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AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA DA MUSCULATURA ESTRIADA ESQUELETICA
EM CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral pode ser incluida como uma das causas de
miopatia inflamatéria em cées, entretanto, pouco se sabe sobre a patogénese da
doenca no sistema muscular, sendo incriminada muitas vezes apenas a natureza
catabdlica da enfermidade. O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de
imunoistoquimica, a presenca de formas amastigotas de Leishmania sp, linfécitos T
(CD3+), macréfagos e IgG nos musculos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps
femoral e gastrocnémio de 23 cées naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.
Dentre 0os 92 musculos avaliados,11 (12%) apresentaram marcacao antigénica para
formas amastigotas de Leishmania sp, 35 (38,1%) para linfocitos T (CD3+), 29 (31,5%)
para macrofagos e 14 (12%) para IgG. Os resultados obtidos permitiram concluir que
em cdes com leishmaniose visceral apresentam imunomarcacdo para formas
amastigotas de Leishmania sp., linfécitos T CD3+, macrofagos e IgG, sugerindo a
participacdo direta do parasito e de uma resposta imune celular e humoral na

fisiopatogenia da lesdo muscular.

Palavras-Chave: imunoperoxidase, Leishmania sp., miopatia, resposta imune celular,

resposta imune humoral.



IMMUNOHISTOCHEMISTRY EVALUATION OF SKELETAL MUSCULATURE IN
DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY - Visceral leishmaniasis may be included as a cause of inflammatory
myophathy in dogs, however, little is known about the pathogenesis of the disease in the
muscular system, which is frequently associated with the catabolic nature of the illness.
The purpose of this study was investigate, through immunohistochemistry, the presence
of amastigote forms of Leishmania sp, T lymphocytes (CD3+), macrophages and IgG in
the muscle triceps brachial, extensor carpi radialis, biceps femoris and gastrocnemius of
23 dogs with visceral leishmaniasis. Among 92 evaluated muscles, 11 (12%) presented
antigenic marking for amastigote forms of Leishmania sp., 35 (38,1%) for T lymphocites
(CD3+), 29 (31,5%) for macrophages and 14 (12%) for 1gG. The results of the present
experiment led to the conclusion that in dogs with visceral leishmaniasis there may be a
straight participation of the parasite and of cellular and humoral immune response in the

ethiopatogeny of the muscular injury.

Keywords: immunoperoxidase, Leishmania sp., myophathy, cellular immune response,

humoral immune response.



I.  INTRODUCAO

A leishmaniose visceral € uma zoonose que atinge populacdes dos cinco
continentes, sendo conhecida, na América Latina, como Leishmaniose Visceral
Americana ou Calazar Neotropical. De acordo com Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) a leishmaniose é uma das seis endemias mundiais que afetam cerca de dois
milh6es de pessoas a cada ano. Estima-se que a prevaléncia das diferentes formas
clinicas da enfermidade no mundo ultrapassa 12 milhdes de casos, e que cerca de 360

milhdes de pessoas vivem em &rea de risco.

O Brasil é responsavel por 90% dos casos de leishmaniose visceral humana no
continente americano, sendo que, dos 27 estados brasileiros, 20 j4 notificaram a
doenca. O primeiro caso autoctone de leishmaniose visceral canina no estado de Séo
Paulo foi diagnosticado em maio de 1998, em Aracatuba. A partir de entdo, o niumero
de animais acometidos pela doenca na regido vem aumentando consideravelmente,
difundindo-se para outras regides do Estado, inclusive com casos autoctones

identificados na Regido metropolitana de S&o Paulo desde o ano de 2005.

As manifestacdes clinicas da doencga variam de acordo com a patogenicidade do
parasita, que difere entre as espécies, e com as respostas imunoldgicas celulares do
hospedeiro. Apesar da leishmaniose visceral ser incluida como uma das causas de
miopatia inflamatoria em cées, pouco se sabe sobre a patogénese da doenca no
sistema muscular, sendo incriminada muitas vezes apenas a natureza catabdlica da

enfermidade.

Considerado que as alteracdes histopatolégicas e imunoistoquimicas observadas
na musculatura estriada esquelética de cédes, naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, ndo sejam decorrentes apenas de um processo catabdlico da
doenca e que, a resposta imunoldgica contra o parasita pode apresentar-se de forma

compartimentalizada em diferentes tecidos, tem-se como objetivo avaliar por meio da



técnica de imunoistoquimica, a presenca de formas amastigotas de Leishmania sp., a
resposta imune celular e humoral, em musculos de caes infectados, na tentativa de

elucidar a fisiopatogenia da doenca no tecido muscular.



ll. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose visceral é causada por um protozodrio da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, e do género Leishmania (ROSS, 1903). Os parasitas
responsaveis pela enfermidade pertencem ao complexo donovani, compreendendo trés
espécies, que variam de acordo com a regido geografica, sendo a Leishmania donovani
observada na Asia e Africa; Leishmania infantum na Asia, Europa e Africa e Leishmania
chagasi nas Américas (LAVERAN & MESNIL, 1903; ROSS, 1903; NICOLE, 1908;
CUNHA & CHAGAS, 1937; LAINSON & SHAW, 1987).

Alguns pesquisadores afirmam que semelhancas estruturais verificadas por meio
de estudos moleculares indicam que a L. chagasi e a L. infantum sdo a mesma espécie,
permitindo a denominagdo de L. infantum/chagasi para o agente etiologico desta
enfermidade no continente americano (MAURICIO et al., 1999; JERONIMO et al.,
2005).

A primeira observacdo dos parasitas foi descrita na india em 1855 por
Cunningham. Em 1903 o agente etiolégico da leishmaniose foi identificado quase que
simultaneamente por Willian Leishman e Charles Donovan (DONOVAN, 1903;
MICHALICK & GENARO, 2007). No entanto, LAVERAN & MESNIL (1903)
consideraram que o parasita associado ao Calazar indiano fosse um piroplasma,
nomeando-o de Piroplasma donovani. Ross, nesse mesmo ano, criou 0 género
Leishmania, denominando Leishmania donovani o agente etioldgico da leishmaniose
visceral (ROSS, 1903).

Nas Américas, a primodescricdo da doenca data de 1913, quando Migone, em
Assuncao (Paraguai), descreve o primeiro caso humano em autopsia de um individuo
proveniente do municipio de Boa Esperanca no Mato Grosso do Sul. Em 1934 Penna,
examinando 47.000 laminas de viscerotomias realizadas para o estudo da distribuicdo

geografica da febre amarela no Brasil, encontrou 41 casos positivos de leishmaniose



visceral americana (BRASIL, 2006; MICHALICK & GENARO, 2007). Em 1936 Evandro
Chagas realizou, por meio de puncdo esplénica, o primeiro diagnéstico in vivo da
doenca e também apontou a Lutzomyia longipalpis como provavel vetor da
leishmaniose visceral no Brasil (CUNHA & CHAGAS, 1937).

A leishmaniose visceral canina, do ponto de vista epidemioldgico, é considerada
mais importante que a doen¢a humana pois, além de ser mais prevalente, apresenta
um grande contingente de animais infectados, que mesmo assintomaticos servem como
fonte de infeccdo para os vetores (DE ANDRADE et al., 2007; LARANGEIRA, 2009).
Enquanto a prevaléncia da infeccdo em cdes em areas endémicas pode chegar a mais
de 50%, a prevaléncia da doenca varia entre trés e 10% (FERRER, 2002).

A doenca era, até recentemente, considerada como rural, tipica de ambientes
silvestres, mas hoje pode ser também contraida em zonas suburbanas e urbanas.
Atualmente surtos e epidemias de leishmaniose visceral canina tém sido observados
em grandes centros urbanos do Brasil, como Recife (PE), Natal (RN), Brasilia (DF),
Belo Horizonte (MG), Rio de Janeiro (RJ), Trés Lagoas (MS), Bauru (SP) e Aracatuba
(SP) (SILVA et al., 2001; FRANCA-SILVA et al., 2003; SAO PAULO, 2003; BRASIL,
2006; DANTAS-TORRES, 2006; RIBEIRO, 2007).

A leishmaniose visceral canina foi registrada em 57 municipios do Estado de Séo
Paulo, abrangendo todas as regides em que o vetor foi detectado, exceto a Regiédo
Metropolitana de Sao Paulo, em que o mecanismo de transmissao ainda nao foi
elucidado. Verifica-se que a expansdo ocorreu no sentido Oeste-Leste e, mais
recentemente, no sentido Norte-Sul, na regiao Leste do Estado de Sao Paulo, a partir
do Estado de Minas Gerais (CAMARGO NEVES, 2007).

O principal mecanismo de transmissdo ocorre quando as fémeas de
flebotomineos, infectadas com formas promastigotas, alimentam-se em hospedeiros
susceptiveis. Durante o repasto sanguineo estas formas sdo inoculadas na pele,
gerando uma resposta inflamatéria local, com subsequiente fagocitose por células do

sistema mononuclear fagocitario, principalmente os macrofagos. No interior dos



macrofagos as promastigotas perdem o flagelo diferenciando-se em amastigotas, que
se multiplicam por sucessivas divisdes binarias. As células densamente parasitadas
rompem-se liberando estas formas, que serdo fagocitadas por novos macrofagos.
Ocorre, entdo, a disseminagdo hematogénica e linfatica para tecidos ricos em células
do sistema mononuclear fagocitario. O ciclo continua quando fémeas da Lutzomyia sp.,
ao sugarem o sangue de mamiferos infectados, ingerem macrofagos parasitados com
formas amastigotas de Leishmania sp. ApoOs cerca de 72 horas as formas amastigotas
tranformam-se em promatigostas no trato digestivo do inseto, sendo eliminadas pela
saliva durante o repasto sanguineo (FERRER, 2002; BANETH, 2006; MICHALICK &
GENARO, 2007).

Estudos em camundongos demonstraram que 0s macrofagos, as células
dendriticas e as células de Langerhans infectadas por parasitas atuam como células
apresentadoras de antigenos aos linfocitos T do tipo CD4+. Em resposta aos antigenos
protéicos dos parasitas, os linfocitos T CD4+ auxiliares sdo estimulados a produzir
interleucinas e, dependendo do perfil estimulado, diferenciam-se em sub-populacdes de
células efetoras Tal ou Ta2 (NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000, MACHADO et al.,
2007).

As células T auxiliares CD4 do tipo Tal, ativadas pela IL-12, produzem citocinas
pro-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), a interleucina 2 (IL-2) e 0
interferon gama (IFN- y), que aumentam a eficiéncia das células fagociticas e de
linfocitos citotoxicos. O IFN-y é um potente indutor da formacdo de superoxido e 6xido
nitrico pelos macrofagos, favorecendo o controle do parasitismo com a eliminagédo da
infeccdo (PINELLI et al, 1994; FERRER, 2002; CIARAMELLA & CORONA, 2003;
BARBIERI, 2006; MACHADO et al., 2007).

