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RESUMO

OBJETIVO: O estudo objetivou a determinacdo do tecido e&db para o diagndstico

imunohistoquimicala Leishmaniose visceral canina.

METODOS: Examinaram-se amostras obtidas em 40 cadaveresieke positivos para
leishmaniose visceral pelos testes de reacéo deoitnorescencia indireta (RIFI) e ensaio de
adsorcéo enzimatica (ELISA), eutanasiados no Caidr&ontrole de Zoonoses de Campo
Grande, MS. Os cadaveres de 20 animais que enmaddestavam pelo menos trés sinais da
doencga formaram um grupo denominado de grupo luyaemg oS animais clinicamente
normais formaram o grupo 2. Amostras da pele daapda orelha; linfonodos mandibulares,
cervicais superficiais e popliteos; figado e baghidas. Processadas pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina, microtomizada, um fragmentw Bubmetido a marcacéo

imunohistoquimica especifica e examinada em miépmede luz.

RESULTADOS: A imunohistoquimica possibilitou a confirmacao di@zenca em todos os
animais positivos. Os animais do grupo sem sinamicacao na pele foi menor do que nos
demais tecidos. No grupo com sinais, os trés lodos e figado mostraram maior

sensibilidade a imunohistoquimica.

CONCLUSOES: Os resultados permitiram concluir que os linformd&o os 6rgdos de

eleicdo para o diagnostico da LVC pelo método denmhistoquimica.
DESCRITORES: Leishmaniasp, diagnéstico, imunohistoquimica.
ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to look for thesimsensitive tissue for

diagnose of canine visceral leishmaniasis usingunohistochemistry.

Method: Forty serologic positive cadavers of dogs diagndsetohdirect immunofluorecence
and enzyme linked immuno sorbent assay were euihadaand provided by the Zoonosis
Control Center of Campo Grande, MS. Dogs showingamt three signs of the disease were
assigned as group 1 and dog without signs as gPougamples of skin, liver, spleen and
mandibular, cervical and popliteal lympho nodesewnkarvested and fixed in 10% neutral

buffered formalin for immunohistochemical examipatunder an optical microscope.

Results: All animals were positive for leishmaniasis by inmohistochemical examination.

The skin samples of the apparently healthy aninfgisup 2) showed lower positivity
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compared to other examined tissue. Among dogs ulithcal signs data showed higher

sensibility in the lympho nodes and liver.

Conclusion: Data obtained in this study allowed to concludé tthee most sensitive tissue for

immunohistochemistry procedure are the lympho nodes

DESCRIPTORSLeishmaniasp, diagnostic, immunohistochemistry.
1 INTRODUGCAO
1.1 Distribuig&o e taxonomia

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma zoonmuséissistémica causada por um
protozoario flagelado do génerheishmania familia Trypanosomatidae, da classe
Zoomastigofora, e ordenCinetoplastidae (Tesh, 1995) com 3 espécies patogénicas
pertencentes ao complexo Donovani selndBhagasi, L. Infantum e L. donovahio Brasil a
espécie responsavel pela doencaléishmania chagagiAbranches et al., 1991).A doenca é
endémica em 88 paises (Raklisal, 2005), distribuida na América Central, Africa,| Sa
Europa, Asia e Oriente (Marsden, 1979) com umaléraiia estimada de 500.000 casos por
ano em todo mundo (WHO, 2008; www.who.int). O Brdsitém 90% dos casos notificados
no continente americano (Monteiro et al., 1994). eAfermidade se desenvolve em
hospedeiros mamiferos (Desjeux, 2004), causan@edesutaneas ou envolvimento visceral
generalizado (NSP/VPP, 2002 leishmaniose visceral atualmente tem maior inguaria
gue a tegumentar por ser mais comum e frequentenfeal quando néo tratada (Desjeux,
2004).

1.2 Ciclo biol6gico

Esta doenca € uma importante zoonose, aygmt@ tem 0s cdes como o principal
reservatorio domeéstico. Eles se comportam com@eduesro para a forma amastigota do
protozoario, sendo capazes de infectar o flebotdramatofagoLutzomyia (Lutzomyia
longipalpis que em seu intestino o parasita se multipliaaatedo-se infectante a partir de 8
a 20 dias (Desjeux, 2004). O fleb6tomo suga e iafes humanos (Andersat al, 1980;
Abrancheset al, 1991). A L. longipalpis € uma mosca hematéfaga freqientemente
encontrada na zona rural ou urbana, com grandecidap@ de adaptacdo ao convivio com
seres humanos e animais domésticos (De Olivatiral, 2008). O ciclo da leishmaniose
visceral se resume a duas grandes entidades epldgioas: (1) nas Américas e na Europa se

trata de uma zoonose, causada pelas espésgsnania chaga® Leishmania infantumisto
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é uma doenca de animais transmissivel ao homeniceeversa e (2) Na india, é uma
antroponose, causada pekishmania donovanbnde o homem € a propria fonte de infeccéo
do vetor (Desjeux, 2004).
1.3 Papel dos céaes na epidemiologia

