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Lima, I. S. Desorganizagdo da polpa branca esplénica esta associada com a
apresentacao clinica mais grave da leishmaniose visceral em cies naturalmente
infectados. Salvador, 2013. (Dissertacdo de Mestrado em Patologia
Experimental) - Fundagao Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz,
Salvador.

RESUMO

O bago é o maior 6rgao linfoide secundario em seres humanos e em caes. Em
ambos, a auséncia do baco esta associada com um risco aumentado de
ocorréncia de infeccbes localizadas e disseminadas, incluindo sepse
generalizada. A leishmaniose visceral e outras infecgcbes podem alterar a
estrutura histolégica do bago, o que leva a uma destruigdo dos microambientes
da polpa branca. Trabalhos anteriores mostraram que a ruptura da estrutura de
polpa branca é mais frequente em cédes com marcadores laboratoriais de
suscetibilidade a leishmaniose visceral, como a cultura esplénica positiva e LST
negativo, do que nos animais em que estes marcadores de susceptibilidade
estavam ausentes. Neste estudo, o nosso objetivo € examinar a relagdo entre a
desorganizagao histologica da polpa branca esplénica e a gravidade da
leishmaniose visceral. As amostras e os dados utilizados neste estudo foram
coletados de 206 caes de rua provenientes de uma area endémica para
leishmaniose visceral, a cidade de Jequié (Bahia, Brasil). Os animais foram
examinados clinicamente e foram realizados os testes ELISA e LST. Aspirados
de bago foram coletados para a cultura, e fragmentos de bago foram coletadas
para estudos de biologia molecular e de estudos morfolégicos. Os animais foram
classificados de acordo com o grau de organizagao estrutural da polpa branca
esplénica em grupos com bago (a), bem organizado, (b) ligeiramente
desorganizado, (c) a moderadamente a extensivamente desorganizado. Em
relagcdo a positividade no ELISA juntamente com a desorganizagdo do bago,
conjuntivite ( P= 0,0116), hiperproteinemia (p= 0,021) foram mais frequentes no
grupo de animais com ELISA positivo e bago desorganizado, quando
comparado com os outros grupos. Os animais polissintomaticos sdo mais
frequentes no grupo com ELISA positivo e bago do tipo 3 (p= 0,004). Os scores
clinicos atribuidos a intensidade da conjuntivite (P <0,05), dermatite (P <0,05) e
linfadenopatia (P <0,01), alopecia (P <0,01), onicogrifose (P <0,05) foram mais
elevados nos animais com ELISA positivo e bago desorganizado do que outros
grupos, bem como o numero de sinais clinicos atribuiveis a leishmaniose
visceral canina (p= 0,0014).Em relagdo a andlise da positividade na cultura
esplénica juntamente com a desorganizagdo do bago, a frequéncia de caes
polissintomaticos foi maior em animais com bacgo ligeiramente desorganizado (P
<0,05) e bago desorganizado (P <0,005), do que em animais com bacgo
organizado. Alopecia (P <0,01), conjuntivite (P <0,05), desidratagao (P <0,001),
dermatite (P <0,05), onicogrifose (p <0,01), anemia (P <0,05), ulcera (P <0,001)
e alto escore clinico (P <0,001) foram mais frequentes em animais com cultura
esplénica positiva e bago desorganizado, do que nos animais com cultura
negativa e bago organizado. Em concluséo, os cdes com desorganizagdo do
bago associada com leishmaniose visceral t€m mais sinais clinicos e pior estado
clinico do que os animais com leishmaniose visceral, mas sem desorganizagéo
do baco.

Palavras chave: leishmaniose visceral canina, bago, cao, manifestagao clinica




Lima, I. S. Disruption of the splenic white pulp is associated with more severe
clinical presentation of visceral leishmaniasis in naturally infected dogs.
Salvador, 2013. (Master thesis in Experimental Pathology) - Fundacao Oswaldo
Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador.

ABSTRACT

The spleen is the largest secondary lymphoid organ in human beings and in
dogs. In both in human beings and in dogs, the absence of the spleen is
associated with increased risk of localized and disseminated infection including
overwhelm sepsis. Visceral leishmaniasis and other infections alter the
histological structure of the spleen, leading to a disruption of the white pulp
microenvironments. Previous works have shown that the disruption of the white
pulp structure is more frequent in dogs with laboratorial markers of susceptibility
to visceral leishmaniasis such as positive spleen culture and negative leishmanin
skin test than in animals in which these susceptibility markers were absent. In
this study, our goal is to examine the relationship between the histological
disorganization of splenic white pulp and severity of visceral leishmaniasis.The
samples and data used in this study were collected from 206 stray dogs from an
endemic area for visceral leishmaniasis, the city of Jequie (Bahia, Brazil). The
animals were examined clinically and ELISA and LST were performed. Splenic
aspirates were collected for culture, and fragments of spleen were collected for
molecular and morphological studies. The animals were ranked according to the
degree of structural organization of splenic white pulp of the spleen in groups (a),
well-organized, (b) slightly disordered, (c) moderately extensively disorganized.
In relation to the positive in the ELISA with the disorganization of the spleen,
conjunctivitis (P = 0.0116) hyperproteinemia (p = 0.021) were more frequent in
the group of animals with positive ELISA and disorganized spleen when
compared to the other groups. Polisymptomatic animals are more frequent in the
group with positive ELISA and spleen type 3 (p = 0.004). Clinical scores
attributed to the intensity of conjunctivitis (P <0.05), dermatitis (P <0.05) and
lymphadenopathy (P <0.01), alopecia (P <0.01), onychogryphosis (P <0.05 )
were higher in animals with positive ELISA and disorganized spleen than other
groups, as well as the number of clinical signs attributable to canine visceral
leishmaniasis (p = 0.0014). Regarding the analysis of positive spleen culture
together with splenic disorganization, the frequency of polisymptomatic dogs was
higher in animals with slightly disordered spleen (P <0.05) and disorganized
spleen (P <0.005) than in animals with organized spleen. Alopecia (P <0.01),
conjunctivitis (P <0.05), dehydration (P <0.001), dermatitis (P <0.05),
onychogryphosis (p <0.01), anemia (P <0.05 ), ulcers (P <0.001) and high
clinical score (P <0.001 were more frequent in animals with positive spleen
culture and disorganized spleen than in animals with negative culture and
organized spleen . In conclusion, dogs with disorganization of the spleen
associated with visceral leishmaniasis have more clinical signs and worse clinical
status than animals with visceral leishmaniasis, but without disruption of the
spleen.

Keywords: canine visceral leishmaniasis, spleen, dog, clinical presentation




1. INTRODUGAO

O baco é o maior 6rgao linfoide secundario do organismo em humanos e caes,
sendo mais complexo do que qualquer outro tecido linfoide (REECE, 2006). E
um érgéo parenquimatoso, dividido em polpa branca e polpa vermelha. A polpa
vermelha é formada por corddes esplénicos, separados por sinusoides, e
constituidos por uma rede frouxa de células e fibras reticulares de colageno do
tipo Ill, que contém células como leucdcitos, além de plaquetas e eritrocitos
(JUNQUEIRA, 2004; MCGAVIN e ZACHARY, 2012; GUYTON e HALL, 2006).
A polpa branca €& um tecido linfoide organizado em bainhas, com
compartimentos de linfocitos T e B, ao redor de ramificacdes de vasos arteriais,
assemelhando-se a estrutura de um linfonodo (MEBIUS & KRAAL, 2005). A
estrutura e fisiologia do bago fazem dele pega fundamental do sistema
imunoldgico. A microarquitetura do bago facilita a comunicagao eficiente entre
células apresentadoras de antigenos e linfocitos T para a montagem de uma
imunidade protetora contra patéogenos (BENEDICT et al., 2006). O bago é
também um dos principais locais para a iniciagdo de grande parte da resposta
imune primaria e para a ativagao de linfécitos B com consequente produgao de
anticorpos (LEUNG et al.,, 1972). A manutengado da integridade estrutural do
baco é fundamental para defesa contra microrganismos (PAULO et al., 2001).
A auséncia do bacgo esta relacionada com um aumento no risco de surgimento

de infecgdes, localizadas e disseminadas.

Infecgbes, como a leishmaniose visceral, infecgdo por Plasmodium chaubadi e
algumas infecgbes virais causam alteragdes na estrutura esplénica, levando a
uma desorganizagao do tecido linfoide, com desaparecimento das delimitagbes
entre os compartimentos da polpa branca, e até mesmo entre a polpa branca e
a polpa vermelha (DKHIL, 2009; ATO et al., 2002; SMELT et al., 1997,
SANTANA et al, 2008). Nosso grupo demonstrou a ocorréncia de
desorganizagao do tecido linfoide, entre outras alteragdes como periesplenite,
granulomas, e aumento da frequéncia de plasmadcitos na polpa vermelha. Tais
alteragdes esplénicas parecem estar relacionadas com a susceptibilidade dos

caes para a leishmaniose visceral, indicada pela ocorréncia de cultura



esplénica positiva e resultado negativo no LST (SANTANA et al., 2008). Nosso
grupo também mostrou uma redugdo nas populagdes celulares do foliculo
linfoide e da zona marginal, com uma reducdo no numero de células B e
células dendriticas foliculares. O numero de células B estava reduzido tanto
nos foliculos quanto nas zonas marginais, nos animais com tecido linfoide
desorganizado. Além disso, também foi observada uma redugao na expressao
de CXCL13, uma quimiocina que atua na migragao de células B para o foliculo
linfoide e na manutengdo dessas células proximas as células dendriticas
foliculares (SILVA et al, 2012). Estas mudangas no bago foram associadas
com maior frequéncia de doenga grave nos caes com tecido linfoide

desorganizado, porém, o numero de animais € limitado (SILVA et al, 2012).

No presente estudo, reunimos os dados clinicos e laboratoriais de um grande
numero de caes de uma area endémica de leishmaniose visceral para estudar
a relagéo entre a desorganizagédo da polpa branca esplénica e a gravidade da
doenca nesses caes. Os dados apresentados sao relevantes para a
compreensao dos mecanismos das formas severas de leishmaniose visceral, e

contribui para a definicdo de marcadores de gravidade para a doenga.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral € uma zoonose de grande importancia em diversas
regides do mundo. Inicialmente, era caracterizada como doenga de carater
eminentemente rural, porém, mais recentemente vem se expandindo para
areas urbanas de médio e grande porte e se tornou um crescente problema de
saude publica no pais e em outras areas do continente americano (BRASIL,
2013a). Tem ampla distribuicdo, ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente
Médio, na Africa e nas Américas, onde também é denominada leishmaniose
visceral americana (LVA) ou calazar neotropical. Na América Latina, a doenca
ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no
Brasil, especialmente na Regidao Nordeste (BRASIL, 2006). Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude, estima-se que ocorrem 500.000 casos novos
de LV anualmente, sendo que, 90% desses casos ocorrem em Bangladesh,
Brasil, india, Nepal e Sud&o. Destaca-se que dos casos registrados na América
Latina, 90% ocorrem no Brasil (BRASIL, 2013b).

No Brasil, a LV é considerada um grave problema de saude publica, tendo em
vista a prevaléncia, expansao geografica e controle complexo, caro e laborioso
e a letalidade de 6-12% associada a enfermidade humana (BRASIL, 2009a;
BRASIL, 2013a). O crescimento da LV no Brasil & expressivo, pois em 2011
houve 3.894 casos confirmados da doenga no pais, com 262 obitos (BRASIL,
2013a), enquanto em 1990 o nimero era de apenas 1.944 (BRASIL, 2013b). E
uma doenga crbnica, sistémica, que quando nao tratada, pode evoluir para
obito em mais de 90% dos casos (BRASIL, 2013a).

A LV é causada por um protozoario, parasita intracelular obrigatério, da familia
Trypnosomatidae, género e subgénero Leishmania. Nas Américas, bom como
no Mediterraneo, Oriente Médio, Africa Ocidental e Asia Central, a doenca é

causada pela espécie Leishmania infantum (anteriormente conhecida como



Leishmania chagasi) enquanto na india e restante da Africa é causada pela
Leishmania donovani (HARHAY et al, 2011). Estudos recentes de
caracterizagdo molecular mostraram que L. chagasi e L. infantum sé&o
geneticamente indistinguiveis, podendo ser citadas como sinénimos
(MAURICIO, STOTHARD e MILES, 2000; KUHLS et al., 2011). O género
Leishmania inclui aproximadamente 30 protozoarios, que parasitam tanto
humanos quanto animais. Nem todas as espécies de Leishmania tém
importancia médica, sendo apenas 20 consideradas patogénicas para
humanos e apenas 10 tendo sido isoladas em céaes (SARIDOMICHELAKIS et
al, 2009).

A Leishmania é um parasita bifasico que completa o seu ciclo de vida em dois
hospedeiros, o vetor fleb6tomo, que abriga a forma promastigota flagelada
extracelular, e um mamifero, no qual a forma amastigota intracelular
desenvolve. A infecgcdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o
sangue de mamiferos infectados, ingerem macrofagos parasitados por formas
amastigotas da Leishmania (BRASIL, 2006). A Leishmania se multiplica no
trato digestivo do flebotomineo e torna-se infectante 8-20 dias depois
(DESJEUX, 2004). A forma promastigota infectante, chamada promastigota
metaciclica, é transmitida a um novo hospedeiro vertebrado no momento em
que o flebétomo parasitado se alimenta de sangue de um vertebrado, quando
as promastigotas migram do seu trato digestorio através da sua proboscide. Os
flebotomineos se alimentam do sangue de mamiferos. Em caes isso ocorre
principalmente em areas de pele com pouco pelo, como a cabeca, focinho,
pavilhdo auditivo e areas inguinal e perianal (SOLANO-GALLEGO et al, 2009).

