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RESUMO

A leishmaniose visceral zoondtica possui elevada gravidade e alto indice de
letalidade em humanos e animais além de crescimento expansivo por todo o Brasil.
O agente etiolégico é o protozoario Leishmania infantum e o cdo doméstico € o
principal reservatério em areas urbanas. Alteracdes histologicas e ocorréncia de
formas amastigotas de Leishmania spp. no pancreas de caes séo pouco estudadas.
Portanto, os objetivos deste estudo foram avaliar a frequéncia de infeccdo por L.
infantum e as alteracdes histoldgicas associadas em pancreas de caes domeésticos
naturalmente infectados. Foram estudados 143 cdes com sorologia positiva para
anticorpos anti-L. infantum concomitantemente nos testes de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e imunocromatografia de duplo percurso (DPP®) e
provenientes do municipio de Barra Mansa. Os caes foram examinados
clinicamente, submetidos & eutanasia e necropsiados entre 2013 e 2014. A
necropsia foram coletados fragmentos de pancreas para realizacdo das técnicas de
histopatologia e imuno-histoquimica (IHQ). Foram detectadas formas amastigotas
pela IHQ em 22 animais (15,4%). Caquexia/magreza foram os sinais clinicos
associados a infeccdo do péancreas por Leishmania spp., sendo encontrados em
nove (40,9%) cdes com pancreas infectado. A mediana da carga parasitaria em
pancreas foi de 1,4 macréfagos infectados/mm? e os cédes com quadro de
caquexia/magreza apresentaram a maior carga parasitaria, igual a 3,8 macrofagos
infectados/mm?2. O pancreas apresentou alteracdes histolégicas em 80 (55,9%) dos
cées, sendo a pancreatite granulomatosa a mais frequente em 40 (50%), seguida
por pancreatite linfoplasmocitaria em 34 (42,5%), degeneracdo vacuolar em sete
(8,8%), fibrose em seis (7,5%), hemorragia em trés (3,8%), pancreatite eosinofilica
em um (1,2%), pancreatite supurativa em um (1,2%) e necrose em um (1,2%). A
intensidade do infiltrado inflamatério no pancreas foi maior nos caes com maior
carga parasitaria nesse o0rgao. A correlacdo apresentou valor de 0.048, tendo o p.
valor =0.672. Caquexia/magreza ndo foram associadas a pancreatite. Esses
resultados demonstram que a L. infantum €& um dos agentes etiolégicos da
pancreatite crébnica em cées, porém a frequéncia de positividade e carga parasitaria
desse parasito no pancreas foram baixas. A associacao de caquexia/magreza com
uma maior ocorréncia do parasito no pancreas e auséncia de associacdo desses
sinais clinicos com pancreatite sugerem um nao comprometimento de porcéo
significativa do érgdo por esse parasito e que esses sinais clinicos se manifestam
junto a uma maior disseminacao do parasito para as visceras.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Histopatologia; Pancreas; Leishmania

infatum; Caes.
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ABSTRACT

Zoonotic visceral Leishmaniasis has a high severity and high lethality rate in humans
and animals, as well as expansive growth throughout Brazil. The etiological agent is
the protozoan Leishmania infantum and the domestic dog is the main reservoir in
urban areas. Histological changes and occurrence of amastigote forms of
Leishmania spp. in the pancreas of dogs are poorly studied. Therefore, the objectives
of this study were to evaluate the frequency of infection by L. infantum and
associated histological changes in pancreas of naturally infected domestic dogs. One
hundred and forty-three dogs with positive serology for anti-L. infantum antibodies in
the immunoenzymatic assay (ELISA) and double-stranded immunochromatography
(DPP®) from the municipality of Barra Mansa were studied. The dogs were clinically
examined, submitted to euthanasia and necropsied between 2013 and 2014. In the
necropsy, fragments of pancreas were collected for histopathology and
immunohistochemistry (IHC) techniques. Amastigote forms were detected by IHC in
22 animals (15.4%). Cachexia / thinness were the clinical signs associated with the
infection of the pancreas by Leishmania spp., being found in nine (40.9%) dogs with
infected pancreas. The median parasite load in the pancreas was 1.4 infected
macrophages/mm? and the dogs with cachexia / thinness presented the highest
parasite load, equal to 3.8 infected macrophages / mm?2. The pancreas had
histological changes in 80 (55.9%) of the dogs, with granulomatous pancreatitis
being the most frequent in 40 (50%), followed by lymphoplasmacytic pancreatitis in
34 (42.5%), and vacuolar degeneration in seven (8.8 %), fibrosis in six (7.5%),
hemorrhage in three (3.8%), eosinophilic pancreatitis in one (1.2%), suppurative
pancreatitis in one (1.2%) and necrosis in one (1.2%). The intensity of inflammatory
infiltrate in the pancreas was higher in dogs with higher parasitic load in this organ.
The correlation presented value of 0.048, with p.value = 0.672. Cachexia / thinness
were not associated with pancreatitis. These results demonstrate that L. infantum is
one of the etiologic agents of chronic pancreatitis in dogs, but the frequency of
positivity and parasitic load of amastigote forms in the pancreas of dogs were low.
The association of cachexia / thinness with a higher occurrence of the parasite in the
pancreas and absence of association of these clinical signs with pancreatitis suggest
a non-involvement of a significant portion of the organ by this parasite and that these
clinical signs are manifested together with a greater dissemination of the parasite to
visceral organs.

Keywords: Visceral Leishmaniasis; Histopathology; Pancreas; Leishmania infatum;

Dogs.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL ZOONOTICA

A leishmaniose visceral zoondética (LVZ) é uma doenca que afeta humanos e
mamiferos domésticos e selvagens. E causada pelo protozoario Leishmania
infantum (sin. L. chagasi) (GRAMICCIA & GRADONI, 2005). A principal forma de
transmissdo é a vetorial, na qual formas promastigotas do protozoario sao
inoculadas nos hospedeiros vertebrados pelas fémeas dos insetos flebotomineos,
que sdo os hospedeiros invertebrados. O principal vetor responsavel pela
transmissao € a espécie Lutzomyia longipalpis (SILVA et al., 2015). O cao doméstico
(Canis familiaris) € um dos hospedeiros vertebrados e o principal reservatoério de L.
infantum nas &reas urbanas (BURNA et al., 2010; GONTIJO & MELO, 2004). A
transmissao venérea também ocorre, pois, a frequéncia de Leishmania spp. no trato
genital é alta em ambos sexos e em cdes sintomaticos e assintomaticos, sugerindo
gue ndo ha tropismo de acordo com 0 sexo e gque mesmo 0s caes infectados
assintomaticos tém o potencial de transmissdo venérea deste parasita (BOECHAT,
et al., 2016). Anteriormente ja foi detectado formas viaveis de L. infantum no Utero
de cadelas, indicando a possibilidade de transmissao vertical da leishmaniose
visceral canina (LVC) (SILVA, et al., 2009; BOECHAT, et al., 2016)

1.2 CICLO BIOLOGICO

O ciclo de vida da Leishmania spp. apresenta-se em duas formas diferentes,
no hospedeiro vertebrado e invertebrado. O ciclo tem inicio com a inoculagdo de
formas infectantes do parasito (promastigota metaciclico) durante o repasto

sanguineo da fémea de flebotomineo no hospedeiro vertebrado (MONTALVO et al.,



2012). Existem ainda registros de transmissdes acidentais por transfusdes
sanguineas (DANTAS-TORRES, 2006). Quando chegam a circulagcdo, as formas
promastigotas de Leishmania spp. utilizam de mecanismos proprios para escapar a
lise celular, ativada pelo sistema complemento. Portanto, o protozoario Leishmania
spp. sobrevive ao ataque do hospedeiro devido a esse mecanismo protetor e ainda
consegue acometer macrofagos através da manipulacdo de receptores celulares
(CAMPOS-PONCE et a., 2005). O ataque de macréfagos € uma estratégia essencial
para a sobrevivéncia da Leishmania. Neles h& protecdo a resposta imune do
hospedeiro. As formas promastigotas fagocitadas pelos macrofagos se transformam
em formas amastigotas, dentro de um vacuolo parasitéforo (fagossomo) e se
multiplicam por divisdo binéria, levando ao rompimento do macréfago parasitado.
Apos haver o rompimento celular as formas amastigotas sdo novamente liberadas e
infectam novos macréfagos. Quando o vetor realiza o repasto sanguineo no
hospedeiro vertebrado infectado, ingere macréfagos parasitados pela forma
amastigota de Leishmania spp.. JA no tubo digestivo do vetor, as formas
amastigotas, transformam-se novamente em promastigotas, completando o ciclo,

como representado pela figura 1.



Figura 1: Ciclo de vida da L. infantum. Promastigotas metaciclicas sdo transferidos para o hospedeiro
vertebrado durante repasto sanguineo do flebotomineo fémea. As promastigotas sao fagocitadas
pelos macréfagos/neutréfilos e dentro do vacuolo (fagossomo) se transformam em amastigotas. As
formas amastigotas se multiplicam por divisdo binaria. As amastigotas sdo liberadas do macréfago,
infectando novos macrofagos. O vetor se alimenta de sangue do hospedeiro vertebrado infectado e
ingere macréfagos parasitados. No tubo digestivo do vetor as amastigotas se transformam em
promastigotas, aderidos ao epitélio intestinal do vetor passam por diferenciagdo terminal e evolui para
a forma metaciclica e o ciclo se completa.
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1.3 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

E uma doenca endémica registrada em mais de 66 paises do Velho Mundo e
em 22 paises do Novo Mundo, sendo concentrada em apenas 6 paises, india,



Bangladesh, Sud&o, Suddo do Sul, Etiopia e Brasil (WHO, 2014). A leishmaniose
esta presente em toda a América Latina, sendo o Brasil o pais com maior niumero de
novos casos nas Américas (WHO, 2010).

