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Oliveira, VC. Ocorréncia de Leishmania infantum em sistema nervoso central de
caes naturalmente infectados: lesdes associadas e isolamento parasitolégico
de tecidos e liquor. Rio de Janeiro; 2016. 99 f. Dissertacdo [ Mestrado em Pesquisa
Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas, Fundacao Oswaldo Cruz.

RESUMO

A leishmaniose visceral zoonética (LVZ) é causada pelo protozoario Leishmania
infantum (sin. L. chagasi) e alteracfes histologicas atribuidas a infeccdo por esse
parasito ja foram relatadas em diferentes tecidos do sistema nervoso central (SNC).
Entretanto, ainda ndo ha relatos do isolamento do parasita nestes tecidos em caes
do Brasil. Os objetivos deste estudo foram avaliar a ocorréncia de L. infantum em
diferentes tecidos do SNC e no liquor e identificar altera¢des histologicas associadas
a esse parasito nesses tecidos em caes naturalmente infectados. Foi estudada uma
amostra de 50 cdes soropositivos para Leishmania no ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e imunocromatografia de duplo percurso (DPP®), provenientes do municipio
de Barra Mansa. Estes animais foram submetidos a eutanasia e necropsia, sendo
coletados: liquor, amostras teciduais de cérebro, cerebelo, tronco encefalico, medula
espinhal e baco. O liquor e amostras teciduais foram submetidos a cultura
parasitologica e qPCR. Amostras de cada tecido do SNC e baco foram fixadas em
formalina tamponada a 10% e processadas pelas técnicas de imuno-histoquimica,
hibridizacdo in situ e histopatologia. As amostras de baco foram submetidas
somente as técnicas de imuno-histoquimica e histopatologia. Adicionalmente, 37
amostras de liquor foram submetidas ao teste DPP®. Sinais clinicos neuroldgicos
foram observados em dois caes (4%): um apresentava paraparesia e 0 outro ataxia
e desorientagdo. Todos os cdes apresentaram positividade para L. infantum em SNC
em pelo menos uma das técnicas utilizadas. Formas amastigotas foram identificadas
em tronco encefalico e medula espinhal cervical em apenas um céo (2%) pelas
técnicas histologicas. Formas viaveis de L. infantum foram isoladas no liquor,
encéfalo e medula espinhal de treze animais (26%). Anticorpos anti- L. infantum
foram detectados no liqguor de 65% dos cées. As alteracBes histolégicas
inflamatorias em SNC foram observadas em dezesseis animais (32%) e foram
caracterizadas por: meningite em treze animais (81%), manguito perivascular em
sete (44%), coroidite em quatro (25%), encefalite em dois (12%) e mielite em um
animal (6%). Na técnica de qPCR foi observado que encéfalo apresentou a maior
frequéncia de positividade (98%) para L. infantum, seguido da medula espinhal
(96%) e liquor (51%). A maior carga parasitaria de L. infantum foi observada na
medula espinhal (mediana de 1,996 gEqg/ng), seguida do liqguor (mediana de 0,712
gEqg/ng) e encéfalo (mediana de 0,075 gEqg/ng). A carga parasitaria no baco foi
correlacionada positivamente a carga parasitaria de encéfalo (p=0,005) e medula
espinhal (p=0,006). Esses resultados demonstraram que L. infantum é comum no
SNC de cées naturalmente infectados por esse parasito. Portanto, esse parasito é
capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e causar alteragdes inflamatorias
no SNC, que nado estdo necessariamente associadas a sinais clinicos neurolégicos.

Palavras- chave: 1.Sistema nervoso central. 2. Leishmania infantum. 3. Cao. 4.
Leishmaniose visceral. 5. Histopatologia. 6. PCR. 7. Diagndstico.
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Oliveira, V.C. Occurrence of Leishmania infantum in the central nervous system
of dogs naturally infected: associated lesions and parasite isolation in tissues
and cerebrospinal fluid. Rio de Janeiro; 2016. 99 f. Dissertation [Masters in Clinical
Research in Infectious Diseases] - Evandro Chagas National Institute of Infectious
Diseases, Oswaldo Cruz Foundation.

ABSTRACT

The zoonotic visceral leshmaniasis (ZVL) is caused by the protozoan Leishmania
infantum (sin. L. chagasi) and histological alterations attributed to the infection by this
parasite were reported in different tissues of central nervous system (CNS).
However, there are no reports of isolation of this parasite in these tissues in dogs
from Brazil. The aims of this study were to evaluate the occurrence of L. infantum in
different tissues of CNS and in the cerebrospinal fluid, and to identify the histological
alterations associated with this parasite in these tissues in naturally infected dogs. A
sample of 50 dogs seropositive for Leishmania in the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) and immunochromatographic rapid test Dual Path Platform (DPP®)
were studied. These dogs were from the municipality of Barra Mansa. These dogs
were euthanized, necropsied and the following samples were collected:
cerebrospinal fluid, tissue samples of cerebrum, cerebellum, brain stem, spinal cord
and spleen. The cerebrospinal fluid and tissue samples were submitted to
parasitological culture and gPCR. Samples of each tissue of CNS and spleen were
fixed in  10% buffered formalin and processed for histopathology,
immunohistochemistry and in situ hybridization. The spleen samples were only
submitted to histopathology and immunohistochemistry. Additionally, 37 samples of
cerebrospinal fluid were submitted to DPP® assay. Neurological clinical signs were
observed in two dogs (4%): one presented paraparesia and the other ataxia and
maze. All the dogs presented positivity for L. infantum in CNS in at least one of the
techniques used. Amastigote forms were identified in the brain stem and cervical
spinal cord in one dog (2%) by the histological techniques. Viable forms of L.
infantum were isolated in the cerebrospinal fluid, brain and spinal cord of 13 animals
(26%). Anti- L. infantum antibodies were detected in the cerebrospinal fluid in 65% of
dogs. Inflammatory histological alterations in CNS were observed in 16 (32%) dogs
and were characterized by meningitis in 13 (81%) dogs, perivascular cuffing in seven
(44%), choroiditis in four (25%), encephalitis in two (12%), and myelitis in one (6%).
In the gPCR, the brain presented the higher frequency of positivity (98%) for L.
infantum, followed by spinal cord (96%) and cerebrospinal fluid (51%). The higher
parasite burden of L. infantum was observed in the spinal cord (median of 1.996
gEq/ng), followed by cerebrospinal fluid (median of 0.712 gEg/ng) and brain (median
of 0.075 gEqg/ng). The parasite burden in the spleen was positively correlated with the
parasite burden in the brain (p=0.005) and in the spinal cord (p=0.006). These results
demonstrated that L. infantum is common in the CNS of dogs naturally infected by
this parasite. Therefore, this parasite is able to cross the blood-brain barrier and
cause inflammatory alterations in CNS, which are not necessarily associated with
neurological clinical signs.

Key words: 1. Central nervous system 2. Leishmania infantum 3. Dog 4. Visceral
leshmaniasis 5. Histopathology 6. PCR 7. Diagnosis
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1.INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozodrios do género
Leishmania, parasitos que infectam varias espéecies de mamiferos, incluindo os
humanos (Gramiccia & Gradoni, 2005). A forma sistémica das leishmanioses é
denominada leishmaniose visceral (LV) e no Brasil € causada por L. infantum (sin. L.
chagasi) (WHO, 2010; Maia & Campino, 2012).

A LV possui amplo espectro epidemiolégico com distribuicdo mundial,
ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas Américas. E uma doenca
tropical negligenciada, que esta presente em 12 paises da América Latina onde
apresenta mais de 3.000 novos casos humanos anuais, sendo que 96% desses
casos ocorrem no Brasil (WHO, 2010; Arruda, 2013; PAHO/WHO, 2014). Dos 300
mil novos casos humanos anuais de LV a maioria estd concentrada em apenas seis
paises, que s&o: india, Bangladesh, Sud&o, Suddo do Sul, Etiopia e Brasil (WHO,
2014).

Atualmente, no Brasil, ocorre a expansao da LV, havendo relatos de casos
em areas antes consideradas livres da doencga (Tonini et al., 2012).

No ano de 2011, foi descrito o primeiro caso autdéctone de LV canina na
regiao sul do pais, a qual era a Unica sem relatos comprovados da doenca (Da Silva
et al., 2011). Na regido sudeste, o estado do Rio de Janeiro também tem
apresentado expansao de casos de infec¢cdo por L. infantum em cées para areas
anteriormente livres (Cabrera et al., 2003; De Paula et al., 2009; Souza et al., 2009;
Figueiredo et al., 2010).

Recentemente, tém ocorrido muitos casos de LV em cdes e humanos no
municipio de Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro, sendo registrados nove casos
humanos entre 2010 e 2013, onde quatro desses pacientes evoluiram para 0Obito
(Secretaria de Saude do estado do Rio de Janeiro, 2013; Pimentel et al., 2014). Tal



fato reflete a fragilidade do controle da doenga e o risco da sua expansao pelo
estado.

Adicionalmente, a leishmaniose € considerada uma infeccdo oportunistica em
pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que se apresentam com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Alvar et al., 2008).

A principal forma de transmissdo do parasita para 0 homem, cédes e outros
hospedeiros mamiferos é através da picada de fémeas de dipteros da familia
Psychodidae, sub-familia Phlebotominae, conhecidos como flebotomineos (WHO,
2010). Lutzomyia longipalpis € o principal vetor biol6gico do agente da LV no Brasil,
mas estudos ja evidenciaram a participacdo de Lutzomyia cruzi na transmisséao de L.
infantum na regido do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Santos et al.,1998;
Missawa et al., 2011).

Na éarea urbana, o cdo (Canis familiaris) € o principal reservatorio de L.
infantum e fonte de infeccdo para os vetores (Gontijo & Melo, 2004). A enzootia
canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccdo em caes tem
sido mais prevalente do que no homem (Camargo-Neves et al., 2001). No ambiente
silvestre, os reservatorios sédo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os

marsupiais (Didelphis albiventris) (Ministério da Saude, 2013).

1.1.1 Ciclo biolégico

Durante seu ciclo de vida a Leishmania apresenta duas formas diferentes,
sendo que uma ocorre no hospedeiro vertebrado e a outra no hospedeiro
invertebrado (vetor). O vetor infectado durante a alimentagdo de sangue de um
hospedeiro vertebrado regurgita promastigotas infectantes (metaciclicas) na pele
desses hospedeiros. As formas promastigotas sdo rapidamente fagocitadas por
células de defesa, principalmente macréfagos e dentro de um vacuolo parasitéforo
(fagossomo) se transformam em formas amastigotas. Essa forma intracelular se
divide por divisédo binaria até o rompimento da célula. Apds o rompimento celular, as
formas amastigotas sdo liberadas e infectam novos macrofagos. Em algumas

espécies ocorre a disseminacdo hematogénica do parasito que tem tropismo por



visceras como o baco e o figado. O vetor ao realizar o repasto sanguineo no
hospedeiro vertebrado infectado, ingere uma pequena quantidade de sangue com
macrofagos parasitados. No tubo digestivo do vetor, os amastigotas se transformam
em promastigotas, migrando posteriormente ao aparelho bucal do vetor e o ciclo se
completa (Silva & Prata, 2012). O esquema do ciclo biolégico de protozoéarios do

género Leishmania é apresentado na figura 1.

Figura 1- Ciclo de vida Leishmania infantum.l.Promastigotas metaciclicos séo tranferidos
para o hospedeiro vertebrado durante alimentacdo do flebotomineo fémea; 2. Promastigotas sao
fagocitados pelos macréfagos e dentro de vacuolo (fagossomo) se transformam em amastigotas; 3.
As formas amastigotas se multiplicam por divisdo binaria; 4. Amastigotas sédo liberadas do macrofago,
infectando novos macrofagos; 5. O vetor se alimenta de sangue de hospedeiro vertebrado infectado e
ingere macrofagos parasitados. No tubo digestivo do vetor as amastigotas se transformam em
promastigotas.6. Os promastigotas aderidos ao epitélio intestinal do vetor passam por diferenciagéo
terminal e evolui para a forma metaciclica.

Fonte: modificado de Chang (1990) in Modern Parasite Biology edited by D.J. Wyler



1.2 SINAIS CLINICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC)

O quadro clinico da LVC é bastante variavel e o animal pode apresentar
desde estado assintomatico a quadros severos de caquexia. A infeccéo evolui para
os estados latente ou patente que, por sua vez, em periodos variaveis de semanas,
meses ou anos, podem evoluir para a forma aguda, subaguda, cronica ou regressiva
(Marzochi et al., 1985).

A LV é considerada uma doenca imunomediada, pois o parasito possui a
capacidade de modificar o sistema imunolégico do hospedeiro (Pinelli et al., 1994).
O parasito multiplica-se dentro dos macrofagos, causando uma inflamacao crénica e
intensa resposta policlonal de células B. A hipergamaglobulinemia resultante leva a
deposicdo de imunocomplexos e a ativacdo do sistema complemento nos tecidos,
causando vasculite, uveite, artrite, dermatite e, especialmente glomerulonefrite e
falha renal (Lopez et al., 1993; Ikeda et al., 2003).

De modo geral, os animais desenvolvem um processo debilitante, crénico,
com linfoadenomegalia generalizada, anemia, lesdes cutaneas ulcerativas ou
descamativas, hepato-esplenomegalia e glomerulonefrite com proteindria. Blefarite,
Ulcera e edema de cérnea, conjuntivite e uveite sdo comuns (Abranches et al., 1991;
Ciaramarella & Corona, 2003). Sinais inespecificos como perda de peso progressiva,
apesar de apetite normal, e disturbios locomotores associados a fraqueza muscular
sdo também comumente relatados. A suspeita clinica da doenca é mais facilmente
levantada quando o animal apresenta varios sinais clinicos (Abranches et al., 1991).

No entanto, a maioria dos cées infectados ndo apresenta sinal clinico (Cabral
et al., 1998) e mesmo na pele clinicamente sadia pode haver a presenca de
parasitos, o que alerta para a importancia desses animais no ciclo de transmissao da
doenca (Solano-Gallego et al.,, 2004). Em trabalho realizado por Laurenti et al.
(2013) foi avaliada a viabilidade de transmisséo de L. infantum para o vetor atraves
de xenodiagnostico, sendo avaliados 24 animais sintomaticos e 14 animais
assintomaticos, onde todos os animais assintomaticos, exceto um, apresentaram-se
competentes para transmitir o parasito, incluindo os que nao apresentaram formas

amastigotas na pele através da técnica de imuno-histoquimica. Isto demostra que



mesmo animais assintomaticos sao fonte de infeccéo para o vetor, mantendo o ciclo

de L. infantum em areas endémicas.

1.2.1 Manifestagdes neuroldgicas

Em cées infectados por L. infantum ja foram relatados sintomas neurolégicos
como convulsdes generalizadas, locomocao ataxica, hipermetria, tremor de
intencdo, quedas, sinais de paralisia dos nervos cranianos (estrabismo, ptose facial,
disfagia), sinais de envolvimento vestibular e cerebelar (inclinacdo de cabeca,
nistagmo, ataxia), mioclonias, hemiparesia esquerda, paraparesia, tetraplegia,
vocalizacdo, andar em circulos e episddios de perseguicdo a cauda, entre outros
(Ikeda et al., 2007; Schwardt et al. ,2012). Em trabalho realizado por Marquéz et al.
(2013) foi observado alteracdes como sindorme de Horner bilateral, depresséo e
atrofia dos musculos supra e infra espinhoso, temporal, deltéide, biceps e triceps
braquial.

Também ja foi relatada a presenca de alteracbes oftalmicas (cegueira,
anisocoria e midriase bilateral) (Ikeda et al., 2007). Font et al. (2004) descreveram o
caso de uma cadela que apresentou vasculite aguda que atingiu o tecido da medula
espinhal levando a paraplegia. Essas alteracdes neuroldgicas observadas em cées
infectados por L. infantum foram atribuidas a esse parasito, tendo sido excluidos por
meio de técnicas de diagnostico laboratoriais outros agentes de diagndstico
diferencial como: Neospora caninum, Toxoplasma gondii e o virus da cinomose
(Schwardt et al., 2012; Marquéz et al., 2013). Em trabalho realizado na Espanha por
José-Lopez et al. (2014) foi observado severa hemiparesia direita e claudicacédo do
membro pélvico direito em cdo com LV, cujos sinais apresentaram regressao apos
terapia anti Leishmania.

