitaria intensa (++++) mesmo na
pele aparentemente sadia. Amastigotas foram vistas, particularmente dentro dos
macrofagos da derme superior, média (Fig. 1A, 1B e 1D) e profunda, hipoderme (Fig.
1C) e entre as fibras musculares (Fig. 1E e F). Porém, na maioria dos casos 0s parasitas
ndo foram identificados nos cées apresentando dermatites com predominancia de células
polimorfonucleares, especialmente neutrofilos, edema, epidermes lesionadas,
hemorragias e congestdo dermal.

Entre os cdes sintomaticos, 100% apresentavam lesdes de pele e destes 88,9%
foram positivos com cargas parasitarias variando de ++ (22,2%), +++ (22,2%) e ++++
(44,5%) (Tabela 1). As alteragdes cutaneas observadas na maioria destes cdes foram
dermatites esfoliativa; crostas; hiperqueratose, principalmente nas juntas dos bracos e
pernas e nas patas; hipotricose e alopecia em diferentes partes do corpo. Havia também

alopecia ao redor dos olhos e lesbes na ponta das orelhas. Estes animais com
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positividade intensa, particularmente o animal n® 30, apresentaram intenso infiltrado de
células mononucleares, com predominancia de macréfagos repletos de amastigotas de
Leishmania em todas as camadas da pele: derme superior (Fig. 2A e D), media e
profunda (Fig. 2C) e ao redor das células musculares logo abaixo da hipoderme.
Observou-se ainda uma inflamagéo dermal difusa com desarranjo completo das fibras
conjuntivas que foram substituidas por uma reacao inflamatéria mononuclear (Fig. 2A)
nodular (Fig. 2B) e dermatites perivasculares (Fig. 2D). Além disso, poucas amastigotas
foram vistas fora das células, pois na maioria dos casos havia predominancia de

amastigotas de Leishmania intramacrofagicas (Fig. 2E e F).

3.3. Exame Imunoistoquimico (IMIQ) x Histoquimico (HE)

O método IMIQ foi utilizado para detectar Leishmania na pele dos cées e para
comparagdo com os resultados de HE. Os resultados relativos a coloracdo IMIQ estédo
na Tabela 2 e revelaram que 04/8 (50%) dos cdes assintomaticos e 05/17 (29,4%) dos
oligossintomaticos tinham parasitas intactos nas amostras de pele sadia, enquanto 05/14
(35,7%) e 08/9 (88,9%) dos oligossintomaticos e sintomaticos, respectivamente,
apresentavam amastigotas nas amostras de pele lesionadas.

Quando os resultados das técnicas HE e IMIQ foram comparamos, observou-se
que o0 nimero de cdes positivos foi maior pela IMIQ (19/34, 55,9%) do que pela HE
(15/34, 44,1%) (Tabela 3 e Tabela 4) e 12 cdes foram considerados suspeitos ou
inconclusivos na HE. Quando estas amostras de pele inconclusivas foram
especificamente coradas por imunoistoguimica, 03 tornaram-se positivas e 09 negativas,
particularmente, no grupo dos oligossintométicos. Por outro lado, 88,9% foram
simultaneamente positivos por HE e IMIQ (Tabela 3). O nivel de concordancia entre
IMIQ x HE foi mais baixo (x = 0,61) nos oligossintomaticos e mais alto (x = 1) no
grupo dos sintomaticos (Tabela 5).

