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Rafael Torres Neto Resumo

TORRES NETO, R. Avaliagdo dos padrdes histopatologicos da pele e imunomarcacao
de células CD3+ e CD79a+ em cdes infectados naturalmente por Leishmania spp.,
Botucatu, 2005. Dissertacio (Mestrado em Medicina Veterinaria, Area de
Concentracao: Clinica Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

A leishmaniose visceral canina é uma zoonose considerada endémica em algumas
regibes do estado de S&o Paulo e outras localidades do pais. Apesar de ser uma
enfermidade sistémica, no cdo, os principais sinais clinicos sao dermatologicos. Foram
avaliados trinta cdes com diagndéstico de leishmaniose pelos exames parasitologico e
sorolégico, divididos em dois grupos: grupo A com descamacdo cutédnea e grupo B
com ulceracdo cutdnea. Os padrbes histopatolégicos encontrados nos animais
pertencentes ao grupo A foram de dermatite perianexial (33,3%), perivascular
superficial (6,6%), nodular (6,6%), e as mistas (53,3%), sendo, intersticial/perianexial
(12,5%), liquendide/perivascular superficial e profunda (12,5%), perivascular superficial
e profunda/perianexial (12,5%) e perivascular superficial/perianexial (62,5%). Os caes
do grupo B apresentaram quadros histopatolégicos compativeis com dermatite
perivascular superficial e profunda (33,3%), difusa (20%), perianexial (13,3%), nodular
(6,6%), e as mistas (26,6%), representadas por intersticial/perivascular superficial e
profunda (25%), nodular/perianexial (25%), fibrosante/perianexial (25%) e perivascular
superficial e profunda/perianexial (25%). A presenca de formas amastigotas foi
observada em 8 (53%) cdes com descamacao e 7 (47%) com ulceracdo. A presenca
de linfécitos T CD3+ foi maior em relag@o aos linfécitos B CD79a +, tanto nas lesdes
descamativas como nas ulcerativas (69,5/8,8 e 66,1/14,5, respectivamente). Houve
diferenca estatistica entre a populacdo de células CD3+ e CD79a+ dentro do mesmo
padrdo dermatologico, 0 mesmo ocorreu quando se comparou a populacdo de células

CD79a+ entre os padrbes descamativos e ulcerativos (p<0,05).

Palavras - chave: Canino; CD3; CD79a; Dermatopatologia; Leishmaniose visceral.



Rafael Torres Neto Abstract

TORRES NETO, R. Skin histopathological patterns and CD3+ and CD79a+ cells
immunolabling of dogs infected naturally by Leishmania spp., Botucatu, 2005.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Area de Concentracdo: Clinica
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Canine leishmaniasis is an endemic zoonoses, in some S&o Paulo state regions and
other Brazilian cities. Even though it is a systemic disease, in the dog, the main clinical
sign is dermatological. Thirty dogs with positive results in serology and parasitological
exam for leishmaniasis, were evaluated. They were divided in two groups, one with
exfoliative lesions and other with cutaneous ulcers. Histopathological patterns in the
first group were: periadnexial dermatitis (33.3%), superficial perivascular (6.6%),
nodular (6.6%) and mixeds (53.3%), intersticial/periadnexial  (12.5%),
lichenoid/perivascular superficial and deep (12.5%), perivascular superficial and
deep/periadnexial (12.5%) and superficial perivascular/periadnexial (62.5%). In the
ulcerative pattern, the histopathological patterns were: perivascular superficial and
deep dermatitis (33.3%), diffuse dermatitis (20%), periadnexial dermatitis (13.3%),
nodular dermatitis (6.6%) and mixed dermatitis (26.6%), including intersticial/
perivascular  superficial and deep (25%), nodular/periadnexial  (25%),
fibrosing/perianexial (25%) and perivascular superficial and deep/periadnexial.
Parasites were found in 8 dogs (53%) with exfoliative pattern and 7 dogs (47%) with
ulcerative pattern. CD3 positive cells (T lymphocytes) were predominant than CD79a
positive cells (B lymphocytes), in both dermatological patterns of lesions (69,5/8,8 e
66,1/14,5, respectively). There was no statistical difference between CD3 positive and
CD79a cell population concerning exfoliative and ulcerative patterns. There was
statistical difference between CD3+ cells and CD79a+ cells, when the same
dermatological pattern was considered. The same was observed when compared

CD79a+ cells in exfoliative and ulcerative patterns (p<0,05).

Key Words: Canine; CD3; CD79a; Dermatopathology; Visceral Leishmaniasis
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Rafael Torres Neto Introdugdo

1. Introducéo

As leishmanioses, entre elas, o calazar, conhecida como
leishmaniose visceral, compreendem uma das sete endemias mundiais de
prioridade absoluta da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002).

Nas Ameéricas, o calazar é conhecido como leishmaniose visceral
americana e tem como agente etiolégico o protozoario Leishmania (L.)
chagasi (BRASIL, 2003).

A leishmaniose visceral acomete diversas espécies de animais
domésticos e silvestres e também o homem. O cdo é o principal
reservatorio da doenca (SLAPPENDEL e FERRER, 1998).

A transmissdo entre os hospedeiros vertebrados ocorre com a
participacdo de insetos flebotomineos contendo a forma promastigota da
Leishmania (LAINSON e SHAW, 1987).

O cao possui grande importancia epidemiolégica, pelo fato da
prevaléncia canina ser alta em areas endémicas, bem como a doenca no
céo proceder a ocorréncia de casos humanos (MARZOCHI et al., 1985).

Os principais sinais sistémicos da leishmaniose visceral canina séo
linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia, hipertermia e alteracfes renais,
no entanto, sdo as lesbes dermatoldgicas as mais freqientes, mesmo na
auséncia de outros sinais clinicos (CIARAMELLA et al., 1997).

Os quadros dermatolégicos podem apresentar padrbes variados,

incluindo uma descamacdo acentuada, pelame seco e quebradico,
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Rafael Torres Neto Introdugdo

alopecia, Ulceras, nodulos, hiperqueratose, hiperpigmentacéo,
liquenificacdo e onicogrifose (FERRER et al., 1988).

O padrdo dermatolégico descamativo da leishmaniose visceral
canina € o mais comum e estad relacionado analogamente a forma
localizada ou difusa da leishmaniose tegumentar no homem. Nesta forma
cutdnea da leishmaniose no homem, pode haver a possibilidade de
regressdo  espontdanea da doenca (TAPIA et al, 1994,
PAPADOGIANNAKIS et al., 2001).

Pouco se sabe sobre os mecanismos de controle da leishmaniose
visceral canina localizados na pele e diante do que foi exposto, este
trabalho teve como principais objetivos:

e Avaliar os padrbes histopatolégicos da pele de cédes com
alteracOes descamativas e ulcerativas.

e Quantificar a populacéo de linfocitos T e B, CD3+ e CD79a+,
respectivamente, nas lesbes de pele descamativas

ulcerativas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sao infec¢cbes zoonoticas, constituindo um
complexo de enfermidades, causada por um protozodrio do género
Leishmania, que apresenta varias espécies e subespécies, da ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (LAINSON e SHAW, 1987).

Acomete diversos animais, entre eles, os roedores, caes, raposas,
gatos, marsupias, ungulados e o homem (SLAPPENDEL e FERRER,
1998; BADARO e DUARTE, 2002).

O género Leishmania pode ser definido como um parasito
unicelular, relacionado aos tripanossomas, incluido entre os organismos
hemoflagelados. E um parasito digenético, isto é, seu ciclo de vida é
completado em dois diferentes hospedeiros, neste caso um vertebrado e
um invertebrado, multiplicando-se por divisado binaria (LAINSON e SHAW,
1987).

Os parasitos apresentam-se sob duas formas principais, a forma
amastigota, encontrada nos tecidos e no interior de macréfagos, e a
promastigota, observada no tubo digestivo do inseto vetor (LAINSON e
SHAW, 1987; BARBOSA e BARBOSA, 1994).

Em geral, as varias espécies de Leishmania que parasitam o
homem induzem a uma variedade de manifestacdes clinicas, entre elas

estdo duas categorias amplas, a leishmaniose visceral e a tegumentar,
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esta Ultima manifestando-se da forma cutanea localizada, difusa ou
mucocutanea. Estas infeccbes comportam-se similarmente, mas com
relacdo as alteracdes clinicas e patologicas existem caracteristicas tipicas
e especificas do parasito, tais como sitio de infeccdo, severidade,
capacidade de cura ou disseminacéo (BADARO e DUARTE, 2002).