Na medicina humana ja foi relatado, em uma crianca de 16 meses a
ocorréncia de mioclonia facial e tremores de extremidades, sendo mais visiveis em
cabeca, maos e lingua associadas a infeccdo por L. infantum. Na tomografia
computadorizada deste paciente, observou-se reducdo difusa do cérebro
especialmente no lobo frontal direito, com atrofia da matéria branca e aumento do

terceiro ventriculo (Diniz et al., 2010).



Adicionalmente em hospital universitario no Sudéo, no periodo de fevereiro de
1992 a abril de 1993 foram atendidos 111 pacientes com LV, sendo que cinquenta e
dois (46%) deles apresentavam sinais neuroldgicos de discretos a severos, sendo o
sintoma mais comum a sensacdo de queimacao dos pés. Porém, outras alteracdes
como hiperestesia, sinais de paralisia dos nervos cranianos e surdez neuro sensorial

também foram observados nestes pacientes (Hashim et al., 1995).

1.3 ALTERACOES HISTOLOGICAS, ISOLAMENTO PARASITARIO E
DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI Leishmania EM SISTEMA
NERVOSO CENTRAL (SNC)

Alteracgdes histologicas associadas a infeccdo por L. infantum sdo observadas
em tecidos do SNC de cées infectados, mesmo 0s assintomaticos. Essas alteracdes
sdo caracterizadas principalmente por infiltrado linfo-plasmocitario, coroidite,
leptomeningite e degeneracdo neuronal (Garcia- Alonso et al., 1996; Nieto et al.,
1996; Ikeda et al., 2007; Schwardt et al., 2012). Essas lesfes ja foram relatadas em
cérebro, sendo o plexo cordide a area mais acometida, medula espinhal, nervos
espinhais e meninges (Nieto et al., 1996; Vifiuelas et al., 2001; lkeda et al., 2007;
Melo & Machado, 2009; Melo et al., 2009; Petersen & Greenlee, 2011; Marquéz et
al., 2013).

Em estudo utilizando 39 caes naturalmente infectados por L. infantum, com e
sem sintomas neurolégicos, foi observado que as alteracdes histoldgicas foram mais
frequentes e intensas em animais com sintomatologia nervosa (lkeda et al., 2007), o
gue sugere que o grau de lesdo e o aparecimento de sinais neurolégicos estao
relacionados com a cronicidade da doenca (Melo et al., 2009).Também j& foi
relatada a presenca de infiltrado inflamatério contendo linfocitos, macrofagos e
neutrofilos em cérebro de cédes, sendo distinguidos principalmente no plexo coroide,
zona sub-ventricular, leptomeninges e em torno de vasos sanguineos do
parénquima cerebral em cées infectados sem sintomas neurolégicos (Melo et al.,
2009).

Em relato de caso de um animal com leishmaniose que apresentou paraplegia

aguda, foram observadas areas hemorragicas na medula espinhal lombar, vasculite



e necrose de muitas paredes dos vasos desta regiao (Font et al., 2004). Em trabalho
feito por José-Lopez et al.,, (2014) foi observado formagdo de uma massa
semelhante a um granuloma na medula espinhal e mielopatia em um poodle com
LV, sendo o infiltrado composto por populacdo celular fusiforme (fibroblastos e
fibrécitos) e alguns linfécitos em uma matriz eosinofilica coberta por uma fina
camada de fibras coldgenas.

Adicionalmente, Mendonca et al. (2013), utilizando as técnicas de
histopatologia usando a coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e de imuno-
histoquimica (IHQ) em amostras de cérebro de 23 cdes com LV, encontraram lesdes
no cérebro em 10 animais. As lesdes cerebrais encontradas foram congestao
vascular, meningite linfo-plasmocitaria focal e linfomeninigite. Em nenhum desses
animais, formas amastigotas de Leishmania sp. foram encontradas e as lesdes
foram classificadas como leves, sugerindo que o cérebro de cédes infectados parece
ser, de alguma forma, protegido pelas metaloproteinases que atuam na barreira

hematoencefalica (Machado et al., 2010).

Porém em estudo experimental de Abreu-Silva et al. (2003), foi utilizado L.
amazonensis para fazer inoculacdo em seis camundongos, e oito meses depois
esses animais foram sacrificados e submetidos a necropsia. Na histopatologia foram
observadas lesbes histoldégicas no cérebro como hiperemia e meningite composta

por células mononucleares e neutréfilos na maioria dos animais do estudo.

Apesar da observacdo de alteracdes histoldgicas, relatos de identificacdo de
formas amastigotas em SNC de cédes ainda sdo escassos, ocorrendo somente em
relatos de caso de cades da Europa, onde o tratamento canino € permitido (Nieto et
al.,1996; Vifuelas et al., 2001; Schwardt et al., 2012; Marquez et al., 2013). Com
iISSO, até o presente momento ndo ocorreu isolamento parasitario em tecido nervoso
de cé@es do Brasil (lkeda et al., 2007). Esses autores identificaram formas
amastigotas de Leishmania em células ependidimarias, linfécitos e macréfagos do
plexo cordide, em histiocitos das meninges, em nervos espinhais, medula espinhal e
parénquima do cérebro (Nieto et al.,1996; Vifiuelas et al., 2001; Schwardt et al.,
2012; Marquez et al., 2013).

Na medicina humana, também em um relato de caso, em um paciente HIV

positivo, residente no Rio Grande do Norte, foram detectadas formas amastigotas e



material antigénico particulado em células da micréglia e na luz dos vasos do
cérebro pela técnica de imuno-histoquimica (Ramos et al., 1994).

Na india, temos outro relato, onde uma crianca de 10 anos foi submetida &
esplenectomia, pois se encontrava em tratamento prolongado (mais de vinte meses)
contra L. donovani sem apresentar resultados satisfatorios. Apds remocéo do baco o
paciente apresentou quadro clinico de meningite, sendo realizada punc¢éo de liquor,
gue se encontrava turvo e apresentava diversas formas amastigotas de Leishmania
intracelular e extracelular. O autor argumentou que, provavelmente, apoés
esplenectomia os parasitos migraram para o liquor em busca de um sitio seguro,
uma vez que a maioria das drogas anti-Leishmania utilizadas ndo alcancam o
sistema nervoso devido a presenca da barreira hematoencefalica (Prasad & Sen,
1996).

No estudo de Abreu - Silva et al. (2003), mencionado anteriormente, dos 6
camundongos inoculados com L. amazonensis, foram observadas formas
amastigotas em cortes histologicos de cérebro em dois deles (33,3%). Ja no trabalho
de Oliveira et al. (2011) L. infantum foram inoculados em 18 hamsters e foram
avaliados o baco, figado, rim, pulméo, coracdo e cérebro desses animais quatro
meses apos inoculacdo. No exame direto houve uma alta porcentagem de animais
que apresentaram formas amastigotas no cérebro (83,3%) ficando abaixo somente
de amostras de baco e figado onde o parasito foi detectado em todos os animais
infectados (100%). Ambos os trabalhos foram realizados em animais imuno-
competentes e nédo tratados para a doenca, o que demonstra a circulacdo do
parasito no SNC mesmo na auséncia de tratamento prévio.

Adicionalmente, em alguns estudos prévios foi relatada a presenca de
anticorpos anti-Leishmania em liquor de caes por meio da técnica de Elisa (Lima et
al., 2003; Feitosa et al., 2005; Grano et al., 2014), sendo que, no trabalho realizado
por Lima et al. (2003), dos 30 cédes naturalmente infectados examinados, trés
apresentavam alteracdes neurologicas e todos possuiam altos niveis de anticorpos
no liquor .

Segundo alguns autores, a observacdo de neuroinflamagé&o assim como a
presenca de imunoglobulinas no liqguor sugerem que houve ruptura na barreira
hematoencefalica, pois a mesma em condicdes fisioldgicas impede a passagem de

estruturas microscopicas e grandes moléculas hidrofilicas através de juncdes



apertadas entre as células (Garcia-Alonso et al.,1996; Abreu-Silva et al.,2003; Lima
et al., 2003; Feitosa et al., 2005; Engerlhardt & Sorokin, 2009; Melo et al., 2009).
Porém, em trabalho feito por Feitosa et al. (2005) no qual foram utilizados cdes com
e sem sintomas neurologicos, foi relatada a presenca de dois caes sem
sintomatologia nervosa e um com sintomatologia nervosa que apresentaram IgG em

liguor mas ndo no sangue, sugerindo producédo de anticorpos de forma intratecal.

1.4 BARREIRA HEMATOENCEFALICA (BHE)

1.4.1 Histoérico

No final do século XIX, na Alemanha, o cientista Paul Ehrlich injetou corantes
nos vasos sanguineos de animais e constatou que todos os érgdos se coraram, com
excecao do cérebro e medula espinhal, levando a hipotese da existéncia de dois
compartimentos. Além disto, Hugh Davson em sua revisdo cita estudos de Bield e
Kraus em 1898 e de Lewandowsky em 1900, onde relatam a auséncia de efeitos
farmacolégicos no sistema nervoso central (SNC) quando os farmacos eram
administrados de forma sistémica (Davson, 1976). Em 1913, Edwin Goldmann (um
dos estudantes de Ehrlich) injetou corante diretamente no liquor de animais, onde foi
corado todo o SNC, mas nenhum 6érgédo periférico (Wiesendanger, 2010). Nos anos
60 as experiéncias de Ehrlich e Goldman foram repetidas a nivel estrutural e através
da microscopia eletrbnica foram identificados os capilares do SNC e a célula
endotelial como sitio da barreira hematoencefalica (Davson, 1976).

1.4.2 Estrutura e funcédo da BHE

O SNC é fortemente protegido pela barreira hematoencefalica (BHE) que se
situa entre o cérebro e células endoteliais de vasos sanguineos cerebrais, e pela
barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (BSLCR) que fica entre o liquido
cefalorraquidiano (liquor) e as células epiteliais do plexo cordide (Correale & Villa,
2009; Engelhardt & Sorokin, 2009).
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A BHE é formada por junc¢des endoteliais apertadas, ndo fenestradas e com
muito baixa atividade picnética (Figura 2). Em condig@es fisiologicas esta barreira
transporta nutrientes para o SNC e inibe a passagem de moléculas prejudiciais a
este tecido (Engelhardt & Sorokin, 2009).

Além das funcdes de permeabilidade seletiva a BHE possui fungdes
neuroimunes, incluindo a secrecao de citocinas, prostaglandinas e oxido nitrico. A
BHE pode receber o estimulo do compartimento sistémico e, simultaneamente,
responder com secrecdes para o sistema nervoso central, sendo esta funcdo de

papel central na resposta neuroimune (Banks & Erickon, 2010).
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Figura 2. Estrutura da BHE.Esquema demonstrando estrutura normal da BHE entre o cérebro
e vaso sanguineo, composta por célula endotelial onde se encontram as jung¢des apertadas (tight
junction- TJ) e moléculas de Jungdes Associadas (AJ) que permitem a interagdo entre essas células.
Mais abaixo se encontra a lamina basal composta pela matriz extracelular, onde se encontram as
metaloproteinases (MMPs).
Fonte: Adaptado de Weiss et al., (2009)
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1.4.3 Disfuncédo da BHE

A disfuncdo da BHE, também chamada de “abertura da BHE”, tem sido
descrita como um elemento-chave da progressdo de véarias doencas do SNC.
Provavelmente isto esteja relacionado a exposi¢do do tecido nervoso a substancias
potencialmente nocivas, podendo resultar em uma perda da homeostase,
comprometimento da oferta de sinalizagcdo neuronal e morte celular (Weiss et al.,
2009).

As metaloproteinases da matriz (MMPS) sao enzimas geralmente encontradas
na forma inativa e sua regulacdo e ativacdo sao complexas e bem controladas. A
perda desse controle se encontra envolvido na fisiopatologia da quebra da BHE. O
papel central das MMPs na degradacdo da matriz neurovascular e a génese de
diferentes processos patologicos tém sido demonstrados em varios modelos de
neuroinflamacdo. Desta forma se permite que circulem substancias neurotoxicas
para o parénquima cerebral, com a infiltracdo de leucdcitos e ativacdo da microglia
(Candelario-Jalil et al., 2009; Cardoso et al.,2010; Zhang et al., 2010).

Ja se sabe que microorganismos patogénicos parecem usar diversas vias
para entrar no SNC, podendo romper a BHE sendo transportados através de
leucdcitos infectados. Adicionalmente, podem penetrar através de células epiteliais

do plexo coréide, atingindo o liquor (Tuomanen, 1996).

1.5 METODOS DIAGNOSTICOS EM LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA

Para o diagnéstico da LVC é preciso levar em consideracdo aspectos clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais, pois ha animais que ndao apresentam sinais clinicos
aparentes, ha os que se autocuram e 0s que sO vao desenvolver a doenca apos

longo periodo. Além disso, sinais clinicos de LVC podem ser confundidos com os de
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outras doencas como babesiose, ehrlichiose, rickettsiose, neoplasia cutanea, entre
outras (Barbosa-de-Deus et al. 2002; Reis et al. 2006).

1.5.1 Testes imunoldgicos

Este tipo de diagnéstico baseia-se na resposta imune celular ou humoral
frente a presenca do parasito. Em cdes as metodologias mais utilizadas se baseiam
na deteccao de anticorpos (Canavate et al., 2005).

Os testes soroldgicos mais utilizados no Brasil sdo 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA), a tecnologia Dual Path Platform (DPP) e a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI). A RIFI é realizada através de diluicbes seriadas do soro do
hospedeiro na presenca de antigenos de promastigotas de Leishmania sp. Os
resultados séo interpretados com base em uma reacdo fluorescente que ocorre a
partir da ligacdo de anticorpos anti-Leishmania com antigenos do parasito (Shaw &
Voller 1964; Gradoni 2002).

O teste ELISA é considerado um importante avancgo tecnoldgico, pois permite
0 exame de grande numero de amostras em um curto espaco de tempo, seu
protocolo é ajustado facilmente a diferentes antigenos e a leitura é automatizada. O
resultado final se caracteriza por reacdo enzimatica colorimétrica expressa em
densidade 6ptica, o que torna a leitura mais objetiva (Voller et al. 1976, Reithinger et
al., 2002). Em comparacdo ao RIFI, o ELISA é considerado mais sensivel, porém
menos especifico (Mancianti et al., 2002). A RIFI envolve uma reacao dispendiosa e
exige um treinamento maior para sua execucdo (Gontijo & Melo 2004). Além disso,
pode apresentar reacdo cruzada com a leishmaniose tegumentar e a
triponossomiase americana em regides onde haja sobreposi¢cdo dessas doencas
(Sundar & Rai 2002; Porrozzi et al., 2007; Madeira et al. 2009b).

A RIFI possui menor sensibilidade do que o ELISA em animais assintomaticos
(Miro et al., 2008). Além disso, a utilizacdo de diferentes antigenos e a variedade de
procedimentos para obtencdo do ponto de corte (cut off) na RIFI dificultam a sua
padronizacdo (Maia & Campino, 2008). Outro ponto importante a ser ressaltado é
que, a acuracia destes exames depende também da resposta imune do hospedeiro
uma vez que ha animais com claros sinais da doencga, porém com sorologia

duvidosa ou negativa devido a imunossupressao. Ha também animais infectados
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que sdao resistentes e soropositivos, caracterizados por apresentarem altos niveis de
interferon-gama e que podem permanecer sem sinais clinicos por toda a vida (Fisa
et al., 2001; Alvar et al., 2004).