Inversamente, quando séo ativadas as células Ta2 ocorre producao de citocinas
antiinflamatérias, como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 10 (IL-
10) e interleucina 13 (IL-13). Estas levam a proliferacéo de linfécitos B e consequente

producdo de imunoglobulinas, principalmente a IgG, desencadeando a formacéo de



uma grande quantidade de imunecomplexos circulantes, 0os quais causam danos em
varios 6rgdos (KONTOS & KOUTINAS, 1993; NOLI, 1999; CIARAMELLA & CORONA,
2003; BARBIERI, 2006).

A partir dessas consideracdes observa-se que a capacidade do hospedeiro em
controlar a infeccdo estd associada a resposta Tal, e a progressdo da doenca a

resposta Taz2.

A inducao preferencial de linfocitos Tal ou Ta2 depende de alguns fatores, como
a dose infectante, o mecanismo de apresentacao do antigeno, a via de inoculacdo e o
padrdo genético do hospedeiro (FERRER, 2002; CIARAMELLA & CORONA, 2003;
BARBIERI, 2006; KRAMER et al., 2006).

Outras células também desempenham importante papel na infeccdo causada
pela Leishmania sp. As celulas de Langerhans sdo essenciais na inducdo da resposta
imune especifica por serem responsaveis pelo transporte de parasitas aos linfonodos
regionais, local onde esta resposta se inicia. Os leucocitos polimorfonucleares (PMN)
participam da fagocitose dos parasitas e, em conjunto com imunoglobulinas e sistema

complemento, possuem acéo leishmanicida (LAURENTI et al., 1996).

Os macrofagos, além de realizarem fagocitose, reparo e cicatrizacdo tecidual,
agem como ceélulas apresentadoras de antigenos no inicio da resposta imune e afetam
o curso da doenca secretando interleucina 1 (IL-1), 6 (IL-6),12 (IL-12) e fator de necrose
tumoral (TNF), os quais aumentam a eficiéncia das células fagociticas e de linfécitos
citotoxicos (ROITT et al., 1993; ENGWERDA et al., 2004; BARBIERI, 2006).

PACIELLO et al. (2009) observaram que os midcitos de cdes com leishmaniose
visceral agem como células apresentadoras de antigenos, expressando moléculas de
histocompatibilidade (MHC) do tipo | e Il, além de secretam citocinas como IL6 e fator
de necrose tumoral. Essas observacfes indicam a importancia do mioblasto no controle

direto do parasita, além de desencadear uma resposta inflamatéria local. Alguns



autores sugerem que esta funcdo ocorra apenas em miopatias de origem inflamatéria
(ENGLUND et al., 2001; WIENDL et al., 2005; PACIELLO et al., 2007).

Embora o fator de necrose tumoral tenha uma importante fungdo no controle da
Leishmania sp., estudos em humanos e camundongos infectados sugerem que esta
citocina, em doses constantes, desencadeie sinais clinicos como febre prolongada,
fraqueza, hiporexia e caquexia (BARRAL-NETO et al., 1991; KAYE et al., 2004). O fator
de necrose tumoral causa protedlise e inibicdo da lipase lipoproteica no tecido
muscular, levando a reducdo no didmetro da miofibra, além de alterar a funcéo

metabdlica da célula, podendo induzi-la a apoptose (PEARSON et al.,1992).

Outras interleucinas, como a IL1 e IL6 também participam do processo catabdlico
observado em doencgas crénicas como a leishmaniose visceral (HARRISON et al.,
1986).

Em relagdo as manifestagfes clinicas, assim como o0s seres humanos, os caes
com leishmaniose visceral podem apresentar sintomas inespecificos, tais como febre
irregular por longos periodos, perda progressiva de peso e caquexia em seu estagio
final (GENARO, 1993; FEITOSA et al., 2000). Podem apresentar, ainda, alteracbes
digestorias, renais, hepaticas, cardio-respiratorias, locomotoras, neurolégicas e oculares
(NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000; SCOTT et al., 2001; FERRER, 2002; ALVAR et al.,
2004; BANETH, 2006; MARCONDES, 2007; SILVA et al.,, 2007; SONODA, 2007,
BANETH et al., 2009; MARCONDES, 2009).

Problemas no sistema locomotor levam a claudica¢ao, impoténcia funcional ou
paresia, em decorréncia de quadros de poliartrite, polimiosite e até osteomielite.
Eventualmente ulceragfes interdigitais e edema de membros também podem causar
dificuldade locomotora (WOLSKCHRIJN et al., 1996; BURACCO et al., 1997; FEITOSA
et al., 2000; MCCONKEY et al., 2002; AGUT et al., 2003; BANETH, 2006; SILVA et al.,
2007; FERRARO, 2009). Muitos autores relatam que cdes com leishmaniose visceral

possuem mioatrofia, inicialmente nos mdusculos das fossas temporais, seguida,



sucessivamente, pelo resto da musculatura do corpo (KONTOS & KOUTINAS, 1993;
KOUTINAS et al., 1999; FEITOSA, et al., 2000).

O método de diagnéstico de eleicdo para a leishmaniose visceral é o
parasitologico, fundamentando-se na demonstragdo de formas amastigotas do parasita
em esfregacos obtidos por meio de citologia aspirativa por agulha fina de linfonodos,
medula éssea, baco e figado e, menos freqientemente, em esfregacos sangiineos,
ndédulos cutaneos ou outros tecidos corados com corantes de rotina, tais como Giemsa,
Wright e Pandtico (FERRER, 1999; ALVAR et al., 2004; BRASIL, 2006; IKEDA-GARCIA
& FEITOSA, 2006). Trata-se de um método simples, com especificidade de 100% e

sensibilidade dependente do grau de parasitemia e do tipo de material bioldgico colhido.

As formas amastigotas sdo reconhecidas pela sua forma esférica a ovoide,
medindo entre 2-5 um e contendo um nucleo arredondado e um cinetoplasto alongado
(KONTOS & KOUTINAS, 1993; BRASIL, 2006).

Se o0s parasitas sdo numerosos a identificagdo néo é dificil, contudo, em muitos
casos, especialmente em animais assintomaticos ou em tecidos pouco parasitados,
poucas formas amastigotas sdo observadas, tornando o diagndstico incerto e muitas
vezes inconclusivel. Este problema pode ser solucionado com a utilizagéo da técnica de
imunoistoquimica, que € um meio de diagnéstico mais sensivel (BOURDOISEAU et al.,
1997; BEENA et al., 2003; TAFURI et al., 2004; MELO, 2005; MOREIRA et al., 2007;
SONODA, 2007; GIUNCHETTI et al., 2009).

A imunoistoquimica combina técnicas anatomopatoldgicas, imunolégicas e
bioquimicas, localizando componentes tissulares pelo uso de anticorpos especificos e
moléculas marcadas em cortes histolégicos parafinados, congelados ou previamente
mantidos em formol. Trata-se de um instrumento muito utilizado em pesquisas e na
esfera diagnostica (TAFURI et al., 2004; BARRA, 2006). Diversos tecidos tém sido
avaliados por meio desta técnica na tentativa de minimizar resultados inconclusivos
observados em outros métodos laboratoriais (FERRER et al., 1988; BOURDOISEAU et
al., 1997; XAVIER et al., 2006; MOREIRA et al., 2007). De acordo com BOURDOISEAU



et al. (1997), TAFURI et al. (2004) e MELO (2005), estudos realizados para a deteccao
de formas amastigotas de Leishmania sp. em tecidos de cées infectados apresentam
um aumento de até 50% de positividade quando da utilizacdo da técnica de

imunoistoquimica em comparacédo a histopatologia com Hematoxilina-Eosina (HE).

MOREIRA et al. (2007), pesquisando a presenca do parasita em tecidos linféides
de cades com leishmaniose visceral, observaram que a imunoistoquimica apresentou
resultados mais sensiveis e especificos que os métodos de ELISA, citologia aspirativa
por agulha fina e histopatologia (HE), obtendo resultados que variaram entre 92,7% a

100% de sensibilidade, na dependéncia dos sinais clinicos encontrados.

A imunomarcacado de linfécitos, imunoglobulinas e macrofagos também tem sido
avaliada em alguns estudos realizados em caes portadores de leishmaniose visceral
(VAMVAKIDIS et al., 2000; MARCONDES 2009; TORRES-NETO et al., 2009).

Os linfécitos expressam um grande numero de imunomarcadores em suas
membranas, os quais podem ser utilizados para distinguir varias subpopulacdes
celulares.O sistema CD (cluster of differention) refere-se a grupos ou agrupamentos de
anticorpos monoclonais que se ligam especificamente a um determinado marcador
celular (ROITT et al.,1993). O CD3+ é uma importante molécula do complexo receptor
antigénico (TCR) presente na membrana de linfocitos T, que transmite sinais a célula

quando o receptor TCR se conjuga com o antigeno (ROITT et al.,1993).

Enquanto as moléculas CD3+ encontram-se presentes em todas as subespécies
de linfocitos T, o CD4+ pode ser observado em receptores de células T auxiliares,
neutréfilos e macréfagos, e o CD8+ em receptores de linfocitos T citotdxicos (ROITT et
al.,1993). Algumas moléculas, como o CD5+, encontram-se em receptores de
membrana tanto de linfécitos T como em subespécies de linfécitos B (ROITT &
DELVES, 2004), dificultando a classificacéo da célula.

O receptor de linfécitos B consiste de imunoglobulinas de superficie ligadas a

moléculas, como o CD79+. No entanto, a expressao de superficie para receptores de



IgG ou do complemento também podem auxiliar na identificacdo destas células (ROITT
& DELVES, 2004). Desta forma, a deteccdo de algumas moléculas em tecidos de
animais infectados permite determinar se a resposta imunologica desenvolvida pelo cao
€ do tipo celular ou humoral (TORRES-NETO et al., 2009).

TORRES-NETO et al. (2009), avaliando lesbes de pele de 30 cdes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral por meio de imunomarcadores de moléculas
CD3+ e CD79+, verificaram uma maior positividade de células CD3+ em 29 animais.
Segundo os autores, os resultados demonstraram um predominio de uma resposta

imune celular sobre a humoral.

Em um estudo realizado por LARANGEIRA (2009) com 120 caes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, foram utilizados imunomarcadores anti-CD3+,
anti-macrofagos e anti-Leishmania sp. em cortes histologicos de bacgo, linfonodos e
pele. A autora verificou que 100% dos tecidos linféides eram positivos para as trés
marcagbes. No entanto, a maior quantidade de células CD3+ estava associada a
tecidos com menor carga parasitaria, sugerindo a ocorréncia de uma resposta imune
celular adequada. Embora 90% dos animais apresentassem macrofagos na pele,
somente 39% possuiam marcacdo para CD3+. Neste tecido observou-se associacao
direta entre o menor numero de células CD3+ e uma maior carga parasitaria,
demonstrando que a resposta imune celular pode ser compartimentalizada na
leishmaniose visceral canina. Diferente do que ocorreu com linfécitos T, néo foi
observada uma correlagdo entre o numero de macrofagos e a carga parasitaria

tecidual.

