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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de distribuicdo mundial causada pelo protozoario
Leishmania infantum. O principal reservatorio é o cdo doméstico e a transmisséo, geralmente,
se da pela acdo hematdfaga do inseto vetor da espécie Lutzomya longipalpis. No entanto, a
transmissdo vertical transplacentaria e a transmissdo venérea tem sido descritas ao longo dos
Gltimos anos, de modo que estudos relatam que a transmissdo ocorre de maneira unilateral. E
extremamente importante que se realize estudos envolvendo o trato reprodutor de cées quanto
a sua suscetibilidade e resisténcia a infeccéo, pois ainda ndo hé relatos sobre sua caracterizacdo
imunolégica. Desse modo, esta pesquisa teve como objetivo caracterizar a infeccdo do trato
reprodutor masculino de cdes com LV naturalmente infectados, com énfase nos aspectos
imunopatoldgicos e parasitarios. Sendo assim, foram coletadas amostras de sangue e tecidos do
trato genital de machos sintomaticos (n=9) e assintomaticos (n=7) naturalmente infectados com
L. Infantum de animais eutanasiados do Hospital Veterinario “Francisco Uchoa Lopes” da
Universidade Estadual do Maranhdo e da Unidade de Vigilancia em Zoonoses (UVZ) da llha
de Sdo Luis — MA. Os materiais coletados foram submetidos a métodos de diagndsticos
soroldgicos e moleculares, além de analises histopatoldgicas, imuno-histoquimicas e de gPCR
para avaliagdo da carga parasitaria e expressdo de citocinas. Todos os animais analisados
apresentaram diagndstico positivo em pelo menos um dos testes realizados. Observou-se baixa
frequéncia de lesdes macroscopicas nos segmentos, entretanto as alteracfes histopatoldgicas
foram caracterizadas sobretudo por infiltrado inflamatorio com predominio de macré6fagos no
preplcio, epididimo, préstata e glande, além de degeneracdo do epitélio germinativo nos
testiculos. Foram encontradas formas amastigotas de Leishmania sp. no prepucio e prostata
através da imuno-histoquimica. Houve diferencas estatisticas na quantificacdo de carga
parasitaria nos tecidos analisados em comparacgdes entre os tecidos/grupos, tendo o prepucio
como o Unico tecido com divergéncia significativa entre seus grupos. Desse modo, presente
trabalho demonstrou que o trato reprodutor masculino é um sitio frequente de parasitismo pela
Leishmania e 0 mesmo deve ser incluso como diagnostico diferencial durante avaliacdo de
lesGes infecciosas dessa regido.

Palavras-chave: Leishmania sp. ; cées; trato reprodutor; histopatologia; gPCR



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a worldwide zoonosis caused by the protozoan Leishmania
infantum. The main reservoir is the domestic dog and its transmission is usually due to the
vector insect haematophagous action of the species Lutzomya longipalpis. However,
transplacental vertical transmission and venereal transmission have been described over the last
years, so studies report that transmission occurs unilaterally. It is extremely important to
conduct studies involving the reproductive tract of dogs regarding its susceptibility and
resistance to infection, as there are no reports on its immunological characterization in these
cases. This research aimed to characterize the male reproductive tract infection in dogs naturally
infected VL, with emphasis on immunopathological and parasitic aspects. Blood and tissue
samples from the genital tract of symptomatic (n = 9) and asymptomatic (n = 7) males naturally
infected with L. infantum were collected from euthanized animals of the veterinary Hospital
“Francisco Uchoa Lopes” on Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA) and the Unidade
de Vigilancia em Zoonoses (UVZ) in Sdo Luis Island — MA. The collected materials were
submitted to serological and molecular diagnostic methods, as well as histopathological,
immunohistochemical and gPCR analysis for parasite load evaluation and cytokine expression.
All animals analyzed had a positive diagnosis in at least one of the tests performed. A little
macroscopic lesions frequency was observed in the segments, however, histopathological
changes were characterized mainly by inflammatory infiltrate with a macrophages
predominance in the foreskin, epididymis, prostate and glans, in addition to the germinal
epithelium degeneration in the testicles. Leishmania sp. amastigote forms in the foreskin and
prostate through immunohistochemistry. There were statistical differences in the quantification
of parasitic load on the tissues analyzed in comparisons between the tissues / groups, with the
foreskin as the only tissue with significant divergence between its groups. Thus, the present
study demonstrated that the male reproductive tract is a frequent site of parasitism by
Leishmania and it must be included as a differential diagnosis during the evaluation of
infectious lesions in that region.

