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AZEVEDO, L.V.S. Ocorréncia de helmintos intestinais em cées soropositivos para
Leishmania (Leishmania) infantum: associacdo com sinais clinicos, alteracdes hematol6-
gicas e histologicas. 96f. Dissertagdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infeccio-
sas] — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Rio de
Janeiro, 2020.

RESUMO

A leishmaniose visceral zoonética (LVZ), possui ampla distribuicdo mundial e os cées infecta-
dos sdo considerados reservatérios de infeccdo. A associacdo de helmintos intestinais com
formas mais graves da LVZ em cées é pouco conhecida. Portanto, os objetivos desse estudo
foram avaliar a ocorréncia de helmintos intestinais em cées sorologicamente positivos para
Leishmania (Leishmania) infantum e comparar os sinais clinicos, alteracbes hematoldgicas e
histoldgicas dos cdes coinfectados por helmintos intestinais com a dos monoinfectados por L.
(L.) infantum. Foi estudada uma amostra de conveniéncia de 41 cées soropositivos para L. (L.)
infantum. Foram feitos exames clinicos, hematoldgicos, eutanasia e necropsia destes cdes. Na
necropsia, 0 conteldo dos intestinos (grosso e delgado) foi examinado. Os helmintos foram
fixados, contados e identificados. Amostras de fezes foram coletadas para exames coproparasi-
toldgicos. Fragmentos de jejuno e ceco foram coletados para realizacdo das técnicas de histopa-
tologia e imuno-histoquimica (IHQ). Foi observada frequéncia de positividade de 53,6% de
helmintos. No grupo dos cées coinfectados por helmintos a frequéncia de helmintoses foi de
63,3%, 59,1%, 36,4% e 13,6% para as espécies Ancylostoma spp., Dipylidium caninum, Tri-
churis vulpis e Toxocara canis, respectivamente. No grupo monoinfectado, as frequéncias de
cdes com muitos sinais clinicos, poucos sinais clinicos e sem sinais clinicos foram, respectiva-
mente, 52,6%, 36,8% e 10,5%. No grupo coinfectado, as frequéncias de cdes com muitos sinais
clinicos, poucos sinais clinicos e sem sinais clinicos foram, respectivamente, 77,2%, 18,1% e
4,5%. Nos cées coinfectados, a anemia normocitica normocrdmica foi observada em 63,3%,
linfopenia em 41,0%, leucopenia e monocitose em 18,2%. Nos cdes monoinfectados, as altera-
¢cdes foram anemia normocitica normocrémica (53,0%), linfopenia (47,3%) e neutrofilia
(15,3%). A frequéncia de inflamagédo intestinal no grupo dos coinfectados foi de 69% e no
grupo dos monoinfectados foi de 31% (p valor= 0,002). No grupo dos cdes monoinfectados, a
frequéncia de deteccdo de formas amastigotas de Leishmania spp. na IHQ foi de 52,6% e no
grupo dos cées coinfectados foi de 63,6%. A maior frequéncia de sinais clinicos, anemia e
alteracdes histolégicas nos cdes coinfectados sugerem que a coinfeccdo por helmintos intesti-
nais contribui para o agravamento da LVVZ em cées, havendo um potencial risco de transmissao
zoondtica dessa infeccédo e de algumas helmintoses.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral. Leishmania (Leishmania) infantum. Caes. Helmintos
intestinais. Coinfeccdo. Zoonose.



AZEVEDO, L.V.S. Occurrence of intestinal helminths in dogs seropositive for Leishmnia
(Leishmania) infantum: association with clinical signs, hematological and histologcal
changes. 96f. Dissertation [Master in Clinical Research in Infectious Diseases] - Oswaldo
Cruz Foundation, Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases, Rio de Janeiro,
2020.

ABSTRACT

Zoonotic visceral leishmaniasis (ZVL) has a wide worldwide distribution and infected dogs
are considered reservoirs of infection. The association of intestinal helminths with more se-
vere forms of LVZ in dogs is little known. Therefore, the objectives of this study were to
evaluate the occurrence of intestinal helminths in dogs serologically positive for Leishmania
(L.) infantum and to compare the clinical signs, hematological and histological changes of
dogs coinfected by intestinal helminths with those of monoinfected by L. (L .) infantum. A
convenience sample of 41 dogs seropositive for L. (L.) Infantum was studied. Clinical, hema-
tological, euthanasia and necropsy examinations were performed on these dogs. In necropsy,
the contents of the intestines (large and small) were examined. Helminths were fixed, counted
and identified. Stool samples were collected for coproparasitological examinations. Fragments
of jejunum and cecum were collected and for the performance of histopathology and im-
munohistochemistry (IHC) techniques. A positive frequency of 53.6% of helminths was ob-
served in dogs. In the group of dogs coinfected by helminths, the frequency of helminths was
63.3%, 59.1%, 36.4% and 13.6% for the species Ancylostoma sp., Dipylidium caninum, Tri-
churis vulpis and Toxocara canis, respectively. In the monoinfected group, the frequencies of
dogs with many clinical signs, few clinical signs and no clinical signs were 52.6%, 36.8% and
10.5%, respectively. In the co-infected group, the frequencies of dogs with many clinical
signs, few clinical signs and no clinical signs were 77.2%, 18.1% and 4.5%, respectively. In
coinfected dogs, normochromic normocytic anemia was observed in 63.3%, lymphopenia in
41%, leukopenia and monocytosis in 18.2%. In monoinfected dogs, the changes were normo-
chromic normocytic anemia (53%), lymphopenia (47.3%) and neutrophilia (15.3%). The fre-
quency of positivity of intestinal inflammation in the coinfected group was 69%, whereas in
the monoinfected group it was 31% (p value = 0.002). In the group of monoinfected dogs the
frequency of positivity in IHC was 52.6%, while in the group of coinfected dogs it was
63.6%. The higher frequency of clinical signs, anemia and histological changes in coinfected
dogs suggest that coinfection by internal helminths contributes to the worsening of ZVL in
dogs, with a potential risk of zoonotic transmission of this infection and some helminths.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Leishmania (Leishmania) infantum. Dogs. Intestinal hel-
minths. Coinfeccion. Zoonosis.
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18

1INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose visceral zoonética

A leishmaniose visceral zoonotica (LVZ) é uma doenca causada pelo protozoario da
espécie Leishmania (Leishmania) infantum, da ordem Kinetoplastida e familia Trypanoso-
matidae. Os protozoarios do género Leishmania sdo caracterizados por serem parasitos hete-
roxénicos, que possuem como hospedeiro invertebrado insetos flebotomineos (vetores) e
como hospedeiros vertebrados mamiferos e répteis (CUPOLILLO; BOITE; PORROZZI,
2014). Esses protozoarios apresentam duas formas evolutivas em seu ciclo vital: promasti-
gotas (Figura 1), quando € extracelular e se desenvolve no tubo digestivo de hospedeiros
invertebrados, bem como em meio de cultura e a forma amastigota (Figura 2), quando é pa-
rasito intracelular em tecidos de hospedeiros vertebrados (REY, 2008). Este protozoario
apresenta tropismo por células do sistema mononuclear fagocitario, principalmente macro-
fagos, e a espécie L (L.). infantum pode infectar diversos 6rgaos, principalmente figado, ba-
¢o, linfonodos e medula 6ssea, causando a LVZ, forma mais grave das leishmanioses (FI-
GUEIRO-FILHO et al., 2004).

Em humanos, a LVZ apresenta alta incidéncia e letalidade, principalmente em indi-
viduos ndo tratados e criancas subnutridas com menos de 10 anos de idade, nos quais é co-
mumente fatal se ndo tratada precocemente. Essa doenca também é considerada emergente
em individuos humanos portadores da infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV) (WHO, 2010). Os cées sdo animais susceptiveis a infec¢do por L. (L.) infantum e,
quando ela ocorre, o animal pode desenvolver a doenca multissistémica similar a doenca
observada em casos humanos. A ocorréncia de casos de LVZ no cdo € altamente associada a
ocorréncia de casos de doenca humana (ARAUJO et al. 2013). O segmento dos casos huma-
nos € precedido por casos caninos da doenca, sendo os cdes importantes mantenedores do
ciclo doméstico, mesmo esses cdes sendo assintomaticos. A transmissao ocorre engquanto
houver o parasitismo na pele ou no sangue periférico dos cées, que vao servir como fonte de

infeccdo para o flebotomineo vetor (BRASIL, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5225530/#B11

Figura 1 - Formas promastigotas de Leishmania spp. obtidas de meio de cultura Neal, Novy, Nicolle (NNN) e
coradas pelo panotico réapido. Objetiva de 100x.

Sl
“

100um

Fonte: Proprio autor

Figura 2 - Imprint de baco de cdo sorologicamente positivo para anticorpos anti- L. infantum.
Formas amastigotas de Leishmanias spp.(setas) no citoplasma de macréfago coradas pelo panético réapido.
Objetiva de 100x

Fonte: Proprio autor

1.1.2 Hospedeiro invertebrado

No Brasil, a leishmaniose visceral tem como vetor duas espécies de flebotomineo,
Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. S&o insetos da ordem Diptera, familia Psychodi-
dae, subfamilia Phlebotominae e conhecidos popularmente como “mosquito palha ou biri-
gui”. Segundo Brazil e Gomes (2003), a primeira espécie é considerada de grande importan-

cia, pois esta amplamente distribuida no pais, ja a segunda é encontrada nas regides Nordes-
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te, Centro-Oeste e Sudeste. Recentemente, verificou-se a adaptacdo deste vetor a ambientes
urbanos, como periferias de grandes metropoles, principalmente na regido sudeste (BRASIL,
2014).

Esses insetos possuem atividade crepuscular e noturna, adaptam-se facilmente ao
ambiente peridomiciliar. Sdo encontrados em regides domiciliares, abrigos de animais do-
mésticos e locais ricos em matéria organica em decomposic¢ao (BRASIL, 2014). Ambos 0s
sexos se alimentam, principalmente, de sucos vegetais oriundos de néctar de flores ou de
secrecdes de afidios ricos em carboidrato. Somente as fémeas dessas espécies sdo hematdfa-
gas (Figura 3), utilizando o sangue apenas para a maturacdo folicular ovariana (DIAS,
2003).

Figura 3 - Fémea de flebotomineo

Fonte: BRASIL, 2010

1.1.3 Ciclo biol6gico

O ciclo bioldgico da LVZ apresenta duas fases: o ciclo de promastigotas moveis fla-
geladas, presente no vetor invertebrado, e o ciclo amastigota intracelular, presente nas célu-
las hospedeiras dos mamiferos (Figura 4). Tanto as formas promastigotas como as amastigo-
tas reproduzem-se por divisdo binaria simples. As amastigotas podem ser encontradas nos
vacuolos digestivos dos macréfagos, que sdo as principais células atuantes no curso da in-
feccdo por Leishmania. Com a reprodugdo por divisdo binéria, 0 nimero de amastigotas
cresce dentro do citoplasma da célula hospedeira levando a lise da membrana plasmatica.
Consequentemente, ha a liberacdo das amastigotas no meio extracelular para serem fagoci-
tadas por outros macréfagos (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013).
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Quando o flebotomineo realiza o repasto sanguineo no ser humano ou no animal pa-
rasitado, o sangue com a linfa intersticial ingeridos levam junto as amastigotas. Essas formas
séo liberadas no tubo digestivo do vetor e se diferenciam em promastigotas flageladas, que
migram posteriormente para a faringe e o esdfago do vetor (DOSTALOVA; VOLF, 2012).
No tubo digestivo dos flebotomineos, através do processo de metaciclogénese, o parasito se
diferencia em promastigotas metaciclicas, que é sua forma infectante. Ao alcancarem essa
fase, as promastigotas ndo sofrem mais divisdes (SERAFIM et al., 2012) e migram para fa-
ringe (vavula do estomodeu) dos flebotomineos. Quando as fémeas de flebotomineos infec-
tadas realizam o repasto sanguineo, as formas promastigotas metaciclicas presentes na farin-
ge sdo liberadas e penetram na derme do hospedeiro vertebrado. Na derme do vertebrado, as
promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos, onde se diferenciam na forma amastigota
intracelular, e o ciclo vital heteroxeno se completa, com a propagacdo dos parasitos para

individuos novos susceptiveis (REY, 2008).

Figura 4- Ciclo biolégico da Leishmania spp.
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Fonte: HARHAY et al., 2011

Os principais reservatorios silvestres sdo os canideos, gambas e roedores. Os caes
sdo considerados como o principal reservatorio urbano da LVZ. A importancia dos cées co-
mo reservatdrio da infec¢do se da por conta dos animais infectados apresentarem frequente-
mente formas amastigotas na pele, mesmo assintomaticos, sendo importantes fontes de in-

feccdo para o flebotomineo, e de sua proximidade e relacionamento como o ser humano. A
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alta prevaléncia de casos humanos da doenga pode estar relacionada a alta prevaléncia da

leishmaniose visceral canina (SOUZA, 2015).

1.1.4 Epidemiologia

A epidemiologia das leishmanioses depende das caracteristicas das espécies de para-
sitos, caracteristicas ecoldgicas do sitio de transmissao, a exposicao atual ou passada de se-
res humanos aos parasitos e a variabilidade do modo de vida das populacdes. Elas sdo de-
signadas doencas emergentes ou reemergentes (WHO, 2016)

A leishmaniose visceral é a forma clinica mais severa das leishmanioses, usualmente
fatal se ndo tratada, pode ser considerada uma zoonose de ampla distribuicdo mundial, en-
contrada principalmente em paises do Oriente Médio, na Europa (especificamente na bacia
do mediterraneo), Asia Central e América Latina. Os casos humanos autdctones da leishma-
niose visceral localizam-se em sua maioria (90%) em apenas seis paises: india, Bangladesh,
Nepal, Sudéo, Etiopia e Brasil (WHO,2010). Estima-se que, por ano cerca de 20.000 6bitos
ocorram mundialmente por conta desta doenga (WHO, 2010). A leishmaniose visceral pode
ser de transmissdo antroponotica (LVTA), quando ocorre somente entre seres humanos ou
zoondtica (LVZ), quando ha animais como reservatorios. Na LVTA, a espécie envolvida é a
L. donovani, que esta distribuida geograficamente em Bangladesh, india, Nepal, Suddo e
Africa Oriental (WHO, 2010). Na LVZ, a espécie envolvida é a L. infantum e o c&o é o prin-
cipal reservatorio em area urbana. A LVVZ ocorre principalmente na América Latina, sul da
Europa, Oriente Médio e Asia Central (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A LVZ é considerada uma das zoonoses mais relevantes das Américas, principal-
mente devido a magnitude e distribuicdo geografica (OPAS/OMS, 2015). A reducdo das
formas graves da doenca € alcancada através do diagndstico precoce, por técnicas laborato-
riais imunoldgicas (RIFI, ELISA e DPP) e parasitologicas (cultura parasitologica e inocula-
¢ao in vivo). O tratamento dos casos humanos é de fundamental importancia para redugéo
das formas graves ,tratamento usando como drogas de eleicdo o antimonial pentavalente e a
anfotericina B. E importante também a reducdo do contato homem-vetor e controle do reser-
vatorio canino urbano (BRASIL, 2017).

Na Ameérica Latina, a LVZ foi relatada em doze paises, sendo 90% dos casos huma-
nos presentes no Brasil, que é considerado o terceiro maior foco da doenca em sua forma
visceral, do mundo (BRASIL, 2014). A média da letalidade de LVZ, no Brasil, no periodo
de 2000 a 2015 foi de 6,7, sendo que em 2015 a taxa foi de 7,8 (BRASIL, 2016).
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Os ciclos das leishmanioses sdo primariamente silvestres e rurais, mas ja ha casos
notificados que vem aumentando nas grandes cidades devido a adaptacdo de vetores e reser-
vatérios ao ambiente urbano (SILVA; GONTIJO; MELO, 2005). Segundo o Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificagdo - Sinan Net, de 2007 a 2012 foram registrados 1368
6bitos por LV no Brasil, portanto, essa € uma enfermidade de grande importancia para satde
publica (BRASIL, 2014). O namero de casos notificados da doenca na regido sudeste do
pais mostra-se crescente. No ano de 2017 e 2018, foram registrados 7.821 casos com 799
6bitos confirmados (BRASIL, 2019).

A LVZ reemergiu no estado do Rio de Janeiro nos Gltimos anos, com registro de
casos principalmente nas regifes Médio Paraiba e da Baia da Ilha Grande, assim como no
municipio do Rio de Janeiro. A ocorréncia de casos humanos antecedeu a deteccdo de casos
caninos, que é evento considerado sentinela para a infeccdo humana. Entre os anos de 2007
e 2017, 99 casos de leishmaniose visceral humana foram notificados no estado do Rio de
Janeiro, sendo 72 dos casos humanos notificados como autdctones ou indeterminados ou
inconclusivos e os demais casos importados de outros estados (BRASIL, 2017). Desses ca-
sos, 62 foram confirmados. Na figura 5, é possivel observar a distribuicdo dos casos confir-
mados de LVZ humana e canina no estado do Rio de Janeiro entre 0s anos de 2007 e 2012.
Os casos autdctones confirmados predominaram em municipios como Barra Mansa, Volta
Redonda, Paraty e Angra dos Reis, assim como na regido metropolitana do estado. Em todos
estes municipios, o vetor Lutzomyia longipalpis foi detectado, assim como casos caninos
diagnosticados (BRASIL, 2017).
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Figura 5-Distribuicdo de casos confirmados de leishmaniose visceral zoonética em humanos e cdes no estado
do Rio de Janeiro, 2007 a 2012

daipd P

Vomparatide

Fonte: SINAN-GDTVZ/Vigilancia Epidemioldgica. SES/RJ.