MARCONDES (2009), avaliando por meio de imunoistoquimica o sistema
nervoso central de 39 cédes com leishmaniose visceral, ndo verificou marcacéo
antigénica para formas amastigotas de Leishmania sp. Entretanto, em todos os cées
foram observados CD3+ e macrd6fagos no sistema nervoso central, variando em
intensidade de acordo com o fragmento de tecido analisado. A autora observou uma

diferenga estatisticamente significativa entre as imunomarcacdes de caes



assintomaticos e daqueles com quadro neurologico, sugerindo que 0s sintomas
neurolégicos associados a leishmaniose visceral, numa fase mais avancada da doenca,
sdo decorrentes de uma reacdo do sistema imune e ndo da presenca do parasita no

tecido nervoso.

Para o estudo de doengas neuromusculares se faz necesséario, muitas vezes,
além de uma avaliagéo clinica, a realizacdo de estudos eletromiograficos e de biopsia
muscular (TORRES & NORONHA, 2006).

Em pacientes com suspeita de doenca muscular devem ser examinados,
preferencialmente, os muasculos proximais e distais dos membros (CARNEIRO-FILHO
et al., 2001; CRUZ et al., 2001). Sempre que possivel o exame eletromiografico deve
ficar restrito a um dos lados do corpo. Desta forma, os musculos contralaterais sdo
preservados no caso de ser necessaria a obtencdo de biopsias. Para complementar a
avaliacdo muscular, diversos autores ressaltam a importancia do uso da histopatolgia e
da imunoistoquimica no diagndstico e progndstico de miopatias inflamatérias e
degenerativas em caes (PANCIERA et al., 2001; MORITA et al., 2002; PUMAROLA et
al., 2004).

Apesar de a leishmaniose visceral canina causar uma doenca sistémica crénica
e de haver relatos de uma ampla variedade de sintomas e lesdes envolvendo todos os
sistemas organicos, o comprometimento muscular ainda é pobremente investigado
(MACRI & GUARDA, 1987; FEITOSA et al., 2000; EUGENIO et al., 2002; BANETH,
2006). A patogenia da mioatrofia, que comumente afeta cies com leishmaniose
visceral, é muitas vezes atribuida somente a natureza catabdlica da doenca (DEDET &
BELLAZZOUNG, 1985; KONTOS & KOUTINAS, 1993). Contudo, alguns estudos
afirmam que as alteragcdes histopatolégicas observadas no mduasculo de animais
infectados, como degeneracdo e necrose, presenca de infiltrado inflamatorio
mononuclear, tecido adiposo, fibrose e variacdo no tamanho da fibra muscular sé&o
decorrentes de uma resposta inflamatéria & acdo parasitaria e ndo por um processo
catabdlico (VAMVAKIDIS et al., 2000; FERRARO et al., 2009; PACIELLO et al., 2009).



Existem, na literatura, alguns relatos de casos de miosite em animais portadores
de leishmaniose, sendo esta enfermidade incluida como uma das causas de miopatias
inflamatdrias em carnivoros domeésticos (BLOT & FUHRER, 1996; PODELL, 2002;
PACIELLO et al., 2009). MACRI & GUARDA (1987) descreveram um caso de
dermatomiosite em um c&o com leishmaniose. KOUTINAS et al. (1999) em um estudo
realizado com 158 cées portadores de leishmaniose visceral, encontraram 24,7% dos
animais com atrofia muscular mastigatoria, indicando que a enfermidade pode levar a

um quadro de miosite em caes.

VAMVAKIDIS et al. (2000), realizando eletromiografia nos musculos
mastigatérios e no mausculo tibial cranial de 24 cdes com leishmaniose visceral,
verificaram a ocorréncia de miopatia tanto em caes com, quanto sem atrofia muscular.
Por meio de analise histopatolégica, observaram quadros de atrofia muscular, com
variaveis graus de necrose das fibras musculares, infiltrado inflamatorio mononuclear e
vasculite neutrofilica em 16 cdes com presenca de atrofia muscular e em seis animais
sem evidéncias clinicas de mioatrofia. Dezesseis (67%) dos 24 cades apresentavam
formas amastigotas de Leishmania sp. na musculatura. Desta forma, sugeriram que as
lesdbes musculares em casos de leishmaniose visceral sdo decorrentes tanto da
presenca do parasita como de uma resposta imunomediada. Os autores verificaram
ainda, que a presenca de anticorpos séricos anti-miécitos em diversas fibras
musculares pode preceder as alteracdes microscopicas e eletrofisioldgicas, ja que em
alguns animais sem alteracdes histoptoldgicas ou eletromiograficas eram identificados

anticorpos anti-miofibrilas.

EUGENIO et al. (2002), avaliando um cZo com miosite de musculos da face,
proveniente de area endémica para leishmaniose visceral, identificaram formas

amastigotas de Leishmania sp. nos musculos zigomatico, bucinador e masseter.

FERRARO (2009) avaliou musculos dos membros toracicos e pélvicos de 25
caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral por meio de eletromiografia e

exame histopatoldgico. Os resultados eletromiograficos demonstraram que 76% dos



animais (19 cédes) apresentavam um quadro de polimiosite. As avaliacbes
histopatologicas, por sua vez, identificaram quadros de miosite em 24 animais (96%).
As principais alteracbes observadas no tecido muscular esquelético foram: variados
graus de degeneracdo e necrose de miofibras; presenca de resposta inflamatéria por
células mononucleares; fibrose e presenca de ceélulas adiposas no endomisio. Essas
alteracbes excluem a possibilidade de atrofia muscular por emagrecimento e estado
catabalico.

PACIELLO et al. (2009), ao avaliar musculos esqueléticos de 15 cées portadores
de leishmaniose visceral com sinais de atrofia muscular e emagrecimento, detectaram
marcagfes antigénicas para Leishmania sp., linfécitos T CD3+, linfécitos TCD4+ e
linfocitos TCD8+, sugerindo que as lesBes musculares observadas por meio da
histopatologia séo causadas por uma resposta imunomediada local, desencadeada pela
presenca do parasita.



[ll. OBJETIVOS

Partindo-se da hipotese de que cdes com leishmaniose visceral apresentam
mioatrofias devido a um quadro de polimiosite e ndo exclusivamente pela natureza
catabdlica da enfermidade, € que se concebeu o presente estudo com o objetivo de
pesquisar, por meio de imunoistoquimica, a presenca de formas amastigotas de
Leishmania sp, linfocitos T (CD3+), macréfagos e IgG na musculatura estriada
esquelética de cées, na tentativa de obter uma melhor compreensédo da fisiopatogenia

da doenca no sistema muscular.



IV. MATERIAL E METODOS
1. Animais

Para a realizacdo do presente estudo foram inicialmente utilizados 65 caes
adultos, machos ou fémeas, sem raca definida, encaminhados para eutanasia ao
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Aracatuba — SP. Esses animais
eram domiciliados e provenientes de diversos bairros do municipio e foram recolhidos
por apresentarem sorologia positiva para leishmaniose visceral, quando do inquérito

epidemiolégico. Todos os cdes foram submetidos ao exame fisico e a avaliagdo

eletromiografica, mesmo antes da confirmac¢ao do diagndstico de leishmaniose visceral.

Dos 65 animais inicialmente investigados, somente 23 apresentaram formas
amastigotas de Leishmania sp. em esfregacos de linfonodos, baco e/ou figado por meio

da citologia aspirativa por agulha fina (CAAF).

Baseando-se no resultado da eletromiografia de dois musculos do membro
toracico e dois musculos do membro pélvico, os caes foram subdivididos em dois
grupos. O primeiro, constituido por oito cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral sem evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia, e 0 segundo
formado por 15 cdes com alteracdes eletromiograficas indicativas de um quadro de

polimiopatia.

2. Delineamento Experimental

Ap6s o exame fisico foi realizada a eletromiografia em dois muasculos dos
membros toracicos (triceps braquial e extensor carpo radial) e dois musculos dos
membros pélvicos (biceps femoral e gastrocnémio), com o objetivo de pesquisar a
ocorréncia de um quadro de miopatia. Para a realizacdo do exame eletromiogréafico os



membros foram escolhidos aleatoriamente, de modo que em alguns cées realizou-se a
avaliacdo do membro toracico esquerdo e em outros do membro toracico direito, o

mesmo ocorrendo com 0s membros peélvicos.

Os caes que revelaram alteracfes eletromiograficas em um Unico membro, em
dois musculos do mesmo membro, ou que tiveram resultados dentro dos parametros de
normalidade, formaram o grupo 1 (grupo sem polimiopatia). Os animais que
apresentaram alteracOes eletromiograficas compativeis com miopatia em pelo menos
um musculo do membro toracico e um musculo do membro pélvico, configurando assim

um quadro de polimiopatia, passaram a constituir o grupo 2 (grupo com polimiopatia).

ApOs a realizacdo da eletromiografia os animais foram tranquilizados com
Acepromazina® na dose de 0,055 mg/kg, por via intravenosa. Decorridos 15 minutos os
cdes foram anestesiados com Pentobarbital sédico’ na dose de 15 mg/kg, por via
intravenosa, e submetidos a eutanasia com uma ampola de 10mL de cloreto de
potassio®, de acordo com o Decreto n° 51.838 do Ministério da Satde do Brasil, de 14
de marco de 1963, o qual estabelece que animais domeésticos portadores de
leishmaniose devem ser submetidos a eutanasia. O método empregado seguiu as
recomendacdes da Resolucdo n°. 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal

de Medicina Veterinaria.

Em seguida, realizou-se bidpsias dos musculos triceps braquial, extensor carpo
radial, biceps femoral e gastrocnémio, contralaterais aos avaliados na eletromiografia.
Os fragmentos musculares foram fixados em formalina tamponada para posterior
procedimento de rotina histopatolégica e imunoistoquimica. Os exames
eletromiograficos e histopatoldgicos fizeram parte de um estudo realizado por
FERRARO (2009), cujas interpretacdes dos resultados encontram-se apresentados nos

anexos AaZ e AA aZZ, respectivamente.
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3. Eletromiografia

Para a realizacdo dos testes eletromiogréficos foi utilizado um equipamento da
marca VIASYS* - modelo Viking Quest, de dois canais, portatil. Os sitios para aplicacéo
dos eletrodos exploratérios foram mapeados por THOMSON & BOWEN (1971). Foram
avaliadas, em cada musculo, a atividade elétrica insersional (AEI), a atividade elétrica

de repouso (AER) e as atividades elétricas voluntarias (AEV) minima e maxima.
4. Biopsia muscular

Apés a colheita do fragmento muscular, este era levemente estirado e fixado a
uma tira de madeira, para evitar contracdo e formacao de artefatos, conforme sugerido
por VALENTINE & MCGAVIN (2007). Os fragmentos foram fixados em formol
tamponado a 10% (pH 7,4), por 24 horas, armazenados em alcool 70°e processados

pelas técnicas histotécnicas habituais para inclusao do tecido em parafina.

