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RESUMO

S&o0 poucos os relatos na literatura sobre o mecanismo de resposta tecidual dos
pulmdes de cdes com leishmaniose visceral canina (LVC). A avaliacéao histopatologica
revelou pneumonia intersticial com infiltrado inflamatério linfohistioplasmocitico em
17/62 caes (27,41%) com LVC do grupo de animais infectados (G1). Nos pulmbes
com alteragbes inflamatérias (n=17) foi identificado, com a técnica de
imunoistoquimica, predominio de linfécitos TCD3+ e baixa quantidade de macrofagos
RCA-1 e CD204 positivos, além de formas amastigotas no intersticio alveolar em 2/17
cdes (11,7%). A fibrose foi classificada como discreta e observada no intersticio
pulmonar de 1/17 céo (5,88%). Houve correlacdo positiva entre o escore de
inflamacdo e quantidade de linfécitos TCD3+ (p=0,0001) e macrofagos RCA-1
(p=0,0225) e CD204 (p=0,0239) positivos imunomarcados, mas negativa quando
estes foram correlacionados com o estadiamento clinico e a presenca de formas
amastigotas pulmonares (p=0,1141, p=0,4853 e p=0,3285, respectivamente). Os
macrofagos de fenétipo M2 corresponderam, em média, a 63,39% do namero total de
macrofagos pulmonares imunomarcados, sendo este subtipo predominante. De
acordo com os resultados, as altera¢cfes inflamatoérias pulmonares em cédes com LVC
nao sao comuns e, quando ocorrem, independem do parasitismo no tecido e do
estadiamento clinico dos animais. O predominio de macréfagos de fenotipo M2 indica
se tratar de uma resposta imunolégica do tipo Th2, contribuindo, assim, com a

progresséo da doenca no tecido pulmonar.

Palavras-chave: inflamacéo; leishmaniose visceral canina; microscopia; pulmoes.



ABSTRACT

There are few reports in the literature on the mechanism of tissue response in the lungs
of dogs with canine visceral leishmaniasis (CVL). Histopathological evaluation
revealed interstitial pneumonia with lymphohistioplasmacytic inflammatory infiltrate in
17/62 dogs (27.41%) with CVL from the group of infected animals (G1). In the lungs
with inflammatory changes (n=17), using the immunohistochemical technique, a
predominance of TCD3+ lymphocytes and a low number of RCA-1 and CD204 positive
macrophages were identified, in addition to amastigote forms in the alveolar
interstitium in 2/17 dogs (11, 7%). Fibrosis was classified as mild and was observed in
the lung interstitium of 1/17 dogs (5.88%). There was a positive correlation between
the inflammation score and the number of immunostained positive TCD3+
lymphocytes (p=0.0001) and RCA-1 (p=0.0225) and CD204 (p=0.0239) macrophages,
but negative when these were correlated with clinical staging and the presence of
pulmonary amastigote forms (p=0.1141, p=0.4853 and p=0.3285, respectively). M2
phenotype macrophages corresponded, on average, to 63.39% of the total number of
immunostained lung macrophages, with this subtype being predominant. According to
the results, pulmonary inflammatory changes in dogs with CVL are not common and,
when they occur, they are independent of parasitism in the tissue and the clinical
staging of the animals. The predominance of M2 phenotype macrophages indicates
that it is a Th2 type of immune response, thus contributing to the progression of the

disease in the lung tissue.

Keywords: inflammation; canine visceral leishmaniasis; microscopy; lungs.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose continua sendo um importante problema de saude em quatro
regibes ecoepidemioldgicas do mundo: Américas, Africa Oriental, Norte da Africa e
Oeste e Sudeste Asiatico. A transmissdo se da pela inoculacdo das formas
promastigotas infectantes do protozoario através da picada da fémea flebotominea da
subfamilia Phlebotominae, também conhecida como tatuquira, asa branca, mosquito-
palha, birigui e cangalhinha (Organiza¢do Pan-Americana da Saude - OPAS, 2021).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é wuma doenca infecciosa
multissistémica de carater zoonaotico, causada por um protozodario flagelado do género
Leishmania. O cdo doméstico € o principal reservatorio do agente (Morales-Yuste;
Martin-Sanchez; Corpas-Lopez, 2022). O trafego sistémico de macréfagos infectados
pelo protozoario promove uma reagao imunoldgica cronica do tipo granulomatosa em
diversos 6rgaos, incluindo o trato respiratério (Kavarnos et al., 2022; Magalhaes et al.,
2016). A infecgao respiratoria pode resultar em sinais clinicos como tosse improdutiva
e anormalidades da ausculta pulmonar (Kavarnos et al., 2022) a descarga nasal
catarral, epistaxe, espirro e dispneia (Magalhdes et al., 2016; Silva, A. et al., 2013).

O acometimento dos pulmdes na LVC resulta em pneumonia intersticial crénica
focal ou difusa, caracterizada por infiltrado celular composto por macréfagos,
linfocitos, plasmacitos e fibrose intersticial (Alves et al., 2010; Duarte et al., 1986;
Goncalves et al., 2003; Kavarnos et al., 2022; Magalhéaes et al., 2016; Paulino Jr. et
al., 2013; Tafuri et al., 2001; Toplu; Aydogan, 2011). Duarte et al. (1986) classificaram
as alteracbes pulmonares inflamatorias em cdes com LVC em trés diferentes tipos,
baseadas na presenca exclusiva de infiltrado inflamatério (celular), aumento de tecido
conjuntivo intersticial dado por fibroblastos que se sobressaem a quantidade de
células mononucleares (fibrético) e, por ultimo, no equilibrio entre a deposicdo de
tecido conjuntivo e o processo inflamatério (fibrético-celular).

Os linfécitos T sdo de grande importancia na imunomodulagéo e resisténcia a
Leishmania spp., sobretudo as células T CD4+ e T CD8+. A ativagédo dessas células
culmina em uma resposta celular com secrecdo de diferentes citocinas especificas
contra o parasito, como a IL-2, IL-12 e INF-y. A susceptibilidade & doenca envolve a
participacéo da IL-10 e de células B produtoras de anticorpos (Goto; Prianti, 2009), os

quais podem ser detectados em titulos excepcionalmente elevados e acarretar a
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formacdo e deposicdo de imunocomplexos, resultando em uma forma grave da
doenca (Ozbilge et al., 2006).

A plasticidade dos macrofagos presentes no tecido pulmonar em decorréncia
da infeccdo por Leishmania spp. faz com que estas células apresentem diferentes
fendtipos que podem interferir de forma positiva ou negativa no desfecho da doenca
tanto em animais como em humanos a partir da producéo e liberacdo de diversos
agentes quimicos pré-inflamatorios e/ou regulatorios e imunomoduladores (Arango
Duque; Descoteaux, 2014; Cassetta; Cassol; Poli, 2011; Muxel et al., 2017; Scott;
Novais, 2016; Tomiotto-Pellissier et al., 2018; Zanluqui; Wowk; Pinge-Filho, 2015).

Sao poucos os estudos disponiveis na literatura sobre o mecanismo de
resposta tecidual dos pulmdes ao protozoario em caes e humanos (Kavarnos et al.,
2022; Magalhédes et al., 2016; Tuon et al., 2009), incluindo a determinacéo do perfil
fenotipico de macréfagos em tecido pulmonar de cdes naturalmente infectados por
Leishmania infantum.

O presente projeto tem como objetivo, portanto, a caracterizacao
histopatologica e imunoistoquimica das les6es pulmonares inflamatorias em caes
naturalmente infectados por Leishmania infantum, bem como o estudo da expressao
do fenotipica dos macrofagos pulmonares presentes na infec¢éo e sua correlacdo com

as lesdes observadas e o estadiamento clinico dos animais do estudo.

1.1 FORMACAO E DESENVOLVIMENTO PULMONAR

O desenvolvimento dos pulmdes compreende seis estagios de evolucdo, os
quais incluem as fases embrionaria, pseudoglandular, canalicular e sacular, a fase
pés-natal alveolar, e, ainda, os estdgios de maturacdo vascular. Na fase
pseudoglandular ocorre o desenvolvimento completo da via aérea condutora até a
formacao dos bronquiolos terminais; a farta proliferacéo de capilares no intersticio dos
pulmdes somada ao inicio da formacédo acinar caracterizam a fase canicular. O estagio
sacular, por sua vez, compreende a expanséo da area de troca gasosa do pulméo
fetal. Os alvéolos completam o seu ciclo de desenvolvimento somente apdés o
nascimento, durante a vida neonatal (Avery; Flecher; MacDonald, 1999; Maxie, 2007,
Miyoshi; Guinsburg, 1998). Os estagios criticos de desenvolvimento de grande parte

dos mamiferos ocorrem na vida pés-natal. Estudos sugerem que, em carnivoros,
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durante a vida intrauterina, as fases pseudoglandular, canicular e sacular ocorrem a
partir do 32°, 47° e 55° dia, respectivamente (Latshaw, 1987; Miyoshi; Guinsburg,
1998).

Durante a vida intrauterina, um diverticulo no folheto endodérmico ventral da
origem aos pulmdes, e, juntamente com os brénquios principais direito e esquerdo, se
desenvolve a traqueia primordial. As vias aéreas condutoras sao revestidas por
epitélio cilindrico cranialmente, e, mais caudalmente, por epitélio cuboide, ambos
ciliados. Neste periodo, em virtude da composicéo e localizacdo distante dos vasos
do epitélio respiratério, além do baixo fluxo sanguineo, a respiracdo torna-se
impossibilitada (Avery; Flecher; MacDonald, 1999; Banks, 1992; Maxie, 2007; Miyoshi;
Guinsburg, 1998).