1.1.5 Sinais clinicos da LVVZ em cées

A manifestacdo clinica da LVZ em cées é determinada por uma combinacédo de fato-
res, relacionados ao hospedeiro, ao parasito e ao vetor. A gravidade dos sinais clinicos pos-
sui estreita relacdo com o grau de infeccdo do hospedeiro e os sinais ndo sao especificos e
podem ser observados em outras enfermidades (DANTAS-TORRES et al., 2006). A doenca
pode evoluir a partir de casos assintomaticos a uma doenca sistémica, que pode levar a mor-
te se néo tratada (SANTOS, 2016).

O periodo de incubacéo da enfermidade pode variar de trés meses a quatro anos, ten-
do em média um tempo de trés a seis meses (BRASIL, 2014). Adicionalmente, alguns dos
caes infectados por L. (L.) infantum podem ndo desenvolver sintomatologia clinica (DAN-
TAS-TORRES et al., 2006).

No cdo, apds cerca de quatro a seis meses de incubacdo, ha o aumento do linfonodo
drenante da area onde o parasita foi inoculado. Os primeiros sinais clinicos observados sdo

conjuntivite, dermatite e hipertermia. Outros sinais frequentes sdo a caquexia, anemia, lesdes
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cuténeas como alopecia, eczema furfuraceo, lesdes ulcerativas e hiperqueratose, onicogrifo-
se, ceratoconjuntivite, linfadenomegalia e hepatoesplenomegalia (Figura 6), que podem le-
var 0 cdo a 6bito (CORTES et al. 2012).

Figura 6 — Caes com sinais clinicos na LVZ.

Legenda: (A) Descamacéo furfuracea e hiperqueratose; (B) Onicogrifose e Ulceras cutaneas; (C) Esplenomega-
lia; (D) Caquexia e alopecia generalizada; (E) lesdo ulcerativa na face; (F) Ceratoconjuntivite.

Fonte: Proprio autor

1.1.6 Patogenia

Em cées infectados por L. infantum, a multiplicacdo desse parasito em macrofagos de
diferentes tecidos leva a destruicdo dessas células e parece induzir uma resposta imune mista
do tipo Th1/Th2 (KOUTINAS, F.; KOUTINAS, K., 2014).

A imunidade protetora do hospedeiro frente a infecgdo por L. (L.) infantum esta asso-
ciada aos linfocitos tipo Thl, que aumentam a atividade leishmanicida dos macréfagos in-
fectados. A incapacidade de proliferacdo das células do sistema mononuclear ou a producao
deficitaria de IFN-y em resposta aos antigenos de Leishmania é principal caracteristica pato-
I6gica da leishmaniose visceral (VIEIRA, 2014). O IFN-y ¢ a IL-12 produzidos pelas células
T sdo de fundamental importancia para o controle do crescimento parasitario, assim como
no desenvolvimento da imunidade e resisténcia do hospedeiro (WHELAN et al., 2000). Os
primeiros relatos mostraram que as citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e I1L-13) favore-

cem a infeccdo por Leishmania e a infec¢do crbnica esta associada a altos niveis de IL-5, IL-
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13, que também inibem a morte do parasita (PINHEIRO; BERGMANN, 2007). Porém, a
protecdo diante desta enfermidade tem sido associada a producdo de mdltiplas citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias, o que € dosado pelos niveis elevados de proteina plasmatica
apresentando IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IFN-y, monocina induzida por IFN-y e o TNF-
a (PINHEIRO; BERGMANN, 2007).

Durante a infeccdo do parasito no figado, ha a inducdo de uma resposta imune prote-
tora com formacéo de granuloma e suas citocinas, como IFN-y, IL-12, juntamente com bai-
X0s niveis de TNF-a, que contribuem para a morte do parasito. A infeccdo por parasitos no
baco esta associada a niveis elevados de TNF-a, assim como o atraso ou auséncia na forma-
cao de granuloma (ENGWERDA et al., 2004). Em ambos os tecidos, a suscetibilidade a
infeccdo pelo protozoario esta associada a secrecdo de IL-10. Na leishmaniose visceral, tanto
humana como canina, o balanco de IFN-y, IL-12 com IL-4, IL-10 é fundamental para o des-
fecho da doenga (MURRAY et al., 2006). Animais que possuem resposta imune predomi-
nante do tipo Th1, com produgdo de IFN-y, IL-12 e aumento de macrofagos, ndo manifes-
tam sinais clinicos e apresentam diminuicdo da carga parasitaria (FREITAS et al., 2012).

A resposta imune anti- L. (L.) infantum no cdo pode resultar em alteracGes histologi-
cas em diversos tecidos e 6rgdos por diferentes mecanismos tais como reacdo inflamatéria
granulomatosa, deposito de imunocomplexos ou producédo de auto-anticorpos (KOUTINAS,
F.; KOUTINAS, K., 2014). Na medula 6ssea, os macrofagos parasitados substituem tecido
hematopoiético, levando o hospedeiro ao quadro de anemia e leucopenia. Ha4 também imu-
nodepressao, ficando reduzida a capacidade de resposta a outros antigenos e de protecdo a
outras infeccdes (PALTRINIERI et al., 2016).

AlteracBes hematologicas na leishmaniose canina sdo inespecificas. A neutrofilia,
devido a uma resposta inflamatéria sistémica, pode estar presente e ligada aos casos com
lesBes cutaneas ulcerativas e infec¢do bacteriana secundaria (KIRAL et al., 2004). O aumen-
to das outras populagdes de leucécitos sdo menos comuns, porém a linfopenia, linfocitose ou
eosinofilia s&o ocasionalmente encontrados (NICOLATO et al., 2013).

Os cdes infectados com L. (L.) infantum comumente apresentam anemia normocitica
normocromica de regenerativa a arregenerativa, anisocitose, e trombocitopenia e no leuco-
grama é observada leucopenia com ligeira monocitose. Essas alteracBes sdo inespecificas e
podem ser agravadas mediante uma coinfec¢do (KIRAL et al, 2004; NEVES et al., 2012,
PALTRINIERI et al., 2016). Essas alteracOes podem estar relacionadas ao comprometimen-
to medular por contra da infecdo pelo parasita bem como pelo sequestro de nutrientes como

o ferro pelo protozoario durante seu desenvolvimento no hospedeiro vertebrado, outra hipo-
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tese € a substituicdo do tecido hematopoiético medular por tecido inflamatério, a nutri¢cdo do
animal hospedeiro também influencia neste processo (COSTA-VAL et al.,, 2007; MES-
QUISTA-RODRIGUES et al., 2013). A patogénese da anemia em cées com LVZ inclui me-
canismos adicionais, como a sintese reduzida de eritropoietina devido a insuficiéncia renal.
Além disso, é muito provavel que a anemia também tenha um componente hemolitico, como
sugerido por um positivo Teste de Coombs em uma minoria de casos (PALTRINIERI et al.,
2016).

1.1.7 Achados histopatoldgicos intestinais

Alteragdes histologicas intestinais associadas a infecgdo por Leishmania infantum
foram descritas em toda a mucosa dos segmentos do intestino delgado e grosso, onde nédo
estavam relacionados necessariamente ao estado clinico do animal (KOUTINAS, F.; KOU-
TINAS, K., 2014; SILVA et al., 2016; VILA et al., 2016). Segundo Silva et al. (2016), os
parasitas foram predominantemente localizados na mucosa (Iamina prépria) do trato gastroi-
ntestinal (TGI). O maior acometimento foi observado no célon quando comparado com ou-
tros segmentos intestinais (KOUTINAS, F.; KOUTINAS, K., 2014).

No trato gastrintestinal de cées infectados por L. (L.) infantum, pode haver uma in-
flamacgéo geralmente leve, apresentando um exsudado crénico moderado a acentuado, difuso
a focal, composto de macréfagos, células plasmaticas e linfocitos, com raros neutréfilos e
eosinofilos. Essa inflamacéo esta associada a presenca de formas amastigotas desse parasito
em todos 0s segmentos intestinais e camadas da parede intestinal (PINTO et al., 2011; SIL-
VAetal., 2016).

A anélise imuno-histoquimica revela macréfagos parasitados com amastigota intra-
celular de Leishmania sp., bem como a presenca do parasito no meio extracelular, em lamina
propria. Os segmentos intestinais que apresentaram maior grau de parasitismo foram o colén
e 0 ceco, em mucosa. Apesar de alta carga parasitaria, a inflamacéo e demais alteracdes his-
toldgicas séo leves, o que pode ser devido a tolerancia imunoldgica no trato gastrintestinal
(PINTO et al., 2011).

No estudo realizado por Toplu e Aydogan (2011), 7 dos 22 cdes estudados apresenta-
ram marcacgéo positiva para Leishmania spp. nos intestinos. Todos os 20 animais provenien-
tes do centro de controle de zoonoses da prefeitura de Ribeirdo das Neves (MG), evidencia-
ram amastigotas de Leishmania spp, pela técnica de IHQ, em todos os segmentos intestinais
analisados (PINTO et al., 2011).
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Gonzalez et al. (1990) e Pinto et al. (2011) observaram no intestino de cées infecta-
dos por L. infantum, um infiltrado inflamatério constituido por células gigantes multinuclea-
das e ceélulas epitelidides em alguns casos, mas nenhum granuloma tipico foi observado.
Segundo Casanova et al. (2019), 72% de amostras de c6lon de cdaes com doencga inflamatoria
intestinal provenientes de regido endémica para LVZ na Espanha foram positivas para for-
mas amastigotas de Leishmania pela imuno-histoquimica. Pinto e colaboradores (2011),
observaram uma frequéncia de positividade de amastigotas em caes sintomaticos de 63,6%
no jejuno e 90,9% no ceco, ja nos animais assintomaticos essa frequéncia foi de 55,5% e
66,6% respectivamente, sendo o infiltrado inflamatério composto principalmente por plas-
macitos, linfocitos, macréfagos e raros neutrofilos. Portanto, esses autores concluiram que é
possivel que a infeccdo por Leishmania spp. esteja associada a colite crénica em areas en-

démicas para leishmaniose.

1.2 Principais helmintoses intestinais em cées no Brasil

Helmintoses sdo doencas causadas por helmintos parasitos que possuem ampla dis-
tribuicdo mundial. Os cdes sdo os animais domeésticos que apresentam uma relacdo mais
estreita e proxima ao ser humano e essa proximidade gera uma maior exposi¢cdo a doencas
potencialmente zoondticas, que esses animais de companhia podem transmitir (OLIVEIRA
et al., 2009). Alguns helmintos gastrintestinais que tem a espécie Canis familiares como
hospedeiro definitivo ou intermediario apresentam potencial zoonotico, podendo gerar do-
enca ao ser humano (SANTOS et al., 2007).

Em cées, as helmintoses mais comuns sdo as intestinais e acometem principalmente
animais jovens, podendo causar gastos com medicamentos, hospitalizacdo e morte do animal
(MATTOS JR, 1999). E possivel identificar esses parasitos em cdes que ndo recebem os
devidos protocolos de tratamento anti-helmintico e residem em locais com higiene precéria.
Os helmintos que parasitam os cdes podem ser divididos em nematoides, cestoides e trema-
todeos (MATTOS JR, 1999).

Nas helmintoses intestinais, 0s cdes parasitados apresentam, em geral, emaciacédo e
diarreia que vai de discreta a intensa, dependendo da espécie do parasita, do grau de parasi-
tismo e da resposta imunolégica dos hospedeiros. No exame hematoldgico, é possivel ob-
servar uma anemia normocitica normocrémica e eosinofilia, tanto em humanos como nos

canideos com helmintoses intestinais (SILVA et al., 2011).
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Os helmintos apresentam diferentes glicoconjugados em sua superficie, que contém
acUcares incomuns. Muitos destes compostos desencadeiam uma resposta celular Th2
(OKAN et al.,1999). Ha produgéo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 e, as-
sim, ha uma forte resposta de imunoglobulina E (IgE), com aumento de eosinéfilos e masto-
citos. Assim, uma resposta Th2 contribui para a imunopatologia das infeccdes por helmintos
e protege o hospedeiro de possivel parasitose mais grave. Relatos anteriores estabeleceram
um papel para a citocina IL-5 (Th2), como a reguladora central da eosinofilia. Os eosinéfilos
medeiam a eliminacdo do parasito através da citotoxicidade celular dependente de anticor-
pos (ADCC), que surgiu como um mecanismo para resisténcia dos helmintos aos anti-
parasitarios (CAPRON, M.; CAPRON, A., 1992).

Os helmintos intestinais de maior importancia nos cées, de ampla distribuicdo mun-
dial e que podem ser agentes causadores de zoonoses sdo 0s nematoides Toxocara canis,
Ancylostoma caninum e Ancylostoma braziliense (ancilostomideos) e o cestoide Dipylidium
caninum (ACHA; SZYFRES, 2003; BRITO, 2015; SANCHEZ, 1999; SILVA; VARIZA,
2012).

Na cidade do Rio de Janeiro, os ancilostomideos sdo os principais causadores de in-
feccdo nos caes de todas as faixas etarias, fato por observado Vasconcellos, Barros e Olivei-
ra (2006). A segunda espécie mais encontrada foi o T. canis. A alta frequéncia de ancilosto-
mideos e T. canis observada em animais de companhia é preocupante, uma vez que sdo
agentes de zoonoses (BALASSIANO et al., 2009; BRENER et al., 2005; VASCONCEL-
LOS; BARROS; OLIVEIRA , 2006).

No estudo realizado por Balassiano et al. (2009), 500 amostras fecais de caes, pro-
vindos de diversas clinicas do estado do Rio de Janeiro, foram analisadas e 76 (15,2%) das
amostras foram positivas para ancilostomideos, 37 (7,4%) para ascaridideos, 25 (5,0%) para

tricurideos, e 1 (0,2%) para Dipylidium caninum.

1.2.1 Ancilostomoses

1.2.1.1 Morfologia

Sao doencas causadas por helmintos hemat6fagos encontrados fixados principalmen-
te no intestino delgado do hospedeiro. Possuem coloracdo branco acinzentada e apresentam
capsula bucal desenvolvida. Na capsula bucal, o Ancylostoma caninum possui trés pares de

dentes marginais e 0 Ancylostoma braziliense um par, que sdo utilizados para a fixacdo no
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hospedeiro. Os machos podem medir de 5 a 21 mm e apresentam bolsa copulatéria em ex-
tremidade posterior e as fémeas medem de 14 a 20 mm (Figura 7). Os ovos podem medir de
64 a 84 um x 32 -54 um, sdo elipticos a arredondados, de casca fina e transparente que me-
dem 55 a 77 um de comprimento por 34 a 45 pum de largura (URQUHART et al., 1998)

Figura 7 —Caracteristicas morfolégicas do nematoide Ancylostoma spp.

3

Legenda: A) Exemplar macho, presenca de bolsa copulatoria (seta preta) e fémea (seta vermelha), objetiva de
4x em lupa estereoscopica; (B). Céapsula bucal evidenciando 3 pares de dentes (seta), A. caninum, objetiva de
5x em microscopio 6ptico;(C) Capsula bucal evidenciando 1 par de dentes (seta), A. braziliense, objetiva de 5x
em microscopio dptico (D) Ovos (setas) em objetiva de 10x em microscépio optico.

Fonte: Proprio autor.

1.2.1.2 Ciclo hiolégico

No ciclo monoxénico, a fémea destes helmintos presente no intestino delgado pde
ovos que chegam ao solo por meio das fezes do cdo. Em condi¢Ges adequadas, o parasito
evolui em 48 horas no interior do ovo, atingindo o primeiro estagio larval (L1). A L1 eclode
e evolui no meio externo até a larva de terceiro estagio (L3), que é a forma infectante. No
solo Umido e levemente aquecido, as larvas infectantes podem sobreviver até 15 semanas.
As formas de infecgdo podem ser oral, cutdnea, transmamaria e pré natal. Na infeccdo oral,
as L3 ganham o intestino delgado, penetram na parede intestinal e sofrem mais duas mudas,
atingindo a sua fase adulta. O quadro clinico observado nos animais parasitados vai de agu-
do a cronico, dependendo do grau de parasitismo do hospedeiro (FORTES, 2004). Alguns
insetos também podem albergar a larva infectante por um periodo de tempo e, sendo hospe-
deiros paraténicos até serem ingeridos pelo hospedeiro definitivo (LITTLE, 1961).

Outra forma de infecgéo é a pré-natal, na qual as larvas L3 que estavam encistadas na
musculatura da cadela, por uma infeccdo prévia, ganham a circulacdo durante a prenhés,
atravessam a placenta e atingem o feto. Essas larvas evoluem até a forma adulta apds o nas-

cimento do filhote. Em regifes endémicas, a infec¢do ocorre geralmente em cdes com menos
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de um ano de idade. Em animais mais idosos, devido a sua maior resisténcia, a infeccdo é
menos provavel, principalmente se os cdes forem criados nessas regides (FORTES, 2004).

Ha também a infeccdo via cutanea, na qual as L3 penetram a derme e em seguida ga-
nham a circulagdo sanguinea sistémica ou linfatica, alcancando outros érgdos como pulmdes
e coracdo. Uma vez nos pulmades, realizam migracdo ascendente alcancando a faringe e sen-
do deglutida. Uma vez deglutidas, atingem o intestino delgado, onde penetram a mucosa,
migram para a luz do intestino delgado e sofrem nova muda, atingindo a maturidade (ARA-
UJO, 1988).

Uma forma de infecgdo menos frequente é a via transmama@ria, onde as L3 que se en-
contravam inativas na musculatura das maes, voltam a atividade devido a uma imunodepres-
sdo do hospedeiro, ganham a glandula mamaria e séo eliminadas no leite por um periodo de
até trés semanas pos-parto (ARAUJO, 1988; FORTES, 2004).

