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O alto preco de viver longe de casa — muito além do valor do aluguel

“‘Aprendemos a fazer um milhdo de coisas, mas voar... Voar a vida nao deixou. Ai o
homem foi |4 e criou 0 Boeing 737. E a gente descobriu que, mesmo sem asas, poderia
voar. Mas a grande complicacéo foi quando a gente percebeu que poderia ir sem data
para voltar. E assim comecaram a surgir 0s corajosos que deixaram o aconchego do
lar para estudar e sonhar com o futuro incrivel e hipotético que os espera. Os
corajosos que deixaram cidades amadas para viver oportunidades que nao aparecem
duas vezes. Os corajosos que deixaram, enfim, a vida que tinham nas maos, para
voar para vidas que decidiram encarar de peito aberto. A vida de quem inventa voar €
paradoxal, todo dia. E o peito eternamente divido. E chorar porque queria estar |4,
sem deixar de querer estar aqui. E ver o céu e o inferno na partida, o pesadelo e o
sonho na permanéncia. E se orgulhar da escolha que te ofereceu mil tesouros e se
odiar pela mesma escolha que te subtraiu outras mil pedras preciosas. E comegamos
a viver um roteiro classico: deitar na cama, pensar no antigo-eterno lar, nos
quildmetros de distancia, nas pessoas amadas, no que eles estao fazendo sem vocé,
nos risos que vocé nao riu, Nos perrengues que vocé ndo estava la para ajudar. E
tentar, sem sucesso, conter um chorinho de canto e suspirar sabendo que é o Unico
responsavel pela prépria escolha. No dia seguinte, ao acordar, ja esta tudo bem, a
vida escolhida volta a fazer sentido. Mas vocé sabe que outras noites dessa virdo. Eu
sei gque néo é facil. E que admiro quem encarou e encara tudo isso, todo dia. Para
guem tenta, para quem peita, para quem vai, o preco € alto. A gente se questiona, a
gente se culpa, a gente se angustia. Mas o destino, a vida e o peito as vezes pedem
que a gente embarque. Alguns ndo vao. Mas nos, que fomos, viemos e iremos, nao
estamos livres do medo e de tantas fraquezas. Mas estamos para sempre livres do

medo de nunca termos tentado. Keep walking.”
(Ruth Manus, 2015)
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RELApAo ENTRE AS LE§6ES HISTOLOGICAS E A CARGA PARASITARIA DA
REGIAO UNGUEAL DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM Leishmania
infantum

RESUMO - A onicogrifose € um dos principais achados clinicos em cdes com
Leishmaniose Visceral (LV), porém sdo escassas as pesquisas com enfoque na regiao
ungueal de cées infectados. O objetivo do presente estudo foi avaliar a regido ungueal
de cdes com LV que apresentaram ou nao onicogrifose, por meio das analises
histopatoldgica e imuno-histoquimica. O terceiro digito dos membros toracico e pélvico
foi colhido de 16 caes naturalmente infectados com Leishmania infantum, sem
predilecdo por sexo, raga ou idade. Os animais foram divididos em dois grupos, caes
com onicogrifose (GO; n=7) e sem onicogrifose (GSO; n=9). Os digitos foram
avaliados em quatro regioes (epiderme/derme dorsal, epiderme/derme ventral, matriz
ungueal dorsal e matriz ungueal ventral). Todas as lesdes observadas (infiltrado
inflamatério mononuclear, degeneracdo vacuolar dos queratindcitos basais,
separacdo dermo-epidérmica e incontinéncia pigmentar) estavam presentes em
ambos os grupos, porém em maior intensidade nos digitos de cdes com onicrogrifose.
A imunomarcacéo das formas amastigotas de Leishmania infantum foi observada nas
diferentes areas do digito. Observou-se diferenca estatistica entre as areas de
epiderme/derme dorsal com a matriz dorsal e com a matriz ventral nos digitos do
membro pélvico e, entre a epiderme/derme dorsal com a matriz dorsal no membro
toracico do grupo GO. Conclui-se que a principal alteracdo histopatoloégica da regido
ungueal de cédes com LV € o infiltrado inflamatério mononuclear independente da
presenca de onicogrifose. Estes animais apresentaram a presenca do parasita na
regido responsavel pelo crescimento da unha. Esta onicopatia parece estar associada
a presenca do parasita e ao microambiente inflamatério local.

Palavras-chave: cédo, leishmaniose visceral, digito, onicogrifose.



RELATIONSHIP BETWEEN HISTOLOGICAL INJURIES AND PARASITIC LOAD
OF NATURALLY INFECTED DOGS’ CLAW WITH Leishmania infantum

ABSTRACT - Onychogryphosis is among the main clinical findings in dogs with
Visceral Leishmaniasis (VL). However, there are few researches focusing on the claw
region of infected dogs. This aim of this study was to evaluate claw region of dogs with
symptomatic CanL with and without onychogryphosis, through histopathological and
immunohistochemical analyzes. The third digit of the right thoracic and pelvic limbs
was collected from 16 dogs with CanL, without for sex, breed or age predilection. The
dogs were divided into two groups, dogs with (GO; n = 7) and without onychogryphosis
(GSO; n = 9). The digits were evaluated in four regions (dorsal epidermis / dermis,
dorsal matrix / dermis, ventral matrix / dermis, ventral epidermis / dermis). All the
lesions observed (mononuclear inflammatory infiltrate, basal keratinocyte vacuolation,
dermoepidermal clefting and pigmentary incontinence) were presente in both groups,
but more strongly in the digits of dogs with onychogryphosis. Immunohistochemistry
revealed numerous amastigotes in the different areas of the digit. Statistical difference
was observed between dorsal epidermis / dermis areas with dorsal matrix / dermis and
ventral matrix / dermis in the digits of the pelvic limb, and between dorsal epidermis /
dermis éareas with dorsal matrix / dermis of the thoracic limb in dogs with
onychogryphosis. In conclusion, main histopathological alteration of the claw region of
dogs with CanL was mononuclear inflammatory infiltrate in the dorsal epidermis /
dermis area independently of onychogryphosis. The dogs presented high parasitic load
in the region responsible for the growth of the nail. This onycopathy does not appear
to be associated only with presence of the parasite, but also with local inflammatory
microenvironment, which possibly contributes to onychogryphosis by release of
inflammatory mediators at the site.