A Leishmaiose Visceral (LV) ocorre em todas as regides do Brasil (Figura 2),
sendo que a maioria dos casos humanos sdo registrados nas regides Norte e
Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). No Brasil, h4 exponencial aumento da
expansdo da LVZ (Figura 3), havendo relatos de casos em &reas antes
consideradas livres da doenca (TONINI et al., 2012). A Unica regido livre de casos
autoctones da doenca era a regido Sul. Entretanto, nessa regido 0s primeiros casos
de LVZ em cées e humanos foram registrados respectivamente em 2008 e 2009 no
municipio de Sao Borja (FIGUEIREDO et al., 2012).

Figura 2 : Casos de LV por municipio de infeccdo. Brasil, 2017.

Fonte: SVS/MS



Figura 3: Casos de Leishmaniose Visceral no Brasil 1980 a 2017.
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Nos ultimos anos, apesar de acdes de controle envolvendo o cdo doméstico
serem realizados rotineiramente em areas endémicas do estado do Rio de Janeiro,
cada vez mais tem sido verificados novos casos de LVZ em diversos municipios,
com especial destaque para Barra Mansa (SILVA et al.,, 2015; PIMENTEL et al.,
2014). Um dos fatores do aumento consideravel é o transporte de caes positivos de
areas endémicas para éareas livres da doenca e a progressiva capacidade de

adaptacao do vetor Lutzomyia longipalpis.

1.4 SINAIS CLINICOS NO CAO

O quadro clinico da leishmaniose visceral canina (LVC), é de amplo espectro,
com sinais clinicos inespecificos. Sendo assim, o animal pode apresentar desde
nenhum sinal clinico a graves quadros de caquexia, 0 que num todo, desenvolvem
um processo debilitante, de percurso crénico. Entre os sinais clinicos da LVZ os
mais presentes sdo a caguexia/magreza, linfadenomegalia, onicogrifose, alopecia,
lesGes cutaneas, esplenomegalia, hepatomegalia, lesdes oculares, porém em

diversos casos, 0s animais ndo apresentam sinais clinicos (ABRANCHES et al.,



1991; CIARAMARELLA & CORONA, 2003). Alguns sinais, entre eles, o
emagrecimento progressivo e distarbios locomotores, concernente a fraqueza
muscular, sdo também observados com certa frequéncia. O animal que apresenta
diversos sinais clinicos levanta com maior inclinacdo a suspeita clinica da doenca
para o médico veterinario. (ABRANCHES et al., 1991).

Contudo, os cées infectados, ndo demonstraram nenhum sinal clinico
(CABRAL et al., 1998) tendo potencial de haver a presenca de parasitos até na pele
sadia, advertindo para a relevancia dos animais no ciclo de transmissdo da doenca
(SOLANO-GALLEGO et al., 2004).

1.5 PATOGENIA NO CAO

Em cées infectados por L. infantum, a multiplicacdo desse parasito em
macréfagos de diferentes tecidos leva a destruicdo dessas células, que parece
induzir uma resposta imune mista do tipo Th1l/Th2. Essa resposta imune pode
resultar em alteracdes histologicas em diversos tecidos e oOrgaos do sistema
fagocitico mononuclear, sistema cardiovascular, digestorio, sistema nervoso central
e sistema genito-urinério. Essas alteracdes sdo caracterizadas principalmente por
uma reacao inflamatéria granulomatosa e por injuria imuno-mediada causada pelo
depdsito de imuno-complexos ou producdo de auto-anticorpos (KOUTINAS;
KOUTINAS, 2014). A inflamacdo granulomatosa geralmente também ¢é
acompanhada por infitrado linfoplasmocitario e ou linfo-histiocitico, e
ocasionalmente por infiltrado de neutréfilos (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999).
Essa inflamacéo é a principal responséavel pelas alteracfes histoldgicas observadas
em linfonodos, baco, medula 6ssea, figado, intestinos, 0ssos, 6rgdos do trato genital
masculino e feminino e mucosas. Por sua vez, mecanismos imuno-mediados
parecem ser a principal causa das lesdes histologicas renais tais como
glomerulonefrite e nefrite intersticial e da miosite em musculos mastigatérios
(SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; KOUTINAS; KOUTINAS, 2014). E possivel que
a inflamacgéo granulomatosa e a injaria imuno-mediada contribuam igualmente para

geracdo das alteracbes histologicas observadas na pele, musculos, membrana



sinovial e olhos. Cada sinal clinico pode ser reflexo de alteragdes patolégicas em um
anico 6rgdo ou multiplos 6rgdos ou de um mecanismo patolégico mais complexo.
Entretanto, os mecanismos patologicos envolvidos em alguns 6rgados e em alguns
sinais clinicos permanecem desconhecidos (SARIDOMICHELAKIS et al., 1999;
KOUTINAS; KOUTINAS, 2014).

1.6 PANCREAS NO CAO

1.6.1. Fisiologia e anatomia do pancreas no cao

O pancreas fica localizado no abdémen cranial direito, é anatomicamente
relacionado com estébmago, figado e duodeno (WILLIAM, 2005; STEINER, 2008).
Possui coloragdo amarelada, consisténcia amolecida e semelhante a uma glandula
salivar (DYCE et al.,, 2010). Macroscopicamente, € composto por um lobo direito,
préximo ao duodeno, um lobo esquerdo em proximidade ao baco e uma porcéao
central, que é conhecida como corpo do pancreas, com localizacdo na curvatura da
zona cranial do duodeno (Figura 4) (CULLEN; MACLACHLAN, 2001; KONIG,
SAUTET & LIEBICH, 2005; STEINER, 2008).



Figura 4: Anatomia do pancreas e sistema de ductos pancreaticos.
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Entre as espécies, ha variacdo referente ao nUmero de ductos pancreéticos,
podendo ter ambos, ou, em alguns casos, atrofia em algum deles, sendo assim, a
fusdo remanescente que atrofia, com a parte do ducto intacto, permite que a
secrecédo dos lobos pancreéticos va para o duodeno (WILLIAM, 2005;). Nos cées, na
maioria das vezes, os dois ductos persistem integros (STEINER, 2008), entretanto,
ha algumas excec¢des, onde sO o ducto pancreatico acessorio, encontra-se presente
(WILLIAMS, 2005).

O lobo direito do pancreas ¢é irrigado pelas artérias por duas artérias, a artéria
pancreatica-duodenal cranial e caudal, sendo a primeira ramificacdo da artéria
celiaca e a segunda da artéria mesentérica cranial (WILLIAMS, 2005). O corpo e 0
lobo esquerdo do pancreas, sdo vascularizados por um ou mais ramos da artéria
esplénica e pela artéria pancreética-duodenal caudal, uma ramificacdo da artéria
mesentérica cranial (KONIG, SAUTET & LIEBICH, 2005).



O pancreas possui significativo papel na digestdo dos cédes, sendo uma das
principais glandulas dos sistemas, enddcrino e digestério (GRECO; STABENFELDT,
2015). Tem como principal funcdo secretar enzimas digestivas e outras substancias,
colaborando com a absorcdo de nutrientes e de vitaminas e minerais, além de
horménios, como o0 glucagon e a insulina. (BUNCH, 2006). Dispde de tecido
enddcrino e exodcrino, este Ultimo sendo a maior parte do 6rgdo. Na porcao
enddcrina, encontram-se as ilhotas de Langerhans, composta em sua maior parte
por células B responsaveis pela secrecdo de insulina (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1995). Em menor numero as células a, que secretam glucagon. Com menor
frequéncia encontram-se as células F produtoras de polietideo pancreético e células
D, que produzem somatostatina (CAPEN, 2001). As ilhotas de Langerhans sao
fortemente vascularizadas, podendo receber até dez por cento do fluxo sanguineo
arterial pancreatico (CHARLES, 2007). A porcdo exocrina €& formada
exponencialmente por uma glandula acinosa composta, tendo 0s acinos
pancreaticos como a parte excretora e responsaveis pelo preenchimento de
aproximadamente 85% do pancreas. Os acinos possuem um nucleo arredondado,
situado na metade inferior da célula e citoplasma apical eosinofilico, o que reflete a
acumulacdo de numerosos granulos de zimogénios (Figura 5) (KLIMSTRA, 2007).
Microscopicamente, em cada I6bulo pancreatico, células acinares sdo encontradas e
elas sintetizam as enzimas digestivas e compdem o sistema de ductos intralobulares
(CULLEN; MACLACHLAN, 2001).



Figura 5: Estrutura de um &cino pancreatico.
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Figura 6: Corte histolégico de pancreas normal de cdo. Acinos pancreaticos, ilhota
de Langehans e ducto interlobular. HE.

Fonte: Lapclin Dermzoo, 2012.



Esses granulos sao liberados por exocitose quando ha o estimulo no
pancreas (MANSFIELD, 2012). Na porcao exdcrina do pancreas, ocorre a producao
e secrecao de enzimas digestivas, além de secrecdo de bicarbonato operante na
neutralizacdo do acido gastrico e, além disso, a secrecdo do pancreas inibe a
proliferagéo bacteriana no duodeno (CORNELL; FISCHER, 2003; WILLIAMS, 2005).
As secrecfes de enzimas digestivas sdo responsaveis pela quebra de proteinas,
gorduras e carboidratos. (GRECO; STABENFELDT, 2015). As células acinares,
secretam enzimas em sua forma inativa, como também em sua forma ativa
(CHARLES, 2007; STEINER, 2008). Entretanto, enzimas que tenham a capacidade
de digerir componentes da membrana celular sdo impreterivelmente secretadas na
forma de zimogénio (STEINER,2008).