A Figura 3 mostra uma reacao imune positiva em amostra de pele com lesdo do
cdo sintomatico n° 3, onde haviam muitos macrofagos cheios de amastigotas de
Leishamania. As amastigotas foram coradas em vermelho tijolo pela imunoperoxidase
devido ao cromdgeno utilizado e assim foi possivel visualizar um alto grau de contraste

entre o parasita e o tecido do hospedeiro.
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3.4. Testes soroldgicos (ELISA e RIFI) x testes parasitologicos (IMIQ e HE)

No presente trabalho, 24/34 (70,6%) foram positivos pelos testes sorologicos,
mas 0 numero de cdes positivos pelo ELISA foi ligeiramente superior ao RIFI (55,9%
RIFI e 64,7% ELISA) (Tabelas 3 e 4). O indice de concordancia geral entre estes dois
testes soroldgicos foi xk = 0,57; porém, quando o nivel de concordancia foi analisado de
acordo com os sinais clinicos, a concordancia entre RIFI e ELISA foi 6tima (x = 1)
entre 0s assintomaticos, boa (k = 0,60) nos sintomaticos e fraca (x = 0,16) nos caes
oligossintomaticos (Tabela 5).

Quando o teste ELISA foi comparado com IMIQ verificou-se uma concordancia
de apenas k¥ = 0,32. O nivel de concordancia também foi fraco quando os testes
soroldgicos e parasitoldgicos foram comparados (k = 0,25) no grupo dos assintomaticos
(Tabela 5). Isto aconteceu devido ao fato de que apenas um cdo assintomatico (cdo n°
19) foi positivo com alto titulo de anticorpos anti-Leihsmania (ELISA e RIFI),
confirmado pela intensa carga parasitaria na pele. Por outro lado, trés outros cdes foram
positivos apenas pelos testes parasitoldgicos (Tabela 3).

No grupo dos animais oligossintomaticos, o nivel de concordancia entre os testes
analisados 2 x 2 foi o mais fraco (x = 0,14). Apenas 7/17 (41,2%) dos caes foram
simultaneamente positivos na sorologia e nos testes parasitoldgicos da pele (Tabela 5).
Embora os niveis de concordancia entre IMIQ x ELISA e ELISA x RIFI tenham sido
baixos, entre IMIQ x RIFI foi boa (kx = 0,52) e IMIQ x HE foi 6timo (kx = 0,76). Entre
0s sintomaticos, o nivel de concordancia entre esses testes foi 0 mais alto, atingindo
indices de 0,60 e 1 (Tabela 5). Porém, um animal sintomatico (cdo n° 28) deste grupo
foi negativo por todos os testes (Tabela 3), o que fez com que diminuisse o nivel de

concordancia entre os métodos neste grupo.

4. Discussao
Na Leishmaniose Visceral Canina, a pele é a parte do corpo que mais

comumente apresenta os sinais da doenca e a presenca do parasita. Assim, a pele dos
cées infectados € o reservatorio do parasita e pode ter um papel importante na infecgdo

dos insetos vetores e na transmissdo do parasita para os cées e 0 homem. Da infecgédo
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cutanea localizada, o parasita pode se disseminar através dos vasos linfaticos ou
sanguineos, infectando macréfagos da medula 6ssea, linfonodos, figado e bago, bem
como rins e trato gastrointestinal (Genaro et al., 1988, Dias et al., 1999). Em
concordancia com estudos anteriores (Ferrer et al., 1988a; Ciaramella et al., 1997;
Feitosa et al., 2000), as anormalidades mais frequentemente observadas na pele séo
alopecia e descamacao, dermatites esfoliativa e ulcerativa e hiperqueratose.

Os cées foram classificados como sintomaticos (23,5%), oligossintomaticos
(50%) e sintomaticos (26,5%) pela infeccdo por L. chagasi. Embora, 87,5% dos cdes
assintomaticos tenham sido negativos nos testes soroldgicos, os exames HE e IMIQ
revelaram 50% destes cdes com moderada a intensa carga parasitaria nas amostras de
pele. De forma semelhante, Abranches (1991) demonstrou que os cédes naturalmente
infectados com L. infantum apresentaram grande quantidade de parasitas na pele
independente da presenca de lesoes.