Keywords: dog, visceral leishmaniasis, digit, onychogryphosis.
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CAPITULO 2 — Relacgdo entre as lesdes histoldgicas e a carga parasitaria da
regido ungueal de cdaes naturalmente infectados com

Leishmania infantum

Figura 1. Seccao sagital mediana do terceiro digito toracico de cdo com leishmaniose
visceral. Notar as diferentes areas do digito canino. (1) Tenddo do musculo flexor
profundo dos dedos, (2) Parte da falange média do terceiro digito, (3) Tendao do
musculo extensor profundo dos dedos, (4) Epiderme/derme dorsal, (5) Matriz ungueal
dorsal, (6) Parede da unha, (7) Parte da falange distal do terceiro digito, (8) Matriz
ungueal ventral, (9) Epiderme/derme ventral (coxim
(o[ To 1> ) USSR 15

Figura 2. Fotomicrografias das alteracdes histopatologicas nas diferentes areas do
digito de cdo com leishmaniose visceral. (A) Infiltrado inflamatorio (*) distribuido de
forma difusa na epiderme/derme dorsal (barra=100um). (B) Na mesma area observa-
se Infiltrado inflamatério contendo macrofagos com formas amastigotas de
Leishmania spp. (setas e detalhe, barra=20um). (C) Infiltrado inflamatério (*) e
incontinéncia pigmentar (seta), presentes na matriz ungueal dorsal (barra=100um).
(D) Infiltrado inflamatério (*) e separacdo dermo-epidérmica acentuada (seta) na
matriz ungueal ventral (barra=100um). Hematoxilina e

B O S INa eeeeeeeee 18

Figura 3. Fotomicrografias das imunomarcacfes das formas amastigotas de
Leishmania infantum no digito de cdes com leishmaniose visceral. (A) Notar a
deteccdo do parasito no citoplasma de macréfagos na epiderme/derme dorsal (*;
detalhe; barra=50um). (B) Macréfagos parasitados presentes na matriz ungueal dorsal
(*; detalhe; barra=100um). (C) Presenca do parasito na matriz ungueal ventral (*;
detalhe; barra=100um). (D) Focos com macrofagos parasitados na epiderme/derme
ventral (coxim digital) (*; detalhe; barra=representa 100um). Complexo de polimeros
ligados & PeroXidase............oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
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Figura 4. Medianas da carga parasitaria observadas na comparacao entre 0s grupos.
(A) membro toracico (p=0,739) e (B) membro pélvico (p=0,450). Grupo com
onicogrifose (GO) e sem onicogrifose (GSO). Teste ndo paramétrico de Mann-
LAY 111 =2 20

Figura 5. Medianas da carga parasitaria observadas na comparacéo entre as areas
distintas do digito de animais sem onicogrifose (GSO). (A) membro toracico (p=0,476)

e (B) membro pélvico (p=0,256). Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pds teste

Figura 6. Medianas da carga parasitaria observadas na comparacao entre as areas
distintas do digito entre os grupos. (A) membro toracico (p>0,999) e (B) membro

pélvico (p>0,999). Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pds teste de

Figura 7. Medianas da carga parasitaria observadas na comparacao entre as areas
distintas do digito de animais com onicogrifose (GO). (A) membro toracico (p=0,004)
e (B) membro pélvico (p=0,020). Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pos teste
(0 L= I U oo 22



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma enfermidade crénica, considerada uma
antropozoonose de grande importancia mundial, devido as elevadas taxas de
morbidade e mortalidade humana em regides endémicas (CARVALHO NETA et al.,
2007), tornando-a uma das doencas mais importantes da atualidade (BRASIL, 2014).

Esta doenca pode acometer o ser humano, o cdo e 0s animais silvestres
(BRASIL, 2014). O agente etiolégico € o protozoario Leishmania infantum (BANETH
et al., 2008). A transmissdo da LV no hospedeiro vertebrado se da pela acéo
hematofaga de insetos vetores da espécie Lutzomyia longipalpis (BARATA et al.,
2004). O carrapato Rhipicephalus sanguineus pode albergar o parasita, mas ainda
nao esta comprovada a sua capacidade de transmitir a forma infectante de Leishmania
spp. (promastigota metaciclica) para o hospedeiro canino (DANTAS-TORRES;
LATROFA; OTRANTO, 2011). Todavia, a transmissdo vertical transplacentaria em
cadelas (ROSYPAL et al., 2005), bem como transmisséo venérea (SILVA et al., 2009),
tém sido relatadas.

Os caes sdo considerados os principais reservatérios da doenca em areas
urbanas (SILVA, 2007). O cédo com LV representa um grande problema de saude
publica, visto que a infec¢cdo canina € mais prevalente que a infeccdo no homem, além
de apresentar grande contingente de animais assintomaticos que albergam parasitos
na derme (QUEIROZ et al., 2010; JACINTHO, 2012; MOREIRA et al., 2013), o que
alerta para a importancia desses animais no ciclo de transmissdo da doenca
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

As formas amastigotas de Leishmania spp. podem ter ampla distribuicdo nos
tecidos de cées (REIS et al., 2009). Os principais sinais clinicos observados nos caes
acometidos pela LV séo linfadenomegalia, dermatopatias, hepatoesplenomegalia,
oftalmopatias, onicogrifose, entre outros (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

A onicogrifose € o crescimento demasiado das unhas e esta entre 0s principais
achados clinicos em cées infectados por leishmaniose visceral. Esta onicopatia pode

decorrer da presenca do parasito na matriz ungueal e/ou do ndo desgaste normal das



unhas (ALEXANDRE-PIRES; CORREIA, 2008). No entanto, a literatura € escassa
guanto ao estudo da regido ungueal de cées positivos para LVC.