As enzimas proteoliticas, como a tripsina, quimotripsina e carboxipeptidases,
exercem funcdo na hidrdlise proteica (RASTOGI, 2007). A hidrdlise dos triglicerideos
ocorre devido mecanismo de acdo da lipase, colesterolesterase e fosfolipase. Ja
enzima responsavel pela hidrélise dos hidratos de carbono é a amilase (GUYTON &
HALL, 2006). A nuclease, ribonuclease e desoxiribonuclease, sdo responsaveis pela
quebra de ligacbes entre nucleotideos do acido desoxirribonucleico (DNA) e acido
ribonucleico (RNA) dos alimentos ingeridos (RASTOGI, 2007).

Apos a estimulagdo do pancreas, inicia-se a secrecdo do suco pancreatico,
através dos ductos pancreaticos, na ja referida secrecdo aquosa, contendo
bicarbonato e produzida pelas células centroacinares e dos ductos (WILLIAMS,
2005; MIX & JONES, 2006).

As enzimas pancreaticas (Quadro 1), sdo cruciais na digestdo da maioria das
dietas, entretanto as enzimas orais, gastricas e a bordadura em escova dos

enterocitos, contribuem também para esse processo de digestdo (STEINER, 2008).



Quadro 1: Integrantes da secrecao pancreatica exocrina.

Enzimas na forma inativa

Enzimas na forma

Outros produtos

(Zimogénios) ativa secretados
Tripsinogénio Lipase Agua
Quimotripsinogénio Amilase Bicarbonato

Proelastase

Carboxielastase

Fator intrinseco

Fosfolipase

Desoxirribonuclease

Fatores

antimicrobianos

Procarboxipeptidase Ribonuclease Inibidor da secrecgéo
da tripsina

pancreatica (PSTI)

Procolagenase Fatores troficos

intestinais

Procolipase

(Adaptado de STEINER, 2008).

1.6.2. Alteracdes pancreéaticas em céaes

Sao varias as doencas que podem acometer o pancreas e se dividem em dois
grupos, as enddcrinas, principalmente a diabetes mellitus, insulinoma, neoplasia das
células B e neoplasia secretora de gastrina, o gastrinoma (BUNCH, 2006). Na
porcdo exdcrina, destacam-se as neoplasias, célculos, atrofia, hiperplasia e
disturbios de suas secrecbes (McGAVIN; ZACHARY, 2009), contudo a pancreatite é
destacada como a doenca pancreatica mais relatada em caes. (RUAUX, 2003;
WESTERMARCK; WIBERG, 2003).

A pancreatite advém no pancreas exocrino e se apresenta em duas formas: a
forma aguda e a cronica. A forma aguda apresenta incidéncia de 0,5% (SHEN et al.,
1999), podendo ser fatal se o tratamento ndo for da forma adequada (MANSFIELD
et al.,2003). Nestes animais, 0s sinais clinicos mostram-se inespecificos, entretanto,
vOmitos sao os sinais mais relatados. O animal pode ainda apresentar outros sinais,

como: anorexia, desidratacdo, depressao, dor abdominal e dispneia. Casos mais



severos podem ainda apresentar ictericia, necrose hepatocelular, choque,
sangramentos, arritmias cardiacas e desconforto respiratério. (BUNCH, 2006;
PLUNKETT, 2006). Possui pouca ou nenhuma alteragdo patoldégica permanente
(SHERDING et al. 2003; TILLEY; SMITH JR, 2008).

Em sua forma crbnica, a pancreatite € geralmente acompanhada por fibrose e
atrofia parenquimatosa (McGAVIN; ZACHARY, 2009). Entende-se que a doenca
seja subestimada, devido inespecificidade dos sinais clinicos, entre eles
caquexia/magreza, perda de massa muscular, perda de pelos e ainda porque nao ha
uma técnica laboratorial padrdo ouro, cuja coleta de amostra biolégica a ser
examinada ndo seja invasiva para o diagnostico (WATSON, 2003; XENOULIS &
STEINER, 2012).

Atualmente, ha& melhores métodos laboratoriais para o diagndstico,
aumentando exponencialmente o grau de reconhecimento da doenca pelos médicos
veterinarios (ARMSTRONG & WILLIAMS, 2012). Porém, a etiologia, fisiopatologia,
diagndstico, classificacao, tratamento e o progndéstico, permanecem desafiadores e
bastante controversos (MIX & JONES, 2006; MANSFIELD, 2011; BAZELLE &
WATSON, 2015).

O diagnéstico definitivo de pancreatite s6 pode ser realizado pelo exame
histopatologico do pancreas, sendo igualmente esta a unica forma de diferenciar a
pancreatite aguda da crénica e ainda, em alguns casos, pancreatite de neoplasia
(MARQUES, 2015).

Outros mecanismos de diagnostico, como mensuracdo de amilase e lipase,
auxiliam no diagnéstico, visto que o aumento simultaneo dessas enzimas indicam
pancreatite (GASCON; ASCENA, 2001). Entretanto, é de conhecimento que a lipase
pancreatica canina, pode informar resultados falso-positivos em cerca de 40% dos
cdes (HAWORTH et al., 2014). Ainda assim, exames de imagem também ajudam o
direcionamento do diagnostico (STEINER, 2003; RUAUX, 2003).

Animais com estagio avancado de pancreatite crénica apresentam sinais de
diabetes mellitus (DM) e insuficiéncia pancreatica exdcrina (IPE) (BUNCH, 2006). A
pancreatite crbnica, fibrose cistica, resseccdo pancreatica ou outras causas de
obstrucdo do ducto pancreético, incluindo carcinoma, podem causar ma absorcéo
intestinal de nutrientes (FISHER, 1999). Na pancreatite, a funcdo exocrina estara
reduzida e isso resulta em uma ma digestao de gordura, carboidratos e proteinas.

Vale destacar importantes etiologias que podem levar a um quadro de pancreatite



em cdes entre elas: fatores alimentares, hiperlipoproteinemia, farmacos, toxinas,
hipercalcemia, obstru¢cdo do canal, refluxo biliar duodenal, trauma pancreatico,
isquemia e causas idiopéticas. Doencas especificas, tais como leishmaniose e
babesiose também sao relatadas como causa da pancreatite em cées, embora nao
esta claro se a causa é a doenca ou o tratamento dessas parasitoses (MANSFIELD,
2012; MOHR, et al., 2000).

1.7 PANCREATITE, CAQUEXIA E LVC

A pancreatite crbnica associada as infeccbes parasitarias também pode
causar caquexia em animais e humanos (RACHID et al.,, 2011), porém a sua
ocorréncia em cées infectados por L. infantum foi pouco estudada.

A caquexia, importante sinal clinico apresentado em cdes soropositivos para
L. infantum carece de mais informacfes histolégicas, para melhor compreensao da
sua etiologia. Segundo Koutinas e Koutinas (2014), a caquexia seria uma das
consequéncias da proteinaria causada por glomerulonefrite associada a infeccao por
L. infantum. A caquexia também tem sido atribuida a anorexia, competicdo entre
parasito e hospedeiro por nutrientes essenciais como triptofano e reduzida absorgao
intestinal (SLAPPENDEL,1988; KEENAN et al., 1984). Em humanos ha relato de
uma co-infeccdo de L. infantum em pancreas de paciente portador do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). A necropsia revelou pancreas normal ao exame
macroscopico. A microscopia 6tica do pancreas revelou: atrofia pancreatica grave,
diminuicdo dos grénulos de zimogénio, anormalidades nucleares discretas e
presenca de formas amastigotas de Leishmania em macréfagos intersticiais, além
da positividade para antigenos de Leishmania e virus HIV-p24 na imuno-
histoquimica (CHEHTER et al.,2001). Carrasco et al. (1997) relatam um caso de cao
com leishmaniose visceral apresentando sinais clinicos de pancreatite aguda. Ao
exame microscopico do pancreas, foram evidenciados numerosos l6bulos com areas
centrais de hemorragia, exsudato fibrinoso e necrose, com um infiltrado difuso de
neutrofilos. Septos interlobulares foram engrossados por uma intensa acumulacao

de exsudato fibrinoso e hemorragia. Entretanto, ndo foram observadas formas



amastigotas de Leishmania nesse o6rgdo. O diagnoéstico final foi de pancreatite

hemorrgica aguda associada a LV.



2 JUSTIFICATIVA

A LVC estd em expansdo no Brasil e no estado do Rio de Janeiro.
Atualmente, no municipio de Barra Mansa tem ocorrido uma epidemia de
leishmaniose visceral com mais de trés mil casos caninos diagnosticados entre 2011
e 2013 (MELLO et al., 2014) e nove casos humanos registrados, com quatro obitos
entre 2010 e 2013 (PIMENTEL et al., 2014). Apesar das alteracdes histolégicas e
suas associacfes com sinais clinicos serem conhecidos para diversos 0rgaos em
cées infectados por L. infantum, ainda sédo escassas as informacdes em alguns
orgdos, dentre eles, inclui-se o pancreas. Adicionalmente, a ocorréncia de formas
amastigotas de Leishmania no pancreas de cdes é pouco conhecida. Em estudo
piloto em cdes de Barra Mansa detectamos pancreatite granulomatosa associada a
formas amastigotas de Leishmania, o que motivou o0 presente estudo. A
caquexia/magreza é um sinal clinico comum em cdes com leishmaniose visceral,
porém sua etiologia ndo é bem conhecida e pode estar associada com pancreatite
causada pelo parasitismo por L. infantum, o que precisa ser avaliado. Recentemente
por meio da Nota Técnica Conjunta n® 001/2016 MAPA/MS, o Ministério da Saude e
o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, liberou o medicamento
“Milteforan®”, sendo a miltefosina o principio ativo do medicamento em questéo, para
tratamento da leishmaniose visceral canina no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE;
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2016). Porém,
nao sdo conhecidos os efeitos adversos desse medicamento no pancreas de caes.
Farmacos usados para o tratamento da leishmaniose visceral em humanos, como o
antimoniato de meglumina podem causar como efeito adverso a pancreatite (LYRA
et al.; 2016). Nesse contexto, o conhecimento da ocorréncia de L. infantum no
pancreas de cdes naturalmente infectados e das alteracdes histologicas nesses
orgdos fornece informacdes importantes para melhor conhecimento da patogenia
dessa parasitose em cdaes, assim como subsidios para futuros estudos sobre
reacoes adversas associadas aos medicamentos anti-Leishmania utilizados no
tratamento de caes parasitados. Por meio das técnicas de imuno-histoquimica e
hematoxilina-eosina € possivel identificar as alteracdes histologicas e formas
amastigotas no pancreas de caes infectados com L. infantum, correlacionando a

presenca do parasito com as alteragdes histolégicas.