De cada fragmento muscular foram feitos trés cortes transversais seriados, de
trés a cinco micrébmetros de espessura, para a realizacdo de técnicas histoldgicas

coradas com hematoxilina-eosina (HE) e imunoistoquimica.

5. Citologia aspirativa por agulha fina de linfonodo, baco e figado

Os exames citologicos dos linfonodos popliteos ou pré-escapulares, do bacgo e
do figado, para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp., foram realizados
apos a colheita do material por meio de citologia aspirativa por agulha fina, com uma
agulha hipodérmica 25x7mm acoplada a uma seringa de 10mL. Os esfregacos dos
materiais obtidos foram realizados imediatamente apds a colheita, secos ao ar e
corados com corante hematolégico®, para posterior observacdo ao microscépio de luz,

com objetiva de 100x, em imerséo.
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6. Histopatologia
Os cortes histolégicos dos musculos foram corados com hematoxilina-eosina e
avaliados quanto aos aspectos morfoldgicos genéricos, formas das fibras, presenca de

fibras degeneradas, infiltrado inflamatorio, alteragdes estruturais e fibrose endomisial.

A avaliacao histopatolédgica teve como finalidade confirmar a presenca de lesdes
musculares bem como definir suas caracteristicas, no sentido de fornecer informacdes
quanto a cronicidade da lesédo. As interpretacdes dos exames histopatologicos de cada

musculo avaliado encontram-se nos anexos AA a ZZ.

7. Reacdo de Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica foi realizada no Laboratério de Moléstias
Infecciosas (LIM-50) do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da USP.
As reacbes foram realizadas em cortes histolégicos dos mesmos fragmentos
musculares previamente coradas pela hematoxilina-eosina. O método empregado para
a deteccdo de formas amastigotas de Leishmania sp., linfocitos T (CD3+), macréfagos
e IgG foi o da Streptavidina-Biotina-Peroxidase (“Labelled Streptavidina-Biotina —
LSAB).

As escolhas das diluicbes dos anticorpos basearam-se naquelas que
apresentaram melhor definicdo das marcacdes antigénicas, com menor reacdo de
fundo. Para os anticorpos anti-CD3+, anti-Leishmania sp. e anti-macréfagos, utilizaram-
se as diluicdes 1:120; 1:1000 e 1:600, respectivamente, de acordo com LARANGEIRA
(2009). Para o anticorpo anti-lgG foram testadas as diluicbes 1:50; 1:100; 1:200; 1:300;
1:400; 1:600; 1:1200; 1: 2400, 1: 4800 optando-se pela diluicdo 1:2400.

Em cada reacdo foi realizado um controle positivo e um negativo para as
imunomarcagdes descritas, utilizando-se cortes de bago e linfonodos de caes

naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.



7.1. Producéo de soro hiperimune anti-Leishmania sp.

Camundongos BALB/c foram inoculados com 10° formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e, ap6s 60 dias, colheu-se o sangue por via intracardiaca. As
amostras foram centrifugadas a 1000 rpm (180g), durante 10 minutos, na temperatura

de 4°C e o soro obtido foi glicerinado na propor¢éo de 1:1 e armazenado a -20°C.

7.2. Reacdo de Imunoistoquimica para pesquisa de Leishmania sp., linfocitos T

(CD3+), macréfagos e IgG.

Para o processamento da técnica de imunoistoquimica os cortes foram
desparafinizados com xilol a frio, por aproximadamente 15 minutos. A hidratacao foi
realizada em banhos de alcool etilico absoluto, seguidos por banhos em alcodis em
concentragBes decrescentes (100%, 92,8%, 70% e 30%) e agua destilada. A
recuperacao antigénica foi feita em solucgéo citrato 10 mM, pH 6,0, aguecido em banho-
maria de 96 a 99°C, durante 30 minutos. Apos o resfriamento (até 55°C) foi feito o
blogueio da peroxidase endégena com perdxido de hidrogénio 10 volumes, tendo sido
realizadas oito trocas de cinco minutos cada. Em seguida fez-se o bloqueio de ligacdes
inespecificas, utilizando-se leite em pé desnatado® diluido a 6% em solugédo tampéo

fosfato (PBS) 0,05% e agua destilada, durante uma hora em estufa a 37°C.

Para a incubagédo utilizou-se, em cada um dos cortes histologicos, o anticorpo
primario policlonal anti-Leishmania sp., produzido em camundongo, na diluicdo de
1:1000; o anticorpo policlonal anti-CD3+ humano’, produzido em coelhos, na diluicéo de
1:120; o anticorpo monoclonal anti-macréfago humano®, produzido em camundongos,
na diluicdo de 1:600 e o anticorpo policlonal anti-lgG canino®, produzido em cabras,

conjugado com peroxidase, na diluicdo de 1: 2400.

® Molico®- Nestlé — S&o Paulo, Brasil

" Polyclonal Rabbit Anti-Human CD3 — A0452 - DakoCytomation CA, USA

® Mouse Anti-Human Macrophages — MCA874G - AbD Serotec — Morphosys Co. — Munich, Germany

° Goat anti-Dog IgG (h+l) HRP conjugated — A40-123P - Bethyl Laboratories Inc. — Montgomery, TX, USA.



Os anticorpos primérios foram diluidos em solucédo de albumina bovina (BSA) a
1% e incubados a 4° C durante a noite. Apds a incubacgéo os cortes foram lavados trés
vezes, durante cinco minutos cada lavagem, com PBS-Tween 20 a 0,05% e novamente
incubados em estufa (37°C) com anticorpo secundario biotinilado™®, durante 60 minutos.
Posteriormente, as laminas foram incubadas com solucdo de Streptoavidina-

Peroxidase?, a 37°C, durante 45 minutos.

A reacéo final foi revelada com o substrato cromégeno 3,3’-diaminobenzidina®?,
acrescida de um mililitro de peréxido de hidrogénio (H,0O,) 10 volumes e interrompida
com &gua destilada apos 5 minutos. A contra-coloracdo do tecido foi feita com
Hematoxilina de Harris por dois a trés minutos. ApGs a lavagem em agua destilada, as
laminas foram desidratadas em ordem crescente de alcoois e xilol, e montadas com
balsamo da Canada e laminula. Os cortes foram observados em microscopia de luz

convencional, utilizando-se as objetivas de 40X e 100 X.

As imunomarcagdes foram analisadas de forma semi-quantitativa e classificadas
comparativamente de acordo com sua intensidade. A classificacdo foi definida em
cruzes, da seguinte forma: (-) ausente; (+) raras; (++) leve, (+++) moderada e (++++)
intensa. Para a realizagdo da andlise estatistica as cruzes foram substituidas por

nameros de zero a quatro.

8. Andlise Estatistica

A comparacdo entre 0s grupos para a pesquisa de Leishmania sp., linfécitos T
(CD3+), macréfagos e IgG foi realizada por meio do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, utilizando-se o programa “Statistical Analysis System” (1999). As estatisticas

foram consideradas significativas quando p<0,05.

0 Kit LSAB - K0690 - DakoCytomation CA, USA
" Liquid DAB + Substrate Chromogen System - K3468 - DakoCytomation CA, USA



V. RESULTADOS

Os principais sinais clinicos observados nos 23 caes acometidos por leishmaniose

visceral encontram-se apresentados no Quadro 1. Apenas um céo (N21) possuia sinais

sugestivos de alteragdo neuromuscular, caracterizados por paresia dos membros pélvicos.

Quadro 1. Principais sinais clinicos observados em 23 cées naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral. (Jaboticabal — SP, 2009).

Céo Sinais Clinicos

N1 Emagrecimento, lesbes cuténeas ulcerativas difusas, piopododermatite

N2 Caquexia, lesbes cutaneas ulcerativas difusas

N3 -

N4 Emagrecimento, lesdes cutdneas ulcerativas difusas, descamacao cutanea,
hiperqueratose em saliéncias 6sseas

N5 Emagrecimento, lesbes cutaneas ulcerativas difusas, descamacao cutanea,
hiperqueratose em saliéncias 06sseas, onicogrifose, secrecdo ocular
mucopurulenta bilateral

N6 Emagrecimento

N7 Emagrecimento, lesbes cutaneas ulcerativas difusas, intensa descamacao
cutanea, hiperqueratose em saliéncias 0sseas

N8 -

N9 Emagrecimento, secrecao ocular mucopurulenta bilateral

N10 Emagrecimento, secre¢ao ocular mucopurulenta bilateral, dispnéia

N11 Emagrecimento, intensa descamacao cuténea, hiperqueratose e ulceracdo
em saliéncias 0sseas

N12 Emagrecimento, lesBes cutaneas ulcerativas difusas, pelame untuoso,
descamacdo cutanea, hiperqueratose em saliéncias 6sseas

N13 Caquexia, lesbes cutaneas ulcerativas difusas, piopododermatite

N14 =

N15 -

N16 Caquexia, lesdes cutaneas ulcerativas difusas, claudicacdo, Ulceras em
coxins

N17 -

N18 =

N19 -

N20 Emagrecimento, lesbes cuténeas ulcerativas difusas, tosse produtiva

N21 Emagrecimento, paresia dos membros pélvicos

N22 Caquexia, pelame untuoso e descamacao cutanea

N23 -

(-): nada digno de nota.




As interpretacfes dos resultados individuais das avaliagGes eletromiograficas dos
caes, realizadas por FERRARO (2009), encontram-se dispostas de forma simplificada
nos anexos A a Z. Optou-se por apresentar a interpretacdo dos resultados, e ndo as
alteracdes eletromiograficas em si, uma vez que o objetivo deste estudo nao foi avaliar
resultados da técnica de eletrodiagnostico, mas tdo somente utilizar os resultados para
subdividir os animais em dois grupos.

Dentre os 23 animais avaliados, somente em oito (34,8%) ndo se caracterizou um
quadro de polimiopatia (Grupo 1). No entanto, destes, seis cdes (N1 a N6) possuiam
alteracbes eletromiograficas, apenas em um membro. Por outro lado, os animais N7 e
N8 tiveram os resultados dos quatro musculos dentro dos parametros de normalidade.
Quinze (65,2%) caes apresentaram resultados da eletromiografia compativeis com um
quadro de polimiopatia (Grupo 2).

Em alguns musculos foi possivel verificar alteracbes sugestivas de processos
inflamatorios e também de evolucado crénica. Dos oito caes sem polimiopatia, somente
um tinha quadro crénico (N 2), enquanto dos 15 animais com polimiopatia 14 tinham

evolugao cronica da doenga.

Os resultados obtidos por FERRARO (2009) quando da avaliagdo histopatologica
dos musculos por hematoxilina-eosina (HE) foram utilizados no sentido de melhor
determinar a natureza das lesOes. Todos o0s caes, exceto o N18, apresentaram lesdes
histopatologicas em pelo menos um muasculo avaliado. Os resultados individuais
resumidos da avaliacdo histopatologica por HE encontram-se apresentados nos anexos
AAaZZ.