A leishmaniose costumava ser endémica nas areds mui@eri-urbanas, entretanto
com o aparecimento de focos em grandes centroeagpassumiu uma importancia maior na
saude publica (Dinizt al., 2008). O intenso parasitismo da pele, inclusiveadanais
assintomaticos, faz do céo o principal reservatdaibeishmaniasp. (Abranchest al, 1991;
Giunchettiet al, 2006). Entretanto, Tufuet al, (2001) relataram um caso de leishmaniose
visceral canina com presenca de formas amastigatasfragmentos de figado, baco,
lifonodos, rins, medula 6ssea e pulmdes, mas astemode pele de multiplas regides do
corpo do animal mostraram apenas discreto infiitiaflamatorio, sem a presenca de formas
amastigotas ( Tafuet al, 2001). Ao se comparar 0s parametros microscommbssrvados
nos tecidos de animais assintomaticos com os de sideomaticos, foi observado maior
parasitismo na pele de animais que apresentarais silinicos da doenca (Giunchetial,
2008). Em todos os animais infectados, tanto aswsificos, como oligossintomaticos e
sintomaticos, o infiltrado inflamatorio era predommtemente de linfécitos, plasmaocitos e

macroéfagos (Giunchetét al, 2006).

1.4 Sinais clinicos e perfis laboratoriais

Clinicamente, a leishmaniose pode manifestar-sdodeas variaveis e o tipo de
sindrome resultante da infeccao é determinadorpalgio imune do hospedeiro, cujos sinais
clinicos sdo de uma doenca de evolucdo lenta. iBmhes variam desde lesbes cutaneas
autolimitantes até doenca sistémica fatal. Os sidarmatolégicos da leishmaniose visceral
sdo mais comumente localizados na face e orelhsspodem aprensetar-se, em casos mais
severos, em todo o corpo do animal e consistermesieathacao epitelial, seborréia, alopecia,
ulceracdo da pele e onicogrifose. Os érgaos gentdnadetados sdo baco, figado, linfonodos,
medula 6ssea. Processos inflamatérios ocularesgtarpbdem ocorrer, entre eles a blefarite,
conjutevite, ceratite, uveite, retinite e endofitdm(Neta et al., 2007). Um caso de
osteomielite causada por leishmaniose foi relatanldBrasil sendo esse um sinal clinico
incomum no entanto possivel de ocorrer (Soeizal., 2005). Na forma visceral severa, a
temperatura corporal € geralmente normal, no emaodem ocorrer episddios recorrentes de
hipertermia, com temperatura corporal atingindoe ed0-40,5°C. Ha manifestacbes de

fraqueza, emaciacédo, diarréia, epistaxe, claudicag@Ema das patas, ulceracao, inflamacéao
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ocular que pode evoluir para cegueira, linfaden@ie@ hepato-esplenomegalia (Keergtn,
al.,1984a; Ciaramellat al, 1997; NSP/VPP, 2002).

Os achados laboratoriais mais comumente encontradosanemia normocitica
normocrémica, trombocitopenia, leucocitose, neiiaof alta concentracdo de proteinas
plasmaticas totais, hipoalbuminemia e moderadavaraehiperglobulinemia com aumento
das fracdes alfaglobulina 1 e 2, betaglobulinareaggubulina, aos 41 dias pos infeccdo. Com
82 dias ocorre aumento mais acentuado das alfdglebul e 2. Pode ocorrer aumento
moderado de enzimas hepaticas fosfatase alcalijee(Blaninaminotransferase (ALT), e em
animais com faléncia renal as concentracbes da wéireatinina podem estar elevadas
(Keenangt al,1984a; Ciaramellat al, 1997). No entanto, 55 a 82 dias apés a infequéae
ocorrer linfocitose associado a parametros leugaog normais ou discretamente diminuidos
(Keenangt al,1984a).

Os isotipos de imunoglobulinas reativas amishmaniasaolgG, IgG1, 19G2, IgM,
IgA e IgE. Os animais com carga parasitaria moagemdevera apresentam niveis de IgG
elevados (Reist al.,2006a).