3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia de infeccdo por Leishmania infantum e as alteracdes

histolégicas associadas em pancreas de caes domeésticos naturalmente infectados.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as alteracBes histoldgicas no pancreas de cdes soropositivos para
anticorpos anti-L. infantum.

Verificar a associacdo de sinais clinicos de caquexia /magreza com alteraces
histoldgicas em caes com pancreas infectado por L. infantum.

Avaliar a carga parasitaria de L. infantum no pancreas de cdes soropositivos
para anticorpos anti-L. infantum.

Verificar a associacdo entre a carga parasitaria de L. infantum no pancreas e
0s sinais clinicos de caquexia/magreza.

Verificar a associacdo entre a carga parasitaria de L. infantum no pancreas e

a intensidade do infiltrado inflamatério nesse 6rgao.



5 METODOLOGIA

5.1 AMOSTRA

Trata-se de um estudo retrospectivo de amostra de conveniéncia composta
por 143 amostras de pancreas de cdes soropositivos para anticorpos anti- L.
infantum concomitantemente no teste de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
imunocromatografia de duplo percurso (DPP®). As amostras foram coletadas entre
2012 e 2013 de caes soropositivos para LVC, provenientes do municipio de Barra
Mansa, situado ao sul do estado do Rio de Janeiro. Barra Mansa fica localizado as
margens do Rio Paraiba do Sul, na regido fluminense do Médio Paraiba, entre as
Serra do Mar e da Mantiqueira. O municipio € uma area endémica da LVZ no estado
do Rio de Janeiro, Brasil. Inicialmente, os caes foram examinados clinicamente por
meio da inspecdo de pele e de mucosas oral e ocular, palpacdo dos linfonodos
superficiais e o6rgdos. Os sinais clinicos foram descritos em prontuarios. Foram
considerados como sinais clinicos de leishmaniose visceral canina (LVC):
onicogrifose,  alopecia, lesbes  cutaneas, caquexia, linfadenomegalia,
esplenomegalia, hepatomegalia, lesbes oculares. Em seguida, os caes foram
submetidos a eutanasia por meio da administracdo de overdose de tiopental sédico
por via endovenosa, de acordo com o programa nacional de controle de LV, Decreto
n° 51.838/1963. Na necropsia, 0 pancreas foi examinado macroscopicamente e
amostras desse o6rgdo foram fixadas em formalina tamponada a 10% e
posteriormente, processadas para emblocamento em parafina (CARSON; HLADICK,
2009) para realizacdo das técnicas de histopatologia e imuno-histoquimica.
Adicionalmente, fragmentos de baco, pele, linfonodo e medula 0ssea, que foram
coletados assepticamente e imersos em solucdo salina estéril contendo

antimicrobianos para realizacao de cultura parasitolégica.



5.2 HISTOPATOLOGIA E IMUNO — HISTOQUIMICA

Cortes histolégicos seriados de 5 um foram obtidos a partir dos blocos de
parafina armazenados no servico de Anatomia Patolégica do INI, que continham as
amostras teciduais de pancreas. Posteriormente, esses cortes foram montados em
laminas nao-silanizadas para histopatologia e em laminas silanizadas para imuno-
histoquimica.

Para histopatologia, os tecidos foram corados com hematoxilina-eosina (HE)
(CARSON; HLADICK, 2009). O infiltrado inflamatério no pancreas foi classificado
como: granulomatoso, quando houve predominio de macréfagos; nao
granulomatoso, quando houve predominio de outros tipos de células inflamatérias;
supurativo, com presenca de neutréfilos; ndo supurativo, com presenca exclusiva de
células mononucleares (linfécitos, plasmaocitos e macréfagos).

Para a avaliacdo da intensidade da inflamacdo, os tipos de células
(macréfagos, plasmacitos, linfocitos, eosinéfilos e neutrofilos) detectados no
infiltrado inflamatdério foram analisados semi-quantitativamente, sob um microscépio
de luz. Para este fim, usando uma grade éptica de 1 mm2 e um contador manual de
células, o numero de células foi determinado em um campo microscoépico no
aumento de 400 x na area mais celular do corte histologico. A mediana foi calculada
para todo o infiltrado inflamat6rio (soma de todos os tipos de células encontradas) de
cada orgao.

Para imuno-histoquimica, as laminas foram submetidas a desparafinacéo,
reidratacéo, bloqueio da peroxidase enddgena, recuperagdo antigénica, bloqueio da
ligagdo ndo especifica de proteinas, e a incubagdo com soro policlonal de coelho
anti-Leishmania diluido a 1: 500, seguindo um protocolo previamente descrito
(BOECHAT et al.,, 2016). Um sistema de deteccdo a base de polimero (Polymer
HiDef Deteccao HRPTM Sistema, Cell Marque, Rocklin, CA, EUA) foi utilizado para a
deteccdo de formas amastigotas de Leishmania de acordo com as recomendacgdes

do fabricante.



Para a avaliacdo da carga parasitaria, macrofagos parasitados com formas
amastigotas de Leishmania foram quantificados como descrito para a quantificacao
de células inflamatorias por histopatologia. No entanto, as células foram contadas
em cinco campos em aumento de 400 x nas zonas mais parasitadas das seccdes. O
namero médio de macrofagos parasitados foi calculado e o parasitismo classificado
como ausente, leve a moderado (0,2 a 10 macréfagos parasitados) e intensa (mais
de 10 macréfagos parasitados) (BOECHAT et al., 2016).

5.3 CULTURA PARASITOLOGICA E IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE

Leishmania

As 143 amostras de fragmentos de baco e medula 6ssea foram inoculadas
em meio bifasico Insecto NNN / Schneider (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA)
contendo 10% de soro fetal bovino e incubadas a 26- 28 ° C (MADEIRA et al., 2009).
As formas promastigotas de Leishmania isoladas foram identificadas como L.
infantum por eletroforese de enzimas multilocus utilizando cinco sistemas
enzimaticos (CUPOLILLO et al., 1994).

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise exploratoria foram fornecidas as frequéncias relativas das
variaveis categoricas com seus respectivos intervalos de confianca de 95% (1C95%).
Para as variaveis quantitativas, foram utilizadas as medianas e seus intervalos
interquartilicos.

Para a comparacdo entre a ocorréncia de sinais clinicos de caquexia e
magreza e as diversas alteracdes histoldégicas nos 143 cdes (fibrose, necrose,
hemorragias, tipo de infiltrado inflamatorio) foram empregados testes de associagédo

qui-quadrado de Pearson e/ou teste exato de Fisher, no caso de contagens



esperadas < 5. Adicionalmente, foram comparadas as frequéncias das alteracdes
histolégicas com os resultados da IHQ para diagnoéstico de Leishmania spp.

A comparagdo da intensidade do infiltrado inflamatorio (para o total de
células) nos cades positivos e negativos para Leishmania spp. no pancreas foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney.

Para verificar a correlacdo entre a carga parasitaria e a intensidade do
infiltrado inflamatorio, foi empregado a correlacdo de Spearman. Valores proximos a
+1 indicaram correlacdo positiva, proximos a -1, correlacdo negativa e 0, auséncia
de correlacao.

Os testes foram considerados significativos ao nivel de 5%. A despeito da
critica ao uso exclusivo do p-valor e devido ao tamanho amostral em alguns grupos
foi considerado também a relevancia tedrica e a diferenca de ao menos 10 pontos
percentuais (pp.) como indicativo de potencial diferenca entre os grupos.

A andlise foi realizada no software R versédo 3.3.

6 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA / FIOCRUZ; Nameros LW-038/08 e LW-54/13).



7 RESULTADOS

Dos 143 animais avaliados, setenta e cinco eram machos (52,4%) e sessenta
e oito (47,6%) eram fémeas. Na populacdo total, cento e dezoito caes foram
classificados como sem raca definida (SRD) (82,5%). Dos 25 caes com raca
definida, cinco eram Labrador Retriever, quatro Pinscher, trés American Pitbull
Terrier, trés Dachshund, dois Cocker Spaniel, dois Rottweiler, dois Pastor Aleméao,
um Dobermann, um Pastor Branco Suico, um Poodle e um Cane Corso. Em relagéo
a faixa etaria, cento e dois animais (71,3%) possuiam idade entre 1 e 7 anos, trinta e
dois (22,3%) com idade acima de 7 anos e nove (6,2%) tinham até 12 meses. Em
relagdo aos sinais clinicos, oitenta e dois animais (57,3%) apresentaram ao menos
um sinal clinico compativel com LVC e sessenta e um (42,7%), ndo apresentaram
nenhum sinal clinico. Em relacdo aos sinais clinicos apresentados a seguir, 0s
animais que apresentaram descamacdo cutanea furfurdcea, pélo opaco,
onicogrifose, alopecia e Ulcera cutdnea foram enquadrados em um Unico grupo,
descritos como alteracbes dermatologicas, assim como hepatomegalia e
esplenomegalia. Alguns animais apresentaram mais de um sinal clinico como mostra

a figura 6. Os sinais clinicos observados encontram-se na tabela 1.