O inicio da producéo do surfactante, que ocorre na fase sacular, d4 origem a
uma maturacdo funcional do parénquima pulmonar, promovendo a capacidade da
realizacdo de trocas gasosas dos sacos alveolares, bem como semelhanca das
relacdes de pressao e volume pulmonares as de um animal adulto. Os primeiros
alvéolos, na integra, se formam apdés a involucdo de septos intersaculares e depdsito
de fibras elasticas. Entretanto, a aquisicdo da interface “sangue-gas” sé ocorre na
Gltima etapa do desenvolvimento que compreende a vida pés-natal, a maturacao

microvascular (Maxie, 2007; Miyoshi; Guinsburg, 1998).

1.2 ANATOMIA E FISIOLOGIA DOS PULMOES

Os pulmdes constituem parte dos o6rgdos do trato respiratério inferior e sao
considerados essenciais para a respiracdo, uma vez que Sa0 responsaveis pelas
trocas gasosas entre o ar inspirado e a corrente sanguinea. JA os 6rgaos que
conduzem o ar inspirado para o interior do parénquima pulmonar sédo tidos como
auxiliares ao trato respiratorio, apesar de possuirem papéis de extrema importancia
em outros sistemas como sensoriais na cavidade nasal, funcdes digestivas na faringe
e, ainda, nos seios paranasais para atuacao na fonacéo. Os pulmdes ocupam a maior
parte da cavidade toracica, e sdo compostos pelos pulmdes direito e esquerdo,
estando ambos conectados na bifurcacao traqueal e invaginados no saco pleural
correspondente. Cada pulmédo ¢é revestido pela pleura visceral de maneira

independente, porém unidos através do mediastino. A cavidade toracica alberga uma
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discreta quantidade de liquido seroso, com o intuito diminuir o atrito entre as pleuras
visceral e parietal durante os movimentos respiratérios (Dyce; Sack; Wensing, 2010;
Kdnig; Liebich, 2016).

Os pulmbes possuem textura esponjosa em decorréncia do preenchimento por
ar, o qual confere crepitacdo a palpacdo, e apresentam consisténcia elastica,
responsavel esta pela capacidade de expansdo e compressao pulmonares seguidas
de inspiragdo e expiragdo, respectivamente. A coloracdo varia de acordo com o teor
sanguineo presente no tecido pulmonar, compreendendo desde rosa palido a
vermelho escuro quando totalmente preenchidos por sangue (Dyce; Sack; Wensing,
2010; Konig; Liebich, 2016).

Estruturalmente, os pulm&es sdo compostos por lobos pulmonares constituidos
de l6bulos delimitados por septos interlobulares, os quais sao imperceptiveis no céo
e provindos de um prolongamento da capsula fibrosa disposta sob a pleura visceral,
contendo parénquima e intersticio/estroma. O parénquima compreende o 6rgdo onde
havera trocas gasosas entre o ar atmosférico e o dioxido de carbono sanguineo, sendo
formado por bronquiolos e seus ramos, bem como os alvéolos pulmonares terminais.
Ja o intersticio compde-se de tecido mole elastico e colageno, onde estéo situados as
glandulas mistas, fibras musculares lisas, fibras nervosas, vasos sanguineos e
linfaticos. Os lobos pulmonares, por sua vez, sao classificados de acordo com a
ramificacdo da arvore brénquica que os compdem. Na espécie canina e nas demais
espécies domésticas, com excecao do cavalo, o pulmao esquerdo é dividido em dois
lobos (cranial e caudal) e o direito, em quatro lobos, os quais compreendem o cranial,
médio, caudal e o acessorio (Dyce; Sack; Wensing, 2010; Konig; Liebich, 2016; Maxie,
2007).

Topograficamente, cada pulmé&o possui uma face costal, uma face mediastinal
e uma face diafragmatica. A primeira consiste em uma face convexa adjacente a
parede toracica; a face mediastinal situa-se em direcdo ao mediastino, e, a
diafragmatica, posiciona-se de forma oposta ao diafragma. O apice pulmonar se
prolonga em sentido cranial pela abertura do térax até a porcéo visceral do pescoco.
O hilo pulmonar compreende a regido onde se recebe o bronquio principal junto dos
vasos pulmonares, 0s quais incluem artéria e veia pulmonar, artéria e veia bronquicas
e vasos linfaticos, bem como nervos; termo "raiz do pulmao” refere-se coletivamente

aos vasos e brénquios lobares que ligam o pulméo ao mediastino. A manutencéo dos
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pulmbes em seus devidos lugares é dada pela fixacdo de ambos a traqueia, ao
sistema vascular, ao mediastino e a pleura, da qual emerge o ligamento pulmonar
dorsomedial que conecta os pulmdes com o mediastino e o diafragma (International
Committee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature, 2017; Konig; Liebich,
2016).

1.2.1 Circulagbes sanguinea e linfatica pulmonares

A circulagao pulmonar e a circulagéo bronquica constituem os dois sistemas
que conferem o fluxo sanguineo que flui para os pulmdes, sendo consideradas de alto
fluxo e baixa pressao e baixo fluxo e alta pressao, respectivamente (Konig; Liebich,
2016; Maxie, 2007). A circulacdo pulmonar promove a perfusdo dos capilares
alveolares a partir do débito total provindo do ventriculo direito, e participa, também,
nas trocas gasosas. A circulacdo brénquica, por sua vez, é tida como um ramo da
circulacado sistémica, e fornece suprimento sanguineo as vias aéreas e outras
estruturas no interior dos pulmdes (Klein, 2014).

Os brénquios, bronquiolos e ductos alveolares sdo acompanhados pelas
artérias pulmonares principais e seus ramos, as quais sao, estruturalmente, elasticas
(presentes nos broénquios) e musculares (adjacente aos bronquiolos e ductos
alveolares), o que determina a reatividade da vasculatura frente a hipoxia alveolar e a
outros estimulos neurais e humorais. A superficie do septo alveolar é quase
totalmente recoberta por uma rede vascular conferida pelas artérias pulmonares que
conduzem os capilares. H4 um reservatério sanguineo venoso, o qual é constituido
pelas veias pulmonares de paredes delgadas que direcionam o sangue dos capilares
pulmonares para o atrio esquerdo, disponivel para mudancas repentinas no débito
cardiaco (Klein, 2014). As artérias pulmonares conduzem o0 sangue venoso até o0s
alvéolos através de ramificagfes pela arvore brénquica, onde culminam em capilares.
Um Unico alvéolo recebe aporte sanguineo de até dez capilares. As artérias bronquiais
podem ascender de diversas areas como da aorta, artérias intercostais e artérias
subclavicas (Konig; Liebich, 2016; Maxie, 2007).

A drenagem linfatica dos pulmdes é feita pelos linfonodos tragueobrdnquicos,
0S quais encontram-se ao redor da bifurcacdo da traqueia e sdo classificados de

acordo com a sua topografia em linfonodos esquerdos, médios e direitos. Apos ser
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drenada pelos nodos linfaticos traqueobrénquicos, a linfa segue pelos linfonodos

mediastinais até o ducto toracico (Konig; Liebich, 2016).

1.2.2 Mecanismos de defesa do trato respiratério

A conformacédo anatébmica da cavidade nasal e dos brénquios previne ou reduz
a deposicdo de agentes nocivos nos pulmdes, sobretudo nos alvéolos, os quais
compreendes as estruturas mais vulneraveis do trato respiratério. A significativa
turbuléncia do fluxo de ar gerado pela disposi¢céo espiralada dos cornetos nasais e 0s
meatos nasais estreitos promovem forcas fisicas que induzem uma colisdo de
particulas de mais de 10 um com a superficie da mucosa nasal. Caso forem menores,
entre 2 e 10 um, estas particulas se deparam com uma segunda barreira nas
bifurcacdes traqueal e dos brénquios, promovendo um impacto na mucosa brénquica
em virtude das mudancas abruptas na direcéo do ar (inércia). Os aerossois infectantes
contendo virus e bactérias, entretanto, possuem tamanhos que variam de 0,01 a 2
um, e podem ganhar acesso as regides de transicdo e troca gasosa (bronquiolo e
alvéolo, respectivamente) por meio da sedimentacao resultante da gravitacdo e/ou da
difusdo (Lopez, 2007; Maxie, 2007; Zachary, 2018).

A depuracdo mucociliar, realizada pela cobertura mucociliar do sistema
condutor, consiste em um sistema de exclusédo de residuos e compreende um dos
principais mecanismos de defesa do trato respiratério. O muco produzido pelas células
caliciformes, serosas, glandulas submucosas e fluido transepitelial funciona como
barreira e veiculo, e consiste em uma mistura complexa de agua, glicoproteinas,
imunoglobulinas, lipidios e eletrdlitos, e dispde-se em duas camadas: interna e
externa. A camada externa possui aspecto viscoso, enquanto a camada interna é
fluida, e encontra-se em contato intimo com os cilios. Estes ultimos se movimentam
de forma rapida, forte e sincronizada, e impulsionam o muco, as células esfoliadas e
as particulas retidas para fora do trato respiratorio em direcéo a faringe; o muco, entao,
€ deglutido ou expelido do sistema condutor pela tosse (Alessi; Santos, 2023; Zachary,
2018).