Além do soro, o teste ELISA tem sido utilizado para deteccdo de anticorpos
anti-Leishmania em liquor, com o objetivo de avaliar ocorréncia de lesdo e ruptura
da barreira hematoenceféalica, o que culmina no acometimento do SNC em cdes com
LV (Lima et al., 2003; Feitosa et al., 2005; Melo et al., 2009).

Badard et al. (1996), desenvolveram o Teste Rapido Anticorpo Leishmania
donovani (TRALd) que se baseia num método imunocromatografico utilizando a
proteina recombinante rK39. A técnica é simples, rapida e apresenta alta
sensibilidade e especificidade em cdes de area endémica. Apesar de, em um
determinado estudo, ndo conseguir identificar cdes com sorologia entre 1:40 e 1:320
no RIFI, o TRALd é bastante promissor para aplicagcbes em maior escala a campo,
pois requer pequena quantidade de sangue e sua execucao e leitura sdo bastante
praticas (Genaro et al. 1997, Ferreira, 2012).

O teste de aglutinacéo direta (DAT) € um método alternativo, baseia-se no
uso de antigeno estavel e liofilizado para a deteccédo de anticorpos anti-Leishmania
em soros caninos. Em estudos comparativos envolvendo diferentes testes
sorolégicos, o DAT mostrou sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade
semelhante ao ELISA (Silva et al., 2006; Ferreira et al., 2007).

O DAT apresenta baixo custo e simplicidade, o que €é bom para
levantamentos epidemiolégicos e trabalhos de campo (Rami et al., 2003). Mas a sua
especificidade varia de acordo com o antigeno utilizado e a obtencao dos resultados
€ demorada, pois a técnica exige incubacdo de 18 horas e diluicbes seriadas dos
soros, tornando a técnica mais trabalhosa (Schallig et al., 2002; Alvar et al., 2004).

O teste Fast Agglutination Screening Test (FAST) é um aperfeicoamento do
DAT em que o resultado sai em até 3 horas. Porém tanto o DAT como o FAST
necessitam de estudo em larga escala para sua validacéo (Ferreira, 2012).

O teste sorodiagndéstico mais recente € o teste rapido imunocromatografico,
TR DPP® (Biomanguinhos), também chamado Dual Path Platform technology
(DPP®). E uma inovadora tecnologia de imunoensaio cromatografico para testes de
diagnostico rapido. Trata-se de um teste qualitativo para detec¢do de anticorpos
anti-Leishmania que utiliza a proteina recombinante K28 (fragmentos K26, K39 e K9)

como antigeno. O resultado € dado em cerca de 15 minutos e € um teste bastante
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pratico para uso no campo. Em testes experimentais, essa técnica apresentou alta
sensibilidade para cdes com sinais clinicos e alta especificidade para cdes sem
expressao clinica para LV (Grimaldi Jr. et al., 2012; Funed, 2013).

Em 2011, o diagnostico imunolégico da LVC passou por grandes
modificagdes, anunciadas pelo Ministério da Saude (MS) em nota técnica. Essas
modificagdes foram baseadas nos resultados de um estudo multicéntrico realizado
sob a coordenacao do MS, onde foram avaliadas as metodologias de RIFI, ELISA e
o teste rapido imunocromatografico TR DPP® (Biomanguinhos). A recomendacao foi
para que o TR DPP® fosse utilizado como teste de triagem e o ELISA, como teste
confirmatdrio para diagnéstico sorolégico da infeccéo por L. infantum em caes. Este
novo protocolo de diagndstico da LVC abriu novas perspectivas para o controle da
doenca, ao agilizar o diagnostico, possibilitando maior rapidez na retirada dos cées

reagentes, com a consequente diminui¢cdo dos casos humanos (Funed, 2013).

1.5.2 Testes parasitologicos

Entre estes testes estdo a cultura parasitoldgica, a citologia, a histopatologia e
a imuno-histoquimica. A citologia pode ser realizada através da puncdo ou imprint
dos tecidos (Alvar et al. 2004). Em estudos sobre a ocorréncia do acometimento do
SNC em cédes com LV, as técnicas de imuno-histoquimica e histopatologia se
mostraram eficazes para identificacdo de alteracdes histolégicas e deteccdo de
formas amastigotas de Leishmania, sendo importante para melhor compreenséo do
mecanismo de lesdo em SNC (Ramos et al., 1994; Garcia- Alonso et al., 1996; Nieto
et al., 1996; Vifuelas et al., 2001, Ikeda et al., 2007; Melo & Machado, 2009; Melo et
al., 2009; Petersen & Greenlee, 2011; Schwardt et al., 2012; Marquéz et al., 2013;
Mendonga et al.,2013).

Materiais obtidos por biopsia ou aspirados podem ainda ser inoculados em
animais de laboratorio, geralmente hamsters, nos quais € avaliado o posterior
desenvolvimento da doenga. Nesta metodologia, o parasito pode ser posteriormente
recuperado a partir de necropsia do animal experimentalmente infectado (Herwaldt
1999).
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A cultura parasitolégica possui sensibilidade que varia de 78% a 80% e a
caracterizagdo de espeécie pela técnica de eletroforese enzimatica multilocus é o
método de referéncia para identificacdo de Leishmania ao nivel de espécie (Madeira
et al., 2006; Madeira et al.,2009a). Porém, nenhum trabalho realizado no Brasil
realizou o uso desta técnica para diagndéstico do parasito L. infantum em tecidos do
SNC e liquor de cdes. H& apenas um relato do uso da cultura parasitolégica para o
diagnostico da infecgdo por L. infantum no SNC de cées, que foi feito por Vifiuelas et
al. (2001) na Espanha. Nesse estudo, foi realizada a cultura das meninges de dois
animais, apresentando o crescimento de elevado niumero de formas promastigotas

de L. infantum (Vifiuelas et al., 2001).

A técnica de hibridizacao in situ foi recentemente introduzida como técnica de
diagnéstico da infeccdo por L. infantum em cées (Dinhopl et al., 2011) detectando de
maneira inequivoca, espécies de Leishmania em tecidos fixados com formol a 10% e
emblocados em parafina (Dinhopl et al., 2011; Menezes et al., 2013). Apresenta
elevada sensibilidade e especificidade, com isso permite uma melhor avaliagdo da
associacdo das lesbes em tecidos com o parasitismo por L. infantum em cées.
Entretanto, nenhum trabalho até o presente momento cita o uso da mesma em SNC

de caes.

1.5.3 Biologia molecular aplicada ao diagnostico da LVC

Neste campo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem grande
versatilidade, permitindo serem utilizadas pequenas quantidades de diversas
amostras. Apresenta alta sensibilidade e especificidade para deteccdo de DNA de
Leishmania em amostras de caes e humanos (Silva et al., 2001). A PCR quantitativa
em tempo real (qQPCR) é uma inovacédo que permite quantificar sequéncias de &cidos
nucléicos de forma mais rapida, acurada, reprodutivel e sensivel (Mary et al., 2004,
Paiva-Cavalcanti et al. 2010; Martinez et al. 2011). Com isso, € possivel mensurar a
carga parasitaria a partir de tecidos infectados de maneira mais precisa, podendo
ser usada tanto para o diagndstico da infeccdo por L. infantum quanto para a
avaliacdo do sucesso de tratamento quimioterapico em modelos experimentais
(Pennisi et al. 2005; Francino et al. 2006; Manna et al. 2008). A combinacdo da PCR

com meétodos sorolégicos quantitativos aumenta a eficacia do diagnoéstico da LVC
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(Solano-Gallego et al. 2009). Além disso, a associacdo da qPCR com a sorologia
guantitativa abre novas perspectivas para a avaliacdo das rela¢des existentes entre
a carga parasitaria e a producao de anticorpos no hospedeiro (Alves et al., 2009).

Na Europa, ha apenas o relato do uso de PCR em liquor de um céo, que foi
positivo para L. infantum (Marquez et al., 2013). Em um recente trabalho realizado
no Brasil por Grano et al. (2014) foi utilizada a técnica de qPCR para avaliar
amostras de encéfalo de 20 animais positivos para LV. Os encéfalos foram divididos
em 2 hemisférios e posteriormente em 5 regibes. Em todos as regides encefalicas
examinadas foram detectados DNA de L. infantum, com excecdo apenas de duas
regides de dois caes. Segundo Grano et al. (2014) esses resultados indicam uma
forte evidéncia da presenca do parasito no SNC, mesmo em cédes com infeccdes
recentes, uma vez que no Brasil, os cdes infectados sdo sacrificados logo apés
diagndstico, seguindo a legislacao vigente (Grano et al., 2014). Almeida et al. (2011)
detectaram DNA de L. infantum em cerebelo de cachorro vinagre (Speothos
venaticus). Paralelamente, em trabalho realizado por Silva et al. (2008), um cdo com
sorologia bastante alta e apresentando sintomatologia classica de LVC apresentou
resultado positivo no PCR realizado em cerebelo sendo que, na histopatologia e
imuno-histoquimica nao foi evidenciado presenca de amastigotas. Este relato reforca
a importancia do emprego da biologia molecular para uma maior sensibilidade na
identificacédo de Leishmania.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de terem sido descritos sinais clinicos neurolégicos, presenca de
anticorpos anti-Leishmania no liquor, alteragcfes histolégicas em tecidos do SNC e
deteccdo de DNA de L. infantum em cées infectados por L. infantum, ainda séo raros
os trabalhos sobre ocorréncia de envolvimento do SNC com confirmacdo
parasitologica em cdes com leishmaniose visceral (Schwardt et al.,, 2012). Os
poucos trabalhos que relatam a identificacdo de formas amastigotas de Leishmania
sp. em tecido nervoso, séo relatos de casos em cées da Europa (Ikeda et al., 2007).
Prasad & Sen (1996) em seu estudo argumentou que a presenca de formas
amastigotas de L. donovani em liquor de paciente humano, pode ter ocorrido pelo
fato do parasito ter buscado refugio em um sitio privilegiadamente protegido contra
as drogas anti-Leishmania. Em trabalho feito por Ikeda et al. (2007), os cdes com
sintomas neuroldgicos apresentavam alteracdes histolégicas mais graves que 0s
cdes sem sinal neurolégico. Com isso, foi sugerido que a cronicidade da doenca
favorece o envolvimento do SNC em cédes com LV. Como no Brasil, logo ap6s o
diagndstico, os animais sdo submetidos a eutanasia, € possivel que, se os animais
sem sintomatologia neuroldgica ndo fossem sacrificados, eles poderiam evoluir para
um quadro neurolégico da doenca (Melo et al., 2009). Com isso, Sd0 necessarios
mais estudos para uma melhor compreensdo do mecanismo de lesao e migracéo do
L. infantum em SNC de cées.

Adicionalmente, a dificuldade de encontrar o protozoério L. infantum no SNC
de cédes pode estar relacionada as limitagées de sensibilidade das técnicas utilizadas
nos estudos realizados no Brasil, que foram a histopatologia e imuno-histoquimica
na maioria dos trabalhos. As técnicas de PCR, cultura parasitologica e hibridizacéao
in situ apresentam alta sensibilidade e especificidade, mas ainda s&o raros 0s
relatos do uso delas para pesquisa de L. infantum em SNC de cées (Silva et al.,
2001; Madeira et al., 2006; Madeira et al.,2009a; Dinhopl et al., 2011; Menezes et
al., 2013). Nesse contexto, o uso de diferentes técnicas de diagnadstico utilizadas no
presente estudo sera importante para aumentar as chances de deteccdo de L.

infantum no SNC.
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Além disso, o cdo pode ser considerado o principal modelo experimental de
infeccdo por Leishmania para producdo de vacinas e de novas drogas contra a
leishmaniose (Mascarenhas, 2013). Assim, os resultados obtidos neste estudo
também terdo importancia para compreensao da patologia de L. infantum no SNC de

humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de Leishmania infantum em diferentes tecidos do sistema
nervoso central (SNC), identificar alteracdes histologicas associadas e isolar o
parasito nestes tecidos e no liquor, em caes naturalmente infectados do estado do
Rio de Janeiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a ocorréncia de L. infantum em cérebro, cerebelo, tronco encefalico e medula
espinhal de cédes por meio das técnicas de cultura parasitolégica, histopatologia,
imuno-histoquimica, hibridizac&o in situ e PCR.

Avaliar a ocorréncia de L. infantum no liquor dos cdes por meio de cultura
parasitologica e PCR.

Avaliar a frequéncia de anticorpos anti Leishmania no liquor de caes por meio do
teste rapido DPP®

Avaliar as altera¢fes histolégicas associadas a infeccdo por L. infantum no cérebro,
cerebelo, tronco encefalico e medula espinhal de cées pela técnica de
histopatologia.

Avaliar a carga parasitaria de L. infantum no liquor, tecidos do SNC e baco usando a
técnica de PCR quantitativo em tempo real (QPCR).

Correlacionar a carga parasitaria de L. infantum e alteracdes histolégicas associadas
no bagco com a carga parasitaria desse parasito nos 6rgdos do SNC e no liquor.
Correlacionar a carga parasitaria de L. infantum no SNC com os sinais clinicos e

alteracdes histolégicas encontradas.
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4. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo seccional para verificar a ocorréncia de L. infantum no
SNC de cées por meio de cinco técnicas de diagnostico. Foram analisadas amostras
de tecido do SNC (cérebro, cerebelo, tronco encefalico e medula espinhal) e liquor
de cédes provenientes do municipio de Barra Mansa, area endémica do estado do
Rio de Janeiro, coletadas durante o periodo de fevereiro a novembro de 2014. Foi
estudada uma amostra de conveniéncia de 50 animais, sorologicamente positivos
para infeccdo por Leishmania sp. nas técnicas de imunocromatografia (DPP®) e no
ensaio imunoenzimatico (ELISA). O DPP® foi realizado pelas Secretarias Municipais
de Saude dos municipios estudados, e o ELISA foi utilizado como teste confirmatorio
e realizado pelo Laboratério Central de Saude Publica (LACEN) do estado do Rio de
Janeiro. Os cédes soropositivos em ambos os testes foram encaminhados para
eutanasia no Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO), Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas (INI), Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), como medida de controle

preconizada pelo Ministério da Saude (2006).

4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos neste estudo animais que além de apresentarem sorologia
positiva no DPP® e no ELISA, foram positivos para o parasito na cultura,
histopatologia ou na imuno-histoquimica, realizadas com amostras de sistema

nervoso central, pele, baco, linfonodo ou medula 6ssea.
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4.2 EXAME CLINICO, NECROPSIA E COLETA DE AMOSTRAS

Os caes inseridos no estudo foram submetidos a sedacdo através de
administracdo via intramuscular de cloridrato de quetamina (10 mg/kg) em
associacado a maleato de acepromazina (0,2 mg/kg).

Foi realizado exame fisico constituido de inspecao de pele e de mucosas oral
e ocular, palpacdo de linfonodos superficiais e 0Orgdos abdominais. Foram
considerados sinais clinicos de LVC: emagrecimento, alopecia geral ou localizada,
apatia, lesdes cutadneas como Ulceras e descamacdo, onicogrifose, aumento de
linfonodos superficiais, do figado ou do bago a palpacéo, sinais clinicos de anemia
como mucosas hipocoradas, ceratoconjuntivite e paraparesia (Marzochi et al., 1985;
Souza et al. 2014) Os cées foram classificados como sintomaticos ou assintomaticos
de acordo com a presenca ou auséncia de sinais clinicos.

Depois do exame os animais foram submetidos a eutanasia através de

administracé@o por via endovenosa de tiopental sédico, em overdose.

Posteriormente foi coletado 1 a 3 mL de liquor do espaco atlanto - occipital,
utiizando agulha e seringa estéreis (Figura 3A). Uma parte desse liquor foi
imediatamente semeado em meio de cultura bifasico NNN (Novy, MacNeal e Nicolle)
/ Schneider Medium Insect (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB) e enviado para o Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses (INI
— FIOCRUZ). Outra parte foi acondicionada em tubos de polipropileno estéreis DNA
free e congelada a -20°C para posterior realizacdo de PCR quantitativo em tempo
real (JQPCR) e DPP®.