Figura 7: Céo, fémea, adulta, SRD, soropositivo para anticorpos anti-Leishmania infantum. Animal
apresentando diversos sinais clinicos compativeis com LVC como onicogrifose, Ulceras, alopecia
generalizada, pelo opaco, caquexia/magreza. Proveniéncia: Municipio de Barra Mansa, Rio de
Janeiro, 2013.

TTE
* 0

As frequéncias dos sinais clinicos observados se encontram na tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de sinais clinicos em 143 cédes soropositivos para anticorpos anti-Leishmania
spp., provenientes do municipio de Barra Mansa, no periodo de 2012 e 2013.

Sinal clinico n=143 (%)
Alteracbes dermatologicas 40 28,0
Hepato/Esplenomegalia 40 28,0
Caquexia/Magreza 30 21,0
Linfadenomegalia 23 16,1

Alteracdes Oftalmicas 18 12,6




7.1 ALTERACOES HISTOLOGICAS

Foram analisadas 143 amostras de péancreas, coradas com a técnica de
hematoxilina-eosina (HE). Em sessenta e trés amostras (44,1%), nao foram
encontradas alteracbes microscopicas. A pancreatite foi observada em 76 (53,1%)
dos 143 caes, sendo 74 (51,7%) do tipo crbonica (granulomatosa ou
linfoplasmocitaria) e 2 (1,4%) do tipo aguda (supurativa ou eosinofilica). As
frequéncias dos tipos de pancreatite e demais alteracdes histoldgicas, foram

descritas na tabela 4.

Tabela 2. Altera¢gBes histoldgicas observadas em 80 amostras de péncreas de cées soropositivos
para anticorpos anti-Leishmania provenientes de Barra Mansa, Rio de Janeiro, no periodo de 2012 a
2013.

Alteracdes histologicas no pancreas n (%)

Pancreatite granulomatosa 40 (50%)
Pancreatite linfoplasmocitaria 34 (42,5%)

Degeneracéo vacuolar 7 (8,8%)

Fibrose 6 (7,5%)

Hemorragia 3 (3,8%)

Pancreatite eosinofilica 1(1,2%)

Pancreatite supurativa 1(1,2%)

Necrose 1(1,2%)

Nos 22 caes com pancreas positivos para Leishmania spp. na IHQ, as
alteracdes histologicas no pancreas foram observadas em vinte (90,9%) e nos 121
pancreas negativos na IHQ, alteracdes histoldégicas no pancreas foram observadas
em sessenta (49,6%). As frequéncias das alteracdes histologicas no pancreas

nesses dois grupos de caes estao descritas na tabela 5.



Tabela 3. Frequéncia de alteracdes histoldgicas em péncreas de acordo com resultado da técnica de
IHQ para diagndstico de Leishmania spp., provenientes do municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro
no periodo de 2012 e 2013.

Péancreas
] . IHQ Negativa IHQ Positiva
Alterac@es histolégicas p valor
n 60 (%) n 20 (%)
Pancreatite granulomatosa 23 (38,3%) 17 (85%) 0.001
Pancreatite linfoplasmocitaria 31 (51,7%) 3 (15%) 0.004
Degenerac¢éo vacuolar 6 (10%) 1 (5%) 0.673
Fibrose 4 (6,7%) 2 (10%) 0.637
Hemorragia 2 (3,3%) 1 (5%) 1.000
Pancreatite eosinofilica 1(1,7%) 0 1.000
Pancreatite supurativa 1(1,7%) 0 1.000
Necrose 1(1,7%) 0 1.000

Nos 30 animais que apresentaram caquexia/magreza, 17 (56,7%) possuiam
alguma alteracéo histolégica no pancreas. Nos 113 animais sem caquexia/magreza,
63 (55,7%) possuiam alteracdo histolégica no pancreas. As frequéncias das
alteracdes histoldégicas no pancreas nos grupos sem caquexia/magreza e com

caquexia/magreza estao descritas tabela 6.

Tabela 4. Frequéncia de altera¢cfes histologicas em pancreas de cdes com e sem sinal clinico de
caquexia, provenientes do municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro no periodo de 2012 e 2013.

) ) Sem Com
Alteracdes histologicas no ] ]
R caguexia/magreza caquexia/magreza p valor
pancreas
n 63 (%) n 17 (%)
Pancreatite granulomatosa 33 (52,4%) 7 (41,2%) 0.586
Pancreatite
) . 25 (39,7%) 9 (52,9%) 0.410
linfoplasmocitaria
Degeneracéo vacuolar 4 (6,3%) 3 (17,6%) 0.161
Fibrose 4 (6,3%) 2 (11,8%) 0.602
Hemorragia 3 (4,8%) 0 1.000
Pancreatite eosinofilica 1(1,6%) 0 1.000
Pancreatite supurativa 1(1,6%) 0 1.000
Necrose 1(1,6%) 0 1.000




Considerando a ocorréncia de pancreatite (granulomatosa, linfoplasmocitaria,
eosinofilica e supurativa) em cdes com e sem caquexia/magreza observou-se uma
frequéncia de pancreatite de 53,3% em cdes com caquexia/magreza e 53,1 % em
cdes sem caquexia/magreza. Nao houve associacdo estatisticamente significativa
entre pancreatite e caquexia/magreza (p valor=1.000).

Na pancreatite granulomatosa, os infiltrados inflamatérios eram
predominantemente constituidos por macréfagos, havendo também plasmécitos e
linfécitos (Figura 8). Em seis amostras (15%), foram observadas pela coloracdo HE
formas amastigotas de Leishmania spp. no interior dos vacuolos parasitéforos no

citoplasma de macrofagos (Figura 9).

Figura 8: Corte histolégico de pancreas de cédo infectado por Leishmania spp. mostrando pancreatite
com infiltrado inflamatdrio granulomatoso intersticial difuso, moderado e composto principalmente por
macréfagos, havendo também linfécitos e plasmécitos. HE




Figura 9: Corte histolégico de pancreas de céo infectado por Leishmania spp. mostrando pancreatite
com infiltrado inflamatério granulomatoso intersticial difuso, moderado e composto principalmente por
macrofagos. Visualiza-se a presenca de formas amastigotas de Leishmania spp. (Seta) (HE)

Em um dos casos com pancreatite granulomatosa foi observada larva de
nematoide no parénquima. Neste caso, que foi negativo para amastigotas de
Leishmania spp., além do infiltrado de macréfagos havia também muitos eosindfilos,
linfécitos e plasmacitos, além de fibrose (Figura 10).

Na pancreatite linfoplasmocitaria foi observado infiltrado inflamat6rio
multifocal, principalmente perivascular, constituido principalmente por linfécitos e
plasmacitos, havendo macrofagos em menor numero (Figura 10).

Na pancreatite eosinofilica foi observado infiltrado inflamat6rio multifocal,
principalmente perivascular. Constituido principalmente por eosinéfilos, havendo
também linfécitos e plasmacitos em menor nimero (Figura 10).



Na pancreatite supurativa foi observado infiltrado inflamatério multifocal,
principalmente perivascular. Constituido principalmente por neutréfilos, havendo
também muitos linfécitos, plasmaocitos e macréfagos em menor numero (Figura 10).

Figura 10: Corte histolégico de pancreas corado pela técnica de HE de cdes soropositivos para
anticorpos anti-Leishmania infantum, mostrando quatro diferentes tipos de pancreatite. (A)
Pancreatite granulomatosa, difusa, moderada e composta principalmente por macréfagos, havendo
linfocitos, plasmécitos e eosindfilos em menor ndmero. Visualiza-se a presenca de larva de
nematoide no parénquima (cabeca de seta). (B) Pancreatite linfoplasmocitaria intersticial, acentuada,
constituida principalmente por linfécitos e plasmocitos. (C) Pancreatite eosinofilica perivascular,
constituida principalmente por eosindfilos, havendo linfocitos e plasmdécitos em menor namero. (D)
Pancreatite supurativa, perivascular, constituida principalmente por neutrofilos, havendo também
muitos linfécitos e plasmaécitos e macréfagos em menor niumero.

Foram analisadas as frequéncias de raca, idade e sexo nos grupos

pesquisados de animais com e sem alteragbes histologicas no péancreas, como
descrito na tabela 7. Dos cdes com raca definida que apresentaram pancreatite,
quatro eram Labrador Retriever, trés Pinscher, dois American Pitbull Terrier, dois



Cocker Spaniel, um Rottweiler, um Pastor Alem&o, um Pastor Branco Suico e um
Dachshund.

Tabela 5. Avaliacdo de raca, sexo e idade em animais de acordo com a presenca de alteracdes
histolégicas pela técnica de HE, em cées provenientes do municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro
no periodo de 2012 e 2013.