Portanto, o presente estudo objetivou avaliar as alteracbes hematoldgicas e do
proteinograma sérico de caes com LV, além de analisar a regido ungueal do terceiro
digito dos membros toracico e pélvico de cdes com LV que possuiam ou nédo
onicogrifose, por meio da analise histopatolégica e imuno-histoquimica, e também,
determinar as lesGes nas diferentes areas ungueais como epiderme/derme dorsal,
matriz ungueal dorsal, matriz ungueal ventral, epiderme/derme ventral (coxim digital),

correlacionando estes achados com a presenca de onicogrifose.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose visceral canina

A LV é uma enfermidade crénica, considerada uma antropozoonose que possui
ampla distribuicdo, ocorrendo na Europa, Asia, Africa e nas Américas. Cerca de 90%
dos casos, da América Latina, advém do Brasil, com maior representatividade para a
Regido Nordeste (BRASIL, 2014). Por muito tempo a leishmaniose foi considerada um
problema restrito as areas rurais do Brasil, no entanto esse panorama tem mudado
devido a crescente prevaléncia de casos proximos a periferia de grandes centros
urbanos, como Aracatuba e Bauru, no Estado de S&do Paulo (SERRANO et al., 2008).

Nos centros urbanos os principais reservatorios da LV sao os cées (SILVA,
2007), tornando-os importantes no ciclo de transmissdo da doenca (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011), visto que os caes apresentam infeccdo mais prevalente que
a infeccdo humana, e animais assintomaticos albergam parasitos na derme
(QUEIROZ et al., 2010; JACINTHO, 2012; MOREIRA et al., 2013).

Os protozoarios tripanossomatideos do género Leishmania como Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonenses, Leishmania (Viannia)
guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi , Leishmania
(Viannia) lindenberg e Leishmania (Viannia) shawi causam a leishmaniose tegumentar

(BRASIL, 2007). J4 as espécies Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania



(Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi sdo causadores da
leishmaniose visceral. (BRASIL, 2014).

O parasita apresenta-se sob duas formas morfoldgicas distintas, a promastigota
gue é aforma com flagelo livre encontrada no tubo digestivo dos vetores invertebrados
e a amastigota que é a forma sem flagelo livre, encontrada no citoplasma de células
do sistema fagocitario mononuclear, principalmente nos macréfagos (SANTOS-
GOMES et al., 2008).

A transmissdo da doenca ocorre com a participacdo dos insetos vetores,
denominados flebotomineos, também conhecidos vulgarmente como mosquito-palha,
tatuquiras, birigui, entre outros. No Brasil, as espécies de mosquito Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi estdo envolvidas na transmisséo da LV (SANTOS-
GOMES et al., 2008; BRASIL, 2014 ).

A espécie L. longipalpis possui vasta distribuicdo geogréafica, ocorrendo nas
regibes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Originalmente esta espécie de
mosquito era encontrada proxima a matas, tendo inicio o ciclo primario de transmissao
envolvendo os animais silvestres como reservatérios, principalmente as raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) (BRASIL, 2014) e os marsupiais (Didelphis
albiventris) (SANTIAGO et al., 2007). No final dos anos 80, na regido Sudeste, foi
identificada a adaptacao do vetor aos ambientes urbanos, podendo ser encontrado no
peridomicilio e intradomicilio, favorecendo a transmisséo para o céo, tornando este o
principal reservatdrio em areas urbanas (SILVA, 2007).

As leishmanias possuem ciclo bioldgico heter6xeno, necessitando de um
hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. A infeccdo do vetor acontece quando a
fémea do mosquito flebotominio realiza seu repasto sanguineo em um mamifero
infectado, ingere macrofagos contendo as formas amastigotas de Leishmania spp.,
que posteriormente sofrem diferenciagdo no aparelho digestério do inseto vetor em
promastigotas. Estas se transformam até promastigotas metaciclicas, que sao as
formas infectantes aos hospedeiros vertebrados (TOMAS; ROMAO, 2008).

A fémea infectada do inseto, ao realizar um novo repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado, inocula juntamente com a saliva as formas promastigotas
metaciclicas. Na epiderme do hospedeiro, estas formas sdo fagocitadas por células

do sistema fagocitario mononuclear (SFM) e no interior dos macréfagos, diferenciam-



se em amastigotas e multiplicam-se até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a
liberacdo destas formas, que em seguida irdo infectar novos macrofagos. Deste modo,
0 protozoario nao fica limitado a pele, o que permite a sua disseminacgao sistémica no
hospedeiro, principalmente, para os orgaos ricos em SFM, como linfonodos, figado,
baco e medula 6ssea (BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

2.2 Resposta imunolégica do cao

O agravamento da LV no céo estd associado a diversos fatores, envolvendo
caracteristicas do parasita, da relacdo parasita-hospedeiro e a resposta imune ao
parasita (SANTOS-GOMES et al., 2008). O estudo desta resposta € imprescindivel
para a compreensao do processo infeccioso e caracterizacdo da doenca (FREITAS;
PINHEIRO, 2010).