Na necropsia, os oOrgdos foram avaliados macroscopicamente e foram
coletadas amostras dos seguintes tecidos: cérebro, cerebelo, tronco encefélico,
medula espinhal (regido cervical, toracica e lombar) (Figuras 3B, C) e baco. Um pool
de amostras de encéfalo (cérebro, cerebelo e tronco encefalico), um pool de
amostras de medula espinhal (regides cervical, toracica e lombar) e uma amostra de
baco de cada cdo foram imersos em solugdo salina estéril, para realizacdo de
cultura, e também acondicionados em tubos de propileno estéreis e livres de DNA,
para realizacdo de qPCR (Figura 3D). Adicionalmente, fragmentos de cérebro,
cerebelo, tronco encefalico e medula espinhal (regibes cervical, toracica e lombar)
foram fixados em formalina tamponada neutra 10% para realizagdo das técnicas de

imuno-histoquimica (IHQ), hibridizacéo in situ (ISH) e histopatologia, sendo que a
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ISH foi realizada somente nos tecidos de cédes que apresentaram amostras do SNC
positivas na cultura. Além disso, Fragmentos de bacgo foram fixados em formalina e
submetidos a histopatologia e imuno-histoquimica. O fluxograma da coleta de liquor
encontra-se na Figura 4 e o fluxograma das coletas teciduais encontra-se na Figura
5.

Figura 3. Coleta de amostras de SNC de cao infectado por L. infantum. Punc¢é&o de liquor da
regiao atlanto- occipital (A). Coleta medula espinhal (B). Corte de fragmento de cérebro (C).
Fragmento de medula espinhal cervical, toracica e lombar (pool de medula espinhal)
armazenados em tubo de polipropileno estéril e livre de DNA para realizac&o de aPCR (D).
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Figura 4. Fluxograma da coleta de liquor dos cées incluidos no estudo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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> Cérebro,cerebelo,tronco encefalico
>Medula espinhal (cervical, toracica e lombar)

>Bacgo

Pool de encefalo | pool de
medula espinhal e bago

Amostras separadas de cada
tecido

Cultura gPCR

Histopatologia Imuno-

Histoquimica

Hibridizacéo
in situ**

** Somente amostras teciduais de caes com isolamento do parasito no SNC pela cultura

parasitologica foram submetidas a esta técnica. Amostras de baco ndo foram submetidas a ISH.

Figura 5. Fluxograma das coletas

Fonte: Elaborado pelo autor.

teciduais dos cées incluidos no estudo.
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Ap0s término da necropsia foi realizado o preenchimento da ficha clinica do
animal, onde foram anotados o sexo, a faixa etaria, as altera¢gdes clinicas (quando
presentes) e a analise macroscopica dos 0rgaos.

O exame clinico, necropsias e coletas de amostras foram realizadas no
Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos do

INI/Fiocruz.

4.3 CULTURA PARASITOLOGICA E CARACTERIZACAO
ISOENZIMATICA

Para realizacdo da cultura parasitologica, o pool de amostras de encéfalo, o
pool de amostras de medula espinhal e o fragmento de baco coletados de cada céo
foram mergulhados imediatamente em solucdo salina, e apdés 24 horas, foram
semeados em meio de cultura bifasico NNN (Novy, MacNeal e Nicolle) / Schneider
Medium Insect (Sigma-Aldrich) contendo 10% de SFB e incubados a 26-28 °C,
durante 4 semanas. As formas promastigotas de Leishmania isoladas foram
identificadas por eletroforese enzimatica multilocus, utilizando cinco sistemas
enzimaticos (Cupolillo et al., 1994; Madeira et al., 2009a). As culturas parasitologicas
e a identificacdo isoenzimatica foram realizadas no Laborat6rio de Vigilancia em

Leishmanioses do INI/ Fiocruz.

4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ) E HISTOPATOLOGIA

Os fragmentos fixados em formalina tamponada neutra a 10% foram

processados para emblocamento em parafina (Carson & Hladick, 2009).

Para histopatologia, cortes seriados de 5 um dos blocos de parafina contendo
os tecidos foram corados pela hematoxilina-eosina (HE) (Carson & Hladick, 2009).

Para IHQ, cortes seriados foram desparafinizados em xilol e reidratados em
concentracdes decrescentes de etanol. O bloqueio da peroxidase enddégena foi feito
em solucdo de peroxido de hidrogénio a 30% e metanol (45 mL de perdxido de

hidrogénio e 55 mL de metanol) por 40 min a temperatura ambiente. A recuperagao
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antigénica foi realizada em tamp&o de citrato de sédio (pH = 6,0) a 65 °C durante 30
min em banho-maria. Para o bloqueio de ligacdes inespecificas, os cortes foram
incubados com a solucdo bloqueadora de proteinas Lab Vision™ Ultra V Block
(Thermo Fisher, Cheshire, Reino Unido) por 10 min a temperatura ambiente. Em
seguida, os cortes foram incubados com soro de coelho policlonal anti-Leishmania
na diluicdo de 1:500, overnigth, a 4°C. A reacao foi desenvolvida usando o kit de
deteccdo por polimeros HiDef Detection HRP Polymer System (Thermo Fisher,
Cheshire, Reino Unido) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Cortes
histologicos de tecidos intensamente parasitados com formas amastigotas de
Leishmania foram incubados com soro homologo ndo-imune como controle negativo

e com soro policlonal de coelho anti-Leishmania como controle positivo.

4.5 HIBRIDIZACAO IN SITU (ISH)

A técnica de ISH foi realizada em amostras de cérebro, cerebelo, tronco
encefalico e medula espinhal (cervical, toracica e lombar) somente em cées que
apresentaram isolamento de L. infantum em cultura parasitolégica em liquor ou em
qualquer tecido do SNC.

Cortes de 5 um de espessura dos blocos de parafina contendo amostras
teciduais de cérebro, cerebelo, tronco encefalico, medula espinhal cervical, toracica
e lombar foram colocados em laminas silanizadas. As laminas foram entéao
desparafinizadas em xilol e reidratadas em concentracdes decrescentes de etanol.
Em seguida, foram lavadas em &gua corrente durante 3 min e em agua destilada
durante 2 min. Para realizacdo da hibridizac&o in situ foi utilizado kit ZytoFastPlus
CISH implementation kit AP-NBT/BCIP® (Zytovision GmbH, Bremerhaven,
Alemanha) de acordo com as recomendacdes do fabricante, com excecéo da etapa
de condicionamento celular. Nessa etapa, realizada ap6s o tratamento proteolitico
com pepsina, as laminas foram colocadas em solucéo tampéo citrato de sédio (pH =
6,0) a 98 °C durante 30 min em banho-maria. Posteriormente, as laminas foram
lavadas em agua destilada, desidratadas em concentracdes crescentes de etanol e

secas em estufa a 37° durante 10 min.
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Em seguida, as laminas foram colocadas no aparelho hibridizador
Thermobrite (StatSpin, Inc., Westwood, MA, EUA), cobertas com solucdo tampéao de
hibridizacdo (H7782, Sigma-Aldrich, Co, St Louis, MO, EUA) contendo sonda de
oligonucleotideos especifica para L. infantum (5-
GCCCCTACCCGGAGGACCAGAAAAGTT-3’) ligada a digoxigenina na extremidade
5" (Menezes et al., 2013), na diluicdo de 1:500. Para incubacdo com a sonda, 0s
cortes histoldgicos foram cobertos com laminula plastica Hybri-slips (Sigma-Aldrich,
Co, St Louis, MO, USA), que foi selada com cola Fixo Gum® (Marabu GmbH & Co.
KG, Bietigheim-Bissingen, Alemanha). No hibridizador, foi realizada desnaturagéo a
75°C por 5 min e, logo a segquir, hibridizacdo a 37°C overnight. No dia seguinte,
seguindo as recomendacdes do kit, as laminulas foram retiradas e as laminas foram
submetidas a trés banhos de estringéncia, seguidas de incubacdo com anticorpos
anti-digoxigenina produzidos em coelhos, incubagcdo com anticorpos anti-anticorpos
de coelhos conjugados com polimero e fosfatase alcalina, revelagdo do sinal com 5-
bromo-4-cloro-3 indolil fosfato (BCIP) e 4-nitro blue cloreto de tetrazolium (NBT),
contracoloracdo com corante nuclear vermelho rapido e montagem. Cortes
histol6gicos de tecidos intensamente parasitados com formas amastigotas de L.
infantum foram incubados com a sonda como controle positivo e somente com a
solucéo de hibridizacdo como controle negativo.

As técnicas de ISH, IHQ e histopatologia foram realizadas no Servico de

Anatomia Patolégica do INI/ Fiocruz.

4.6 AVALIACAO DAS ALTERACOES HISTOLOGICAS EM TECIDOS
DO SNC

Nos tecidos do SNC o infiltrado inflamatério foi classificado em granulomatoso
ou nao granulomatoso (Ackerman, 2007). O infiltrado inflamatério granulomatoso foi
classificado em supurativo, quando apresentava neutréfilos e ndo supurativo,
guando era composto somente por células mononucleares (linfécitos, plasmécitos e
macréfagos). O tipo celular detectado no infiltrado inflamatorio foi descrito e
quantificado com auxilio de um reticulo éptico gradeado de 1 mm? e de um contador

manual de células. A quantificacdo das células foi feita em cortes histoldgicos
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corados em HE, utilizando aumento de 400x, em um campo, ha &rea mais celular da

lesdo.

4.7 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E IMUNO- HISTOQUIMICA DO
BACO

Amostras de baco dos animais do estudo foram avaliadas quanto a presenca
de esplenite, periesplenite, nimero de foliculos linféides/mm?, e positividade para
formas amastigotas de Leishmania. A esplenite foi classificada como granulomatosa
ou ndo granulomatosa. O infiltrado granulomatoso do parénquima foi classificado
como bem organizado ou mal organizado (Ackermann, 2007; Miranda et al., 2010).
O numero de foliculos linféides foi contado com auxilio de reticulo 6ptico gradeado
de 1 mm2 e de um contador manual de células. A quantificacdo foi realizada em
cortes histologicos corados em HE em dez campos com objetiva de 10x e
posteriormente foi calculado o numero médio de foliculos em cada bago. A
positividade desse 6rgao foi avaliada por meio da técnica de imuno-histoquimica e

cultura parasitologica previamente descritas neste trabalho.

4.8 REALIZACAO DA TECNICA DE PCR QUANTITATIVO EM TEMPO

REAL (gPCR)

O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para detecgcdo de DNA de L.
infantum e quantificacdo da sua carga parasitaria em pool de amostras de encéfalo
(cérebro, cerebelo e tronco encefalico), pool de amostras da medula espinhal
(regides cervical, toracica e lombar), liquor e baco. Fragmentos de baco fixados com
formol e embebidos em parafina (FFEP) foram utilizados na técnica de qPCR nos

animais que tiveram perda do tecido congelado deste 6rgéao.
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4.8.1 Extracdo e purificacdo de DNA a partir de tecidos

congelados do SNC e do baco

Para a extracdo de DNA foram utilizados tecidos congelados pesando < 25
mg utilizando o kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen®, Hilden, Germany), seguindo
as recomedacOes do fabricante. As amostras foram armazenadas em microtubos
livres de DNA. Dentro destes tubos, foram adicionados 180 pL de solucéo de lise e
20 pL de proteinase K e os fragmentos foram macerados com a ajuda de um pistilo.
ApOGs a maceracao, as amostras foram homogeneizadas durante 15 segundos, e em
seguida incubadas em banho-seco a 56°C por 1 h. Apos incubacdo a amostra foi
homogeneizada durante 15 segundos, sendo posteriormente adicionados 200 uL de
solucéo de lise, seguido de homegeneizacéo, adicdo de 200 pL de etanol a 100%, e
homogeneizagdo. Depois, as amostras foram transferidas para colunas de
purificacdo acopladas a tubo coletor, e submetidas a centrifugacédo a 8.000 rpm por
1 min. Em seguida, os residuos foram descartados, sendo adicionados 500 uL de
solucdo de lise e realizada nova centrifugacdo a 8.000 rpm por 1 minuto. Os
residuos resultantes foram entdo descartados, sendo realizada a adicao de 500 pL
de tampé&o de lavagem. Foi realizada centrifugacdo a 14.000 rpm por 3 minutos.
Posteriormente, as colunas foram transferidas para microtubos de 1,5 mL, sendo
adicionadas de 100 yL de tampao de eluicao para fragmentos do SNC e 200 uL para
fragmentos de baco, e apds 1 minuto de incubacdo a temperatura ambiente, foram
centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto.

As amostras de DNA provenientes de tecidos congelados foram identificadas
com a data do processamento, tipo de amostra, codigo da extracéo e foram

conservadas a -20°C.

4.8.2 Extracao e purificacdo de DNA a partir de amostras de

liquor

Para a extracdo de DNA de amostras de liquor foi utilizado o mesmo kit citado

anteriormente. Inicialmente, 100 pyL de liquor foram adicionados em microtubos
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livres de DNA onde foi adicionado 20 yL de proteinase K, 100 pL de salina fosfatada
tamponada (PBS) e 200 uyL de solugdo tampdo. A mistura foi homogeneizada
durante 15 segundos e incubada a 56°C por 10 minutos. Depois, foram adicionados
200 uL de etanol a 100%. A mistura foi novamente homogeneizada e transferida
para colunas de purificacdo acopladas a tubo coletor, e submetidas a centrifugacéo
a 8.000 rpm por 1 min. Em seguida, os residuos foram descartados, sendo
adicionados 500 pL de solugao de lise e realizada nova centrifugacdo a 8.000 rpm
por 1 minuto. Os residuos resultantes foram descartados, sendo realizada a adi¢do
de 500 pL de tampao de lavagem. Foi realizada nova centrifugagédo a 14.000 rpm
por 3 minutos. As colunas foram transferidas para microtubos de 1,5 mL, sendo
adicionadas de 50 yL de tampao de eluicdo e, apés 1 minuto de incubacdo a

temperatura ambiente, foram centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto.

As amostras de DNA de liquor foram identificadas da mesma forma como
citado anteriormente para tecidos congelados, e também foram conservadas a
-20°C.

4.8.3 Extracao e purificacao de DNA a partir de amostras fixadas

com formol e embebidas em parafina (FFEP)

Amostras de baco embebidas em parafina foram processadas no laboratorio
de Anatomia Patolégica (INI-Fiocruz), sendo realizados cinco cortes histolégicos de
5 pm de espessura utilizando-se micrétomo (Microm HM 315 R). Antes do
processamento dos cortes o micrétomo foi higienizado com etanol a 70%, e a
navalha era substituida por uma nova ao inicio do processamento de cada amostra.
Os cortes histolégicos foram coletados com auxilio de pincas estéreis e transferidos
diretamente para microtubos de 1,5 mL, previamente identificados.

A desparafinizagdo das amostras foi realizada com a adicdo de 1 mL de xilol,
seguida de centrifugagéo a 13.000 rpm por dois minutos. Depois, o sobrenadante foi
descartado e adicionado 1 mL de etanol a 100%. As amostras foram submetidas a

uma nova centrifugacdo a 13.000 rpm por dois minutos, e o sobrenadante foi



30

descartado. Posteriormente, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente
por 1h para a evaporagéo do etanol.

As demais etapas da extracdo e purificacdo do DNA ocorreram de acordo
com o citado previamente para tecidos congelados, sendo utilizado também o

mesmo kit de extracao.

4.8.4 Quantificagcao de DNA por fluorimetria

O DNA extraido foi quantificado por fluorometria utilizando corantes
fluorescentes, que foram detectados pela plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen®) e o kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit, seguindo as instrucdes do
fabricante.