Caracteristicas dos Pancreas
cées Com alteracéo histologica Sem alteragéo histoldgica p valor
n 80 (%) n 63 (%)
Sem raca definida 65 (81,2%) 53 (84,1%) 0.825
Com racga definida 15 (18,8%) 10 (15,9%) ‘
Macho 40 (50%) 35 (55,6%) 0613
Fémea 40 (50%) 28 (44,4%) '
Até 12 meses 6 (7,5%) 3 (4,8%)
De 1 a7 anos 53 (66,2%) 49 (77,8%) 0.320
Mais que 7 anos 21 (26,2%) 11 (17,5%)

Em relacdo aos animais que apresentaram pancreatite, a mediana do
infiltrado inflamatdrio foi de 175 células inflamatérias/mm?, sendo 46 a minima e 807
a maxima. Nos animais positivos para formas amastigotas de Leishmania spp. no
pancreas na técnica de IHQ, que apresentaram simultaneamente quadro de
pancreatite, a mediana foi de 167,5 células inflamatérias/mm?, sendo o valor minimo
de 89 e maximo de 375 células inflamatérias/mm?. Nos animais com pancreatite e
negativos na técnica de IHQ, a mediana foi de 172 células inflamatérias/mm?,
variando entre 46 e 807 inflamatdrias/mm?.

A carga parasitaria presente nos animais positivos na técnica de IHQ foi
testada através da correlacdo de Spearman com a intensidade do infiltrado

inflamatorio como mostra a figura 11.



Figura 11: Relacdo da carga parasitaria de formas amastigotas de Leishmania spp. no pancreas
encontrada na técnica de IHQ com a intensidade do infiltrado inflamatério, em cées soropositivos anti-
Leishmania spp. provenientes do municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro, no periodo de 2012 e

2013.
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A correlagéo apresentou valor de 0.048, tendo o p.valor =0.672.
A comparagdo da intensidade do infiltrado inflamatorio (para o total de

células) nos cédes positivos e negativos para Leishmania spp. no pancreas, foi

realizada pelo teste de Mann-Whitney como demonstrado na figura 12, sem

relevancia estatistica (p valor=0.881).



Figura 12: Comparacdo entre intensidade do infiltrado inflamatorio nos cées positivos e negativos
para Leishmania spp. no pancreas, de acordo com a técnica de IHQ, provenientes do municipio de
Barra Mansa, Rio de Janeiro, no periodo de 2012 e 2013.

800 — 2

(=2}

o

o
|

S

o

o
|

INTENSIDADE DO.INFILTRADO

200

T T
Negativo Positivo

IMUNOHISTOQUIMICA

Além das pancreatites, foram observadas outras alteracées histologicas
(degeneracao vacuolar, fibrose, hemorragia e necrose). Entre essas alteracdes a
degeneracdo vacuolar foi a mais comum, presente em sete caes (8,8%), fibrose em
seis caes (7,5%), hemorragia em trés (3,8%) e necrose em um (1,2%). As alteracdes
histoldgicas encontradas no pancreas estao demonstradas na figura 13.



Figura 13: Corte histolégico de pancreas corado pela técnica de HE de cées soropositivos para
anticorpos anti-Leishmania infantum, mostrando quatro tipos de altera¢bes histologicas. (A)
Degeneracgédo vacuolar e difusa de acinos pancreaticos. (B) Fibrose no parénquima. (C) Extensa area
de hemorragia com presenca de hemossiderina no parénquima (D) Discreto foco de necrose no
parénquima (asterisco).




7.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

Foram analisadas 143 laminas de amostras de pancreas, a partir da técnica
de imuno-histoquimica (IHQ). Em vinte e dois casos (15,4%), o resultado foi positivo
para formas amastigotas de Leishmania spp. Nos casos positivos, formas
amastigotas de Leishmania spp. foram observadas no citoplasma de macrofagos
presentes no tecido intersticial e tecido conjuntivo em torno dos ductos interlobulares
(Figura 7).

Figura 14: Corte histolégico de pancreas de cdo mostrando formas amastigotas de Leishmania spp.
coradas em castanho no citoplasma de macréfagos no tecido intersticial. Imuno-histoquimica

Em relacdo aos 22 animais positivos pela técnica de IHQ para Leishmania
spp., treze caes (59,1%) apresentaram pelo menos um sinal clinico. Enquanto nos
121 caes negativos pela técnica de IHQ, 52 (43%) apresentaram sinais clinicos. Os
sinais clinicos e suas frequéncias nesses dois grupos de cdes encontram-se na
tabela 2.



Tabela 6- Frequéncia de sinais clinicos em cdes de acordo com o resultado da técnica de IHQ para
diagndstico de Leishmania spp., provenientes do municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro no
periodo de 2012 e 2013.

Sinais Clinicos IHQ negativo IHQ positivo p valor

n 121 (%) n 22 (%)
Caquexia/magreza 21 (17,4%) 9 (40,9%) 0.021
Alteracdes dermatoldgicas 33 (27,3%) 7 (31,8%) 0.797
Hepatoesplenomegalia 34(28,1%) 6 (27,3%) 1.000
Linfoadenomegalia 18 (14,9%) 5 (22,7%) 0.353
Alterag@es oftalmicas 14 (11,6%) 4 (18,2) 0.482

Em relacdo a carga parasitaria de formas amastigotas de Leishmania spp.,
nos 22 caes que apresentaram positividade, a mediana de carga parasitaria foi de
1,4 macréfagos infectados por mm?, sendo o valor minimo de 0,4 macréfagos
infectados/mm? e o maximo de 7,2 macréfagos infectados/mm?2. Em relacédo a carga
parasitaria nos animais com sinais clinicos, a mediana foi de 2,0 macréfagos
infectados/mm?, sendo o valor minimo de 0,4 macréfagos/mm? e o0 maximo de 7,2
macréfagos infectados/mm?. Em relacdo a carga parasitaria nos animais que néo
apresentaram sinal clinico, a mediana foi de 0,6 macréfagos infectados/mm?, sendo
o valor minimo de 0,4 macréfagos/mm? e o maximo de 7,0 macréfagos
infectados/mm?.

Nos cées positivos para Leishmania spp. na IHQ com sinal clinico de
caquexia (n=9) a mediana da carga parasitaria foi de 3,8 macréfagos
infectados/mm?, sendo o valor minimo de 0,6 e o maximo de 7,2 macréfagos
infectados/mm?. Nos cées positivos para Leishmania spp. na IHQ sem sinal clinico
de caquexia (n=13), a mediana da carga parasitaria foi de 0,6 macrofagos
infectados, sendo 0,6 a minima e 7,0 a maxima.

Foram avaliados individualmente nos dois grupos, um dos 22 animais
positivos para Leishmania spp. na IHQ e o outro dos 121 animais negativos para
Leishmania spp. para avaliar se houve associacdo da deteccdo de formas

amastigotas de Leishmania spp. no pancreas com a raca, sexo e idade dos cées. Os



seguintes dados foram descritos na tabela 3. Nos quatro caes positivos na técnica
de IHQ, em relacdo a raca dois eram Labrador Retriever, um Pinscher e um Cocker
Spaniel

Tabela 7 — Avaliacdo de raca, sexo e idade em cées de acordo com o resultado da técnica de IHQ
para diagnostico de Leishmania spp. no pancreas, provenientes do municipio de Barra Mansa, Rio de
Janeiro, no periodo de 2012 e 2013.

Péancreas
IHQ negativa IHQ positiva

Caracteristicas dos cées p valor

n= 121 (%) n =22 (%)
Sem raca definida 100 (82,6%) 18 (81,8%) 1,000
Com raga definida 21 (17,4%) 4 (18,2%)
Macho 58 (47,9%) 17 (77,3%) 0.019
Fémea 63 (52,1%) 5 (22,7%)
Até 12 meses 8 (6,6%) 1 (4,5%)
De 1 a7 anos 87 (71,9%) 15 (68,2%) 0.846
Mais que 7 anos 26 (21,5%) 6 (27,3%)

N= numero de caes; IHQ= técnica de imuno-histoquimica

7.3 PARASITOLOGICO

Dos 143 animais incluidos neste estudo, cento e quinze (80,4%)
apresentaram positividade em pelo menos uma amostra de baco e/ou medula
ossea. O baco foi o 6rgdo com maior positividade, em 101 (70,62%), posteriormente
a medula 6ssea em 92 (64,3%). Encontrou-se positividade em ambas as amostras
em 80 (55,9%). Dos 22 animais positivos a IHQ, todos apresentaram cultura

parasitologica positiva em baco e 18 apresentaram em medula 6ssea.



8 DISCUSSAO

No presente estudo, a frequéncia de formas amastigotas de Leishmania spp.
em pancreas foi relativamente baixa e ligeiramente inferior a frequéncia de
positividade de 22,6% encontrada por Guerra et al. (2016) pela técnica de imuno-
histoquimica. Esses autores examinaram pancreas de 75 cées soropositivos para
anticorpos anti-L. infantum e com isolamento de L. infantum por -cultura
parasitologica, provenientes de areas endémicas do estado de Sdo Paulo. Quando
comparada a frequéncia de positividade de formas amastigotas em pancreas com
outros Orgdos em caes soropositivos para anticorpos anti-Leishmania, o baco,
medula Ossea, figado, linfonodo, pele e trato genital apresentam frequéncia de
positividade maior pela técnica de imuno-histoquimica. As frequéncias de
positividade de baco, medula éssea, figado, linfonodo, trato genital e pele variam
entre 50 e 94% (MOREIRA et al 2007; COSTARDI, M.L, 2009; FRANCO, P. A;
GUIMARAES, E.P; ZORZATTO, J.R, 2013; BOECHAT et al., 2016; GUERRA et al,
2016; OLIVEIRA et al. 2017). Por sua vez, a frequéncia de amastigotas no pancreas
do presente estudo e de Guerra et al. (2016) foram superiores as encontradas em
bexiga urinaria, estbmago, que variam em torno de 3 a 11%. Esses resultados
sugerem que 0 pancreas ndo € um 6rgdo pelo qual o protozoario L. infantum
apresenta tropismo, diferente dos 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear, pele e
trato genital (MOREIRA et al 2007; COSTARDI, M.L, 2009; BOECHAT et al, 2016;
GUERRA et al, 2016).