A transmissdo da doenca ocorre entre os hospedeiros com a
participacdo de insetos vetores pertencentes a familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae. O principal vetor da leishmaniose visceral, nas
Américas, é um fleb6tomo sugador de sangue chamado Lutzomyia
longipalpis, e no Brasil, esse inseto é conhecido popularmente como

mosquito palha, birigui ou tatuquiras (YOUNG e ARIAS, 1992).

2.2. IMPORTACIA NA SAUDE PUBLICA

O parasito é responsavel por um grande espectro de morbidade,
em mais de 12 milhdes de pessoas. Estima-se que mais de 350 milhdes
de pessoas estejam na faixa de risco, em 88 paises, em quaisquer das
suas formas. A Organizacdo Mundial de Saude estima uma incidéncia
anual de 500 mil casos reportados da forma visceral (FRANCO, 1997;
WHO, 2002).

As leishmanioses representam um impacto negativo para a saude
publica, quer pela sua mortalidade na forma visceral ou pelos aspectos

mutilantes na forma cutaneo-mucosa (BRASIL, 2003).
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A forma sistémica da doenca, leishmaniose visceral americana ou
calazar, como também € conhecida, € a mais grave e atualmente é
considerada uma disfuncdo imunologica especifica, resultante do
parasitismo das formas amastigotas nos macrofagos, produzindo varias
manifestacfes clinicas e imunologicas, reversiveis com o tratamento
especifico, ou de forma espontanea, nos individuos imunologicamente
competentes (BARBOSA e BARBOSA, 1994; BADARO e DUARTE, 2002;
BRASIL, 2003).

Esta enfermidade € uma protozoonose sistémica que compromete
o sistema hematopoiético e dele, principalmente, o sistema fagocitico
mononuclear, com intensidade variavel, comportando-se como uma
simples infeccdo assintoméatica, oligossintomatica ou como doenca
sintomatica, quase sempre grave (BARBOSA e BARBOSA, 1994;
BADARO e DUARTE, 2002).

A Leishmania (L.) chagasi € a que assume o0 papel de agente
etiologico da doenca no Brasil. A principal espécie que infecta 0 homem
na Europa, principalmente na bacia do mediterraneo é a L. (L.) infantum
(LAINSON e SHAW, 1987; BADARO e DUARTE, 2002, KOUTINAS e
SARIDOMICHELAKIS, 2004).

Com base no perfil isoenzimatico, a Leishmania (L.) chagasi é
considerada idéntica a L. (L.) infantum (BRASIL, 2003).

A forma visceral da doenca no homem cursa com uma febre

irregular de longa duracdo, acentuado emagrecimento, intensa palidez
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mucocutanea, conferindo um aspecto escurecido da pele nos individuos
caucasianos, associando-se a severa hepatoesplenomegalia, anemia,
leucopenia e trombocitopenia (BADARO e DUARTE, 2002).

E uma enfermidade de evolucdo crénica, na maioria das vezes
fatal, nos casos ndo tratados adequadamente. Acomete
preferencialmente criangas, especialmente as subnutridas, e também os
idosos. Com o aumento de pessoas portadoras do virus da
imunodeficiéncia e outras formas de imunossupressdes, como, por
exemplo, pacientes submetidos a quimioterapia, a infeccdo oportunista
pela leishmaniose é cada vez mais comum (BARBOSA e BARBOSA,

1994; BADARO e DUARTE, 2002).

2.3. LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

2.3.1. ASPECTO EPIDEMIOLOGICO

Em varios estados brasileiros, a leishmaniose visceral tem
acometido os cédes e o homem, sendo considerada uma endemia. Esta
zoonose era reportada como uma doenca rural, entretanto, nos ultimos
anos, tem aumentado sua prevaléncia em areas urbanas de grandes
cidades como Belo Horizonte e Rio de Janeiro (ARIAS et al., 1996).

No estado de S&o Paulo a leishmaniose visceral era conhecida
apenas por casos trazidos de outras regides. Em 1998, na cidade de
Aracatuba, foram detectados cédes com suspeita da doenca, onde se

verificou a presenca de Leishmania spp em exame parasitologico
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(LUVIZOTTO et al., 1999). Este fato, associado a presenca do inseto
vetor Lutzomyia longipalpis no municipio, desencadeou uma investigacao
epidemioldgica que levou a identificacdo de Leishmania (L.) chagasi como
agente causal, confirmando a transmissdo autdctone da leishmaniose
visceral canina na area urbana e, posteriormente, em outros municipios
vizinhos. Desde entédo, a incidéncia de cdes com sorologia positiva vem
aumentando, principalmente nas regiées dos municipios de Aracatuba e

Bauru, onde ocorreram casos fatais em humanos (CVE, 2004).

2.3.2. ASPECTO ZOONOTICO

A espécie canina é um reservatorio animal importante, pois, além
de existir em grande numero, apresenta um contingente de animais sem
sinais clinicos com a presenca do parasito na pele, agindo como
mantedores do ciclo da doenca e, provavelmente, na manutencdo da
cadeia de transmissdo (MARZOCHI et al., 1985; ABRANCHES et al.,
1991; VEXENAT et al., 1993; REITHINGER e DAVIES, 1999).

Entre as medidas de controle da doenca no Brasil, até 0 momento,

€ a eliminacdo dos reservatorios a mais difundida (BRASIL, 2003).

2.3.3. ASPECTO CLINICO

O vetor, que possui habitos peridomésticos e domésticos, pode

adquirir Leishmania (L.) chagasi por meio da picada em cées e outros
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hospedeiros, tendo atuacéo, principalmente no periodo noturno, cerca de
uma hora apos o crepusculo (YOUNG e ARIAS, 1992; CASTRO, 1996).

A transmissao da doenca se da pela inoculacdo do parasito na pele
do céo, este se multiplica em células do sistema mononuclear fagocitario
podendo o animal apresentar as seguintes alteracfes: linfadenomegalia
localizada ou generalizada; esplenomegalia; hepatomegalia; perda de
apetite; anemia, fraqueza, emagrecimento e caquexia; hipertermia;
glomerulonefrite; estomatite ulcerativa; oftalmopatias, como
ceratoconjuntivite, blefaroconjuntivite, uveite e panoftalmite; atrofia da
musculatura temporal;, polimiosite; rinite e pneumonia; miocardite;
poliartrite; hematoquesia; epistaxe e também alteracdes neuroldgicas
(FONT et al.,, 1996; CIARAMELLA et al.,, 1997; SANTA ROSA e
OLIVEIRA, 1997; SLAPPENDEL e FERRER, 1998; KOUTINAS et al.,
1999; FEITOSA et al., 2000, BLAVIER et al., 2001).

Entre os patégenos comumente associados a infeccao por
Leishmania estdo o Neospora, Erhlichia, Hepatozoon, Bartonella,
Babesia, Dirofilaria, acaros e fungos (CIARAMELLA et al., 1997; MOZOS

et al., 1999; KOUTINAS et al., 1999; FERRER, 2004).

2.3.4. ASPECTO DERMATOPATOLOGICO

Apesar da natureza viscerotropica do protozoario, no entanto, sao

as lesbes dermatologicas as mais frequientes (KOUTINAS et al.,, 1993;
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CIARAMELLA et al., 1997; SLAPPENDEL e FERRER, 1998; FEITOSA et
al., 2000; BLAVIER et al., 2001, SOLANO-GALLEGO et al., 2004).

Ferrer et al. (1988) propuseram quatro padrbes dermatoldgicos
para a leishmaniose visceral canina:

Padrao alopécico-descamativo: cades apresentando alopecia, de
distribuicdo simétrica, com evolucdo inicial na cabeca e pavilhdes
auriculares, se espalhando pela regido cervical, tronco e extremidades
dos membros, associado a descamacdo furfuracea ou micacea de
coloracao prateada de intensidade variavel. Alopecia periocular bilateral
foi um achado frequente neste padrdo dermatoldgico.

As alteracdes histologicas compreendiam  hiperqueratose
ortoqueratética, dermatite difusa ndo supurativa, com infiltrado
inflamatdério contendo macrofagos, linfécitos e plasmocitos, também
presentes na hipoderme. As formas amastigotas foram visualizadas
dentro de macrdéfagos e alguns fibroblastos.

Padrdo ulcerativo: cdes com Uulceras indolentes, principalmente
em areas de apoio (articulagdo do cotovelo, carpo e tarso), circunscritas e
com bordas elevadas.