A transmissao pode ocorrer de maneira zoondética ou antroponética. Na forma
zoonotica, os parasitas (Leishmania chagasi / Leishmania infantum) sao
transmitidos a partir de reservatérios silvestres e animais domésticos
(pequenos roedores, caes) através da picada do flebotomineo fémea. Também
pode ser de carater antroponético, quando o parasita (Leishmania donovani) é
transmitido pelo inseto a partir de um hospedeiro humano infectado (HARHAY
et al, 2011; WHO, 2013). No Brasil, sua transmissao ¢é feita pela fémea de
insetos do género Lutzomyia. (DESEJEUX, 2004; UZAIR et al, 2004; BRASIL,



2006; BRASIL, 2009a; DANTAS-TORRES, 2009). Na Europa, Asia e Africa, a
transmissdo € realizada por insetos do género Phlebotomus, variando de
espécie entre as regides (DESCOTEAUX & TURCO, 1999).

Os flebotomineos sao presentes principalmente em paises tropicais, e sao
ativos durante os meses relativamente quentes do ano nos paises de clima
temperado. A atividade de flebotomineos adultos € crepuscular e noturna, do
inicio da primavera ao fim do outono na bacia do Mediterrédneo e durante todo o
ano na América do Sul. Sua gama de atividade € entre 15 e 28 °C, e esta
sempre associada a alta umidade relativa e auséncia de vento ou chuva.
Flebotomineos podem voar distancias de 200 m a 2,5 km e podem entrar nas
casas durante a noite devido ao seu fototropismo positivo (SOLANO-GALLEGO
et al, 2009). No Brasil, duas espécies, até o momento, estéo relacionadas com
a transmissao da doenga, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira é
considerada a principal espécie transmissora da Leishmania (Leishmania)
chagasi, e € encontrada nas cinco regides do pais, mas a L. cruzi também foi
incriminada como vetora em uma area especifica do estado do Mato Grosso do
Sul. Sao também conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquiras,
birigui, entre outros (BRASIL, 2013a).

Em reqgides urbanas o cao (Canis familiaris) € apontado como o principal
reservatorio da LV, devido a sua relagao proxima com os humanos (DANTAS-
TORRES, 2007), e a caracteristicas como o fato de desenvolver um intenso
parasitismo cutaneo, favorecendo a infec¢ao de flebétomos (de QUEIROZ et al,
2011). Outro aspecto importante € o fato de que a maioria dos caes permanece
assintomatica por longos periodos de tempo, o que retarda o diagndstico e
favorece a manutencédo do animal infectado na regido e a transmissao da LV
(ALVAR et al., 2004; BRASIL, 2006; DINIZ et al, 2008). Tem sido demonstrada
uma correlagédo entre a distribuicdo espacial de caes positivos e a ocorréncia
de casos humanos de LV em diversas regides, o que leva a crer que a infecgéo
humana foi precedida pela infecgdo canina (DANTAS-TORRES, 2007; DINIZ et
al, 2008, FRAGA et al, 2012). No ambiente silvestre, sdo apontados como
reservatorios as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais
(Didelphis albiventris) (BRASIL, 2006). Existem também relatos indicando

roedores como reservatorios da LV em areas rurais e periurbanas. Outros



animais podem compor o cenario epidemiolégico da LV em areas endémicas,
pois, mesmo com a retirada de todos os cdes soropositivos, o ciclo de
transmissdo da doenca ainda pode existir, embora o numero de casos
humanos tenha diminuido (SILVA, 2001).

2.2 Manifestagoes clinicas da leishmaniose visceral canina

No que se refere a apresentagéo clinica da leishmaniose visceral canina, os
animais podem apresentar desde nenhum sinal até multiplos sinais clinicos, e
esse polimorfismo reflete ndo sé o estagio da evolugdo da doenga, mas
também as diferencas na susceptibilidade do hospedeiro, o estado do sistema
imunoldgico, e terapias prévias. Em algumas regides, a ocorréncia de outras
infeccdes, como erlichiose e babesiose também devem ser consideradas, pois
tais infecgcbes podem levar ao surgimento de sinais clinicos semelhantes
(SARIDOMICHELAKIS et al, 2009, CIARAMELLA et al, 1997).

A leishmaniose canina € uma doenga sistémica que pode envolver qualquer
o6rgao, tecido ou fluido biolégico, e se manifesta por sinais clinicos
inespecificos. Os principais achados clinicos encontrados no exame fisico em
LV incluem febre, palidez de mucosa, hepatoesplenomegalia, lesdes cutaneas,
depressdo, letargia, atrofia muscular, anorexia, sinais oculares (como
ceratoconjuntivite e opacidade de coérnea), alopecia, epistaxe, artropatias,
ascite, diarreia, onicogrifose, manifestagbes hemorragicas, além de
linfadenomegalia e perda de peso. Também sdo observados outros sinais
como, lesdes cutaneas perioculares, faléncia renal e claudicagdo (ETTINGER e
FELDMAN, 1997; CIARAMELLA et al, 1997; SOLANO-GALLEGO et al, 2009;
TROPIA DE ABREU et al, 2011; MENDONGCA, 1999; MARTINEZ-SUBIELA et
al, 2002; SOLANO-GALEGO et al, 2004; UZAIR et al, 2004; BARROUIN-MELO
et al, 2006; BRASIL, 2006; REIS et al, 2006a, SANT’ANA et al, 2007, LIMA et
al, 2010).

As alteracbes cutdneas mais comuns incluem dermatite esfoliativa n&o

pruriginosa, com ou sem alopecia, que pode ser generalizada ou localizada na



face, orelhas e membros, dermatite ulcerativa sobre proeminéncias ésseas,
jungdes mucocutaneas, patas, orelhas, dermatite nodular focal ou multifocal,
dermatite proliferativa mucocutanea e dermatite papular. Manifestagcbes
cutaneas atipicas como despigmentacado, paniculite, hiperqueratose digital e
nasal, erupcdo pustular, doenca semelhante a alopecia areata, doenca
semelhante ao pénfigo folheaceo e eritema multiforme sao relativamente raras.
Piodermite estafilocécica, superficial ou profunda, € uma complicagdo comum
(ETTINGER e FELDMAN, 1997; CIARAMELLA et al, 1997; KOUTINAS et al,
1999; SANT'ANA et al, 2007; SOLANO-GALLEGO et al, 2009). Os achados
laboratoriais mais bem descritos sdo anemia, leucopenia, caracterizada por
linfopenia, eosinopenia e monocitopenia, trombocitopenia, neutrofilia,
hiperproteinemia, principalmente devido a elevada producido de anticorpos, e
hipoalbuminemia, devido as lesdes renais e hepaticas (ETTINGER e
FELDMAN, 1997; CIARAMELLA et al, 1997, REIS et al, 2006a; TROPIA DE
ABREU et al, 2011).

As doencas canina e humana apresentam varias semelhancas em relacdo ao
quadro clinico, com exce¢cao do comprometimento cutdneo mais grave,
observado na doenga canina (MORENO E ALVAR, 2002). Em relacdo aos
seres humanos, as principais manifestagdes clinicas incluem febre, palidez,
anorexia, emagrecimento, astenia, hepatoesplenomegalia, distensdo
abdominal, por vezes com presenca de dor, diarreia, manifestacbes
hemorragicas, edema, ictericia, tosse, dispneia, epistaxe, linfadenopatia
(PASTORINO et al, 2002; QUEIROZ et al, 2004; UZAIR et al, 2004; REY et al,
2005; PEDROSA e ROCHA, 2004; GUERRA et al, 2004, BERMAN, 1997).
Dentre as alteracdes laboratoriais estdo anemia, trombocitopenia, leucopenia,
neutropenia, aumento de enzimas hepaticas (TGO e TGP) (UZAIR et al, 2004,
BERMAN, 1997).



Figura 1. Manifestagbes clinicas classicas na leishmaniose visceral canina. A: alopecia no

focinho; B: onicogrifose; C: dermatite ndo pruriginosa esfoliativa generalizada; D: lesao
ulcerada em orelha; E: ceratoconjuntivite; F: caquexia. Cdes de uma area endémica para
Leishmaniose Visceral (Jequie-BA-Brasil). Fonte: Arquivo de fotos do Laboratério de Patologia
e Bio-Intervencgéo, FIOCRUZ- BA.



2.3 O cao como reservatorio e modelo de estudo da leishmaniose

visceral

O cao doméstico possui os atributos necessarios para ser reservatorio eficiente
da L. infantum. Em razao da sua proximidade com os seres humanos, o cao
tem sido apontado como o principal reservatério de L. infantum na china, bacia
do Mediterraneo e nas Américas (DANTAS-TORRES, 2007; DINIZ et al, 2008;
FRAGA et al, 2012). Tem sido relatada a existéncia de diferencas entre ragas,
como os caes das ragas Cocker e Boxer, que apresentam um maior risco de
infeccdo quando comparados com animais de outras ragas (FRANCA-SILVA et
al, 2003). Ja os caes da raga Ibizan Hound s&o apontados como mais
resistentes em relagc&o as outras ragas (SOLANO-GALLEGO et al, 2000). Além
disso, caes com pélos curtos estdo mais predispostos a infeccdo do que
aqueles com pélos longos, provavelmente pelo falo de nos animais de pélos
curtos a pele estar mais exposta e ser mais facil o acesso do flebétomo a pele
do animal (DINIZ et al, 2008). Entretanto, de uma forma geral, os cédes séo
suscetiveis a infeccao por L. infantum, o que contribui para seu papel como
reservatorio do parasito (DANTAS-TORRES, 2007; DINIZ et al, 2008). Outro
fato caracteristico importante € o cdo apresentar, na maioria das vezes, um
intenso parasitismo cutdneo, o que aumenta a possibilidade de infecgdo do
vetor (de QUEIROZ et al, 2011).

Além da grande importédncia do cdo como reservatério, a doenga canina
também é tida como de grande valor para a compreensao da doenga humana,
uma vez que o quadro clinico apresentado na doenca canina, como
mencionado acima, apresenta grande similaridade com o quadro observado na
doenga humana, com excegdao do comprometimento cutdneo observado na
doenca canina, que é mais exacerbado do que o observado na doenca
humana. Além disso, a evolucdo da histéria natural da doenca canina
apresenta grande similaridade com a doenga humana, o que faz com que a LV
canina seja um importante modelo de estudo para a LV humana (CIARAMELLA
et al, 1997; MENDONCA et al, 1999; GUERRA et al, 2009; TROPIA DE
ABREU et al, 2011).



Portanto, é plausivel concluir que o cdo doméstico desempenha um papel
importante na epidemiologia da leishmaniose visceral. Os programas de
controle da leishmaniose visceral frequentemente incluem eliminagcdo ou
tratamento de céaes infectados, tratamento de casos humanos, controle do vetor
e eliminagdo de outros possiveis reservatorios. No Brasil, a énfase do
programa de controle é na vigilancia sorolégica de cdes e humanos, e a

eliminagao de caes soropositivos (ASHFORD et al, 1998).

No Brasil, os Ministérios da Saude e da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
por meio da portaria interministerial n°® 1.426, de 2008, proibem o tratamento da
leishmaniose visceral em caes (BRASIL, 2008). Nos paises onde o tratamento
é permitido, as opc¢des de tratamento para a leishmaniose estdo limitadas ao
uso de antimoniais pentavalentes como drogas de primeira linha e pentamidina,
anfotericina B como farmacos de segunda linha. Mas, devido ao aumento da
resisténcia a drogas de primeira linha e a toxicidade de farmacos de segunda
linha, o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a doenca seria um
importante avango. A utilizagdo de vacinas € vantajosa em relagcdo a
quimioterapia, pois elas induzem efeitos de longa duragcdo e poderiam ser
administradas tanto de maneira profilatica como terapéutica. Além disso, a
vacina ndo apresentaria o problema da resisténcia como no caso da
quimioterapia (NAGILL e KAUR, 2011).

A resposta imune tipo Th1, é exibida por individuos que desenvolvem a forma
assintomatica da LV (PINELLI et al. 1994). Se apo6s a infecgdo linfocitos T
CD4+ do tipo Th1 sdo estimulados, ocorre a producédo predominante de IFN-y,
com consequente ativagdo de macrofagos e destruicdo do parasita (MURRAY
et al., 1983). Ja os individuos que desenvolvem a doenga tendem a apresentar
uma resposta imune do tipo Th2 ou a predominancia da atividade de citocinas
produzidas por células T CD4+ Th2 (GHALIB et al., 1993). Neste tipo de
resposta, ocorre uma predominancia da produgao de IL-10 e IL-4. A produgao
de IFN-y é regulada por diversos fatores na leishmaniose visceral, dentre eles a
IL-10, que possui um papel fundamental na supressdo dessa citocina
(BACELLAR et al., 2000). Contudo, existe um equilibrio entre essas respostas,



como observado por Singh e colaboradores (2012), que mostraram que tanto
pacientes com leishmaniose visceral ativa quanto pacientes clinicamente
curados apresentavam niveis elevados de IFN-y, porém apenas pacientes com
doenca ativa também produziram IL-10. Isso mostra a preseng¢a dos dois tipos
de resposta (SINGH et al, 2012). Esses dados apontam a IL-10 como um
possivel alvo para a imunoterapia contra a LV, pois a sua inibicdo poderia levar
a um predominio de resposta imune do tipo TH1, o que favoreceria a

eliminagao do parasita.

Ao inibir a IL-10, o equilibrio entre as citocinas efetoras e reguladoras pode ser
deslocado para uma resposta do tipo TH1. O bloqueio de IL-10 pode aumentar
o bloqueio da fungdo de células apresentadoras de antigenos e, além disso,
aumentar a capacidade do macrofago infectado de responder adequadamente
a IFN-y, promovendo assim a eliminagao de parasita, tal como demonstrado in
vitro (GAUTAM et al, 2011; KUMAR e NYLEN, 2012). Isto pode reduzir a dose
e/ou a duragdo do tratamento que os pacientes recebem. Outros alvos
potenciais podem ser receptores expressos em Treg ou os seus ligantes
correspondentes em células efetoras, tais como a PD-1, e seus ligantes PD1-L
(B7-H1) ou CTLA-4 (EL-ON, 2009; KUMAR e NYLEN, 2012). A supressdo de
outras citocinas, incluindo de IL-13, IL-4 e TGF-B, inibiu a replicagdo do
parasita, mas apenas afetou parcialmente a morte do parasita sem a indugao

de um efeito sinérgico com antimoniais pentavalentes (MURRAY et al, 2005).