Relativo aos cées oligossintomaticos, 88,2% foram positivos pelos testes
sorologicos (RIFI ou ELISA) e apenas 41,2% destes animais foram simultaneamente
positivos nos testes soroldgicos e parasitologicos (IMIQ ou HE), com carga parasitaria
de moderada a intensa, incluindo trés cdes que tiveram os mais altos titulos de anticorpo
anti-Leishmania e forte parasitismo, mesmo sem lesdo nas amostras de pele. Por outro
lado, 58,8% dos cées soropositivos (particularmente ELISA) ndo apresentaram
amastigotas nas amostras de pele pelos métodos HE e IMIQ. Porém, o resultado
positivo do teste sorolégico presume um contato com o parasita e uma subsequente
resposta imune humoral, mas ndo indica necessariamente infeccdo ativa por
Leishmania. Além disso, a maioria dos cdes com a pele negativa foi também negativa
pela RIFI, mas com ELISA positivo, sugerindo uma possivel reagdo cruzada com outros
patdgenos. Resultados falso-positivos sdo possiveis em testes sorologicos,
particularmente ELISA (Badaré et al., 1983; Barbosa-de-Deus, et al., 2002; Iniesta et
al., 2002; Ferreira et al., 2007), sendo comum em cées as co-infecgdes com Babesia,
Erlichia e Trypanossoma Cruzi. E possivel que tenham ocorrido reagdes cruzadas com
estes ou outros patogenos, principalmente nos caes oligossintomaticos, 0 que pode ser

alvo para investigacfes em estudos futuros.

111



112

A presenca de amastigotas de Leishamania foi observada em 52% das amostras
de pele com lesdo e em apenas 36% das peles clinicamente sadias. Trabalhos anteriores
também revelaram a presenca de parasitas em peles clinicamente sadias, independente
da manifestacdo clinica dos cdes de &reas endémicas, atraveés da imunoistoquimica
(Papadogiannakis et al., 2005; Saridomichelakis et al., 2007) e da PCR (Solano-Gallego
et al., 2004). De forma semelhante, lesdes histoldgicas, como dermatites perifoliculares
a difusas e adenites sebaceas foram relatadas em tecidos clinicamente sadios do focinho
de cdes sintomaticos pela LVC (Solano-Gallego et al., 2004; Saridomichelakis et al.,
2007). Isto sugere que as biopsias de pele para diagnéstico ndo precisam
necessariamente ser obtidas apenas de peles lesionadas, mas também de peles
clinicamente sadias (Rodriguez-Cortés et al., 2007).

Um cdo assintomatico e trés oligossintomaticos soropositivos, com altos niveis
de anticorpos, mas com leve ou ausente reacao inflamatdria em peles sadias, mostraram
carga parasitaria de moderada a intensa com amastigotas de Leishmania dentro de
numerosas células mononucleares na derme, particularmente em macréfagos
concentrados na regido superior e média da derme, indicando que a carga parasitaria ndo
estd necessariamente correlacionada com a presenca de lesdes cutaneas ou a intensidade
da inflamacdo. De acordo com esta observacdo, Saridomichelakis et al. (2007)
informaram que em geral ha uma falta de correlacdo entre a densidade parasitéria e a
intensidade do infiltrado inflamatdrio. Segundo Papadogiannakis et al. (2005), a
presenca de células inflamatorias e parasitas em cédes sem evidéncias de dermatites pode
ser explicada pela hipotese de que lesBes macroscopicas acompanham a infiltracdo de
células inflamatoria, mas apds um certo periodo de tempo. Porém, Solano-Gallego et al.
(2004) ndo verificaram amastigotas mesmo usando a técnica de imunoistoquimica em
peles sadias de cdes assintomaticos.

Nos cdes oligossintomaticos, parasitas intactos foram associados com a presenca
de reacdo inflamatéria crbnica caracterizada pela predominédncia de células
mononucleares, principalmente macrofagos, linfocitos e plasmacitos. Por outro lado,
70,5% dos cdes com lesbes de pele representadas pela predominancia de células
polimorfonucleares, em sua maioria neutrdfilos, edema, epiderme danificada,

hemorragia e congestdo dermal, apresentaram pouca chance de estarem parasitadas com
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amastigotas, indicando a possibilidade de co-infecgdes causando ou intensificando as
alteracbes dermatologicas no grupo dos cées oligossintomaticos. De forma semelhante,
Santos et al. (2004) mostraram que 0 parasitismo cutaneo ndo estava associado com
infiltrado inflamatdrio agudo.