Na regido de colisdo da mucosa brénquica estédo as células M, que consistem
em células epiteliais modificadas que recobrem o tecido linfoide associado aos

brénquios (BALT). A partir dessa regido, os antigenos sao fagocitados e transportados
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para o BALT por macrofagos, células dendriticas e outras células apresentadoras de
antigenos (APCs) para serem apresentados para os linfécitos B e T, desencadeando,
assim, uma resposta humoral e/ou celular com producdo de imunoglobulinas
(Zachary, 2018). Dentre os anticorpos mais abundantes presentes nas secrecdes
nasais e na traqueia destaca-se a imunoglobulina (IgA), a qual tem funcao de prevenir
a adesdo e absorcédo de antigenos. A imunoglobulina G (IgG), por sua vez, e em
menor proporc¢do as imunoglobulinas E e M (IgE e IgM, respectivamente), assume 0
papel de destruicdo dos patdégenos por meio da fagocitose. A IgG € a mais abundante
na superficie dos alvéolos, e age como anticorpo na opsonizacao para macrofagos
alveolares e neutrofilos (Lopez, 2007).

Os macrofagos pulmonares sdo classificados em cinco grupos celulares
distintos de acordo com sua localizacdo, os quais compreendem macréfagos
alveolares, macrofagos intersticiais, macrofagos pulmonares intravasculares,
macrofagos pleurais e células dendriticas que, apesar de ndo serem consideradas
como macréfagos, sdo células fagociticas profissionais (Maxie, 2007); ambos
conduzem a resposta a doencas crbnicas e/ou granulomatosas, como ocorre na
infeccdo por protozoarios do género Leishmania spp (Carneiro et al., 2021; Zachary,
2018). Tal resposta cria um microambiente inflamatério onde ha producéo e liberacéo
de diferentes sinais capazes de ativar essas células, fazendo com que apresentem
fenétipos funcionalmente distintos determinados pelas formas de ativacdo com
expressdo dos fenoétipos M1 e M2; o fendtipo expresso por esses macréfagos
determina o padrdao de resposta frente a doenca (Carneiro et al., 2021; Tomiotto-
Pellissier et al., 2018), podendo resultar, de acordo com o seu potencial, em

dificuldade nas trocas gasosas, injurias teciduais e fibrose intersticial (Maxie, 2007).

1.3 HISTOLOGIA PULMONAR

Os brénquios e bronquiolos, que correspondem as vias aéreas de conducgdo
intrapulmonar, compdem aproximadamente 6% dos pulmdes; 85% s&o constituidos
por bronquiolos respiratorios, dutos alveolares e alvéolos; os 9 a 10% do restante dos
pulmdes sdo compostos por pleura visceral, a qual consiste em uma camada de tecido

conjuntivo revestida por células mesoteliais, tecido nervoso e vascular
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intrapulmonares (artérias e veias pulmonares e artérias brénquicas) (Eurell; Frappier,
2012).

A éarea de trocas gasosas é organizada em unidades funcionais, chamadas de
acinos, ou estruturais chamadas de I6bulos. A primeira inclui todos os espacos aéreos
distais a um bronquiolo terminal simples, incluindo bronquiolos respiratorios, dutos
alveolares, sacos alveolares e alvéolos. Os Iébulos, por sua vez, compreendem um
conjunto de &cinos delimitados por septos de tecido conjuntivo denominado septo
interlobular, que compde-se de fibras de coldgeno e fibras elasticas e de vasos
sanguineos (Eurell; Frappier, 2012; Mescher, 2016).

Os brénquios em geral possuem aspecto histolégico semelhante ao da
tragqueia, com excecdo da organizacdo da cartlagem e da musculatura lisa.
Basicamente, sdo revestidos por um epitélio respiratorio composto por células
ciliadas, células secretérias e células basais, mudando sua composi¢cdo no sentido
proximal-distal, onde as células mucosas e basais apresentam-se em menor
quantidade, enquanto se sobressaem as células exocrinas bronquiolares. Na
submucosa estao presentes as glandulas mistas bronquicas permeadas por tecido
conjuntivo frouxo; a cartilagem hialina se dispde em forma de placas irregulares e é
entremeada por musculo liso (Eurell; Frappier, 2012; Mescher, 2016).

Os bronquiolos se originam dos brénquios e se ramificam até que assumam as
suas diferentes formas até serem denominados como bronquiolos terminais. Sao
circulares em cortes transversais e revestidos por epitélio colunar ou cuboide simples,
composto por células ciliadas e células exdcrinas bronquiolares (células de Clara), as
quais possuem caracteristicas secretdrias e sdo capazes de metabolizar compostos
xenobidticos. A submucosa compde-se de tecido conjuntivo frouxo e, diferentemente
dos brénquios, ndo hé tecido glandular e cartilaginoso; estéo presentes o musculo liso
e, imediatamente abaixo do epitélio, numerosas fibras nervosas. O bronquiolo
respiratorio, por sua vez, difere dos bronquiolos terminais pelo fato de apresentarem
o epitélio projetando-se para o tecido de trocas gasosas, 0s alvéolos. As estruturas
tubulares originadas a partir da ramificacdo dos bronquiolos respiratorios dao origem
aos dutos alveolares, que terminam em um aglomerado de alvéolos chamados de
sacos alveolares (Eurell; Frappier, 2012; Mescher, 2016).

Os alvéolos séo tidos como a unidade basica para trocas gasosas no

parénquima pulmonar, e compreendem espacos aéreos de formato esférico,
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separados por septos interalveolares e revestidos por epitélio composto por dois tipos
celulares: pneumocitos do tipo | — células epiteliais alveolares achadas; e
pneumdacitos do tipo Il — célula epitelial alveolar cuboide com microvilos de superficie.
O tipo I, ainda, é classificado como célula progenitora para as células dos tipos | e Il.
Os septos interalveolares sédo folhetos de tecido conjuntivo intersticial interalveolar que
contém um plexo capilar, fiboras colagenas e elasticas e fibrocitos; podem estar
presentes pericitos, macrofagos alveolares, linfocitos e plasmacitos (Eurell; Frappier,
2012). Os pneumdacitos do tipo | constituem o lado alveolar da barreira hematoaérea,
a qual compreende uma camada liquida superficial de revestimento e surfactante
pulmonar presente na fusdo das laminas basais da célula epitelial alveolar e da célula

endotelial capilar subjacente (Eurell; Frappier, 2012; Mescher, 2016).

1.4 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca multissistémica de
evolucdo lenta e inicio insidioso (Costa et al., 2020), causada por um protozoario do
género Leishmania, sendo a Leishmania infantum a principal espécie envolvida na
doenca canina (Morales-Yuste; Martin-Sanchez; Corpas-Lopez, 2022). A transmissao
se da por meio da picada da fémea flebotominea, excepcionalmente da espécie
Lutzomyia longipalpis, também conhecido como mosquito-palha, birigui ou tatuquira
(Albuquerque; Langoni, 2018). Os cées sdo 0s principais reservatorios deste agente
em areas urbanas (Avila et al., 2018), porém, o parasita tem sido reportado em felinos
domésticos (Martin-Sanchez et al., 2007), coelhos, lebres e roedores selvagens
(Carrillo; Moreno; Cruz, 2013; Diaz-Saez et al., 2014) e outros animais silvestres,
como lobos, raposas, chacais e ginetas (Quinnell; Courtenay, 2009).

O percurso sistémico de macrofagos infectados por formas amastigotas de
Leishmania infantum promove reacdes inflamatérias do tipo granulomatosa em
diversos tecidos, incluindo tegumento, olhos, nodos linfaticos, baco, figado, rins e trato
gastrointestinal (Morales-Yuste; Martin-Sanchez; Corpas-Lopez, 2022), bem como
sistema nervoso central (Frigerio, 2023) e trato respiratorio (Kavarnos et al., 2022;
Magalhaes et al., 2016).

Os sinais clinicos apresentados, quando apresentados, variam de acordo com

0 sistema acometido e a resposta imune gerada a partir da interacao entre parasita e
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hospedeiro, podendo este se tornar um portador assintomatico quando tal interacao
encontrar-se em equilibrio ou sintomatico quando desequilibrada, resultando em
doenca clinica (Alvar et al., 2020; Garcia-Castro et al., 2022). Nas espécies humana
e canina observam-se linfadenomegalia, distirbios hemorragicos, anemia, perda de
peso, hepatoesplenomegalia, desnutricdo, infeccbes secundarias e hipertermia;
ocasionalmente, em humanos, pode haver tosse, distlrbios gastrintestinais, alopecia,
dermatopatias e edema de regides periféricas. Em caes as alteracbes dermatoldgicas
geralmente estdo presentes e consistem em dermatite esfoliativa com descamacao
branca prateada em regifes de cabeca, orelhas e extremidades; hiperqueratose em
regiao de focinho, onicogrifose, dermatite ulcerativa, uveite anterior, conjuntivite, rinite,
pneumonia do tipo intersticial, secrecao ocular, poliartrite e glomerulonefrite também
podem ocorrer (Contreras et al., 2019).