1.2.1.3 Sinais clinicos

A anemia aguda ou croénica é o principal sinal clinico da infec¢do por A. caninum e
A. braziliense por conta da acdo hematdfaga do parasito, sendo os animais mais jovens, com
menos de um ano, e os filhotes infectados por via transmamaria os mais susceptiveis. Outros
sinais clinicos observados sao a diarreia contendo sangue e/ou muco, perda de peso, vomitos
e sinais respiratorios (ARAUJO, 1988).

1.2.1.4 Achados histopatoldgicos intestinais

Lesdes no intestino delgado de cées parasitados com A. caninum variam conforme o
grau de parasitismo pelo helminto. E possivel observar em cortes histoldgicos o nematoide
fixado em mucosa circundado por infiltrado linfoplasmocitério e eosinofilico. Durante o
processo de fixacdo do parasito na mucosa, a inflamacgéo no local gera diminuicdo das vilo-
sidades e congestdo linfatica local. O desprendimento posterior do parasito gera Ulceras he-
morragicas em mucosa e submucosa acompanhadas por infiltrado neutrofilico (supurativo) e
eosinofilico. Ha entdo a regeneracdo intestinal no local da lesdo. Em casos de alto parasitis-
mo, ha perda de sangue e necrose tecidual acompanhada de fibrose local (KALKOFEN,
1974).
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1.2.1.5 Epidemiologia

A distribuicdo é ampla nos tropicos e em regides temperadas quentes, porém ha ca-

S0s em outras regides por meio de cées importados de regides endémicas. Em regides endémi-

cas, a infeccdo ocorre geralmente por via oral, transplacentaria e cutdnea em cées filhotes com

menos de um ano de idade e, em animais mais velhos, que devido a sua maior resisténcia, a
infeccdo € menos frequente (VARIZA, 2012).

Grandes populac@es caninas circulam livremente pelas ruas e pracas publicas em di-

versos ambientes, muitas vezes levados pelos seus proprietarios. Com o ato natural de defe-

cacdao, os animais contaminam o solo com o parasito (FORTES, 2004).

1.2.1.6 Larva Migrans Cutanea

Larvas de terceiro estagio de A. caninum e A. braziliense ao penetrarem a pele hu-
mana fazem migracfes pelo tecido subcutaneo, produzindo a sindrome conhecida como
Larva Migrans Cutanea (OLIVEIRA et al., 2008).

Ao realizarem a migracao pela pele, esses helmintos deixam rastros (por isso séo co-
nhecidos popularmente como “bicho geografico”), causando reagdes inflamatorias locais
observadas com maior frequéncia nos membros inferiores, principalmente nos pés e nddegas
(SANTAREM; GIUFFRIDA; ZANIN, 2004). A enfermidade acomete pessoas de todas as
idades, mas é frequentemente encontrado em criangas, pois essas costumam frequentarem

mais os locais com solos contaminados (OLIVEIRA et al., 2008).

1.2.2 Toxocariose

1.2.2.1 Morfologia

O nematoide Toxocara canis € um nematoide ascarideo de colorag¢do branca, de ta-
manho grande, cujos machos atingem cerca de 10 cm e as fémeas podem chegar aos 18 cm
de comprimento. A porcao anterior do adulto é eliptica, devido as asas cervicais, apresenta
trés grandes labios na regido anterior, ha a auséncia de capsula bucal e o esdfago termina em
um bulbo (Figura 8). O macho apresenta um apéndice terminal estreito, na regido posterior,
bem como duas asas caudais e com espiculos medindo entre 0,75 — 0,95 mm. Ja os genitais
femininos prolongam-se anterior e posteriormente em relacdo regido vulvar (GRACA,

2015). Os ovos deste nematoide possuem uma parede rugosa e grossa, com multiplas cama-
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das concéntricas e uma coloracdo castanho-escuro, sdo esféricos, com aproximadamente 80
pum de diametro (GRACA, 2015).

Figura 8 - Caracteristicas morfol6gicas do nematoide Toxocara canis.

Legenda: A) exemplares machos e fémeas pos necropsia, (B) extremidade anterior do parasito com asas cervi-
cais (seta), objetiva de 5x em microscopio éptico;(C) Ovos em objetiva de10x em microscépio 6ptico.
Fonte: (A) Préprio autor; (B) e (C) SiteLEODRAS, WikimédiaCommons, 2014

1.2.2.2 Ciclo biol6gico

Este parasito apresenta quatro formas possiveis de infeccdo: ingestdo de ovos con-
tendo larva infectante, infeccdo pré-natal, infeccdo por via mamaria e ingestdo de hospedei-
ros paraténicos infectados. A forma mais frequente, comum a outras espécies de ascarideos,
é a ingestdo do ovo do parasito, contendo larva de segundo estagio (L2), que é infectante em
condicBes ambientais ideais. Apos a ingestdo, a larva eclode, atravessa a parede intestinal do
hospedeiro definitivo, cai na circulacdo porta, ascende ao figado e ganham a circulacdo san-
guinea chegando aos pulmdes. Nos pulmdes, as L2 realizam a muda e vdo a L3, que ascende
a traqueia, chegam a faringe e sdo deglutidas chegando novamente ao intestino delgado,
onde sofrem 2 mudas e alcangam a fase adulta. Esse ciclo ocorre principalmente em filhotes
de até trés meses de vida (FORTES, 2004).

Em cées adultos, a L2 ganha uma ampla variedade de tecidos como figado, coracao,
pulmdes, cerebro, parede do trato gastrointestinal e musculatura esquelética. Na cadela ges-
tante parasitada, ocorre a infeccdo pré-natal do feto. Nessa forma de infeccdo, trés semanas
antes do parto, as L2 migram para os pulmdes fetais, nos quais sofrem muda para L3 antes
do parto. No neonato, o ciclo se completa quando as larvas ganham o intestino delgado por
via traqueal e realizam as ultimas mudas. Algumas larvas na cadela prenhe completam o

ciclo indo a parasitos adultos no intestino. O neonato pode ser infectado por via mamaria
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durante as trés primeiras semanas de lactacdo. Nos hospedeiros paraténicos, como roedores,
ao ingerirem os ovos contendo a L2 essa segue para os tecidos onde permanecem até que o
hospedeiro seja ingerido pelo cdo (DESPOMMIER, 2003).

Esse nematoide causa uma agéo espoliativa no intestino delgado e em altas cargas
parasitarias pode ocasionar obstru¢cdo mecénica desse 6rgdo. Os filhotes com menos de 3
meses e 0s animais imunocomprometidos sdo 0s mais suscetiveis a doenca (PRATES et al.,
2009).

1.2.2.3 Sinais clinicos

Os sinais clinicos incluem ascite, anemia, apatia, pelo opaco, emaciacdo e diarreia.
Em neonatos, pode gerar pneumonia e levar ao 6bito. Em caso de ingestdo acidental dos
ovos contendo L2 por um ser humano, o parasito limita em geral sua migracdo ao figado,
ocasionalmente podem atingir o globo ocular provocando deslocamento de retina, causando
a Larva Migrans Visceral (PRATES et al., 2009).

1.2.2.4 Achados histopatoldgicos intestinais

As reacdes geradas a nivel intestinal causadas por helmintos do género Toxocara
variam conforme a fase do ciclo de vida do parasito, bem como o grau de parasitismo. Na
fase larvar, a L3 ao penetrar a parede intestinal gera uma reacdo inflamatéria por acdo meca-
nica e quimica (presenga de compostos toxicos em seu tegumento), com presenca de infil-
trado granulomatoso e eosinofilico, havendo também linfocitos e plasmacitos. A inflamacéo
intensa pode gerar necrose em células epiteliais colunares presentes na mucosa e perda de
funcéo intestinal no local (KLOCKIEWICZ et al., 2019).

Na fase adulta, o Toxocara sp. gera uma reacdo inflamatdria intestinal com infiltrado
granulomatoso ndo supurativo e presenca de eosindfilos, hd aumento da producdo de muco,
achatamento das vilosidades e areas de fibrose em mucosa e submucosa geradas por infla-
macao prévia (KLOCKIEWICZ et al., 2019).

1.2.2.4 Epidemiologia

Esta enfermidade apresenta maior prevaléncia em paises tropicais e subtropicais, por
conta das altas temperaturas e umidade. S&o consideradas areas de risco zona rural e perife-

rias urbanas com deficiéncia sanitaria e onde as pessoas ndo realizam protocolo de tratamen-
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to anti-helmintico nos cdes domésticos. Como consequéncia, 0s proprietarios dos animais
parasitados podem ser infectados com as fezes desses animais, que também contaminam o
meio ambiente em areas recreativas como parques, playgrounds, pragas e outros locais pu-

blicos frequentados por esses animais (SILVA, 2015).

1.2.2.5 Sindrome de Larva migrans visceral

Os humanos, assim como em outras espécies de animais, que sao hospedeiros para-
ténicos se infectam ao ingerirem a L3 infectante. Apos a ingestdo, as L3 chegam ao intesti-
no, penetram na mucosa, alcancam a veia porta, passam pelo figado e ganham a circulacao
sanguinea, realizando migracao somatica. Entretanto as L3 ndo completam seu ciclo e geram
a sindrome de Larva Migrans visceral. O parasitismo no humano é devido também a inges-
tdo de carne crua ou malpassada contendo L3 de outros hospedeiros paraténicos (SILVA,
2015).

O paciente humano pode ser assintomatico ou apresentar sinais clinicos, co-
mo tosse, febre, hepatomegalia, dor abdominal e lesdes da pele. A toxocariose pode estar
associada a sindromes relacionadas a alergias, como a urticaria crbnica, artrite reativa ou
angioedema. O quadro clinico dependera do grau de infestacdo, idade, reposta imunoldgica
do hospedeiro e o(s) 6rgao(s) afetado(s). Em quadros mais graves pode haver comprometi-
mento respiratdrio, neurologico e ocular. A infeccdo ocular pode resultar em perda da viséo
(MAGNAVAL, 2001).

1.2.2.6 Enterite Eosinofilica

E uma inflamag&o no intestino por diversas causas, como por exemplo, o parasitismo
helmintico pelo ascarideo Toxocara canis e 0 ancilostomideo Ancylostoma caninum, que sao
0s principais agentes etiologicos da Larva Migrans Visceral e Larva Migrans Cutanea
(LMC), respectivamente (VASCONCELLOS; BARROS; OLIVEIRA, 2006).

A presenca dos parasitos no intestino bem como sua migracdo pode também induzir
uma resposta de hipersensibilidade frente ao antigeno presente no limen intestinal, induzin-
do a degranulacdo de mastdcitos, liberacdo de mediadores da inflamacédo e atracdo de eosi-
nofilos. Os sinais clinicos incluem vémitos intermitentes, inapeténcia, perda de peso, anore-
xia, melena ou hematoquezia como resultado da ulceracdo gastrintestinal (FONSECA-
ALVES; CORREA; ELIAS, 2012).
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1.2.3 Dipilidiose

1.2.3.1 Morfologia

O Dipylidium caninum é um cestoide pertencente a familia Dipylididae. Apresenta
coloracdo esbranquicada e forma achatada, medindo em torno de 20 a 80 cm de comprimen-
to. A parte anterior apresenta um escolex com 4 ventosas apresentando 40 a 60 ganchos dis-
postos em 3-5 fileiras ao redor do rostelo. Apresenta corpo segmentado, seus segmentos séo
denominados proglotes, que medem cerca de 0,5 a 1 cm de comprimento (Figura 9). As pro-
glotes sdo divididas em imaturas, maduras e gravidas e apresentam movimentacao propria e

sdo eliminadas nas fezes do hospedeiro (ALHO et al., 2015).

Figura 9 - Caracteristicas morfoldgicas do cestoide Dipylidium caninum.
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Legenda: (A) Escolex do parasita (seta), objetiva de 5x em microscopio optico; (B) Proglotes, objetiva
de 10x em lupa estereoscopica; (C) Cépsula ovigera contendo diversos ovos com embrido hexacanto,
objetiva de 10x em microscépio optico.

Fonte: Proprio autor.

1.2.3.2 Ciclo biol6gico

A transmissdo ao hospedeiro definitivo (cées, gatos e mais raramente humanos) se da
através da ingestdo acidental de um hospedeiro intermediario, que fora infectado previamen-
te pela larva cisticercéide. Os hospedeiros intermediarios sdo pulgas do género Ctenocepha-
lides e Pulex e piolhos do genéro Trichodectes. Ha a ingestdo do hospedeiro intermediario
pelo hospedeiro definitivo quando esse se coga com a boca. No intestino delgado do hospe-
deiro definitivo, ocorre a transformacdo da larva cisticercdide em helminto adulto. O parasi-
ta adulto libera proglote gravidicos, que contém as capsulas ovigeras. Cada capsula ovigera
possui em seu interior entre 5 a 30 ovos, que contém um embrido hexacanto. Ao chegarem

ao solo, o rompimento dos proglotes gravidicos libertam as capsulas ovigeras com multiplos
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ovos embrionados, que sdo ingeridos entdo pelo hospedeiro intermediario (ALHO et al.,
2015).

1.2.3.3 Sinais clinicos

Os sinais clinicos estdo associados ao grau de infeccdo do hospedeiro pelo D. cani-
num. Os sinais comumente apresentados, que chegam a ser a queixa principal apresentada
pelo proprietario, sdo o prurido anal (onde o animal fricciona a regido anal em superficies
rugosas) e a presenca dos proglotes do parasita na zona perianal e/ou nas fezes. Em caso de
infeccbes graves, 0s cdes apresentam sinais como, perda de peso, anorexia, diarreia e cres-
cimento retardado nos animais jovens (WANI et al, 2015). Anemia e doencas dermatoldgi-
cas como a dermatite alérgica a picada da pulga sdo alteracGes que podem vir acompanha-
das, porém essas sdo causadas pelo hospedeiro intermediério.

1.2.3.4 Achados histopatoldgicos intestinais

Alteracbes degenerativas como necroses focais na mucosa e submucosa intestinal,
hiperplasia de células caliciformes e cortes de parasitos no Iimen intestinal podem ser ob-
servados nas laminas de intestino delgado coradas com hematoxilina-eosina. Descamagao
severa da mucosa ocorre em poucos casos, porém na maioria € observada pelo menos des-
camacdo discreta da mucosa, sempre na lamina prépria, além de um espessamento da mem-
brana basal. Em casos mais graves de parasitismo, ha a descamacéo do epitélio, necrose fo-
cal e aumento no numero de fibroblastos no local de fixacdo do parasito. Hemorragias loca-
lizadas ocorreram ocasionalmente em volta das ventosas no ponto de fixagdo do parasito na
mucosa intestinal, com presenca circundante de infiltrado mononuclear e polimorfonuclear
(CAMPOS; MORAES, J.; MORAES, F., 2009).

1.2.3.5 Epidemiologia

O cestoide D. caninum tem como habitat o intestino delgado dos cées e gatos e rara-
mente humanos. A infec¢do em cées, gatos e humanos (sobretudo criancas) ocorre pela in-
gestdo de pulgas e piolhos contendo larvas cisticercoides do parasito (JIANG et al., 2017).
Para a infeccdo humana é necessario a ingestdo de pulgas de cdo ou gato infectadas, com
isso € mais provavel que ocorra em criangas pequenas que podem ingerir acidentalmente
esses artropodes (MARKWELL et al., 2003).
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1.2.4. Tricuriase

1.2.4.1 Morfologia

Séo helmintos pertencentes a familia Trichuridae. S80 nematoides que apresentam
corpo cilindrico com cerca de 3 a 5 cm de comprimento, sendo 0s machos menores que as
fémeas. Apresentam uma extremidade anterior mais delgada, que é 2/3 mais longa que a
regido posterior, dando um aspecto de “chicote” (Figura 10). A extremidade anterior é cons-
tituida pela regido esofégica por onde esse helminto fixa-se na mucosa intestinal. A diferen-
ca entre T. vulpis, T. trichiura (parasito de humanos), T. serratus é observada pelo compri-
mento do espiculo, de 9-11 mm, 2-3,3 mm e 1,2 mm respectivamente segundo Vicente et al.
(1997). Os ovos medem em torno de 50 a 20 um apresentando uma cor castanha, formato
eliptico caracteristico com opérculos salientes e transparentes em ambas as extremidades
(Figura 10). O ovo possui trés camadas: lipidica externa, camada quitinosa intermediaria e
camada vitelinica interna (FORTES, 2004).

Figura 10 — Caracteristicas morfologicas do nematoide Trichuris sp.
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Legenda: (A) Fémea de Trichuris sp., extremidade posterior ligeiramente curvada (seta branca) e ex-
tremidade anterior (seta preta), objetiva de 10x em lupa estereoscdpica; (B) Ceco de cdo parasitado por
Trichuris sp. (C) Ovos bioperculados (setas) em utero de fémea de Trichuris sp., objetiva de 10x em
microscépio optico.

Fonte: Prdprio autor.