Alteracdes histoldégicas compreendiam ulceracdes em meio a uma
epiderme hiperplasica e com exocitose, dermatite difusa ou superficial e
profunda, com infiltrado inflamatorio contendo neutroéfilos, eosindfilos,
macrofagos e linfocitos. Poucas formas amastigotas foram observadas

neste padréo.
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Padrdo nodular: cdes apresentando lesdes nodulares
generalizadas, indolores e ndo pruriginosas de tamanhos variados, com
alguns milimetros até dez centimetros de diametro, sendo mais frequiente
em cées da raca Boxer.

Alteracbes histologicas compreendiam formacfdes nodulares
contendo acumulo de macréfagos, células gigantes multinucleadas e
alguns linfécitos e plasmacitos. Neste padrdo havia grande quantidade de
formas amastigotas.

Padrdo pustular: cdes com presenca de pustulas no tronco,
abdbmen, regides axilares e inguinais.

Alteracbes histologicas compreendiam a presenca de pustulas
neutrofilicas sem células acantoliticas, exocitose e uma dermatite
moderadamente difusa ndo supurativa. Nas lesdes pustulares ndo foram

observadas bactérias e nem formas amastigotas.

Outras alteragBes tegumentares freqlientemente encontradas séo
hiperpigmentacdo, liquenificacdo, hiperqueratose nasodigital e
onicogrifose (KOUTINAS et al., 1993; CIARAMELLA et al., 1997, SCOTT
et al., 2001).

A onicogrifose, lesdo frequente, provavelmente esta associada a

presenca do parasito estimulando a matriz ungueal (NOLI, 1999).

25



Rafael Torres Neto Revisdo de Literatura

Lesdes lupus-simile com despigmentacao do espelho nasal com ou
sem crostas, erosfes e Ulceras também podem ser observadas
(FONDATI, 2004).

O diagnéstico diferencial, entre as dermatoses relacionadas a
leishmaniose visceral canina, € amplo, englobando piodermite,
dermatofitose, demodiciose, escabiose, complexo pénfigo, IUpus
eritematoso discoide e sistémico, farmacodermias, adenite sebacea
granulomatosa idiopatica, dermatite hipozincémica, seborréia primaria,
linfoma epiteliotropico, dermatite de contato, dermatite acral por
lambedura, granulomas infecciosos, dermatite pustular subcorneal,
dermatite eosinofilica estéril, dermatite linear por IgA, carcinomas espino e
baso celulares e mastocitoma (KOUTINAS et al.,, 1993, SCOTT et al.,
2001 BLAVIER et al., 2001).

O exame histopatolégico da pele é reconhecidamente um recurso
diagnéstico valioso na dermatologia e uma das indicacdes especificas
para a realizacdo de biopsia de pele é, justamente, a presenca de
ulceracdes persistentes, este, um achado freqiente na leishmaniose
visceral canina (GROSS et al., 1992; SCOTT et al., 2001; CONCEICAO et
al., 2004).

Utilizando o modelo de padrdes histopatologicos de alteracbes
inflamatorias da pele, propostos por Ackerman (1978) e modificados para
a adaptacdo na medicina veterinaria por Yager e Scott (1993) foram

encontrados na leishmaniose visceral (KOUTINAS et al., 1993):
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1. perifoliculite granulomatosa

2. dermatite intersticial

3. dermatite perivascular superficial e profunda
4. dermatite perivascular superficial

5. dermatite liquendide de interface

6. dermatite nodular

7. paniculite lobular

8. foliculite supurativa

9. dermatite pustular intraepitelial

O achado histologico mais consistente € uma inflamacéo
granulomatosa a piogranulomatosa com variavel numero de plasmacitos e
formas amastigotas na derme (GROSS et al., 1992; SLAPPENDEL e
FERRER, 1998).

Os eosindfilos e mastocitos sdo escassos e ocasionalmente células
gigantes multinucleadas sé&o observadas (GROSS et al., 1992).

Furunculose e numerosos neutrofilos sdo observados em caes com
infeccdes bacterianas, fungicas e parasitarias associadas (KOUTINAS et
al., 1993).

Perifoliculite, ao redor do istmo folicular, com ou sem destruicdo
das glandulas sebaceas e sudoriparas, pustulas neutrofilicas subcorneais,
vasculite, também podem ser encontrados em biopsias de pele de céaes

com leishmaniose visceral (FONDATI, 2004).
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A técnica de imunoistoquimica aumenta a possibilidade do
encontro do parasito, quando o numero destes € baixo nos tecidos
avaliados (FERRER, et al., 1988b; BOURDOISEAU et al., 1997).

A descamacdo seca, com escamas de coloracdo prateada, € a
alteracdo mais comum no cdo com leishmaniose visceral, apresentando
quadro histolégico caracterizado por dermatite granulomatosa ou
piogranulomatosa, acompanhada por adenite sebacea. Variado namero
de formas amastigotas, dependendo da progressdo da doenca, podem
ser encontrados neste padréo dermatolégico (PAPADOGIANNAKIS et al.,

2000).

2.3.5. ASPECTO IMUNOLOGICO

A leishmaniose visceral canina pode se desenvolver em uma
infeccdo aguda ou crbnica dependendo das caracteristicas individuais do
parasito e do hospedeiro. Ainda, uma laténcia, e até mesmo a cura
espontanea pode ocorrer (PINELLI et al., 1999).

A resposta imune frente a infeccdo pode se dar por meio da
formacdo de anticorpos, resposta humoral, ou por células efetoras do
sistema fagocitico mononuclear, resposta celular (TIZARD, 2000).

Anticorpos especificos sdo verificados entre um més e meio a cinco
meses apos a infeccdo experimental e seus niveis podem estar elevados
bem antes da manifestacdo de sinais clinicos (RUITENBERG, 1994;

FERRER et al; 1995). Entretanto, sdo os macréfagos que desempenham
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papel central no resultado da infeccdo, uma vez que sua ativacdo por
citocinas parece ser 0 mecanismo principal para a eliminacdo dos
parasitos (PINELLI et al., 1994b).

As caracteristicas genéticas podem determinar diferentes
respostas imunoldgicas na espécie canina, sendo que algumas racas tém
uma resposta mais efetiva do que outras (SOLANO-GALLEGO et al.,
2000).

Ha duas subpopulacdes de linfécitos T auxiliares CD4+, os
linfécitos auxiliares do tipo 1 (Tal) e 2 (Ta2). As células Tal secretam
interleucina-2 e 12, interferon gama e fator de necrose tumoral que
desencadeiam uma resposta imunocelular protetora, conduzindo a
resisténcia a doenca. Em contrapartida, as células Ta2 desencadeiam a
proliferacdo de linfécitos B e uma resposta imune-humoral ndo protetora
(QUINNELL et al.,, 2001). Esta resposta causa uma exacerbacdo da
infeccdo, sendo demonstrada pela hipergamaglobulinemia e por altos
titulos de anticorpos produzidos pelos cdes. A producdo exagerada de
anticorpos produz imunocomplexos circulantes, podendo levar aos
quadros de vasculite, uveite, poliartrite e glomerulonefrite (ABRANCHES
et al.,, 1991; RUITENBERG, 1994; SLAPPENDEL e FERRER, 1998;
PINELLI et al., 1999).

Os linfécitos T citotoxicos CD8+ também contribuem com a

producdo de interferon gama, levando a lise direta de macrofagos
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infectados  (PINELLI et al., 1994; DA-Cruz et al, 1994,
PAPADOGIANNAKIS et al., 2000, QUINNELL et al., 2001; DAY, 2004).
ApOs quase dez anos da pesquisa de Ferrer et al. (1988),
Fondevila et al. (1997) utilizando os mesmos padrdes dermatoldgicos,
exceto o pustular, investigaram pela técnica de imunoistoquimica, a
presenca de células apresentadoras de antigeno, macrofagos, linfocitos T
e formas amastigotas em grupos de cées infectados naturalmente, como
forma de avaliar a imunocompeténcia tegumentar. O padrdo descamativo,
segundo o estudo, estava associado a um controle efetivo da infeccéo, ao
passo que 0s animais com lesdes nodulares desenvolveram uma resposta
imune fraca e os cdes com Ulceras uma resposta intermediaria. As lesdes
alopécicas e descamativas caracterizaram-se pela expressdo do
complexo de histocompatibilidade maior classe Il nas células de
Langerhans e queratinécitos, pela presenca de um infiltrado inflamatorio
com predominio de células T e baixo numero de formas amastigotas
dentro dos macréfagos. Em contraste, as lesdes nodulares apresentam
uma dermatite francamente granulomatosa com varias formas
amastigotas e um baixo nimero de células T infiltradas na derme.
Papadogiannakis et al. (2000) utilizando apenas cdes com padrao

clinico descamativo, observaram uma relagcdo CD4:CD8 proxima a um.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DOS ANIMAIS

Foram utilizados trinta cdes, que tinham diagnéstico prévio de
leishmaniose visceral, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
do municipio de Aracatuba, regido endémica para a doenca. Os animais

foram divididos em dois grupos:

Grupo A: 15 caes, adultos, sem destinacdo de sexo, apresentando
como alteracdo dermatoldgica principal descamacdo de moderada a
acentuada, sem que houvessem lesdes ulceradas. Foi determinada para
este padrdao dermatolégico a nomenclatura de dermatite descamativa
(DD).