O diagndstico da LVC é complexo, levando-se em conta a grande variedade de
sinais clinicos e sua inespecificidade, quando presentes, além do custo dos exames
necessarios para concluir o diagndstico (Maia, 2013; Nishida; Delmaschio, 2017).
Para um diagndstico preciso e seguro, sdo necessarias combinacfes de exames e
observacéo dos sinais clinicos apresentados pelo animal. De forma breve, utiliza-se o
teste rapido imunocromatografico para deteccdo qualitativa de anticorpos anti-
Leishmania spp.; exame parasitologico, onde faz-se possivel a visualizacdo do
protozodrio na microscopia; exames sorologicos baseados na deteccdo e
quantificacdo de anticorpos séricos; exame imunoistoquimico, o qual identifica a
presenca do parasito em seccdes histoldgicas; e exames biomoleculares, como o
PCR (Polymerase Chain Reaction), que se baseia na deteccdo do DNA do parasito
(Rocha; Shiosi; Freitas, 2020). Dentre os métodos citados, destacam-se o exame
parasitolégico e o PCR como 0s mais confiaveis, visto que ambos apresentam 100%
de especificidade. Entretanto, a carga parasitaria apresentada pelo animal interfere
em sua sensibilidade (Costa et al., 2020).

N&o existe comprovacao de cura da LVC. Atualmente, existem medicamentos
capazes de reduzir significativamente a carga parasitaria no organismo e aliviar os
sinais clinicos, culminando na melhora da qualidade de vida do animal. Entretanto, o
tratamento e o acompanhamento do animal serédo feitos pelo médico veterinario para

o resto de sua vida. Vale ressaltar a importancia do emprego de coleiras especiais a
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base de inseticida em cées, sendo estes portadores ou ndo infectados, para evitar que

sejam picados pelo vetor transmissor do protozoario (Fiocruz, 2022).

1.4.1 Estadiamento clinico da leishmaniose visceral canina

A sintomatologia clinica e anomalias clinico-patolégicas sdo consequéncias da
relacdo parasita-hospedeiro junto a manifestacao da resposta imunoldgica gerada em
decorréncia desta interacdo. Entretanto, a doenca clinica pode ndo ser manifestada
por longos periodos apos contato com 0 agente; esta condicdo pode alcancar cerca
de 60% dos cées residentes em &reas consideradas endémicas para a doenca (Silva
et al., 2021).

Anteriormente a classificacao clinica dos cdes enfermos era pontuada de 1 a
3, baseando-se nas alteracBes observadas por meio do exame fisico. Animais que
nao apresentavam nenhuma manifestacdo eram classificados como “1 -
assintomaticos”; na vigéncia de até trés sinais clinicos classificava-se como “2 —
oligossintomaticos”; os animais classificados como “3 — sintomaticos” apresentavam,
no minimo, trés manifestacdes clinicas. Entretanto, tal padrdo de estadiamento, por
ndo considerar as alteracdes em 06rgaos internos com auséncia de manifestacées
clinicas detectaveis, é consideravelmente limitado (Nogueira; Ribeiro, 2015).

Atualmente, o protocolo para estadiamento clinico da LVC baseia-se,
principalmente, em método soroldgico quantitativo para avaliagdo dos niveis séricos
de anticorpos, exame parasitolégico direto, achados laboratoriais relacionados a
doenca renal progressiva e gravidade das lesdes. Os estadios compreendem de | a
V: I) Sem doenca - animais sem doencga clinica com baixos niveis de anticorpos,
parasitolégico negativo e sem alteracdes laboratoriais; Il) Sem doenca / doenca leve
- sorologia negativa/positiva com niveis baixos a médios de anticorpos, sinais clinicos
ausentes ou leves com linfadenopatia periférica, dermatite papular e, geralmente, sem
alteracdes laboratoriais de perfil renal; 1ll) Doenca moderada — baixos a altos niveis
de anticorpos, parasitolégico positivo, sinais clinicos do estadio Il e outros como
lesbes cutaneas difusas, onicogrifose, dermatite exfoliativa, epistaxis, febre e
emagrecimento, anomalias em exames laboratoriais (anemia néo regenerativa,
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, com creatinina <1,4 mg/dl e RPC <0,5);

IV) Doenca grave - médios a altos niveis de anticorpos, parasitologico positivo, sinais
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do estagio Il com lesbdes decorrentes da deposicdo de imunocomplexos como
vasculite, artrite, uveite e glomerulonefrite, com creatinina de 1,4 a 2 mg/dl e RPC
>1,0); V) Doenca muito grave — médios a altos niveis de anticorpos, parasitolégico
positivo, sinais do estagio IV com adi¢cao de tromboembolismo pulmonar ou sindrome
nefrética e doenca renal em estadio final, com alteracdes laboratoriais do estadio lI/1V,
creatinina >5,0 mg/dl e marcada proteinuria renal com RPC >5 (Brasileish Grupo de

Estudo em Leishmaniose Animal, 2018).

1.5 CICLO BIOLOGICO

O ciclo de vida da Leishmania spp. é completado com intermédio de dois
hospedeiros, sendo um vetor flebotomineo e um mamifero. Durante o repasto
sanguineo em um céo infectado, a fémea flebotominea ingere a forma amastigota do
protozoario, a qual, no trato digestorio do vetor, assume a forma promastigota
evolutiva infectante que se multiplica e migra para a faringe do inseto. No proximo
repasto sanguineo em um mamifero higido, a fémea flebotominea inocula a forma
promastigota infectante do protozoario através da picada. Posteriormente, 0s
macrofagos migram para o local da inoculacéo e fagocitam as formas infectantes que,
no interior destas células, se transformam em formas amastigotas e se multiplicam por
divisdo binaria, promovendo ruptura celular com consequente liberacdo na corrente
sanguinea (Blanco; Nascimento-Junior, 2017).

O odor corporal dos hospedeiros, bem como sua temperatura corporea, é
atrativo para as fémeas flebotomineas. Apesar de ndo apresentarem demasiada
exigéncia em relacdo a alimentacdo, esses vetores, nha maioria das vezes, se
alimentam em horarios crepusculares ou no periodo noturno, e permanecem em Seus
abrigos durante o dia (Brazil; Rodrigues; Andrade Filho, 2015). Locais com matéria
organica em decomposicéo, pouca luminosidade e com umidade relativa criam um
ambiente 6timo para o seu desenvolvimento (Aguiar; Medeiros, 2003).

Sabe-se que mais de 927 espécies atuais de flebotomineos e 22 fosseis foram
descritas; destas, cerca de 500 atuais e 16 fosseis sao encontradas no Novo Mundo.
No Estado de Séo Paulo, foram relatadas 69 espécies (Galati, 2003; Galati; Fonseca,
Marassa, 2007; Shimabukuro; Marassa; Galati 2007), incluindo vetores responsaveis

pelos casos de leishmaniose cutanea, os quais incluem Nyssomyia intermedia sensu



22

lato e N. whitmani, e da leishmaniose visceral, o flebotomineo Lutzomyia longipalpis
(Rangel; Lainson 2003). Este ultimo possui carater oportunista, comportamento
antropofilico e habito alimentar variado, caracteristicas estas que favorecem a
transmissdo de patégenos como a L. infantum. Ainda, adapta-se facilmente em
ambientes diversificados, podendo ser encontrado tanto em espacos domiciliares
como peridomiciliares (Rangel; Lainson, 2003).

Além do vetor flebotomineo, outros estudos identificaram a presenca de
Leishmania spp. em pulgas (Colombo et al.,, 2011) e nos intestinos, aparelho
reprodutor e glandulas salivares de carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus
(Viol et al.,, 2016) presentes em animais naturalmente infectados. Entretanto, o
envolvimento do carrapato no processo de transmissao do protozodrio permanece nao

estabelecido.

1.6 ALTERACOES PULMONARES NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

O envolvimento dos pulmdes na leishmaniose visceral humana (LV), bem como
a sintomatologia clinica resultante do acometimento, é considerado raro, e foi descrito
pela primeira vez por Andrade (1959). Duarte et al. (1989) identificaram pneumonite
intersticial com células mononucleares em 76,8% de 13 casos estudados de LV;
destes, 53,8%, ainda, apresentavam focos de fibrose septal e em 3 casos foi possivel
observar o protozodrio no interior de macréfagos. Em relacdo aos sinais clinicos
provenientes do trato respiratério inferior, a tosse seca foi identificada em um
percentual de pacientes em estudos retrospectivos e relatos de casos singulares
(Dasgupta et al., 2014; Kotsifas et al., 2011; Marshall et al., 2000; Rosenthal; Marty;
Pesce, 1991; Sarker et al., 2003); derrame pleural também foi descrito (Chenoweth et
al., 1993; Matheron et al., 1992), além de disturbio ventilatorio restritivo com
diminuicdo do volume pulmonar associado a presenca de macrofagos intersticiais,
resultando cronicamente em fibrose parenquimatosa (Silva, L. et al., 2013). Em caes,
0s sinais clinicos pulmonares sao infrequentes e, quando presentes, podem variar de
tosse leve improdutiva e ausculta pulmonar anormal (Kavarnos et al., 2022) a
descarga nasal catarral, epistaxe, espirro e dispneia (Magalh&es et al., 2016; Silva, A.
et al., 2013).
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Na LVC, ja se conhece 0 acometimento dos pulmdes pelo protozoario. Assim
como ocorre na LV, as alteracdes pulmonares histopatolégicas se baseiam em
pneumonia do tipo intersticial focal ou difusa cronica com ou sem fibrose, sendo
considerados achados comuns, caracterizados pelo espessamento dos septos
interalveolares com infiltracdo por células mononucleares, as quais incluem
macrofagos, linfocitos e plasmacitos, com proliferacéo de fibroblastos e deposicéo de
coldgeno no intersticio (Alves et al., 2010; Duarte et al., 1986; Goncalves et al., 2003;
Kavarnos et al., 2022; Magalhées et al., 2016; Paulino et al., 2013; Tafuri et al., 2001;
Toplu; Aydogan, 2011).