1.2.4.2 Ciclo biol6gico

E um ciclo monoxénico, onde ndo ha hospedeiros intermediarios, o parasito adulto
habita o intestino grosso, principalmente o ceco, e as fémeas eliminam os ovos ndo embrio-

nados nas fezes dos animais parasitados, chegando ao ambiente. Os ovos, em condicdes fa-
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voraveis, se desenvolvem gerando a forma embrionada contendo a larva L2 infectante. Os
ovos contendo L2 sdo ingeridos pelo hospedeiro e eclodem no intestino liberando as larvas.
Essas larvas penetram a mucosa do intestino grosso, realizam mudas e chegam a fase adulta,
migrando para a por¢do mais posterior do ceco ou colon, reiniciando ciclo novamente.
(LONGO et al., 2008). Séo parasitas hematdfagos, mas também se alimentam de fluidos e
tecido intestinal (FORTES, 2004)

1.2.4.3 Sinais clinicos

Os principais sinais clinicos observados pela acdo parasitaria no hospedeiro séo per-
da de peso, diarreia sanguinolenta ou ndo, dor e distensdo abdominal e anemia. Em casos
mais graves de parasitismo, pode haver uma inflamacao diftérica da mucosa de ceco e colon,
levando o hospedeiro a dbito. Pode ocorrer prolapso retal em consequéncia de um processo
inflamatdério muito intenso no reto. Muitas vezes a doenca é assintomatica, porém, ainda ha
eliminacdo de ovos do parasita nas fezes, mantendo assim a contaminacdo ambiental
(SLOSS, 1999).

1.2.4.4 Achados histopatoldgicos intestinais

Avaliagcdo microscopica do ceco de céo parasitado por Trichuris spp. evidencia proli-
feracdo linfohistiocitica difusa tanto na mucosa quanto na submucosa. As hemorragias ob-
servadas, modificagdes distroficas, infiltragdo celular abundante da mucosa e submucosa
estdo associadas ao fator mecanico. Também é possivel observar infiltracdo eosinofilica em
lamina propria (KIRKOVA,; DINEV, 2005).

1.2.4.5 Epidemiologia

Esses parasitos apresentam maior prevaléncia em locais onde ha condicGes higiéni-
co-sanitarias precarias, agua nao tratada e ambiente mais quente e Umido durante o ano. Ha
menor nimero de casos em condi¢bes ambientais contrarias a esta, porém é uma doenca
considerada cosmopolita, fator resultante da alta resisténcia dos seus ovos as alteracdes am-
bientais (ACHA; SZYFRES, 2003).
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1.3 Técnicas coproparasitologicas para diagndstico de helmintos intestinais em cées

O diagnostico das helmintoses pode ser feito pelo achado dos ovos ou dos parasitos
nas fezes de pacientes infectados. As técnicas diagndsticas baseiam-se no exame microsco-
pico direto através da diluicdo ou concentracdo dos elementos parasitarios presentes na
amostra fecal. Fatores como nimero de ovos produzidos pelo parasito, 0 volume da amostra
analisada e carga parasitaria podem influenciar no diagndstico. O nimero de ovos na amos-
tra fecal do paciente pode variar conforme a espécie do parasito, a sua localizacdo ao longo
do TG, o tipo de alimento ingerido pelo hospedeiro e ao peristaltismo intestinal, o que pode
gerar uma mistura desuniforme dos ovos nas fezes (HALL, 1982).

Embora existam essas intercorréncias, ha a importancia clinica e epidemioldgica na
identificacdo e quantificacdo de ovos de helmintos nas amostras fecais a fim de estimar a
intensidade da infeccdo parasitaria. A determinacdo da carga parasitaria pode auxiliar na
avaliacdo da morbidade e no acompanhamento clinico do paciente. A determinacdo da quan-
tidade de ovos eliminada nas fezes possibilita também estimar a probabilidade de transmis-

séo destes agentes a outros animais e a0 homem (HALL, 1982).

As técnicas de flutuacdo, sedimentacdo e exame direto sdo usadas como rotina na in-
vestigacdo da ocorréncia de helmintoses nas amostras fecais da espécie canina. Essas técni-
cas sdo de baixo custo, sensiveis, de facil execucdo e importantes no diagnéstico dos ani-
mais parasitados (FISCHER, 2003). Dentre as técnicas coproparasitologicas qualitativas
mais utilizadas para o diagnostico de helmintos em cées estdo as técnicas de Fulleborn ou
Willis (flutuacédo) e Ritchie (sedimentagdo). Para diagndstico qualitativo e quantitativo, pode

ser utilizada a técnica de Gordon & Whitlock.

1.3.1- Técnica de flutuacdo (Fullerborn)

As técnicas de flutuacdo se baseiam na diferenga de densidade entre os ovos dos
helmintos e o material fecal, fazendo com que esses organismos flutuem na superficie dos
reagentes de alta densidade, que s@o as solugdes saturadas. Algumas das solugdes saturadas
utilizadas sdo a solucdo saturada de agucar e solugdo saturada de sal (NaCl).

A técnica tem como vantagens a flutuacdo dos ovos mais comuns de helmintos em

cdes, as solucbes usadas sdo baratas e de facil preparo e, na leitura das laminas ao microsco-
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pio dptico, ha poucos debris e sujidades que dificultam a visdo dos ovos. Uma das solugdes
mais utilizadas é a solucdo saturada de agucar, que tem como vantagem nao afetar a viabili-
dade dos ovos, ndo alterando sua morfologia. Sdo desvantagens dessa técnica: o tempo de
espera relativamente alto (20 minutos) para flutuacdo dos ovos, caso ndo seja realizada a

centrifugacdo, e ndo é recomentada em amostras de fezes contendo gordura (SLOSS, 1999).

1.3.2 Técnica de Sedimentacdo (Ritchie modificado)

A técnica de Ritchie é uma técnica de centrifugo-sedimentagdo. O método pode ser
usado para a pesquisa de cistos de protozoarios, ovos, e larvas de helmintos. Nesta técnica
0s compostos sdo sedimentados pela gravidade ou centrifugacdo, onde ovos e cistos ficam
retidos no fundo do tubo, enquanto os detritos sdo suspensos para a superficie e ha a separa-
¢ao das gorduras e dos detritos (YOUNG, 1979).

A técnica tem como desvantagem a grande quantidade de detritos fecais no sedimen-
to, com isso ha a dificuldade na identificacdo dos parasitos se comparado a técnicas de flu-
tuacdo (FORTES, 2004).

1.3.3 Técnica para contagem de ovos (Gordon & Whitlock)

A técnica de Gordon & Whitlock tem como principio a identificacdo e contagem de
ovos por gramas de fezes de helmintos, como nematoides gastrointestinais. Para sua realiza-
cdo se faz necessario a utilizacdo de uma lamina especial denominada cAmara de Mc Master
(MATTOS JR; MOTTA, 1996).

A técnica apresenta como vantagens a quantificacdo do numero de ovos eliminados
nas fezes do hospedeiro e ndo necessita de um equipamento especializado, sendo viavel e
pouco oneroso. J& como desvantagens, pode haver demora durante a contagem, principal-
mente se houver grande quantidade de debris e ndo é recomendado em amostras de fezes
contendo gordura (SLOSS, 1999).
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2 JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de LVZ em cdes no municipio de Barra Mansa é muito elevada e outras
coinfeccBes podem estar associadas em funcdo da imunossupressdo causada por essa proto-
zoonose (MELLO et al., 2014; PINELLI et al., 1994; SARIDOMICHELAKIS; KOUTI-
NAS., 2009). Essas coinfec¢es também podem agravar a doenca, aumentando a mortalida-
de e o potencial de transmisséo dos agentes envolvidos (SARIDOMICHELASKIS et al.,
2014; TOEPP et al., 2019)

Um estudo recente no Brasil (AZEREDO-COUTINHO et al., 2016) evidenciou que
0 parasitismo intestinal por helmintos esta associado a formas mais graves da leishmaniose
tegumentar em humanos, como a forma mucosa. Entretanto, a relacdo de coinfeccdes de
helmintos com a LVZ € pouco conhecida, sobretudo em cées. Ademais, de acordo com hip6-
tese de Maurya, Alti, Chandrasekaran (2012), no caso de infecgdes em humanos por L.
donovani, espécie causadora da leishmaniose visceral na Asia e Africa, infeccdes por hel-
mintos podem induzir uma resposta imune protetora do tipo Th2 por parte do hospedeiro.
Essa resposta pode suprimir a resposta imune do tipo Thl, que é eficiente na leishmaniose
visceral e aumentar a taxa de susceptibilidade a essa doenca em regides endémicas. Entre-
tanto, segundo Tajebe et al. (2017), em humanos com leishmaniose visceral na Etidpia, foi
demonstrado que a co-infeccdo de L. donovani com parasitos intestinais ndo afeta a gravida-
de da doenca. Portanto, esses resultados controversos e a escassez de estudos relacionados a
LVZ, demonstram a necessidade de novas pesquisas sobre o assunto.

Nesse contexto, o presente estudo é de relevancia cientifica, pois permite avaliar a
ocorréncia de helmintos intestinais em caes soropositivos para anticorpos anti-L. infantum
no municipio de Barra Mansa. Ademais, este estudo avaliou a ocorréncia de coinfec¢des de
L.(L.) infantum com helmintos intestinais em cées, bem como os sinais clinicos, alteragdes
histologicas intestinais e hematoldgicas associadas a essas coinfec¢des, em comparagao com
0s aos cdes monoinfectados por L.(L.) infantum. Como consequéncia das coinfeccfes de
L.(L.) infantum com helmintos intestinais pode haver um aumento da carga parasitaria des-
ses helmintos, bem como alteragdes clinicas mais graves de LVZ e o presente estudo visa
confirmar essa hipotese. Portanto, os resultados desse estudo fornecerdo informacdes impor-
tantes para saude publica e para o campo da medicina veterinaria sobre o potencial de
transmissdo destes agentes etiolégicos de cdes para outros cdes e humanos, bem como as
alteracdes associadas a esses agentes e suas coinfecgOes em cées. Essas informagdes seréo

uteis para um melhor controle e prevengdo das zoonoses causadas por esses dois agentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de helmintos intestinais em caes sorologicamente positivos para

L. infantum e comparar com os sinais clinicos, alteracdes hematoldgicas e histoldgicas dos

cdes coinfectados com a dos monoinfectados por L. infantum.

3.2 Objetivos especificos

1-

Awvaliar os sinais clinicos e perfil hematoldgico de cées sorologicamente positivos para
L. infantum, coinfectados ou ndo por helmintos intestinais.

Avaliar a ocorréncia e carga de helmintos intestinais em cées sorologicamente positivos
para L. infantum;

Identificar morfologicamente e por técnicas coproparasitologicas as espécies de helmin-
tos intestinais que parasitam cées sorologicamente positivos para L. infantum e proveni-
entes do municipio de Barra Mansa, RJ.

Avaliar a ocorréncia de formas amastigotas de Leishmania spp. e de alteracGes histologi-
cas nos intestinos delgado e grosso em cées sorologicamente positivos para L. infantum e
verificar sua associacdo com a coinfeccdo por helmintos intestinais;

Comparar, com base nos resultados do diagndstico parasitologico para L. infantum (téc-
nicas histoldgicas e/ou cultura), os sinais clinicos, alteragfes hematologicas e alteracfes
histologicas intestinais entre cdes com leishmaniose visceral, coinfectados ou nédo por

helmintos intestinais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra

Foi coletada entre fevereiro de 2018 e julho de 2019 uma amostra de conveniéncia
composta por cées soropositivos para L.(L.) infantum, de raca, sexo e idade variados. A ida-
de foi categorizada em jovens (até 12 meses), adultos (13 a 60 meses) e idosos (a partir dos

61 meses).

4.1.2- Critérios de inclusdo e exclusao

Cées provenientes do municipio de Barra Mansa, no estado do Rio de Janeiro. Foram
incluidos no estudo os cdes sorologicamente positivos para L. infantum pelas técnicas de
imunocromatografia de duplo percurso (DPP®, Biomanguinhos, Rio de Janeiro), realizada
pela Secretaria de Saude de Barra Mansa, e de ELISA (Biomanguinhos, Rio de Janeiro),
realizada pelo Laboratorio Central de Satde Publica (LACEN) do estado do Rio de Janeiro.
Foram excluidos os caes que tiveram alguma perda amostral durante o estudo.

Os cdes soropositivos foram encaminhados para eutanasia, como medida de controle
preconizada pelo Ministério da Saude (2014), no Laboratorio de Pesquisa Clinica em Der-
matozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-Dermzoo), Instituto Nacional de Infectolo-

gia Evandro Chagas (INI), Fiocruz.

4.2 Exame clinico e coleta das amostras

No Lapclin-Dermzoo, os cdes sorologicamente positivos foram submetidos a exame
clinico constituido de inspecdo de pele e de mucosas oral e ocular, palpacdo de linfonodos
superficiais e 6rgdos abdominais. Durante o exame clinico, foram considerados sinais clini-
cos compativeis com LVC: magreza ou caquexia, alopecia geral ou localizada, lesdes cuta-
neas como Ulceras e descamacdo, onicogrifose, aumento de linfonodos superficiais, do figa-
do ou do bacgo a palpacao, ceratoconjuntivite e sinais clinicos de anemia, como mucosas hi-
pocoradas (BRASIL, 2014).

Em relagdo a quantidade de sinais clinicos, os cdes foram classificados como tendo
poucos sinais clinicos (até dois sinais), muitos sinais clinicos (que apresentavam mais de

dois sinais) e sem sinais clinicos (ASSIS et al., 2010).
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Apo6s o exame clinico, os animais foram sedados com cloridrato de cetamina (10
mg/kg) em associacdo ao maleato de acepromazina (0,2 mg/kg), por via intramuscular e foi
feita coleta de sangue por meio da puncdo da veia cefalica. As amostras de sangue foram
armazenadas em tubos de ensaio contendo anticoagulante EDTA, identificadas e mantidas
sob refrigeracdo até o0 momento da realizacdo do hemograma completo, que era realizada no
mesmo dia. Em seguida, os caes foram submetidos & eutanasia com administragdo, por via
endovenosa, de dose excessiva de tiopental sddico (75 mg/kg) e, posteriormente, de cloreto
de potéssio a 19,1% (1ml/kg) e necropsiados.

Na necropsia, 0s intestinos delgado e grosso foram removidos, abertos com tesoura e
examinados macroscopicamente. O conteldo de cada segmento intestinal (duodeno, jejuno,
ileo, ceco, cdlon e reto) foi lavado em uma peneira de aco inox com abertura de malha de
0,106 mm e Tyler 150 (ABNT 140), colocado separadamente em placas de Petri contendo
solucdo de cloreto de sédio a 0,85% e examinado em microscopio estereoscopico. Os hel-
mintos encontrados foram coletados com auxilio de pincel de nimero 00, lavados em solu-
cdo de cloreto de sédio a 0,85%, fixados em solucdo de A.F.A (&lcool a 70° GL, 93%; for-
maldeido, 5%; &cido acético glacial, 2%) a quente e armazenados até o processamento para
contagem e identificagdo. Adicionalmente, 10g de amostras de fezes frescas foram coletadas
da ampola retal, colocadas em frascos plasticos estéreis identificados, fixadas em formalina
tamponada a 10% e armazenadas em temperatura ambiente até o0 momento da anélise por
meio de técnicas laboratoriais coproparasitoldgicas.

Um fragmento do intestino delgado (jejuno) e grosso (ceco) foram coletados e fixa-
dos em formalina tamponada a 10% para posterior realizacdo das técnicas de histopatologia
e imuno-histoquimica. Adicionalmente, amostras de linfonodo popliteo, medula 6ssea e ba-
co foram coletadas de forma estéril para realizacdo da técnica de cultura parasitologica, se-
guida da técnica de eletroforese de enzimas multilocus, para isolamento e identificacdo da

espécie L. infantum.

4.3 Hemograma completo

Foram realizados como exames complementares 0 hemograma, plaguetograma e leu-
cograma a fim de avaliar as alteracdes celulares sanguineas dos cdes estudados. As amostras
de sangue foram avaliadas no equipamento Sysmex Poch-100iv Diff™ (Sysmex, Kobe, Ja-
pdo). Adicionalmente, foi realizada a leucometria especifica dos cées, por meio de leitura de

laminas de esfregaco sanguineo coradas pelo método pandtico rapido (IB Laborclin Ltda,
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Parand), no qual é utilizado coloracdo do tipo Romanowsky, em microscopio 6tico na lente
objetiva de 40X.

4.4 Exame coproparasitologico

Para deteccgéo e identificagcdo de ovos dos helmintos nas amostras de fezes coletadas
a partir da ampola retal, foram realizadas as técnicas coproparasitoldgicas de Fulleborn, Rit-
chie modificado e Gordon & Whitlock (MATTOS JR; MOTTA, 1996; YOUNG et al.,
1979).

Para a técnica de flutuacdo de Fullerborn, as fezes foram emulsionadas em solucéao
saturada de agucar a uma densidade de 1,260 g/ml. Em seguida foi realizado o processo de
tamisacdo com auxilio de uma peneira e gaze (em duas camadas). A amostra obtida apos a
tamisacdo foi adicionada a um tubo Erlenmeyer de 100 ml até a formacdo de um disco as-
cendente na boca do recipiente. Ap6s 20 minutos, foi coletada uma gota do sobrenadante e
esta foi alocada entre uma lamina e uma laminula e levada ao microscépio Optico com obje-
tiva de 10 a 40 vezes, buscando-se por ovos de helmintos (HOFFMANN, 1987; MATTOS
JR; MOTTA, 1996).

Para a técnica de sedimentagéo de Ritchie modificado, 1g de fezes foi homogeneiza-
do em formol tamponado a 10%. Em seguida, foi realizado o processo de tamisagcdo com
auxilio de uma peneira e gaze (em quatro camadas). Um volume de 10 ml da amostra obtida
apos a tamisacao foi adicionado a um tubo de centrifuga graduado e com fundo cénico de 15
ml. Foi adicionado a esse tubo 3 ml de acetato de etila P.A. e o contetdo do tubo foi agitado
vigorosamente para homogeneizag¢do. Na etapa seguinte, o tubo foi centrifugado a 1.500 rpm
por 2 minutos e, em seguida, foram desprezadas as trés camadas superiores que se formaram
no processo de centrifugacdo. Uma gota do sedimento foi transferida a uma lamina, coberta
com uma laminula e analisada ao microscopio 6ptico com objetiva de 10 a 40 vezes, para
busca por ovos de helmintos (YOUNG et al., 1979).