A avaliacdo do perfil leucocitario de animais coifergntes manifestacdes clinicas
revelou que os assintomaticos e oligossintomataqgmesentam quantidades absolutas de

linfécitos T (CD5+) mais elevada que os sintomd&i(Reiset al.,2006b).

1.5 Altera¢gBes anatomo-patoldgicas

A necropsia de animais com LVC clinica, os achasksrnos incluem emaciacéo,
lesbes cutaneas e onicogrifose. Internamente, h#&rdo de volume do figado, baco e
linfonodos e os rins podem revelar palidez da calitiNa maioria dos casos, a medula 6ssea
apresenta-se hiperplasica (Keenah,al,1984b; NSP/VPP, 2002)O grande numero de
granulomas intralobulares, assim como o intenstirado inflamatorio portal e da capsula
hepatica, pode bloquear o fluxo sangtiineo reprasdata base histolégica da hepatomegalia
(Giunchettiet al, 2008). Em humanos, as lesfes sdo muito semethastebservadas nos
cées, no entanto, em alguns casos, ha de fibrms®se hepatica (ElI Hagt al, 1994).

Microscopicamente, as alteracbes hepaticas freginemite encontradas em animais
portadores de LVC se caracterizam pela presenggaghellomas intralobulares de tamanhos
variados, constituidos por aglomerados de macréfagarasitados ou ndo com a forma
amastigota delL. chagasi associados com células epitelidides, poucos ditd® e

plasmacitos, e raros neutrofilos. Outro achadolfeetemente observado é a hipertrofia e
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hiperplasia das células de kupffer, assim como &xulinfo-histiocitario no espaco porta e
capsula hepética (Tafwet al, 2001; Giunchettet al, 2008).

No baco, ocorre reacdo inflamatoria crénica nauwapssplénica, regido subcapsular,
sistema trabecular e polpa vermelha. Ha adelgagandan capsula e congestdo. A polpa
vermelha evidencia alta celularidade e alteracdesfalgicas devido a proliferacdo de
macréfagos e a presenca de granulomas (Keehah, 1984b; Tafurigt al, 2001; Santana et
al., 2008).

A linfoadenomegalia generalizada € uma caractegistiarcante da LVC, (Tafuet
al., 2001; Limaet al, 2004; Giunchettet al, 2008). O exame histoldgico de linfonodos de
cades positivos revela que a zona cortical do lioflanpopliteo, evidencia deplecao das células
foliculares e substituicdo dos linfocitos por méagbs (Giunchettet al, 2008). Os animais
assintomaticos e oligossintomaticos apresentanttofia e hiperplasia desta zona, enquanto
0s Orgdos de animais sintomaticos apresentam, ipredotemente, atrofia. Na regido
medular, ha a presenca de macrofagos com citoplespieto de formas amastigotas (Tafuri
et al, 2001).

A LVC pode acometer orgdo como o0s rins, pulmao elubae 6ssea, causando
glomerulonefrite, pneumonia intersticial cronicafuda e hiperplasia da medula Ossea
respectivamente. Em alguns casos, as tonsilas pogeesentar alteragcbes semelhantes as
observadas nos linfonodos (Keersral, 1984b; Tafuret al, 2001).

Na pele, as alteragbes macroscopicas presentesigraisdoentes sdo caracterizadas
por dermatite esfoliativa seca, alopecia com hiperaiose e, em muitos casos, também
ulceracbes. Microscopicamente, € comum se obseavdo atrofia como hiperplasia da
epiderme, hipermelanose e edema. Ha também fodiciegeneracdo, atrofia ou displasia
folicular, bem como inflamacao atrofia ou ausémigaglandulas sebaceas. Ainda é relatado
dermatite perivascular ou intersticial, superfi@aprofunda (Saridomichelaket al, 2007).
Amostras de pele sem lesGes macroscopicas, proveside animais sintomaticos, na sua
maioria, podem apresentar junto com alteragcdesostopicas, grande quantidade de formas
amastigotas. J& 0 mesmo tipo de exame em amostrgseldé de animais portadores

assintomaticos, geralmente revela carga parasité@eor (Solano-Galeget al,, 2004)

1.6 Diagnoéstico
Véarios métodos de diagndstico sdo preconizadostr®ers diretos, destacam-se o
exame microscopio denprints corados com Giemsa, a histopatologia, a imunaisteoica