Keywords: Leishmania sp.; dogs; reprodutive tract; histopathology; qPCR
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1. INTRODUCAO
A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca cronica de distribuicdo mundial, que

acomete o homem e diversas espécies de mamiferos silvestres e domésticos, acarretando em
sérios impactos na saude publica, especialmente pela alta incidéncia, letalidade e implicacOes
econbmicas, constituindo um sério problema sanitario e econémico-social (GRAMICCIA E
GRADONI, 2005; MICHELETTI e BEATRIZ, 2012; SOUSA et al., 2018).

E uma das mais importantes doencas reemergentes do mundo com alta prevaléncia
em paises da Ameérica Latina, incluindo o Brasil (WHO, 2017). No Estado do Maranhéao, em
particular a llha de S8o Luis, a LV é endémica com elevados indices de morbidade e
mortalidade, tanto em humanos quanto nos animais, sobretudo cies (ABREU-SILVA et al.,
2008; MARANHAO, 2015; SALES et al., 2017).

A LV e a leishmaniose visceral canina (LVC) sdo causadas por um protozoario
pertencente ao género Leishmania e a espécie Leishmania infantum, no Novo Mundo. Séo
parasitas intracelulares obrigatérios de células do sistema fagocitico mononuclear, que se
apresentam na forma amastigota nos tecidos do hospedeiro vertebrado e na forma promastigota
no tubo digestivo do inseto vetor (MESSAOUD et al,2017).

O céo ¢ considerado o principal reservatorio peridomiciliar do agente etiologico
tanto em areas urbanas quanto em areas semiurbanas (BANETH & SOLANO-GALLEGO,
2012), onde a transmissao ocorre por meio das fémeas de insetos hematdfagos pertencentes a
subfamilia Phlebotominae, principalmente pela espécie Lutzomyia longipalpis (BARATA et
al., 2004).

No entanto, a alta prevaléncia da infecgéo, sobretudo entre a populacédo canina, tem
sugerido outras formas de transmissdo do parasita, destacando-se a transmissdo vertical
transplacentaria (NAUCKE & LOURENTZ, 2012) e a transmissdo sexual, que tem sido
descritas ao longo dos ultimos anos, de modo que estudos relatam que a transmissao ocorre de
maneira unilateral, de machos para fémeas (SILVA et al., 2009).

Nesse contexto, é razoavel pensar que, do ponto de vista epidemiologico, esta forma
de transmissdo ganha particular importancia, devido, sobretudo, a grande populacdo de cées
ndo orquiectomizados em vias publicas, aliado ao alto indice de prevaléncia da LVC no
ambiente urbano e semiurbano, o que dificulta sobremaneira as estratégias de controle e
erradicacdo da doenca (DINIZ et al., 2005; TURCHETTI et al., 2014).

Clinicamente, a LVC pode apresentar-se desde uma forma assintomatica até uma
doenca sisttmica com o envolvimento de diversos 6rgdos, levando a um amplo espectro de

sinais clinicos que incluem linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia, oftalmopatias,
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dermatopatias caracterizadas por onicogrifose, alopecia, descamacdo, Ulceras cutaneas,
principalmente no focinho e orelha, e hiperceratose (ABREU-SILVA et al., 2008;
SARIDOMICHELAKIS e KOUTINAS, 2014; SILVERA et al., 2018; CONTREIRAS et al.,
2019).

No entanto, formas amastigotas de Leishmania sp. podem ter uma ampla
distribuicdo em tecidos de cdes, 0 que pode resultar em manifestagdes clinicas atipicas
(TAFURI et al., 2004), como o envolvimento do sistema genital, onde cdes naturalmente
infectados demostraram ter lesdes no trato reprodutivo (DINIZ et al., 2005; AMARA et al.,
2009; OLIVEIRA et al, 2016; DE BARROS et al., 2019.