Na técnica de contagem de ovos (Gordon & Whitlock), 2 g de fezes foram homoge-
neizadas em 58 ml de solucédo saturada de aglcar com densidade de 1,260 g/ml. Em seguida
foi realizado processo de tamisacdo com auxilio de uma peneira e gaze (em quatro cama-
das). Uma pequena quantidade da amostra obtida ap6s a tamisacdo foi retirada com pipeta e
usada para preencher as duas areas da cdmara Mc Master. Apds 2 minutos, foi realizada a
contagem dos ovos usando microscopio éptico na objetiva de 40X. O nimero de ovos de

helmintos observados nas duas camaras foi somado e o resultado multiplicado por 100 para
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obtencdo do numero de ovos por grama de fezes (OPG) (MATTOS JR; MOTTA, 1996). A
partir das contagens, os animais foram considerados como tendo alta carga de ovos (>500
OPG), moderada (100-500 OPG) e baixa (<100 OPG) (LAU, 2005).

4.5 Quantificacdo, processamento e identificacdo dos helmintos

Os helmintos coletados do duodeno até o final do intestino grosso e fixados em solu-
cdo de A.F.A a quente foram colocados em placas de Petri e contados com auxilio de mi-
croscopio estereoscopico. Para identificacdo, os helmintos foram corados pelo carmim al-
codlico cloridrico de Langeron, diferenciados no acido acético 0,5%, para remogéo do ex-
cesso de corante, desidratados em série alcodlica (70°,80°,90° e 100° GL), clarificados em
fenol ou creosoto e preservados em balsamo do Canada segundo Amato (1985). Com base
em analise morfométrica utilizando microscopio éptico equipado com micrémetro ocular,
foi feita a identificacdo dos nematoides de acordo com Vicente et al. (1997) e dos cestoides
de acordo com Kbhalil, Jones e Bray (1994). Foi realizada a contagem de cada espécie de
helminto encontrada por céo, para quantificacdo da carga parasitaria, que foi levada em con-
ta para o célculo da carga parasitaria media e da quantidade média de infec¢ao.

Para identificacdo das espécies de ancilostomideos, observou-se a regido anterior
onde foram contados os pares de dentes na capsula bucal. O ancilostomideo que possuia trés
pares de dentes foi identificado como Ancylostoma caninum e, se possuia um par de dentes,
foi classificado como Ancylostoma braziliense (VICENTE et al., 1997).

Para identificacdo das espécies de cestoide, observou-se o comprimento e largura do
corpo, morfometria dos érgdos do trato genital feminino (vitelaria e ovarios) e masculino
(testiculos e cirro) nos proglotes maduros e morfologia do escolex. Foram identificados co-
mo D. caninum os cestoides com comprimento de 15-40 cm, que possuiam: escélex de for-
mato conico com quatro ventosas contendo um rostelo retratil armado com anéis de peque-
nos ganchos em forma de espinho de rosa; proglotes maduros com dois poros genitais, um
no meio de cada margem lateral e possuindo em seu interior o aparelho reprodutor masculi-
no (testiculos) e feminino (ovarios, utero reticulado, vagina); proglotes gravidicos contendo
capsulas ovigeras (KHALIL; JONES; BRAY , 1994).

Para identificacdo dos ascarideos encontrados, foram examinadas principalmente a
regido anterior e posterior dos nematoides. Caso 0 nematoide possuisse na regido anterior
asa cervical em forma de cabeca de seta e esdéfago terminando em bulbo esofagiano e espi-

culos subiguais alados foi classificado no género Toxocara. Se 0 nematoide apresentasse na
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regido anterior asa cervical em forma de lanca, eséfago sem bulbo esofagiano e espiculos
subiguais ndo alados, foi classificado no género Toxascaris. Para diferenciacdo das espécies
do género Toxocara: T. canis e T. cati, foram medidos os espiculos dos machos. Os espicu-
los dos machos da espécie T. canis medem de 0,75 a 0,95 mm de comprimento e 0s espicu-
los da espécie Toxocara cati medem de 1,7 a 1,9 mm de comprimento (VICENTE et al.,
1997).

Para identificacdo das espécies de tricurideos parasitos de cdes: T. vulpis e T. serra-
tus foram medidos os espiculos dos machos. O espiculo Unico dos machos de T. vulpis mede
de 9 a 11 mm, enquanto o espiculo Unico do macho de T. serratus mede 1,2 mm (VICENTE
etal., 1997).

Os indices ecologicos avaliados foram a carga média parasitaria, prevaléncia, inten-
sidade de infeccdo, abundancia média a amplitude de variacdo. A carga média parasitaria foi
calculada pela média aritmética do nimero de helmintos encontrados. A prevaléncia foi cal-
culada pelo nimero de cédes infectados por um ou mais individuos de uma espécie de hel-
minto sobre o nimero de cdes analisados, multiplicado por 100. A intensidade de infeccdo
foi calculada pelo nimero de individuos de uma determinada espécie de parasito em um
Unico hospedeiro infectado. A abundancia media foi calculada pelo nimero total de indivi-
duos de uma espécie de parasito em uma amostra de uma espécie hospedeira divididas pelo
numero total de hospedeiros da espécies estudada (incluindo animais infectados e ndo infec-
tados). A amplitude de variacdo € a variacdo entre a carga parasitaria minima e maxima de
um determinado parasito. (BUSH et al.,1997)

Para avaliacdo da diversidade de parasitismo por helmintos intestinais, os cdes foram
classificados em: ndo parasitados, quando nao apresentaram helmintos intestinais; monopa-
rasitados, quando apresentaram somente uma espécie de helminto intestinal; e poliparasita-
dos, quando apresentaram mais de uma espécie de helminto intestinal.

Os cdes também foram alocados em dois grupos de comparacao de acordo com a
presenca ou ndo de helmintos intestinais. O grupo dos cées coinfectados por L.(L.) infantum

e helmintos (n=22) e o grupos de caes monoinfectados pelo protozoario (n=19).

4.6 Avaliacao histopatologica e imuno-histoquimica

As técnicas de histopatologia e imuno-histoquimica foram realizadas no Servigo de

Anatomia Patolégica do INI/ Fiocruz.
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4.6.1 Histopatologia

Os fragmentos de intestino coletados para histopatologia foram clivados e embloca-
dos em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram realizados nos blocos parafinados por
meio de micrétomo e colocados em Iaminas, para serem corados pela hematoxilina-eosina
(HE) (CARSON; CAPPELANO, 2015).

4.6.2 Avaliacdo das alteracdes histoldgicas em jejuno e ceco

Nos tecidos, o infiltrado inflamatdrio foi classificado em granulomatoso, quando
apresentou predominio de macrdfagos e ndo granulomatoso, quando houve predominio de
outras células inflamatorias (ACKERMANN, 2017). O infiltrado inflamatério ndo granulo-
matoso foi classificado como linfoplasmocitario, composto predominantemente por linfoci-

tos e plasmacitos.

4.6.3 Imuno-histoquimica (IHQ) para diagndstico de Leishmania spp.

Foram feitos cortes histologicos seriados de 5 um de espessura nos blocos de parafi-
na, que foram colocados em laminas sinalizadas. Esses cortes foram processados de acordo
com o protocolo de Oliveira et al. (2017). Resumidamente, esses cortes foram submetidos
inicialmente a desparafinizacdo em xilol, seguida de reidratacdo em concentragfes decres-
centes de etanol, sendo a agua destilada o ultimo banho. Apds essas etapas, foi feito o blo-
queio da peroxidase enddgena por meio da imersdo dos cortes em solucdo de peroxido de
hidrogénio a 3% e metanol (45 ml de peroxido de hidrogénio e 55ml de metanol), por 40
min e a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram lavados em agua destilada e
submetidos a etapa de recuperacdo antigénica. A recuperacdo do antigeno dos cortes foi rea-
lizada em tampao de citrato de sddio, pH 6,0, a 65 ° C por 30 minutos em banho-maria. A
seguir, para bloqueio da ligacdo inespecifica as proteinas, os cortes foram incubados em Lab
Vision ™ Ultra V Block (Thermo Fisher Scientific, Cheshire, Reino Unido). Apds o blo-
queio, os cortes foram incubados durante a noite, a 4 °C, com soro policlonal de coelho anti-
Leishmania diluido a 1: 500. O kit de deteccdo por polimeros HiDef Detection™ HRP
Polymer System (Cell Marque, EUA) foi utilizado para a detec¢cdo de Leishmania de acordo
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com as recomendac@es do fabricante. O cromdgeno-substrato utilizado na reagdo de revela-
cdo foi a diaminobenzidina (DAB) associada ao perdxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich,
EUA). Nos casos positivos, as formas amastigotas sdo marcadas em castanho. A contra-
coloracéo foi feita com hematoxilina modificada de MEYER (Thermo Scientific, EUA) por
2 minutos. 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.

4.7 Cultura parasitoldgica para diagnéstico de L. infantum

Para realizacdo da cultura parasitoldgica, as amostras de linfonodo foram mergulha-
das imediatamente ap6s coletada, em solucdo salina, e o aspirado medular alocado em tubo
estéril contendo EDTA. Essas amostras foram enviadas para o laboratdrio de Vigilancia em
Leishmanioses/INI, onde foram semeadas em meio de cultura bifasico NNN (Novy, Mac
Neal e Nicolle) / Schneider Medium Insect (Sigma-AldrichCo. St. Louis, MO, EUA) con-
tendo 10% de soro fetal bovino e incubadas a 26-28 °C. As formas promastigotas de Leish-
mania spp. isoladas foram identificadas por eletroforese enzimatica multilocus, utilizando
cinco sistemas enzimaticos (CUPOLILLO; BOITE; PORROZZI, 1994).

4.8 Analise estatistica

Os dados analisados foram armazenados em Excel® e analisados usando o pacote es-
tatistico R versdo 3.6.2 (R Core Team, 2019) através da interface R Studio versdo 1.2 (R
Studio Team, 2019). Foram descritas frequéncias simples dos sinais clinicos, presenca de
alteracGes hematologicas, positividade para helmintos e L. infantum e alteracGes histologicas
intestinais. Para avaliacdo da carga parasitaria de helmintos intestinais foram calculados a
mediana, valores minimos e maximos de cada espécie de helminto encontrada. Os valores de
OPG e carga parasitaria foram convertidos a logaritmicos naturais (de 10) +1 por conta de
alguns resultados terem sido “0”. Para a anélise valores de OPG e carga parasitaria em com-
paracdo com demais varidveis foi feita uma analise de correlacdo ndo paramétrica utilizando
o coeficiente de correlacdo de Spearman rho e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para
uma segunda comparacdo das amostras. Para comparar a mediana do nimero de hemécias e

leucdcitos obtidos no hemograma completo, entre os cdes coinfectados por helmintos e
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aqueles monoinfectados por L. (L.) infantum, bem como verificar associagdo de sinais clini-
cos, as alteracdes histologicas e positividade de Leishmania nos intestinos pela IHQ entre os
grupos de cdes mono e coinfectados foi realizado o Teste Qui-quadrado de Pearson com
correcédo de continuidade e 0 Teste Exato de Fisher . Associa¢des foram consideradas signi-
ficativas quando p<0.05 (PETT, 2016).

51



5 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos realizados nos cies foram aprovados pela Comissdo de Eti-
ca no Uso de Animais (CEUA/Fiocruz), licenca LW-24/17.
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6 RESULTADOS

6.1 Populagéo do estudo

Foram incluidos no estudo 41 cées, sendo 22 cées do sexo feminino e 19 cdes do se-
xo0 masculino. Em relacdo a raca dos caes, houve uma frequéncia de 83% sem raca definida
e 17% com raca definida (Figura 11). Os valores minimo e maximo de idade foram, respec-

tivamente, 9 e 96 meses de vida. A média da idade foi de 44 meses.

Figura 11- Distribuicdo das ragas em cées soropositivos para L. (L.) infantum, fevereiro de 2018 a julho de
2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).
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6.2 Sinais Clinicos

Dentre os 19 cdes monoinfectados pelo protozoario, sete (36,8%) apresenta-
ram poucos sinais clinicos, dez (52,6%) tinham muitos sinais e dois (10,5%) apresentavam-
se sem sinais clinicos. No grupo dos 22 cées coinfectados, dezesseis (72,7%) apresentaram
muitos sinais clinicos, cinco (22,7%) poucos sinais clinicos, e um (4,5%) sem sinal clinico.
Na tabela 1, é possivel observar as frequéncias dos diferentes sinais clinicos em ambos 0s
grupos. A diferenca entre ambos 0s grupos quanto as frequéncias e quantidade de sinais cli-
nicos ndo foi significante estatisticamente (p < 0.5).



Tabela 1 - Sinais clinicos de leishmaniose visceral zoondtica em cédes soropositivos para L. (L.) infantum,

coinfectados ou ndo por helmintos. Fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Sinais clinicos Monoinfectados por L. infantum  Coinfectados por helmintos e L. infantum
(N=19) (N=22)

n % n %
Esplenomegalia 11 57,8 12 54,5
Caquexia 7 36,1 9 40,9
Onicogrifose 5 26,3 8 36,4
Desidratacdo 4 21 3 13,6
Hepatoesplenomegalia 2 11,8 7 31,8
Descamagdo furfuracea 6 31,6 9 40,9
Adenite regional 5 26,3 8 36,4
Alopecia local 2 11,8 4 18,1
Lesdo cutanea local 4 21 3 13,6
Lesdo cutanea generalizada 3 15,8 3 13,6
Ulcera crostosa 3 15,8 2 9,1
Ceratoconjuntivite 2 11,8 1 4,5
Mucosas hipocoradas 3 15,8 4 18,1
Adenite generalizada 1 5,7 2 91
Epistaxe 1 5,7 0 0
Ictericia 1 57 0 0

N, nimero total de cées por grupo; n, nimero de caes com sinal clinico; %, porcentagem de frequéncia do sinal
clinico.

6.3 Quantificacao, processamento e identificacdo dos helmintos

Um total de 22 (53,6%) cées soropositivos para L. (L.) infantum incluidos nesse es-
tudo apresentavam-se coinfectados por algum tipo de helminto intestinal. As espécies de
helmintos encontradas durante a identificacdo foram Ancylostoma caninum (Figuras 12 e
13), Ancylostoma brasiliense (Figuras 12 e 14), Dipylidium caninum (Figura 15), Trichuris
vulpis (Figuras 12 e 16) e Toxocara canis (Figuras 12 e 17). A frequéncia de positividade

destes helmintos é mostrada na Tabela 2-
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Na Tabela 3 é possivel observar a carga parasitaria média, prevaléncia, intensidade
média, abundancia média e amplitude de variacdo das espécies de helmintos encontradas nos
caes analisados. As frequéncias de positividade de monoparasitismos e poliparasitismos das
espécies de helmintos encontrados estdo evidenciadas nas Tabelas 4 e 5, respetivamente.

Tabela 2: Frequéncia das diferentes espécies de helmintos nos céaes coinfectados por helmintos e L. (L.) infan-
tum. Fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Helmintos Frequéncia (N=22)

n %
Ancylostoma spp. 14 63,3
Dipylidium caninum 13 59,1
Trichuris vulpis 8 36,4
Toxocara canis 3 13,6

N ntmero total de cées parasitados; n nimero de animais; %, porcentagem.

Tabela 3: Carga parasitaria média, prevaléncia, intensidade média de infec¢do, abundancia média e amplitude
de variacao de helmintos em cdes soropositivos para L. infantum. Fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra
Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Helmintos Prevaléncia Carga Intensidade Abundancia Abundancia  Amplitude de
(%) parasitaria ~ média de média na média nos variacdo
média infeccdo populacdo  parasitados

A. caninum 31,7 10,7 17,2 6,3 11,7 1-89
A.braziliense 2,4 0,3 7,0 0,2 0,3 7

D. caninum 31,7 23,1 39,1 12,4 23,1 1-231

T. vulpis 19,5 13,0 40,8 7,0 13,0 2-82

T. canis 7,3 1,8 9,5 0,9 1,7 1-22

Tabela 4: Frequéncia de monoparasitismo helmintico nos cées naturalmente infectados por L. (L.) infantum.
Fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Monoparasitismo por helmintos Frequéncia (N=11)
(N=11) n %
Ancylostoma spp. 4 36,4
T. vulpis 1 9,1
D. caninum 6 54,5
T. canis 0 0

N, nimero total; n, nimero de animais; %, porcentagem.
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Tabela 5: Frequéncia de poliparasitismo helmintico nos cdes soropositivos para L. (L.) infantum. Fevereiro de
2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Poliparasitismo por helmintos Frequéncias (N=11)
(N=11) N %
Ancylostoma sp. + T. vulpis 3 27,2
Ancylostoma sp.+ D. caninum 3 27,2
T. vulpis + D. caninum 1 9,1
T. vulpis + D. caninum +Ancylostoma sp. 1 9,1
Ancylostoma sp. + D. canium +T. canis 1 9,1
T. vulpis + D. caninum + T. canis 1 9,1
D. caninum. + Ancylostoma spp.+ T. vulpis+ T. canis 1 9,1

N, nimero total de cées poliparasitados por helmintos; n, nimero de cdes parasitados; %, porcentagem de cdes
parasitados.

Figura 12 - Achados de necropsia em intestino de c8es soropositivos para Leishmania (Leishmania) infantum.