Outro aspecto importante a ser observado é a diversidade de possiveis
apresentagdes que € observada na doenga canina. Como ja foi mencionado
anteriormente, os cdes infectados podem apresentar desde nenhum sinal
clinico, sendo esses animais chamados de assintomaticos, até um elevado
namero de sinais, sendo considerados polissintomaticos. Devido a esse
polimorfismo, tem sido buscada a identificacdo de possiveis marcadores de
gravidade para a doenga, a fim de definir o perfil dos animais resistentes e dos
animais susceptiveis a leishmaniose visceral. At¢ o momento, alguns
parametros tém sido utilizados como marcadores de susceptibilidade e
resisténcia, como a presenga de parasitas em linfonodos e outros 6rgaos,

como o bacgo, determinada através de cultura. A identificagdo do parasito em



cultura de tecidos do hospedeiro indica uma incapacidade deste de controlar a
proliferacao da Leishmania no organismo, e consequentemente, de controlar a
infeccdo (PINELLI et al., 1994; PARANHOS-SILVA et al., 2003, REIS et al,
2006b).

Um importante marcador de resisténcia ou susceptibilidade a leishmaniose
visceral € o resultado no teste cutdneo da leishmanina (LST). O resultado
positivo no LST indica que o animal produz uma resposta celular quando em
contato com o antigeno da Leishmania, e tendo em vista que a imunidade ao
parasita € mediada por células T, uma resposta celular positiva pode indicar um
perfil de resisténcia a infecgao (PINELLI et al., 1994; SOLANO-GALLEGO et al,
2000). A resposta linfoproliferativa in vitro também é um importante marcador,
bem como o perfil de citocinas produzidas pelos animais durante a infec¢ao
(PINELLI et al., 1994). A presenca de resposta linfoproliferativa e a produgao
de citocinas como IFN-y indica um perfil de resisténcia a infecgdo (PINELLI et
al., 1994; PARANHOS-SILVA et al., 2003; MURRAY et al, 1983).

A presenca de sinais clinicos também é um marcador importante. Animais com
perfil de resisténcia a infecgao tendem a permanecer assintomaticos por longos
periodos, podendo nunca vir a apresentar sinais de doenga, ao passo que
animais susceptiveis apresentam uma série de sinais clinicos. Contudo, a
grande variedade e inespecificidade dos sinais clinicos atribuidos a LV dificulta
a avaliacdo (PINELLI et al., 1994; PARANHOS-SILVA et al., 2003; SOLANO-
GALLEGO et al, 2000).

Outro aspecto a ser avaliado é a produgdo de anticorpos especificos. Foi
demonstrado que animais assintomaticos produzem IgG1 em maiores
quantidades, enquanto que animais sintomaticos produzem mais IgA, IgE, e
IgG2. Também foi obervado que animais com maiores niveis de IgG1
apresentam menor carga parasitaria na medula enquanto que animais com
maiores niveis de IgA, IgM e IgG2 apresentam maior carga parasitaria em

orgaos como pele, medula 6ssea, linfonodo e bago (REIS et al, 2006b).

Nosso grupo demonstrou que existe uma associagdo entre a presenca de

marcadores de gravidade e a desestruturagdo do tecido linfoide esplénico



observada na LV. Animais com parasitismo esplénico identificado em cultura e
resultado negativo no LST apresentaram mais frequentemente desestruturagao
do tecido linfoide esplénico do que aqueles animais que nao apresentavam
parasitismo esplénico e tiveram resultado positivo no LST (SANTANA et al,
2008; SILVA et al, 2012). Esses achados, juntamente com o fato de o bago ser
um orgao altamente parasitado nos animais com perfil de susceptibilidade para
a LV (REIS et al, 2006b), mostram que o bago € um 6rgdo de grande

importancia no contexto da LV.

2.4 Bago

O bago é o maior 6rgdo linfoide secundario do organismo canino. E mais
complexo do que qualquer outro tecido linfoide (REECE, 2006). O bago do cao
€ um 6rgao alongado, aproximadamente em forma de haltere (DYCE et al.,
2004). Esta localizado no quadrante cranial esquerdo do abddémen, numa
orientacdo dorsoventral. Pesa aproximadamente 50 gramas em um céo de
porte médio (ETTINGER e FELDMAN, 1997), mas seu tamanho e peso podem
variar amplamente devido a sua fungdo como reservatério de sangue (DYCE et
al., 2004). Nos seres humanos, o bago se encontra em posi¢ao intraperitoneal.
Seu eixo longitudinal se projeta sobre o trajeto da 102 costela. Um bago de
tamanho normal, portanto, ndo é palpavel sob o arco costal. Devido a grande
superficie de contato com o diafragma, a posicdo do bago é altamente
dependente do momento da respiracdo. O bacgo fica localizado no chamado
nicho esplénico, delimitado inferiormente pelo ligamento frenocdlico, entre a
flexura esquerda do colo e o diafragma. O bacgo pesa 150 gramas e tem 11 cm

de comprimento, 7 cm de largura e 4 cm de espessura (SOBOTTA, 2013).

E um érgdo parenquimatoso, que diferente de outros 6rgéos parenquimatosos,
nao possui cértex e medula, mas é dividido em polpa branca e polpa vermelha.
Possui também uma capsula e trabéculas. A capsula de tecido conjuntivo

denso emite trabéculas, que dividem o parénquima, ou polpa esplénica, em



compartimentos incompletos, e fornece sustentagdo para os elementos do
parénquima. A superficie medial do baco apresenta um hilo, no nivel do qual a
capsula mostra um maior niumero de trabéculas, pelas quais penetram os
vasos. A estrutura do baco humano é semelhante a observada no bago canino,
com polpa branca, polpa vermelha e zona marginal, e componentes celulares e
vasculares semelhantes (JUNQUEIRA, 2004; MCGAVIN e ZACHARY, 2012;
SOBOTTA, 2013; GUYTON e HALL, 2006).

A polpa branca é organizada em bainhas linfoides, com compartimentos de
células T e células B, ao redor das ramificacbes de vasos arteriais,
assemelhando-se a estrutura de um linfonodo. A organizagdo correta e a
manutencio da polpa branca sio controladas por quimiocinas especificas, que
atraem células T e B para os seus respectivos dominios, estabelecendo assim
zonas especificas dentro da polpa branca (MEBIUS & KRAAL, 2005). O
espessamento dessas bainhas periarteriais forma os nddulos linfoides. Os
nodulos linfoides podem apresentar centros germinativos, indicativos de
estimulo antigénico (GARTNER & HIATT, 2007). No tecido linfoide das bainhas
periarteriolares ha predominancia de linfécitos T, enquanto que nos nddulos
linfaticos, ha predominancia de linfécitos B (JUNQUEIRA, 2004, MCGAVIN e
ZACHARY, 2012; GUYTON e HALL, 2006).

A polpa vermelha é formada por corddes esplénicos, separados por sinuséides.
Os corddes esplénicos, também chamados de corddes de Billroth, sao
continuos e de espessura variavel, conforme o estado local de distensdo de
sinusdides. S&o constituidos por uma rede frouxa de células reticulares e fibras
reticulares de colageno do tipo Ill, que contém células como macréfagos,
linfécitos T e B, plasmdcitos, mondcitos leucdcitos granuldcitos, além de
plaguetas e eritrocitos. (JUNQUEIRA, 2004; MCGAVIN e ZACHARY, 2012;
GUYTON e HALL, 2006).

Entre a polpa branca e a polpa vermelha existe uma zona linfoide mal
delimitada, chamada de zona marginal. Em cdes e gatos, ela &€ pouco
desenvolvida, enquanto que em outras espécies esta povoada por macrofagos,
plasmacitos, linfocitos e células dendriticas interdigitantes (APCs). A zona



marginal recebe sangue das artérias, de modo que, nessa area, ocorre filtracao
do sangue e fagocitose (ETTINGER e FELDMAN, 1997; JUNQUEIRA, 2004;
GARTNER & HIATT, 2007).

Varias fungdes de extrema importancia no organismo sao desempenhadas pelo
baco. Nos seres humanos, o bago desempenha fungdes semelhantes as
observadas nos c&es, como hemocaterese e em menor extensdo o
armazenamento de sangue (GUYTON e HALL, 2006). O bago € um dos
principais 6rgados hematopoiéticos durante o desenvolvimento fetal. Esta
atividade diminui com o nascimento, e bagos de caninos adultos normais néo
possuem atividade hematopoiética. Contudo, a atividade hematopoiética pode
ser reassumida sob determinadas condigbes patoldgicas, como leucemia,
linfoma, hipoplasia de medula éssea e mielofibrose, e é conhecida como
hematopoiese extramedular, que pode resultar em esplenomegalia (ETTINGER
e FELDMAN, 1997; REECE, 2006).

E um dos principais locais para a iniciagdo de grande parte da resposta imune
primaria e para a ativacdo de linfécitos B com consequente producédo de
anticorpos (LEUNG et al., 1972). E também o maior responsavel pela produgao
de tuftsina, uma gamaglobulina que exerce importante papel estimulador da
atividade dos neutréfilos. Além disso, importantes opsoninas séo sintetizadas
no bago e a auséncia desse 6rgao diminui a opsonizacgdo, dificultando a
fagocitose (PAULO et al., 2001).

Como um importante reservatorio de sangue, o bago é requisitado quando o
organismo tem maior necessidade de oxigénio nos tecidos, como em
hemorragias, intoxicagdo por monoxido de carbono, durante a administragao de
determinados anestésicos (REECE, 2006). Em caninos e felinos, o bago pode
armazenar entre 10 e 20% da volemia (ETTINGER e FELDMAN, 1997). Em
momentos de excitacdo, ocorre a liberacao de catecolaminas, o que resulta em
contracao esplénica. Dessa forma, observa-se um aumento nos valores de
contagem eritrocitaria, VG e hemoglobina, devido a liberagdo do sangue
estocado no bago. Tais valores podem ser semelhantes aos observados

durante processos de hemoconcentragdao (REECE, 2006). Nos humanos, o



baco também exerce a fungcdo de armazenamento de eritrocitos. Esses
eritrécitos podem ser langados na circulagdo geral, quando o sistema nervoso
simpatico é excitado, o que provoca a contracdo do bago e de seus vasos. Até
50 mL de eritrocitos concentrados podem ser liberados na circulagdo,
aumentando em 1 a 2% o hematécrito (GUYTON e HALL, 2006).

O bago é também responsavel pela destruicdo de eritrécitos em humanos e
caes. O fendmeno de remocao de eritrocitos em via de degeneragdo é
chamado de hemocaterese, e ocorre também, em intensidade muito menor, na
medula 6ssea (JUNQUEIRA, 2004). Os macrofagos dos corddes esplénicos
fagocitam hemacias ou restos de hemacias, que séo digeridos nos lisossomos
dos macrdéfagos, e sua hemoglobina € degradada em diversos fragmentos,
dando origem a bilirrubina, que é devolvida ao sangue, capturada pelas células
hepaticas, e excretada como constituinte da bile (JUNQUEIRA, 2004). Como
resultado do desdobramento da hemoglobina, ocorre ainda a obtengdo de
ferro, que pode ser armazenado nos macrofagos como ferritina, ou passar para
0 sangue, onde se combina com a transferrina. O complexo ferro-transferrina é
captado por células que possuem receptores de membrana para transferrina,
como eritroblastos, sendo reutilizado para a sintese de hemoglobina
(JUNQUEIRA, 2004; MEBIUS & KRAAL, 2005; GUYTON e HALL, 2006).

Levando em consideracdo as caracteristicas e fungdes do baco discutidas
anteriormente, torna-se evidente que a redugdo, ou mesmo completa parada
da atividade esplénica pode levar a uma série de doencas em diferentes
sistemas. A hiposplenia funcional esta associada a uma ampla gama de
doengas, incluindo varias doengas imunoldgicas e hematologicas. A presenca
de corpusculos de Howell-Jolly em eritrocitos do sangue periférico € uma pista
importante para o diagnostico de asplenia ou hiposplenia funcional.
Corpusculos de Howell-Jolly sdo restos nucleares no interior de eritrocitos.
Eritrécitos contendo esses fragmentos nucleares sdo normalmente removidos
pelo bago. Podem nao aparecer na hiposplenia leve (MELLES et al., 2004; DE
PORTO et al.,, 2010, CAMERON et al, 2011), mas a sua presenga € um

indicativo de redugéo significativa da atividade esplénica.



A estrutura e fisiologia do bago fazem dele peca fundamental do sistema
imunoldgico. A microarquitetura do bacgo facilita a comunicagao eficiente entre
células apresentadoras de antigenos e linfocitos T para a montagem de uma
imunidade protetora contra patégenos (BENEDICT et al., 2006). A manutengcao
da integridade estrutural do bago é fundamental para defesa contra micro-
organismos (PAULO et al., 2001).

Em seres humanos, a principal patologia relacionada com a reducdo da
atividade esplénica (hiposplenia) ou sua completa auséncia (asplenia) € a
sepse. Estudos mostram que tanto a hiposplenia como a asplenia aumentam
consideravelmente a susceptibilidade de humanos a infecgbes de diversas
naturezas (MELLES et al., 2004; CAMERON et al, 2011). Os principais
patdgenos envolvidos na sepse em humanos sédo Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis e Salmonella sp. Outros menos
frequentes sao Escherichia coli, Staphilococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus sp, Bacteroides sp, Plesiomonas shigelloides,
Eubacterium plautti e Pseudomonas pseudomallei. Além das bactérias,
pacientes com hiposplenia ou asplenia também aparentam ser mais
susceptiveis a infecgdes por protozoarios, como Babesia microti e Babesia
bovis (MELLES et al., 2004; CAMERON et al, 2011). A sepse é uma
complicagéo rara em caes e gatos (BICHARD e SHERDING, 2008; BOJRAB,
1998; FOSSUM, 2002). No entanto, como o bago desempenha importante
papel na remogado de eritrocitos infectados por bactérias e hemoparasitas,
acredita-se que os caes e gatos esplenectomizados sejam mais suscetiveis a
infeccbes por hemoparasitas e infecgbes riquetsianas (BOJRAB, 1998;
SLATTER, 2007). Foram relatadas infecgbes por Babesia canis vogeli
(SOLANO-GALLEGO et al, 2008) e Mycoplasma haemocanis (KEMMING et al,
2004) em caes esplenectomizados. Em infeccdo experimental com
Trypanossoma brucei brucei, foram observadas uma maior gravidade do
quadro febril e uma maior carga parasitaria nos caes esplenectomizados em
relagdo ao grupo controle ndo esplenectomizado (EGBE-NWIYI e ANTIA,
1993).