Apesar da presenca de les6es pulmonares compativeis com a infeccdo por
Leishmania spp., as formas amastigotas raramente s&o visualizadas no tecido
pulmonar por meio da rotina usual de histopatologia e/ou citologia (Gongalves et al.,
2018; Kavarnos et al., 2022). Para tal, as técnicas de imunoistoquimica fornecem
melhores resultados na deteccao do parasito e, ainda, a possibilidade de indicia-lo

como a causa das lesdes observadas (Paulino et al., 2013).

1.7 O PAPEL DOS MACROFAGOS NA INFECCAO POR Leishmania spp.

Na infeccdo por Leishmania spp., os macréfagos desempenham um papel
duplo e controverso, pois, apesar de serem responsaveis pela destruicdo de parasitos
fagocitados, também propiciam um local seguro para a sua proliferacdo. Sendo assim,
estas células sdo as pecas-chave para a progressao da doenca, e a resposta imune
resultante da interacéo entre o parasita e o hospedeiro determinara o sucesso ou falha
da infec¢céo (Tomiotto-Pellissier et al., 2018).

Quando em repouso, os macrofagos sao tidos como “M0” ou macrofagos naive.
Porém, de acordo com o microambiente onde se encontram, podem receber sinais
capazes de ativa-los, culminando na expresséao de fenotipos funcionalmente distintos
classificados em “M1” (via ativagao classica) e “M2” (via ativagao alternativa), podendo
interferir de forma positiva ou negativa no desfecho da doenca (Arango Duque;
Descoteaux, 2014; Cassetta; Cassol; Poli, 2011; Zanluqui; Wowk; Pinge-Filho, 2015).
O fendtipo M2 é subclassificado, ainda, em M2a, M2b, M2c e M2d a depender da
expressao e indugéo por moléculas especificas como IL-4 e IL-13 (M2a), estimulo por

imunocomplexos na presenca de um ligante do receptor Toll-like (M2b) e estimulo
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anti-inflamatorio por glicocorticoides, IL-10 e fator de crescimento transformador beta
(M2c) (Cassetta; Cassol; Poli, 2011). O subtipo M2d, por sua vez, esta relacionado
com inibicdo da resposta imune e promoc¢ao de angiogénese (Wang et al., 2010).

A ativacdo de macrofagos M1 € dada pela subpopulacdo de linfécitos Thl e
resulta no desencadeamento de uma explosdo oxidativa capaz de eliminar o
protozoario, a partir da producao de citocinas como interferon-gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Com a resposta mediada por Thl, as espécies reativas
de oxigénio (ROS), incluindo superoxido e perdxido de hidrogénio, radicais hidroxila e
oxido nitrico (NO), sédo produzidas de forma mais intensa pelas células hospedeiras e
possuem alto potencial microbicida (Arango Duque; Descoteaux, 2014; Scott; Novais,
2016; Tomiotto-Pellissier et al., 2018).

A expressdo do fendtipo M2 dos macréfagos, entretanto, € induzida por
intermédio da resposta do tipo Th2 a partir de linfocitos ativados, com consequente
producao e liberacdo de citocinas como IL-4 e IL-13. Este fendtipo é caracterizado
pela biossintese de poliaminas via ativacdo da enzima arginase-1 e producao de ureia
e L-ornitina; estes compostos favorecem o crescimento e a sobrevivéncia do
protozoario no interior dos macréfagos, além de alavancarem a progressao da doenca
(Muxel et al., 2017; Tomiotto-Pellissier et al., 2018). Em humanos, a persisténcia de
macrofagos M2 nos tecidos tem sido correlacionada a fibrose clinica e experimental
pelo fato de apresentarem alta expresséo da molécula FIZZ1, a qual esta relacionada
a ativacao de fibroblastos e a diferenciacdo destes em miofibroblastos; a presenca de
arginase-1, ainda, observada na via de ativacao alternativa de macréfagos M2, resulta
na proliferacdo celular, deposicdo de colageno e sintese de matriz extracelular,
contribuindo para a fibrose (Grabarz, 2014; Trujillo et al., 2008).

Um estudo feito por Moreira et al. (2016) correlacionou a alta carga parasitaria
com o predominio de macrofagos M2 em érgédos de caes infectados naturalmente por
Leishmania infantum, imunomarcados com CD163. Concluiram, portanto, que este

fendtipo pode contribuir para a proliferacédo do parasita nos tecidos.
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1.7.1 Imunomarcadores diagnésticos para macrofagos e seus subtipos na

leishmaniose visceral

De acordo com Van Furth e Cohn (1968), os macréfagos sado células
imunologicas pertencentes ao sistema fagocitico mononuclear (SFM), assim como 0s
histiocitos, e estdo presentes entre as células de primeira linha de defesa frente a
doencas granulomatosas com a funcdo de fagocitar e digerir antigenos. Todavia,
diferentes distlrbios e doencas histiociticas resultam na expressao de imunofenotipos
diversificados e, consequentemente, na presenca de linhagens celulares distintas
dentro do SFM (Emile et al., 2016; Moore, 2014). Dentro deste cenario, faz-se de
grande valia a avaliacdo imunoistoquimica da proporcdo celular tecidual em um
microambiente inflamatério; isso permite distinguir a populacédo de macréfagos e seus
subtipos de todo o infiltrado histiocitico, como ocorre, por exemplo, na infeccdo por
Leishmania infantum (Lazzarini et al., 2023).

A deteccdo de formas amastigotas de Leishmania spp. em cortes de tecidos
caninos e humanos fixados e parafinizados por técnica de imunoistoquimica ja foi
descrita e é de amplo uso na rotina laboratorial (Bourdoiseau; Marshal, Magnol, 1997,
Ferrer et al., 1988; Livni et al., 1983). Atualmente, o método de Tafuri et al. (2004) é o
mais utilizado na medicina veterinaria (Lazzarini et al., 2023), e baseia-se na utilizacao
do método imunoistoquimico da estreptoavidina peroxidase e soro hiperimune de céo
naturalmente infectado por Leishmania infantum como anticorpo primario.

Adicionalmente, Lazzarini et al. (2023) propuseram uma combinag¢do de
protocolos imunoistoquimicos para detectar e diferenciar macréfagos e seus subtipos
dentro do SFM, a partir do método de Tafuri et al. (2004) com modifica¢cdes, utilizando
0s anticorpos anti-lba-1, anti-MAC387 e anti-CD11b-CD68-CD163-CD14-CD16 em
pele de caes naturalmente infectados por Leishmania infantum. Tuon et al. (2009)
estudaram o perfil imunoistoquimico do fenétipo celular inflamatério e citocinas em
amostras pulmonares de pacientes com LV com anticorpos monoclonais, 0s quais
incluiram ant-iCD4-CD8-CD20-CD68-CD57-IL-4/10-TNF-alfa/IFN-gama. Parisi et al.
(2021) enfatiza que, pelo fato de o fen6tipo M2 expressar intensamente CD204 e
CD163 de um modo geral, ambos podem ser utilizados para diferenciar os fenétipos
M1 e M2.
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Mais recentemente, Kavarnos et al. (2022) utilizaram o anticorpo monoclonal
de protease de superficie gp63 em biopsias de mucosa brénquica coletadas de caes
naturalmente infectados por Leishmania infantum. Entretanto, ndo ha literatura
disponivel no que diz respeito ao estudo imunoistoquimico do perfil fenotipico de
macrofagos em tecido pulmonar de cdes naturalmente infectados por Leishmania

infantum.

1.8 JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca infecciosa
multissistémica de carater zoonotico, causada por um protozodario flagelado do género
Leishmania, sendo o cdo doméstico o principal reservatorio do agente. No Brasil, a
espécie responsavel pela doenca € a Leishmania infantum. Nos pulmdes, o
acometimento pelo agente resulta em pneumonia intersticial cronica difusa. O
presente estudo proposto justifica-se em virtude da escassez de literatura cientifica
voltada a caracterizacao histopatolégica e imunoistoquimica das les6es pulmonares
inflamatoérias em cédes naturalmente infectados por Leishmania infantum, bem como
em relacdo ao mecanismo de persisténcia da lesdo em cées com baixa carga

parasitaria.

1.9 OBJETIVOS

Analisar, caracterizar e quantificar as alteraces histopatoldgicas pulmonares
inflamatorias em caes naturalmente infectados por Leishmania infantum com emprego
de técnicas imunoistoquimicas e coloracdes especiais, bem como o estudo da
expressdo do fenotipica dos macrofagos pulmonares presentes na infeccdo e sua
correlagdo com as lesdes encontradas. E nossa hipotese que as lesdes pulmonares
inflamatorias estejam presentes e sejam persistentes mesmo em cdes com baixa

carga parasitaria e sem sintomatologia clinica respiratéria.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS SELECIONADOS PARA O ESTUDO

Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética, Processo FOA 523-2023
(Anexo A). Para este estudo foram avaliados 62 cdes com diagnéstico de
leishmaniose visceral atendidos na rotina do Hospital Veterinario Luiz Quintiliano de
Oliveira da FMVA-UNESP e no Centro de Controle de Zoonoses do municipio de
Aracatuba-SP, sem predilecédo por raca, sexo e idade, que vieram a 6bito e/ou foram
eutanasiados em decorréncia de LVC comprovada por meétodos diagndsticos
sorolégicos e/ou parasitolégico direto, com presenca ou ndo de sintomatologia clinica
respiratoria. O grupo controle (n=5) incluiu animais saudaveis e negativos para
Leishmania infantum pelos mesmos métodos diagndsticos supracitados, sem
sintomatologia clinica respiratéria e auséncia de lesbes pulmonares macro e
microscopicas.