Inicialmente foram estabelecidas curvas de concentracdo de DNA utilizando
os dois padrdes do “kit”, sendo que um representou o menor ponto da curva (padréo
1) e o outro o maior (padrdo 2). Em um microtubo de 2 mL, a solucao de trabalho foi
preparada, utilizando-se 199 uL de tampao Qubit e 1 pyL de reagente Qubit para
cada amostra. Para a preparacao dos padrdes da curva (padréo 1 e padrao 2) foram
adicionados 190 pL da solugcdo de trabalho e 10 yL do padrdo correspondente,
sendo em seguida homogeneizadas em vortex e incubadas a temperatura ambiente
por dois minutos. Para obter a quantificacdo de DNA das amostras, foram
adicionados 199 uL da solucdo de trabalho e 1 pL da amostra de DNA a ser
guantificada. Posteriormente, a mistura foi incubada a temperatura ambiente por
dois minutos. A concentragdo de DNA foi entdo obtida através de leitura no
fluorimetro, apds a definicdo da curva- padrdo, sendo os valores expressos em
nanogramas por microlitro (ng/pL). A concentracdo de DNA de cada amostra foi
registrada, e o limite de deteccdo desta metodologia foi de 0,0005ng de DNA em 1

de diluente.
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4.8.5 processo de amplificacado da gPCR

4.8.5.1 Confeccao da curva padréo

Formas promastigotas de L. chagasi (MHOM/BR/1974/PP75) (sin.L. infantum)
foram quantificadas e utilizadas para a curva padrao para a determinacédo do nimero
de cépias genbmicas. A quantificacdo foi feita através de cultura em fase
exponencial do crescimento, utilizando o hemocitdmetro ( caAmara de Neubauer).

Cerca de 20 mL de cultura (amostra) foi lavada duas vezes em salina
acrescida de fosfatos (PBS, pH 7.2). Posteriormente, foi retirada pequena aliquota
de 100 ul para fazer diluicdo de 1:100, sendo utilizado o corante Trypan Blue a
0.01%. Através do uso de uma micropipeta, a amostra foi colocada na subcamara,
preenchendo todo o quadriculo da cadmara. Foram utilizados os 4 quadrantes para a
guantificacdo, respeitando as linhas limites dessa area, ou seja, as células que
tocam as linhas superiores e direitas do quadrado ndo devem ser contadas.

A confec¢do da curva-padrao foi realizada pelo Laboratério de Vigilancia em
Leishmanioses (INI/Fiocruz). Um ajuste para 1 x 10° parasitos foi realizado apés a
contagem e a amostra foi centrifugada a 7000 rpm por 10 minutos e o sedimento foi
mantido congelado a -20°C até o momento da extracdo do DNA.

Para a extracdo do DNA de culturas de L. infantum foi utilizado o mesmo kit
utilizado para extragdo de DNA das amostras deste estudo, obedecendo as
recomendacdes do fabricante. Uma amostra contendo 1x10°® parasitos obtidos de
cultura de L.infantum foi centrifugada a 190 rpm por cinco minutos. O sedimento foi
ressuspendido em 200 uL de PBS, sendo adicionado 20 uL de proteinase K e
200 pL do tampéao AL, e em seguida homogeneizado.

Depois, foram adicionados 200 uL de etanol a 100% e novamente foi
realizada homogeneizacdo. A amostra foi transferida para uma coluna de
purificacdo, e submetida a centrifugacdo a 8.000 rpm por 1 minuto, sendo a coluna
posteriormente transferida para um novo tubo de coleta (2 mL). Em seguida, foram
adicionados 500 uL de solugdo AW1 e realizada centrifugagéo a 8.000 rpm por 1
minuto. A coluna foi novamente transferida para um novo tubo de coleta, adicionada
de 500 pL de solugdo AW2, e centrifugada a 14.000 rpm por 3 minutos. Para

conclusdo do processo de extracdo a coluna foi transferida para um microtubo de
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1,5 mL, sendo adicionados 200 yL de tampéao AE, com incubacéo por 1 minuto a
temperatura ambiente. ApOs esse tempo foi realizada uma ultima centrifugacédo a
8.000 rpm por 1 minuto e o microtubo contendo DNA purificado foi identificado e
estocados a -20°C. Considerando um rendimento de 100% no processo de extracao
de DNA, a amostra de DNA resultante, referente a 1x108 parasitos eluida em 200 L
de tampéao, apresentou uma concentracdo de 5.000 copias equivalentes de genoma
(gEq) de L. infantum/puL. Utilizando esta amostra de DNA, foram feitas diluicbes
seriadas na base de 10 para a montagem da placa de reacdo, e cada ponto da curva
foi realizada em triplicata, utilizando-se 5 yL de cada diluigdo. Foram utilizadas as
diluicdes referentes a 500, 50, 5, 0,5 e 0,05 gEq de L. infantum/puL, que representam
0s pontos de 2.500, 250, 25, 2,5, 0,25 gEq de L. infantum/reacédo de gPCR. A curva-
padrdo esta relacionada as concentracfes conhecidas de DNA presentes em cada
reacdo e ao o ciclo em que a reacdo se tornou positiva. Em outras palavras,
relaciona-se com o momento em que o sinal de fluorescéncia da amplificacdo da
sequéncia-alvo de DNA ultrapassa o limiar basal, sendo este limiar basal definido
pelo threshold. Com isso, através de diferentes pontos com concentracbes pré-
determinadas de DNA é definida uma curva de regresséo linear, onde é efetuada a
quantificacdo do numero de cépias do DNA alvo nas amostras testadas.

4.8.5.2 Protocolo de amplificacdo de DNA por gPCR

ApoOs a extracdo, as amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo por
gPCR, sendo utilizado a plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®) e sondas
TagMan®. Cada amostra foi testada em triplicata.

Para a amplificacdo foram utilizados os iniciadores LEISH-1 (5-
AACTTTTCTG-GTCCTCCGGGTAG-3) e LEISH-2 (5-ACCCCCAGTT TCCCGCC-
3’) e a sonda TagMan- MGB (FAM- 5AAAAATGGGTGCAGAAAT- 3'- NFQ —-MGB),
descritos anteriormente no protocolo de Francino et al. (2006). A sonda TagMan®
MGB e os iniciadores foram desenhados para identificar as regides conservadas do
KDNA de L. infantum.

O volume final da reacéo foi de 25 uL, 5 uL de amostra e 20 uL da mistura de

reacao contendo 12,5 uL de Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied Biosystems,
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Carlsbad, CA, USA), 1,5 uL dos iniciadores LEISH-1 e LEISH-2 a 900 nM, 2,5 uL da

sonda a 200 nM e 2 uL de &gua ultrapura.

Para as reacOes foram utilizadas placas de 48 pocos (Applied Biosystems),
que apoés pipetagem foram vedadas com filme adesivo (Applied Biosystems) e o
protocolo dos ciclos foi: 1 ciclo de 50° C por 2 minutos, 1 ciclo de 95° C por 10
minutos e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 40 ciclos de 60° C por 1 minuto. Em
cada placa de amplificacdo foram usados controles positivos e negativos, sendo o
threshold determinado de 0,1 para todas as amostras, para determinacdo do ponto
em que a fluorescéncia emitida ultrapassou o limite considerado negativo. O ponto
de corte considerado foi de 37 ciclos, com isso, amostras que apresentaram
amplificagdo de DNA apds o 37° ciclo, foram consideradas indetectaveis. A técnica
foi realizada no LAPCLIN-DERMZOO/INI/FIOCRUZ.

4.8.5.3 Teste de inibicdo do DNA

Em amostras com resultado indetectavel foi realizado um teste para identificar
a presencga de inibidores da reagcdo ou de DNA degradado com a finalidade de
identificar resultados falsos negativos. Para isso, foi utilizado o ensaio Tagman®
Gene Expression Assay system (Applied Biosystems, Foster City, CA), que contém
par de iniciadores e sonda predefinidos para a amplificacdo de um segmento de
gene canino que codifica para a subunidade proteica B-actina (Cf03023880_ g1),
num volume final de reacdo de 25 uL, contendo 5 pL de DNA e 20 ul de mistura de
reacdo composta de 12,5 pL de Universal Mastermix, 1,25 yL da solucdo de
iniciadores e sonda e 6,25 pyL de agua ultrapura. O resultado foi expresso como
positivo ou negativo, sendo que as amostras que apresentaram amplificacdo foram

consideradas livres de inibidores, contendo DNA integro.

4.9 ANALISE DE LIQUOR PELO DPP®

Amostras de liquor foram testadas para identificacdo de anticorpos anti L.

infantum através do teste rapido imunocromatografico TR DPP® (Biomanguinhos),



34

sendo a técnica realizada de acordo com a recomendacdo do fabricante para
testagem em amostras de soro.

As amostras de liquor foram analisadas independente do resultado obtido na
gPCR.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por meio do software Statistical Package for
Social Sciences (versao 16.0) para Windows. Foram descritas frequéncias simples
do sexo, da raca, da faixa etéria, da classificacdo clinica (sintomaticos e
assintomaticos), dos sinais clinicos gerais, dos sinais clinicos neuroldgicos, dos caes
positivos para Leishmania no SNC ( avaliando encéfalo, medula espinhal e liquor) e
baco, de positividade nas técnicas de diagndstico, das alteracdes histologicas
inflamatérias do SNC e baco, da localizacdo das lesbes em tecidos do SNC, da
classificacdo do infiltrado inflamatério em tecidos do SNC e no baco, das alteracdes
histol6gicas inflamatérias em animais com parasitolégico de amostras do SNC
positiva e negativa, da correlacdo de positividade em amostras do SNC e baco
através das técnicas parasitoldgicas, da correlacdo das alteracfes histolégicas de
baco com a positividade em SNC nos testes parasitologicos, e de positividade em
liquor pelo DPP®. Para verificacdo da intensidade dos diferentes tipos de células
inflamatorias, foram calculados mediana, valores minimos e maximos de cada tipo
celular observado no cérebro, cerebelo, tronco encefalico, medula espinhal cervical,
toracica e lombar.

Foi calculado ainda, a média de foliculos linfoides no bagco em animais com o
parasitolégico positivo e negativo e média de eficiéncia, slope, y-intercepto e R? na
técnica de g PCR. Adicionalmente, foram calculadas as medianas e os valores
minimos e maximos da quantificacdo de DNA e da carga parasitaria nos tecidos do
SNC, no liquor e no baco obtidas através da técnica de qPCR.

Foi utilizado o teste de Mann- Whitney para avaliar correlacdo estatistica entre
carga parasitaria de baco e tecidos do SNC (encéfalo e medula), entre carga
parasitaria em medula espinhal e encéfalo de cdes com e sem lesdo em SNC, e

entre cdes com amostras do SNC com parasitologico positivo e negativo. Além
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disso, foi calculada a mediana da carga parasitaria em encéfalo e medula espinhal
de cdes com e sem lesdo no SNC e em caes com amostras do SNC com
parasitologico positivo e negativo. Por ultimo, foi realizado o calculo da sensibilidade,
especificidade e acuracia do teste DPP®.

Foram considerados significativos resultados do teste estatistico Mann-

Whitney com p-valor<0,05.

4.11 ASPECTOS ETICOS

Este projeto recebeu aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/FIOCRUZ), licenga LW- 54/13.
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5.RESULTADOS

Dos 50 caes avaliados, trinta eram machos (60%) e vinte eram fémeas (40%).
A populacéo foi constituida por trinta e nove cades sem raca definida, trés da raca
Pinscher, dois da raca Labrador, dois da raca Spitz Alem&o, um da raca Shar Pei,
um da raga Dachshund, um da raca Pit Bull e um da raca Poodle. Em relacdo a faixa
etaria, quarenta e um animais (82%) possuiam entre 1 e 7 anos de idade, cinco
(10%) possuiam idade acima de 7 anos e quatro (8%) tinham até 12 meses. Sobre
0s aspectos clinicos, quarenta e dois animais (84%) apresentavam-se sintomaticos e
oito (16%) eram assintomaticos. Os sinais clinicos gerais observados e as suas
frequéncias encontram-se na Figura 6. Adicionalmente, dois animais (4%)
apresentaram sinais clinicos neurologicos, sendo que um apresentava paraparesia

(2%) e o outro ataxia (2%) e desorientacao (2%).
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Figura 6. Frequéncia dos sinais clinicos gerais observados em caes naturalmente infectados por L.
infantum, fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Em relacdo a analise macroscopica, nenhum o6rgdo do SNC apresentava
alteracdes, mas no baco, foram observadas alteracdes como esplenomegalia e

presenca de pequenos nddulos esbranquicados.
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Todos os 50 céaes examinados apresentavam positividade para Leishmania
infantum no SNC em pelo menos uma das técnicas de diagnoéstico utilizadas. Nas
diferentes amostras de SNC as frequéncias de positividade foram: 98% para o
encéfalo, 96% para medula espinhal e 57% para o liquor, considerando os
resultados de todas as técnicas de diagndstico utilizadas. Adicionalmente, avaliando
a frequéncia de positividade no baco, entre os 50 animais avaliados, 98%
apresentaram positividade em pelo menos uma das técnicas utilizadas no presente

estudo.

5.1 CULTURA PARASITOLOGICA

Dos 50 cées incluidos neste estudo, 13 (26%) apresentaram positividade em
pelo menos uma amostra de SNC. No total, 18 amostras foram positivas, sendo dez
(56%) de liquor, sete (39%) de pool de amostras de medula espinhal e uma (5%) de
pool de amostras do encéfalo. Dos 13 cdes com cultura positiva em amostras de
SNC, dez ndo possuiam raca definida, um era da raca Spitz Alemao, um da raca
Labrador e um da raga Dachshund. Nove eram machos e quatro eram fémeas. Em
relacdo a sintomatologia clinica, onze eram sintomaticos e dois eram assintomaticos.
Apenas um cao apresentava sinais clinicos neurolégicos: que era ataxia e
desorientacdo. Onze caes se apresentavam na faixa etéria entre 1 e 7 anos e dois
deles apresentavam idade superior a 7 anos.

Em relacdo as amostras de baco, entre os 50 cades avaliados, 43 (86%)
apresentaram positividade na cultura parasitologica.

Durante a realizacdo deste estudo, dez amostras de liquor (20%), trés
amostras de pool de medula espinhal (6%), e uma de pool de encéfalo (2%) tiveram
sua cultura parasitologica interrompida até a segunda leitura, por motivo de
contaminacdo microbiologica e foram consideradas como perdas. Amostras cuja
cultura foi interrompida a partir da terceira leitura por motivo de contaminac¢ao, néao
foram consideradas como perdas, uma vez que elas tiveram seguimento pelo
periodo minimo necessério para avaliacdo de promastigotas de Leishmania sp., que
€ de duas semanas. Nenhuma amostra de baco teve a cultura interrompida por

motivo de contaminacao.
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5.2 TECNICAS HISTOLOGICAS

Dos 50 cées avaliados, em um (2,0%) foi identificado formas amastigotas de
Leishmania sp. em citoplasma de macr6fagos em espaco perivascular na substancia
branca (funiculos lateral e ventral) e cinzenta da medula espinhal cervical (Figura 7 e
8) e substancia cinzenta do tronco encefélico pelas técnicas de imuno-histoquimica
e histopatologia. No espaco perivascular dessas areas parasitadas foi observado um
infiltrado inflamatério granulomatoso e ndo supurativo, constituido por macroéfagos,
plasmacitos e linfécitos (Figuras 7 e 8). Nesse cao, pela técnica de hibridizacdo in
situ, foram detectadas formas amastigotas de L. infantum apenas na medula
espinhal (Figura 9). Além disso, esse animal apresentou positividade na cultura
parasitologica de medula espinhal e liquor, assim como no baco pelas técnicas de
imuno-histoquimica e cultura parasitolégica. Esse cdo era da raca Spitz Alemao, de
3 anos de idade, macho, que nao apresentava sinal neurol6gico, mas que
apresentava como sinais clinicos; mucosas hipocoradas, alopecia local e
onicogrifose.

Junto com este animal convivia outro cdo fémea, de 3 anos de idade, também
da raca Spitz Alemao que apresentava lesdes cutaneas, alopecia local, pélo opaco,
Ulceras, onicogrifose e adenite generalizada. Apesar de apresentar condi¢ao clinica
pior que o macho, nesta fémea n&o foram encontradas formas amastigotas em SNC
e a cultura parasitolégica de liquor, encéfalo e medula espinhal foram negativas,
sendo observado o parasito somente no baco através das técnicas de imuno-

histoquimica e cultura parasitolégica.