As células apresentadoras de antigenos (APCs), como as células dendriticas e
as de Langerhans, atuam como células sentinelas na epiderme e parecem possuir
fungbes protetoras numa infeccdo causada por Leishmania spp. (MORENO, 2007).
As APCs séo especializadas no reconhecimento, apreensdo de antigenos e
transporte, com o objetivo de apresenta-los aos linfocitos T virgens, que irdo se
diferenciar em linfécitos T auxiliares (CD4) ou em linfécitos T citotoxicos (CD8)
(WILSON; VILLADANGOS, 2004).

Pelo fato do parasita ser intracelular obrigatério, a defesa imunoldgica depende
da atividade dos linfocitos T (FREITAS; PINHEIRO, 2010). Os linfocitos T CD4 podem
se diferenciar em subpopulacdes de linfécitos efetores, sendo denominados linfécitos
T auxiliares 1 (Thl), linfocitos T auxiliares 2 (Th2), linfécitos T auxiliares 17 (Th17) e
os linfécitos T regulatorios (Treg) (HAILU et al., 2005).

A diferenca entre resisténcia e susceptibilidade a infec¢do por Leishmania spp.
depende da proporcao das subpopulagdes de linfécitos T CD4 (linfécitos Thl e Th2).
A resisténcia a infeccdo esta associada a ativagdo das células Thl, que promovem
resposta imune celular protetora, por meio da produgcdo de citocinas, como
interleucina 2 (IL-2), Interferon gama (INF-y) e o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), que por sua vez ativam os macréfagos e os estimulam a sintetizar substancias

toxicas para promover a lise do parasita (SANTOS-GOMES et al., 2008).



A susceptibilidade esta relacionada a ativacéo de células Th2, que produzem
resposta imune humoral, caracterizada por citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
que suprimem a acdo dos macréfagos e estimulam os linfécitos B a produzirem
anticorpos, sendo ineficientes contra o parasita, permitindo a progressdo e
persisténcia da doenca (HAILU et al., 2005; BARBIERI, 2006).

A diferenciacao para subpopulacdes de células Thl e Th2 esta relacionada a
trés fatores: as citocinas presentes no ambiente da estimulacéo, o tipo de APCs e a
natureza e quantidade do antigeno (HAILU et al., 2005). Para Reis et al. (2006),
moléculas presentes na saliva do fleb6tomo atuam suprimindo a resposta inflamatéria
na pele e na modulagcdo de citocinas, sendo capazes de bloguear a resposta
imunoldgica do tipo Thl e estimular a do tipo Th2.

Nos animais resistentes a infeccédo, as APCs produzem Interleucina 12 (IL-12),
uma citocina que promove a diferenciagdo de linfocitos T na subpopulacdo Thil
(BARBIERI, 2006). As citocinas produzidas pela resposta do tipo Th1 influenciam no
aumento da producéo e proliferacéo de linfocitos e na atuacéo citotoxica das células
T CD8, mantendo o aspecto clinico saudavel no animal (PINELLI et al., 1999).

Por outro lado, nos animais susceptiveis ocorre producdo de IL-4,
desencadeando a diferenciagdo de linfocitos T na subpopulagdo Th2 (BARBIERI,
2006). Na resposta Th2 ocorre aumento da produgao de citocinas como IL-10 e Fator
de transformacao do crescimento beta (TGF-B) que inibem a resposta efetiva Thi,
contribuindo para o estabelecimento da infeccdo (ALVES et al., 2009).

Sendo assim, 0s animais sintomaticos apresentam, geralmente, uma forte
resposta imunolégica humoral e imunossupressdo da resposta celular especifica,
enguanto 0s animais assintomaticos demonstram ter resposta celular especifica e
fraca resposta humoral. No entanto, € importante reforcar que esta dicotomia nédo é
absoluta, uma vez que alguns caes possuem respostas mistas Th1l-Th2,
possivelmente consequéncia da viruléncia da estirpe do protozoario, dos fatores
intrinsecos e extrinsecos caracteristicos do animal e da duracdo da infeccéo
(SANTOS-GOMES et al., 2008).

Os linfocitos T citotoxicos CD8 estao envolvidos na resisténcia a doencga nos
cées, sendo responsaveis pela lise dos macrofagos infectados com Leishmania spp.
e pelo aumento da sintese de INF-y e TNF-a (BARBIERI, 2006).



As células Treg sdo subpopulagbes de linfocitos T CD4 que apresentam
atividade supressiva, importante para a manutengcdo da homeostasia imunoldégica, por
meio da interacdo célula-célula e/ou pela producéo de citocinas como a IL-10 e TGF-
B e que, no entanto, poderiam favorecer a sobrevivéncia do parasita (BELKAID;
TARBELL, 2009).

2.3 Alteracdes clinico-patoldgicas e sintomatologia clinica

Anteriormente os cdes soropositivos para LV eram classificados de acordo com
a condicao clinica, em assintomaticos (sem sinais clinicos), oligossintomaticos
(poucos sinais clinicos aparentes) e sintomaticos (com mais de trés sinais clinicos
aparentes) (QUEIROZ et al., 2010).

No entanto, para Solano-Gallego e Baneth (2008), a classificacdo dos cées
como assintomaticos, oligossintométicos e sintomaticos, baseado apenas no exame
fisico dos animais, apresenta limitacbes, pois ndo considera alteracdes clinico-
patolégicas e desconsidera 0os animais com desordens organicas, mas sem sinais
clinicos aparentes. Solano-Gallego et al. (2011) propuseram a classificacdo entre
animais assintomaticos (cdes sem sintomatologia clinica e alteracdes clinico-
patolégicas, mas com infeccdo por L. infantum confirmada por testes sorologico ou
molecular) e sintomaticos (cdes que apresentam sintomatologia clinica e alteracdes
clinico-patoldgicas e com infeccao confirmada por testes sorolégico ou molecular).