Os animais foram divididos em dois grupos distintos, sendo o grupo 1 (G1)
composto por animais naturalmente infectados por Leishmania infantum (n=62) e o

grupo 2 (G2), composto por animais-controle (n=5).

2.2 COLHEITA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

2.2.1 Andlises hematolégicas e bioquimicas

Durante o procedimento de eutanasia foram colhidas amostras de sangue da
veia jugular em tubos com EDTA e sem anticoagulante para analises hematologicas
(hemograma completo) e de bioquimica sérica avaliar fungéo hepatica, fungéo renal e
proteinas séricas; nestes dois ultimos, sobretudo, para fins de estadiamento clinico
(EC) dos animais incluidos no estudo de acordo com o proposto por Brasileish Grupo
de Estudo em Leishmaniose Animal (2018). Os analitos mensurados foram alanina
aminotransferase (ALT) aspartato aminotransferase (AST), gama glutamil transferase

(GGT), fosfatase alcalina (FA), ureia, creatinina, aloumina e globulina.
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2.2.2 Andlise histopatolégica

As amostras de pulméo foram colhidas durante o procedimento de necropsia
convencional. Ao menos duas amostras de lobos pulmonares aleat6rios, com ou sem
alteracdes macroscopicas foram colhidas, fixadas em formol 10% tamponado (pH 7,2-
7,4) para processamento histopatologico.

A quantificac@o do processo inflamatério foi aplicada uma escala de escore de
inflamacéo (El) de 0 a 3 para designar o processo inflamatorio como ausente (0),
discreto (1), moderado (2) e acentuado (3). Para fibrose intersticial foi aplicada uma
escala de 0 a 2, onde 0 = ausente, 1 = discreto e 2 = acentuado (Duarte; Corbett,
1984). Para pesquisa de amastigotas de Leishmania spp. e a quantificacdo das
mesmas foi realizada imunoistoquimica seguindo método descrito por Tafuri et al.
(2004). Os dados obtidos foram avaliados e expressos em forma de porcentagem,

fotomicrografias e graficos de disperséo.

2.2.3 Reacao imunoistoquimica

As amostras de tecido pulmonar dos grupos (G1 e G2) foram submetidas a
técnica de imunoistoquimica para detec¢éo de células T (anti-CD3+ pronto para uso,
Dako), macrofagos (anti-RCA-1, Vector), macréfagos M2 polarizados (anti-CD204,
Invitrogen) e formas amastigotas de Leishmania infantum através do uso de soro
hiperimune de camundongo infectado, cedido gentilmente pela Profa. Dra. Marcia
Dalastra Laurenti (Laboratério de Patologia de Moléstias infecciosas, FM-USP). No
G1, a técnica foi empregada apenas nos pulmdes onde foram constatadas alteracdes
inflamatdrias microscépicas em cortes corados previamente com hematoxilina e
eosina (HE). A técnica de imunoistoquimica foi feita de acordo com o protocolo

recomendado pelo fabricante (tabela 1).
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Tabela 1 - Anticorpos primarios e suas respectivas diluicbes, método de
recuperacao antigénica e cromogeno utilizados no método imunoistoquimico.

Anticorpo Recuperacéo Substrato cromégeno Diluicéo
antigénica
Anti-CD3 (A0452, Dako) Tris EDTA, 3,3’-diaminobenzidine 1:100
1100C por 12 (K3468, Dako)
min em panela
de pressao
Anti-RCA-1 (B-1085-1, Tris EDTA, 3,3’-diaminobenzidine 1:100
Vector) 1100C por 12 (K3468, Dako)
min em panela
de presséao
Anti-CD204 (MA5-29733, Tris EDTA, 3,3’-diaminobenzidine 1:200
Invitrogen) 110°C por 12 (K3468, Dako)
min em panela
de pressao
Soro hiperimune de Tris EDTA, 3,3’-diaminobenzidine 1:1000
camundongo 1100C por 12 (K3468, Dako)
min em panela
de pressao

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os controles positivos utilizados foram tonsila humana, tecido linfoide (baco e
linfonodos superficiais [popliteos e pré-escapulares]) de caes com LV, micrdglia de
cdes com encefalite por cinomose e figado de caes com LV. Para controle negativo
foram utilizados os mesmos cortes histologicos aplicados aos positivos, porém com
omissao do anticorpo primario.

As imagens da microscopia avaliadas foram obtidas com aumento de 400x
(n=10 campos/corte histolégico), e as células imunomarcadas no intersticio pulmonar

contadas manualmente com auxilio do software Image J 1.522.

2.2.4 Analise estatistica

Para avaliar a contagem das células foi utilizado calculo de média (X). Foi
utilizado o teste de correlacdo de Spearman para investigar a possivel correlacéo do

escore de inflamagcdo com o estadiamento clinico e a quantificacdo de células
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imunomarcadas com a presenca ou nao de formas amastigotas no tecido pulmonar.
Quando obtidos valores de p<0,05, os resultados foram considerados estatisticamente
significativos. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos
dados. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad

Prism versado 10.2.3 para Windows (Boston, Massachusetts, EUA).
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3 RESULTADOS

3.1 ESTADIAMENTO CLINICO

Os animais do grupo infectado (n=62) foram classificados com estadiamento
clinico (EC) 1 (sem sinais clinicos) (43,54%; n=27), 2 (sem sinais clinicos/dinais
clinicos discretos) (33,87%; n=21), 3 (sinais clinicos moderados) (16,12%; n=10) e 4
(sinais clinicos graves) (6,45%; n=4) (Fig.1). No exame externo de caes com EC 2, 3
e 4 as lesdes predominantes foram linfadenomegalia generalizada, emagrecimento
moderado a acentuado, onicogrifose, blefarite e/ou ceratoconjuntivite e alteracdes

cutadneas como alopecia, Ulceras e dermatite esfoliativa multifocais e/ou difusas.

Figura 1 — Gréfico de estadiamento clinico dos animais do grupo infectado (G1).

6,45%
41,94%

35,48%

m Estddiol wEstadio2 = Estadio3 m Estadio4

Fonte: Elaborado pelo autor.

As alteracdes hematolégicas observadas foram anemia (66,1%; n=41),
linfopenia (35,48%; n=22), leucocitose (22,5%; n=14), trombocitopenia (22,5%; n=14).
Na analise bioquimica as alteracbes foram hiperproteinemia (59,67%; n=37),
hipoalbuminemia (50%; n=31) e azotemia (11,2%; n=7).
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3.2 ALTERACOES MICROSCOPICAS PULMONARES

Microscopicamente o processo inflamatorio era composto predominantemente
por linfocitos, plasmaocitos e macréfagos, sendo observado em 17/62 animais do G1
(27,41%). A presenca e intensidade da inflamacéo foi classificada como ausente em
45 caes (72,58%) do numero total de animais constituintes do G1. Dentre os 17 caes
com alteragcBes inflamatérias, o El foi classificado como discreto em 5 (29,41%),
moderada em 9 (52,94%%) e acentuada em 3 (17,64%) (Fig. 2). Nos pulmdes com El
2, o infiltrado inflamatério encontrava-se distribuido principalmente nas regifes
perivasculares, peribronquiolares, peribronquicas e focos aleatérios do intersticio
alveolar (Fig. 3b, c e d). Foi observada, ainda, broncopneumonia supurativa em 1 cédo
(5,88%) composta por infiltrado inflamatério neutrofilico obliterando lGmen alveolar,
brénquico e bronquiolar. A fibrose intersticial foi classificada como discreta (escala 1)
e identificada com coloracédo especial de tricromico de Masson em 1 dos 17 cdes com
alteracdes inflamatorias (5,88%) apresentando EC e EIl 2, situada no intersticio
alveolar junto a infiltrado inflamatério linfohistioplasmocitico moderado (Fig. 4); ndo
houve significancia estatistica na correlacdo com o EC e o El dos animais G1
estudados (p= 0,8117 e p= >0,9999, respectivamente). Congestao (77,4%; n=48) e
edema (48,3%; n=30) foram as alteracdes predominantes observadas em todas as
amostras analisadas do G1, com ou sem presenca de inflamacdo concomitante
(Fig.3a).
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Figura 2 - Leishmaniose visceral canina, pulmdes, caes do grupo G1 e G2 (HE,
400x).

“’ " O’.ﬁo
Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (A) Auséncia de inflamagao (G2); (B) Notar infiltrado inflamatério mononuclear perivascular
discreto (seta branca); (C) Notar espessamento difuso moderado de septos alveolares por infiltrado
inflamatério mononuclear (seta branca); (D) Notar espessamento difuso acentuado de septos
alveolares por infiltrado inflamatdrio mononuclear (seta branca).

Figura 3 - Leishmaniose visceral canina, pulmdes, caes do grupo G1 (HE, 400x).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Notar edema (asterisco) e congestéo (seta) difusos no intersticio pulmonar; (B) Notar
infiltrado inflamatdrio mononuclear perivascular (seta); (C) Notar espessamento difuso de septos
alveolares por infiltrado inflamatério mononuclear (seta); (D) Notar infiltrado inflamatério mononuclear
peribronquiolar (seta).

Figura 4 - Leishmaniose visceral canina, pulmdes, caes dos grupos G1 e G2
(Tricrémico de Masson, 400x)

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (A) Espessamento focal discreto da parede alveolar decorrente da deposig&o de coladgeno no
intersticio (seta); (B) Notar morfologia normal da parede alveolar em pulméo de cdo do grupo controle

(B).