Grupo B: 15 cées, adultos, sem distincdo de sexo, apresentando
Ulceras como alteracdo cutanea predominante. Foi determinada para este

padrdo dermatolégico a nomenclatura de dermatite ulcerativa (DU).

Apoés a escolha dos grupos, 0os animais eram submetidos a uma
avaliacdo mais detalhada das lesdes dermatoldgicas. Ao término dessa
avaliacdo, os cdes foram anestesiados por via intravenosa com tiopental
sédico’, na dose de 25 mg/kg e em seguida eram eutanasiados com

cloreto de potéassio a 19,1% na dose de 1 ml/kg I.V. A eutanasia dos céaes

! THIONEMBUTAL®
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€ uma norma da Secretaria de Saude e Higiene Publica do municipio de
Aracatuba (BRASIL, 2003), devido o carater endémico da doenca, na
regido, sendo realizada pelos veterinarios do Centro de Controle de

Z00noses.

3.2. CONFIRMAQAO DO DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE VISCERAL
A confirmacédo do diagndstico de leishmaniose visceral dos céaes foi

feita empregando-se dois exames complementares:

3.2.1. Exame parasitologico

O linfonodo popliteo era retirado e realizado exame citolégico pela
técnica de esfoliagdo (impressdo), conforme descrito por Baker e
Lumsden (2000). As amostras obtidas foram coradas pelo Romanowsky
(Giemsa) e observadas em microscopia optica, com as objetivas de 40 e
100 vezes, avaliando-se a presenca de formas amastigotas nas amostras.

Somente os caes que apresentavam as formas amastigotas tipicas,
eram incluidos nos grupos dos caes com dermatite descamativa e
ulcerativa.

A figura abaixo representa um exame citolégico com a presenca

das formas amastigotas (Figura 1).
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FIGURA 1. Leishmaniose visceral canina. Exame citologico:
Fotomicrografia de formas amastigotas livres (setas
vermelhas) e intracelulares (seta preta). Presenca de
macrofago vacuolado (A), plasmocitos (B) e

linfécito (C). Giemsa, objetiva de 100x.

3.2.2. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

As amostras dos soros foram coletadas dos trinta caes por puncao
veno-jugular, as quais foram obtidas apés formacao do coagulo, e
centrifugacédo por dez minutos a 3.000 r.p.m, aliquotando-se em frascos
tipo Eppendorf de 1,5 ml e mantidos a -20°C até o momento da analise. O
teste foi realizado no Laboratério de Sanidade Animal — LASAN, da

Universidade Federal do Piaui. As amostras foram diluidas inicialmente a
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1:40 como ponto de corte positivo (EVANS et al., 1990) seguindo-se por
diluicbes padronizadas pelo LASAN.

Na figura 2 encontra-se a distribuicdo dos caes de acordo com as
diluicbes da reacdo de imunofluorescéncia indireta para o diagndstico da

leishmaniose.

10

6. @ DD
4 mDU

S | il

1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280

n° animais

diluicbes
Figura 2. Distribui¢cdo dos caes de acordo com as diluicbes da RIFI para

o diagnoéstico da leishmaniose.

Um céo apresentou titulo abaixo de 1:40, sendo considerado
negativo para a infeccdo, por este exame, porém o animal, que
apresentava dermatite ulcerativa nao foi excluido, pois o exame citologico
confirmou a presenca de formas amastigotas.

Assim a RIFI juntamente com o0 exame parasitolégico e,
epidemiologicamente, sendo a regido de Aracatuba endémica para a
infeccdo por Leishmania (L.) chagasi foi estabelecido o diagnéstico de
leishmaniose visceral para os cdes com dermatite descamativa e

ulcerativa.
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3.3. DO EXAME HISTOPATOLOGICO
3.3.1. Colheita do material

Para o processamento histopatoldgico, as amostras foram obtidas
através de biopsia excisional de pele de acordo com GROSS et al. (1992)
de lesdes descamativas, do grupo A, e de lesdes ulceradas, do grupo B.

Convencionou-se a biopsia na regido frontal da cabeca para os
cdes com dermatite descamativa e a regido umero-radio-ulnar (cotovelo)
para os animais com dermatite ulcerativa. Apds a colheita as amostras
foram fixadas em formalina tamponada a 10%, por um periodo de 48 a 72
horas, enviadas ao Servico de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu, e submetidas
as técnicas usuais para inclusdo em parafina.

Sec0Oes histolégicas dos blocos de parafina dos trinta casos foram
feitas com espessura de 4 um e coradas pelo método de hematoxilina e
eosina (HE). A coloracao pelo acido periédico de Schiff (PAS) foi realizada
para pesquisa de fungos em todos os casos. Para cada caso foram
preparadas, em cortes seriados, uma lamina para coloracdo HE, uma
para PAS e uma preparada com cola®, cuja finalidade é manter a
aderéncia do corte na lamina, para realizacdo do exame

imunoistoquimico.

2 POLY-L-LYSINE SOLUTION cod P8920 — Sigma-Aldrich®
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3.3.2. Exame histolégico

Todos os cortes foram examinados a luz da microscopia Optica
para identificacdo dos padrdes histopatoléogicos e demais lesdes
relevantes, utilizando-se ou os critérios estabelecidos por Ackerman

(1978) e adaptados para a medicina veterinaria por Yager e Scott (1993).

3.4. DO EXAME IMUNOISTOQUIMICO
3.4.1. Padronizagéo da técnica de imunoistoquimica

Para a reacdo de imunoistoquimica empregou-se 0 sistema
ENVISION®. Foram feitas algumas modificacées do protocolo proposto
por HSU et al. (1981), descritas a seguir:

Cortes de 4 um dos blocos, dos trinta cdes, foram obtidos e apds a
desparafinizacdo as laminas foram colocadas em uma cuba de vidro com
xilol e incubadas a temperatura de 54°C por 30 minutos, em seguida o
xilol foi trocado e mantido a temperatura ambiente por 20 minutos.

As laminas foram lavadas com uma passagem em alcool 95% e
prosseguiu-se com a hidratacdo do material, incubando-o em trés banhos
de &lcool absoluto, um de alcool 95% e um de é&lcool 85%. A fim de retirar
os pigmentos de formol, o material foi mantido em uma solugéo de alcool
amoniacal a 95%, por 10 minutos.

O material foi lavado em agua destilada e em seguida foi realizada

a recuperacgao antigénica.

® ENVISION+DUAL LINK SYSTEM, Peroxidase, cod K4061 — DakoCytomation
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Recuperacado antigénica

Objetivando liberar os epitopos antigénicos do tecido, bloqueados
pela solucéo fixadora, a recuperacao foi realizada com uma solucao pré-
aquecida de EDTA* 10 mM, pH 8,0, em banho-maria a 96°C durante 25
minutos. Em seguida o material foi resfriado a temperatura ambiente por
20 minutos e submetido ao bloqueio da peroxidase enddgena.

Bloqueio da peroxidase enddégena

O blogueio da peroxidase endogena foi realizado utilizando agua
oxigenada 10 volumes durante 30 minutos.

Reacdo com 0s anticorpos primarios e sistema de deteccdo

Anticorpos primarios

Os anticorpos utilizados para o estudo imunoistoquimico foram do
grupo que utilizam a nomenclatura CD (BACCHI et al., 1990; COBBOLD e
METCALFE, 1994), sendo eles o CD3 visando a marcacéao de linfocitos
da linhagem T e o CD79a para linfécitos da linhagem B. Para cada céo
com padrdo de dermatite descamativa e ulcerativa foram realizadas a
imunomarcacao para os dois anticorpos primarios, a fim de se verificar a
diferenca entre a populacdo de células positivas CD3 e CD79a, e
correlaciona-las com o tipo de resposta imune predominante, celular ou
humoral.