Legenda: (A) Dipylidium caninum, (B) Toxocara canis, (C) Ancylostoma sp. e (D) Trichuris vulpis.
Fonte: Proprio autor.

Figura 13 - Cépsula bucal de Ancylostoma spp. de espécimens desse nematoide encontrados em cdes soroposi-
tivos para L. (L.) infantum.

Legenda: (A) Cépsula bucal de Ancylostoma cani-
num, apresentando 3 pares de dentes (setas pretas).
(B) Cépsula bucal de Ancylostoma brasiliense,
apresentando 1 par de dentes (seta preta). Objetiva
de 40 x.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 14 — Caracteristicas morfoldgicas de espécimens do nematoide Toxocara canis encontrados em cées
soropositivos para L. (L.) infantum.

Legenda: (A) Regido anterior evidenciando bulbo esofagico (seta preta); (B) Regido posterior de T. canis evi-
denciando espiculo (linhas pretas).
Fonte: Proprio autor

Figura 15- Caracteristicas morfoldgicas de espécimens do cestoide Dipylidium caninum encontrados em cées
soropositivos para L. (L.) infantum.

Legenda: (A) Escolex apresentando ventosas (seta preta) e rostelo evaginado com ganchos (seta amarela) Mi-
croscopio Optico na objetiva de 10x. (B) Proglote madura (seta preta) evidenciando poro genital (seta verme-
Iha), ovarios (seta azul), cirro (seta verde) e testiculos (setas amarelas). Microscopio 6ptico na objetiva de 10x.
(C) Proglote gravidico com capsulas ovigeras em seu interior. Microscopio estereoscopico na objetiva de 10x.

Fonte: Proprio autor.



Figura 16- Caracteristicas morfolégicas de espécimens do nematoide Trichuris vul-
pis encontrados em cées soropositivos para L. (L.) infantum.

Legenda: (A) Regido posterior do macho apresentando espiculo exposto de 10 mm
(seta preta). (B) Regido posterior da fémea revelando ovos no interior do trato re-
produtivo. Objetiva de 5x.

Fonte: Proprio autor.

Na Figura 17 é possivel observar a relacdo entre idade e carga parasitaria dos anim
ais coinfectados. Foram observados 27 cdes adultos, 12 cdes idosos e 2 jovens. Nao foi signi
ficativa a relacéo entre idade e carga parasitaria (p-valor = 0.6797) segundo o teste de soma
de postos de Wilcoxon com corregédo de continuidade.

Figura 17 —Gréfico em boxsplot da relagdo carga parasitaria e faixa etéria dos cdes coinfectados por L. (L.)
infantum, entre fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).
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6.4 Exames coproparasitologicos

O teste de Fulleborni, assim como o Gordon & Whitlock, apresentaram uma
sensibilidade para deteccdo dos ovos de 90%, ja no teste de Ritchie foi de 78%. As frequén-
cias de positividade de cada técnica para cada espécie de helminto encontrada no exame
coproparasitologico em compara¢do com a necropsia, encontram-se na Figura 18. Na tabela
6 é possivel observar a positividade e correlagdo entre as técnicas de flutuacéo e sedimenta-

¢do em ambos 0S grupos.

Figura 18 — Frequéncia de positividade dos exames parasitologicos em cdes infectados por L.(L.). infantum,
fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil)
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Tabela 6 — Positividade das técnicas de Fulleborn e Ritchie nas amostras fecais de cdes coinfectados por L.
infantum e helmintos, fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Fulleborn Ritchie Total
Positivo Negativo
Positivo 15 4 19
Negativo 1 16 17
Total 16 20 36

Os resultados quanto a dispersao do nimero de ovos de helmintos por grama de fez
es (OPG), obtidos pela técnica de Gordon e Whitlock, e do nimero de helmintos recuperado
S na necropsia encontram-se na Figura 19 (p-valor = 0.1718). E possivel observar uma carga
parasitaria mais elevada em cées que apresentavam contagem de ovos por grama de fezes m

ais elevada.
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Figura 19 — Dispersdo entre as cargas parasitarias e 0 OPG dos cées coinfectados por L.(L.) infantum e hel-
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6.5 Hemograma completo

Dentre as altera¢fes hematologicas, 92,7 % dos cées deste estudo apresentaram an

emia. No grupo monoinfectado, a frequéncia de anemia foi de 89,5% e no grupo coinfectado

a frequéncia foi de 95,5%. (Tabela 7). A mediana em relacdo ao numero de eritrocitos nos ¢

des monoinfectados foi de 4.100.000/mm3, o valor maximo foi de 5.670.000/mm3 e o valor

minimo foi de 416.000 /mms3. No grupo dos cées coinfectados, a mediana da contagem de eri

trécitos foi de 4.065.000/mms3, com valor maximo de 6.050.000/mm3 e o valor minimo de 13

3.000/mms3. Na comparacdo da mediana do nimero de eritrécitos entre 0s grupos monoinfect

ados e coinfectados ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p= 0,4046507).

Tabela 7 - Alteracbes no hemograma dos cées soropositivos para L. (L.) infantum, mono e coinfectados por

helmintos. Fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Alterac6es no hemograma

Monoinfectados por L. infantum

Coinfectados por helmintos e L.

(N=19) infantum (N=22)

n % n %

Anemia normocitica normocrémica 10 53,0 15 63,6
Anemia normocitica hipocrémica 3 15,8 2 9,1
Anemia microcitica normocrdémica 3 15,8 2 9,1
Anemia microcitica hipocromica 1 5,7 1 4,5
Anemia macrocitica hipocrémica 0 0 1 4,5
Sem alteracdes 2 10,5 1 4,5

N, namero total; n, nGmero de animais; %, porcentagem.



A frequéncia de trombocitopenia na populacao estuda foi de 65,8%. Na Tabela 8, sdo
descritas as frequéncias de trombocitopenia em ambos os grupos. A mediana, valor maximo
e valor minimo absoluto do nimero de plaquetas no grupo de cdes monoinfectados foram de
91.000/ ul, 302.000/ pl e 8.000/ ul respectivamente. Para grupo dos cées coinfectados, esses
valores foram de 154.000/ ul, 459.000/ ul e 17.800 / ul. Na comparagéo entre a mediana do
namero de plaquetas entre os grupos monoinfectados e coinfectados ndo houve diferenca

estatisticamente significativa (p=0,5570521)

Tabela 8- Plaquetometria de cdes soropositivos para L. (L.) infantum, mono e coinfectados por helmintos.
Fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil)

Plaquetometria Cdes monoinfectados por L. Cdes coinfectados por helmintos
infantum (N=19) e L. infantum (N=22)
N % N %
Trombocitopenia 15 78,9 12 54,5
Sem alteracdo plaquetéria 4 21,1 10 454

N, namero total; n, nGmero de animais; %, porcentagem.

No leucograma, as frequéncias de altera¢fes no grupo dos cédes coinfectados e mo-
noinfectados foram de 90,1% e 73,7%, respectivamente. Foram 5 animais sem alteracdo no
leucograma no grupo de cdes monoinfectados e 2 no grupo de cdes coinfectados (Tabela 9).
O valor da mediana, valor maximo e valor minimo da leucometria geral (em valores absolu-
tos) no grupo de cdes monoinfectados foi de 8.350/ ul, 13.100/ pl e 2.000/ pl, respectiva-
mente. No grupo dos cdes monoinfectados, esses valores foram de 9.300/ ul, 31.400/ ul e
1.300 / pl. Na comparacao entre os valores de leucometria global entre 0os grupos monoin-
fectados e coinfectados ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p = 0.54)
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Tabela 9 - Leucograma de cées naturalmente infectados por L. (L.) infantum, mono e coinfectados por helmin-

tos. Fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Alteracbes no Leuco- Monoinfectados por L. Coinfectados por helmin- P-valor
grama infantum (N=19) tos e L. infantum (N=22)

n % n %
Leucopenia 2 10,5 4 18,2 0,36
Leucocitose 2 10,5 0 0
Linfopenia 9 47,3 9 41,0 0,61
Linfocitose 0 0 2 9,0
Eosinofilia 0 0 3 13,6 0,41
Monocitose 1 5,3 4 18,2 0,64
Monocitopenia 1 5,3 0 0
Neutrofilia 3 15,8 2 9,0 0,26
Neutropenia 1 5,3 3 13,6
Sem alteracdo 5 26,3 2 9,0

N, ndmero total; n, nmero de animais; %, porcentagem.

6.6 Achados histopatoldgicos

Reac0es inflamatdrias do tipo ndo-granulomatosa e granulomatosa foram observadas
em jejuno e ceco (figuras 20 e 21). A frequéncia de inflamacéo intestinal no grupo dos cées
coinfectados foi de 69% e no grupo dos cdes monoinfectados foi de 31%. Na comparacao
entre as frequéncias de inflamacéo intestinal entre os grupos monoinfectados e coinfectados,
houve diferenca estatisticamente significativa (p valor= 0,002). As alteracdes histologicas
encontradas podem ser observadas na Tabela 10, juntamente as suas respectivas frequéncias.
As alteracGes histoldgicas se concentravam principalmente na mucosa, lamina propria e
submucosa e menos frequente em muscular e serosa de ambos os segmentos intestinais ana-
lisados. No grupo dos cées coinfectados foi possivel a observacdo de helmintos no corte
histologico 8 cées, que esteve associada ao achatamento de vilosidades e a reacdo inflamato-

ria proxima ao local de fixacdo do helminto na mucosa (Figura 21).



Tabela 10 - AlteracGes histolgicas intestinais de cdes naturalmente infectados por L. (L.) infantum coinfecta-
dos ou n&o por helmintos. Fevereiro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil)

Orgéo Alteraces histolégicas Monoinfectados  (Leish-  Coinfectados (Leishma-
mania sp.) nia sp. + Helmintos)
N=19 N=22
n % n %

Jejuno Inflamagéo ndo granulomatosa 7 36,8 13 59,1
(N=40)

Atrofia de vilosidades 4 21 8 36,3

Fibrose 4 21 6 27,3

Hiperplasia glandular 3 15,8 5 22,7

Inflamag&o granulomatosa 1 5,2 3 13,6

Sem alteracdo 8 42,1 3 13,6

Ceco Inflamagéo ndo granulomatosa 6 31,5 12 54,5
(N=38)

Hiperplasia glandular 0 0 5 22,7

Atrofia glandular 2 10,5 3 13,6

Fibrose 5 26,3 4 18,1

Hiperplasia de tecido linfoide 4 26,3 2 91

Atrofia de tecido linfoide 3 15,8 3 13,6

Inflamag&o granulomatosa 1 5,2 2 9,1

Sem alteracdo 6 31,5 2 91

N, nimero de amostras teciduais que foram examinadas; n, nimero de ces; %, porcentagem.



Figura 20- Alteragdes histologicas em jejuno e ceco de cdes naturalmente monoinfectados por L. (L.) infan-
tum.

Legenda: (A) Inflamagéo ndo granulomatosa com presenca de infiltrado linfoplasmocitério (circulo vermelho)
em mucosa de jejuno. Objetiva de 10x. HE. (B) Hiperplasia glandular em mucosa de jejuno (circulo vermelho).
Objetiva de 4x. HE (C) Inflamac&o ndo granulomatosa em mucosa cecal com areas de edema (circulo verme-
Iho) e fibrose. Objetiva de 10X. HE. (D) Fibrose (circulo vermelho) e atrofia glandular em mucosa cecal. Obje-

tiva de 40x.HE.
Fonte: Proprio autor.
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Figura 21— Alteracdes histol6gicas em jejuno e ceco de cées coinfectados por L. (L.) infantum e helmintos.

Legenda: (A) Dipylidium caninum (seta) em luz intestinal de jejuno. (B) Toxocara canis em luz intestinal de
jejuno, mucosa intestinal apresentando achatamento de vilosidade (seta preta). Objetiva de 4x. HE. (C)
Trichuris vulpis (seta) inserido superficialmente na mucosa. Objetiva de 10x. HE.(D) Diversos espécimens de

T. vulpis (setas) inseridos em mucosa cecal, que se encontrava hiperplasia. Objetiva de 10x. HE

Fonte: Proprio autor.

6.7- ldentificacéo das amastigotas de Leishmania sp.

A frequéncia de positividade para formas amastigotas de L. infantum no intestino (je-
juno mais ceco) pela técnica de imuno-histoquimica na popula¢do do estudo foi de 58,5%.
No grupo dos cdes monoinfectados, a frequéncia de positividade foi de 52,6%, ja no grupo
dos cées coinfectados a frequéncia de positividade foi de 63,6%. Na tabela 11, é possivel
identificar a positividade de acordo com cada segmento intestinal. Nos cées positivos na

IHQ intestinal, as amastigotas foram observadas na mucosa (Figura 22) e/ou submucosa
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tanto no estudo imuno-histoquimico de jejuno como de ceco. Na comparacdo entre os valo-
res de frequéncia de positividade na IHQ dos intestinos (jejuno e ceco) nos grupos mono e

coinfectados, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p valor=0,7).

Tabela 11 - Estudo imuno-histoquimico do intestino delgado e grosso para detec¢do de amastigotas de Leish-
mania sp. de ces soropositivos para L. (L.) infantum, coinfectados ou ndo por helmintos. Fevereiro de 2018 a
julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil)

Orgdo IHQ Monoinfectados por L. (L.) Coinfectados por P- valor
infantum L. (L.) infantum e helmintos
N=19 N=22
n % n %
Jejuno Positivo 6 31,6 4 18,2
(N=41) 0,83
Negativo 13 68,4 18 81,8
Ceco Positivo 7 36,8 11 50
(N=41)
Negativo 12 63,1 11 50 0,64

N, nimero de amostras teciduais que foram examinadas; n, nimero de cdes; %, porcentagem.

Figura 22: Corte histoldgico de ceco mostrando formas amastigotas de Leishmania sp. coradas em castanho no
interior de macréfagos (setas) da lamina prépria da mucosa, em area adjacente a muscular da mucosa, eviden-
ciado pela técnica de IHQ. Objetiva de 100x.

As alteragdes histoldgicas intestinais de acordo com a deteccdo ou ndo de formas
amastigotas de Leishmania spp., no jejuno e ceco, pela técnica de IHQ encontram-se descri-
tas na Tabela 12. Na comparacéo entre os valores de frequéncia de positividade na IHQ dos
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intestinos e as alteracOes histoldgicas, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p
valor=0.71)

Tabela 12- AlteracGes histoldgicas intestinais em cées naturalmente infectados por L. (L.) infantum de acordo com
resultados de imuno-histoquimica para detecgdo de formas amastigotas de Leishmania spp- Fevereiro de 2018 a julho
de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Orgéo Alteracd@es histologicas Imuno-histoquimica para Leishmania sp.
Positivo Negativo P-valor
n % n %
Jejuno  Inflamacgdo ndo granulomatosa 12 30 8 20 0,90
(N=40)
Fibrose 4 10 4 10 0,77
Inflamag8o granulomatosa 2 5 2 5
Hiperplasia glandular 7 17,5 5 12,5 0,80
Sem alteracdo 2 5 9 22,5
Ceco Inflamag8o ndo granulomatosa 12 31,6 0 0 0,15
(N=38)
Hiperplasia glandular 3 7,9 19 50 0,21
Atrofia glandular 6 15,8 1 2,6
Fibrose 8 21 3 7,9 0,81
Hiperplasia de foliculos linfoides 6 15,8 3 7,9 0,73
Atrofia de foliculos linfoides 6 15,8 1 2,6
Inflamagdo granulomatosa 4 10,5 0 0
Sem alteracéo 2 5,2 7 18,4

N, nimero de amostras teciduais que foram examinadas; n, nimero de amostras teciduais na IHQ; %, porcentagem.

O jejuno de cées coinfectados apresentou uma frequéncia de positividade de 18,2%
para amastigotas de Leishmania sp. pela IHQ e no ceco essa frequéncia foi de 50 %. Na ta-
bela 13 é possivel observar a frequéncia de positividade para Leishmania sp. em jejuno e

ceco de acordo com o tipo de parasitismo helmintico dos cées coinfectados. Entre os valores
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de positivos na IHQ do jejuno e ceco e as alteragdes histoldgicas nesses segmentos intesti-

nais, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p valor= = 0,48)

Tabela 13 — Frequéncia de positividade para formas amastigotas de Leishmania spp. pela técnica de IHQ no

jejuno e ceco de cées soropositivos L. (L.) infantum, de acordo com o tipo de parasitismo por helmintos. Feverei-
ro de 2018 a julho de 2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Imuno-histoquimica para Leishma-

Tipo de parasitismo helmintico

Orgdo nia sp. Cées monoparasitados  Cdes poliparasitados P-valor
n % n %
Jejuno Positivo 2 9 3 14,3
(N=21)
Negativo 9 42,9 7 33,3 0,72
Ceco Positivo 5 26,3 7 36,9
(N=21)
0,28
Negativo 6 31,6 3 15,8

N, nimero de amostras teciduais que foram examinadas; n, nimero de caes parasitados; %, frequéncia.

6.8 Cultura parasitologica para diagndstico de L. infantum

Os resultados da cultura parasitélogica para diagnéstico de LVZ nos cées soropositi-

vos para L. (L.) infantum, coinfectados ou ndo por helmintos esta demonstrado na tabela 14.

Entre as frequéncias de positividade para L. infantum em medula 6ssea e ou linfonodo pela

cultura parasitologica e os grupos monoinfectados por L. (L.) infantum e coinfectado por L.

(L.) infantum e helmintos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p valor= 0,08)



Tabela 14: Frequéncia de positividade em linfonodo e medula 6ssea pela cultura parasitolégica em cées soro-
positivos para L. (L.) infantum, coinfectados ou ndo por helmintos, no periodo de fevereiro de 2018 a julho de
2019 (Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brasil).