Células com morfologia de macréfago foram observadas nas regifes
peribrébnquicas, peribronquiolares, septos alveolares e no Ilumen alveolar
independentemente da observacdo de inflamatdrio concomitante, mas em maior
ndamero nos pulmdes com pneumonia intersticial de ElI 2 e 3. De acordo com as
alteracdes observadas, o processo inflamatorio pulmonar foi classificado como do tipo
celular (Duarte et al.,1986).

3.3 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Foi observada imunorreatividade celular citoplasmética para CD3+ e RCA-1 em
todas as amostras analisadas de ambos os grupos (G1 e G2).

Nos animais G1 foi observada imunomarcacao intensa de linfécitos TCD3+ no
intersticio pulmonar, com significativa diferenca entre os pulmdes de El 1 e El 3, com
X de 250 e 1.002,75 células em 10 campos (p=0,0001), respectivamente. O intersticio
dos pulmdes-controle dos animais G2 apresentaram X de 77,2 células (Fig. 5a). No
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quesito de correlacdo entre a quantidade de células marcadas e o EC dos animais

G1, ndo houve significancia estatistica (p=0,1141) (Fig. 8).

Figura 5 - Gréfico de disperséo e imunoistoquimica (IHQ, 400x) de linfécitos TCD3+
em pulmdes de caes dos grupos G1 e G2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Gréfico de dispersao demonstrando a quantificacéo linfécitos TCD3+ imunomarcados em
cdes dos grupos Gl e G2; (B) Linfécitos TCD3+ imunomarcados em quantidade moderada.
Imunoistoquimica; (C) Linfocitos TCD3+ imunomarcados em pulm&o-controle (setas).

A imunomarcacgéo de macrofagos nos animais G1 com El 2 e El 3 variou com
X de 122 células em 10 campos; os pulmdes de El 1 obtiveram X de 60,8 células
(p=0,0225). Os pulmdes-controle (G2) apresentaram X de 44,6 células (Fig. 6). As
células estavam dispostas em maior niumero no intersticio pulmonar, sobretudo
compondo o infiltrado inflamatério em menor propor¢gdo quando comparadas a
quantidade de linfécitos TCD3+ (p=0,0022) (Fig. 7). No quesito de correlacdo entre a
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quantidade de células marcadas e o EC dos animais G1, ndo houve significancia

estatistica (p=0,0656) (Fig. 8).

Figura 6 - Gréfico de dispersao e imunoistoquimica de macréfagos RCA-1 positivos
no intersticio pulmonar de céaes dos grupos G1 e G2 (IHQ, 400x).

RCA-1

Numero de células imunomarcadas

Legenda: (A) Gréfico de dispersdo demonstrando a quantificacdo de células contadas em ambos os
grupos; (B) Macréfagos imunomarcados nos septos alveolares em quantidade moderada.
Imunoistoquimica; (C) Macréfagos imunomarcados nos septos alveolares de pulmao-controle (setas).

Figura 7 - Gréfico de disperséo e imunoistoquimica de linfécitos TCD3+ e
macréfagos RCA-1 positivos em pulméo de cées do grupo G1 (IHQ, 400x).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Gréfico de dispersdo demonstrando a quantificacdo de macréfagos e linfécitos TCD3+
imunomarcados em cdes G1. Imunoistoquimica (IHQ); (B) Macr6fagos imunomarcados em regiao
perivascular (setas); (C) Linfécitos TCD3+ imunomarcados em regido perivascular.

A imunorreatividade de macréfagos M2 CD204 positivos nos animais G1 de El
2 e El 3revelouxde 67,2 e 61,7 células em 10 campos, respectivamente, sendo maior
gue a metade da média identificada na quantidade de células RCA-1 positivas nos
pulmbes com o mesmo El (p=<0,0001); o intersticio pulmonar dos animais com El 1
apresentou, por sua vez, X de 24,8 células. Ja os animais G2 corresponderam a X de
8,8 células (Fig. 8). No quesito de correlacdo entre a quantidade de células marcadas
e 0 EC dos animais G1, ndo houve significancia estatistica (p=0,1989); foi identificada
significAncia estatistica quando correlacionada com o El dos animais G1 (p=0,0239)

(Fig.9).
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Figura 8 - Grafico de disperséo e imunoistoquimica (IHQ, 400x) de macréfagos
CD204 positivos no intersticio pulmonar de cdes dos grupos G1 e G2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Gréfico de dispersdo demonstrando a quantificagdo de células contadas em ambos os
grupos; (B) Macréfagos imunomarcados nos septos alveolares (setas); (C) Macréfagos imunomarcados
nos septos alveolares de pulmé&o-controle (seta).

Figura 9 - Gréficos de dispersdo demonstrando a quantidade e a correlagéo de
macrofagos RCA-1 e CD204 positivos e linfécitos TCD3+ imunomarcados de acordo
com o estédio clinico (EC) e o escore de inflamacao (El) de caes G1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (A) Correlagdo negativa entre a quantidade de células e o EC (linfocitos TCD3+: r=0,3989;
p=0,1141; macréfagos RCA-1 positivos: r=0,4853; p=0,0656; macroéfagos CD204 positivos: r=0,3285;
p= 0,1989); (B) Correlacéo positiva entre a quantidade de células contadas e o El (linfécitos TCD3+:
r=0,8932; ****p=0,0001; macrofagos RCA-1 positivos: r=0,5549; *p=0,0225; macréfagos CD204
positivos: r= 0,5500; p= 0,0239).
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Formas amastigotas de Leishmania spp. foram visualizadas em 11,7% (n=2/17)
dos cdes G1 em pulmdes de El 2 e 3 e EC 2, situadas no intersticio alveolar em
quantidade discreta (Fig. 10). Nao houve correlagéo entre a quantidade de formas
amastigotas e a intensidade do processo inflamatorio (p=0,7275), bem como com o

Figura 10 - Deteccao imunoistoquimica de formas amastigotas, pulmé&o, cdo com



Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: notar presen¢a de amastigotas em parede alveolar (seta).

40



41

4 DISCUSSAO

A avaliacdo histopatolégica revelou presenca de infiltrado inflamatorio
linfohistioplasmocitico no intersticio pulmonar composto, em maior parte, por linfécitos
e plasmacitos, assim como descrito em estudos anteriores (Alves et al., 2010; Duarte
et al., 1986; Goncalves et al., 2003; Kavarnos et al., 2022; Magalhdes et al., 2016;
Paulino et al., 2013; Tafuri et al., 2001; Toplu; Aydogan, 2011).

Congestdao foi observada em 77,4% (48/62) dos pulmdes avaliados. A
congestdo observada nos pulmdes dos animais na auséncia de processo inflamatério
e cardiomiopatia € questionavel, uma vez que a eutanasia quimica dos animais foi
feita com o uso de barbituricos (tiopental) (Zachary, 2023). Os baixos niveis séricos
de albumina identificados em 50% (n=31) dos cées, junto a azotemia (11,2%), sao 0s
mais provaveis agentes causais do edema pulmonar observado em 48,3% (30/62) dos
pulmbes analisados com auséncia de pneumonia, visto que, na LVC, a
hipoalbuminemia esta presente independente da sintomatologia apresentada ou nédo
pelos cdes (Castro et al., 2012), a depender do estadiamento clinico (Brasileish Grupo
de Estudo em Leishmaniose Animal, 2018). A doenca renal na LVC &€ comum e
decorrente do depédsito de imunocomplexos teciduais (Birchard; Sherding, 2003;
Rocha et al., 2022), podendo resultar na reducéo da eliminacéo de sddio pelos rins e
acumulo de liquido intersticial (Zachary, 2023).