No grupo sintomatico, 100% dos cdes apresentaram diferentes alteracdes
cutaneas e intensa carga parasitaria em 88,9% deles. Cées com alto titulo de anticorpos
anti-Leishmania e alta carga parasitaria mostraram sempre um processo inflamatério
cronico intenso que variava de um padrdo inflamatério difuso a focal granulomatoso
com células mononucleares, particularmente macrofagos, mas também plasmacitos e
linfécitos em todas as camadas da pele: abaixo da epiderme, derme superficial, média e
profunda, hipoderme e ao redor das células musculares. Um animal (cdo 30) possuia
enorme quantidade de macréfagos com Leishmania em todas as camadas da pele. Em
concordancia, Xavier et al. (2006) registraram que em geral, a reacdo inflamatoria
cronica era caracterizada por infiltrado mononuclear e este era difuso na regido superior
da derme e focal ao redor de vasos sanguineos, foliculos pilosos e glandulas na
epiderme profunda, com infec¢cdo mais intensa no grupo sintoméatico. Também neste
grupo, a carga parasitaria estava diretamente relacionada a severidade dos sinais clinicos
da doenca (Giunchetti, et al., 2006; Xavier et al., 2006) semelhante aos Nnossos
resultados.

Através da técnica HE, 32,4% das amostras de pele, particularmente de cées
assintomaticos e oligossintomaticos foram consideradas inconclusivas e classificadas
como suspeitas devido a dificuldade de visualizacdo das amastigotas. Em concordancia,
Bourdoiseau et al. (1997) relataram que embora o0 exame microscopico direto do
parasita por HE fosse uma técnica especifica e usada como avaliagdo de rotina, as
amastigotas fregiientemente eram de dificil visualizacdo e algumas vezes 0s exames
eram inconclusivos. O uso da IMIQ para detectar amastigotas em tecidos caninos ja
havia sido relatada anteriormente como uma técnica eficiente para este diagnostico
(Tafuri et al., 2004; Xavier et al., 2006; Moreira et al., 2007), mas com sensibilidades
diferentes de acordo com o0s sinais clinicos dos animais: 92.7%, 76% e 100%,
respectivamente para cées sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos (Moreira et
al., 2007).
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A técnica imunoistoguimica (IMIQ) tem sido freqlientemente empregada para a
deteccdo de amastigotas de Leishmania em tecidos fixados em formalina (Bourdoiseau
et al., 1997; Ferrer et al., 1988b; Solano-Gallego et al., 2004; Tafuri et al., 2004; Xavier
et al., 2006) e verificou-se uma melhor sensibilidade em relacdo a técnica histoldgica
(HE) de rotina, especialmente em cdes assintomaticos e oligossintomaticos. N0ss0s
dados mostraram indices de positividade pela IMIQ de 50%, 41,2% e 88,8% nos grupos
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos, respectivamente, quando IMIQ foi
utilizada. O método IMIQ permitiu uma melhor visualizacdo do parasita, pois
possibilitou um alto grau de contraste entre os parasitas e o tecido do hospedeiro, sendo
possivel o diagndstico preciso da Leishmaniose, mesmo quando havia apenas poucos
parasitas (Ordeix et al.,2005).

No presente estudo, o nivel de concordancia entre IMIQ x HE foi analisado e na
comparacao geral revelou-se 6timo (x = 0,76), sendo o nivel mais baixo (x = 0,82) entre
0s animais oligossintomaticos e 0 mais alto (k = 1) entre os sintomaticos. Isto significa
que nos animais sintométicos, ambos os exames (HE e IMIQ) podem ser usados com
facilidade na identificacdo das amastigotas. No entanto, para 0s animais assintomaticos
e oligossintomaticos, exames mais precisos como o IMIQ foram necessarios.