Em caes, uma consequéncia do fim da atividade esplénica é a reducao do
hematécrito e aumento da contagem de reticuldcitos. Reticulécitos sdo células
eritrdides que possuem RNA residual e sédo liberadas na medula 6ssea em
resposta a hipdxia tecidual. Apds a sua liberacdo pela medula, elas ficam
retidas no bago, onde se tornam eritrocitos maduros (LOPES et al., 2006).
Comprometimento da funcdo esplénica pode resultar em redugcdo na

maturacao de eritrécitos e consequente aumento na contagem de reticuldcitos.

Ha também a ocorréncia de aumento dos lipidios plasmaticos em cdes que
passaram por esplenectomia total. Isso esta relacionado com a atuacédo do
baco na regulagao lipidica, através do sequestro de lipidios no interior de
macrofagos. Estudo realizado por Paulo e colaboradores (2001) mostrou que a
auséncia do baco implica em aumento do colesterol total em caes, enquanto
que nos animais que passaram por hemiesplenectomia ou esplenectomia
subtotal ndo houve aumento significativo. Nesse estudo, foi observado
aumento significativo dos niveis de HDL e LDL. Considerando-se o LDL uma
fragdo aterogénica, € de se supor que a esplenectomia total pode predispor a
aterogénese, levando a doengas como infarto do miocardio (PAULO et al.,
2001).

2.5 Infecgoes e alteragdes estruturais do bago

A esquistossomose humana cursa com esplenomegalia congestiva,
espessamento capsular, hiperplasia de células mononucleares, e presenca de
focos de plasmécitos com produgdo de gamaglobulinas (ANDRADE et al.,
1965; ANDRADE et al.,, 1983). Estudos em camundongos mostram que a
infeccao por Plasmodium chaubadi leva a esplenomegalia e desorganizagao do
parénquima esplénico, com perda da delimitagao entre polpa branca e polpa
vermelha, causada pela hiperplasia do tecido linfoide, além de vacuolizacao de
células esplénicas e um grande ocorréncia de apoptose (DKHIL, 2009).

Alteracbes semelhantes foram observadas em bagos de camundongos



infectados com Plasmodium berghei ANKA (CARVALHO et. al, 2007). Em um
estudo onde foi feita a infecgdo experimental de cades com Toxoplasma gondii,
foi observada a ocorréncia de esplenomegalia com hiperplasia da polpa
branca, além de congestdo (ABREU et al., 2001).

Um estudo sobre erlichiose monocitica experimental em cdes demonstrou
esplenomegalia com hiperplasia da polpa branca, expansdo das bainhas
periarteriolares, espessamento de corddes esplénicos, bem como aumento no
numero de células produtoras de IgG nos corddes medulares e zona marginal,
além de uma reducao no numero de células CD8+ nos corddes esplénicos (DE
CASTRO et al., 2004).

O baco também apresenta alteracbes em individuos acometidos pelas
principais viroses caninas. Oliveira e colaboradores em 2009 observaram a
ocorréncia de esplenomegalia, com hiperplasia de foliculos linfoides, focos de
hemorragia e congestao no parénquima esplénico de cides com parvovirose
(OLIVEIRA et al., 2009a). Em animais infectados por herpesvirus canino tipo 1
(CHV-1) foi possivel observar esplenomegalia moderada a acentuada, necrose
linfoide, hemorragia e congestdo no parénquima esplénico (OLIVEIRA et al.,
2009b). Sonne (2009) relatou deplecao linfoide, necrose centro folicular e
infiltrado histiocitario na polpa esplénica de caes com cinomose (SONNE et al.,
2009).

Foi observado que durante o curso da leishmaniose visceral, a estrutura do
baco é afetada, em especial, o tecido linfoide. A microarquitetura, tanto da zona
marginal quanto dos foliculos linfoides sdo comprometidas. Observou-se
também que ha comprometimento da capacidade de células dendriticas de
migrar da zona marginal para bainha linfoide periarteriolar, em camundongos
com infecg¢ao cronica por L. donovani (ATO et al., 2002). Smelt e colaboradores
demonstraram a ocorréncia de destruicdo das células dendriticas foliculares e
uma perda concomitante de centro germinativo associados com a leishmaniose
visceral crébnica em camundongos BALB/c, vistos quatro semanas apds a
infeccdo. A perda das células dendriticas foliculares esta associada com a

infiltracdo de macrofagos intensamente parasitados no centro germinativo, e a



redugao da carga parasitaria através da quimioterapia foi capaz de retardar o

processo de destrui¢cao das células dendriticas foliculares (SMELT et al., 1997).

Em cdes com LV, sdo observadas alteragbes macroscopicas, como
esplenomegalia e presenga de espessamento capsular com reagao inflamatéria
difusa (TAFURI et al., 1996; TAFURI et al.,, 2001). Além das alteragdes
macroscopicas, sdo observadas também alteragbes como aumento de
plasmécitos na polpa vermelha esplénica e depdsitos de substancias amiloides
em polpa branca e vermelha (CORBEIL et al., 1976), hiperplasia de foliculos
linfoides (TRYPHONAS et al., 1977), e atrofia folicular (TAFURI et al., 1996).
Também foi observado que caes com elevado parasitismo esplénico
apresentam uma diminuigao significativa no numero absoluto de linfécitos T
CD5+, em comparagao com os cdes com médio parasitismo esplénico, além de
uma diminuicdo do numero absoluto de mondcitos circulantes (GUERRA et al,
2009).

Com relacdo a producdo de citocinas no baco durante a LV, um estudo
realizado avaliando os niveis de citocinas no bago de céaes infectados,
utiizando RT-PCR mostrou aumento da expressdo de IL-10 e IFN-y em
associagdo com aumento da carga parasitaria dos animais e a progressao da
doencga (LAGE et al., 2007). O aumento de expressédo de IFN- y foi visto em
caes com LV, sugerindo um predominio de resposta imune do tipo Th1 durante
a leishmaniose visceral (STRAUSSAYALI et al., 2007). Um trabalho realizado
por Silva e colaboradores em 2012, ndo encontrou diferenca na expressao de
CCL19, CCL21, IFN- vy, IL-10, LTa, LTB, TGF-B e TNF entre os animais

infectados por Leishmania e os animais controle nao infectados.

Nosso grupo demonstrou a ocorréncia de desorganizagcéo do tecido linfoide,
maior ocorréncia de periesplenite, existéncia de granulomas, aumento da
frequéncia de plasmocitos na polpa vermelha, presengca de amastigotas de
Leishmania em area subcapsular e polpa vermelha. Observou-se também uma
reducdo na quantidade e tamanho dos foliculos linfoides, além de uma reducéao
de centros germinativos e zona marginal, em bagos de cades naturalmente

infectados com Leishmania chagasi. Tais alteragbes esplénicas parecem estar



relacionadas com a susceptibilidade dos caes para a leishmaniose visceral
(SANTANA et al., 2008).

Mais recentemente, nosso grupo mostrou uma redugéo dos foliculos linfoides e
das zonas marginais em caes com tecido linfoide esplénico desorganizado,
além de os foliculos linfoides apresentarem menores numeros de células T e
células dendriticas S100 +. O numero de células B estava reduzido tanto nos
foliculos quanto nas zonas marginais, nos animais com tecido linfoide
desorganizado, o que pode ser explicado pela reducdo da expressdao de
CXCL13, que também foi observada, pois CXCL13 atua na migragao de células
B para o foliculo linfoide e na manutengdo dessas células proximas as células
dendriticas foliculares (SILVA et al, 2012). Estas mudangas no baco foram
associadas com maior frequéncia de doenga grave nos caes com tecido
linfoide desorganizado, porém, o numero de animais € limitado (SILVA et al,
2012).

No presente estudo, reunimos os dados clinicos e laboratoriais de um grande
numero de caes de uma area endémica de leishmaniose visceral para estudar
a relagao entre a desorganizacédo da polpa branca esplénica e a gravidade da
doengca nesses caes. Os dados apresentados sao relevantes para a
compreensao dos mecanismos das formas severas de leishmaniose visceral, e
contribui para a definigdo de marcadores de gravidade para a doenca. A
hipotese do presente trabalho € que a desorganizagdo do tecido linfoide

esplénico esta associada a maior gravidade da leishmaniose visceral em caes.



3. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral € um grave problema de saude publica no Brasil
(BRASIL, 2006). Uma serie de evidencias suporta a ideia de que o cédo e o
principal reservatério urbano da Leishmania infantum, o principal agente causal
das leishmanioses viscerais canina e humana. (BRASIL, 2006), sendo esse
animal também susceptivel ao desenvolvimento de formas letais da
enfermidade (SILVA, 2007). Adicionalmente, varios aspectos da LV humana
sdo observados na doenga canina (MORENO & ALVAR, 2002; DESJEUX,
2004), tornando o cdo um modelo animal adequado para estudo da

leishmaniose visceral em humanos.

O bago é um importante érgdo linfoide secundario, envolvido com a vigilancia
imunoldgica a antigenos circulantes (MEBIUS & KRAAL, 2005). Hiposplenia e
asplenia estido associadas a uma maior susceptibilidade a disseminacédo de
infec¢cdes por bactérias encapsuladas (HANSEN & SINGER, 2001). Em um
trabalho prévio, observou-se a ocorréncia de desorganizagao do tecido linfoide
esplénico, além de outras alteragdes como periesplenite, granulomas, aumento
da frequéncia de plasmécitos na polpa vermelha, redugcdo na quantidade e
tamanho dos foliculos linfoides, além de uma redugéo de centros germinativos
e zona marginal, em bagos de cdes naturalmente infectados com Leishmania
chagasi. Tais alteracbes esplénicas parecem estar relacionadas com a
susceptibilidade dos caes para a leishmaniose visceral, observada pela
presenca de parasitas no baco detectado por cultura esplénica e auséncia de
resposta celular, com resultado negativo no LST (SANTANA et al., 2008). Em
estudo mais recente, observamos reducao dos foliculos linfoides e das zonas
marginais em caes com tecido linfoide esplénico desorganizado, além de uma
reducdo da expressdo de CXCL13 no baco, uma quimiocina que atua na
migracéo de células B para o foliculo linfoide e na manutencédo dessas células
proximas as células dendriticas foliculares (SILVA et al, 2012). Estas
mudangas no bago foram associadas com maior frequéncia de doenca grave
nos caes com tecido linfoide desorganizado, porém, o niumero de animais é
limitado (SILVA et al, 2012).



Mediante esses achados, buscamos estudar a relagdo entre a desorganizagao
da polpa branca esplénica e a gravidade da doenca em um grande numero de
caes de uma area endémica, para compreender os mecanismos das formas
severas de leishmaniose visceral, e contribuir para a definicdo de marcadores

de gravidade para a doenca.



4, OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Relacionar o status clinico de caes com leishmaniose visceral naturalmente

infectados com a desestruturacao arquitetural do baco.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar a frequéncia de sinais clinicos indicativos de leishmaniose

visceral em caes de uma area endémica para a doenca.

2. Determinar a gravidade da apresentagdo clinica da leishmaniose

visceral nesses caes.

3. Determinar a frequéncia de desorganizagao da polpa branca esplénica

em animais de uma area endémica para leishmaniose visceral.

4. Avaliar a correlagdo entre presenca de formas graves da leishmaniose

visceral e a desorganizagao da polpa branca esplénica.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Este é um estudo retrospectivo baseado material histologico e registros
experimentais arquivados no Laboratério de Patologia e Bio-Intervengdo do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, FIOCRUZ (Bahia,Brasil). Foram utilizados
caes de rua capturados em colaboracdao com o Centro de Referéncia em
Doencas Endémicas Piraja da Silva (PIEJ) e com a Secretaria de Saude de
Jequié, Bahia. Foram capturados um total de 207 caes, nos anos de 2004,
2006, 2008 e 2010. Os animais foram identificados, examinados clinicamente
por pelo menos dois veterinarios e foi realizada a coleta de sangue para
sorologia. Foi realizado o teste cutaneo da leishmanina (LST) em 146 dos 207
animais. Os caes que obtiveram resultado positivo no exame sorologico e os
que nao foram reclamados por proprietarios foram mantidos no canil municipal
por 48 horas, com livre acesso a ragao e agua. Os caes foram, entdo, sedados
com acepromazina (0,1 mg/kg IV, Acepram% 1, Vetnil Brasil) e tiopental sédico
(15 mg/kg IV, Thiopentax 1g Cristélia, Brasil) e sacrificados usando uma
solucao supersaturada de cloreto de potassio (2 mL/kg). Foi realizada puncéao
esplénica para coleta de material para cultura de Leishmania. Os caes foram
submetidos a necropsia para coleta de espécimes de bago para exame
histologico e quantificagdo de carga parasitaria por real time PCR. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da FIOCRUZ para
manipulacao e experimentacao com animais

(http://www.castelo.fiocruz.br/vpplr/comissoes camaras-tecnicas/Manual

procedimentos.pdf) e a lei sobre experimentagdo animal LEI N° 11.794, DE 8
DE OUTUBRO DE 2008, (http://www.planalto.gov.br /ccivil 03/ ato2007-
2010/2008/lei/111794.htm). O estudo tem aprovacédo pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais do CPqQGM-FIOCRUZ (CEUA, parecer n° 015/2009).