CD3 - diluicdo 1:25. Anticorpo monoclonal anti-cdo, “Leukocyte

Antigen Biology Laboratory”; servico do Dr. Peter F. Moore, Dauvis,

* EDTA-acido etilenodiaminotetra acético sal dissédico — P.M. 372,24 Synth®
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Califérnia (USA) que reconhece uma molécula CD3¢ ligada as células T
maduras.

CD79a (DakoCytomation M7051) - diluicAo 1:50. Anticorpo
monoclonal humano que reconhece um polipeptideo que faz parte do
complexo receptor das células B e persiste até o estagio de plasmacitos.

CD4 e CDS8 (Anexo 1 e 2)

Cada anticorpo foi diluido em solucdo de 1% de albumina sérica
bovina e solucdo tampdo de TRIS® . As laminas, incubadas com os
anticorpos, ficaram em camara umida, por 18 horas a 4°C, depois lavadas
em solucdo de TRIS e ap0s foi utilizado o sistema de deteccdo ENVISION
por 1 hora, em temperatura ambiente.

Revelacdo

A reacdo foi visualizada com a utilizacdo do substrato cromogeno
DAB® e contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer e, por fim, a
desidratacdo e montagem das laminas que foram levadas a microscopia
Optica para ser avaliada a imunomarcacao.

A contagem das células positivas para CD3 e CD79a foi realizada
com a objetiva de 40 vezes em dez campos escolhidos aleatoriamente na
derme dos caes com dermatite descamativa (n=15) e dermatite ulcerativa
(n=15), utilizando o programa de analise de imagens KS 300 v.3.0 (Zeiss),

gue compreende uma camara (Sony Hyper HAD, CCD - IRIS/RGB Color

® TRIZMA BASE cod. D5637 — Sigma—AIdrich®
6 LIQUID DAB LARGE VOLUME SUBSTRATE CHROMOGEN SYSTEM (3,3'dimainobenzidina) cod.K3466 —
DakoCytomation®
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video camera) acoplada ao microscopio optico (Leica DMLD), que envia a

imagem para o computador.

3.5. ANALISE ESTATISTICA
Utilizou a estatistica descritiva para as alteracbes dermatoldgicas e
histopatoldgicas, os testes de Mann-Whitney e correlacdo de Spearman,

para a verificacdo de diferenca entre a populacdo de células positivas

CD3 e CD79a.
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4. RESULTADOS

4.1. DOS ANIMAIS

Grupo A: padréo de dermatite descamativa — DD (n=15)

Os cées deste grupo apresentavam o0s seguintes sinais dermatolégicos

predominantes (Figura 3 e 4):

Descamacao seca generalizada (100%).

Pelame sem brilho e fragil (100%).

Alopecia com distribuicdo simétrica em regides de pavilhdo
auricular, cervical, téraco-ventral e de proeminéncias O6sseas
(86,6%).

Alopecia periocular bilateral (66,6%).

Onicogrifose (40%).

Hipergueratose nasal (40%).

Nenhum animal deste grupo apresentou lesao erodido-ulcerada.
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Figura 3. Padrdo de dermatite descamativa. (A) Descamacédo seca intensa e

alopecia em regido toraco-ventral; (B) Descamacgdo seca intensa
generalizada; (C) Descamacdo do tipo micacea (aproximacdo da
figura anterior); (D) Regido lombossacra em um cdo com intensa
descamacéao furfuracea; (E) Alopecia em regido toraco-ventral; (F)

Alopecia e escamas em regido cervical e toraco-latero-ventral.
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Figura 4. Padrdo de dermatite descamativa. Quatro cées apresentando

alopecia em regido periocular bilateral (“6culos”) e hiperqueratose

em plano nasal.

42



Rafael Torres Neto Resultados

Grupo B: padrao de dermatite ulcerativa — DU (n=15)

Observando a Tabela 1, constata-se que todos os caes
apresentavam Ulceras na regido Umero-radio-ulnar (100%) (Figura 5), e
por isso foi estabelecida tal regido para a biopsia, vindo a seguir as
demais localizacdes das lesdes ulceradas presentes nos animais deste
grupo: regides do calcaneo (86,6%); da tuberosidade isquiatica (80%); da
superficie metatarso-tarsiana (60%); digital do membro toracico e pavilhdo
auricular (20%), digital do membro pélvico, téraco-lateral e da superficie
metacarpo-carpiana (13,3%) e regibes da narina, face, labio, periocular,
téraco-ventral e lombossacra (6,6%). Trés caes deste grupo
apresentavam descamacao leve e alopecia ndao foi observada neste
grupo, inclusive na regido periocular. Onicogrifose foi observado em sete

caes.

TABELA 1 - Localizacao das ulceras nos cdes com dermatite ulcerativa.

Regido N° de animais
CEFALICA

pavilh&o auricular 3

narina’ 1

Face 1

Labio 1

Periocular 1
MEMBRO TORACICO

Digitos 3

superficie metacarpo-carpiana 2

articulagdo Umero-radio-ulnar” 15
TORACICA

Lateral 2

Ventral 1
MEMBROS PELVICOS

Digitos 2

superficie metatarso-tarsiana 9

superficie flexora do tarso” 13
POSTERIOR

lombossacra 1

tuberosidade isquiatica 12

* espelho nasal
*x cotovelo
*+xcalcaneo
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L
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Figura 5. Padrdo de dermatite ulcerativa. Regido da articulacdo umero-radio-ulnar
(cotovelo). (A) ulcera circular recoberta por crosta melicérica e outra
com aspecto linear recoberta por crosta heméatica; (B) duas Ulceras
circulares com superficie eritematosa; (C) ulcera linear com borda
espessa; (D) ulceras ao redor de area hiperpigmentada; (E e F) ulceras
com fundo eritematoso e granulacfes grosseiras com bordas recobertas

por espessa crosta hemaética.
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4.2. DO EXAME HISTOPATOLOGICO

Diferentes padrdes histopatolégicos foram observados nos trinta
cortes histologicos. O padrdo misto, onde h& associacdo de duas
distribui¢bes do infiltrado inflamatério, em um mesmo corte, foi o achado
mais frequente nos cdes com descamacgao (DD), representando 53,3%
dos casos. Ainda neste grupo foram observadas dermatite perianexial
(33,3%), perivascular superficial (6,6%) e a nodular (6,6%). Os padrbes
mistos encontrados foram: dermatite intersticial/perianexial, dermatite
liquendide/perivascular superficial e profunda e dermatite perivascular
superficial e profunda/perianexial (6,6%) e a dermatite perivascular

superficial/perianexial representando 33,3% (Figuras 6, 7, 8 € 9).
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FIGURA 6. LVC. DD. (A) Dermatite perianexial, infiltrado inflamatério perifolicular, HE
(objetiva de 5x); (B) Dermatite nodular, infiltrado inflamatério disposto em trés
formacdes nodulares HE (objetiva de 5x).

FIGURA 7. LVC. DD. (A) Dermatite liquendide e perivascular superficial e profunda, HE
(objetiva de 5x); (B) Dermatite perivascular superficial e perianexial com
hiperqueratose ortoqueratética, HE (objetiva 10x).
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8

6

N° animais 4

2
0

P Misto D Pvsup D Nod

O Padrdes histopatoldgicos do grupo DD

FIGURA 8. Distribuicdo dos padrbes histopatolégicos na dermatite

descamativa de cdes com leishmaniose visceral (n=15).

N° animais

O D Pvsup + Perianx B D pv sup e prof + Perianx

O D Interst + Perianx O D Liquen + Pv sup e prof

Figura 9. Distribuicdo da associacdo de padrbes histopatolégicos em um
mesmo corte histoldgico na dermatite descamativa de caes com

leishmaniose visceral (n=8).
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Em um caso de dermatite descamativa, foram observados acaros
do género Demodex associado a presenca de estruturas fungicas na
haste de pélos (artroconideos) que se coram positivamente para a
coloragdo de PAS. O padrdo encontrado neste caso foi o misto
perivascular superficial e perianexial. Em outro caso deste grupo foram
visualizados parasitos no interior de tuneis intracérneos, suspeitando-se
de escabiose. O padrdo histopatol6gico também foi misto perivascular
superficial ~perianexial com outras alteracdes decorrentes do
ectoparasitismo, como espongiose, necrose focal da epiderme e exocitose
linfocitica (Figuras 10 e 11).