Neste estudo, 24 (70,06%) cées soropositivos foram identificados, mas em
apenas 17 (43,2%) destes animais o resultado foi confirmado pelo exame direto do
parasita ou pela imunoistoquimica; porém, a maioria daqueles que apresentavam titulos
altos de anticorpos, pela RIFI ou ELISA apresentou também amastigotas intactas nas
amostras de pele. Altos titulos de anticorpos pela RIFI, assim como pela ELISA, foram
detectados nos grupo dos sintomaéticos, em concordancia com os dados de Reis et al.
(2006). Porém, quando ndo houve concordancia entre ambos os testes sorologicos e
quando os titulos de anticorpos foram baixos, as amastigotas ndo foram detectadas na
pele destes animais mesmo usando imunoistoquimica, particularmente nos céaes
oligossintomaticos.

O nivel 6timo de concordéancia entre IMIQ x HE foi observado no grupo
sintomético (x = 1), bem como no assintomaético (x = 0,75), mas entre ELISA x RIFI
isto foi observado apenas entre os assintomaticos (x = 1). E interessante notar que

quando os testes sorologicos foram comparados com a imunoistoquimica, a
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concordancia foi considerada boa entre os animais oligossintomaticos (k = 0,55) e
sintomaticos (x = 0,60) na comparacdo entre IMIQ x RIFI, e étima no grupo
sintomatico (x = 1) quando feita a concordancia entre IMIQ x ELISA.

Apobs a realizacdo de todos os testes diagndsticos, 7 (20,6%) animais foram
negativos, 8 (23,5%) suspeitos e 19 (55,9%) positivos. Os resultados suspeitos
ocorreram guando ndo houve concordancia entre os testes sorolégicos (ELISA e RIFI)
com IMIQ ou HE negativos. O grupo oligossintomatico teve o maior ndmero de
resultados suspeitos ou inconclusivos em nosso estudo.

Concluindo, ambos os métodos parasitologicos (IMIQ e HE) demonstraram a
presenca de amastigotas intactas na pele com um bom nivel de concordancia entre 0s
resultados, independente dos sinais clinicos dos cées ou dos resultados dos exames
soroldgicos. Embora, poucos animais permaneceram na categoria de suspeitos, IMIQ
foi considerado um método seguro e importante ferramenta em adicdo aos exames
soroldgicos ou ao teste HE. A presenca de amastigotas ndo apenas em peles lesionadas,
mas também nas sadias, especialmente nos cédes assintomaticos e oligossintomaticos,

reforga a relevancia destes animais na epidemiologia da LVC.
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Fotomicrografias de seccGes de pele de focinho de cées assintomaticos (cdo n°
12) que ndo possuiam lesbes macroscopicas. (1A) Moderada dermatite
pervivascular e perifolicular na derme superior e profunda. (1B) Ampliacdo da
Fig. 2% mostrando muitos macrofagos infectados com amastigotas de
Leishmania logo abaixo da epiderme. (1C) Moderada reacéo inflamatéria na
hipoderme, mas infectada com parasitas nos macrofagos ao redor dos vasos
linfaticos e sanguineos (1D). Nas Figs. 1E e 1F, é possivel ver uma reacéo
inflamatdria nodular entre as fibras musculares abaixo da hipoderme com
predominancia de células mononucleares, especialmente macréfagos e poucos
linfécitos e células do plasma. Muitas células infectadas por Leishmania no
centro do nddulo e ao redor de vasos sanguineos (1F). Bar = 100 um (1A); 50
pum (1B, 1C e 1E); 10 um (1D e 1E) podem ser vistos. Coloracdo HE.
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Fig. 2: Fotomicrografias de seccdes de pele com lesdo de um cédo sintomatico (cdo n°
30) que apresentava intensa carga parasitaria. Dermatite mononuclear difusa
(2A) e nodular (2B) mostrando um alto ndmero de células inflamatorias
mononucleares, com predominancia de macréfagos na regido superior e média
da derme com grande quantidade de amastigotas. (2C) Dermatite perivascular
na regido média da derme e reagdo inflamatdria intensa na derme profunda e
hipoderme (2D). Alta ampliacdo das sec¢bes na 2E e 2F mostrando
predominancia de amastigotas de Leishmania intramacrofagicas. Bars = 50 um
(2A, 2B, 2C e 2D) e 10 um (2E e 2F). Coloracao HE.
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Fig. 3: Fotomicrografias de seccdes de pele com lesdo de um cdo sintoméatico com