O isolamento de L. infantum pela cultura parasitolégica em baco e ou medula
O0ssea em todos os cédes com infeccdo no pancreas sugere que 0 acometimento
desse 6rgdo ocorre em decorréncia do avanco da doenca com acometimento prévio
de outras visceras. Apesar da baixa frequéncia de infec¢do por Leishmania spp. no
pancreas, recomenda-se a investigacdo desse protozoario nesse 6rgdo quando o
cado for submetido ao tratamento para Leishmania spp. O motivo é que, alguns
farmacos usados no tratamento das leishmanioses podem causar pancreatite, entre

eles, o antimoniato de meglumina, usado para tratamento de leishmanioses em



humanos (VELEZ, et al. 2010; LYRA, et al. 2016). Ademais, a técnica de imuno-
histoquimica apresenta limitacdes de sensibilidade, que varia em torno de 50 a 70%,
sendo inferior a técnica de PCR (OLIVEIRA et al 2017). Portanto, a frequéncia de
infeccdo pancreatica pode ser superior a encontrada neste estudo e futuros estudos
utilizando técnicas moleculares devem ser realizados para confirmar essa hipotese.

Em relacdo aos sinais clinicos dos cdes soropositivos para anticorpos anti-
Leishmania, ndo houve diferencas significativas entre 0s animais positivos e
negativos para presenca de formas amastigotas de Leishmania spp. em pancreas,
exceto caquexia/magreza. Com relacdo aos sinais clinicos compativeis com LVC,
nosso estudo apresentou frequéncia inferior & de 82,5 % e 83 % descritas
anteriormente por Boechat et al. (2016) e Oliveira et al. (2017), respectivamente.
Essa diferenca nas frequéncias de sinais clinicos em cées provenientes da mesma
area endémica, provavelmente foi causada pelos critérios de inclusdo desses dois
estudos, que somente utilizaram caes com isolamento de L. infantum em cultura
parasitolégica, enquanto neste estudo foram incluidos cées soropositivos com ou
sem isolamento em cultura.

Nos caes soropositivos para anticorpos anti-Leishmania do presente estudo,
em relacdo a idade e raca, ndo houve diferenca significativa entre os animais
positivos e negativos para formas amastigotas de Leishmania spp. no pancreas.
Esses resultados corroboram o0s resultados observados por outros autores
(FRANCA-SILVA et al., 2003; AMORA et al., 2006 e SANTOS et al. 2010), que néo
encontraram associacao entre idade e raca e infec¢édo por L. infantum. Entretanto, a
frequéncia de positividade para Leishmania spp. na IHQ do pancreas foi 54,6 pp
superior em machos em relacdo as fémeas. Este resultado opbe-se ao encontrado
por Franca-Silva et al. (2003); Gontijo & Melo (2004) e Santos et al. (2010), que nao
observaram predisposicdo a infecgao por L. infantum relacionada ao sexo. Apesar
de estatisticamente ser significativa a diferenca entre machos e fémeas na infeccéo
do pancreas por Leishmania spp. ha de se considerar o pequeno numero de caes
com infeccdo do pancreas por Leishmania spp., que pode ter influenciado o
resultado. Portanto, futuros estudos com uma amostra representativa de cées
positivos sdo necessarios para confirmar se os machos tém mais predisposi¢céo para
infecc@o pancreatica por L. infantum.

A frequéncia de alteragBes histoldégicas encontradas no pancreas dos cées

estudados foi alta, sendo a pancreatite a alteracdo mais comum, com predominio da



forma cronica. Resultado similar foi encontrado em estudo realizado com 200 caes
no centro de ciéncias patologicas da Universidade de Glasgow, Escécia (WATSON
et al., 2003). Na amostra desses autores, a frequéncia de alteracdes
histopatolégicas foi de 58,5%.

A pancreatite crénica também foi a mais encontrada, com ocorréncia em
25,5% da amostra, cerca de metade do valor encontrado no nosso estudo. Os cées
analisados por Watson et al.,, (2015), sdo provenientes de um pais onde a
leishmaniose visceral canina ndo é endémica e também néo foi relatada a presenca
do parasito por esses autores. Portanto, a prevaléncia mais elevada de pancreatite
cronica neste estudo, sugere que a infeccdo por L. infantum possivelmente
influenciou na ocorréncia desta alteracao histologica.

No presente estudo, ndo houve correlacdo em relacdo a sexo, raca e idade,
nos animais com e sem alteracdo histologica. Entretanto, ha divergéncias em
relacdo a outros autores, que apesar de também ndo terem encontrado relacéo
entre sexo e ragca com pancreatite em caes, verificaram que ela é mais frequente em
cdes com idade superior a cinco anos (CHARLES, 2007; ARMSTRONG, 2011).
Diferentemente, de acordo com Bunch (2006) e Xenoulis (2015) a pancreatite aguda
€ mais frequente em caes de meia idade a idosos, sem predisposi¢do ao sexo e com
maior frequéncia de racas Terrier. Sherding et al. (2003) e Ueda et al. (2011) citam
como racas predispostas Yorkshire Terrier, Schnauzer miniatura, Poodle e Cocker
Spaniel, com predominancia para o sexo feminino e para cdes com meia idade a
idosos. Watson et al. (2003), mostraram risco relativo aumentado de pancreatite
cronica em Cavalier King Charles Spaniel, Collies e Boxers. Ragas como Pastor
Aleméao, Jack Russel Terrier, West Highland White Terrier e Chow Chow sao mais
predispostos a pancreatite aguda, nos quais pode haver presenca de heranca
autossdmica recessiva, podendo ser autoimunes (BRENNER et al.,2009). Nos cées,
a pancreatite aguda € a forma mais frequente dentre as formas de pancreatite,
sendo relatadas taxas de mortalidade entre os 27 e 58% (MANSFIELD, C. 2012).

Diferentemente, no presente estudo a pancreatite crbnica foi a forma
predominante nos caes soropositivos para anticorpos anti- L. infantum. A pancreatite
cronica é caracterizada por mudancas histologicas permanentes no pancreas,
progressivas e com prognostico desfavoravel (FERNANDES, 2015). Sdo exemplos
dessas lesBes permanentes a degeneracdo vacuolar dos acinos, fibrose e necrose,

evidenciadas em quadros de pancreatite crbnica, também foram encontradas no



presente estudo (BOSTROM, et al, 2013). Essas alteragbes anatdmicas,
geralmente irreversiveis e progressivas, sao acompanhadas de infiltrados,
granulomatoso e linfoplasmocitario (MCGAVIN; ZACHARY, 2009; THOMPSON et
al., 2009), corroborando com os achados do presente estudo.

A pancreatite em cades geralmente é classificada como idiopatica, devido ter
sua etiologia desconhecida. Entretanto, diversos fatores que causam pancreatite em
cdes ja sdo conhecidos, tais como fatores alimentares, neoplasias, infeccao
ascendente por bactérias intestinais, terapias medicamentosas, obstrucdo de ducto
pancreatico e migracado parasitaria (BUNCH, 2006; SHERDING et al.,2003). No
presente estudo, a pancreatite foi observada em nimero mais elevado nos animais
positivos para Leishmania spp. no pancreas em relacdo aos animais negativos, o
gue sugere que a presenca do parasito esta relacionada a essas alteracdes. Dentre
0os tipos de pancreatite observada, a granulomatosa apresentou associacao
significativa com a presenca das formas amastigotas de L. infantum, enquanto a
pancreatite linfoplasmocitaria apresentou associacéo significativa com a auséncia do
parasito.

De forma semelhante, o infiltrado granulomatoso € o tipo de reacao
inflamatoria associado a infeccdo por Leishmania infantum em outros 6rgaos, como
pele, 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear, figado, trato genital e sistema
nervoso central (KOUTINAS & KOUTINAS, 2014; BOECHAT. etal., 2016;
OLIVEIRA. et.al., 2017). Entretanto, a pancreatite granulomatosa também pode ter
outras causas, como observado por Williams (2005), que relatou que doenca
hepética pode estar em associacdo com pancreatite, sugerindo que podera ser
resultado de comprometimento vascular secundario a alteragcdes na coagulacéao,
acumulacdo de toxinas ou mesmo uma causa comum as duas doencas. O
desenvolvimento de pancreatite por outros agentes ja foi anteriormente sugerido
como potencial complicacdo da babesiose canina (MOHR, LOBETTI & VAN DER
LUGT, 2000). Nesta pesquisa, um dos casos de pancreatite granulomatosa na
auséncia de formas amastigotas de Leishmania spp. foi associado a migracdo de
larva de nematoide no parénquima do 6rgado, provavelmente pertencente a espécie
Toxocara canis. As larvas infectantes desse nematdide quando ingeridas pelo céo e
gato, perfuram a parede intestinal, caem na circulagdo sanguinea fazem uma
migracéo hepato-cardiopulmonar (SERAKIDES, 2010). Essas larvas teriam chegado

ao pancreas ao perfurarem a parede do intestino delgado, devido a proximidade



desses dois 6rgaos, realizando um ciclo erratico, conforme ja relatado anteriormente
(BUNCH, 2006). Muitos eosinofilos também foram observados no pancreas desse
cdo, que sédo células inflamatorias associadas a migracao de helmintos nos tecidos.