FIGURA 10. LVC. DD. (A) Dermatite perianexial. Foliculo piloso dilatado com &acaros
Demodex, HE (objetiva de 20x); (B) Estruturas fungicas (artroconideos) no
pélo, PAS (640x); (A e B). Associacdo de leishmaniose, demodiciose e
dermatofitose.
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FIGURA 11. LVC. DD. (A) Dermatite perivascular superficial com exocitose de células
mononucleares, HE (objetiva de 20x); (B) Fragmento de acaro em meio a
uma hiperqueratose paraqueratética, HE (objetiva de 40x).

Na dermatite ulcerativa o padréo histopatolégico predominante foi a
dermatite perivascular superficial e profunda (33,3%), seguido pelo padrao
misto (26,6%), dermatite difusa (20%), dermatite perianexial (13,3%) e
dermatite nodular (6,6%). Os padrbes mistos observados em igual
frequéncia foram a dermatite intersticial/perivascular superficial e profunda
(25%), nodular/perianexial  (25%), perivascular  superficial e
profunda/perianexial (25%) e fibrosante/perianexial (25%) (Figuras 12, 13,
14 e 15).
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FIGURA 12. LVC. DU. (A) Dermatite perivascular superficial e profunda e perianexial,
com extensa ulceracdo recoberta por crosta fibrinoleucocitéaria, HE
(objetiva de 5x); (B) Dermatite difusa recoberta por ulcera apresentando

colbénias de bactérias na superficie, HE (objetiva de 10x).

Wl TR

FIGURA 13. LVC. DU. (A) Dermatite perianexial, HE (objetiva de 5x); (B) Dermatite
fibrosante e perianexial, HE (objetiva de 5x).
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N° animais

P Misto D Pvsup e prof D Perianx D Nod D Dif

O Padrdes histopatolégicos do grupo DU
FIGURA 14. Distribuicdo dos padroes histopatoléogicos na dermatite

ulcerativa de cdes com leishmaniose visceral (n=15).

N° animais

0

B D Inferst + Pv sun e nrof - B D Py sup e prof + Perianx B D Nod + Perianx B D Fibros + Perianx

FIGURA 15. Distribuicdo da associacdo de padrdes histopatologicos
em um mesmo corte histolégico na dermatite ulcerativa de

caes com leishmaniose visceral (n=8).
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O padrao histopatologico observado na mesma proporcdo nos dois
grupos foi a dermatite nodular. J& o padrdo perianexial nos cdes com
descamacéao e dermatite perivascular superficial e profunda nos cdes com
Ulceras apresentaram 0 mesmo numero de casos, como mostra o grafico

abaixo (Figura 16).

8-
6
N° animais 4

2]

0.
P Misto D Pvsup D Pvsup e prof D Perianx D Nod D Dif

O DD m DU

FIGURA 16. Comparacéao da distribuicdo dos padrfes histopatologicos
entre as dermatites descamativas e ulcerativas de caes

com leishmaniose visceral (n=30).
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As alteracdes observadas na epiderme, derme, foliculos pilosos,
glandulas e vasos, das biopsias obtidas dos cdes com dermatite
descamativa e ulcerativa estdo representadas nas figuras 17, 18, 19 e 20.

No caso dos cdes com DU, pela ulceracdo, somente foram
apresentadas como lesGes epidérmicas as crostas e a presenca de

estruturas cocéides em colbnias.

16+
141
12
N° animais |
8 i
6 i
4
2 i
0 i
DD DU
O Hiperqueratose ortoqueratética B Hiperqueratose paraqueratotica
0O Tampdes “plugs” queratbticos O Hiperplasia regular leve
B Hiperplasia irregular leve O Hiperplasia irregular moderada
B Incontinéncia de pigmento melanico O Exocitose linfocitica
m Espongiose @ Crosta serosa
0O Crosta serofibrinoleucocitaria O Crostas com colbnias de bactérias
B Necrose B Ulceragéo

FIGURA 17. LesOes histolégicas da epiderme nas dermatites
descamativas (DD) e ulcerativas (DU) em cédes com

leishmaniose visceral (n=30)
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14
12
101

N° animais

QN R @

DD DU

O Necrose B Extravasamento de hemaceas

O Fibroplasia O Fibrose

B Desorganizagéo e fragmentacéo colagena @ Incontinéncia do pigmento melanico
B Dermatite granulomatosa O Dermatite piogranulomatosa

Figura 18. LesBes histologicas da derme nas dermatites
descamativas (DD) e ulcerativas (DU) em caes com
leishmaniose visceral (n=30).

oy v S a8
Figura 19. LVC. (A) DD. Inflamacé&o granulomatosa, HE (objetiva de 100x); (B) DU. Inflamac&o
piogranulomatosa, HE (objetiva de 40x).
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N° animais

DD DU

m Dilatag&o vascular

m Congestéo

O Vasculite leucocitoclastica

O Infiltrado histiolinfoplasmocitério peri-sebaceo
m Material sebaceo em meio a infiltrado histiolinfoplasmocitéario
@ Auséncia de glandula sudoripara

m Infiltrado histiolinfoplasmocitario peri-sudoriparo
O Dilatagc&o de glandula sudoripara

m Perifoliculite

m Furunculose

O Dilatagéo folicular

O Hiperqueratose ortoqueratética infundibular

m Hiperqueratose paraqueratética infundibular

m Incontinécia do pigmento melanico peri-folicular

Figura 20. Lesdes histoldgicas foliculares, glandulares e da vasculatura

nas dermatites descamativas (DD) e ulcerativas (DU) em caes

com leishmaniose visceral (n=30).
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A presenga de formas amastigotas foi observada praticamente em

igual proporgéo nos dois grupos (Figuras 21 e 22).

47% @ DD

53% m DU

FIGURA 21. Presenca de formas amastigotas na pele de cdes com
dermatite descamativa e ulcerativa.

Figura 22. LVC. (A) DD. Presenca de varias formas amastigotas no
interior de macrofagos e espalhadas na derme, HE
(objetiva de 40x); (B) DU. Infiltrado histiolinfoplasmocitario
e formas amastigotas, HE (objetiva de 100x).
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4.3. DO EXAME IMUNOISTOQUIMICO

Os valores maximos e minimos e a mediana da contagem de
células CD3 positivas e CD79 positivas na derme dos cdes com

leishmaniose visceral encontram-se na tabela 2.

TABELA 2 — Resultados dos valores maximo e minimo e a mediana da contagem
de células CD3 e CD79a positivas na derme de cdes apresentando
padrao dermatolégico descamativo e ulcerativo.

valor valor _
.. . mediana
maximo minimo
CD3+
Dermatite descamativa 292 5 69,5
(n=15)
CD3+
Dermatite ulcerativa 245 7 66,10
(n=15)
CD79a+
Dermatite descamativa 101 0 8,80
(n=15)
CD79a+
Dermatite ulcerativa 277 1 14,50
(n=15)

* Contagem das células em 10 campos selecionados aleatoriamente
(objetiva de 40x).

As figuras 23, 24 e 25 ilustram as reacfes imunoistoquimicas

positivas para o CD3 e CD79a.
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FIGURA 23. LVC. DD. (A) células CD3 positivas com arranjo perivascular, (500x);
(B) células CD3 positivas em meio a inflamagdo granulomatosa e
restos de material sebaceo — adenite sebacea granulomatosa, (500x);
(C) células CD3 positivas em arranjo perianexial (250x); (D) poucas
células CD3 positivas, presenca de varias formas amastigotas, (640x).

ENVISION, Hematoxilina.
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FIGURA 24. LVC. DU. (A) células CD3 positivas abaixo de regido ulcerada,
(250x); (B e C) células CD3 positivas com arranjo perivascular,
(640x); (D) células CD3 positivas ao redor de macréfagos contendo
formas amastigotas (640x). ENVISION, Hematoxilina.