Dentre as alteracdes clinico-patologicas, as mais comuns Sao
hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, diminuicdo da proporcdo albumina/globulina,
anemia ndo regenerativa, leucocitose ou leucopenia, trombocitopenia, proteinuria,
enzimas hepaticas elevadas, azotemia renal. Os sinais clinicos da doenca séo
caracterizados por linfadenomegalia generalizada, emagrecimento progressivo,
esplenomegalia, hepatomegalia, dermatopatias, conjuntivite, Ulceras crostosas na
ponta dos pavilhdes auriculares, focinho e regido periorbital, observa-se também
atrofia muscular, desordens neurolégicas, onicogrifose, dentre outros (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011).

A onicogrifose € o crescimento demasiado das unhas e esta entre 0s principais

achados clinicos em cées infectados por leishmaniose visceral, sendo descrita nas



propor¢cdes de 60% (COSTARDI, 2009), 63,1% (ALMEIDA; MENDONCA; SOUSA,
2010), 82,5% (KOUTINAS et al., 2010), 62% (ANDRADE, 2012), 55% (FIGUEIREDO
et al., 2014) dos animais com LV. Esta onicopatia pode decorrer da presenca do
parasito na matriz ungueal e/ou do ndo desgaste normal das unhas (ALEXANDRE-
PIRES; CORREIA, 2008).
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Resumo — A onicogrifose € um dos principais achados clinicos em cédes com
Leishmaniose Visceral (LV), porém sdo escassas as pesquisas com enfoque na regido
ungueal de cédes infectados. O objetivo do presente estudo foi avaliar a regido ungueal
de cdes com LV que apresentaram ou nao onicogrifose, por meio das andlises
histopatoldgica e imuno-histoquimica. O terceiro digito dos membros toracico e pélvico
foi colhido de 16 cdes naturalmente infectados com Leishmania infantum, sem
predilecao por sexo, raca ou idade. Os animais foram divididos em dois grupos, caes
com onicogrifose (GO; n=7) e sem onicogrifose (GSO; n=9). Os digitos foram
avaliados em quatro regides (epiderme/derme dorsal, epiderme/derme ventral, matriz
ungueal dorsal e matriz ungueal ventral). Todas as lesdes observadas (infiltrado
inflamatério mononuclear, degeneracdo vacuolar dos queratindcitos basais,
separacdo dermo-epidérmica e incontinéncia pigmentar) estavam presentes em
ambos 0s grupos, porém em maior intensidade nos digitos de caes com onicrogrifose.
A imunomarcacao das formas amastigotas de Leishmania infantum foi observada nas
diferentes areas do digito. Observou-se diferenca estatistica entre as areas de
epiderme/derme dorsal com a matriz dorsal e com a matriz ventral nos digitos do
membro pélvico e, entre a epiderme/derme dorsal com a matriz dorsal no membro
toracico do grupo GO. Conclui-se que a principal alteracdo histopatologica da regiéo
ungueal de caes com LV é o infiltrado inflamatério mononuclear independente da
presenca de onicogrifose. Estes animais apresentaram a presenca do parasita na
regiao responsavel pelo crescimento da unha. Esta onicopatia parece estar associada
a presenca do parasita e ao microambiente inflamatorio local.

Palavras-chave: cédo, leishmaniose visceral, digito, onicogrifose.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma antropozoonose, amplamente distribuida
pelo mundo, que acomete o ser humano, o céo e os animais selvagens (Brasil, 2014),
cujo agente etioldégico no continente americano € o protozoario Leishmania infantum
(Baneth et al., 2008). Os mosquitos das espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi sdo os vetores que participam na transmissao da doenca (Barata et al., 2004).
O carrapato Rhipicephalus sanguineus pode albergar o parasita, mas ainda n&o foi
comprovada sua participacéo na transmisséo do parasita (Dantas-Torres et al., 2011).

Os sinais clinicos da LV sao variados, tais como, linfadenomegalia generalizada,
emagrecimento  progressivo,  esplenomegalia, hepatomegalia, alteracdes
dermatoldgicas, lesdes oftalmologicas, nefropatias, desordens neuroldgicas e
onicogrifose (Solano-Gallego et al., 2011).

A onicogrifose é o crescimento demasiado das unhas e esta entre 0s principais
achados clinicos em cédes com LV, sendo descrita na frequéncia de 63,1% (Almeida
et al., 2010), 40% (Koutinas et al., 2010) e 55% (Figueiredo et al., 2014). Alguns
autores relacionam o crescimento demasiado das unhas a presencga do parasita na
matriz ungueal (Baneth et a., 2008). Em um estudo detectou-se fraca amplificacdo do
DNA do parasita no digito de cdo com LV (Koutinas et al., 2010). No entanto, a
literatura € escassa quanto ao estudo da patogenia da onicogrifose em cées com LV.

Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar a regido ungueal dos membros
toracico e pélvico de cdes com LV, que apresentavam ou n&o onicogrifose, por meio
das andlises histopatoldgica e imuno-histoquimica. Paralelamente foi comparada a
intensidade das lesfes nas diferentes areas da regido ungueal, correlacionando estes

achados com a presenca de onicogrifose e com a carga parasitaria local.

2. MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados neste estudo eram procedentes do Centro de Controle de
Zoonoses do municipio de Aracatuba (Sao Paulo, Brasil), area endémica para LV.
Estes cédes foram eutanasiados seguindo a legislacdo brasileira (Brasil, 2008). O

terceiro digito, dos membros toracicos e pélvicos direitos, foi colhido de 16 cées (n=
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32) naturalmente infectados com Leishmania infantum. Nao houve predilecdo por
sexo, raca ou idade. Os cées foram selecionados por meio do teste sorolégico (ELISA)
ou por puncédo aspirativa por agulha fina do linfonodo popliteo para visualizacédo do
parasita. Estes animais foram divididos em dois grupos de cdes com onicogrifose (GO;
n=7) e sem onicogrifose (GSO; n=9).