Cultura parasitolégica para Leishmania Tipo de parasitismo
(Medula dssea/ linfonodo) Monoinfectados (Leishma- Coinfectados
N=41 nia sp.) Leishmania sp.
+helmintos)
n % n %
Positivo 18 43,9 15 36,6
Negativo 1 2,4 7 17,1

N, nimero de amostras que foram examinadas; n, nimero de cées parasitados;%, frequéncia.



7 DISCUSSAO

A prevaléncia de helmintos em cdes no presente estudo foi superior a 50 %. Castro
(2019) observou por meio de exames coproparasitologicos uma positividade de 65% (n =
30) de helmintos intestinais em cées soropositivos para L. infantum, sendo esse um resultado
maior do que o observado no presente estudo. E importante ressaltar que a regido de onde
provinha a populagéo estudada por Castro (2019) foi Fortaleza, CE. Brener et al. (2005) ob-
servaram uma prevaléncia de 33% de helmintos intestinais nos cées provindos do municipio
do Rio de Janeiro, sendo um resultado inferior ao encontrado no presente estudo. Os caes
analisados por Brener et al. (2005) ndo foram testados para LVC, como no presente estudo.
Essa diferenca de prevaléncia pode estar relacionada as diferentes regifes estudadas nos trés
estudos, bem como pelo fato de Brener et al. (2005) terem utilizado para o diagndstico ape-
nas técnicas coproparasitologicas, que possuem sensibilidade inferior & da necropsia. E im-
portante ressaltar que os cées destes estudos eram domiciliados e, portanto, deveriam receber
0s cuidados bésicos de saude como tratamento anti-helmintico pelo tutor. Portanto, como
base nos resultados de prevaléncia obtidos, pressupbem-se que o esquema de tratamento
anti-helmintico ndo era realizado ou ndo de maneira correta.

Pelo fato da maioria dos cées desse estudo serem adultos e domiciliados, esperava-se
uma prevaléncia baixa de cées infectados por helmintos, uma vez que helmintos sdo mais
prevalentes em cées errantes e jovens (AHID et al. 2008; BALASSIANO, et al., 2009). Caes
jovens, sobretudo os que tem até 3 meses de idade, sdo mais susceptiveis as helmintoses do
que os adultos devido ao fato de ndo terem ainda adquirido imunidade e os adultos sdo me-
nos predispostos devido a imunidade estabelecida pelas infec¢bes anteriores (AHID et al.
2008; BALASSIANGO, et al., 2009). Adicionalmente, os caes jovens ja podem nascer infec-
tados pela transmissdo via transplacentaria ou adquirem a infecgdo durante o aleitamento
pela infeccdo transmamaria (ARAUJO,1998; DESPOMMIER, 2003; FORTES, 2004). En-
tretanto, diferentemente desses autores, no presente estudo, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre a idade dos cdes e a prevaléncia de helmintos. Houve mais cées adultos
apresentando coinfec¢do por helmintos, porém o nimero de cées adultos recebidos neste
estudo foi maior do que o de jovens, representando um viés. Outra hipdtese é a de que a co-
infeccdo por L.(L.) infantum tenha causado uma imunossupressdo, deixando os caes adultos
mais susceptiveis as helmintoses, como ja foi sugerido para coinfec¢des de L. infantum com
outros patdgenos em cdes (SARIDOMICHELASKIS et al., 2009; TOEPP et al., 2019)
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Os cées deste estudo apresentaram como sinais clinicos mais frequentes a espleno-
megalia e a descamacdo furfuracea, caquexia e adenite local, independentemente da coinfec-
¢ao por helmintos intestinais. Uma das principais alteragdes em pacientes humanos infecta-
dos por L. infantum e coparasitados por helmintos ou monoparasitados pela L. infantum é a
hepatoesplenomegalia (TAJEB et al., 2017). Camundongos BALB/c, coinfectados experi-
mentalmente por L. infantum e Trichinella spiralis apresentaram como alteracdo clinica
mais frequente a esplenomegalia (ROUSSEAU et al., 1997). Apesar das frequéncias dos
tipos de sinais clinicos terem sido semelhantes entre cdes coinfectados por helmintos e mo-
noinfectados por L. infantum, no grupo de cées coinfectados a frequéncia de cdes com mui-
tos sinais clinicos foi mais alta se comparado ao grupo de cdes monoinfectados, no presente
estudo. Esses resultados sugerem uma possivel relagdo dos helmintos com a gravidade da
leishmaniose visceral canina corroborando com Toepp et al. (2019) e Castro (2019). Segun-
do Toepp et al. (2019), cées coinfectados com 2 ou mais patégenos (Ehrli-
chia spp., Anaplasma spp, Rickettsia e Bartonella spp.) estavam associados a quadros clini-
cos mais intensos da LVC comparados a cées coinfectados com somente um dos patogenos.
De acordo com Castro (2019), cdes coinfectados por helmintos intestinais apresentaram
mais sinais clinicos da LVC comparados aos cdes ndo coinfectados. Entretanto, no presente
estudo a associacdo da maior frequéncia de sinais clinicos da LVC em cdes coinfectados por
helmintos nédo foi comprovada estatisticamente, possivelmente pelo pequeno nimero de caes
estudados nos grupos mono e coinfectados. O nimero elevado de animais com muitos sinais
clinicos, no grupo de caes coinfectados, pode ter relagdo com a resposta imune destes ani-
mais em relacdo aos helmintos, na qual, animais sintomaticos podem apresentar uma imu-
nomodulagio para uma resposta Th2 na intencdo de expulsar os helmintos (CORTES et al.,
2017). Por sua vez, a resposta do tipo Th2 pode ter influenciado na manifestacao clinica da
leishmaniose visceral, ja que animais infectados com L. infantum e que expressam uma res-
posta polarizada para Th2 sdo incapazes de obter a cura da doencga protoparasitaria (FALEI-
RO et al., 2014). O’Neal et al. (2007) observaram em humanos a relagcdo da coinfecgédo entre
leishmaniose tegumentar e helmintoses com as manifestac@es clinicas da leishmaniose te-
gumentar, segundo esse autor, embora os pacientes coinfectados apresentassem lesdes cuta-
neas principais menores, o seu tempo de cura era aproximadamente o dobro dos doentes
monoinfectados pelo protozoario. Um estudo recente no Brasil (AZEREDO-COUTINHO et
al., 2016) evidenciou que o parasitismo intestinal por helmintos estd associado a formas

mais graves da leishmaniose tegumentar, como a forma mucosa em humanos. Estes estudos
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corroboram com a hip6tese do presente trabalho, bem como os resultados observados de que
a coinfeccdo aumenta a frequéncia de sinais clinicos.

Em relacéo aos helmintos encontradas em jejuno e ceco, o nematoide A. caninum e 0
cestoide D. caninum foram os mais frequentes nos caes desse estudo, corroborando em parte
com as pesquisas realizadas por outros autores (BRENER et al., 2005; EGUIA-AGUILAR ;
CRUZ-REYES; MARTINEZ-MAYA, 2005; TARANTO et al., 2000; VASCONCELLOS;
BARROS; OLIVEIRA, 2006), nas quais os ancilostomideos foram os principais causadores
de infeccdo nos caes de todas as faixas etarias. Taranto et al. (2000) observaram que amos-
tras fecais de cdes que habitam area domiciliar e peridomiciliar do Chaco Sal-
teflo(Argentina), apresentam uma porcentagem de contaminagdo de quase 70% para An-
cylostoma sp. e 17% para T. canis, indicando alta potencialidade de transmissdo destas para-
sitoses ao homem. Eguia-Aguilar et al. (2005) observaram prevaléncia de parasitoses em
cées vadios da Cidade do México, onde o Ancylostoma caninum em 75 (62,5%) animais e T.
canis em 16 (13,3%) dos animais foram os mais prevalentes. VVasconcellos, Barros e Olivei-
ra (2006) observaram uma prevaléncia de 34,8% de ovos de A. caninum, 8,8 % de ovos de
T. canis (n=18;8,8%) e 3,4 % de ovos/capsulas ovigeras de D. caninum em amostras fecais
de cées recolhidos no municipio do Rio de Janeiro. Brener et al. (2005), analisaram as fezes
de cdes provindos do municipio do Rio de Janeiro e verificaram que os ancilostomideos fo-
ram os principais causadores de infec¢do nos cdes de todas as faixas etarias (20,3%), segui-
do por T. canis em 7,1% das amostras de cdes testadas. A segunda espécie mais encontrada
(T. canis) nos estudos citados ndo corroboram com a segunda espécie mais frequente no
presente estudo, que foi o D. caninum. O presente estudo analisou a frequéncia de helmintos
tendo como padrdo de analise a necropsia como Eguia-Aguiar, Cruz-Reyes e Martinez-Maya
(2005). Por sua vez, Taranto et al. (2000) e Brener et al., 2014 analisaram essa frequéncia de
acordo com técnicas coproparasitologicas, que subestimam a identificacdo do parasitismo
por D. caninum, pois segundo Gennari et al. (1999) a observacao da proglotes nas fezes ou
identificacdo dos parasitos no intestino, € a melhor forma de diagnostico desta helmintiase.
Vasconcellos, Barros e Oliveira (2006) corroboraram com o presente estudo em relacdo a
frequéncia de A. caninum, que foi o parasito mais prevalente em ambos os estudos.

Em relacdo as técnicas coproparasitoldgicas, a técnica de Fulleborn (flutuacdo) e
Gordon Whitlock se mostraram as mais sensiveis para deteccdo de ovos de nematodeos e
capsulas ovigeras de D. caninum. A técnica de Ritchie modificada teve uma sensibilidade
também alta e foi capaz de identificar uma amostra negativa no Fulleborn. As capsulas ovi-

geras de D. caninum apresentaram menor frequéncia de positividade nas trés técnicas copro-
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parasitoldgicas. Segundo Gennari et al. (1999), a presenca de capsulas ovigeras nos exames
coproparasitoldgicos é subestimada, pois o diagnostico desta helmintiase é feito pelo encon-
tro das proglotes em fezes frescas ou achados de parasitas adultos durante a necropsia e a
eliminacdo de proglotes gravidos € irregular.

De forma semelhante ao presente estudo, a técnica de flutuacdo Willis & Mollay,
mostrou uma sensibilidade maior se comparada as técnicas de sedimentacdo e contagem de
ovos, no diagnoéstico de ovos de Ancylostoma sp., T. canis e Trichuris vulpis nas fezes de
caes domiciliados provindos do municipio de Aracatuba (S&o Paulo) (AMARANTE, 2006).
Sumitomo (2010) também observou que para a detec¢do de ovos de Ancylostoma spp. e T.
canis, os testes de flutuacdo (Willis Mollay e Faust) mostraram uma maior eficiéncia de de-
teccdo em relacdo ao teste sedimentacdo em amostras fecais de cdes provindos do canil mu-
nicipal de Jaboticabal (Sao Paulo). Esses resultados eram esperados, pois ovos leves sao me-
Ihor identificados pelas técnicas de flutuacdo. Por sua vez, Taparo et al. (2006) verificaram
que na maioria dos casos de infecgdo por Trichuris spp., 0os ovos foram observados tanto por
meio das técnicas de flutuacdo como de sedimentacdo. O observado no presente estudo corrobo-
ra com o resultado observado e discutido por Taparo et al. (2006), no qual recomenda-se a as-
sociagdo das técnicas coproparasitolédgicas de flutuacdo e sedimentacéo, visto que a técnica de
sedimentacdo no presente estudo foi capaz de identificar uma amostra negativa na técnica de
flutuacéo.

Né&o houve correlacdo do OPG com a carga de helmintos. O teste de Gordon & Whit-
lock foi um bom teste para avaliar a quantidade de ovos eliminados por grama de fezes, po-
rém ndo é um bom indicador da quantidade de helmintos infectando o cdo. Diferente de ru-
minantes, nos quais essa técnica mostra correlagdo diretamente proporcional (GORDON,;
WHITLOCK, 1939). As amostras evidenciaram nimeros elevados de ovos e positividade no
teste de flutuacdo nas amostras fecais de cées infectados por T. canis, seguidos por cées in-
fectados por Ancylostoma spp., 0 que ja era esperado pois as fémeas destas espécies produ-
zem uma quantidade grande de ovos (FORTES, 2004). Tal evidéncia demonstra um maior
potencial de contamina¢do ambiental pelos ovos desses helmintos, que possuem potencial
zoonotico, aumentando o risco dos humanos, ao entrarem em contato com o solo, adquirirem
a infeccdo e evoluirem para os quadros de larva migrans cutanea e visceral: (MAGNAVAL,
2001; SANTAREM; GIUFFRIDA; ZANIN, 2004; SILVA, 2015).

Os animais que apresentaram parasitismo por D. caninum, seguidos por T. vulpis,
apresentaram valores mais elevados de carga parasitaria média e intensidade média de infe-

¢do, porém as técnicas ndo mostraram boa sensibilidade na identificacdo destes helmintos.
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Segundo Amarante (2006), a baixa sensibilidade no exame coproparasitoldgico e alta carga
parasitaria média durante o parasitismo podem ser justificados por varios fatores como: for-
mas imaturas dos parasitas, fase de nao eliminacéo de ovos, espéecie helmintica envolvida no
parasitismo assim como o ciclo do parasito, auséncia de ovos naquela amostra coletada, ge-
rando um exame coproparasitoldgico falso-negativo. Em relacdo a tais resultados, é reco-
mendavel a associagdo das técnicas bem como a observacdo das progloétides de D. caninum
nas fezes para melhor diagnostico das helmintiases em cées, conforme concluido por Taparo
et al. (2006) e Ribeiro et al. (2015).

Neste estudo foi possivel observar que a anemia normocitica normocrémica de cara-
ter ndo regenerativo, foi o achado hematoldgico mais frequente tanto no grupo dos cdes mo-
noinfectados como no grupo dos cdes coinfectados. Esse tipo de anemia e € um achado co-
mumente relatado na LVC (PALTRINIERI et al., 2016), portanto provavelmente esteve re-
lacionado a infec¢do por esse parasito no nosso estudo. Segundo Braga (2007) e Celik et al.
(2007), nos cdes monoinfectados por L. infantum, o achado hematol6gico mais frequente é a
anemia normocitica normocrémica ndo regenerativa. Segundo Costa-Val et al. (2007), a
auséncia de regeneracdo da anemia por leishmaniose visceral canina dar-se a pela infeccao
medular pelo parasito, o que leva a infiltracdo de linfécitos, plasmdcitos e macrofagos nesse
tecido, 0 que compromete a producdo de eritrocitos. A anemia na LVZ também se da pelo
sequestro de ferro como nutriente para a multiplicacdo do parasita no meio intracelular. O
sequestro de ferro pelas amastigotas intracelulares ocorre também para a posterior formacéo
de promastigotas com capacidade infectante presente no hospedeiro invertebrado (MES-
QUITA — RODRIGUES et al., 2013). As helmintoses em cdes também podem ocasionar
anemia e até a morte de cdes recém-nascidos. Porém, essa anemia € comumente regenerati-
va, do tipo normocitica hipocrémica, causada por deficiéncia ferropriva (URQUHART et
al., 1998). Em cées adultos com helmintoses, as alteracbes hematoldgicas sdo mais brandas,
como anemias leves, pois a resposta medular é capaz de compensar durante um periodo va-
ridvel (BREMM, 2007). Em relagdo a hemoglobina, Castro (2019) verificou que grupo de
cdes coinfectados por L. infantum e helmintos apresentou valores abaixo dos valores nor-
mais para a espécie e houve diferenca significativa para o grupo monoinfectado por helmin-
tos (p<0,00004). Entretanto, a autora desse estudo ndo mencionou o tipo e nem a frequéncia
de anemia nos cées estudados. Esses resultados obtidos por Castro (2019) mostram que 0s
dois tipos de parasitismo somados agravaram o estado anémico e corroboraram para 0s da-
dos observados no presente estudo, no qual a frequéncia de anemia normocitica normocro-

mica foi maior no grupo de cées coinfectados por helmintos intestinais. as causas dessa alte-
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racéo relacionadas aos dois tipos de parasitismo podem estar se somando e agravando o
quadro.

A trombocitopenia foi a principal alteracdo plaquetaria em ambos os grupos estuda-
dos. A plaquetopenia é um achado frequente em cées com LVZ, cuja contagem de plaquetas
em casos graves chega a menos de 40 mil e pode ser acompanhada também de leucopenia
(BRAGA, 2007 e TORRECILHA, et al., 2016). No trabalho realizado por Silva et al.
(2010), demonstrou-se 45% de trombocitopenia nos cées parasitados por Ancylostoma, que
foi significativamente maior do que os cées ndo parasitados por esse nematoide. Segundo
esses autores, esse resultado indicou que o parasitismo por Ancylostoma pode ser incluido
no diagndstico diferencial das trombocitopenias. Um dos achados hematoldgicos mais fre-
quentes em caes parasitados por L. infantum é a trombocitopenia, que pode estar ligada ao
comprometimento medular por conta da multiplicacdo parasitaria e substituicdo do tecido
medular por tecido inflamatério (MEDEIROS et al., 2008). No presente estudo, a tromboci-
topenia provavelmente esteve mais associada a L. infantum, pois foi mais frequente no grupo
de cdes monoinfectados se comparado aos coinfectados por helmintos.