Utilizou-se como parametro para determinar a cronicidade de uma leséo a
presenca de fibrose e infiltrado de tecido adiposo nas fibras musculares, conforme
descrito por VALENTINE & MCGAVIN (2007).

Em relacdo a evolucdo do quadro, dos oito cdes sem confirmacado eletromiogréfica

de polimiopatia, quatro (50%) tinham lesbes sugestivas de processo cronico em pelo



menos um musculo, enquanto 14 (93,3%) cdes com polimiopatia apresentaram infiltrado

de tecido adiposo e/ou presenca de fibrose, sugerindo cronicidade do quadro.

Os resultados das andlises histopatologicas identificaram trés caes com quadro
sugestivo de polimiopatia (com lesdes em pelo menos um musculo de cada membro),
caracterizados como grupo sem polimiopatia pela eletromiografia. Sado eles os animais
N2, N5 e N6. No grupo 2 (cdes com polimiopatia), em trés cdes (N11, N15 e N18) néo se
evidenciaram alteracfes histopatoldgicas que indicassem um quadro de polimiopatia

(Quadro 2), como sugerido pelo exame eletromiografico.

A avaliacao histopatolégica dos musculos permitiu confirmar que quase todos os
animais com polimiopatia apresentaram lesdes musculares de evolugdo crodnica,

enquanto o mesmo s6 ocorreu em parte dos caes sem polimiopatia.

As Figuras 1A, 2A, 3A e 4A evidenciam fotomicrografias de 6rgéos linféides de céo
naturalmente acometido por leishmaniose visceral, utilizados como controle positivo da
reacao para Leishmania sp., linfécitos T, macréofagos e IgG, respectivamente. As Figuras

1B, 2B, 3B e 4B referem-se aos respectivos controles negativos das reacgoes.

Dentre 0os 92 musculos estriados esqueléticos avaliados, em apenas 11 (12%)
observou-se marcagdo antigénica para formas amastigotas de Leishmania sp, sendo
que todos pertenciam ao grupo de animais com lesdes crbnicas e evidéncias
eletromiograficas e histopatologicas de polimiopatias. As imunomarcacdes para
Leishmania sp. foram verificadas principalmente em areas com degeneracao, necrose
e/ou infiltrado inflamatério mononuclear, na regido endomisial, variando quanto a
intensidade. No que tange a distribui¢do, os parasitas foram observados de forma focal
e multifocal no tecido muscular (Figura 5). Na regido perimisial foram encontradas raras

imunomarcagdes para Leishmania sp., ausentes na regido perivascular.

Em todos os musculos parasitados foram encontrados linfécitos T (CD3+) e
macrofagos. Os linfocitos T (CD3+) foram visualizados em 35 (38,1%) musculos

avaliados, dos quais 27 pertenciam ao grupo de animais com sinais eletromiograficos



de polimiopatia (Figura 6). As células marcadas concentravam-se em &reas com
infiltrado inflamatdrio mononuclear e/ou com presenca de degeneracdo e necrose de
miofibras, com distribuicdo focal e multifocal, na regido endomisial. Embora os
musculos parasitados possuissem grande quantidade de linfécitos T CD3+, a presenca

dos ultimos ndo estava ligada diretamente a imunomarcacao parasitaria.

Quadro 2. Interpretacdo dos resultados obtidos nas avaliagbes eletromiograficas e
histopatolégicas dos musculos estriados esqueléticos triceps braquial,
extensor carpo radial, biceps femoral e gastrocnémio de 23 caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, quanto a ocorréncia de
polimiopatia e cronicidade das lesdes. (Jaboticabal — SP, 2009).

Cao Eletromiografia Histopatologia

N1 | Sem polimiopatia Sem polimiopatia
N2 | Sem polimiopatia crénico Polimiopatia
N3 | Sem polimiopatia Sem polimiopatia cronico
N4 | Sem polimiopatia - Sem polimiopatia
N5 | Sem polimiopatia Polimiopatia cronico
N6 | Sem polimiopatia Polimiopatia cronico
N7 | Sem polimiopatia ndn Sem polimiopatia
N8 | Sem polimiopatia ndn Sem polimiopatia cronico
N9 Polimiopatia cronico Polimopatia cronico
N10 Polimiopatia cronico Polimiopatia cronico
N11 Polimiopatia cronico Sem polimiopatia cronico
N12 Polimiopatia cronico Polimiopatia crénico
N13 Polimiopatia cronico Polimiopatia cronico
N14 Polimiopatia cronico Polimiopatia cronico
N15 Polimiopatia cronico Sem polimiopatia cronico
N16 Polimiopatia cronico Polimiopatia crénico
N17 Polimiopatia crénico Polimiopatia cronico
N18 Polimiopatia Sem polimiopatia ndn
N19 Polimiopatia cronico Polimiopatia cronico
N20 Polimiopatia cronico Polimiopatia cronico
N21 Polimiopatia crénico Polimiopatia cronico
N22 Polimiopatia cronico Polimiopatia crénico
N23 Polimiopatia cronico Polimiopatia cronico

(----): animais com alteracBes eletromiogréaficas ou histopatoldgicas, sem definicdo de quadro agudo ou crénico; (ndn): auséncia
de alteragoes.



Figura 1. Fotomicrografias de fragmentos de ba¢o de c&o naturalmente acometido
por leishmaniose visceral usado como controle positivo (A) e controle
negativo (B) da reacdo de imunoistoquimica para linfocitos T. LSAB, obj.
40x. (Jaboticabal-SP, 2009).

Figura 2. Fotomicrografias de fragmentos de linfonodo de c&o naturalmente
acometido por leishmaniose visceral, usado como controle positivo (A) e
controle negativo (B), da reacdo de imunoistoquimica para Leishmania
sp.. LSAB, obj. 40x. (Jaboticabal-SP, 2009).



Figura 3. Fotomicrografias de fragmentos de linfonodo de c&o naturalmente
acometido por leishmaniose visceral usado como controle positivo (A) e
controle negativo (B) da reagdo de imunoistoquimica para macrofagos.
LSAB, obj. 40x. (Jaboticabal-SP, 2009).

Figura 4. Fotomicrografias de fragmentos de linfonodo de céo naturalmente
acometido por leishmaniose visceral usado como controle positivo (A) e
controle negativo (B) da reacdo de imunoistoquimica para IgG. LSAB, ob;.
40x. (Jaboticabal-SP, 2009).



A marcacao antigénica para macrofagos foi identificada em 29 (31,5%) musculos
avaliados (figura 7), dos quais 24 pertenciam ao grupo de animais com polimopatia. Os
macrofagos encontravam-se na sua maioria dispersos na regido endomisial, em areas
com infiltrado inflamatério e/ou degeneracdo e necrose; e em menor frequéncia no
perimisio e regido perivascular.

Dos 92 musculos avaliados somente 14 (12%) possuiam imunomarcacao para
IgG, sendo que 13 mdusculos pertenciam aos cdes do grupo com evidencias
eletromiograficas de polimiopatia e com evolugcdo cronica. As imunoglobulinas G
apresentavam-se dispersas na regido endomisial, sem uma area de predilecdo como
observado nas outras imunomarcagcdes (Figura 8). N&o houve correlacdo entre as
imunomarcacoes para as formas amastigotas do parasita e a imunoglobulina G.

Foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre os musculos
pertencentes ao grupo de cdes sem e com polimiopatia no tocante as imunomarcagées
de Leishmania sp., macrofagos e IgG (Tabela 1).

Os resultados da reac¢do de imunoistoquimica para presenca de Leishmania sp.,
linfécitos T(CD3+), macrofagos e IgG nos fragmentos musculares, estdo dispostos
individualmente nos anexos AAA a ZZZ.



Tabela 1. Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pequisa de Leishmania sp.,
linfocitos T (CD3+), macréfagos e IgG nos musculos triceps braquial, extensor
carpo radial, biceps femoral e gastrocnémio de caes naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral sem (n=32) e com (n=60) evidéncias
eletromiograficas de polimiopatia. NUmero e percentagem de musculos com
resultados positivos e negativos, escore da quantidade de células observadas
e estatistica calculada. (Jaboticabal-SP, 2009).

E .S.em . .Cc.)m . Total
Variavel SCOI'  polimiopatia Polimiopatia p®
€ n % n % n %
- 32 100,0 49 81,7 81 88,0
+ - - 4 6,7 4 4,3
Leishmania sp. ++ - - 2 3,3 2 2,2 0,0141*
+++ - - 3 5,0 3 3,3
++++ - - 2 3,3 2 2,2
- 24 75,0 33 55,0 57 61,9
inféci + 4 12,5 12 20,0 16 17,4
I(_(IinD%iI;os ! ++ 3 9,4 12 20,0 15 16,3 0,0633 ns
S 1 3,1 1 1,7 2 2,2
AP - - 2 3,3 2 2,2
- 27 68,5 36 60,0 63 68,5
+ 4 15,2 10 16,7 14 15,2
Macréfagos ++ 1 13,0 11 18,3 12 13,0 0,0098*
SR - 2,2 2 3,3 2 2,2
A - - 1 1,7 1 1,1
e - 31 96,9 47 78,3 78 84,7 o
9 + 1 3.1 10 16,7 11 12,0 '
++ - - 3 5,0 3 3,3

(-):ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso. (1) nivel descritivo do teste Mann-Whitney. [*] significativo; [ns]
néo significativo.



Figura 5. Fotomicrografias de fragmentos do musculo triceps braquial de céo
naturalmente acometido por leishmaniose visceral, submetido a técnica de
imunoistoquimica para detec¢do de Leishmania sp.. (A) LSAB, obj. 40x; (B)
LSAB, obj. 100x. (Jaboticabal-SP, 2009).

Figura 6. Fotomicrografia de fragmento do mdusculo
gastrocnémio de cdo naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, submetido & técnica de
imunoistoquimica para deteccdo de linfocitos T
(CD3+). LSAB, obj. 40x. (Jaboticabal-SP, 2009).



Figura 7. Fotomicrografia de fragmento do musculo triceps
braquial de cdo naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, submetido a técnica de
imunoistoquimica para deteccdo de macréfagos.
LSAB, obj. 40x (Jaboticabal-SP, 2009).



Figura 8. Fotomicrografia de fragmento do musculo extensor
carpo radial de cao naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, submetido a técnica de
imunoistoquimica para deteccdo de 1gG. LSAB, obj.
40x (Jaboticabal-SP, 2009).