(IHQ), o cultivo e isolamento do agente em anindegslaboratorio, o xenodiagndéstico, a
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reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR epo te@l. Dentre métodos indiretos, sao
comumente empregados a reacdo de imunofluorescemdigeta (RIFI), o ensaio de
imunodifusdo, o ensaio de imunoadsor¢cdo enzimd&dtdSA), o western blottinge a
Citometria de fluxo (Maia e Campino, 2008). A hmtologia pode ser utilizada para
diagndstico definitivo da LVC através da deteccéioroscopica do parasita, no entanto
apresenta limitagdes, como demora operacionalifecaldade de reconhecimento do parasita
(Xavier et al, 2006). A IHQ pode ser empregada como ferrameotaptementar para a
confirmacdo do diagndstico, principalmente quandarga parasitaria € baixa ou quando as
alteracOes histologicas, apesar de sugerirem adpréo evidenciam o parasita (Tatiral,
2004; Maia e Campino, 2008). Entretanto para aizaggfio da IHQ os laboratorios
veterinarios devem ter seus protocolos padronizadosntrolados em todas as etapas para

gue com isso 0s erros na interpretacao de resaltaétmocorram (Ramos-Vagaal, 2008)

1.7 Controle da Leishmaniose

As principais medidas de controle daheianiose sdo baseadas no diagndstico,
tratamento dos pacientes, controle de vetores teob@mle animais reservatorios. No Brasil, a
eliminacdo de caes infectados foi associada comceedcimo da prevaléncia da doenca em
humanos (Palatnik-De-Sous al, 2001). O tratamento de cées ndo € uma ferramenta
interessante no controle da leishmaniose viscenal wez que animais tratados podem ter sua
carga parasitaria aumentada apesar de aparenta@\Md©, 2008; www.who.int). As
estratégias de controle para vetores sdo baseadasmportamento dautzomia longipalpis
sendo utilizados principalmente os inseticidas j@es 2004). Os exames utilizados nos
programas de controle de leishmaniose visceral reas&ndémicas no Brasil sdo ELISA e
RIFI e alguns pesquisadores relatam a ocorrénciardacdo cruzada com erlichiose e
babesiose (Manciangt al, 1996), no entanto, outros autores afirmam nasrexm tais

reacdes (Oliveirat al, 2008).

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo eleger déinfanodos (mandibular, cervical e
popliteo), figado, baco e pele, o tecido mais efitd para a detecgcdo de formas amastigota
através da imunohistoquimica, utilizando amostmkidas de cdes infectados naturalmente

comLeishmaniasp., com e sem a presenca de sinais clinicos.
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Imunohistoquimica em caes positivos para leishmani ose visceral
Immunohistochemistry in dogs with visceral leishma niasis

Marcel L. Costardi, Euripedes B. Guimaraes'"
RESUMO

OBJETIVO: O estudo objetivou a determinacdo do tecido de eleicdo para o

diagnéstico imunohistoquimico da Leishmaniose visceral canina.

METODOS: Examinaram-se amostras obtidas em 40 cadaveres de cées positivos
para leishmaniose visceral pelos testes de reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e ensaio de adsor¢do enzimatica (ELISA), eutanasiados no Centro de
Controle de Zoonoses de Campo Grande, MS. Os cadaveres de 20 animais que em
vida manifestavam pelo menos trés sinais da doenca formaram um grupo
denominado de grupo 1, enquanto os animais clinicamente normais formaram o
grupo 2. Amostras da pele da ponta da orelha; linfonodos mandibulares, cervicais
superficiais e popliteos; figado e baco colhidas. Processadas pela técnica rotineira
de inclusdo em parafina, microtomizadas a 4um, um fragmento foi submetido a

marcacao imunohistoquimica especifica e examinada em microscopio de luz.

RESULTADOS: A imunohistoquimica possibilitou a confirmacdo da doenca em
todos os animais positivos. Os animais do grupo sem sinais a marcacao na pele foi
menor do que nos demais tecidos. No grupo com sinais, os trés linfonodos e figado

mostraram maior sensibilidade a imunohistoquimica.

CONCLUSOES: Os resultados permitiram concluir que os linfonodos s&o os 6rgéos

de eleicao para o diagnostico da LVC pelo método de imunohistoquimica.

DESCRITORES: Leishmania sp., diagndéstico, imunohistoquimica.
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ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to look for the most sensitive tissue for

diagnose of canine visceral leishmaniasis using immunohistochemistry.

Method: Forty serologic positive cadavers of dogs diagnosed by indirect
immunofluorecence and enzyme linked immuno sorbent assay were euthanatized
and provided by the Zoonosis Control Center of Campo Grande, MS. Dogs showing
at least three signs of the disease were assigned as group 1 and dog without signs
as group 2. Samples of skin, liver, spleen and mandibular, cervical and popliteal
lympho nodes were harvested and fixed in 10% neutral buffered formalin for

immunohistochemical examination under an optical microscope.