Figura 7. Corte histoldgico de medula espinhal cervical de c&o infectado
por L. infantum mostrando varias formas amastigotas de Leishmania no
citoplasma de macrofagos (setas) e infiltrado inflamatério granulomatoso
composto por linfécitos, macréfagos e plasmécitos no espaco perivascular
da substéncia branca. Hematoxilina-eosina.
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Figura 8. Corte histolégico de medula espinhal cervical de cao infectado
por L. infantum mostrando formas amastigotas de Leishmania marcadas

em castanho (setas) no espaco perivascular da substéncia branca.
Imuno-histoquimica.
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Figura 9. Corte histolégico de medula espinhal cervical de cao infectado
por L. infantum mostrando formas amastigotas de Leishmania infantum
marcadas em azul (setas) no espacgo perivascular da substancia branca.
Hibridizacg&o in situ.

Na avaliagdo histolégica de laminas coradas por HE foram observadas
alteracbes no SNC em 16 cdes (32%). Os tipos de alteracbes inflamatérias
observadas foram: meningite (Figura 10), manguito perivascular (Figura 11),

coroidite, encefalite e mielite. As frequéncias de cada tipo de alteracéo histolégica

observada encontram-se representadas na Figura 12.
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Figura 10. Corte histolégico de tronco encefélico de céo infectado
por L. infantum mostrando meningite supurativa composta por
linfécitos, macrofagos e neutréfilos. Hematoxilina-eosina.
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lande

Figura 11. Corte histolégico de tronco encefédlico de céo infectado
por L. infantum mostrando manguito perivascular de linfocitos,

plasmécitos e macrofagos na substancia cinzenta. Hematoxilina-
eosina.

Alteracdes histologicas
6%

M 1° Meningite
M 2° Manguito (
i 3° Coroidite (

M 4° Encefalite

i 5° Mielite (1
Figura 12. Frequéncia das altera¢des histoldgicas observadas em tecidos do SNC de

cées naturalmente infectados, fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa, Rio de
Janeiro, Brasil).

Um desses dezesseis caes apresentava além de meningoencefalite e mielite

granulomatosas, uma desmielinizacdo acentuada e difusa da matéria branca da
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medula espinhal e cerebelo, diversas células gitter e astrécitos (gemistocitos)
contendo inclusBes de Lentz intranucleares. Essas lesGes foram causadas pelo virus
da cinomose.

AlteracOes inflamatérias foram observadas em todas as regides do SNC
estudadas, sendo a frequéncia do acometimento em cada regido representada na
Figura 13.

Localizagao das lesoes

M 12 Cerebelo ( 10 animais)

M 22 Tronco ( 8 animais)

i 22 M.E. Cervical (8 animais)
M 32 Cérebro ( 5 animais)

i 32 M.E. Lombar (5 animais)
M 42 M.E. Tordcica ( 3 animais)

Figura 13. Frequéncia de regifes do SNC acometidas por alteragbes inflamatérias em caes
naturalmente infectados, fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa, Rio de janeiro, Brasil).
M.E.=medula espinhal.

Dentre os 16 cdes que apresentaram alteracdes histolégicas, foi observado
que, em alguns deles, havia a presenca de diferentes tipos de alteracdes
histol6gicas e de infiltrados inflamatorios, dentro do mesmo 6rgdo ou em 6rgaos
diferentes. Os tipos de infiltrados inflamatérios observados foram: granulomatoso e
nao supurativo, granulomatoso e supurativo e ndo granulomatoso e ndo supurativo

(linfoplasmocitario) (Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia dos diferentes tipos de infiltrado inflamatério observados nas
lesbes inflamatorias do SNC em caes naturalmente infectados, periodo de fevereiro
a novembro de 2014 (Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro, Brasil)

Alteracéo Tipo de infiltrado inflamatério

inflamatéria Granulomatoso Linfoplasmocitario Total de
N&o supurativo Supurativo lesbBes

N (%) N (%)

Meningite 23 (85%) 1( 4%) 3 (11%) 27

Manguito 13 (93%) 0 (0%) 1 (7%) 14

Coroidite 3 (75%) 0 (0%) 1 (25%)

Encefalite 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2

Mielite 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2

N= nUmero de caes.

Células inflamatérias foram observadas em todos os tipos de tecidos do SNC,
sendo a mediana e a variagao de intensidade de cada uma delas descrita na Tabela
2.

Tabela 2 Intensidade dos diferentes tipos de células inflamatérias observados nos
tecidos do SNC com alteracBes inflamatérias em caes naturalmente infectados,
periodo de fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro,

Brasil)

Amostras Intensidade de células inflamatorias/ mm?2
Macréfagos Plasmacitos Linfocitos Neutrdfilos
Med VI Med VI Med VI Med VI
Cérebro 39 11-66 5 1-17 38 14-173 0 0-1
Cerebelo 42 7-156 7 0-24 46 18-101 0 0-2
Tronco 42 8-224 0 0-5 58,5 8-154 0 0-23
M.E. Cervical 19,5 5-67 1,5 0-6 33 21-56 0 0-6
M.E. Toracica 40 15-43 1 0-14 51 5-102 0 0-5
M.E. Lombar 27 12-86 1 0-3 33 5-62 0 0-1

Med= Mediana; VI=Variacéo de Intensidade; M.E.= medula espinhal.
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Alteracdes histologicas inflamatorias foram observadas em animais que
apresentaram positividade nas técnicas parasitolégicas e em animais que
apresentaram resultado negativo nestas técnicas. A correlacdo dessas alteracfes

em animais com parasitoldgico positivo e negativo esta exposta na Tabela 3.

Tabela 3. Correlacédo das alteracdes histologicas inflamatdrias nos tecidos do SNC
com a positividade para L. infantum nos exames parasitologicos em amostras de
SNC em cées naturalmente infectados, periodo de fevereiro a novembro de 2014
(Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro, Brasil).

Alteracdes histologicas SNC Testes parasitologicos no SNC

Positivo (n=13) Negativo (n=37) Total
N % N %

Meningite Sim 7 54% 6 16% 13
N&o 6 46% 31 84% 37
M. perivascular Sim 4 31% 3 8% 7
N&o 9 69% 34 92% 43
Coroidite Sim 1 8% 3 8% 4
N&o 12 92% 34 92% 46
Encefalite Sim 2 15% 0 0% 2
Nao 11 85% 37 100% 48
Mielite Sim 1 8% 0 0% 1
N&o 12 92% 37 100% 49

M= manguito; N= nimero de caes

5.3 AVALIACAO HISTOLOGICA E CULTURA PARASITOLOGICA DO
BACO

Na avaliacéo histologica do baco foi observado que a lesdo mais frequente foi
a esplenite, no qual quarenta e nove animais (98%) apresentaram este tipo de leséo.
Infiltrado granulomatoso foi observado em quarenta e cinco animais (90%), sendo
gue em vinte e sete (60%) o tipo de granuloma era mal organizado e em dezoito
(40%) era do tipo bem organizado. A presenca de periesplenite foi observada em
trinta e quatro animais (68%) (Figuras 14, 15 e 16).
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Quarenta e sete animais (94%) apresentaram positividade no bacgo pelas
técnicas de imuno-histoquimica e cultura parasitolégica, com média de foliculos
linféides de 0,6 mmz2, variando de 0,0 a 1,2 foliculos por mmz2. Trés animais (6%)
apresentaram resultado negativo, com média de foliculos de 0,4 mmz, variando de

0,2 a 0,8 foliculos por mm2.

Rt NS B ) RPN A e b i St '
Figura 14. Corte histologico de bago
acentuada esplenite granulomatosa com formacéo de granuloma mal organizado no
parénquima. Hematoxilina-eosina.
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Figura 15. Corte histoldgico de bago de céo infectado por L. infantum mostrando
acentuada periesplenite e esplenite granulomatosas com miltiplos granulomas bem
organizados (nodular) no parénquima (circulo). Hematoxilina-eosina.
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Figura 16. Corte histoldgico de bago de cao infectado por L. infantum mostrando
acentuada periesplenite e esplenite granulomatosas com infiltrado inflamatério mal
organizado constituido por macroéfagos, linfécitos e plasmacitos. Abundantes formas
amastigotas de Leishmania foram observadas no interior de macrofagos.

Hematoxilina-eosina.
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Todos os treze cdes que apresentaram testes parasitolégicos (cultura e
técnicas histoldgicas) positivos para L. infantum em amostras de SNC foram
positivos para esse parasito nos testes parasitoldgicos de baco. No baco desses
treze animais, em dez (76,9%) foram detectados parasitos por meio da cultura
parasitolégica e em todos eles (100%) foram identificadas formas amastigotas de
Leishmania pela imuno-histoquimica (Figura 17). Nos trinta e sete cédes que
apresentaram testes parasitolégicos negativos para L. infantum em amostras de
SNC, trinta e quatro (92%) apresentaram positividade para L. infantum nos testes
parasitologicos de baco. A correlacdo das alteragBes histologicas encontradas no
baco com a positividade para L. infantum em amostras de SNC detectadas pelos

testes parasitologicos nos cées examinados esta descrita ha Tabela 4.

af-.t

Figura 17. Corte histologico de bago de céo infectado por L. infantum mostrando
diversas formas amastigotas de Leishmania marcadas em castanho. Imuno-
histoquimica.
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Tabela 4. Correlacdo das alteracdes histologicas encontradas no baco com a
positividade para L. infantum em amostras de SNC detectadas pelos testes
parasitologicos (cultura e técnicas histolégicas) em cées naturalmente infectados,
periodo de fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro,
Brasil)

Testes parasitolégicos no SNC

Baco (n=50) Positivo (n=13) Negativo (n=37) Total
N % N % N
Periesplenite Sim 9 69% 25 68% 34
N&o 4 31% 12 32% 16
Esplenite Sim 12 92% 33 89% 45
granulomatosa Nao 1 8% 4 11% 5
Granuloma bem Sim 5 39% 13 35% 18
organizado Nao 8 61% 24 65% 32
Média foliculos/mm? N= 0,63 mm? N= 0,56 mm?2

5.4 ANALISE DA CARGA PARASITARIA DE L. Infantum PELA
TECNICA DE gPCR

5.4.1 Total de amostras analisadas e resultados

No total foram avaliadas 50 amostras de cérebro, 50 de medula espinhal, 37
de liquor e 49 amostras de baco (sendo 46 de tecido congelado e trés de tecido
parafinado).

5.4.2 Avaliacdo da gPCR, quantificacdo e avaliacdo da carga

parasitaria

Foram estabelecidas curvas-padrdao em cada placa de reagéo para determinar
o0 numero de cépias equivalentes do genoma (gEq) de L. infantum nas amostras
avaliadas, sendo observada uma eficiéncia média da gPCR de 100% (valor minimo

de 95,9% e valor maximo de 110,1%). A média de slope foi de -3,3 (valor minimo de
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-3,1 e valor maximo de -3,4), e a média Y-intercepto foi de Cg= 33 (valor minimo de
30,7 e valor maximo de 34,9), com média de ajuste dos valores a curva (R2) de 0,99

(valor minimo de 0,99 e valor maximo de 1) (Figura 18).
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Figura 18. Gréfico representativo da curva-padréo com os indices Slope, Y-inter, R2 e
eficiéncia da gPCR. Os pontos da curva indicam a diluicdo seriada na base 10 de 500 a
0,05 gEq de L. infantum/pL.

A mediana de concentracdo de DNA por fluorimetria em amostras de baco,
cérebro, medula espinhal e liquor e 0s seus valores minimos e maximos estao
descritos na Tabela 5. Dentre as 37 amostras de liquor examinadas, vinte e uma

amostras (57%) apresentaram carga de DNA indetectavel.
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Tabela 5. Mediana e valores minimos e maximos (ng/uL) da quantificacdo de DNA
por fluorimetria em amostras de baco, cérebro, medula espinhal e liquor em cées
naturalmente infectados, periodo de fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa,
estado do Rio de Janeiro, Brasil)

Amostra NO amostras Mediana Minimo (ng/uL) Maximo
(ng/uL) (ng/pL)

Baco (congelado) 46 35,9000 5,2800 120,0000
Bacgo (FFPE) 3 1,7200 0,7440 1,9600

Encéfalo 50 26,5000 3,5800 118,0000
Medula espinhal 50 2,0050 0,3480 25,4000
Liquor 37 0,0005 0,0005 2,2000

Todos os animais avaliados apresentaram positividade para DNA de L.
infantum na técnica de gPCR em pelo menos uma das amostras de SNC. Nas
diferentes amostras de SNC as frequéncias de positividade foram: 98% para o
encéfalo, 96% para medula espinhal e 51% para o liquor. Para as amostras de baco
a frequéncia de positividade foi de 96%.

As medianas e valores minimos e maximos do numero de copias de
equivalente gendmico (gEq) de L. infantum/ ng de DNA do encéfalo, medula
espinhal, liquor e baco encontrados no presente estudo estdo demonstrados na
Tabela 6.

Tabela 6. Mediana e valores minimos e maximos do numero de copias de gEq de L.
infantum/ ng de DNA no encéfalo, medula espinhal, liquor e baco de cées
naturalmente infectados, periodo de fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa,
estado do Rio de Janeiro, Brasil)

Amostra N° amostras Mediana Minimo Maximo
Baco 49 815,492 0,059 243277,500
Medula espinhal* 50 1,996 0,001 538,155
Encéfalo* 50 0,075 0,001 877,201
Liquor 37 0,712 0,002 3753,254

*Utilizando teste de Mann-Whitney houve correlacio estatistica entre carga parasitaria de bacgo e
medula espinhal (p= 0,006 e coeficiente de correlagdo= 0,400) e entre baco e encéfalo (p= 0,005 e
coeficiente de correlagdo= 0,406)
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Em um desses cdes com sinais clinicos neuroldgicos, que apresentou
positividade na cultura parasitolégica para L. infantum nas amostras de liquor e
medula espinhal, o gEq de DNA de L.infantum/ ng foi de 0,004 em encéfalo, 2,922
em medula espinhal e 15,126 em liquor. Esse animal apresentava coinfeccéo pelo
virus da cinomose diagnosticada pelo exame histopatoldgico.

O outro cado com sinais clinicos neurolégicos, que foi negativo para L.
infantum na cultura parasitologica de amostras do SNC, apresentou carga de gEq de
DNA de L.infantum/ ng de 4,011 no encéfalo e 2,423 na medula espinhal. A amostra
de liquor deste animal ndo foi analisada pela técnica de qPCR.

Em relacdo a alteracdes histoldgicas, os animais foram separados em grupo
com e sem lesdo microscépica no SNC e os valores das medianas e os valores
minimos e maximos do numero de coOpias do gEq de L. infantum/ ng de cada grupo

estdo expostos na Tabela 7.