5.2 ELISA

Placas de microtitulagido de fundo plano de 96 pocos (Cliniplate-Labsystem)
foram revestidas com 100 pl de antigeno de L. chagasi (15 mg / ml) em tampao
carbonato (0,06 M, pH 9,6). A concentracao 6tima de cada antigeno para a
sensibilizagdo da placa foi determinada em ensaios preliminares usando soro
de animais infectados experimentalmente com as diferentes espécies de
Leishmania. Reagdes nao especificas foram bloqueadas com uma solugao de
PBS contendo 10% (w/v) de leite desnatado em pd. Apds lavagem com PBS
contendo 0,05% (v/v) de Tween 20 (PBS-Tween), as amostras de soro, diluido
a 1:400 e 1:1000 em tamp&o de ELISA [PBS contendo 10% (w/v) de leite
desnatado em pé e 0,05 % (v/v) de Tween-20] foram adicionados a cada pogo.
Conjugado de anti IgG canino e peroxidase (Bethyl Laboratories) foi utilizado a
uma diluicdo de 1:1000 (PARANHOS-SILVA et al., 2003). As reagbes foram

desenvolvidas tal como descrito anteriormente (SANTOS et al., 1996).

5.3 Cultura

A cultura foi realizada por um periodo de 4 semanas. O aspirado esplénico foi
mantido em meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) bifasico a 23 °C, suplementado
com SFB a 20% (soro fetal de bovino - Gibco BRL, Nova lorque, EUA) e 100ug
de gentamicina para evitar a contaminagédo (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO). Para a identificagdo do parasita, as observagdes microscépicas foram
realizadas em intervalos semanais para ndo menos do que 4 semanas
(BARROUIN-MELO et al, 2004). Cada cultura esplénica foi preparada
separadamente e individualmente, com identificacdo e duplo controle. Nao foi

realizado repique das culturas.



5.4 LST

Antigeno bruto de L. chagasi foi diluido em solugéo salina a uma concentragao
final de 2,5 mg de proteina por mL. Cada animal foi injetado por via
intradérmica com 100 pL de volumes da solucdo de antigeno na pele
abdominal (BALEEIRO et al., 2006). Como controle, 100 uL de diluente
(solugao salina) foi injetado em um local diferente da pele abdominal. Quarenta
e oito horas apos as injegdes, os tamanhos de endurecimento foram medidos
por observadores sem conhecimento prévio do local das injegdes. De modo a
reduzir a variagdo experimental, ambos os testes e as suas leituras foram
sempre realizadas pelos mesmos dois autores. As leituras foram auxiliadas
pelo uso de uma caneta esferografica. Uma fita adesiva transparente, com o
desenho da area medida foi sempre colhida e preservada no livro experimental,
para confirmacgao eventual, se necessario. Os resultados sdo expressos como
a média dos dois eixos perpendiculares maiores da area endurecimento. As
reagdes da pele com o tamanho da enduragédo igual ou superior a 5 mm foram

consideradas positivas.

5.5 PCR quantitativo (Real time PCR)

Os fragmentos de bago foram obtidos durante a necropsia. As amostras foram
coletadas utilizando agulhas ou I|édminas de bisturi estéreis, e foram
armazenados em criotubos livres de DNAase e RNAase, em nitrogénio liquido,
até a extracdo do DNA. O DNA de cada amostra foi extraido utilizando o kit
DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com o
protocolo do fabricante. Um total de 10mg de bacgo foi tratado segundo o
protocolo da Qiagen para tecido animal. Uma vez extraido, a qualidade e a
concentragcdo de cada amostra de DNA foi determinada utilizando um
espectrofotdmetro  digital (NanoDrop ® ND-1000, Thermo Scientific,

Wilmington, EUA). As amostras de DNA foram entdo ajustadas a uma



concentracédo de 30 ng/ul, aliquotadas e armazenadas a -20 ° C até a
realizacao do PCR.

O PCR quantitativo foi utilizado para determinar os valores de DNA parasitario
em amostras de bago de caes. Os ensaios de PCR foram realizados utilizando
um processo de amplificacdo previamente descrito por Francino e
colaboradores, 2006. As reagdes foram realizadas em um volume final de 25,
contendo 5ul de amostra de DNA diluido 30 ng/mL em agua deionizada, e 20
ML de mistura para PCR, contendo 12,5 ul de Universal Mastermix (Perkin-
Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), primer foward (Leish-1) e
primer reverse (Leish-2), ambos com uma concentragao final de 900nm, e uma
sonda fluorogénica (Tabela 1), que foi sintetizada utilizando uma molécula
reporter ligada a FAM na extremidade 5', bem como um MGB-QNQ quencher
ligado a extremidade 3 '(Perkin-Elmer Applied Biosystems), a uma
concentracido final de 200 nM. A quantificacdo do DNA de Leishmania foi
realizada utilizando um método absoluto com base na comparagao dos valores
de ciclo limiar (CT) com os valores de uma curva padrao construida a partir de
10 diluicdes em série de DNA de L. infantum, extraido a partir de culturas de
parasitas (estirpe MHOM / BR / 2000/MER2), variando de 10° a 10" parasitas,
com cada diluigao feita em ftriplicata em cada placa. A amplificagao foi entéao
realizada em triplicata para cada amostra, bem como um controle negativo,
utilizando o sistema de detecgdo de sequéncia ABI Prism 5900 (Perkin-Elmer
Applied Biosystems). Os parametros de ciclagem estdo descritos na Tabela 2.
A fim de minimizar as variagbes entre as placas, os valores a partir de cada
placa foram normalizados utilizando uma linha de limite comum (0,102029). Em
seguida, um valor de ciclo limiar (Ct) foi calculado para cada amostra por meio
da determinag&o do ponto em que a fluorescéncia gerada dentro de uma dada
reacdo excedeu a linha de limite. Cada amostra foi considerada positiva ou
negativa com base no Ct, de acordo com o valor de cut-off que foi determinado
usando um Receiver Operator Characteristic-curva (ROC). As amostras que

apresentaram um Ct menor do que o Ct de corte foram consideradas positivas.

A amplificacdo do gene housekeeping canino (18S rRNA) foi utilizada com a
intencdo de normalizar a concentragdo de DNA de cada amostra, bem como

para assegurar que os resultados negativos n&o estariam relacionados com



problemas de amostragem, como a degradagcéo do DNA, baixas quantidade de
DNA, e a presenca de inibidores do PCR na amostra. Para amplificar o gene de
rRNA 18S como uma referéncia interna de DNA gendmico canino, reagentes
TagMan assay (Perkin-Elmer Applied Biosystems) foram utilizados. Os primers
tém como alvo RNA 18S de mamiferos, e nao amplificam DNA genbémico de
Leishmania. As reacgbes foram realizadas em um volume final de 25,
contendo 5pl de amostra de DNA diluido 30ng/mL em agua deionizada, e 20 yL
de mistura para PCR, o qual consistia de 12,5yl de Universal Mastermix
(Perkin-Elmer Applied Biosystems), 1,25 yL de 18S GeneEx Assay (Perkin-
Elmer Applied Biosystems) a uma concentracdo de 20 vezes, e foi adicionada
agua deionizada até um volume final de 25 pl. As curvas padrao foram
preparadas variando de 450ng a 18,75ng, sendo cada diluigdo feita em
triplicata em cada placa. A reacdo de amplificacdo também foi realizada em
triplicata para cada amostra, utilizando o sistema de deteccao de sequéncia
ABI Prism 5900 (Perkin-Elmer Applied Biosystems). Os parametros de
ciclagem foram os mesmos utilizados na detecgdo e quantificagcdo de DNA de
Leishmania, e estdo descritos na Tabela 2. Para cada amostra, a quantidade
de genes-alvo foi determinada comparando os valores de Ct com a curva
padrao apropriada. Carga parasitaria foi expressa como o numero de parasitas

por cada 100mg de rRNA 18S housekeeping no tecido do hospedeiro.



Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados no PCR quantitativo.

Primer Sequéncia

Primer foward (Leish-1) 5-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3'
Primer reverse (Leish-2) 5'-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3'

Sonda 5'-AAAAATGGGTGCAGAAAT -3

Tabela 2. Pardmetros de ciclagem da reagcao de PCR quantitativo para deteccao de DNA de
Leishmania e de rRNA 18s.

Etapa Numero de ciclos Temperatura e tempo

1 1 50°C, durante 2 minutos

2 1 95°C, durante 10 minutos
3 40 95°C, durante 15 segundos

60°C, durante 1 minuto

5.6 Exame clinico

Apds a captura, os caes passaram por um exame clinico realizado por pelos
menos dois veterinarios, conforme um formulario padrdo. Nesse exame foram

avaliados parametros como idade, sexo, porte, e 0os seguintes sinais:

Emagrecimento: magros, animais com costelas e pelve evidente; caquéticos,
animais com costelas e pelve evidente e atrofia muscular na regido temporal e
escapular.

Anemia: palidos (rosa claro) membranas mucosas palidas nos olhos e boca.
Alopecia: regides sem pelos em areas diferentes da pele.

Conjuntivite: inflamacao da conjuntiva representada por vermelhidao ou pus.
Onicogrifose: aumento (> 1 cm) das unhas em todos os membros.
Linfadenopatia: linfonodos maiores do que o esperado para o tamanho do
animal, como se segue: cdes com peso inferior a 5 kg e com linfonodos
maiores do que 2 cm (eixo maior); cdes com 5-10 kg e com linfonodo maior do

que 3,5 cm, e caes com mais de 10 kg e com linfonodo maior que 4 cm.



Esplenomegalia: animais com bago palpavel além da ultima costela.

Apatia: animal fraco, parado, sem agao quando contido, deitado.

Ulcera: lesdes da pele com perda da camada epitelial, com a superficie
granular e arestas levantadas.

Desidratagéo: redugao do turgor cutaneo, visualizado através da redugéo da
elasticidade da pele.

Erosao: perda de toda ou parte da espessura da epiderme.

Sistema reprodutor: alteragbes inflamatérias dos 6érgdos pertencentes ao
sistema reprodutor.

Sistema respiratério: alteragcbes inflamatérias dos 6rgaos pertencentes ao
sistema respiratério.

Sistema digestorio: alteragbées inflamatérias dos o6rgédos pertencentes ao
sistema digestario, diarreia.

Sistema locomotor: alteragdes inflamatérias dos orgaos pertencentes ao

sistema locomotor.

Os dados foram registrados em uma ficha de avaliagao clinica. Amostras de
sangue total e soro foram coletadas para a realizagdo de exames laboratoriais.
Os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram, juntamente com as
informacoes contidas nas fichas clinicas, utilizados na construcdo de um banco
de dados contendo as informacdes clinicas de todos os animais utilizados no
estudo.

Os animais foram classificados quanto ao estado clinico levando em
consideragdo 0s seguintes sinais clinicos: emagrecimento, anemia,
linfadenopatia, esplenomegalia, alopecia, dermatite e onicogrifose. Foram
considerados assintomaticos os animais que nao apresentaram nenhum dos
sinais clinicos acima descritos. Os animais que apresentaram entre 1 e 3 sinais
clinicos foram classificados como oligossintomaticos, e o0s animais que
apresentaram acima de 3 sinais clinicos foram considerados polissintomaticos.
Os sinais emagrecimento, anemia, linfadenopatia, esplenomegalia, alopecia,
dermatite e onicogrifose também foram avaliados quanto a sua intensidade,
sendo classificados como 0 quando ausente, 1 quando discreto, 2 quando

moderado e 3 quando intenso.



5.7 Bioquimica e hematologia

Os exames laboratoriais relevantes para o nosso estudo foram: hematécrito,
dosagem de hemoglobina, contagem global e diferencial de células vermelhas
e leucécitos, dosagem de proteinas séricas totais e fragdes, ureia, creatinina,
TGO, TGP, colesterol, HDL.

Amostras de sangue dos caes foram colhidas da veia cefélica sob contengao
manual para analises hematoldgicas e bioquimicas séricas. As amostras para o
exame foram imediatamente preservadas em tubos EDTA-2Na (Greiner Bio-
One, Kremsmdunster, Austria) e tubos de coleta de sangue (BD Vacutainer ®;
Becton, Dickinson and Co.), e examinadas no mesmo dia. Contagens de
glébulos vermelhos e globulos brancos foram realizadas usando um contador
de células automatizado (Pentra contador 80, ABX Diagnostics, Montpellier,
France). Tubos de microhematécrito contendo as amostras foram centrifugadas
a 12.000 rpm durante 5 min, e o hematdcrito foi avaliado. Hemograma foi
determinado por contagem de eosindfilos, neutrdfilos, linfécitos, mondcitos e
basdfilos em esfregacos de sangue. O soro obtido apds a centrifugagao das
amostras contidas nos tubos de coleta de sangue foi utilizado para determinar
0s seguintes valores bioquimicos séricos: proteinas totais, a albumina,
transaminase glutamico-oxalacética (TGO), transaminase glutdmico piruvica
(TGP), bilirrubina total , fosfatase alcalina, ureia, creatinina, colesterol total, e
HDL, utilizando um método colorimétrico enzimatico com um auto-analisador

A15 (BioSystems, Barcelona, Espanha).

5.8 Dosagem de proteina C reativa

A concentragdo de proteina C reativa foi determinada pelo método ELISA,
“sandwich”, utilizando o teste comercial “Phase TM Range Canine C-Reactive
Protein Assay” (Tridelta Development Limited, Irlanda). A absorbancia final das

amostras foi medida em um leitor de micro placa a 450 nm.



5.9 Exame histolégico

As seccOes de baco foram fixadas em formalina acida. As secgdes foram
incluidas em parafina, cortadas com a espessura de 4,0 um e submetidas a
coloragao pela hematoxilina-eosina (H-E), para analise sob microscopia 6ptica
convencional. Como parametros de analise utilizamos a presencga e intensidade
das alteragdes estruturais do tecido linfoide. Para isso, as amostras foram
examinadas por dois patologistas (LARF e WLCS) e classificadas em trés
grupos de acordo com o grau de organizagdo estrutural da polpa branca
esplénica usando critérios previamente descritos por Santana e colaboradores
(2008). Resumidamente: (a) bem organizado, com bainha peri-arteriolar de
linfécitos distinta, centro germinativo, zona do manto e zona marginal, (b)
levemente desorganizado, com mudangas hiperplasicas ou hipoplasicas
levando a uma perda de definicao dos limites entre as regides da polpa branca,
(c) moderadamente a extensivamente desorganizado, quando a polpa branca
era evidente, mas as suas regides eram pobremente individualizadas ou
indistintas, ou quando a estrutura folicular mal era distinta da polpa vermelha e
das areas de células T. A ultima categoria foi frequentemente associada a

atrofia linfoide. A Figura 2 mostra aspectos histoldgicos representativos dessas

duas categorias de animais.