121

Leishmaniose Visceral mostrando amastigotas coradas por imunoistoquimica
em vermelho escuro (técnica utilizando o complexo Avidina-biotina peroxidase,
contraste por hematoxilina) na regido média da derme. Setas pretas mostram
amastigotas dentro das células. Bars = 10 pum.
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Tabela 1: Numeros e porcentagens de cdes com resultados negativos (N), suspeitos
(Su) e positivos (P) para Leishmaniose Visceral ap6s exame histoquimico
(HE) em peles sadias e com leséo. Ilha Solteira, SP, Brasil, 2007.

NuUmero e porcentagem de cées

Pele sadia Pele com leséo
Condicdes Numero de Porcentagem NUmero de Porcentagem
Clinicas Cées (%) Caes (%)
Assintomaticos
N 05 62,5 00 00,0
Su + 00 00,0 00 00,0
P ++ (moderado) 02 25,0 00 00,0
P +++ (média) 00 00,0 00 00,0
P ++++ (intensa) 01 12,5 00 00,0
Total 08 100,0 00 00,0
Oligossintomaticos
N 12 70,5 02 14,3
Su + 02 11,8 09 64,3
P ++ (moderado) 01 05,9 02 14,3
P +++ (média) 01 05,9 01 07,1
P ++++ (intensa) 01 05,9 00 00,0
Total 17 100,0 14 100,0
Sintomaticos
N 01 100,0 00 00.,0
Su + 00 00,0 01 11,1
P ++ (moderado) 00 00,0 02 22,2
P +++ (média) 00 00,0 02 22,2
P ++++ (intensa) 00 00,0 04 44,5
Total 01 100,0 09 100,0
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bTabela 2: Nimeros e porcentagens de cdes com resultados negativos e positivos para
Leishmaniose Visceral ap6s exame imunoistoquimico (IMIQ) em peles

sadias e com lesdo. Ilha Solteira, SP, Brasil, 2007.

NuUmero e porcentagem de cées

CondicGes Pele sadia Pele com leséo
Clinicas NUmero de Porcentagem NUmero de Porcentagem

Cées (%0) Cées (%)

Assintomaticos

Negativo 04 50,0 00 00,0

Positivo 04 50,0 00 00,0

Total 08 100,0 00 00,0

Oligossintomaticos

Negativo 12 70,6 09 64,3

Positivo 05 294 05 35,7

Total 17 100,0 14 100,0

Sintomaticos

Negativo 01 100,0 01 11,1

Positivo 00 00,0 08 88,9

Total 01 100,0 09 100,0
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Tabela 3: Resultados dos testes sorologicos (ELISA e RIFI), histoquimica (HE) e
imunoistoquimica (IMIQ) de pele de cdes assintomaticos (A),
oligossintomaticos (O) e sintomaticos (S) para Leishmaniose Visceral.
Ilha Solteira, SP, Brasil, 2007.