Tabela 7. Carga parasitaria em gEq de DNA de L. infantum/ ng em amostras de
cérebro e medula espinhal de cédes naturalmente infectados, com e sem lesdo
microscopica em SNC, periodo de fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa,
estado do Rio de Janeiro, Brasil)

Amostra Mediana e valores minimos e maximos da carga parasitaria
(gEq de DNA de L.infantum/ng)

Com lesao no SNC Sem lesdo no SNC P valor*
(n=16) (n=34)

Medula Espinhal (n=50) 4,662 (0,001-106,682) 1,798( 0,001- 538,155) 0,347

Encéfalo (n=50) 0,096 (0,001- 25,234) 0,066 (0,001- 877,201) 0,765

*Teste de Mann-Whitney

As cargas parasitarias em gEqg de DNA de L.infantum/ ng no SNC e baco dos
cées estudados de acordo com a positividade para L. infantum no SNC pelas

técnicas parasitologicas encontra-se na Tabela 8.
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Tabela 8. Carga parasitaria em gEq de DNA de L.infantum/ ng em amostras de SNC
e baco de acordo com a positividade para L. infantum no SNC pelas técnicas
parasitolégicas (cultura e técnicas histologicas) em cédes naturalmente infectados,
periodo de fevereiro a novembro de 2014 (Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro,
Brasil)

Amostra Carga parasitaria (gEq de DNA de L.infantum/ ng) P valor**
SNC Positivo (n=13)* SNC Negativo (n=37)*
Med Min-Max Med Min-Max
Baco 1383,993 8,649 - 114477,300 485,246 0,001 - 243277,500 0,134
Liquor 15,126 0,005 - 3753,250 0,622 0,002 - 6,040 0,165
Medula espinhal 2,920 0,001 - 48,69 0,904 0,001 - 419,690 0,494
Encéfalo 0,134 0,001 - 25,230 0,157 0,001 - 877,200 0,751

*Exames parasitoldgicos (HE, IHQ, ISH e cultura parasitoldgica).
**P valor encontrado no teste Mann- Whitney

5.4.3 Teste de Inibicdo de DNA

Das vinte e trés amostras que apresentavam resultado indetectavel na gPCR,
dezoito eram amostras de liquor, duas eram amostras de medula espinhal, duas
eram amostras de bago e uma era amostra de encéfalo.

Dentre essas vinte e trés amostras com carga indetectavel, todas
apresentaram resultado positivo no teste de inibicdo indicando que ndo havia
presenca de inibidores da reacdo ou de DNA degradado. Dentre elas, trés
apresentaram positividade em técnicas parasitologicas, sendo que duas eram

amostras de liquor, e uma era de baco.

5.5 ANALISE DE LIQUOR PELO DPP®

No total, 37 amostras de liquor foram submetidas ao teste rapido
imunocromatografico TR DPP® (Biomanguinhos, Fiocruz) para deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania. Vinte e quatro amostras (65%) apresentaram resultado
positivo (Tabela 9). A sensibilidade, especificidade e acuracia da técnica de DPP

para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em amostras de liquor de céaes
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naturalmente infectados, usando como padrdao de referéncia os resultados das
técnicas de cultura parasitologica e gPCR em liquor foram, respectivamente: 79%
(68-90%), 50% (37-63%) e 65% (52-77%), considerando intervalo de confianca (IC)
de 95%.

Tabela 9. Resultados das analises de liquor pelas técnicas de DPP®, usando como
padrdao de referéncia as técnicas de cultura parasitolégica e gPCR realizadas no
liqguor de cées naturalmente infectados, periodo de fevereiro a novembro de 2014
(Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro, Brasil)

DPP Liquor
Positivo Negativo Total
N (%) N (%) N (%)
Positivo 15 (79%) 9 (50%) 24 (65%)
Negativo 4 (21%) 9 (50%) 13 (35%)

Total 19 (100%) 18 (100%) 37 (100%)
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia de DNA de L. infantum no SNC foi muito elevada nos caes
avaliados, sobretudo no encéfalo e medula espinhal. Entretanto, a frequéncia de
parasitos viaveis detectados pelas técnicas parasitolégicas nas amostras de SNC foi
bem inferior, tendo predominado no liquor, seguido de medula espinhal e encéfalo.
Essa menor frequéncia de positividade pelas técnicas parasitolégicas ja era
esperada, pois sdo consideradas técnicas menos sensiveis para diagnostico da
infecgao por L. infantum em caes, com frequéncias de positividade variando entre 48
e 83% (Furtado et al., 2015), enquanto a sensibilidade do PCR €é de cerca de 98%
(Queiroz et al., 2011). Entretanto, sdo técnicas de certeza, bastante especificas, que
demonstraram, no presente estudo, que formas viaveis de L. infantum sdo comuns
no SNC de cées soropositivos no DPP® e ELISA. A técnica de cultura parasitolégica
€ considerada a mais sensivel dentre as técnicas parasitolégicas, com
sensibilidades entre 62 e 82% em caes soropositivos (Madeira et al. 2006, Mello et
al., 2014). Nesse estudo essa técnica foi pela primeira vez empregada para
levantamento da ocorréncia da infeccao por L. infantum no SNC. Outros estudos ja
haviam utilizado técnicas de imuno-histoquimica, histopatologia e hibridizacao in situ
como técnicas parasitoldgicas para esse tipo de estudo no SNC de cées (lkeda et
al., 2007; Melo & Machado, 2009). Porém, esses estudos ndo detectaram o parasito,
provavelmente pela sensibilidade inferior dessas técnicas quando comparadas a
cultura parasitologica.

A alta ocorréncia de DNA de L. infantum em encéfalo de cdes naturalmente
infectados observada no presente estudo esta de acordo com o relatado por Grano
et al. (2014). Esses autores identificaram por g°PCR o DNA do parasito em diferentes
regides do encéfalo de todos os vinte cdes analisados, que eram naturalmente
infectados e provenientes do estado de S&o Paulo. Entretanto, em estudo de Melo et
al. (2015), também realizado em cées naturalmente infectados da mesma regido, foi
observada uma frequéncia inferior, igual a 53,3% de cdes com DNA de L. infantum
no encéfalo pela técnica de gPCR. DNA de L. infantum foi também relatado no

cerebelo de um cao naturalmente infectado (Silva et al., 2008). Apesar da ocorréncia
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de DNA de L. infantum ser comum no encéfalo de caes naturalmente infectados por
esse parasito, formas amastigotas s&o raramente encontradas.

No presente estudo, foram pela primeira vez relatadas formas amastigotas de
L. infantum no tronco encefalico de um cé&o. A infeccdo do encéfalo por formas
amastigotas de L. infantum ja havia sido descrita em estudos de relatos de casos em
meninges (Vifiuela et al., 2001), plexo coréide (Nieto et al., 1996; Marquez et al.,
2013) e talamo (Marquez et al., 2013). Em diversos estudos de levantamento da
ocorréncia de L. infantum no encéfalo de cdes naturalmente infectados (lkeda et al.,
2007; Grano et al.,, 2014; Melo et al.,, 2015), ndo foram encontradas formas
amastigotas neste 6rgdo apesar de algumas dessas pesquisas terem detectado a
presenca de DNA (Grano et al., 2014; Melo et al., 2015).

Na medula espinhal, a ocorréncia de DNA de L. infantum foi alta e semelhante
ao observado no encéfalo. A deteccdo de DNA de L. infantum na medula espinhal
ainda néo havia sido reportada. Entretanto, a observagéo de formas amastigotas foi
rara e ja havia sido descrita em relatos de casos em caes na Europa (Cauduro et al.,
2011; Marquez et al., 2013). Marquez et al. (2013) relataram pela primeira vez a
presenca de formas amastigotas localizadas na substancia branca do parénquima
da medula espinhal cervical, na regiao dos funiculos ventral e lateral, e também nos
nervos espinhais. Cauduro et al. (2011) observaram formas amastigotas de
Leishmania spp. em granuloma localizado em espaco epidural, ventralmente a
medula espinhal lombar. No Brasil, Ikeda et al. (2007) ndo encontrou formas
amastigotas de Leishmania por meio das técnicas de histopatologia e imuno-
histoquimica na medula espinhal cervical, toracica e lombar de 39 caes naturalmente
infectados por L. infantum do estado de S&o Paulo. No presente estudo, a
localizacdo de formas amastigotas na substancia branca da medula cervical esteve
de acordo com Marquez et al. (2013). Entretanto, formas amastigotas em espaco
perivascular da substancia cinzenta da medula espinhal foram pela primeira vez
observada no presente estudo.

A ocorréncia de DNA de L. infantum no liquor foi alta, porém inferior a do
encéfalo e medula. Entretanto, quase metade das amostras de liquor nao
apresentaram amplificacdo na qPCR. Essa alta frequéncia de carga indetectavel no
liquor, ocorrendo inclusive em animais com parasitolégico positivo, pode ser
explicada pelo fato ter sido encontrada uma quantidade de DNA muito baixa, inferior

a necessaria para leitura no fluorimetro, em mais da metade das amostras
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analisadas. Essa baixa quantidade de DNA possivelmente atrapalhou o processo de
amplificacdo de DNA de L.infantum. Talvez, se fosse utilizada uma quantidade maior
de amostra ou se fosse realizada centrifugacéo prévia permitindo a extracdo de mais
células do liquor, a frequéncia de positividade poderia ter sido maior nesta amostra.
O resultado encontrado no presente estudo é o primeiro levantamento da ocorréncia
de DNA de L. infantum em liquor de cdées infectados por L. infantum usando a
técnica de qPCR. O uso dessa técnica em liquor de cées infectados por este
parasito somente havia sido descrita em um relato de caso feito por Marquez et al.
(2013).

Entre as amostras de SNC, no liquor foi encontrada a maior ocorréncia de
positividade na cultura parasitologica. O isolamento de formas viaveis de Leishmania
em liquor s6 havia sido descrito em uma crianga com sinais neuroldgicos e a
espécie identificada foi L. donovani (Prasad & San, 1996). Adicionalmente, as
técnicas histolégicas detectaram formas amastigotas de L. infantum em macrofagos
no espaco perivascular, regido de circulagcdo do liquor. Portanto, os resultados
positivos para L. infantum nos exames parasitologicos de liquor demonstram que
formas vidveis do parasito sdo capazes de atingir e circular neste fluido em cées
naturalmente infectados.

A frequéncia de anticorpos anti-Leishmania no liquor de cées deste estudo foi
préxima as frequéncias relatadas por Feitosa et al. (2005) e Grano et al. (2014),
iguais, respectivamente, a 69% e 62%, e superior a frequéncia de 48% relatada por
Garcia-Alonso et al. (1996), em caes naturalmente infectados. Essa diferenca de
frequéncia pode ter sido influenciada pelo fato desses autores terem usado o teste
de ELISA. Tanto no presente estudo, como no de Grano et al. (2014) a frequéncia
de anticorpos no liquor foi inferior a encontrada nas amostras de soro. Porém,
segundo Grano et al. (2014) ndo houve diferenca significativa entre os titulos de
anticorpos no soro e liquor. Diversos autores ja haviam relatado a presenca de
anticorpos no liquor de caes naturalmente infectados utilizando técnicas diferentes
como ELISA e imunoblot (Garcia -Alonso, 1996; Vifuelas et al., 2001; Lima et al.,
2003; Feitosa et al., 2005; Melo et al., 2009; Grano et al., 2014). Pela primeira vez,
foi utilizado o teste rapido DPP® para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em
amostra de liquor, que foi capaz de detectar anticorpos em mais de metade dos
cées estudados, sendo util no diagnostico da infeccdo do SNC por L. infantum.

Entretanto, a sensibilidade e especificidade desse teste foram menores que as
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observadas em amostras de soro de caes naturalmente infectados, iguais a 83% e
73% (Peixoto et al., 2015). A sensibilidade mais baixa do DPP no liquor com relacao
ao soro pode ser devido as frequéncias e concentracfes mais baixas de anticorpos
anti-Leishmania nesse tipo de amostra. Similarmente ao presente estudo, Grano et
al. (2014) detectaram DNA de L. infantum no encéfalo sem a presenca de anticorpos
no liquor. A baixa especificidade do DPP no liquor pode ter ocorrido por reacao
cruzada com outros agentes patogénicos como Babesia canis (Leandro Junior,
2014). A deteccdo de anticorpos no liquor indica que houve falha na barreira-
hematoencefélica ou barreira sangue-liquido cefalorraquidiano, uma vez que essas
barreiras em condicbes normais ndo permitiiam a passagem desses anticorpos
(Maia et al., 2015).

Até o presente estudo nenhum trabalho havia detectado formas viaveis do
parasito em SNC em cées no Brasil. Entretanto, em cées da Europa, € um fato
conhecido (Nieto et al.,1996; Vifuelas et al., 2001; Marquez et al., 2013). Para
Prasad & Sen (1996), em humanos, frente a presenca de farmacos anti—
Leishmania, o parasito invade o SNC em busca de um sitio seguro, uma vez que a
barreira hematoencefélica dificulta a passagem de diversas substancias, inclusive de
farmacos. Seguindo este raciocinio, a dificuldade em detectar o parasito poderia ser
explicada pelo fato dos cées no Brasil ndo receberem tratamento para LV, enquanto
gue na Europa esse tratamento € permitido. Contrariando essa hipotese, no
presente estudo, no qual os cdes nao foram tratados com farmacos anti-
Leishmania, varios animais apresentaram formas viaveis de L. infantum em SNC
através de cultura parasitologica e um cao apresentou diversas formas amastigotas
nestes tecidos.

As possiveis formas pelas quais teria ocorrido a infeccédo por L. infantum no
SNC dos cédes deste estudo seriam por via hematogéncia, na qual os parasitos
podem ter atravessado a barreira hematoencefalica ou a barreira sangue-liquido
cefalorraquidiano no plexo cordide e chegado ao liqguor (Tuomonen, 1996; Drevets &
Leenen, 2000; Zachary, 2007). Apesar de nao ter sido observado neste estudo,
Marquez et al. (2013) detectaram formas amastigotas desse parasito no interior de
vasos sanguineos das leptomeninges e encéfalo e Nieto et al. (1996) detectaram
esses protozoarios no plexo cordide, mostrando que a via hematogénica € uma
provavel rota de migracdo de L. infantum para infectar o SNC. Outra possivel forma

de invasdo do SNC por esse protozoario seria via trafego normal de macrofagos
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entre capilares sanguineos e SNC, que € um mecanismo de defesa inata do SNC
(Zachary, 2007). Nesse caso, macréfagos parasitados atravessariam as barreiras
hematoencefalicas e sangue-liquido cefalorraquidiano e chegariam ao liquor e
parénquima do SNC. Essa ultima via de infeccdo seria a mais provavel no presente
estudo, uma vez que muitos macrofagos parasitados foram observados no liquor do
espaco perivascular de medula e tronco encefalico de um cdo. Em camundongos
infectados experimentalmente com L. amazonensis, Abreu-Silva et al. (2003)
também levantaram como hipotese a infeccdo do SNC via leucdcitos parasitados.

Adicionalmente, ndo estd descartada a hipotese de que formas amastigotas
de L. infantum tenham invadido o SNC dos cées estudados via vasos linfaticos.
Esses vasos foram recentemente descritos nos seios durais do SNC de
camundongos e humanos e estdo conectados aos linfonodos cervicais, sendo
capazes de transportar fluidos e células do sistema imune para o liquor (Louveau et
al., 2015). Entretanto, no presente estudo, apesar de formas amastigotas terem sido
observadas em liquor no espaco perivascular de medula espinhal e encéfalo de um
dos cdes examinados, esses parasitos ndao foram observados no parénquima. Essa
nao invasdo do parénquima pode ter ocorrido pelo fato das formas amastigotas de L.
infantum néo terem conseguido atravessar a barreira formada pela glia limitante, que
é formada por processos podais de astrocitos e fica situada imediatamente
subjacente a pia mater (Zachary, 2007).

O uso crbnico de corticéides em pacientes infectados por L. infantum esta
associado a exacerbacdo da doenca (Pittalis et al., 2006), pois sao drogas
imunossupressoras, que bloqueiam a expresséo de citocinas e podem afetar varias
funcBes das células T citotoxicas (Boumpas et al., 1993). Portanto, o tratamento
cronico de um cao com predinisolona pode ter sido fator predisponente para
infeccdo do SNC associada a lesdes e sinais neuroldgicos desse animal (Marquez et
al., 2013). Todavia, nenhum dos cées estudados apresentava histérico de uso
cronico de corticéides, ndo sendo este um fator que explicaria a alta ocorréncia de
do parasito em SNC dos animais estudados.