Figura 2: Alteragées morfolégicas no bagco de caes naturalmente infectados por L. chagasi. (A)
tecido linfoide bem organizado, (B) tecido linfoide levemente desorganizado, (C) tecido linfoide
moderadamente a extensivamente desorganizado. Fonte: Santana e colaboradores, 2008.



5.10 Anadlise e expressao dos resultados

Os dados foram analisados utilizando os programas STATA Statistics/Data
Analysis 11.0, GraphPad Prism 5.02 e Excel. Os resultados s&o expressos em
valores absolutos ou relativos, em Tabelas associadas a graficos. A
significancia estatistica das diferengas observadas entre os grupos de caes foi
determinada através de testes como o teste exato de Fisher ou Qui-quadrado
para variaveis categoricas ou ordinais e o teste de Kruskal-Wallis, para as
variaveis continuas. O valor critico para significancia dos resultados foi

estabelecido para P<0,05.



6. RESULTADOS

Foram realizados ELISA e cultura esplénica no material coletado de todos os
207 animais utilizados neste estudo, além de LST em 146 animais e PCR em

190 animais. As caracteristicas gerais da amostra estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas gerais da populagado de cdes semi-domiciliados recolhidos nas ruas
de Jequié (BA) no periodo entre 2004 e 2010.

Parametro N (%)

N 207 (100)

Sexo

Macho 117 (57)

Fémea 90 (43)

Porte

Pequeno 45/205 (22)

Médio 123/205 (60)

Grande 37/205 (18)

Idade estimada

0a2anos 28/155 (18)

3 abanos 103/155 (66)

Acima de 6 anos 24/155 (16)

ELISA

+ 162 (78)
37 (18)

Grey Zone 8 (4)

Cultura

+ 82 (40)

- 125 (60)

LST

+ 17/146 (12)

- 129/146 (88)

PCR

+ 167/190 (88)

- 23/190 (12)




Qualquer um dos testes

+ 198 (96)
- 9 (4)
Classificagao Clinica

Assintomatico 22 (11)
Oligossintomatico 114 (55)
Polissintomatico 71 (34)

6.1 ELISA e cultura esplénica

Ao realizar a andlise dos dados tendo como pardmetro a positividade no teste
ELISA, é possivel observar um predominio de animais de porte médio (p=
0,045, teste Qui-quadrado). As demais caracteristicas n&o apresentaram

diferengas estatisticamente significantes.

Com relacdo aos sinais clinicos indicativos de leishmaniose visceral,
conjuntivite se mostrou mais frequente nos animais com resultado positivo no
teste ELISA (p= 0,035, teste exato de Fisher), como mostrado na tabela 4.
Embora alguns sinais como emagrecimento, anemia, linfadenopatia,
esplenomegalia e onicogrifose se mostrem mais frequentes no grupo de
animais com ELISA positivo, nao houve diferenga estatisticamente significante
entre os grupos positivo e negativo. Os parametros alteragdes nos sistemas
reprodutor, digestoério, respiratério e locomotor, bem como a presenga de
bolhas, papulas, pustulas, ulceras, erosbes e abscessos, ndo apresentaram
diferengas entre os animais com ELISA positivo e negativo. Nas analises
laboratoriais, destaca-se a dosagem sérica de proteinas totais, onde é possivel
observar uma maior frequéncia de hiperproteinemia nos animais com ELISA
positivo (p= 0,243, teste exato de Fisher). O grupo de animais com ELISA
positivo também apresentou uma maior frequéncia de hiperglobulinemia (p=
0,037, teste exato de Fisher). Os resultados da analise laboratorial estdo

descritos na Tabela 4. No que se refere a classificacdo clinica dos animais



estudados, o resultado da andlise estd descrito na Tabela 3. E possivel
observar que o grupo de animais com ELISA negativo apresenta uma maior
frequéncia de animais classificados como oligossintomaticos. Ja o grupo de
animais com ELISA positivo apresenta uma maior frequéncia de animais
classificados como oligossintomaticos e polissintomaticos (p=0,031, teste exato
de Fisher).

Ao realizar a analise dos dados em relacao a positividade na cultura esplénica,
nota-se um predominio de animais com resultado positivo no PCR no grupo de
animais com cultura esplénica positiva (p= 0,006, teste exato de Fisher). As
demais caracteristicas n&o apresentaram diferencas estatisticamente

significantes.

A distribuicdo das frequéncias dos diferentes sinais clinicos indicativos de
leishmaniose visceral esta descrita na tabela 4. H4 uma maior frequéncia de
emagrecimento (p= 0,001), desidratagao (p= 0,019), esplenomegalia (p= 0,012)
e alopecia (p= 0,0027) no grupo de animais com cultura esplénica positiva
(teste exato de Fisher). Os animais com cultura esplénica positiva
apresentaram uma maior frequéncia de alteragées no sistema reprodutor (p=
0,041, teste exato de Fisher), como descrito na Tabela 4. O mesmo grupo
também teve uma maior frequéncia de presenca de ulceras (p= 0,017, teste

exato de Fisher) e erosdes na pele (p= 0,001, teste exato de Fisher).

Os resultados das analises laboratoriais estao descritos na tabela 4. O grupo
de animais com cultura positiva apresentou uma maior frequéncia de reducao
na contagem de hemacias (p= 0,038, teste exato de Fisher), além de maior
frequéncia de leucocitose (p= 0,0329, teste exato de Fisher). O mesmo grupo
obteve também maior frequéncia de hipoalbuminemia (p= 0,0189, teste exato
de Fisher) e aumento de TGP (p= 0,040, teste exato de Fisher). Em relagéo a
classificacdo clinica dos animais, € possivel observar na tabela 4 que os
animais classificados como assintomaticos e oligossintomaticos foram mais
frequentes no grupo de animais com cultura esplénica negativa. Os animais
classificados como polissintomaticos foram mais frequentes no grupo de

animais com cultura esplénica positiva (p= 0,004, teste exato de Fisher).



Tabela 4. Distribuicao das caracteristicas e alteragdes observadas na populagao de cdes semi-
domiciliados recolhidos da as ruas de Jequié (BA) no periodo entre 2004 e 2010, em relagao a
positividade no ELISA e na cultura esplénica.

ELISA Cultura

+ (%) - (%) + (%) - (%)
Porte
Pequeno 29 (18)° 13 (36) 23 (16) 23 (19)
Médio 100 (62) 19 (53) 80 (64) 80 (64)
Grande 32 (20) 4 (11) 21 (17) 21 (17)
Sinais Clinicos
Emagrecimento 72 (44) 15 (40) 48 (59)° 42 (34)
Desidratacéao 29 (33) 7 (35) 19 (49)° 20 (27)
Esplenomegalia 67 (63) 9 (45) 38 (73)° 41 (51)
Alopecia 67 (41) 17 (46) 45 (55)° 42 (34)
Conjuntivite 37 (44)y° 3 (16) 25 (50) 18 (31)
Ulcera 17 (19) 2 (10) 11 (28)° 8 (11)
Erosdo 29 (33) 6 (30) 23 (59)° 15 (20)
Sistema reprodutor 21 (24) 2 (10) 13 (32)° 12 (16)
Analise Laboratorial
Eritropenia 28 (65) 6 (60) 15 (83)° 22 (55)
Leucocitose 14 (33) 4 (40) 10 (56)° 9 (22)
Hipoalbuminemia 42 (48) 5 (25) 23 (60)° 26 (35)
TGP (Aumento) 1 (2 1 (9) 2 (10)? 0 (0)
Hiperproteinemia 69 (78)° 9 (45) 29 (74) 54 (72)
Hiperglobulinemia 44 (100)* 9 (82) 19 (100) 39 (95)
Classificagao clinica
Assintomaticos 12 (7,4)7° 8 (21,6 3 (340 19 (15)
Oligossintomaticos 91 (56,2 19 (51,4 42 (51) 72 (58)
Polissintomaticos 59 (36,4 10 (27) 37 (45) 34 (27)

a: p< 0,05; b: p<0,01; c: p< 0,001



6.2 PCR

Nos resultados das analises em relagcéo a positividade no teste PCR nao houve
diferenga estatisticamente significante entre os grupos positivo e negativo em
nenhum dos parametros testados com relagcdo as caracteristicas gerais da

amostra.

No que se refere aos sinais clinicos indicativos de leishmaniose visceral, a
onicogrifose se mostrou mais frequente no grupo de animais com resultado
positivo no PCR em comparagdo ao grupo de animais negativos no PCR
(p=0,029, teste exato de Fisher), como mostrado na tabela 5. Os demais sinais
nao apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. A
ocorréncia de erosao cutanea foi mais frequente no grupo de animais positivos

no PCR, contra o grupo de animais negativos (p=0,021, teste exato de Fisher).

Tabela 5. Distribuigdo das frequéncias dos sinais clinicos indicativos de leishmaniose visceral
em relagdo a positividade no PCR na populagdo de cdes semi-domiciliados recolhidos das ruas
de Jequié (BA) no periodo entre 2004 e 2010.

Parametro PCR

+ (%) - (%)
Onicogrifose 44 (27)° 1 (5
Erosédo 31 (377 1 ()

a: p< 0,05; b: p< 0,01; c: p<0,001

Com relagdo as demais andlises realizadas levando em consideragdo o
resultado no PCR, ndo foi observada diferenga entre os grupos em nenhum

dos pardmetros analisados.



6.3 LST

Em relacdo as analises realizadas tendo como parametro a positividade no
LST, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos positivo
e negativo em nenhum dos parametro testados. Também ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes em nenhum dos demais
parametros analisados.

Embora quase todos os animais (96%) tenham evidéncia de infecgcao por
Leishmania em pelo menos um dos testes, alguns testes, como PCR e LST
podem néo refletir a infecgdo ativa, e LST pode até refletir algum grau de
protegao contra a leishmaniose visceral. Por outro lado, a sorologia positiva e
cultura esplénica positiva sdao ambos indicativos de infeccdo ativa. Por isso,
decidimos comparar a associagado de desorganizagéo polpa branca entre caes

com ELISA e cultura esplénica, positivos e negativos.

6.4 Estrutura esplénica

No que se refere aos resultados da analise em relagdo a organizagao da polpa
branca esplénica, destaca-se a maior frequéncia de animais de porte médio (p=
0,027, teste Qui-quadrado) entre os diferentes grupos (organizado: tipo 1;
moderadamente organizado: tipo 2; desorganizado: tipo 3), como mostrado na
Tabela 6.

Os resultados da andlise dos sinais clinicos relacionados a leishmaniose
visceral estdo descritos na Tabela 6. A anemia foi mais frequente nos animais
de bago desorganizado, com diferenga entre os grupos 1 e 3 (p=0,0098, teste
exato de Fisher) e entre os grupos 2 e 3 (p=0,0486, teste exato de Fisher). A
linfadenopatia teve maior frequéncia no grupo 3, com diferenga entre os grupos
1 e 3 (p= 0,0027, teste exato de Fisher). O mesmo resultado é observado no

sinal alopecia (p=0,0092, teste exato de Fisher) como observado na Tabela 6.



A onicogrifose se mostrou mais frequente no grupo de animais de bago
desorganizado, sendo essa diferenca entre os grupos 1 e 2 (p=0,033, teste
exato de Fisher) e entre os grupos 1 e 3 (p=0,02, teste exato de Fisher). A
dermatite obteve resultado semelhante ao da onicogrifose, com diferenca entre
os grupos 1 e 2 (p=0,0252, teste exato de Fisher) e entre os grupos 1 e 3

(p=0,0428, teste exato de Fisher) como mostrado na Tabela 6.

Em relagdo a presenca de alteracbes nos sistemas reprodutor, digestorio,
respiratorio e locomotor, ndo foi observada diferenga entre os grupos. O
mesmo ocorre em relagdo a presenga de alteragdes cutdneas e aos
parametros observados no hemograma. Nos resultados das dosagens
bioquimicas destaca-se a ocorréncia de hiperproteinemia, que foi mais
frequente nos animais de bago moderadamente organizado (tipo 2), com
diferenca entre os grupos 1 e 2 (p=0,035, teste exato de Fisher) e entre os

grupos 1 e 3 (p=0,033, teste exato de Fisher), como mostrado na tabela 6.

Em relacdo a classificacao clinica dos animais, é possivel observar na Tabela 6
que os animais classificados como assintomaticos e oligossintomaticos foram
mais frequentes no grupo de animais com bago organizado (tipo 1). Os animais
classificados como polissintomaticos foram mais frequentes no grupo de
animais com bago desorganizado (tipo 3), com diferenga entre os grupos 1 e 2
(p= 0,0074, teste exato de Fisher) e entre os grupos 1 e 3 (p= 0,001, teste
exato de Fisher).



Tabela 6. Distribuicdo das frequéncias dos sinais clinicos indicativos de leishmaniose visceral
em relagao a organizagao da estrutura esplénica na populagdo de caes semi-domicilidados
recolhidos da as ruas de Jequié (BA) no periodo entre 2004 e 2010.