Results: All animals were positive for leishmaniasis by immunohistochemical
examination. The skin samples of the apparently healthy animals (group 2) showed
lower positivity compared to other examined tissue. Among dogs with clinical signs

data showed higher sensibility in the lympho nodes and liver.

Conclusion: Data obtained in this study allowed to conclude that the most sensitive

tissue for immunohistochemistry procedure are the lympho nodes.

DESCRIPTORS: Leishmania sp., diagnostic, immunohistochemistry.
INTRODUCAO

Leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca multissistémica causada pelo
protozoario, Leishmania (Leishmania) chagasi, endémica em varias regides do
mundo®®. A enfermidade se desenvolve no homem e nos cées, causando lesées
cutaneas e envolvimento visceral generalizado®®. O acometimento visceral é
importante por ser freqiientemente fatal quando nao tratado’. E considerada uma
importante zoonose, onde os caes tém um marcante papel epidemioldgico, por
serem hospedeiro para a forma amastigota do protozoario, que infecta o fleb6tomo
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, uma mosca hematofaga altamente adaptavel ao
convivio com animais domésticos e com seres humanos®, nos quais realizam
sugaduras, infectando-os*?. O intenso parasitismo da pele, inclusive de animais
assintomaticos, faz do c&o o principal reservatério da leishmania sp.* ®*. Entretanto

Tafuri et al. (2001)* relatou um caso de leishmaniose visceral com presenca de
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formas amastigotas em multiplos 6rgaos, cujas amostras de pele de diversas regides
do corpo apresentou apenas discreto infiltrado inflamatério, sem a presenca do
parasita.

Clinicamente, a LVC pode se manifestar de formas variaveis e, o tipo de sindrome
resultante da infeccdo, € determinada pela reagdo imune do hospedeiro. Os sinais
predominantemente sdo de uma doenca com evolugéo lenta, variando de animais
assintomaticos, aparentemente saudaveis, a caes apresentando lesfes cutaneas
autolimitantes até comprometimento sistémico fatal. Os sinais de comprometimento
dermatoldgicos consistem de descamacdo, seborréia, alopecia, ulceracao,
onicogrifose, geralmente com distribuicdo simétricas. Na forma visceral severa, a
temperatura corporal geralmente é normal ou sub-normal, podendo haver
manifestacdo de fraqueza, emaciacdo, diarréia, epistaxe, claudicacdo, anemia,
edema das patas, ulceracao cutanea, inflamacgao ocular que pode levar a cegueira,

linfadenomegalia e hepato-esplenomegalia™®.

A necropsia de animais com LVC clinica, os achados incluem emaciacio, lesdes
cutaneas e aumento de volume dos linfonodos, baco e figado. Os rins podem revelar
palidez da cortical e na maioria dos casos, a medula 6ssea apresenta-se
aumentada'®. Em humanos, as lesbes sdo semelhantes as observadas nos cées, no

entanto, em alguns casos, ha também presenca de fibrose e cirrose hepatica .

Microscopicamente no figado, ha presenca de granulomas intralobulares de
dimensbes variadas, constituidos de aglomerados de células epiteliodes e
macrofagos, parasitados ou ndo com a forma amastigota de L. chagasi. H4 poucos
linfocitos, plasmaocitos e raros neutréfilos. Outro achado frequente € a hipertrofia e
hiperplasia das células de kupffer, assim como um exudato linfo-histiocitario no
espaco porta e capsula hepatica'®?. O grande nimero de granulomas intralobulares
assim como o intenso infiltrado inflamatério portal e da cdpsula hepatica, podem
bloguear o fluxo sanglineo representando a base histologica para a

hepatomegalia™.

No baco, ocorre reacdo inflamatéria cronica na capsula esplénica, regiao
subcapsular, sistema trabecular e polpa vermelha. Ha adelgacamento da capsula e
o orgdo linféide se apresenta congesto. A polpa vermelha evidencia proliferacdo de

macréfagos e presenca de granulomas??,
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A linfoadenomegalia generalizada é uma caracteristica marcante da LVC **2. O
exame histolégico de linfonodos de cées positivos evidencia uma cortical com
desorganizacdo de estruturas foliculares e hiperplasia dos linfocitos e macréfagos.
Na regidao medular, ha a presenca de macrofagos com citoplasma repleto de formas

amastigotas do parasita®.