A linfopenia foi a alteracdo no leucograma mais encontrada em ambos 0S grupos
estudados, com frequéncia ligeiramente superior para o grupo dos monoinfectados. Essa
alteracdo corrobora com a literatura. Segundo Mattos Jr. et al. (2004), a alteracdo leucocita-
ria mais frequente nos cdes com LVC foi linfopenia. Na LVC, a linfopenia ocorre devido ao
confinamento temporario dos linfocitos nos érgéos linfoides secundarios mediante a respos-
ta ao agente infeccioso ou pela destruicdo linfocitéaria indiretamente pelos parasitos (BUSH,
2004). A alta frequéncia de infiltrado linfoplasmocitario nos intestinos no presente estudo, e
que provavelmente estava presente em outros érgdos dos cées infectados, pode ter contribui-
do para linfopenia de acordo com a hipétese levantada por Bush (2004). Outra possivel hi-
potese para a linfopenia é o comprometimento medular por conta da multiplicacdo parasita-
ria e substituicdo do tecido medular por tecido inflamatério (MEDEIROS et al., 2008).

A segunda alteracdo mais encontrada no presente estudo no grupo dos monoinfecta-
dos foi a neutrofilia e no grupo coinfectado foi a monocitose. Dados mostram que cdes com
leishmaniose visceral podem apresentar leucocitose com neutrofilia associada a infecgdes
secundarias e a fase inicial da leishmaniose induz leucocitose associado a neutrofilia (FEI-
TOSA et al., 2000; MEDEIROS et al., 2008). A neutrofilia do presente estudo pode estar
ligada também a uma resposta mediante uma inflamacéo sistémica estando presente princi-
palmente em casos com lesfes cutaneas ulcerativas e infeccdo bacteriana secundaria durante

do curso da LVC (PALTRINIERE et al., 2016). Em relagdo a monocitose nos cées coinfec-
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tados, essa pode ser justificada como decorrente a resposta organica a reacdo de estresse ou
estar relacionada a fase de evolucéo do processo infeccioso, na qual, durante a fase monoci-
taria defensiva, o organismo se defende energicamente da infeccdo helmintica (BIRGEL, et
al. 2014). A monocitose caracteriza os processos inflamatérios crénicos em geral (NELSON
& COUTO, 1994). Mattos Jr et al. (2004) explicam que na LV humana ocorre monocitose
compensatoria a presenca de linfopenia.

A eosinofilia foi somente observada nos cées coinfectados por helmintos, apesar de
ter sido encontrada em uma baixa frequéncia. A eosinofilia € um achado comumente associ-
ado a infecc¢des por helmintos, porque esses parasitos induzem resposta Th2 a partir de hel-
mintos fixados ou migragédo de larvas nos tecidos. A baixa frequéncia de eosinofilia nos co-
infectados, portanto, pode ter sido associada a baixa carga parasitaria encontrada na maioria
dos cées coinfectados. Segundo Lacerda (2017), a presenca do protozoario a nivel tecidual,
pode levar a migracdo de eosinofilos para os tecidos e envolvimento dos mesmos em um
mecanismo leishmanicida adicional. Outra causa provavel para a baixa frequéncia de eosino-
filia nos coinfectados é o comprometimento medular pela infec¢do por L. infantum, que leva
a substituicdo do tecido hematopoiético por macréfagos parasitados (REY, 2008). Uma res-
posta imune Th1l como resposta do organismo frente a infecgdo por L. infantum pode influ-
enciar também os niveis de eosinofilos diante a uma coinfecgdo desse protozoario com hel-
mintos (MAURYA; ALTI ; CHANDRASEKARAN, 2012).

Segundo Celik (2007), a leishmaniose visceral pode evoluir para formas graves, ge-
rando desordens hematoldgicas expressivas incluindo a pancitopenia caracterizada pela pre-
senca de anemia, trombocitopenia e leucopenia com neutropenia, marcada eosinopenia e
uma relativa linfocitose e monocitose. Portanto, a anemia e a trombocitopenia, que foram
achados frequentes principalmente no grupo de cdes monoinfectados por L. infantum, no
presente estudo, foram provavelmente causados por esse parasito. Diversas alteragdes hema-
toldgicas podem ser observadas em cdes parasitados por helmintos e/ou protozoarios. Po-
rém, ndo foi possivel a determinacdo de nenhuma alteracdo hematolégica especifica relacio-
nada a um unico parasito. Portanto, para o diagnostico de LVC e de helmintoses se faz ne-
cessario a utilizacdo de exame parasitoldgico especifico. Assim, as alteracGes hematologicas
observadas neste trabalho como anemia e eosinofilia, podem servir como indicativo da pre-
senca dos helmintos em cées infectados por L. (L.) infantum. Estes dados podem ser utiliza-
dos em conjunto com as técnicas de diagndstico coproparasitologico, para se obter uma me-
Ihor avaliacdo da gravidade do parasitismo por helmintos no hospedeiro (SILVA et al.,
2010).
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A alteracdo histoldgica encontrada com maior frequéncia no jejuno e ceco dos cées
foi a inflamacdo ndo granulomatosa (linfoplasmocitaria) tanto nos cédes coinfectados como
nos caes monoinfectados, em ambos os segmentos intestinais, corroborando com as obser-
vacOes de Luz (2005) e Pinto et al. (2011). Luz (2005) observou que o principal infiltrado
celular encontrado no intestino delgado de pacientes humanos infectados por leishmaniose
visceral é o infiltrado linfoplasmocitario. Um exsudado celular crénico foi observado em
todos 0s segmentos intestinais de cdes infectados por L. infantum e era composto predomi-
nantemente por plasmacitos e linfécitos, com raros macréfagos e polimorfonucleares, o que
caracteriza o infiltrado linfoplasmocitario (PINTO et al., 2011). O infiltrado inflamatério
juntamente com a presenca de formas amastigotas no interior de macrdfagos foram encon-
trados principalmente em lamina propria dos segmentos intestinais analisados neste estudo.
Tal alteracdo também foi observada por Pinto et al (2011), Casanova (2019) e Toplu e
Aydogan (2011). Isso se deve possivelmente a concentragdo de células do sistema imunolo-
gico, dentre elas os linfocitos, plasmdcitos e macréfagos, na mucosa intestinal, mais especi-
ficamente na lamina propria. O infiltrado linfoplasmocitario nas infec¢@es por leishmaniose
visceral no intestino, ndo foi capaz de montar uma resposta imune eficaz contra o parasito,
principalmente pela baixa producéo local do &-interferon (LUZ, 2005). Este resultado encon-
trado por Luz (2005) corrobora com o presente estudo, pois a frequéncia de positividade de
amastigotas no intestino foi de 58%, sugerindo que o infiltrado linfoplasmocitario ndo atua
de maneira efetiva sobre a multiplicacdo do protozoario a nivel intestinal.

Na lamina propria ndo inflamada, 15% das celulas mononucleares sdo macréfagos e
a sua outra grande maioria € composto por linfdcitos e plasmdcitos, que compdem o sistema
imune adaptativo local, e durante o processo de inflamacéo intestinal, o numero destas célu-
las aumenta. Este aumento é gerado pelo processo de quimiotaxia das células endoteliais
locais e das células mononucleares da lamina prépria, como os linfocitos, gerando processos
de colite e possivel diarreia no paciente (SCHOELMERICH et al., 1988 e FERRER et al,
1991. Toplu e Aydogan (2011) e Ferrer et al. (1991) descreveram que a diarreia crénica € a
primeira manifestacdo clinica da LVC nos animais estudados e com infeccdo intestinal. Em
nosso estudo, ndo tivemos como observar essa associa¢ao de infeccédo intestinal por L. infan-
tum e diarreia, pois ndo foram realizadas nos cées examinados a avaliacdo e controle quanto
ao volume e frequéncia de defecagGes e presenca de alteragdes nas fezes relacionadas a con-
sisténcia e presenca de muco e sangue.

Achados histopatologicos intestinais em cées parasitados por helmintos sdo as Ulce-

ras e descamacdo em mucosa, congestdo e hemorragia, infiltrado eosinofilico e mononuclear
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fagocitario intenso e com encapsulamento do parasita, conforme observado por Campos, J.
Moraes e F. Moraes (2009), Kalkofen (1976), Kirkova e Dinev (2005), Klockiewicz et al.
(2019) e Sloss (1999). Apesar da presenga de helmintos parasitas nos segmentos intestinais
de 2 cées, Pinto et al. (2011) observaram que esta ndo interferiu com a analise histologica de
segmentos do trato gastrointestinal de cdes com LVC. O presente estudo ndo corrobora com
Pinto et al. (2011), pois o grupo de cées coinfectados por helmintos apresentou maior fre-
quéncia de alteracOes histoldgicas, demonstrando que os helmintos podem ter contribuido
para a presenca de lesGes. Entretanto, as alteracdes histolégicas observadas no presente estu-
do foram diferentes das descritas para infeccdo intestinal por helmintos (CAMPOS; MO-
RAES, J.; MORAES, F., 2009; KALKOFEN, 1976; KIRKOVA;DINEV, 2005; KLOCKI-
EWICZ et al., 2019; SLOSS, 1999). As alteracGes histoldgicas observadas no presente estu-
do foram semelhantes ao reportado na literatura em infecc@es intestinais por L.(L.) infantum
em cées, tais como infiltrado linfoplasmocitario e eosinofilico (leve), achatamento de vilosi-
dades bem como areas focais de fibrose, hiperplasia glandular e rara inflamacdo granuloma-
tosa (CASANOVA, et al 2019; PINTO et al, 2011.; FIGUEIREDO, 2013). A possivel expli-
cacdao para essas alteracdes histologicas intestinais nao especificas e leves, diante um parasi-
tismo helmintico, observadas no presente estudo, pode ser a imunoprotecdo intestinal criada
pelos cdes adultos frente a um parasitismo helmintico, os tornando menos predispostos as
helmintoses intestinais de alta carga (BALASSIANO, et al., 2009). De fato, observamos
baixas cargas de helmintos nos cées reforcando essa hipotese.-.

Toplu e Aydogan (2011) encontraram no trato gastrointestinal aumento moderado da
celularidade. Os autores descreveram que o infiltrado linfoplasmocitario foi restrito a lamina
propria adjacente a muscular da mucosa, semelhante aos achados de Pinto et al. (2011) e
observado também do presente estudo. Essa localizacdo mais frequente das amastigotas e do
infiltrado inflamatdrio pode estar relacionado a circulagdo da linfa no intestino. Na lamina
prépria, proximo a muscular da mucosa ha uma rede de vasos linfaticos que se conectam
com os vasos linfaticos que drenam as vilosidades (MILLER; NEWBERRY; MCDOLE,
2010). Possivelmente, nessa rede se concentram as células inflamatdrias, incluindo os ma-
crofagos parasitados por formas amastigotas de Leishmania sp. Segundo Pinto et al (2011),
corroborando com a hipotese do presente estudo, o tipo de circulagdo presente no trato gas-
trointestinal possibilita maior passagem celular e, com isso, maior concentracdo de parasitos
nas regides onde estdo presentes 0s vasos mais calibrosos.

Foi encontrado neste estudo um aumento das alteracdes histoldgicas intestinais em

cdes com amastigotas nas camadas teciduais do jejuno e ceco. Tanto Ferrer et al. (1991)
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quanto Adamama-Moraitou et al. (2007) observaram colite e alteragdes intestinais nos ani-
mais com e sem manifestacdo de sinais clinicos e visualiza¢do da Leishmania sp. no intesti-
no grosso, corroborando com o resultado do presente estudo, onde o ceco apresentou maior
frequéncia de positividade para Leishmania sp. pela técnica de imuno-histoquimica se com-
parado ao jejuno. A maior parte dos cdes deste estudo apresentaram negatividade para
Leishmania sp. em jejuno, sobretudo no grupo de cdes coinfectados por helmintos. Esse
achado corrobora com os resultados de Rousseau et al. (1997) que observaram que apés de-
zoito dias da inoculacdo de L. infantum, que corresponde a fase aguda da leishmaniose vis-
ceral, a carga parasitaria de amastigotas no figado dos camundongos coinfectados com L.
infantum e Trichinella spiralis foi significativamente inferior (p < 0,001) a de camundongos
infectados com L. infantum unicamente. Setenta dias pos inoculacdo da L. infantum, que
corresponde a fase cronica da doenca, a carga de amastigotas no baco foi significativamente
mais baixa em camundongos coinfectados, podendo este achado estar relacionado a reposta
imunoldgica Th2 frente a infeccdo pelos helmintos. Porém tais resultados ndo eram espera-
dos neste estudo. Esperava-se maior presenca de amastigotas teciduais de Leishmania sp. em
cdes coinfectados, mediante a uma resposta Th2 afim de expulsar os helmintos depreciando
a resposta de carater Th1l que atuam sobre as amastigotas. Este resultado pode estar presente
por conta da baixa carga parasitaria de helmintos encontrada no jejuno dos animais coinfec-
tados ou por conta do baixo numero populacional do experimento.

No presente estudo no ceco, a frequéncia de positividade para formas amastigotas foi
maior nos cées coinfectados e poliparasitados por helmintos. Esses resultados séo diferentes
dos relatados por Pinto et al. (2011), que observaram que a presenca de helmintos néo inter-
firia com a andlise histologica de segmentos do trato gastrointestinal de cdes com LVC. Po-
rém Gonzélez-Sanchez, Cuquerella e Alunda (2018), verificaram um aumento notavel na
producdo de ovos de Heligmosomoides polygyrus (uma espécie de helminto de roedores),
bem como a longevidade dos parasitas adultos, e aumento do nimero de helmintos em ca-
mundongos, apds coinfecgdo experimental com Leishmania infantum. Estes resultados sao
consistentes com a anulacdo parcial da resposta Th2 para H. polygyrus, e a polarizacéo
da resposta tipo Thl, resultando em uma taxa de fecundidade elevada e longevidade de
helmintos. Este estudo corrobora com o achado no presente estudo, onde o grau de para-
sitismo por helminto (poliparasitados) estava associado positivamente a presenca de amasti-
gotas no ceco. Outra hip6tese para aumento da frequéncia das amastigotas no ceco de cdes
coinfectados é a presenca do T. vulpis, que pode estar relacionado diretamente ao crescimen-

to das formas amastigotas no local.
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Em relacdo a cultura parasitélogica, o presente estudo obteve uma alta frequéncia de
positividade no isolamento do protozoario derivados da amostra de linfonodo e medula &s-
sea dos cdes estudados. Houve maior positividade nos cdes monoinfectados, porém espera-
va-se encontrar maior positividade na cultura nos cées coinfectados por conta da resposta
imunoldgica antagénica. Tal achado pode estar ligado ao baixo nimero de cées avaliados,
bem como a carga parasitaria helmintica baixa nos coinfectados, ndo sendo suficiente para
aumentar a resposta Th2 a ponto de favorecer a infeccdo por Leishmania. Portanto, sdo ne-
cessarios estudos com um numero maior de animais para confirmar os resultados obtidos no
presente estudo.

Houveram limitagGes no presente estudo como a falta de um grupo controle, 0 ndo
acompanhamento destes cdes com coletas de amostras em um determinado periodo de tem-
po, acompanhando-se assim a evolucdo de ambas das infecgdes e quadro clinico dos ani-
mais. Também seria de grande valia um estudo da resposta imunolégica da populagdo de

caes analisados.
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8 CONCLUSOES

A ocorréncia de helmintos intestinais em cées soropositivos para Leishmania
infantum foi alta, mesmo sendo a maioria dos cées adultos e domiciliados,
demonstrando que esses animais ndo eram rotineiramente tratados com anti-
helminticos e representando um potencial risco de transmissdo desses parasi-
tos para humanos e animais.

O maior nimero de sinais clinicos nos cées coinfectados sugere que a infec-
¢ao por helmintos pode agravar a LVC, sendo a esplenomegalia, caquexia e
descamacdo furfuracea os sinais clinicos mais frequentes, o que pode com-
prometer o estado de salde geral do animal.

Os helmintos mais prevalentes em cdes provindos de Barra Mansa coinfecta-
dos por Leishmania (Leishmania) infantum sdo o Ancylostoma caninum e o
Dipylidium caninum, o que aumento o risco a humanos de adquirem a larva
migrans cutanea e a dipilidiose.

Os testes coproparasitologicos foram sensiveis, sobretudo os testes de flutua-
cao (Fulleborn e Gordon Whitlock). Recomenda-se associar a técnica de se-
dimentacdo (Ritchie modificado) para melhor diagndstico dos helmintos in-
testinais através da observacéo e contagem dos ovos.

A anemia normocitica normocrémica, a trombocitopenia e a linfopenia séo
alteracGes hematoldgicas frequentes em cdes infectados por Leishmania
(Leishmania) infantum, que sugere um possivel indicador para o diagndstico
da doenca. Nos cdes coinfectados a anemia é a alteragdo mais frequente.

Os cées coinfectados apresentam maior frequéncia de alteracdes histologicas
intestinais, como a presenca do infiltrado linfoplasmocitario, e maior ocor-
réncia de formas amastigotas de Leishmania spp. sobretudo no ceco, sugerin-
do influéncia dos helmintos no agravamento das lesdes intestinais por Leish-

mania (Leishmania) infantum.
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9 ANEXOS

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Vice-presidéncia de Pesquisa e Comisséao de Etica
bisratorios 4 . no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENGA LW-24/17

Certificamos que o protocolo (P-51/16-4), intitulado "OCORRENCIA DE Brucella canis e
Coxiella burnetii EM CAES SOROLOGICAMENTE POSITIVOS PARA Leishmania infantum”, sob a
responsabilidade de RODRIGO CALDAS MENEZES, atende ao disposto na Lei 11794/08, que disp6e sobre o
uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia das Leis e demais
exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 10/07/2021 e inclui o uso total de :

Canis familiaris
- 90 Machos.
- 90 Fémeas.

Rio de Janeiro, 10 de julho de

Octavio Augusto Francga Presgrave
Coordenador da CEUA
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Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundag&o Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expans&o - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br
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