VI. DISCUSSAO

No presente estudo, dos 23 cdes com leishmaniose visceral, 15 (65,2%)
apresentavam quadro clinico da doenca e oito (34,8%) eram assintomaticos (Quadro 1),
semelhante a proporcao descrita por NOLI (1999), de que 20 a 40% de uma populagéo
canina infectada ndo exibe sintomas. Dentre 0s animais sintomaticos, em nenhum foi
observada atrofia muscular, diferente de KOUTINAS et al. (1999) e VAMVAKIDIS et al.
(2000), que relataram a presenca de mioatrofia em 24,7% e 66,67% dos animais
portadores de leishmaniose visceral, respectivamente. Somente um animal (4,35%)
possuia distlrbios locomotores decorrentes de um quadro de paresia de membros
pélvicos (N 21), fato também relatado por MARCONDES (2009), quando descreveu

guadros de paresia em caes portadores de leishmaniose visceral.

Alteracdes clinicas como emagrecimento e caquexia foram observados em
478% e 17,4% dos animais, respectivamente, semelhante ao descrito por
CIAMARELLA et al. (1997), KOUTINAS et al. (1999), FEITOSA et al. (2000) e BANETH,
2006, sugerindo que esses animais encontravam-se em uma fase mais avancada da
doenca. Entretanto, por serem cées provenientes do Centro de Controle de Zoonoses,
ndo se conhecia a historia pregressa do animal, podendo o emagrecimento e a

caquexia serem decorrentes de outros fatores, tais como a desnutricdo ou co-infeccoes.

Os cées foram divididos em dois grupos, independente do quadro clinico
apresentado e das alteragGes histopatologicas. A divisdo baseou-se nos resultados da
eletromiografia, por meio da qual foi possivel identificar animais com alteracdes
musculares restritas a um membro e cdes com envolvimento muscular generalizado,
configurando um quadro de polimiopatia. A escolha da eletromiografia baseou-se no
fato de que em um mesmo musculo varios pontos sdo estimulados, enquanto na
histopatologia avaliou-se apenas um fragmento muscular, conferindo maior
confiabilidade aos resultados obtidos no primeiro exame, como salientado por TORRES

& NORONHA (2006). Quando a avaliagdo eletromiografica ou histopatolégica



evidenciava alteracfes sugestivas de processo crdnico, considerou-se que o quadro

clinico do animal apresentava uma evolucdo mais prolongada.

Apesar dos cdes ndo possuirem evidéncias clinicas de miopatia, as
interpretacdes dos resultados eletromiograficos confirmaram que 15 cdes tinham
polimiopatia e, outros seis, lesdes em musculos isolados. Apesar disso, somente um
animal demonstrou alteracdes locomotoras, confirmando as observacdes de
VAMVAKIDIS et al. (2000), de que a maior parte dos cdes com leishmaniose visceral

possui polimiopatia mesmo sem manifesta¢cdes locomotoras.

Uma das causas de miopatia é a denervacdo do musculo, fato que foi excluido
como fator desencadeante da lesdo muscular nos cées do presente estudo, por meio
dos resultados da eletroneuromiografia. Além da avaliagdo muscular, os nervos que
inervam o0s respectivos musculos foram também testados em um estudo prévio
(BUENO DE CAMARGO, 2009), e nao se observou denervacdao em nenhum deles. No
entanto, este exame permitiu identificar cronicidade das lesbes em 14 (93,3%) caes
com polimiopatia e em um (12,5%) animal com miopatia, semelhante ao verificado por
VAMVAKIDIS et al. (2000), sugerindo que, com a evolugdo do quadro, as alteragdes

aparecam em varios grupos musculares.

No presente estudo foram observadas formas amastigotas de Leishmania sp.
somente na musculatura de quatro caes (17,4%), divergindo dos relatos de PACIELLO
et al. (2009) que identificaram parasitas por meio da imunoistoquimica na musculatura
de 13 (86%) dos 15 animais avaliados. No entanto, os autores avaliaram somente caes
que apresentavam quadro clinico evidente de fraqueza e atrofia muscular em
decorréncia da leishmaniose visceral. Semelhante ao que foi verificado neste estudo, as
formas amastigotas do parasita foram visualizadas principalmente no interior de
macrofagos do infiltrado inflamatério no endomisio, uma regido que possui grande

guantidade de capilares.

Diferente de GIUNCHETTI et al. (2009) e PACIELLO et al. (2009), nao foi

possivel correlacionar a severidade do quadro clinico com a quantidade de marcacao



antigénica para formas amastigotas. Uma possivel explicacdo para o fato é que os
primeiros autores verificaram a carga parasitaria hepatica, 6rgdo de eleicdo para o
encontro de leishmanias; enquanto os Ultimos avaliaram a musculatura somente de

animais com sinais clinicos de comprometimento muscular.

A imunomarcacdo para CD3+ e macréfagos na musculatura dos cédes com
leishmaniose visceral confirma a participacdo da resposta celular na patogenia da
miopatia. Entretanto, era de se esperar que 0S animais que possuiam grande
quantidade de CD3+ e macréfagos ndo apresentassem mais o parasita no tecido
muscular, como foi observado por MARCONDES (2009), quando da avaliacdo do
sistema nervoso central de cdes com leishmaniose visceral. Os resultados do presente
estudo também se contrapdem as descricdes de LARANGEIRA (2009), que verificou
uma correlacdo inversa entre 0 nimero de CD3+ e a quantidade de formas amastigotas

em tecidos linféides e na pele de cées infectados por Leishmania sp..

Dos musculos que apresentavam marcacao antigénica pra CD3+ e macrofagos,
91,42% (32/35) e 100% (29/29) possuiam evidéncias eletromiograficas ou
histopatologicas de cronicidade da lesdo, respectivamente. Desta forma, apesar da
presenca de CD3+ e macrofagos ter ocorrido entre 30 a 40% dos fragmentos
musculares avaliados, sua identificagdo estava correlacionada sempre com uma
evolucdo mais crénica da doenca, semelhante ao verificado por MARCONDES (2009)

no sistema nervoso de cdes com leishmaniose visceral.

A marcacdo antigénica para macrofagos foi mais intensa nos fragmentos
musculares com presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. e CD3+,
provavelmente porque essas células sao as mais parasitadas, agem como
apresentadoras de antigenos para linfécitos T e, ainda, quando ativadas, auxiliam na
eliminacdo do parasita, conforme descritos por ENGWERDA et al. (2004). Apesar da
evidente participacdo da resposta imune celular por linfécitos T na etiopatogenia da

lesdo muscular em caes com leishmaniose visceral, sua ocorréncia em 38,10% (35/92)



dos musculos e em 73,91% (17/23) dos caes estudados, indica que outros fatores

certamente influenciam no desenvolvimento da lesdao muscular.

A imunomarcacao para IgG foi realizada na intenc&o de avaliar a participacdo da
resposta humoral na patogenia da doenca no sistema muscular. Dos 92 musculos
esqueléticos avaliados, apenas 14 (12%) apresentaram marcacao antigénica para IgG,
diferindo dos achados de VAMVAKIDIS et al. (2000) que observaram imunorreatividade
em todos os fragmentos musculares de 24 cdes com leishmaniose visceral, tanto com,
quanto sem atrofia muscular. Segundo os autores, animais infectados podem ter como
causa da miopatia uma acéo direta do parasita ou um mecanismo imunomediado. No
segundo caso pode ocorrer a formacgéo de anticorpos circulantes contra as leishmanias
e as miofibras, com o depédsito ou formagdo de imunocomplexos na musculatura
esquelética. De modo geral, os anticorpos séo direcionados contra as proteinas das

miofibrilas, que ndo sdo normalmente expostas ao sistema imune.

Na presente pesquisa ndo foi possivel correlacionar a presenca de IgG com a
identificacdo de formas amastigotas do parasita, uma vez que apenas quatro
fragmentos musculares apresentaram as duas imunomarcagfes, enquanto em outros
dez identificou-se IgG sem a presenca de leishmanias. Estas observacfes sugerem que
houve a formacdo de anticorpos tanto contra o parasita como contra as miofibrilas,
confirmando os relatado de VAMVAKIDIS et al. (2000).

Cinco cées nao apresentaram imunomarcac¢des em nenhum fragmento muscular
(N2, N4, N7, N11 e N18). Destes um ndo possuia nenhuma alteracdo histopatologica
nos fragmentos musculares estudados (N18); um possuia degeneracao de miofibras
nos quatro musculos (N2) e outro (N7) em apenas dois musculos estudados; o animal
N4 apresentava infiltrado inflamatdrio em um musculo e, finalmente o cdo N11 possuia
infiltrado de tecido adiposo também em Unico musculo. Esses resultados contradizem
as observagbes de VAMVAKIDIS et al. (2000) e PACIELLO et al. (2009), os quais
identificaram imunomarca¢des em todos 0s musculos de caes com leishmaniose

visceral em que foram observadas alteragfes histopatologicas. Apesar do diagnéstico



de leishmaniose visceral ter sido confirmado parasitalogicamente nos cinco animais, é
possivel que as lesdes musculares identificadas nos mesmos sejam decorrentes de co-
infeccdes, principalmente por se tratarem de cées provenientes do Centro de Controle
de Zoonoses, diferentes dos autores supracitados que trabalharam com céaes

provenientes de canis e de clinicas.

No tocante a imunomarcacéo para Leishmania sp., macrofagos e IgG houve uma
diferenca entre cdes com envolvimento muscular generalizado e animais com
comprometimento de apenas um grupo muscular ou membro (Tabela 1). Os Unicos
animais em que foram encontradas formas amastigostas de Leishmania sp. pertenciam
ao grupo de cdes com quadro de polimiopatia identificada pela eletromiografia, sendo
também os que apresentavam a maior quantidade de macréfagos e IgG, confirmando
os achados de VAMVAKIDIS et al. (2000).

Apesar de nao ter sido observada diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos (p=0, 0633) no que diz respeito a presenca de linfocitos T CD3+, 0os cdes com
polimiopatia apresentaram um numero discretamente mais elevado destas células.
Proporcionalmente a quantidade de linfocitos T CD3+ nos musculos foi muito maior que
a de IgG, sugerindo a participacdo mais intensa de mecanismos de imunidade celular no
combate ao parasita, fato também observado por TORRES-NETO et al. (2009) quando
da avaliacdo da resposta imune celular e humoral em lesdes de pele de cdes com

leishmaniose visceral.



VIl. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condicbes do presente experimento permitiram

concluir que:

- Cées portadores de leishmaniose visceral sem evidéncias clinicas de
comprometimento muscular podem apresentar alteracdes eletromiograficas e
histopatolégicas no musculo, causadas pelo parasito ou por uma resposta

imunoldgica.