Baco
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
N (%) N (%) N (%)

Porte
Pequeno 7 (12) 22 (22) 16 (34)
Médio 42 (74) 60 (60) 20 (43)
Grande 8 (14) 18 (18) 11 (23)
Sinais Clinicos
Anemia 11 (31) 31 (43) 24 (83)"°
Linfadenopatia 25 (46) 60 (59) 36 (75)°
Alopecia 16 (28) 44 (44) 26 (54)°
Onicogrifose 8 (14) 29 (29) 16 (34)"°
Dermatite 7 (26) 24 (56) 13 (56) "™
Andlise Laboratorial
Hiperproteinemia 17 (57) 45 (78) 20 (80)'™
Classificagao clinica
Assintomaticos 10 (17) 11 (11) 1 (2)+*
Oligossintomaticos 38 (67) 50 (50) 26 (54)
Polissintomaticos 9 (16) 40 (40) 21 (44)

a: Diferenca entre todos os grupos, p= 0,027; b: Diferenga entre os animais de bago tipo 1 e de
bacgo do tipo 3, p=0,0098; c: Diferenga entre os animais de bago tipo 2 e de bago do tipo 3,
p=0,0486; d: Diferenga entre os animais de bago tipo 1 e de bago do tipo 3, p= 0,0027. e:
Diferenga entre os animais de bago tipo 1 e de bago do tipo 3, p= 0,0092; f: Diferenga entre os
animais de baco tipo 1 e de bago do tipo 2, p=0,0331; g: Diferenga entre os animais de bago
tipo 1 e de bago do tipo 3, p= 0,02; h: Diferenga entre os animais de bago tipo 1 e de bago do
tipo 2, p=0,0252; i: Diferencga entre os animais de bago tipo 1 e de bago do tipo 3, p= 0,0428. j:
Diferenga entre os animais de baco tipo 1 e de bago do tipo 2, p= 0,0074. k: Diferenga entre os
animais de baco tipo 1 e de bago do tipo 3, p= 0,001. I: Diferenga entre os animais de baco tipo
1 e de bago do tipo 2, p=0,035. m: Diferenga entre os animais de baco tipo 1 e de bago do tipo
3, p=0,033.



6.5 ELISA e estrutura esplénica

Os resultados referentes a analise da amostra em relagado a positividade no
teste ELISA e a organizagéo da estrutura esplénica estdo descritas na Tabela
7. E possivel observar um predominio de animais de porte médio, sendo essa
diferenga entre os trés grupos de animais positivos no ELISA com os bacgos tipo
1 e 3 (p= 0,0229, teste Qui-quadrado). As demais caracteristicas néao
apresentaram diferencas estatisticamente significantes. A distribuicdo das
frequéncias dos diferentes sinais clinicos indicativos de leishmaniose visceral
esta descrita na Tabela 7. A conjuntivite se mostrou mais frequente nos grupos
positivos e nos grupos com bago desorganizado (diferenga entre os animais

com ELISA positivo e bagos dos tipos 1, 2 e 3. P=0,0116, teste Qui-quadrado).

A andlise a frequéncia de hiperproteinemia revelou uma diferenca entre os
grupos com ELISA positivo e bagos dos tipos 1, 2 e 3 (p= 0,021, teste exato de
Fisher), como mostrado na Tabela 7. Os resultados da analise das diferentes
classes clinicas em relagcdo ao teste ELISA juntamente com a estrutura
esplénica estdo descritos na tabela 7. H4 uma maior frequéncia de animais
assintomaticos nos grupos de animais com ELISA negativo e bacos dos tipos 1
e 3. Os animais oligossintomaticos sdo mais frequentes no grupos de animais
com ELISA positivo e baco tipo 1. Os animais polissintomaticos sdo mais
frequentes nos animais com ELISA positivo e bago do tipo 3. Ha uma diferenga
entre os grupos com ELISA positivo e bagos tipo 1 e 3 (p= 0,004, teste Qui-
quadrado).



Tabela 7. Distribuicao das caracteristicas e alteragdes observadas na populagao de cdes semi-
domiciliados recolhidos das ruas de Jequié (BA) no periodo entre 2004 e 2010, em relagéo a

positividade no teste ELISA juntamente com a organizagao da estrutura esplénica.

Parametro ELISA Negativo ELISA Positivo P
Baco tipo1 Bagotipo3 Bagotipo1 Baco tipo3
N (%) N (%) N (%) N (%)
Porte
Pequeno 3 (33) 3 (43) 3 (6) 12 (32)
Médio 6 (67) 1 (14) 36 (78) 18 (47) 0,0229°
Grande 0 (0) 3 (43) 7 (15) 8 (21)

Sinais Clinicos

Conjuntivite 0 (0) 2 (29) 8 (35) 16 (70) 0,0116°

Analise laboratorial

Hiperproteinemia 2 (40) 3 (100) 15 (62) 16 (76) 0,021°

Classificagao clinica

Assintomatico 3 (33) 1 (12) 5 (11) 0 (0)
Oligossintomatico 4 (44) 4 (50) 34 (74) 21 (55) 0,004 ®
Polissintomatico 2 (22) 3 (38) 7 (15) 17 (45)

a: Diferencga entre os animais com ELISA positivo e bagos dos tipos 1, 2 e 3.

Os scores clinicos atribuidos a intensidade da conjuntivite (P <0,05), dermatite
(P <0,05) e linfadenopatia (P <0,01) foram mais elevados nos animais com
ELISA positivo e bago desorganizado do que nos animais com ELISA e
negativo bago normal (teste de Kruskal-Wallis). Além disso, os scores clinicos
para a alopecia (P <0,01), conjuntivite (P <0,05) e onicogrifose (P <0,05) foram
mais elevados nos animais com ELISA positivo e bago desorganizado do que
nos animais com ELISA positivo e bago organizado (teste de Kruskal-Wallis,
figura 3).
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Figura 3. “Score” atribuido a intensidade dos sinais os sinais clinicos em relagédo a positividade

no ELISA e a organizagao da estrutura esplénica.

O numero de sinais clinicos atribuiveis a leishmaniose visceral canina foi maior
nos animais com ELISA positivo e bago desorganizado em relagdo aos animais

com ELISA negativo e bago normal (teste Kruskal-Wallis, p= 0,0016, figura 4).
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Figura 4. Numero de sinais clinicos atribuiveis a leishmaniose visceral canina em relagéo a

positividade no ELISA e a organizagao da estrutura esplénica

6.6 Cultura e estrutura esplénica

As caracteristicas gerais da amostra em relagdo a positividade na cultura
esplénica e a organizagado da estrutura esplénica estdo descritas na Tabela 8.
E possivel observar um predominio de animais de porte médio, sendo essa
diferenga entre os trés grupos de animais positivos no ELISA com os trés
diferentes tipos de bago (p= 0,0484, teste Qui-quadrado). As demais

caracteristicas nao apresentaram diferengas estatisticamente significantes.

A distribuicdo das frequéncias dos diferentes sinais clinicos indicativos de
leishmaniose visceral esta descrita na Tabela 8. O emagrecimento foi mais
frequente nos animais com cultura esplénica positiva e bago do tipo 1 em
relacdo aos animais com cultura esplénica negativa e bago do tipo 1 (p=
0,0078, teste exato de Fisher) e nos animais com cultura esplénica positiva e
baco do tipo 3 em relagdo aos animais com cultura esplénica negativa e bago
do tipo 3 (p= 0,0084, teste exato de Fisher). A anemia foi mais frequente nos

animais com cultura esplénica positiva e bago tipo 3, com diferenga entre os



animais com cultura esplénica positiva e bagos dos tipo 1 e 3 (p= 0,0081, teste
Qui-quadrado). A alopecia foi mais frequente nos animais com cultura
esplénica positiva e baco do tipo 3, com diferenca em relagao aos animais com
cultura esplénica negativa e bago do tipo 3 (p= 0,0005, teste exato de Fisher) e
entre os animais com cultura esplénica positiva e bacos dos tipo 1 e 3 (p=
0,003, teste Qui-quadrado). O mesmo foi observado com relagédo a
onicogrifose, que foi mais frequente nos animais de cultura esplénica positiva
com baco tipo 3, com diferengca em relagdo aos animais com cultura esplénica
negativa e bago do tipo 3 (p= 0,0123, teste exato de Fisher) e entre os animais
com cultura esplénica positiva e bagos dos tipo 1 e 3 (p= 0,005, teste Qui-
quadrado). A desidratacdo foi mais frequente nos animais com cultura
esplénica positiva e bago do tipo 3, com diferengca em relagdo aos animais com
cultura esplénica negativa e bago do tipo 3 (p= 0,0168, teste exato de Fisher).
A conjuntivite foi mais frequente nos animais com cultura esplénica positiva e
baco do tipo 3, com diferenga em relagdo aos animais com cultura esplénica
negativa e bacgo do tipo 1 (p= 0,0381, teste exato de Fisher). O mesmo foi
observado com relagdo a dermatite (p= 0,0266, teste exato de Fisher) e a
presenca de Uulceras (p= 0,0195, teste exato de Fisher). Em ralagédo as
alteragdes nos sistemas reprodutor, digestoério, respiratorio e locomotor, néo

houve diferenga na frequéncia das alteragbes entre os diferentes grupos.

Os resultados da analise das diferentes classes clinicas em relacdo a cultura
esplénica juntamente com a estrutura esplénica estdo descritos na tabela 8. Ha
uma maior frequéncia de animais assintomaticos nos grupos de animais com
cultura negativa e bagos dos tipos 1 e 3. Os animais oligossintomaticos s&o
mais frequentes no grupos de animais com cultura positiva e bago tipo 1. Os
animais polissintomaticos sdo mais frequentes nos animais com cultura positiva
e baco do tipo 3. H4 uma diferenga entre os animais assintomaticos com
cultura esplénica negativa com bago tipo 1 e cultura esplénica positiva com
bago tipo 1 (p=0,0001, teste exato de Fisher) e entre os grupos com cultura

negativa e bagos tipo 1 e 3 (p= 0,0002, teste Qui-quadrado).



Tabela 8. Distribuicdo das caracteristicas e alteragbes observadas na populacdo de cées semi-
domicilidados recolhidos da as ruas de Jequié (BA) no periodo entre 2004 e 2010, em relagéo
a positividade na cultura esplénica juntamente com a organizacdo da estrutura esplénica.

Parametro Cultura Negativa Cultura Positiva P

Baco tipo 1 Baco tipo 3 Baco tipo 1 Baco tipo 3

N (%) N (%) N (%) N (%)
Porte 0,0484 °
Pequeno 4 (11) 6 (24) 3 (19) 10 (45)
Médio 29 (78) 11 (44) 13 (65) 9 41)
Grande 4 (11) 8 (32) 4 (20) 3 (14)
Sinais Clinicos
Emagrecimento 8 (22) 8 (31) 12 (60) 16 (73) 0,0078 °;0,0084 °
Anemia 9 (39 10 (53) 2 (17) 14 (74) 0,0081 ¢
Alopecia 10 (27) 8 (31) 6 (30) 18 (82) 0,0005 ©;0,003 °
Onicogrifose 6 (16) 4 (16) 2 (10) 12 (54) 0,0123 ¢ 0,005 ¢
Conjuntivite 5 (29) 7 (47) 4 (33) 11 (69) 0,0381"'
Dermatite 3 (19 5 (50) 4 (36) 8 (62) 0,0266 '
Desidratagao 3 (14) 4 (25) 3 (33) 7 (78) 0,0168 °
Ulcera 1 (5) 3 (19) 3 (33) 4 (44) 0,0195"
Classificagao clinica 0,0001°
Assintomaticos 9 (53) 1 (4) 1 (5) 0 (0) 0,0002 ©
Oligossintomatico 2 (12) 18 (69) 16 (80) 8 (36)
Polissintomaticos 6 (35) 7 (27) 3 (15) 14 (64)

a: Diferenga entre todos os grupos. b: Diferenga entre cultura negativa com bago 1 e cultura
positiva com bacgo 1. c: Diferenga entre cultura negativa com bacgo 3 e cultura positiva com bago
3. d: Diferenga entre os animais com cultura positiva e bagos dos tipos 1, 2 e 3. e: Diferenca
entre os animais com cultura negativa e bagos dos tipos 1, 2 e 3. f: Diferenga entre cultura
negativa com bago 1 e cultura positiva com baco 3.

Além disso, foram atribuidos scores para a intensidade dos sinais os sinais
clinicos. Os scores dos sinais alopecia (P <0,005), conjuntivite (P <0,05),
dermatite (P <0,05), caquexia (P <0,005), linfadenopatia (P <0,05) e
onicogrifose (P <0,01 ) foram mais elevados nos animais com cultura positiva e
bagco desorganizado do que nos animais com cultura negativa e do baco

organizado (teste de Kruskal-Wallis, Figura 5). Os escores clinicos de alopecia



(P <0,01), emagrecimento (P <0,05) e onicogrifose (P <0,05) foram maiores

nos animais com cultura positiva e bago desorganizado do que nos animais

com cultura negativa e bago desorganizado (Kruskal -Wallis, Figura 5). Os

scores para a alopecia (P <0,01), conjuntivite (P <0,05), linfadenopatia (P

<0,05) e para onicogrifose (P <0,01) foram mais elevados nos animais com

cultura positiva e bago desorganizado do que nos animais com cultura positiva

e bago organizado (teste de Kruskal-Wallis, Figura 5).
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Figura 5. Score atribuido a intensidade dos sinais os sinais clinicos em relagdo a positividade

na cultura esplénica e a organizagao da estrutura esplénica.



O numero de sinais clinicos atribuiveis a leishmaniose visceral canina foi maior
nos animais com cultura positiva e bago desorganizado que nos animais dos

restantes grupos (teste Kruskal-Wallis, p< 0,0001, Figura 6).
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Figura 6. Numero de sinais clinicos atribuiveis a leishmaniose visceral canina em relagédo a

positividade na cultura esplénica e a organizagéo da estrutura esplénica.

Entre as analises bioquimicas realizadas apenas os niveis de albumina e
creatinina estavam abaixo do normal em uma propor¢do maior de animais com
cultura positiva e bago desorganizado (8/8 animais) do que no grupo de
animais com cultura negativa do bago organizado (6/21 animais, o teste exato
de Fisher, P <0,01). Entre os paradmetros hematoldgicos, apenas as contagens
de neutrdéfilos foram acima dos valores normais em uma propor¢gao maior de
animais com cultura positiva e bago desorganizado (3/5 animais) do que no
grupo de animais com cultura negativa e bago organizado (0 / 9 animais, o
teste exato de Fisher, P = 0,03). Foram observados valores de proteina C
reativa mais elevados nos animais com cultura positiva e bago desorganizado
do que no grupo de animais com cultura negativa e bago organizado (p <0,001,

teste de exato de Fisher ), como observado na Figura 7.
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Figura 7. Caracteristicas bioquimicas e hematologicas em relagdo a positividade na cultura

esplénica e a organizagao da estrutura esplénica.