Os fragmentos dos digitos foram fixados em solugdo de formol a 10%,
tamponado com fosfatos (0,15 Molar), pH 7,2, durante 48 horas. Apoés a fixacdo, os
digitos inteiros foram descalcificados em solucao de acido nitrico a 10%, durante oito
dias. Em seguida foi feita uma secc¢do sagital mediana nos digitos, utilizando navalha
descartavel de micr6tomo (Figura 1). Os digitos foram lavados em agua corrente por
15 minutos e em solucdo de bicarbonato de sodio por duas horas e, novamente
lavados em agua corrente por quatro horas. Posteriormente, os tecidos foram
desidratados em solu¢Bes de concentracdo crescente de alcool, diafanizados em xilol
e incluidos em parafina de acordo com a técnica histologica de rotina. Os cortes foram
feitos na espessura de 5um e corados com hematoxilina e eosina (HE) (protocolo
modificado de Tolosa et al., 2003).

As alteracbes histopatoldgicas do digito, tais como, infiltrado inflamatério
mononuclear, degeneracdo vacuolar dos queratinécitos basais, separacdo dermo-
epidérmica e incontinéncia pigmentar foram avaliadas em escores de 0-3 (0-ausente,
1-discreto, 2-moderado, 3-acentuado). Os escores foram aplicados em cada area do
digito: epiderme/derme dorsal, matriz ungueal dorsal, matriz ungueal ventral e

epiderme/derme ventral (coxim digital), conforme descrito por Koutinas et al. (2010).
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Figura 1. Seccéo sagital mediana do terceiro digito toracico de cdo com leishmaniose
visceral. Notar as diferentes areas do digito canino. (1) Tenddo do musculo flexor
profundo dos dedos, (2) Parte da falange média do terceiro digito, (3) Tenddo do
musculo extensor profundo dos dedos, (4) Epiderme/derme dorsal, (5) Matriz ungueal
dorsal, (6) Parede da unha, (7) Parte da falange distal do terceiro digito, (8) Matriz
ungueal ventral, (9) Epiderme/derme ventral (coxim digital).

A determinacéo da carga parasitaria, nas diferentes areas do digito, foi feita por
meio da técnica de imuno-histoquimica (modificado de Tafuri et al., 2004). Os tecidos
foram desparafinizados em estufa a 60°C por uma hora e posteriormente hidratados
em solugbes com concentracdes decrescentes de alcool, até a lavagem em agua
destilada. Posteriormente fez-se o bloqueio da peroxidase endégena com solucao de
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metanol (Synth) e peréxido de hidrogénio (30 volumes, Synth) a 8%, por 30 minutos,
em temperatura ambiente e protegido da luz. O bloqueio das proteinas inespecificas
foi feito com produto comercial (Protein Block, DakoCytomation, Céd. X0909), durante
30 minutos, em camara Umida a temperatura ambiente. Como anticorpo primario foi
utilizado o soro de cao positivo para LV, na diluicdo de 1:200, com duas horas de
incubacao a temperatura ambiente. Apés, os cortes foram incubados com o complexo
de polimeros ligados a peroxidase (kit Advance HRP, DakoCytomation, Cod. K4068).
Entre cada um dos passos descritos fez-se banhos em agua destilada e em solucéo
tampéao Tris HCI, pH 7,4. Para a visualizacdo da reacao utilizou-se o cromégeno DAB
(3,3-diaminobenzidina — DakoCytomation, c6d. K3468-1). Os tecidos foram contra-
corados com Hematoxilina de Harris e o meio de montagem foi o Entellan (Merck).
Como controle positivo foi utilizado linfonodo de cdo positivo para LV. O controle
negativo foi feito com diluente de anticorpo (Dakocytomation, cédigo S3022), em
substituicdo ao anticorpo primario.

A densidade de células parasitadas por animal foi determinada pela selecao de
oito campos microscopicos dos digitos, com objetiva 40x (area de 0,19625 um?), em
microscépio Nikon E200, cdmara digital Motic de 2,5 megapixels. As médias das
contagens das imunomarcagdes nos campos foram comparadas entre os grupos GO
e GSO, entre as diferentes regides dos digitos dentro de cada grupo e em cada
membro (toracico e pélvico).

A comparacdo entre os grupos foi feita pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. A comparacgéo entre as diferentes areas do digito dentro de cada grupo e em
cada membro foi feita pelos testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Dunn. Todas
as analises foram feitas no programa GraphPad Prism (versédo 6,01), considerando-

se as diferencas significativas quando P<0,05.
3. RESULTADOS
As principais alteraces histopatolégicas (Tabela 1) nas quatro areas do digito

foram infiltrado inflamatério mononuclear (Figura 2A) constituido por linfocitos,

plasmaocitos e macrofagos contendo formas amastigotas intracitoplasmaticas de
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Leishmania infantum (Figura 2B); degeneracdo vacuolar de queratindcitos basais;

separacdo dermo-epidérmica (figura 2C) e incontinéncia pigmentar (Figura 2D).

Tabela 1. Principais alteracdes histopatolégicas encontradas nas diferentes areas da
regido ungueal dos digitos dos membros toracicos e pélvicos de cdes com
leishmaniose visceral.