A histopatologia pode ser utilizada para diagnoéstico definitivo da LVC através da
deteccdo microscopica do parasita, no entanto apresenta limitacbes, como demora
operacional e dificuldade de reconhecimento do parasita’ A IHQ é empregada
como ferramenta complementar para a confirmacéo do diagnéstico, principalmente
quando a carga parasitaria € baixa ou quando as alteracdes histologicas, apesar de

sugerirem a doenca nao evidenciam o parasita >,

Com relacdo ao controle, em areas endémicas do Brasil, a eutanasia de cées
sorologicamente positivos foi relacionada a diminuicdo na prevaléncia de

leishmaniose humana'’.

O presente trabalho teve como objetivo eleger o tecido, em caes sorologicamente
positivos, infectados naturalmente com Leishmania sp, com e sem a presenca de
sinais clinicos, e que seja eficiente para marcacao de formas amastigotas através da

imunohistoquimica.
METODOS

Examinaram-se amostras obtidas em 40 cadaveres de caninos adultos, de ambos os
sexos, disponibilizados pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Todos pertenciam a animais positivos para
Leishmania sp através dos testes soroldgicos de RIFI (Biomanguinhos, Fiocruz, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), considerado exame sorologico padréo ouro para diagnéstico

de Leishmania sp. %

, € de ELISA(enzyme linked immunonoSorbent assay)
(Biomanguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os cadaveres dos animais
doentes e eutanasiados® foram selecionados de acordo com os sinais clinicos
registrados em vida, e separados em dois grupos. O primeiro grupo, ou sintomatico,
foi composto de 20 animais, que em vida, apresentaram pelo menos trés sinais
clinicos sugestivos de LVC tais como, emagrecimento severo, palidez de mucosas,
dermatite esfoliativa seca, alopecia, hiperqueratose, Ulceras de pele ou mucosas,
onicogrifose e linfoadenopatia®, e o segundo, também com 20 animais, clinicamente

isentos de tais sinais, referido como assintomaticos. A ocorréncia de
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linfoadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia foi confirmada através do
exame post-mortem conduzido na sala de necropsia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Amostras
colhidas da pele, em um ponto fixo, pré-determinado da extremidade da orelha;
linfonodos mandibulares (LM), cervicais (LCS) e popliteos (LP), figado e baco foram
fixadas em solugcéo de formol a 10%, neutro e tamponado por no maximo 48 horas.
Processadas as amostras pela técnica rotineira de inclusdo e blocagem em

parafina*®

, 0S blocos foram submetidos a microtomia, para obtencao de seccdes de
tecidos, com espessura de 4 um. Na sequéncia, uma lamina de cada bloco foi
submetida & marcacao imunohistoquimica, de acordo com protocolo preconizado por

Tafuri (2004) %,

Para a marcacao imunohistoquimica, as laminas, depois de desparafinadas, foram
hidratadas e incubadas com peréxido de hidrogénio a 4%, e em seguida lavadas em
solucdo salina fosfatada tamponada (PBS), incubadas com 0,26g leite em po6
desnatado (Molico®) diluido em 10ml de agua destilada, seguido por lavagem em
PBS. Como anticorpo primario, utilizou-se soro sanguineo de cédo positivo para L.
chagasi, com titulacéo de 1:1280, diluido a 1:100 em PBS, no qual as laminas foram
incubadas por 20-22 horas em camara Umida na temperatura de 4 T. ApOs
incubacdo, as laminas eram lavadas com PBS e incubadas com biotinylated-link
(Dako, Califérnia - EUA) por 30 minutos, lavadas novamente com PBS e incubadas
por 30 minutos com streptavidin-HRP (Dako, Califérnia - EUA) em temperatura
ambiente. A reacdo era desencadeada com solucdo cromoégena de
diaminobenzidine (Dako, Califérnia - EUA) por 5 minutos e entdo lavados com 3
banhos consecutivos em agua destilada por 5 minutos. Em seguida, os cortes eram
corados com hematoxilina por 45 segundos e lavados em &gua corrente, por 5
minutos. As laminas eram desidratadas, diafanizadas e em seguida montadas com

enthelan e laminulas®* .

As laminas prontas, foram examinadas em microscopia de luz com objetivas 100 e
400X. Os exames eram interpretados como positivos através da marcacdo em cor
marrom, de formas amastigotas no interior de macréfagos do sistema fagocitario

mononuclear (Fig.1 e 2).

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o programa

computacional Biostat® 2008 profissional e Instat® e submetidos ao teste exato de
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Fisher e ao teste ndo paramétrico de Cochran para comparacao da diferenca entre

as porcentagens de positividade das amostras estudadas.
RESULTADOS

Os sinais clinicos de LVC observados nos animais do grupo |, sintomaticos foram:
dermatite esfoliativa seca (85%); alopecia (70%); anemia (65%); hiperqueratose
(65%); onicogrifose (60%) e Ulceras de pele (20%). Quanto a condi¢do corporal,
55%, apresentaram estado geral ruim, 40% regular e somente 5% tinha condi¢cao
corporal boa. A necropsia, 85% dos casos revelou linfoadenomegalia; 45%,

hepatomegalia e 55%, esplenomegalia.