Devido a dificuldade do diagndstico efetivo de LVC, € valido realizar além dos
testes soroldgicos preconizados pelo Ministério da Saude, métodos mais especificos e sensiveis,
como os moleculares, que ja sdo utilizados com frequéncia para a detec¢do da LVC ( SELDER
etal ., 2018; CARVALHAIS et al., 2019), evitando assim, resultados errdneos que possam por
ventura gerar consequéncias graves tanto para o animal, quanto para as questdes
epidemioldgicas da saide humana (FERREIRA et al, 2007; PEREZ et al., 2016).

Além deste fator, estudos devem ser realizados em relacéo a progressao da doenca
e ao aparecimento dos sinais clinicos, em animais naturalmente infectados (LOPES-NETO et
al., 2015). As diferencas na intensidade da resposta do sistema imunolégico que se desenvolve
em cada compartimento refletem a especificidade da relacdo estabelecida por L. infantum em
diferentes sistemas no cdo, regulando os efeitos destrutivos do parasitismo no reservatério
natural e garantindo a possibilidade de multiplos ciclos de transmissdo (BARBOSA et al, 2011).
Devido a estes fatores, é importante que se realize estudos envolvendo o trato reprodutor de
cdes quanto a sua suscetibilidade e resisténcia a infeccdo, pois ainda ndo existem relatos que
caracterizem claramente a resposta imunoldgica a infec¢do por LVC, em tecidos do aparelho
reprodutor do cdo.

Embora LVC seja conhecida como uma doencga sistémica grave, poucos estudos
descrevem em detalhes, as caracteristicas imunopatoldgicas observadas durante a infeccdo em
sistemas compartimentalizados distintos do hospedeiro. Portanto, para um melhor
entendimento de eventos relacionados a imunopatologia da LVC, este trabalho teve como
objetivo realizar a caracterizagdo dos aspectos histopatologicos, parasitologicos e imunoldgicos
no aparelho reprodutor de cdes com LVC. Adicionalmente, essa proposta buscou verificar a
expressdo de citocinas e quimiocinas pré e pro-inflamatorias, que possam fornecer informacdes

importantes da patogénese da infec¢do no tecido reprodutor, para compreensdo dos eventos
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imunolégicos/inflamatoérios que ocorrem no trato reprodutivo masculino de caes naturalmente

infectados pelo parasito.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia da Leishmaniose visceral
A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reconhece as leishmanioses, como uma

das principais antropozoonoses sendo considerada a doenga parasitaria que acomete algumas
espeécies de animais e seres humanos, alem de ser uma das seis principais endemias do mundo,
representando um grave problema de satde publica no mundo (BRASIL, 2014; SILVA et al,
2016).

As leishmanioses sdo reconhecidas como uma das "Doencas Tropicais
Negligenciadas" (DTN), estas sdo chamadas assim em funcdo da escassez de medidas de
controle, negligéncia da industria farmacéutica e, principalmente, porque as principais zonas de
transmissao sao paises pobres das regides tropicais e subtropicais (WHO, 2017).

Esta enfermidade pode apresentar manifestacdes clinicas distintas, que varia de
acordo com a espécie de Leishmania que infecta o hospedeiro podendo ser classificada como:
cutanea, mucocutanea, cutanea difusa e visceral (SOUSA et al., 2019). Dentre os tipos de
leishmanioses existentes, a Leishmaniose visceral (LV) se destaca por ser a segunda principal
doenca causada por protozoarios, no qual foi visto 300 mil casos novos por ano no mundo, e
destes 16% evoluiram para 6bito (WERNECK, 2016), caracterizada pela sua alta incidéncia,
letalidade e distribuicdo, podendo apresentar um perfil de curso crénico, de carater sistémico e
grave (MICHELETTI e BEATRIZ, 2012).

A LV afeta pessoas em todo o mundo, com 90% dos casos de doengas ocorrendo
principalmente em alguns paises em desenvolvimento, incluindo india, Etidpia, Nepal, Sud&o,
Brasil e Bangladesh , ja nas Américas, casos humanos de LV estdo presentes em 12 paises
(WHO, 2017). Os principais fatores da presenga da LV nos grandes centros sdo: convivio muito
proximo do homem com o principal reservatorio (Canis familiares), aumento da densidade do
vetor, desmatamento acentuado e o constante processo migratério (MONTEIRO et al, 2005).