: < Grupo GO Grupo GSO
Tipo de Areas do
alteracéo digito Frequéncia Severidade Frequéncia Severidade
(%) (mediana) (%) (mediana)
E/D 13/18
dorsal 14/14 (100) 0-3(2) (72.2) 0-3 (2)
Intfiltrado ~~ MP 9/14 (64,2) 0-2(1)  8/18(44,4)  0-3(0)
inflamatorio”  ypy 12/14 (857) 0-3(1,5) 8/18(444) 03 (1)
E/D 12/18
ventral 14/14 (100) ~ 0-3(1) (66.6) 0-3 (1)
E/D
dorsal 9/14 (64,2) 0-2(1)  6/18(33,3)  0-2(0)
Degeneragdo MD 5/14 (35,7) 0-3(0)  6/18(33,3) 0-2 (0)
vacuolar™ -y 6/14 (42,8)  0-2(0)  7/18(388)  0-2(0)
E/D
ventra 81471 03(1)  7/18(388)  0-3(0)
E/D
dorsal 3/14(214)  0-1(0)  4/18(222)  0-3(0)
Separacdo  MD 9/14 (64,2)  0-3(1,5)  7/18(38,8) 0-3 (0)
D/ET MV 6/14 (42,8)  0-3(0,5) 5/18(27,7)  0-2(0)
E/D
ventral 3/14 (21,4) 0-3(0)  5/18(27,7)  0-3(0)
E/D
dorsal 5/14 (35,7) 0-3(0)  2/18(11,1)  0-3(0)
MD 5/14 (35,7) 0-3(0)  7/18(38,8)  0-3(0)
Incontinénciat
MV 7/14 (50) 0-3(1)  5/18(27,7)  0-3(0)
E/D

ventral 1014 (71.4)  0-3(1) 9/18 (50) 0-3(0,5)

E/D dorsal (Epiderme/derme dorsal); MD (Matriz ungueal dorsal); MV (Matriz ungueal ventral); E/D ventral (Epiderme/derme
ventral). *Infiltrado inflamatdrio mononuclear; **Degeneragao vacuolar dos queratindcitos basais; tSeparagao da jungdo dermo-
epidérmica; flncontinéncia pigmentar
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Figura 2. Fotomicrografias das alteracdes histopatologicas nas diferentes areas do
digito de cdo com leishmaniose visceral. (A) Infiltrado inflamatério (*) distribuido de
forma difusa na epiderme/derme dorsal (barra=100um). (B) Na mesma area observa-
se Infiltrado inflamatério contendo macrofagos com formas amastigotas de
Leishmania spp. (setas e detalhe, barra=20um). (C) Infiltrado inflamaté6rio (*) e
incontinéncia pigmentar (seta), presentes na matriz ungueal dorsal (barra=100um).

(D) Infiltrado inflamatério (*) e separacdo dermo-epidérmica acentuada (seta) na
matriz ungueal ventral (barra=100um). Hematoxilina e Eosina.
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Na analise imuno-histoquimica verificou-se a imunomarcacao citoplasmaética de

formas amastigotas de Leishmania infantum nas diferentes areas do digito (Figura 3).
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Figura 3. Fotomicrografias das imunomarcacdes das formas amastigotas de
Leishmania infantum no digito de cdes com leishmaniose visceral. (A) Notar a
deteccdo do parasito no citoplasma de macréfagos na epiderme/derme dorsal (*;
detalhe; barra=50um). (B) Macréfagos parasitados presentes na matriz ungueal dorsal
(*; detalhe; barra=100um). (C) Presenca do parasito na matriz ungueal ventral (*;
detalhe; barra=100um). (D) Focos com macrofagos parasitados na epiderme/derme
ventral (coxim digital) (*; detalhe; barra=100um). Complexo de polimeros ligados a
peroxidase.

N&o foi observada diferenca entre os grupos, em cada membro (membro
toracico, p=0,739 e membro pélvico, p=0,450, Teste de Mann-Whitney / Figura 4);
entre as areas do digito toracico e pélvico do grupo GSO (membros toracico, p=0,476
e pélvico, p=0,256; Teste de Kruskal-Wallis e de Dunn / Figura 5) e entre cada area
dos digitos toracico (p>0,999) e pélvico (p>0,999) entre os grupos (Testes de Kruskal-
Wallis e de Dunn / Figura 6). Entretanto houve diferenca entre as areas do digito
toracico e pélvico do grupo GO (p=0,004; Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn)
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observada entre a epiderme/derme dorsal e matriz ungueal dorsal no membro
toracico. No membro pélvico (p=0,020; Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn) as
diferencas foram observadas entre epiderme/derme dorsal e matriz ungueal dorsal, e

entre epiderme/derme dorsal e matriz ungueal ventral (Figura 7).
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Figura 4. Medianas da carga parasitaria observadas na comparacao entre 0s grupos.
(A) membro toracico (p=0,739) e (B) membro pélvico (p=0,450). Grupo com
onicogrifose (GO) e sem onicogrifose (GSO). Teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.
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Figura 5. Medianas da carga parasitaria observadas na comparacao entre as areas
distintas do digito de animais sem onicogrifose (GSO). (A) membro toracico (p=0,476)
e (B) membro pélvico (p=0,256). Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pos teste
de Dunn.
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Comparacio de cada area do digito toracico entre grupos
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Comparacao de cada area do digito pélvico entre grupos
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Figura 6. Medianas da carga parasitaria observadas na comparacao entre as areas
distintas do digito entre os grupos. (A) membro toracico (p>0,999) e (B) membro
pélvico (p>0,999). Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pés teste de Dunn.
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Figura 7. Medianas da carga parasitaria observadas na comparacao entre as areas
distintas do digito de animais com onicogrifose (GO). (A) membro toracico (p=0,004)
e (B) membro pélvico (p=0,020). Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pds teste
de Dunn.

4. DISCUSSAO

A onicogrifose em cées pode estar relacionada a alteragcbes de origem
bacteriana, fingica ou parasitaria, traumas, doencas sistémicas, proliferativas e
imunomediadas (Costa e Belli, 2011). Além disso, esta onicopatia pode ser observada
em associacdo a paroniquia de etiologia variada (Carlotti, 1999; Scott et al., 2001). No
presente estudo, ndo foi observado paroniquia em nenhum dos cdes com onicogrifose
corroborando com Koutinas et al. (2010).