59



Resultados

Rafael Torres Neto

élulas CD79a positivas na derme superior, (640x);

- (B) DD. ¢

FIGURA 25. LVC. (A) DD. células CD79a positivas com arranjo perivascular,
(400x);
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A relacdo CD3/CD79a foi maior na dermatite descamativa,
correspondendo uma positividade para CD3 em relacdo a CD79a de 7,8

(Figura 26).

mDD
mDU

relagéo
CD3/CD79a

N h & ©

FIGURA 26. Relacdo dos anticorpos primarios CD3/CD79a nos padroes
de dermatite descamativa (DD) e dermatite ulcerativa (DU).
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Quando se comparou a populacdo de linfocitos T e B, dentro do
mesmo padrédo dermatoldgico, verificou-se que houve diferenca estatistica
na resposta celular de CD3 e CD79a, predominando, tanto na dermatite
descamativa quanto na ulcerativa, o padréo de linfécitos T.

Houve diferenca estatistica entre a populacdo de células CD3+ e
CD79a+ dentro do mesmo padrdo dermatolégico, 0 mesmo ocorreu
guando se comparou a populacdo de células CD79a+ entre os padrbes

descamativo e ulcerativo (Tabela 3).

Tabela 3 — Mediana e intervalo de confianca para a contagem de células
CD3 e CD79 positivas na derme de caes apresentando

padrdo dermatoldgico descamativo e ulcerativo.

Anticorpos Dermatite descamativa Dermatite ulcerativa

(n=15) (n=15)
69,52 66,10™ 2
CD3+
(37,42-108,97) (62,70-86,95)
8,852 14,5 P
CD79a+
(5,45-17,62) (11,15-33,90)

Teste Mann-Whitney

e Letras mailsculas diferentes significam diferenca estatistica entre os
anticorpos primarios utilizados no mesmo padrao clinico (p<0,001).

e Letras mindsculas diferentes significam diferenca estatistica entre os
padrées clinicos, com o mesmo anticorpo primario (p<0,001).
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No padrdo de dermatite ulcerativa, quando aumentava a
positividade para CD3, diminuia para CD79a, porém sem diferenca
estatistica (coeficiente de correlacdo de Spearman negativo, porém com
p>0,05). JA4 nas lesGes descamativas quando aumentava a marcacao
para CD3, o mesmo ocorria para CD79a, sendo estatisticamente
significativa a correlacdo destas variaveis (coeficiente de correlacdo de

Spearman positivo, com p<0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 — Coeficiente de correlacdo de Spearman segundo

associacao de interesse.

CD79a CD3 CD79a
Dermatite Dermatite Dermatite
descamativa ulcerativa ulcerativa
cb3 0,824 0,141 -0,0286
Dermatite
descamativa (p<0,05) (p>0,05) (p>0,05)
cb7oa -0,08 -0,0661
Dermatite
descamativa (p>0,05) (p>0,05)
cb3 -0,116
Dermatite
ulcerativa (p>0,05)

e “Coeficiente de correlacéo positiva com p<0,05 tende a aumentar juntas.
® p>0,05 sem diferenca estatistica.
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5. DISCUSSAO

A formacdo dos grupos baseou-se nos trabalhos de Ferrer et al.
(1988), Koutinas et al. (1993) e Ciaramella et al. (1997), na qual as
alteracbes mais observadas em cdes com leishmaniose visceral foram
descamacdo e ulceracao cutanea.

Devido o carater endémico da leishmaniose na regido onde se
procedeu a colheita das amostras, o numero de cdaes recebidos
diariamente pelo Centro de Controle de Zoonoses do municipio de
Aracatuba, permitiu que houvesse a formacdo de dois grupos
homogéneos com alteracdes descamativas e ulcerativas.

Padrbées com lesbBes predominantemente nodulares e pustulares
como descritos por Ferrer et al. (1988) ndo foram observados.

Animais apresentando algum sinal sistémico grave da doenca,
como por exemplo, ictericia, mucosas palidas, epistaxe, eram excluidos
dos grupos, de modo que permaneciam somente cades com alteracdes
unicamente dermatologicas. Ainda vale salientar que os animais que
chegavam ao Centro de Controle de Zoonoses nao tinham uma histéria
clinica detalhada e estes podiam permanecer no maximo dois dias no
local, sendo logo realizada a eutanasia dos mesmos.

A descamacao observada, nos caes do grupo A, foi do tipo seca
furfurdcea ou micacea e a alopecia, localizada em regies de pavilhdo
auricular, cervical, toracica e de proeminéncias 0sseas, de acordo com as

documentadas na literatura (FERRER et al., 1988; KOUTINAS et al. 1993;
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CIARAMELLA et al., 1997; FEITOSA et al., 2000). A alopecia periocular
bilateral, um aspecto dermatoldgico interessante, também foi observado
no trabalho com frequéncia, como relatado na Europa (FERRER et al.,
1988; KOUTINAS et al. 1993, CIARAMELLA et al., 1997) e no Brasil
(SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997; FEITOSA et al., 2000).

Os cédes com dermatite ulcerativa apresentavam Ulceras nha
articulacdo umero-radio-ulnar, bem como em outras regiées do corpo. Ao
contrario do observado por Ferrer et al. (1988), no presente estudo,
nenhum céo apresentava areas de alopecia, quando categorizados neste
padrdo dermatologico.

A onicogrifose foi observada em pouco menos da metade dos céaes
nos dois grupos (seis cdes com dermatite descamativa e sete com
dermatite ulcerativa). Tal achado se deve a matriz ungueal ser estimulada
pela presenca do parasito (NOLI, 1999).

Para confirmar o diagndstico de leishmaniose foram realizados dois
exames preconizados pelo Ministério da Saude, o exame parasitologico
através de citologia e o sorologico pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta. O resultado positivo na RIFI associados a presenca de sinais
clinicos da doenca em area endémica é o requisito basico para que os
cades sejam considerados portadores da enfermidade (BRASIL, 2003).
Isto, porém € muito discutido pela comunidade cientifica, pois a ocorréncia

de reacdes cruzadas com outras infeccdes é frequiente (ARAUJO, 2002).
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Mesmo tendo a confirmacdo do diagndstico de leishmaniose em
todos os animais pelo do exame parasitologico, também foi realizada a
reacado de imunofluorescéncia indireta. Um cao apresentou titulo abaixo
de 1:40, sendo considerado negativo para a infeccdo (EVANS et al.,
1990). Este cédo pertencia ao grupo com dermatite ulcerativa e nao foi
excluido, pois o0s exames citologicos e histologicos confirmaram a
presenca de formas amastigotas. Tal fato pode ser explicado
considerando que os animais infectados demoram algum tempo para a
producdo de anticorpos (PINELLI et al., 1994b; RUITENBERG, 1994;
FERRER, et al, 1995; TIZARD, 2000).

Controversamente, os achados da citologia aspirativa e biopsia de
pele, demonstrando a presenca de inumeras formas amastigotas e
plasmdcitos, poderiam sugerir uma infeccédo crénica, com a producdo de
anticorpos. Talvez, a velocidade de producéo de anticorpos nédo retrate a
disseminacdo do parasito na pele e nos linfonodos, mesmo com a
presenca de plasmacitos apresentando Corpusculos de Russel.

O local escolhido para a realizacdo das biopsias em todos os caes
com dermatite descamativa foi a regido cefalica, uma vez que o0s
flebotomineos picam mais a regido cefalica do cao (KILLICK-KENDRICK
e KILLICK-KENDRICK, 1999). Nos cédes com dermatite ulcerativa
padronizou-se a coleta de fragmentos de pele ulcerada do cotovelo, a fim
de minimizar as possiveis diferencas histopatologicas em virtude da

localizac&o e correlaciona-las com a marcacao de linfécitos T e B.
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Considerando a metodologia diagnostica de  padrdes
histopatoldgicos postulados por Ackerman (1978) e adaptadas por Yager
e Scott (1993), diferentes alteracbes foram encontradas nas lesdes
descamativas e ulcerativas.

Nos cdes com dermatite descamativa os padrdes histopatoldgicos
mistos foram os mais observados, seguidos da dermatite perianexial,
perivascular superficial e nodular.

Os padrbes que coexistem em uma mesma lamina histoldgica
podem representar a evolucdo da leishmaniose ou sua associacdo com
outra dermatose (GROSS et al., 1992, KOUTINAS et al., 1993).

Em um animal com dermatite descamativa foi observado acaros do
género Demodex associado a presenca de muitas formas amastigotas e
estruturas fangicas na haste de pélos (artroconideos) que se coravam
positivamente para o PAS. O mesmo foi relatado por Mozos et al. (1999),
porém sem a presenca de fungos, a concomitancia destas afeccdes
sugere um quadro de imunossupressao.