O Brasil é considerado o pais que possui 0 maior nimero de casos, que vem se
agravando e ampliando sua dispersdo geografica (BRASIL, 2014), sendo o responsavel por
96% dos casos de LV (WHO, 2017) , possuindo 21 estados considerados endémicos, onde
foram notificados 14.859 casos entre 2001 e 2014 em 25% dos municipios brasileiros (REIS,
et al 2017). Os estados que apresentam os maiores indices de casos séo Maranhdo, Minas

Gerais, Para, Ceara e Tocantins (BRASIL, 2017), sendo a regido nordeste considerada a mais
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representativa (SOUSA et al., 2018). Destaca-se que essa regido é responsavel por 50,7% dos
casos de LV do pais(BRASIL,2018). Considerando que mais de 70% dos casos de LV ocorrem
em 200 municipios que possui populacdo em torno de 100.000 habitantes, indicando um
processo de urbanizacdo e expansao territorial ( WERNECK, 2016).

Particularmente no estado do Maranhdo, os municipios mais notificadores foram
Séao Luis (1.702 casos), Imperatriz (475 casos), Caxias (323 casos), Barra do Corda (171 casos)
e Acailandia (134 casos), conforme visualizado na Figura 01. Diante disso, Sdo Luis tonou-se
a quarta capital do pais e a terceira do Nordeste com 0 maior nimero de notificacdes de casos
de leishmaniose visceral, entre 2008 e 2017

O Maranh&o encontra-se entre os estados da federagdo com maior nimero de casos
de LV, de 2009-2012 foram notificados 2.755 casos de suspeita LV, desses 1.577 (57,24%)
foram soropositivos e 59 (3,74%) vieram ao Obito (SALES et al., 2017). Diversos estudos
revelaram indices de 20 a 60 mil casos por 100.000 habitantes principalmente da regido
metropolitana de S&o Luis (SILVA et al, 2008; BARBOSA, 2010; FELIPE et al, 2011), que fez
com que S&o Luis seja considerada a quarta capital do pais e a terceira do Nordeste com o maior
numero de notificacBes de casos de leishmaniose visceral, entre 2008 e 2017 ( SOUSA et al.,
2020). Nos anos de 2007 a 2014, 196 municipios maranhenses notificaram um total de 6.523
casos de LV em humanos (JUNIOR et al, 2016). Furtado et al (2015) observou também um
elevado nimero de ocorréncias na area continental do estado, o que vem se agravando no
decorrer dos anos, como foi visto no levantamento realizado por Lucena e Medeiros (2018),
onde 34,73% dos casos notificados na regido nordeste ocorreram no estado do Maranhdo.

Devido a estes fatores, é considerada endémica com elevados indices de morbidade
e mortalidade, tanto em humanos quanto nos animais, sobretudo cées (ABREU-SILVAET AL.,
2008; SILVA et al., 2008).

2.2 Leishmaniose Visceral Canina

2.2.1 Agente etioldgico

Os protozoarios do género Leishmania pertencem ao Filo Euglenozoa, Classe
Kinetoplastida, Ordem Trypanossomatida, Familia Trypanossomatidae, sendo que atualmente
existem mais de 20 espécies do género Leishmania distribuidas mundialmente (WHO,2017).
No Brasil a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi é a espécie predominantemente
associada a doenca (KAUFER et al., 2017). Estes, séo parasitas intracelulares obrigatorios de

células do sistema fagocitico mononuclear, que se apresentam na forma amastigota nos tecidos
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do hospedeiro vertebrado e na forma promastigota no tubo digestivo do inseto vetor
(MESSAOUD et al,2017).

2.2.2 Transmissao

Os vetores das Leishmanioses sdo insetos denominados flebotomineos, pertencentes a
ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia no novo
mundo e Phlebotomus no velho mundo (CHAGAS et al., 1938).