Numero Condicdes Sorologia HE *** IMIQ
de Clinicas
Caes ELISA*  RIFI** Pele Pelecom  Pele  Pele com
Sadia Lesdo Sadia Lesdo

01 A N N ++ NT P NT
02 A N N N NT N NT
04 A N N N Su + N N
13 A N N N N N N
18 A N N ++ NT P NT
19 A NE-4 1/1.280 ++++ NT P NT
20 A N N N NT P NT
22 A N N N NT N NT
03 @) EL-4 1/2.500 N ++ N P
05 ] N 1/160 N Su + P P
06 0 EL-4 N N Su + N N
07 O EL-5 1/1.280 N Su + N N
08 O EL-6 1/1.280 ++ +++ P P
09 @] EL-3 N Su + Su + N N
10 O EL-4 1/640 N Su + N N
11 O N N N N N N
12 ] EL-6 1/1.280 ++++ NT P NT
14 O N N N N N N
15 @) EL-4 1/320 N Su + P N
16 0] EL-6 1/1.280 +++ ++ P P
17 O EL-5 1/1.280 N Su + N P
21 O EL-4 N N NT N NT
23 O EL-3 N Su + NT N NT
33 O N 1/320 N Su + N N
34 O EL-5 1/640 NR Su + N N
24 S EL-6 1/1.280 NT ++++ NT P
25 S EL-6 1/1.280 NT ++++ NT P
26 S EL-5 1/1.280 N ++++ N P
27 S EL-5 1/1.280 NT ++ NT P
28 S N N NT Su + NT N
29 S EL-6 1/1.280 NT +++ NT P
30 S EL-4 1/2560 NT ++++ NT P
31 S EL-6 N NT +++ NT P
32 S EL-5 1/1.280 NT ++ NT P

* ELISA ponto de corte: EL>3; ** RIFI ponto de corte > 1:80; EL = niveis de ELISA; NT: Néo
testados. *** Carga parasitaria; N = Negativo; P = Positivo; Su = Suspeito.

124



125

Tabela 4: NUmero e porcentagens de cédes positivos pelos testes sorologicos (RIFI e
ELISA), histoquimica (HE) e imunoistoquimica (IMIQ) em amostras de
peles sadias e com lesdo de cdes assintomaticos, oligossintomaticos e
sintomaticos. llha Solteira, SP, Brasil, 2007.

Condicdes Clinicas NUmero e porcentagem de cdes positivos
RIFI ELISA HE IMIQ
N (%) N (%) N (%) N (%)
Assintomaticos (n = 8) 1(12.5) 1(12.5) 3 (37.5) 4 (50.0)
Oligossintomaticos (n = 17) 11 (64.7) 13 (76.5) 4 (23.5) 7(41.2)
Sintomaticos (n = 9) 7 (77.8) 8 (88.8) 8 (88.8) 8 (88.8)
Total (n = 34) 19 (55.9) 22 (64.7)  15(44.1) 19 (55.9)

Table 5: Concordancia entre as técnicas IMIQ, HE, RIFI e ELISA de acordo com os
diferentes grupos de sinais clinicos dos cdes examinados. llha Solteira, SP,

Brasil, 2007.
Métodos Diagndsticos
IMIQ IMIQ IMIQ ELISA
Condicdes Clinicas X X X X
RIFI ELISA HE RIFI
N (%) N (%) N (%) N (%)
Cées (n=34)
Concordéancia 24 (77.2) 23 (67.7) 30 (88.2) 27 (79.4)
indice Kappa 0.52 0.32 0.72 0.55
IC 95%
Assintomaticos
(n=8)
Concordéancia 5 (62.5) 5 (62.5) 7 (87.5) 8 (100%)
indice Kappa 0.25 0.25 0.75 1.00
IC 95%
Oligossintomaticos
(n=17)
Concordancia 13 (76.4) 9 (52.9) 14 (82.3) 9 (52.9)
indice Kappa 0.55 0.14 0.61 0.16
IC 95%
Sintomaticos
(n=9)
Concordancia 8 (88.9) 9 (100) 9 (100) 8 (88.9)
indice Kappa 0.60 1.00 1.00 0.60
IC 95%
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