Quanto aos animais do grupo I, 90% deles apresentaram condicdo corporal boa e
somente 10% evidenciaram estado geral regular. A manifestacao clinica, por ventura
observada em alguns animais desse grupo foi, anemia em 5% e, a necropsia,
observou-se que 10% dos cadaveres apresentaram linfoadenomegalia e 15%,

esplenomegalia.

Quando as amostras foram submetidas a imunohistoquimica, todos os animais
revelaram marcacdo em pelo menos um tecido e, com excecdo de um do grupo
assintomatico, cujos linfonodos ndo revelaram marcacéo, evidenciando positividade
somente na pele e no bago. Os resultados estdo expressos na Tabela 1. No grupo 1
ou sintomaticos, a maior positividade a IHQ ocorreu nos linfonodos cervicais
superficiais, onde 90% deles mostraram forte marcacao de formas amastigotas do
parasita, caracterizada pela presenca agregados marrom no interior de macrofagos
(Figura 1). Este quadro se repetiu em 85% dos LPs, 80% dos LMs, 75% dos figados
e bacos e 60% das amostras de pele.

Os resultados obtidos nos testes de imunohistoquimica, nas amostras de tecidos dos
animais do grupo Il, assintomaticos, expressos (Tab 1), revelam que, a maior
positividade, com marcagdo semelhante a observadas nos tecidos dos animais do
grupo | (Figura 2), coube aos LCs (90%), seguida dos LPs (85%), LMs (80%), baco
(75%), figado (60%) e pele (15%).



Tabela 1 - Imunohistoquimica para Leishmaniose Visceral Canina, em diferentes tecidos, de 40
cées positivos nos testes sorolégicos de RIFI e ELISA, com e sem sinais clinicos da doenca e
eutanasiados no CCZ de Campo Grande, MS

Resultados positivos — (%)

Tecidos
Grupo 1-sintométicos (n=20) - Grupo 2-assintoméaticos (n=20)
LM 18 — (90) 16 — (80)
LCS 16 — (80) 18 — (90)
LP 17 — (85) 17 - (85)
LM+LCS+LP 20 - (100) 19 - (95)
Pele 12 — (60)* 3-(15)"
Figado 15 —(75) 12 — (60)
Baco 15 — (75) 15— (75)

Letras A e B na mesma linha representam diferenca estatistica significativa (p<0,007)
LM=Linfonodo mandibular; LCS=Linfonodo cervical superficial; LP=Linfonodo popliteo;
LM+LCS+LP=Resultado obtido em pelo menos um dos trés linfonodos



Figura 1- Linfonodo mandibular de animal positivo sintomatico;
Mdltiplos macréfagos com citoplasma carregado de agregados
marrom = Forma amastigota de Leishmania sp.(cabeca de seta)

Figura 2 - Linfonodo cervical superficial de animal positivo
assintomatico; Macrofagos com citoplasma carregado de
agregados marrom = Forma amastigota de Leishmania

24
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DISCUSSAO

As manifestacdes clinicas apresentadas pelos animais do grupo | foram
caracteristicas da LVC e estdo de acordo com as descricdes de Melo et al. (2008)**
. Rallis et al. (2005)*®: Saridomichelakis et al. (2007)?*; Moreira et al. (2007)*° e
Ciaramella et al. (1997)°.

Os resultados da imunohistoquimica dos linfonodos, conforme constam na Tab.1.

Confrontando os resultados da IHQ obtidos nos linfonodos, no presente trabalho,
com a literatura, observa-se que Moreira et al., (2007)™ registram uma sensibilidade
da técnica de 65,85% para o diagnostico de LVC, em LPs de animais portadores da
doenca com manifestacdes clinicas e de 72,73% em cées sorologicamente
positivos, mas que nao apresentaram sinais da doenca, resultados estes inferior aos

85% encontrados em ambos 0s grupos estudados.