Dentre as alteracdes histopatoldgicas na regido ungueal dos cées do presente
estudo, observou-se que a dermatite crénica foi mais representativa nas quatro areas
do digito dos animais com onicogrifose e um pouco menos frequente nos animais sem
onicogrifose. A onicogrifose parece esta relacionada com o processo inflamatério
(Baneth et al., 2008), no entanto os animais do grupo GSO ndo desenvolveram esta
onicopatia. Para Scott et al. (2001) isto pode ser explicado pelo tempo que pode levar
para que a onicogrifose seja clinicamente aparente apos iniciada a injuria tecidual e
resposta inflamatoria na derme da unha.

Na avaliagdo histopatolégica de cdes com unhas saudaveis pode-se observar
vacuolos intranucleares nas células basais (Mueller et al., 1993), que difere da
degeneracdo vacuolar dos queratindcitos basais encontrada neste estudo. A

degeneracéo vacuolar dos queratindcitos basais foi mais frequente nos animais do
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grupo GO em relagc&o aos animais do grupo GSO, diferindo de Koutinas et al. (2010)
gue encontraram a mesma alteracado na metade dos animais avaliados, independente
de possuirem ou ndo onicogrifose. Esta alteracdo é consequéncia da agressao aos
queratindcitos basais, quando estes ndo podem manter a homeostasia normal. Estas
células vacuolizadas podem resultar na formacao de fissura entre a epiderme e a
derme (Hargis e Ginn, 2013).

A separacao dermo-epidérmica foi mais frequente nos animais do grupo GO,
principalmente nas areas da matriz ungueal dorsal e matriz ungueal ventral. Mueller
et al. (1993) também observaram essa alteracdo em cées saudaveis com frequéncia
de 40% na matriz ungueal dorsal e 15% na matriz ungueal ventral e estes autores
atribuiram a artefatos de processamento. O tempo de descalcificacdo das amostras
destes autores e do presente estudo foi semelhante (oito dias). No entanto, Koutinas
et al. (2010) utilizaram periodo de descalcificacdo de 40 dias para diminuir artefatos
no corte das amostras e encontraram frequéncias dessa alteracdo proximas as do
presente estudo. Logo, sugere-se que esta alteragéo parece ocorrer nos casos de LV
canina devido, ao enfraquecimento da juncdo dermo-epidérmica.

Neste estudo observou-se maior frequéncia de incontinéncia pigmentar nos
animais do grupo GO, enquanto Koutinas et al. (2010) observaram igualmente em
cdes com LV que possuiam ou ndo onicogrifose. Koutinas et al. (1992) também
observaram esta alteracdo na dermatite esfoliativa em caes com LV. Para Hargis e
Ginn (2013) a incontinéncia pigmentar ocorre devido lesdo inespecifica associada a
inflamacéo, sendo observada em doencas que danificam as células basais ou os
melandcitos, como o lUpus eritematoso. Sendo assim, esta alteracdo pode ser
observada na resposta inflamatoria da LV.

A imunomarcagéo de amastigotas de Leishmania infantum foi evidenciada nas
quatro areas do digito. Sendo predominantemente observada na regido
epiderme/derme dorsal, seguida da epiderme/derme ventral, matriz ungueal ventral e
matriz ungueal dorsal. Na comparacao entre as areas dos digitos toracico e pélvico
do grupo GO, houve diferenca significativa entre epiderme/derme dorsal com a matriz
ungueal dorsal (membro toracico) e entre epiderme/derme dorsal com a matriz
ungueal ventral (membro pélvico). Essas diferencas podem sugerir que a

epiderme/derme dorsal € uma regido de facil acesso para o inseto vetor.
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Este é o primeiro estudo que demonstra formas amastigotas de Leishmania
infantum na regido ungueal de cdes com LV pelas andlises de HE e imuno-
histoquimica. Para Mueller et al. (2004), o processo de descalcificacdo, mesmo
quando aplicado por curto periodo de tempo (dois dias) resulta na desnaturacdo de
proteinas e possivel falha na técnica de imuno-histoquimica. Koutinas et al. (2010)
atribuiram o insucesso da analise por HE e imuno-histoquimica em seus estudos ao
processo de descalcificacdo que durou 40 dias, mesmo assim conseguiram amplificar
bandas fracas do DNA de Leishmania spp. (PCR), na regido ungueal de caes com LV.
No entanto, estes autores ndo informam o tempo de fixacdo, tamanho da amostra,
agente neutralizador do descalcificador. Ambos utilizaram acido formico como agente
descalcificador, enquanto no presente estudo foi utilizado acido nitrico e bicarbonato
de sédio como agente neutralizador da reacdo. Portanto, sugere-se que a falha nas
imunomarcacdes de outros estudos esté relacionada a estas diferencas no protocolo
de descalcificagao.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que a principal alteracéo histopatoldgica, da regido ungueal de cées
com LV, foi o infiltrado inflamatério mononuclear na regido de epiderme/derme dorsal
independentemente da presenca de onicogrifose. Estes animais apresentaram carga
parasitaria na regido responsavel pelo crescimento da unha. Esta onicopatia nao
parece estar associada apenas a presenca do parasita, mas também ao
microambiente inflamat6rio local, que pode estar contribuindo com a onicogrifose pela

liberacdo de mediadores inflamatérios no local.

Cumprimento aos padrdes éticos: O presente estudo com os animais foi avaliado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
Paulista (CEUA-UNESP), Campus de Jaboticabal, sob n° Protocolo 11976/15.
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