Apesar de diversos sinais clinicos da LVC ja estarem descritos na literatura,
relatos de sinais neuroldgicos ainda sdo escassos (Marzochi et al, 1985; Schwardt et
al., 2012). Os principais sinais neurolégicos ja descritos em cdes naturalmente
infectados por L. infantum s&o: convulsdes, deficiéncias motoras, alteracdes visuais,

sinais de paralisia de nervos cranianos, andar em circulos, vocalizacdo, paraparesia
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e paralisia dos membros posteriores (lkeda et al., 2007; Lima et al., 2003). No
presente estudo, a frequéncia de sinais neuroldgicos foi baixa e igual a encontrada
por Feitosa et al., (2000) em caes naturalmente infectados em area endémica de
LVC no estado de Sao Paulo, Brasil. Os sinais clinicos neurolégicos observados no
presente estudo ja haviam sido relatados em estudos prévios (Feitosa et al., 2005;
Ikeda et al., 2007). Entretanto, os sinais clinicos neurolégicos apresentados por
animais com LVC séo pouco especificos e apresentam variedade muito ampla, o
que dificulta relacionar estes sinais a presenca de infeccao por L. infantum (Feitosa
et al., 2005; Ikeda et al., 2007; Maia et al., 2015). Além disso, a identificacdo de
sinais clinicos neurolégicos no céo é dificil, principalmente quando ndo se dispde de
avaliacdo clinica realizada por neurologista e de equipamentos especificos para
exames neurologicos. Essa dificuldade de identificacdo de sinais clinicos
neurologicos pode ter influenciado na baixa frequéncia de deteccdo desses sinais
em caes infectados por L. infantum neste estudo.

Em um dos cées do presente estudo, provavelmente os sinais neurologicos
de ataxia e desorientacdo estiveram associados a infeccdo com o virus da cinomose
(Morbillivirus). Essa hipotese baseia-se na observac¢do de corpusculos de Lentz e
graves meningite, mielite e encefalite ndo supurativas com intensa desmielinizacao,
compativeis com a infeccdo por esse virus (Gebara et al., 2004; Silva et al., 2009).
Entretanto, este animal também apresentava formas viaveis de L.infantum em
cultura de liquor e medula espinhal, o que indica coinfeccdo do SNC por estes dois
agentes. Portanto, também néo esta descartada a hipotese de que a infeccdo por L.
infantum no SNC tenha contribuido para os sinais clinicos observados. No outro céo
com sinal neuroldgico, apesar de ndo haver positividade nos exames parasitolégicos
e alteragOes histologicas, encéfalo e a medula espinhal possuiam DNA de L.
infantum com carga parasitaria maior que a mediana da carga parasitaria dos
animais estudados. No encéfalo, essa carga excedeu em quase 54 vezes a mediana
da carga parasitaria dos demais animais. Adicionalmente, nenhum outro agente foi
detectado no exame histopatoldgico. Portanto, é possivel que os sinais neurolégicos
observados estivessem associados a infec¢cdo por L. infantum. A auséncia de
observacdo de alteracdes microscopicas neste cao pode ser explicada pelo fato de
que nas técnicas histoldgicas somente uma pequena porcdo do sistema nervoso foi

avaliada, sendo possivel que demais regibes do tecido nervoso deste animal
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estivessem lesionadas, porém nao foram contempladas durante a coleta ou
clivagem do fragmento.

Apesar da alta frequéncia de positividade em SNC, poucos animais
apresentaram sinais neurolégicos. Adicionalmente, semelhante aos resultados de
Ikeda et al. (2007), grande parte dos cdes que apresentaram alteracdes histoldgicas
inflamatdrias ndo possuiam sinais clinicos neurolégicos. Essa auséncia de sinais
clinicos em cédes com parasitismo e lesdes no SNC pode ser devido ao fato do
parasito ndo ter conseguido penetrar e causar lesées no parénquima do SNC,
conforme observado por Marquez et al. (2013), ndo havendo comprometimento da
funcdo deste sistema nos cades avaliados. Outra explicacdo seria a ocorréncia de
coroidite e meningite menos graves do que as observadas por outros autores em
cdes com sinais neurolégicos (Nieto et al. 1996; e Vifiuelas et al., 2001).
Concordando com Grano et al. (2014), a deteccdo do DNA de L. infantum no SNC
pode representar uma fase inicial de disseminacdo desse parasito no SNC e os cées
podem ter sido submetidos a eutanasia com pouco tempo de infecgéo.
Consequentemente, ndo houve tempo suficiente para desenvolvimento de lesbes
neurolégicas mais graves e a manifestacdo de sinais clinicos neurolégicos
associados a infecc¢éo.

A frequéncia de lesdes histologicas encontradas em SNC dos caes estudados
foi menor que a relatada em estudo de Grano et al. (2014), no qual 80% dos caes
tinham meningite, 73% coroidite, 73% gliose subventricular e 53% manguito
perivascular de células mononucleares no parénquima. Entretanto, a meningite,
manguito perivascular, coroidite, encefalite e mielite observados no presente estudo
foram achados comuns aos relatados em estudos prévios em caes naturalmente
infectados por L. infantum (Nieto et al., 1996; Vifuelas et al., 2001; Font et al., 2004;
Ikeda et al., 2007; Melo & Machado, 2009, Melo et al., 2009; Marquez et al., 2013;
Mendonca et al., 2013; Sakamoto et al., 2013; José- Lopez et al.,, 2014). Outras
alteracdes histolégicas como congestdo vascular, gliose, neurbnios escuros,
neuronofagia, satelitose, areas de micro-hemorragias, necrose e presenca de
substéancia hialina na parede dos vasos sanguineos ndo foram observadas no SNC
dos cées deste estudo, diferindo de outros autores (Nieto et al., 1996; Feitosa et al.,
2005; Ikeda et al., 2007; Melo & Machado, 2009; Marquez et al., 2013; Mendonga et
al., 2013; Sakamoto et al., 2013).
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As alteracdes histologicas observadas nesse estudo no SNC ndo séo
especificas da infeccdo por L. infantum e néo foi possivel comprovar a associagao
delas com o parasitismo. A excecdo foi o infiltrado inflamatorio granulomatoso e nao
supurativo observado em espaco perivascular do tronco encefalico e medula
espinhal cervical, que esteve associado a infeccdo por formas amastigotas em um
cdo. Entretanto, apesar de ndo terem sido observadas formas amastigotas nos
demais cées, ndo se pode excluir a participacdo do parasito na formacédo dessas
lesbes, uma vez que todos os cdes possuiam SNC infectado por L. infantum
detectado na técnica de gPCR ou cultura parasitologica. Mesmo na auséncia de
formas amastigotas associadas, as lesfes inflamatérias podem ser causadas
qguando estimulos periféricos causados por antigenos ou DNA dos parasitos ou
mediadores inflamatorios atingem o SNC e ativam o processo inflamatorio (Melo et
al., 2015).

Poucos estudos encontraram alteragfes histolégicas em medula espinhal de
cédes infectados com L. infantum e todos estes trabalhos s&o de relatos de caso de
animais com sinais neuroldgicos tais como paraplegia (Font et al., 2004),
paraparesia (Cauduro et al., 2011), tetraplegia (Marquez et al., 2013) e hemiparesia
(José-Lopez et al.,, 2014). A ocorréncia de infiltrado perivascular granulomatoso
havia sido relatada por Marquez et al. (2013), porém somente atingia a substancia
branca e ndo a substancia branca e cinzenta como no presente estudo. A auséncia
de sinais neurolégicos observado nesse estudo provavelmente esteve relacionada a
uma menor gravidade das lesdes quando comparadas as observadas na medula
espinhal de cdes com sinais neuroldgicos, tais como necrose no parénquima com
presenca de células gitter, hemorragia, vasculite, trombose, granuloma no espaco
epidural, massa intramedular, inflamacao e destruicao de fibras em nervos espinhais
(Font et al., 2004; Cauduro et al., 2011; Marquez et al., 2013; José- Lopéz et al.,
2014).

A ocorréncia de infiltrado dos tipos granulomatoso e linfoplasmocitario
observados no SNC neste estudo esta de acordo com o relatado em estudos
anteriores no SNC de animais naturalmente e experimentalmente infectados por L.
infantum (Nieto et al., 1996; Vifuelas et al., 2001; Abreu-Silva et al., 2003; Ikeda et
al., 2007; Melo & Machado, 2009, Melo et al., 2009; Cauduro et al., 2011; Schwardt
et al., 2012; Marquez et al., 2013; Mendonca et al., 2013; Sakamoto et al., 2013).

Diferente do presente estudo, houve uma maior frequéncia de infiltrado
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linfoplasmocitério nos trabalhos de Ikeda et al. (2007) e de Melo & Machado (2009).
Entretanto, nos trabalhos nos quais foi verificada a presenca de formas amastigotas
no SNC, o infiltrado descrito foi do tipo granulomatoso (Nieto et al., 1996; Vifiuelas et
al., 2001; Abreu-Silva et al., 2003; Cauduro et al., 2011; Marquez et al., 2013),
corroborando com os achados deste estudo. Neutréfilos foram raramente
observados no infiltrado inflamatorio desse estudo e, diferindo de Marquez et al.
(2013), eosindfilos e células gigantes estiveram ausentes.

Na técnica de gPCR, a medula espinhal foi, dentre as amostras do SNC, a
gue apresentou a maior mediana de carga parasitaria de DNA de L. infantum
seguido do liquor e encéfalo. Alteracdes histoldgicas graves ja foram relatadas em
medula espinhal de cdes com LVC tais como hemorragias, granulomas, vasculites e
necrose (Font et al., 2004; Cauduro et al., 2011; Marquez et al., 2013; José- Lopéz
et al.,, 2014). Essas alteracbes e os achados deste estudo em relagdo a carga
parasitaria e ocorréncia de formas amastigotas associadas a altera¢gdes histologicas
neste 6rgdo sugerem que a medula espinhal seja uma das regiées do SNC mais
suscetiveis a infeccado por esse parasito. Entretanto, como esse é o primeiro relato
da utilizacdo da técnica de gPCR em medula espinhal, tornam-se necessarios mais
estudos para esclarecimento da suscetibilidade deste 6rgéo frente a infeccéo por L.
infantum.

Nos animais que apresentaram sinais clinicos neurolégicos, nado foi possivel
avaliar a presenca de correlacdo estatistica entre a carga parasitaria deles com a
carga parasitaria dos animais sem sinais neurolégicos, uma vez que somente dois
animais apresentaram sintomatologia nervosa, e um deles apresentava coinfec¢éo
pelo virus da cinomose. Porém, em trabalho realizado por Melo et al., (2015), foi
realizada a técnica de qPCR em amostra de encéfalo e ndo houve correlagéo entre
carga parasitaria dos cdes com e sem sinais clinicos gerais da LVC. A baixa
frequéncia de sinais clinicos neurolégicos em animais com LVC dificulta avaliar se
0S animais com maior carga parasitaria em o0rgdos do SNC sdo 0s animais que
tendem a apresentar sinais de acometimento deste sistema. Porém, o animal com
sinal neurologico ndo coinfectado com o virus da cinomose apresentou carga
parasitaria de encéfalo e medula espinhal acima da mediana de carga parasitaria
dos cdes sem sinais neuroldgicos. Com isso faz-se necessario mais estudos para
avaliar a correlagdo entre carga parasitaria e manifestacdo clinica neuroldégica em

caes com LVC.
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Avaliando a carga parasitaria dos tecidos do SNC (medula espinhal e
encéfalo) foi observado que a mediana da carga parasitaria dos animais com lesédo
microscopica em SNC foi maior que a mediana da carga parasitaria dos animais sem
lesdo. Essa diferenca foi notada principalmente na medula espinhal, onde a carga
parasitaria dos animais com lesdo foi mais que o dobro da mediana da carga
parasitaria dos animais sem lesdo. Entretanto, ndo houve correlagdo estatistica. Isso
provavelmente ocorreu devido ao pequeno numero de cdes com lesées no SNC
observados, sendo necessarios mais estudos para avaliar a carga parasitaria nesses
diferentes grupos.

A mediana da carga parasitaria no SNC e baco em animais com
parasitolégico positivo em amostras do SNC foi maior quando comparados a
mediana da carga parasitaria dos animais com parasitolégico negativo, com excecao
apenas para o encéfalo. O baco de animais com amostras de SNC positiva na
parasitologia apresentou mediana de carga parasitaria quase trés vezes maior que a
mediana da carga parasitaria dos animais com parasitolégico negativo. Entretanto,
nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre esses valores
observados. A explicacdo para esse resultado seria 0 baixo nimero de céaes
positivos no exame parasitolégico das amostras do SNC. Adicionalmente, o céo que
apresentou formas amastigotas em SNC apresentou carga parasitaria da medula
espinhal e do liguor muito acima da mediana da carga parasitaria dos animais
estudados. Este é mais um indicio de que o baixo niumero de animais estudados
tenha comprometido a andlise estatistica.

Corroborando com os resultados de Maia et al. (2015), foi observada no
presente estudo correlacdo positiva entre carga parasitaria de baco e 6érgdos do
SNC (encéfalo e medula). Esses resultados sugerem que o acometimento do SNC
por L.infatum esta ligado a presenca de cargas parasitarias mais altas no baco.
Entretanto, ndo houve correlacao estatistica entre os tipos de alteracdes histologicas
encontradas no baco e positividade no exame parasitologico para L. infantum em
amostras do SNC. As frequéncias de periesplenite e ocorréncia de granuloma no
parénquima foram altas e semelhantes as observadas por Santana et al. (2008),
iguais a 72% e 28%, respectivamente, em cées naturalmente infectados e
potencialmente susceptiveis a infeccdo por L. infantum. Adicionalmente, esses
autores detectaram formas amastigotas somente em cdes potencialmente

susceptiveis, com uma frequéncia de 40%. A observacdo da alta ocorréncia de
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periesplenite, granulomas e de formas amastigotas nos baco dos cées estudados,
sugerem que eles seriam cdes potencialmente susceptiveis de acordo com a
classificacdo de Santana et al. (2008). Entretanto, ndo foi possivel comparar o
namero de foliculos entre os dois estudos, pois o critério adotado por Santana et al.
(2008) para essa contagem foi subjetivo. Segundo Lima et al. (2014), bagcos com
polpa branca moderadamente a extensivamente desorganizada estiveram

associados a apresentacdes clinicas mais severas em caes com LV.
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7.CONCLUSOES

= A frequéncia de positividade em amostras do SNC se apresentou bastante
alta, sendo observados DNA e formas viaveis do parasito, demonstrando que
a L.infantum é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica.

» A presenca de formas amastigotas foi rara no SNC sendo observada em meio
a infiltrado perivascular granulomatoso na medula espinhal cervical e tronco
encefalico.

= Pela primeira vez foram detectadas formas amastigotas de L. infantum em
tronco encefélico de caes, demonstrando que este 6rgdo pode ser acometido
em caes com LVC.

» Pela primeira vez formas viaveis de L. infantum foram detectadas em SNC de
cdes com LVC no Brasil, demonstrando que esse parasito € capaz de
alcancar o SNC mesmo em animais que nunca foram tratados com drogas
anti Leishmania.

= O liquor foi a amostra que apresentou maior frequéncia de positividade na
técnica de cultura parasitolégica, demonstrando ser uma possivel rota para
chegada da L. infantum nos tecidos do SNC.

» Pela primeira vez foi utilizado o teste DPP® para andlise de liquor e a
frequente deteccdo de anticorpos anti Leishmania neste fluido indica a perda
de integridade da barreira hematoencefalica em cées naturalmente
infectados.

= Os sinais neurolégicos foram raros apesar da alta frequéncia de positividade
para L. infantum no SNC, indicando que as lesfes associadas a esse parasito
nao foram graves.

= Alteragdes histoldgicas inflamatorias do SNC foram frequentes demonstrando
gue caes infectados por L. infantum podem apresentar lesdes nesses tecidos
mesmo na auséncia de sinais clinicos neuroldgicos e de formas amastigotas

de L. infantum.
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= Entre as amostras de SNC, a medula espinhal foi a que apresentou carga

parasitaria mais elevada, demonstrando que este tecido € um importante alvo

de infecgéo da L. infantum.
* A infeccdo do SNC por L. infantum esteve relacionada a presenca de cargas

parasitarias mais altas no baco.
= Alteragbes inflamatorias no bago ndo foram associadas a ocorréncia de

positividade em amostras do SNC de cdes naturalmente infectados.
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