No grupo I, a maior porcentagem de resultados positivos na IHQ dos LCSs (90%)
em relacdo aos LPs (85%) (Tab. 1), corrobora a hipétese de Ciarmella et al., (1997)°,
de que, em casos de leishmaniose, os linfonodos das regifes craniais do corpo
recebem maior carga parasitaria, porque estdo ligados aos vasos linfaticos que
drenam as areas corporais com grande concentracdo de lesdes da LVC. Os LMs
dos animais desse grupo, apesar de se localizarem em area corporal que, em caso
de manifestacdo de sinais clinicos, sdo amplamente afetadas de les0es,
apresentaram 80% de positividade, menor que os 90% observados nos LCSs. Isto
pode ser devido a diferenca de extensdo da area drenada, consideravelmente menor
para os LMs, uma vez que os LCSs drenam extensa area de pele e tecido

subcutaneo?.

Com relagédo ao figado, o baixo nimero de resultados positivos na prova de IHQ
observados no o6rgao, onde somente 75% dos animais com sinais clinicos e 60%
dos sem sinais revelaram positividade (Tab.1), esta de acordo com os relatos de
Moreira et al. (2007)* que, ao compararem a positividade, do figado no teste de IHQ
em cdes com LVC, com a da medula 6ssea e a do LP, observaram que somente
53,66% dos animais com sinais e 56,52% dos sem sinais clinicos, foram positivos.
Alem disso este 6rgdo tem revelado consideravel instabilidade para o diagnéstico de
LVC, uma vez que Giunchetti et al., (2008)'° obteve resultados ainda mais
discrepantes, com 25 e 65% de positividade em cdes sem manifestacdes e com

sinais clinicos, respectivamente. Estes resultados sdo consideravelmente menores
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que 0s 75% para o grupo | e os 60% para o grupo I, encontrados no presente

estudo.

O mesmo pode ser inferido quando se interpreta os valores observados na IHQ do
baco dos caes positivos para LVC testados, onde os 75% de positividade
encontrados, tanto nos animais do grupo I, como nos do grupo Il (Tab.1), estéo
préximos aos 60,98% e 69,57%, registrados por Moreira et al. (2007)* em cdes com

e sem sinais clinicos de LVC, respectivamente.

Em se tratando da pele, a positividade de 60% na imunohistoquimica da pele dos
animais do grupo I, € compativel com o percentual de 70% de resultados positivos
encontrados por Soleno-Gallego et al., (2004)** em amostras de pele de cdes
infectados com leishmania infantum. A comparacdo da positividade da pele pela
imunohistoquimica, entre os 60% do grupo I, com os 15% do grupo Il (Tabl) revelou
diferenca estatisticamente significativa (p<0,007) concordando com o resultado
encontrado por Giunchetti et al., (2006)** que demonstraram uma carga parasitaria
maior na pele de animais com manifestacdo sinais clinicos, quando comparados

com 0s sem sinais da doenca.

Estatisticamente, o tratamento dos resultados da IHQ obtidos nos tecidos dos
animais do grupo | ndo revelou diferenca significativa entre 6rgdos. Quando se
aplicou o mesmo tratamento sobre os resultados encontrados nos tecidos dos
animais do grupo Il, somente a pele foi estatisticamente diferente dos demais
orgdos. Entretanto a observacdo dos dados brutos (Tab 1.), o grupo |, revela que os
nodos linfaticos sobressaem em termos de positividade, ocorrendo em 90, 85 e 80%
dos LMs, LPs e LCSs, respectivamente. O figado e o baco evidenciaram resultados
semelhantes e a pele foi o 6rgdo que apresentou menor positividade. Estes
resultados se repetiram com os animais do grupo Il, mas com melhor desempenho

do LCS e também pior para a pele (Tab.1).

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que os linfonodos séo
0s orgaos de eleicdo para o diagnéstico direto da LVC pela IHQ, um teste de elei¢cdo
para o diagnéstico da doenca. A sensibilidade deste teste mostrou consideravel
aumento de sensibilidade quando aplicado simultaneamente em amostras de, pelo
menos trés linfonodos diferentes, tendo sido capaz de revelar a presenca do parasita
em 100% dos animais positivos, sintomaticos e de 95% dos assintoméaticos (Tab. 1).

Com isso esse procedimento, quando realizado em amostras simultaneas de trés



27

diferentes linfonodos é grande utilidade para dirimir davidas quanto a eficiéncia dos
métodos sorolégicos de diagndstico da LVC. Isto poderd contribuir para abreviar
eliminacao de fonte potencial de infeccdo humana pela Leishmania sp, representada
pelos animais portadores assintomaticos de LVC, bem como para prevenir a
eutanasia de animais com eventuais resultados sorolégicos falso-positivos. Podera
também vir a ser de grande utilidade para avaliar a eficiéncia de tratamento
medicamentoso de caninos positivos, caso este procedimento venha a ser permitido

pelas autoridades sanitarias.
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