Yager e Scott (1993) citam a furunculose, a causa mais comum de
dermatite nodular/difusa piogranulomatosa. No presente trabalho, nem
todos os casos de dermatite nodular havia evidéncia de ruptura folicular.

Na dermatite perianexial, o infiltrado inflamatorio era mais freqiiente
ao redor das glandulas do que dos foliculos pilosos, concordando com

Koutinas et al. (1993) e Papadogiannakis et al. (2000).
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Entre outras alteracdes glandulares freqientes estavam a presenca
de restos de material sebaceo em meio a um infiltrado inflamatoério
granulomatoso e a dilatacdo de glandulas sudoriparas.

Papadogiannakis et al. (2001) citam a alteracdo sebacea como
uma adenite sebacea granulomatosa, tal descricAo tem que ser
cuidadosamente avaliada pelo clinico, principalmente no diagndstico
diferencial da adenite sebacea granulomatosa idiopatica, que acomete
Poodles e Akitas.

O padrdao descamativo da leishmaniose pode ser facilmente
diferenciado dos disturbios seborréicos priméarios pela presenca de uma
dermatite granulomatosa e piogranulomatosa (GROSS et al., 1992;
KOUTINAS et al., 1993). A inflamacdo da glandula sebacea observada
em doze animais com descamacdao, levando alteracbes na quantidade e
qualidade dos lipideos na epiderme, ndo pode ser a Unica explicacdo para
a excessiva descamacao encontrada nestes animais, pois trés caes com
descamacédo ndo apresentavam evidéncia de adenite sebacea. Rosser
(1993) descreve que uma das causas de distarbio de queratinizacao € a
quantidade de secrecdo sebacea estimulada por inflamacdo, o que nao
parece ocorrer nos quadros descamativos de dermatite por leishmaniose.

No grupo A, dos quinze animais estudados foi possivel a
identificacdo de formas amastigotas em oito casos, nos demais algumas
estruturas basofilicas, espalhadas na derme, assemelhavam-se ao

parasito, mas a confirmacdo somente poderia ser realizada com a técnica
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de imunoistoquimica (FERRER et al., 1988b; BOURDOISEAU et al.,
1997).

Muitas Ulceras presentes nos caes do grupo B apresentavam os
mesmos aspectos da leishmaniose tegumentar americana. As lesdes
eram arredondadas com bordas elevadas e fundo granuloso de cor
vermelho-vivo, recoberta ou ndo por exsudato seroso e
serossanguinolento. Porém, as bordas infiltrativas, presentes no homem,
que dao um aspecto chamado “em moldura de quadro” ndo foi observado
(SAMPAIO e RIVITTI, 2001).

E importante lembrar que na patogenia das lesées da leishmaniose
tegumentar, o processo inflamatério e as formas amastigotas ficam
confinados a pele e ndo se disseminam, ao contrario da variante visceral
nos cées, onde as lesdes néo se restringem a pele (FERRER et al. 1988;
MARTINEZ-ARENDS et al.,1991; CACERES-DITTMAR, et al. 1992,
COUTINHO et al., 1998).

O padrao histopatologico mais observados nos caes com dermatite
ulcerativa foi o perivascular superficial e profundo.

De acordo com Ridley e Ridley (1983), as ulceracbes sao
consequUéncias da liberagcdo do parasito dos macrofagos pela derme
levando uma intensa inflamacéo e vasculite.

Ackerman (1978) relata que as vasculites, causando isquemia,
seriam as principais causas das Ulceras. Neste estudo, seis cdes com

dermatite ulcerativa apresentavam vasculite leucocitoclastica, além da
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presenca de formas amastigotas, o que de forma isolada poderia ser a
causa de Uulceras (RIDLEY, 1983). A presenca exagerada de
imunocomplexos circulantes, decorrente da infeccdo pela Leishmania
poderia ser a causa destas vasculites leucocitoclasticas.

Dermatite difusa, onde agregados celulares e a morfologia normal
da derme néo séo visualizados, foi observada em trés cades com dermatite
ulcerativa e em nenhum com dermatite descamativa, confirmando a
ocorréncia de uma maior reacao tecidual neste padréao, atingindo areas
mais profundas.

Uma das principais causas de dermatite fibrosante € a furunculose
(YAGER e SCOTT, 1993). No grupo de cades com ulceracbes foi
observado este padrdo juntamente com evidéncia de ruptura folicular, o
mesmo ocorreu em outros trés cdes, porém sem que houvesse
predominancia de fibrose.

Nos cdes com dermatite ulcerativa as formas amastigotas foram
encontradas em sete cdes, um a menos do encontrado no grupo A,
discordando com Ferrer et al. (1988), onde em lesGes ulceradas a
dificuldade de encontrar parasito € maior que nas lesfes descamativas.

No presente trabalho, ndo ha subsidios suficientes para a hipétese
de uma imunocompeténcia tegumentar no desenvolvimento das lesdes
descamativas ou ulcerativas, a medida que as populacdes de linfécitos
CD4+ , CD8+, a producdo de citocinas e a capacidade linfoproliferativa

nao foram avaliadas (MARTINEZ-ARENDS et al.,1991; DA-CRUZ et al.
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1994; PINELLI et al. 1994; KEMP et al. 1996; FONDEVILA et al. 1997,
PAPADOGIANNAKIS et al. 2001; QUINNELL et al. 2001). Porém, fica
evidente que devido a maior imunomarcacéo das células CD3 em relacéo
as células CD79a, a resposta imune celular predomina sobre a resposta
humoral nas les6es descamativas e ulcerativas.

N&o foi possivel a padronizacdo da técnica de imunoistoquimica
com os marcadores CD4 e CD8 neste trabalho, pois o processamento das
amostras utilizou o formol tamponado a 10% e n&o o nitrogénio liquido
como agente fixador do tecido, independente do protocolo utilizado.

Sabe-se que lesbes alopécicas e descamativas, nos cdes com
leishmaniose visceral, sdo caracterizadas pela expressdo do complexo de
histocompatibilidade maior classe Il por células de Langerhans e
queratindcitos, presenca de um infiltrado inflamatério com predominio de
células T e baixo numero de formas amastigotas dentro dos macrofagos.
Em contraste, as lesdes nodulares apresentam uma dermatite
granulomatosa com varias formas amastigotas e um baixo numero de
células T infiltradas na derme (FONDEVILA et al., 1997; MOZOS et al.

1999, PAPADOGIANNAKIS et al., 2000).

71



Conclusoes



Rafael Torres Neto Conclusées

Nas condicbes em que foi realizado o presente trabalho, foi possivel

concluir-se que:

1. Alteracbes cutaneas predominantemente descamativas e
ulcerativas sdo alteragbes comuns em cades com leishmaniose
visceral.

2. Diferentes padrbes histopatolégicos ocorrem nas lesdes
descamativas, sendo a dermatite perianexial, com infiltrado
inflamatorio predominantemente ao redor das glandulas, a mais
frequente.

3. Varios padrdes histopatolégicos podem coexistir nas lesdes
descamativas, sendo o mais freqiente o0 perivascular
superficial/perianexial.

4. Diferentes padrbes histopatoléogicos ocorrem nas lesdes
ulcerativas, sendo a dermatite perivascular superficial e profunda a
mais frequente.

5. A populacgéo de linfocitos T € maior do que de linfocitos B, tanto na

dermatite descamativa quanto na ulcerativa.
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Anexo 3. Produtos utilizados na realizagdo da técnica de imunoistoquimica.

e TRIZMA BASE — P.M. 121.1 c0d.T1503 Sigma-Aldrich

e EDTA (&cido etilenodiaminotetra acético sal dissodico) — P.M. 372,24 Synth
e ACIDO CITRICO anidro — P.M. 192,13 Dinamica

e PEPSINA 1:10.000 Nuclear

e TRIZMA HCI - P.M. 157,6 cod.T7149 Sigma-Aldrich

e BIOTIN BLOCKING SYSTEM cod.X0590 DakoCytomation

e LIQUID DAB LARGE VOLUME SUBSTRATE — CHROMOGEN SYSTEM
(3,3'dimainobenzidina) cod.K3466 DakoCytomation

e LSAB + SYSTEM, HRP cod.K0690 DakoCytomation
e STREPTABC COMPLEX, HRP c0d.0377 DakoCytomation

e CATALYSED SIGNAL AMPLIFICATION (CSA) SYSTEM cod. K150 DakoCytomation

e ENVISION+™DUAL LINK SYSTEM, PEROXIDASE cod. K4061 DakoCytomation
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