A pancreatite eosinofilica observada em um dos cades desse estudo também
pode ter sido causada pela migracdo de helmintos, apesar do parasito ndo ter sido
observado. Outros helmintos também s&o relatados como causadores de
pancreatites em diferentes espécies de animais tais como o trematédeo Eurytrema
pancreaticum no ducto pancreatico de bovinos e larvas do nematoide Strongylus
vulgaris, que podem migrar pelos vasos sanguineos do pancreas equino (BASSANI
et al., 2007; QUEVEDO et al., 2013). Ademais, de acordo com o presente estudo a
ocorréncia de inflamacédo linfoplasmocitaria também pode estar presente em caes
com infec¢cdo pancredtica por L. infantum. Diferentemente do presente estudo,
Carrasco et al. (1997), relataram pancreatite aguda hemorrdgica associada a
infeccdo por L. infantum em um céo na Espanha, sugerindo que as lesfes teriam
sido em consequéncia de vasculite por depdsito de imunocomplexos. Esses autores
encontraram muitas formas amastigotas em baco e linfonodos, porém néo
detectaram formas amastigotas de Leishmania spp. no pancreas. Portanto, mesmo
nao observando formas amastigotas de Leishmania spp. no pancreas ou infiltrado
granulomatoso nos casos de pancreatite dos demais caes, ndo se pode excluir a
possibilidade de Leishmania spp. ter sido o agente etiolégico dessa alteracao.
Também deve ser levado em consideracdo que todos os animais desse estudo eram
soropositivos para esse parasito.

No grupo dos animais positivos para Leishmania spp. em péancreas, houve
aumento na frequéncia de caquexia/magreza de 23,5 pp. em relacdo aos animais
negativos. Este aumento pode ser justificado pela visceralizacdo e estadiamento da
doenca. O emagrecimento dos caes em areas de leishmaniose visceral é frequente,
entretanto em animais com curto periodo de estudo este sinal ndo € observado, 0
gue corrobora com a hipétese de caquexia/magreza estar associada a animais com
maior tempo de infeccao (MATTOS JR. et al, 2004). A caquexia/magreza no
presente estudo foi encontrada em 21% da amostra, valor inferior ao encontrado por
Boechat, et al., (2016), entretanto, superior ao encontrado por Oliveira, et al., (2017)
em caes soropositivos para anticorpos anti-Leishmania. Entretanto em ambos
trabalhos sé foram contabilizados os cdes com caquexia, ndo sendo avaliado

guadros de magreza, diferente da nossa analise de sinais clinicos.



A insuficiéncia pancreatica exocrina (IPE) pode ser causada por um quadro
de pancreatite cronica (WESTERMARCK & WIBERG, 2003). Alguns animais podem
apresentar perda de peso acentuada, com perda muscular e auséncia de gordura
corporal palpavel (WILLIAMS, 2004). Alteracdes dermatolégicas também podem
estar presentes, 0s pelos podem estar opacos e com baixa qualidade, apresentando
gueda excessiva (SHERDING et al., 2003). Os cées afetados frequentemente
podem desenvolver seborreia crénica, devido a deficiéncia de &cidos graxos
essenciais e caquexia (GERMAN, 2012; WATSON, 2015). A mediana da carga
parasitaria no pancreas em animais positivos de Leishmania spp. na técnica da IHQ
foi maior no grupo dos animais com sinais clinicos comparada aos animais sem
sinais clinicos. Adicionalmente, a mediana de carga parasitaria no pancreas de caes
com caquexia/magreza foi superior quase trés vezes em relacdo aos animais com
sinais clinicos sem caquexia/magreza e mais de seis vezes em relacdo aos animais
sem sinal clinico. Entretanto, os cdes desta pesquisa que apresentaram sinais
clinicos de caquexia/magreza tiveram semelhanca na frequéncia de pancreatite com
0S caes que nao apresentaram sinal clinico.

A baixa carga parasitaria no pancreas, bem como a intensidade do infiltrado
inflamatério de leve a moderado, auséncia de casos de atrofia e ocorréncia de
poucos casos de fibrose e degeneracdo, sugerem que parte significativa do
pancreas nao foi acometida e, portanto, ndo houve um quadro de insuficiéncia
pancreatica exocrina (IPE). Para haver caguexia/magreza e outros sinais clinicos
associados a pancreatite seria necessario um comprometimento de 90% ou mais da
capacidade secretéria do péancreas (WESTERMARCK & WIBERG, 2003;
SHERDING et al. 2008), o que leva a um quadro de IPE, causando ma digestéo.

Portanto, a ndo associacdo estatistica entre pancreatite e caquexia/magreza
no presente estudo, esteve provavelmente relacionada a auséncia de IPE.
Entretanto, como limitagdo desse estudo, ndo foi realizada a dosagem de enzimas
pancreaticas no sangue, gue seriam importantes para avaliar a extensdo do
comprometimento da funcdo exdcrina do pancreas e a insuficiéncia pancreatica,
sobretudo o teste cPLI- canine Pancreatic Immunoreactivity, sendo ele um teste bem
validado. Este teste consiste na medicdo da concentracdo séricas da lipase de
origem pancreatica somente, estando ela aumentada apenas quando existe
inflamagéo em péncreas (MANSFIELD, et al., 2012). Atualmente, este teste é o de
eleicdo para o diagnoéstico em cédes (XENOULIS & STEINER, 2013).



Portanto, novos estudos sobre consequéncias da infecgdo por Leishmania
spp. no pancreas devem avaliar ndo somente as alteracfes histolégicas, mas
também as enzimas indicadoras da funcdo hepatica e pancreatica para confirmar as
hipéteses levantadas com os resultados da presente pesquisa. Os resultados de
associacdo da caquexia e magreza com infeccdo e maior carga parasitaria no
pancreas de cdes com esses sinais clinicos observados nessa pesquisa podem
estar ligados a um estagio mais avancado da leishmaniose visceral. Quando a
infeccdo atinge o pancreas, ela estaria disseminada acometendo outras visceras
como nesse estudo e no de Carrasco et al. (1997). Em caso de leishmaniose
visceral disseminada, poderiam ter ocorrido outras alteracdes que podem ter levado
a caquexia e magreza, tais como anorexia, acompanhada de desnutricdo e leséo
renal com perda de proteinas na urina (SARIDOMICHELASKIS et al.,, 1999,
KOUTINAS & KOUTINAS, 2014). De fato, no presente estudo os caes com infeccéo
no pancreas tinham maior frequéncia de sinais clinicos, entre eles alteracdes
dermatoldgicas, linfadenomegalia e alteracdes oftalmicas, embora esses resultados
nao tenham sido significativos estatisticamente, o que pode ser justificado pela baixa

positividade de Leishmania spp. em pancreas.



9 CONCLUSOES

A infeccdo do pancreas esta relacionada a ocorréncia desse parasito em
orgaos do sistema fagocitico mononuclear e a uma maior frequéncia de sinais
clinicos, sugerindo um estagio avancado da doenca.

Os cdaes soropositivos para anticorpos anti-L. infantum apresentaram alta taxa
de pancreatite, que ocorreu mesmo na auséncia de sinais clinicos de
insuficiéncia pancreatica exdcrina e de formas amastigotas de L. Infantum no
pancreas.

O protozoario Leishmania infantum € um dos agentes etiolégicos da
pancreatite crénica em cées, estando associado a um infiltrado inflamatorio
predominantemente granulomatoso, de leve a moderado e presente em uma
baixa carga parasitaria.

A caquexia/magreza estiveram associadas a uma maior ocorréncia do
parasito no pancreas, entretanto, ndo foram associadas a pancretatite,
possivelmente pelo ndo comprometimento de porcao significativa do érgao

relacionado ao tempo de infeccéao.
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ANEXO A — Licenca da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/Fiocruz)

MINISTERIO DA SAUDE / FUNDACAO OSWALDO CRUZ
VICE-PRESIDENCIA CE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
Comisséo de Etica no Uso de Animais
CEUA-FIOCRUZ

CERTIFICADO

C ertificamos que o protocolo intitulado :

" Construgédo de um painel de soros caninos para o Ministério de Sadde utilizar
na validagéo de kits diagnésticos para LV. "

nimero P-454/08, proposto por Fabiano Borges Figusiredo, foi licenciado pelo
N° L-038/08.

Sua licenga de N° L-038/08 autoriza o uso anual de :
- 1400 Canis familiaris

Esse protocolo estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéio

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal ( COBEA )
e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO Df ANIMAIS ( CEVUA -
FIOCRUZ). Na presente formatagiio, este projeto estd licenciado e tem
validade até 21 de maio de 2012

Rio de Janeiro, 24/09/2008

Dra. Norma Vollmer Labarthe
Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ



ANEXO B — Licenga da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/Fiocruz)

Miniistiario da Salde

FIDCRLZ

Fundacdo Oswalds Coue

Comizzao de Etca
na Uho de Amimasin

Vica-prosclingia da Pasquisa &

Laboraideios da Rslsrdncia

LICENCA LW-54/13

Cerificamos que o protocolo (P-40112-2), infitulade "HIERIDIZACAD IN SITU NO DIAGNOSTICO DE
INFECCGAD POR Leishmania infantum EM CAE 5 DOMESTICOS
", sob a responsabilidade de FABIAND BORGES FIGUEIREDD, atende ao disposto na Lei 1175408, que
dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive 205 principios da Sociedade Brasileira de
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demais sxigéncias lagais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 021212017 e inclui o uso total de -
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- 75 Fémaas.

Rio de Janeiro, 2 de dezembro de 2013

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

Commialo da Bl o Uss da Anamis,
Wie-prosudnoeg s Posusa & Labom ionos de Fofsmeos - Fundsgho Oeseon Craz
A B, A1 - B i B apEnao - seE 200 - Magjusies - B on e ¢ R
Tolofosa, (1) 1882503 el chudlfooius B