- A presenca de marcacdo antigénica para formas amastigotas de Leishmania sp.,
linfocitos T (CD3+), macréfagos e IgG confirmam a participacdo do parasito e da
resposta imune celular e humoral na fisiopatogenia da doenca no tecido muscular,

excluindo o processo catabolico como a Unica causa da miopatia;

- As imunomarcacdes para Leishmania sp. ocorreram apenas em fragmentos
musculares de cdes com lesBes cronicas e evidéncias eletromiograficas e

histopatoldgicas de polimiopatia;

- A marcacao antigénica para macrofagos, linfocitos T (CD3+) e IgG foi mais relevante
em musculos de cdes com alteracdes eletromiograficas e histopatoldgicas de

polimiopatia crénica.
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IX. ANEXOS

Anexo A - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N1), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréafica

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

Miopatia

* (-): auséncia de alteracdes

Anexo B - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N2), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréafica

Triceps braquial

Miopatia crbnica

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-): auséncia de alteragdes

Anexo C - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cao (N3), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiografica

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Miopatia

Gastrocnémio

* (-): auséncia de alteragdes




Anexo D - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cao (N4), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréafica

Triceps braquial
Extensor carpo radial
Biceps femoral

Gastrocnémio
* (-): auséncia de alteracdes

Processo inflamatério

Anexo E - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cao (N5), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Avaliacdo eletromiogréfica

Musculo

Triceps braquial
Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio
* (-): auséncia de alteracdes

Miopatia

Anexo F - Interpretacéo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos musculos
estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N6), naturalmente acometido por leishmaniose visceral, sem
evidéncias eletromiograficas de polipamiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Avaliacdo eletromiografica

Musculo
Triceps braquial
Extensor carpo radial
Biceps femoral

Gastrocnémio
* (-): auséncia de alteracdes

Miopatia




Anexo G - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N7), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréafica
Triceps braquial -

Extensor carpo radial -
Biceps femoral -

Gastrocnémio -
* (-): auséncia de alteracdes

Anexo H - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N8), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréfica
Triceps braquial -
Extensor carpo radial -
Biceps femoral -

Gastrocnémio -
* (-): auséncia de alteragdes

Anexo | - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N9), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacao eletromiogréfica
Triceps braquial Miopatia
Extensor carpo radial Miopatia crbnica
Biceps femoral Miopatia

Gastrocnémio

* (-): auséncia de alteracdes




Anexo J - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cao (N10), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacado eletromiogréfica

Triceps braquial

Miopatia crénica

Extensor carpo radial

Miopatia crbnica

Biceps femoral

Miopatia crbnica

Gastrocnémio
* (-): auséncia de alteractes

Miopatia crbnica

Anexo L - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cao (N11), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo eletromiografica

Triceps braquial

Miopatia crénica

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

Miopatia crbnica

* (-): auséncia de alteracdes

Anexo M - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N12), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréafica
Triceps braquial Miopatia
Extensor carpo radial Miopatia

Biceps femoral

Miopatia crbnica

Gastrocnémio

Miopatia crbénica

* (-): auséncia de alteragdes




Anexo N - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N13), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo eletromiogréfica

Triceps braquial

Processo inflamatério; miopatia crénica

Extensor carpo radial

Miopatia crbnica

Biceps femoral

Miopatia crénica

Gastrocnémio

Miopatia crénica

* (-): auséncia de alteragdes

Anexo O - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N14), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacéo eletromiografica

Triceps braquial

Miopatia crénica

Extensor carpo radial

Processo inflamatorio

Biceps femoral

Processo inflamatério

Gastrocnémio

Miopatia crbnica

* (-): auséncia de alteragdes

Anexo P - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiogréafica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cado (N15), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo eletromiografica

Triceps braquial

Miopatia crénica

Extensor carpo radial

Miopatia priméria; processo inflamatério

Biceps femoral

Miopatia; processo inflamatorio

Gastrocnémio

Miopatia crénica

* (-): auséncia de alteragdes



Anexo Q - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo eletromiografica dos

musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N16), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo eletromiogréafica

Triceps braquial

Miopatia crbnica

Extensor carpo radial

Miopatia crbnica

Biceps femoral

Miopatia crbnica

Gastrocnémio

Miopatia crbnica

* (-): auséncia de alteragGes

Anexo R - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo eletromiografica dos

musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N17), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo eletromiografica

Triceps braquial

Miopatia crbnica

Extensor carpo radial

Miopatia crénica

Biceps femoral

Miopatia crbnica

Gastrocnémio

Miopatia crbnica

* (-): auséncia de alteragdes

Anexo S - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos

musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N18), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo eletromiogréafica

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Processo inflamatério; miopatia

Biceps femoral

Gastrocnémio

Miopatia

* (-): auséncia de alteracdes



Anexo T - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N19), naturalmente acometido por

leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréfica
Triceps braquial Miopatia crbnica
Extensor carpo radial Processo inflamatério; miopatia crénica
Biceps femoral Miopatia crénica
Gastrocnémio Miopatia

* (-): auséncia de alteragGes

Anexo U - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N20), naturalmente acometido por

leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiogréficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiografica
Triceps braquial Miopatia crbnica
Extensor carpo radial Miopatia
Biceps femoral -
Gastrocnémio Miopatia

* (-): auséncia de alteragbes

Anexo V - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiogréafica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N21), naturalmente acometido por

leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréafica
Triceps braquial Miopatia crénica
Extensor carpo radial Processo inflamatorio
Biceps femoral Miopatia
Gastrocnémio Processo inflamatério; miopatia crénica

* (-): auséncia de alteracdes



Anexo X - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N22), naturalmente acometido por

leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiogréafica
Triceps braquial Miopatia; processo inflamatorio
Extensor carpo radial Miopatia crbnica
Biceps femoral Miopatia crénica

Gastrocnémio Processo inflamatorio; miopatia
* (-): auséncia de alteragGes

Anexo Z - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo eletromiografica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N23), naturalmente acometido por

leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiogréficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo eletromiografica
Triceps braquial Processo inflamatério; miopatia crénica
Extensor carpo radial Processo inflamatorio; miopatia
Biceps femoral Processo inflamatério
Gastrocnémio Miopatia crbnica
* (-): auséncia de alteracdes

Anexo AA - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatologica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N1), naturalmente acometido por

leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo
Triceps braquial
Extensor carpo radial

Avaliacdo histopatoldgica

Biceps femoral Infiltrado inflamatério mononuclear
Gastrocnémio Infiltrado inflamatério mononuclear; degeneracao de miofibras
* (-): auséncia de alteragbes




Anexo BB - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo histopatoldgica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de céo (N2), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial

Intensa degeneracéo de miofibras

Extensor carpo radial

Degeneracdo de miofibras

Biceps femoral

Degeneracdo de miofibras

Gastrocnémio

Degeneracdo de miofibras

* (-): auséncia de alteragGes

Anexo CC - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatolégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N3), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliac8o histopatoldgica

Triceps braquial

Infiltrac&o de tecido adiposo

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-): auséncia de alteragdes

Anexo DD - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatolégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de céo (N4), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Infiltrado inflamatério mononuclear

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-): auséncia de alterages.



Anexo EE - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatoldgica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N5), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial -
Extensor carpo radial Infiltrado inflamatério mononuclear;
Biceps femoral Infiltrado inflamatério mononuclear; degeneracdo de miofibras
- Infiltrado inflamatério mononuclear; degeneracao de miofibras;
Gastrocnémio fibrose

* (-): auséncia de alteracdes

Anexo FF - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatoldgica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N6), naturalmente acometido por

leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial Intensa degeneracdo de miofibras
Extensor carpo radial Intensa degeneracdo de miofibras
Biceps femoral Degeneracdo de miofibras; intensa infiltracdo de tecido adiposo
Gastrocnémio Degeneracado de miofibras

* (-): auséncia de alterag6es

Anexo GG - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatoldgica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de céo (N7), naturalmente acometido por

leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial -
Extensor carpo radial -

Biceps femoral Degeneracdo de miofibras

Gastrocnémio Degeneracgdo de miofibras
* (-): auséncia de alteragbes




Anexo HH - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatolégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cao (N8), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial Infiltrado de tecido adiposo
Extensor carpo radial Degeneracdo de miofibras

Biceps femoral -

Gastrocnémio -
* (-): auséncia de alteracdes

Anexo Il - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatolégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N9), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial Infiltrado inflamatdrio mononuclear; degeneracao de miofibras
Extensor carpo radial Degeneracdo de miofibras; intensa fibrose
Biceps femoral Degeneracdo de miofibras
A Intenso infiltrado inflamat6rio mononuclear;
Gastrocnémio : ~ o
intensa degeneracdo de miofibras

* (-): auséncia de alteragdes

Anexo JJ - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatoldgica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N10), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacao histopatoldgica
Intenso infiltrado inflamatdrio mononuclear; intensa
Triceps braquial degeneracao de miofibras; infiltrado de tecido adiposo;

intensa fibrose
Intenso infiltrado inflamatério mononuclear; intensa
degeneracao de miofibras; intensa fibrose
Intenso infiltrado inflamatério mononuclear; intensa
degeneracdo de miofibras; intensa fibrose
Intenso infiltrado inflamatdrio mononuclear; intensa
degeneracdo de miofibras; intensa fibrose

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-): auséncia de alteragoes.



Anexo LL - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatoldgica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N11), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.
(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial -
Extensor carpo radial -

Biceps femoral Infiltrac&o de tecido adiposo

Gastrocnémio -
* (-): auséncia de alteracoes

Anexo MM - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo histopatolégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cao (N12), naturalmente acometido
por leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de
polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial Degeneracdo de miofibra; infiltrado inflamatério mononuclear
Extensor carpo radial Intenso infiltrado inflamatério mononuclear
Biceps femoral Degeneracdo de miofibra; infiltrado inflamatério mononuclear
Gastrocnémio Intensa degeneracdo de miofibras; intensa fibrose

* (-): auséncia de alteragbes

Anexo NN - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatolégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N13), naturalmente acometido
por leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiogréficas de
polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Muasculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial Degeneracéo de miofibra; infiltracdo de tecido adiposo; fibrose
Extensor carpo radial Degeneracédo de miofibras; fibrose
. Degeneracao de miofibras; infiltrado inflamatorio mononuclear;
Biceps femoral ,
fibrose
Gastrocnémio Degeneracéo de miofibras

* (-): auséncia de alteragdes



Anexo OO - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatoldégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N14), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial

Degeneracado de miofibras; infiltrado inflamatério mononuclear;
fibrose

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

Degeneracéo de miofibras; fibrose

* (-): auséncia de alteragbes

Anexo PP - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo histopatologica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N15), naturalmente acometido
por leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de

polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial

Degeneracao de miofibras; infiltrado inflamat6rio mononuclear;
fibrose

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-): auséncia de alteracdes

Anexo QQ - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatolégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N16), naturalmente acometido
por leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de

polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial

Intensa degeneracéo de miofibras;
intenso infiltrado inflamatério mononuclear; fibrose

Extensor carpo radial

Intensa degeneracéo de miofibras

Biceps femoral

Intensa degeneracéo de miofibras; fibrose

Gastrocnémio

Intensa degeneracdo de miofibras

* (-): auséncia de alteragdes




Anexo RR - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatoldgica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cao (N17), naturalmente acometido
por leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de

polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
Triceps braquial Degeneracao de miofibra
Extensor carpo radial Fibrose
Biceps femoral -
Gastrocnémio Degeneracdo de miofibra; fibrose

* (-): auséncia de alteractes

Anexo SS - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo histopatologica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N18), naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia.

(Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial -
Extensor carpo radial
Biceps femoral

Gastrocnémio
* (-): auséncia de alteragdes

Anexo TT - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo histopatologica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N19), naturalmente acometido
por leishmaniose visceral, com evidéncias eletromiograficas de

polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo Avaliacdo histopatoldgica
. . Degeneracao de miofibra; intenso infiltrado de tecido adiposo;
Triceps braquial ,
fibrose
: Degeneracao de miofibras, infiltrado inflamat6rio mononuclear;
Extensor carpo radial e ) : e
infiltrado de tecido adiposo ; fibrose
. Intensa degeneracdo de miofibras, infiltrado inflamatério
Biceps femoral ~ s . . L
mononuclear; intenso infiltrado de tecido adiposo; fibrose
Gastrocnémio Degeneracédo de miofibras; intenso infiltrado de tecido adiposo

* (-): auséncia de alteracGes.




Anexo UU - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatolégica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N20), naturalmente acometido

por leishmaniose visceral,

com evidéncias eletromiograficas de

polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial

Degeneracdo de miofibras; infiltrado de tecido adiposo; fibrose

Extensor carpo radial

Intensa degeneracéo de miofibras

Biceps femoral

Degeneracdo de miofibras; infiltrado de tecido adiposo; fibrose

Gastrocnémio

Degeneracdo de miofibras

* (-): auséncia de alteractes

Anexo VV - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo histopatologica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cédo (N21), naturalmente acometido

por leishmaniose visceral,

com evidéncias eletromiograficas de

polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial

Degeneracdo de miofibras; infiltrado inflamatério mononuclear;
fibrose

Extensor carpo radial

Degeneracdo de miofibras

Biceps femoral

Intensa degeneracgédo de miofibras; intenso infiltrado inflamatério
mononuclear

Gastrocnémio

Intensa degeneracédo de miofibras; intenso infiltrado inflamatério
mononuclear; infiltracéo de tecido adiposo; fibrose

* (-): auséncia de alterag6es.

Anexo XX - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagdo histopatoldgica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N22), naturalmente acometido

por leishmaniose visceral,

com evidéncias eletromiograficas de

polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

Musculo

Avaliacdo histopatoldgica

Triceps braquial

Degeneracéo de miofibras

Extensor carpo radial

Degeneracédo de miofibras

Biceps femoral

Intensa degeneracéo de miofibras; fibrose

Gastrocnémio

Intensa degeneracdo de miofibras

* (-): auséncia de alterages.



Anexo ZZ - Interpretacdo dos resultados obtidos na avaliacdo histopatologica dos
musculos estriados esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio de cdo (N23), naturalmente acometido

por leishmaniose visceral,

polimiopatia. (Jaboticabal — SP, 2009).

com evidéncias eletromiograficas de

Musculo

Avaliacdo histopatolégica

Triceps braquial

Intensa degeneracdo de miofibras

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Degeneracado de miofibras; infiltrado de tecido adiposo

Gastrocnémio

Degeneracdo de miofibras; infiltrado de tecido adiposo; fibrose

* (-): auséncia de alteracGes.

Anexo AAA - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfcitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps, braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N1), naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal
— SP, 2009).

Musculos

Imunoistoquimica

Linfécitos T

Leishmania sp Macréfago:

IgG

Triceps braquial

Extensor carpo radic

+

Biceps femoral

++

Gastrocnémio

* (-) ausente; (+) raros; (++) leve; (+++) moderado; (++++) intenso.

Anexo BBB - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N2) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal
— SP, 2009).

Musculos

Imunoistoquimica

Linfécitos T

Leishmania sp. Macréfagos

IgG

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-) ausente; (+) raros; (++) leve; (+++) moderado; (++++) intenso.




Anexo CCC - Resultados da reacao de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N3) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal

— SP, 2009).
. Imunoistoguimica
Musculo — : : ,
USCUios Linfécitos T Leishmaniasp. Macrofagos [e]€;
- + -

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Biceps femoral

+

Gastrocnémio

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo DDD - Resultados da reacao de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N4) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal

— SP, 2009).

Musculos

Imunoistoquimica

Linfécitos T

Leishmania sp.

Macréfagos

[e]€]

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++) :moderado; (++++): intenso.




Anexo EEE - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos

T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N5) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal
— SP, 2009).

. Imunoistoquimica
Musculos — : : 2
Linfécitos T Leishmania sp. Macrofagos I9G
Triceps braquial - - - -
Extensor carpo radial - - - -
Biceps femoral +++ - + +
Gastrocnémio ++ - + -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo FFF - Resultados da rea¢do de imunoistoquimica para pesquisa de linfécitos T

(CD3+), Leishmania sp., macrofagos e 1gG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N6) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal
— SP, 2009).

Imunoistoquimica

Musculos Linfécitos T Leishmaniasp. Macrdfagos IgG
Triceps braquial - - - -
Extensor carpo radial - - - -
Biceps femoral + - + -
Gastrocnémio ++ - - -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo GGG - Resultados da reacao de imunoistoquimica para pesquisa de linfécitos

T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N7) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal
— SP, 2009).

Imunoistoquimica

Musculos

Linfécitos T

Leishmania sp.

Macrofagos

IgG

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.




Anexo HHH - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N8) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, sem evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal

— SP, 2009).

Imunoistoquimica

Musculos

Linfécitos T

Leishmaniasp. Macrofagos IgG

Triceps braquial

+

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo llI- Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos T
(CD3+), Leishmania sp., macréfagos e 1gG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de céo (N9) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal —

SP, 2009).
Masculos Imunoistoquimica
Linfécitos T Leishmania sp. Macro6fagos IgG
Triceps braquial - - + -
Extensor carpo radial + + ++ -
Biceps femoral + + T+ N
Gastrocnémio + - + +

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo JJJ - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos T
(CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de céo (N10) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia (Jaboticabal —

SP, 2009).
Masculos Imunoistoquimica
Linfocitos T Leishmania sp. Macréfagos IgG
Triceps braquial ++ +++ ++ -
Extensor carpo radial ++++ ++ ++ -
Biceps femoral - - - -
Gastrocnémio ++++ ++ ++ -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.




Anexo LLL- Resultados da reagéo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos T
(CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cédo (N11) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal —

SP, 2009).

Imunoistoquimica

HIHEED 0% Uiacios 1

Leishmania sp. Macréfagos IgG

Triceps braquial -

Extensor carpo radial -

Biceps femoral -

Gastrocnémio -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo MMM - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos

T (CD3+), Leishmania sp.,

macrofagos e 1gG, nos musculos estriados

esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N12) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal

— SP, 2009).
Masculos ‘ ‘ !munoigtoquimica
Linfocitos T Leishmania sp. Macro6fagos IgG
Triceps braquial - - + -
Extensor carpo radial + - ++ +
Biceps femoral ++ - +++ -

Gastrocnémio -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++):

intenso.



Anexo NNN - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cédo (N13) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal

— SP, 2009).
" Imunoistoguimica
Msculos Linfocitos T Leishmania sp. Macrofagos lgG
Triceps braquial - - - -
Extensor carpo radial + - - -
Biceps femoral ++ - - +
Gastrocnémio - - - -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo OOO - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cédo (N14) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal

— SP, 2009).
Masculos _ _ I_munois_toquimica
Linfocitos T Leishmania sp. Macréfagos IgG
Triceps braquial - - - -
Extensor carpo radial + - - -
Biceps femoral ++ - - +
Gastrocnémio - - - -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo PPP - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cédo (N15) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal
— SP, 2009).

Imunoistoquimica

Musculos

Linfécitos T

Leishmania sp.

Macrofagos

IgG

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Biceps femoral

++

Gastrocnémio




Anexo QQQ - Resultados da reagdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfécitos T
(CD3+), Leishmania sp., macrofagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cédo (N16) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal — SP,

20009).
- Imunoistoquimica
Muasculos — ; : -

Linfécitos T Leishmania sp. Macréfagos IgG

Triceps braquial ++ ++++ ++ +

Extensor carpo radial ++ +++ ++ R

Biceps femoral +++ ++++ ++++ n
Gastrocnémio ++ +++ +++ ++

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo RRR - Resultados da reacao de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cédo (N17) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal

— SP, 2009).
Milsculos Imunoistoquimica
Linfécitos T Leishmania sp. Macréfagos IgG
Triceps braquial - - - -
Extensor carpo radial - - - -
Biceps femoral - - - _
Gastrocnémio - - - ++

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++):intenso.




Anexo SSS - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N18) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal
— SP, 2009).

Imunoistoquimica
Leishmaniasp. Macréfagos IgG

HIHEED 0% Uiacios 1

Triceps braquial

Extensor carpo radial

Biceps femoral

Gastrocnémio -
* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo TTT - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos T
(CD3+), Leishmania sp., macrofagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de céo (N19) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia (Jaboticabal —

SP, 2009).
Masculos _ _ I_munois_toquimica
Linfocitos T Leishmaniasp. Macro6fagos IgG
Triceps braquial ++ - + -
Extensor carpo radial ++ + ++ -
Biceps femoral + + + +
Gastrocnémio - - - -

*(-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.




Anexo UUU- Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfécitos T
(CD3+), Leishmania sp., macrofagos e 1gG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cédo (N20) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal

— SP, 2009).
" Imunoistoguimica
Misculos Linfécitos T Leishmaniasp. Macréfagos IgG
Triceps braquial - - - -
Extensor carpo radial + - - -
Biceps femoral - - + -
Gastrocnémio - - - -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo VVV - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfcitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de cdo (N21) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia (Jaboticabal —

SP, 2009).
Masculos _ _ I_munois_toquimica
Linfocitos T Leishmaniasp. Macréfagos IgG
Triceps braquial + - - +
Extensor carpo radial - - - -
Biceps femoral + - + ++
Gastrocnémio ++ - + -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++):

intenso.




Anexo XXX - Resultados da reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de linfocitos
T (CD3+), Leishmania sp., macréfagos e IgG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de céo (N22) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiograficas de polimiopatia (Jaboticabal —

SP, 2009).

Imunoistoquimica

Musculos

Linfécitos T

Leishmania sp.

Macroéfagos

IgG

Triceps braquial

Extensor carpo radial

+

Biceps femoral

+

+

Gastrocnémio -
* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.

Anexo ZZZ - Resultados da rea¢do de imunoistoquimica para pesquisa de linfécitos T
(CD3+), Leishmania sp., macréfagos e 1gG, nos musculos estriados
esqueléticos triceps braquial, extensor carpo radial, biceps femoral e
gastrocnémio de céo (N23) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, com evidéncias eletromiogréaficas de polimiopatia (Jaboticabal —

SP, 2009).
Masculos Imunoistoquimica
Linfécitos T Leishmania sp. Macréfagos IgG
Triceps braquial ++ - ++ +
Extensor carpo radial - - - -
Biceps femoral + - + -
Gastrocnémio - - + -

* (-): ausente; (+): raros; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso.
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