6.7 Carga parasitaria

Ao realizar a anadlise da carga parasitaria do baco dos animais tendo como
parametro a positividade no teste ELISA, é possivel observar que os animais
com resultado positivo no teste ELISA apresentaram maiores cargas
parasitarias em relacdo aos animais com resultado negativo, como mostrado
na Figura 8 (P< 0,01, teste de Mann Whitney).
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Figura 8. Distribuicdo da carga parasitaria no bago em relagéo a positividade no teste ELISA.

Em relagédo a carga parasitaria do bagco dos animais tendo como parametro a
positividade na cultura esplénica, os animais com resultado positivo na cultura
apresentam maiores cargas parasitarias quando comparados com 0s animais
com resultado negativo, como mostrado na figura 9 (P<0,0001, teste de Mann
Whitney).
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Figura 9. Distribuicdo da carga parasitaria no bago em relagdo a positividade da cultura

esplénica.

As analises da carga parasitaria tendo como parametro a positividade no LST e
a organizacgéao da estrutura esplénica ndo mostraram diferenga estatisticamente
significante entre os grupos. Ja a analise em relagéo a positividade no ELISA e
a organizagdo da estrutura esplénica mostrou que os animais com ELISA
positivo e bago organizado apresentam maiores cargas parasitarias quando
comparados com os animais com ELISA negativo e bago organizado, como é

possivel observar na figura 10 (P<0,05, teste de Mann Whitney).

ELISA + Bago

10%+
10° .
S 104 .
:j': 1034 L% L
w
[ 1024 o
o 10" .o
o 10°4 e L -
o o _ °y
2 10 T+ L . —
8 10-24 *eggee” o -
10-* .
10-4 . - - ;
Q(Q ‘,d,cb é@ ‘,0(‘5)
& g & @
i o° < o°
P @ﬁ P @‘l
QO‘: xﬁ %Qq xﬁ
<~ &

Figura 10. Distribuicdo da carga parasitaria no bago em relagdo a positividade no ELISA e a

organizagao da estrutura esplénica.



A analise em relagédo a positividade na cultura esplénica e a organizagédo da
estrutura esplénica mostrou que os animais com cultura esplénica positiva e os
animais com bacgo desorganizado apresentavam maiores cargas parasitarias
que os animais negativos e animais com bago organizado, com diferengas
entre as cargas parasitarias dos grupos positivos e negativos com baco
organizado (P<0,01, teste de Mann Whitney), entre os grupos positivos e
negativos com bago desorganizado (P<0,0001, teste Mann Whitney), entre os
grupos positivo com baco organizado e negativo com bago desorganizado
(P<0,001, teste Mann Whitney), e entre os grupos positivo com baco
desorganizado e negativo com bago organizado (P<0,0001, teste Mann

Whitney), como mostrado na figura 11.
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Figura 11. Distribuicdo da carga parasitdria no baco em relacdo a positividade na cultura

esplénica e a organizagéo da estrutura esplénica.



7. DISCUSSAO

Neste estudo mostramos que animais com desorganizagcado da polpa branca
esplénica associada a leishmaniose visceral apresentam maior numero de
sinais clinicos, como conjuntivite, emagrecimento, anemia, alopecia,
onicogrifose, dermatite, presencga de Ulcera na pele, além de hiperproteinemia,
hipoalbuminemia, niveis mais baixos de creatinina sérica, aumento no numero
de neutrdéfilos e niveis mais elevados de proteina C reativa. Além disso, Esses
animais apresentam maior numero e intensidade dos sinais clinicos, sendo
assim mais frequentemente polissintomaticos. Esses dados sugerem que os
animais com desorganizagdao da polpa branca esplénica associada a
leishmaniose visceral apresentam uma forma mais grave da doenga, com pior

estado nutricional e estado inflamatério sistémico.

Adicionalmente, confirmamos a associacdo entre positividade no ELISA e
ocorréncia de conjuntivite, hiperproteinemia e hiperglobulinemia, além da
associagdo entre positividade na cultura esplénica e emagrecimento,
esplenomegalia, alopecia e presenca de ulceras na pele, descritas
anteriormente por outros trabalhos (MENDONCA et al, 1999; KOUTINAS et al,
1999; SLAPPENDEL, 1988; CIARAMELLA et al 1997 ALMEIDA et al, 2005).
Confirmamos também a associacdo entre positividade no PCR e maior
frequéncia de onicogrifose e erosdo cutanea, observada anteriormente
(MENDONCGCA et al, 1999; KOUTINAS et al, 1999; SLAPPENDEL, 1988;
CIARAMELLA et al 1997; ALMEIDA et al, 2005; KEENAN et al, 1984,
BARROUIN-MELO et al, 2006; RAMOS et al, 2012).

Para definir a classificagado clinica dos animais, utilizamos como critério a
presenca dos sinais clinicos considerados indicativos de leishmaniose visceral,
como emagrecimento, alopecia, onicogrifose, conjuntivite, anemia,
linfadenopatia e esplenomegalia, sendo considerado assintomatico o animal
que nao apresentava nenhum sinal clinico, oligossintomatico o que
apresentava entre um e trés sinais clinicos, e polissintomatico o que
apresentava acima de trés sinais clinicos (MANCIANTI et al, 1988; REIS et al,

2006a). Podemos observar que os animais classificados como



polissintomaticos foram mais frequentes nos grupos de animais com resultado
positivo na cultura esplénica e no ELISA, resultado semelhante aos obtidos por
Almeida e colaboradores (ALMEIDA et al, 2005) e Reis e colaboradores (REIS
et al, 2006a), ambos em trabalhos realizados com caes naturalmente

infectados provenientes de areas endémicas.

E possivel observar que quase todos os animais tém evidéncia de infecgéo por
Leishmania (96%), porém alguns testes, como PCR e LST podem nao refletir a
infeccao ativa, e o LST pode até refletir algum grau de protegcdo contra a
leishmaniose visceral (PINELLI et al., 1994; SOLANO-GALLEGO et al, 2000).
Por outro lado, a sorologia positiva e cultura positiva bago sdo ambos
indicativos de infeccao ativa. Embora possam refletir a atividade da infeccdo, a
Elisa e a cultura positiva isoladamente n&o indicam o curso da infeccdo no cao.
Por exemplo, cdes com infecgdo inicial pode ter cultura esplénica e sorologia
positivas, mas evoluirem para controle do parasito. Nossa hipotese, porém ¢é a
de que a desestruturagdo do baco estaria associada progressdo da
leishmaniose visceral, portanto com infec¢ao ativa e quadro clinico mais grave.
Sendo assim, decidimos comparar o quadro clinico de caes com ou sem
desestruturagdo do tecido linfoide esplénico com ELISA positiva ou negativa

ou com cultura esplénica positiva ou negativa.

Observamos uma maior frequéncia de conjuntivite, maior frequéncia de
polissintomaticos, maior score de sinais clinicos e maior numero de sinais
clinicos no grupo de animais com ELISA positivo e bago desorganizado,
quando comparado aos outros grupos. O grupo de animais com cultura
esplénica positiva apresentou uma maior frequéncia de emagrecimento,
anemia, alopecia, onicogrifose, dermatite, presenga de ulcera na pele, maior
frequéncia de polissintomaticos, maior score de sinais clinicos e maior numero
de sinais clinicos quando comparados aos outros grupos. Esses achados s&o
semelhantes aos obtidos por Santana e colaboradores, que observou que
animais com desorganizagao da polpa branca esplénica foi mais frequente nos
animais que apresentavam emagrecimento (SANTANA et al, 2008). Silva e

colaboradores (SILVA et al, 2012) observaram que animais com



desorganizagdo do bago associada a infecgdo por Leishmania apresentavam

mais frequentemente doenca grave.

Os animais com cultura esplénica positiva e bago desorganizado também
apresentavam alteracdes laboratoriais. Esses animais apresentavam valores
mais altos na contagem de neutrdfilos, confirmando os achados de Soares e
colaboradores, e Tryphonas e colaboradores (SOARES et al, 2005;
TRYPHONAS et al, 1977). Esse achado aponta uma diferenga entre a doenga
canina e a doenga humana, na qual é observada a ocorréncia de neutropenia
(PASTORINO et al, 2002; QUEIROZ et al, 2004, UZAIR et al, 2004). Esses
animais também apresentavam valores mais altos na dosagem sérica de
proteina C reativa, quando comparados aos outros grupos. Martinez-Subiela e
colaboradores (MARTINEZ-SUBIELA et al, 2002) observaram valores médios
de 65,03ug/mL em cées sintomaticos para leishmaniose visceral, valores
médios de 30,8ug/mL para cdes assintomaticos e uma média de 2,52ug/mL
nos animais utilizados como controle. Embora ndo tenham avaliado os niveis
de proteina C reativa levando em consideragdo a desorganizagao do bacgo, os
achados de valores mais altos de proteina C reativa em caes sintomaticos
infectados por Leishmania corroboram nosso achado, uma vez que 0s animais
com cultura ou ELISA positivos e bago desorganizado também foram os
animais com pior status clinico. Essa €, juntamente com a neutrofilia, uma
importante evidéncia de que os animais com desorganizagédo da polpa branca
esplénica associada a leishmaniose visceral apresentam uma sindrome
inflamatdria, pois a proteina C reativa € uma proteina de fase aguda, se
apresenta em niveis elevados em situacdes de inflamacdo. Além do estado
inflamatério, esse grupo também apresentava valores mais baixos de albumina
e creatinina sérica, quando comparado com os outros grupos. Tais alteragdes
sugerem que esses animais estavam em pior estado nutricional quando
comparados com os outros grupos, provavelmente causado pela leishmaniose

visceral em si.

Qual seria a relagédo entre a infecgdo por Leishmania infantum e a
desorganizagdo do tecido linfoide esplénico, e qual seria o impacto dessa

alteragdo no curso da doenga? Apds a infecgdo, o individuo produz uma



resposta imune, que pode ser Th1 ou Th2, e que vai determinar a resisténcia
ou suscetibilidade a doenca. A resposta imune tipo Th1, é exibida por
individuos que desenvolvem a forma assintomatica da LV. Ja os individuos que
desenvolvem a doenca tendem a apresentar uma resposta imune do tipo Th2
(GHALIB et al., 1993; PINELLI et al. 1994). Além da infecgao por Leishmania,
os animais podem também desenvolver coinfecgdes, principalmente virais, que
podem contribuir para o agravamento das manifestagdes clinicas. Por se tratar
de animais semi-domiciliados, os caes utilizados no nosso estudo estéo
expostos a diversos patégenos além da Leishmania, que podem resultar em
coinfecgdes, que por sua vez podem contribuir para a desorganizagéao do baco.
Estudos em caes mostram que infec¢ao pelo herpesvirus canino tipo 1 (CHV-1)
e pelo virus da cinomose também causam alteragcbes na polpa branca
esplénica (CARVALHO et. al, 2007; DKHIL, 2009; OLIVEIRA et al., 2009b;
SONNE et al., 2009).

O bacgo é um 6rgao fundamental no contexto da leishmaniose visceral, uma vez
que é responsavel por grande parte da resposta imune contra diversos
patdgenos, entre eles a Leishmania, mas é também um alvo da infecgao,
sendo afetado durante seu curso e sofrendo alteragcbes que podem vir a
comprometer a sua fungado. Alteracbes nos 6rgaos linfoides associadas a
leishmaniose visceral tém sido relatadas em estudos, tanto em humanos
(VERESS et al, 1977), quanto em cédes (SANTANA et al, 2008; SILVA et al,
2012) e modelos experimentais (ENGWERDA et al, 2002), e como observado
em nossos resultados, essa desorganizagao do bago coincide com os estagios
avangados e mais graves da doenca. A auséncia desse 6rgao também esta
associada a uma maior susceptibilidade a disseminagado de infeccbes por
bactérias encapsuladas (HANSEN & SINGER, 2001).

A desorganizagdo do bago, causada pela leishmaniose visceral ou por
coinfecgdes, afeta o microambiente do baco, necessario para a ativacdo de
células B e geracao de resposta imune humoral aos antigenos, podendo assim
comprometer a resposta imune, tanto contra a Leishmania quanto contra outros
patdgenos. Dessa forma, e possivel que a alteragcdo da estrutura esplénica

esteja relacionada a imunossupressdo e a uma resposta ineficiente a



infec¢des. Isso pode explicar o desenvolvimento das formas mais graves de
leishmaniose visceral nesses animais, bem como o surgimento de outras

infec¢cdes que podem comprometer ainda mais o status clinico do animal.

Em conjunto, nossos resultados mostram que cédes com desorganizagdo do
tecido linfoide esplénico associado a infecgao por Leishmania infantum
apresentam um maior numero e uma maior intensidade de sinais clinicos
indicativos de leishmaniose visceral, além de um pior estado nutricional e de
uma sindrome inflamatdria, o que reflete o desenvolvimento de formas mais
graves da doenga, quando comparados com os caes sem a desorganizagao do

tecido linfoide esplénico.



8. CONCLUSOES

1.

Caes com desorganizacdo da polpa branca esplénica associada a
leishmaniose visceral tém mais sinais clinicos indicativos da doenca,
como alopecia, conjuntivite, anemia, dermatite, emagrecimento,

onicogrifose e presenga de ulceras na pele.

Esses animais apresentam os sinais clinicos da doenca em maior
intensidade do que os animais sem a desorganizagao da polpa branca

esplénica associada a leishmaniose visceral.

Esses animais apresentam também um pior estado nutricional e um pior
estado inflamatdério do que os animais sem a desorganizagao da polpa

branca esplénica associada a leishmaniose visceral.



9. PERSPECTIVAS

e Publicacdo do presente trabalho

e Iniciar estudo das alteragbes hepaticas ocorridas nesses animais,
correlacionando as alteragdes histologicas com:

o Estado clinico dos animais

o Perfil imunolégico dos animais

o Desorganizagéo da polpa branca esplénica
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