A pesquisa imunoistoquimica de linfécitos TCD3+ e macrofagos RCA-1 e
CD204 positivos no tecido pulmonar revelou predominio de linfécitos TCD3+, que
varia significativamente em quantidade de acordo com escore de inflamacdo. Os
macrofagos CD204 positivos de fenotipo M2 corresponderam, em média, a 63,39%
do total de macr6fagos RCA-1 positivos presentes no intersticio pulmonar dos caes
G1, demonstrando, portanto, um maior predominio deste subtipo. Macréfagos M2
polarizados também foram predominantes em lesBes cutaneas na leishmaniose
tegumentar americana (Pereira, 2018). A presenca do fenotipo M2 macrofagico
mantém um ambiente anti-inflamatdrio caracteristico que previne uma resposta imune
Thl contra a Leishmania através de varios mecanismos efetores, como secrecao de
IL-10 e expressao diminuida de MHC II. Tais mecanismos limitam a capacidade de
apresentar antigenos e contribuem para a sobrevivéncia do protozoario (Almeida et
al., 2023).
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Estudos imunoistoquimicos em pulmdes de seres humanos com LV por meio
da contagem de células imunomarcadas ja foi relatado (Tuon et al., 2009). Foi
identificada maior quantidade de células T intersticiais com poucos macrofagos, e
classificaram a resposta imune como do tipo Th2. A resposta Th2 observada em
pulmbes de humanos é a mesma que ocorre sistemicamente em caes sintomaticos
(Freitas et al., 2022), com padrdo de resposta imune humoral a Leishmania spp. com
producdo de anticorpos. Tal resposta esta relacionada com a progressédo da doenca
e manifestacbes sistémicas, em virtude da producdo e manutencdo de um
microambiente inflamatério dado por uma dindmica complexa de citocinas e
interleucinas a depender de uma resposta imunoldgica altamente reativa vista na
infecgao por Leishmania spp. (Oliveira et al., 2021). Adicionalmente, Mathias et al.
(2001) correlacionaram a patogénese do processo inflamatério nos pulmées com a
presenca de detritos celulares, antigenos e depdsitos de imunoglobulina G (IgG) em
estudos realizados em pulmdes de hamsters infectados por Leishmania spp. Os
depositos de 1gG foram identificados com auxilio de imunoistoquimica na parede dos
capilares com intensidade variavel de acordo com o tempo de infec¢ao; tendo em vista
gue as alteracBes pulmonares ndo dependiam, portanto, unicamente do parasitismo
tecidual, os autores sugeriram sua participacdo na patogénese do processo
inflamatorio pulmonar. Costa (2009) sugere que, em seres humanos, os pulmdes
podem ser um dos alvos de uma resposta inflamatéria sistémica na LV, caracterizada
por niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias e das proteinas da fase aguda da
inflamacédo, as quais promovem, além de alteracGes inflamatérias, distirbios de
coagulacéo. Devido ao carater sistémico e cronico da leishmaniose visceral observado
também em cées, podemos considerar a hipétese de que as alteracées pulmonares
na infeccdo natural por Leishmania spp. podem ser resultantes do processo
inflamatorio sistémico crénico, mediado por citocinas e interleucinas pré-inflamatérias
produzidas por células do sistema imune, sobretudo células T e macréfagos (Ansari;
Saluja; Salotra, 2006; Caldas et al., 2005; Nylen et al., 2007; Peruhype-Magalhaes et
al., 2006; Weigand et al., 2004), e a um padrao de resposta imune humoral (Th2)
sistémica mediada pela produgédo de anticorpos e imunocomplexos (Mathias et al.,
2001).
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O baixo percentual de fibrose intersticial identificado nos animais com
alteracdes inflamatérias do G1 deste estudo (5,88%; n=1/17) se contrapbde aos
encontrados na literatura em cées (Kavarnos et al., 2022; Magalhaes et al., 2016),
onde ndo houve o estudo da plasticidade macrofagica. Em suma, a presenca de
macrofagos na resposta cicatricial, sobretudo o feno6tipo M2, resulta na producéo e
secrecdo de substanciais pro-fibréticas (Grabarz, 2014; Trujillo et al., 2008). As células
M2, especificamente as de subtipo M2c (Cassetta; Cassol; Poli, 2011), promovem a
producéo de colageno e, finalmente, a fibrose por meio do recrutamento e ativagao de
fibroblastos mediados pelo fator de crescimento transformador (TGF-B). Entretanto, o
exacerbado intermédio da IL-10, presente na resposta imune Th2 de caes com LVC
(Corréa et al. 2007; Rosério et al., 2018), possui acao anti-inflamatéria e antifibrotica
(Salim; Xavier, 2014; Steen et al., 2020). Em pulmdes de humanos com fibrose
pulmonar idiopatica (FPI) foi demonstrado que a IL-10 suprime o desenvolvimento de
fibrose pulmonar de maneira dependente de TGF-B1, em que a producdo desta por
macréfagos alveolares foi suprimida pela acdo da IL-10 (Spight et al., 2005). Sao
necessarios mais estudos em pulmdes de caes com LVC para melhor compreenséo
do mecanismo da resposta fibrética, seja ela anti ou pr6. Devemos salientar, ainda, a
possivel influéncia destes achados em virtude da eutandsia precoce dos animais no
momento do diagnaostico.

Foram observadas formas amastigotas no citoplasma de macrofagos
alveolares em 11,7% dos caes infectados (2/17) em pulmdes de El 2 e 3 e EC 2, ndo
havendo correlacdo entre o parasitismo pulmonar com a intensidade do processo
inflamatorio (p=0,7275) e o estadiamento clinico (p=0,2739). Magalhées et al. (2016),
entretanto, correlacionaram positivamente a intensidade das manifestaces clinicas
dos animais estudados com o parasitismo nos pulmdes e a intensidade do processo
inflamatorio. A presenca de formas amastigotas de Leishmania spp. no tecido
pulmonar é raramente observada por meio de técnicas convencionais de
histopatologia (Alves et al., 2010; Duarte; Corbett, 1984). Com a técnica de
imunoistoquimica, a presenca do parasito nos pulmdes de caes € identificada em 20%

dos casos em média (Duarte et al., 1986; Silva, L. et al., 2013).
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5 CONCLUSAO

As alteracdes inflamatérias pulmonares em caes com LVC estéo presentes e,
quando ocorrem, independem do parasitismo no tecido e do estadiamento clinico dos
animais.

A inflamacao no intersticio pulmonar de cdes com LVC é cronica e do tipo
linfohistioplasmocitica, com predominio de linfécitos TCD3+ e menor numero de
macrofagos RCA-1. Dentro da populacédo total de macrofagos pulmonares houve o
predominio de fenétipo CD204 positivo, que € caracteristico de macréfagos com perfil
M2.

O predominio de macréfagos de fenétipo M2 indica se tratar de uma resposta

Th2 que pode contribuir com a progressao da doenca no tecido pulmonar.
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APENDICE A - TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela S1 - Tabela com dados brutos do experimento dos animais do grupo infectado
(G1).

1 0 Positivo Negativo
2 865 165 113 0 Positivo 3 2 Negativo
3 879 122 84 0 Positivo 2 2 Negativo
4 1015 102 65 0 Positivo 3 3 Negativo
5 850 107 71 0 Positivo 2 2 Negativo
6 861 83 63 0 Positivo 2 2 Negativo
7 587 416 25 0 Positivo 2 1 Negativo
8 331 65 57 0 Positivo 1 1 Negativo
9 987 85 51 0 Positivo 2 3 Positivo
10 1028 154 81 0 Positivo 3 3 Negativo
1 542 58 42 0 Positivo 2 2 Negativo
12 662 78 65 0 Positivo 2 2 Negativo
13 838 71 61 1 Positivo 2 2 Positivo
14 213 62 30 0 Positivo 4 1 Negativo
15 413 68 37 0 Positivo 2 1 Negativo
16 983 61 50 0 Positivo 2 3 Negativo
17 581 72 39 0 Positivo 2 2 Negativo

*EC: estadio clinico.
*El: escore de inflamacdo.
*0: ausente; 1: discreto (El) / presente e discreto (fibrose); 2: moderado (El); 3: acentuado (El).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela S2 - Tabela com dados brutos do experimento dos animais do grupo controle

1 7 0 Negativo Negativo
2 76 52 9 0 Negativo NA NA Negativo
3 91 43 (4] 0 Negativo NA NA Negativo
4 68 39 9 0 Negativo NA NA Negativo
5 64 41 13 0 Negativo NA NA Negativo

*EC: estadio clinico.

*El: escore de inflamagéo.
*0: ausente.

*NA: ndo se aplica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela S3 - Tabela com dados de achados hematoldgicos e bioquimica sérica dos
animais do grupo infectado (G1).

ANIMAIS ACHADOS DE HEMOGRAMA BIOQUIMICA SERICA

- - - - - = PT Albumina Creatinina  Uréia,
- Anemia Leucocitose Linfopenia Trombocitopenia Hiperproteinemia (mg/dL) (mg/dL) (mgidL) (mgidL)
1 S 5 S N S 10,3 1,09 1,25 87
2 S N s N N 52 0,89 1,15 34
3 N S S N N 8,0 3,03 1,82 15
4 S N S N S 1,7 1,37 212 95
5 S N N N S 88 1,54 0,88 28
6 S N N N S 8.1 1,22 231 73
7 S S N N N 685 0,85 1,33 169
8 N N N N S 77 2,71 135 23
9 S S N N S 6,9 1,68 1,02 53
10 N N N N N 54 1,82 0,94 A
11 S 5 S N N 6,0 0,89 24 a5
12 S N s N S 8,4 2,0 2,49 108
13 S S S N S - - - -
14 S N S S S 12,0 1,45 2,08 165
15 S N S S S 11,2 1,587 1,25 23
16 S N N N S 11,5 1,12 1,38 50
17 N N N N S 9.4 217 1,07 24
18 S S N N N 7.9 0,69 0,75 21
19 N N N N N 93 219 146 a3
20 S N S N S 83 1,75 0,88 45
21 S N S S N 7.8 0,86 1,09 51
22 S N N S S 9,5 215 0,6 kY
23 N N N N N 8,8 39 1.0 43
24 S N N N S 54 2,33 1,39 73
25 S N N N S iz 2,36 1,13 100
26 N N N N S 82 29 0,86 8
27 S S S N N 77 1,16 0,87 40
28 N S N N N 58 2,66 0,93 24
29 N N S N N 75 3,68 1,15 10
30 S N N S N - 1,87 - 31
31 S S N N S 9,0 1,5 1,42 69
32 N N S N S 8,0 2,77 1,13 30
33 N N N 5 N 8,7 412 1,03 26
34 S N S S S 1,2 1,6 0,88 29
35 S N S N N 6,4 15 0,68 46
36 N S N N S 9,9 3,19 1,17 3z
37 N N N = S 10,2 2,13 1,21 46
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40
42
44
46
48 s ' N N N s 8,16 2,84 112 65
50 S N S N s 1127 288 23 200
52 S N N N s 1,7 2,34 05 21
54 R R N N N N N N N
56 S ' s N N s 11,4 277 05 78
58 B N N N
60 N N N N
62 N N N N

*S: sim;

*N: ndo.

Fonte: Elaborado pelo autor.