No Brasil a LVC e a LV é transmitida principalmente pela picada da fémea do
flebotomineo, das espécies, Lutzomyia longipalpis ou Lutzomyia cruzi, popularmente
conhecido como “mosquito palha” (BRASIL, 2017) Um estudo recente realizado por
Guimardes et al. (2016), observaram a presenca de promastigotas metacilicas (formas
infectantes) de L. infantum em Lutzomya migonei, sugerindo mais uma espécie de vetor no
Brasil. Em S&o Luis, a espécie mais abundante € o Lu. Longipalpis, possuindo maior frequéncia
dos flebotomineos na regido peridomiciliar, sendo notificada tanto na zona rural, quanto em
areas periurbanas (PENHA et al, 2013).

A atividade dos flebotomineos é crepuscular e noturna e ha indicios de maior
incidéncia no periodo chuvoso . No intra e peridomicilio, Lu. longipalpis é encontrada préxima
a uma fonte de alimento. Durante o dia, estes insetos ficam em repouso, em lugares sombreados
e Umidos, protegidos do vento e de predadores naturais (BRASIL,2014).

O ciclo de Lu. longipalpis se subdivide em quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto. Apés
acépula, as fémeas colocam seus ovos sobre o substrato itmido no solo, com alto teor de matéria
organica, para garantir a alimentacdo das larvas. O desenvolvimento do ovo ocorre em um
periodo de aproximadamente 30 a 40 dias de acordo com a temperatura (BRASIL,2014; SILVA
etal., 2017).

A transmissdo de LVC na auséncia do hospedeiro vertebrado tem sido reportada,
como a transmissao direta através de transfusao sanguinea em cdes (OWENS et al., 2001; DE
FREITAS et al., 2006). Similarmente, a transmissao entre usuarios de drogas através de agulhas
contaminadas ja foi descrita (BOSCH ET AL., 2002).

Por sua vez, alguns relatos demonstraram infecgdo por L. infantum em natimortos
ou recém-nascidos de cadelas naturalmente infectadas (GIBSON-CORLEY et al., 2008;
FREEMAN et al., 2010; BOGGIATTO et al., 2011), sendo que o DNA do parasita ja foi
detectado em placentas de cadelas soropositivas (PANGRAZIO et al., 2009), além da presenca

do DNA de L. infantum no embri&o de uma cadela nos primeiros dias de gravidez (OLIVEIRA
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et al, 2017), enfatizando a possibilidade de transmissdo vertical transplacentaria em cadelas
(NAUCKE & LOURENTZ, 2012), bem como a transmissdo venérea em caes naturalmente
infectados (SILVA et al., 2009).

2.2.3 Transmissdo venerea
Em cées, a primeira evidéncia da presenca de Leishmania sp. no sémen foi relatado

por Riera e Valladares (1996). Nesse estudo, trés cdes Beagle machos foram inoculados
experimentalmente com L. infantum. Apds confirmagdo da infecgdo, o sémen foi coletado e
cultivado, com o isolamento do parasito do sémen, comprovando assim 0 aumento da
possibilidade de transmissdo venérea.

A partir deste fato, foram realizados trabalhos envolvendo a analise de lesdes
genitais em cées experimentalmente e naturalmente infectados por Leishmania sp., e foi visto
que, em uma parcela significativa dos casos, os cédes desenvolvem lesbes genitais,
frequentemente epididimite e balanopostite, associadas a formas amastigotas intralesionais,
principalmente no epididimo, prepucio e glande (DINIZ et al., 2005; SILVA et al., 2008;
SILVA et al., 2009; BENITES et al., 2011; MIR et al, 2012; BOECHAT et al., 2016;
OLIVEIRA et al, 2016; DE BARROS et al., 2019), além de lesdes especificas nos testiculos
(AMARA et al., 2009; BENITES et al., 2011; EVANGELISTA et al., 2019; DE BARROS et
al, 2019), podendo diminuir os niveis séricos de testosterona (COSTA et al., 2015b,
EVANGELISTA et al., 2019), com eliminacdo natural de formas amastigotas de Leishmania
sp. no sémen (SILVA et al., 2009), sendo relatado por MIR et al. (2012), a presenca de
infertilidade, hematospermia e teratozoospermia em um céo infectado pelo parasito.

Foram encontradas também formas amastigotas através de marcacdo com imuno-
histoquimica nos testiculos, epididimo, escroto, glande, prepucio e préstata (BENITES et al,
2011; OLIVEIRA et al, 2016; CARVALHO-JUNIOR et al, 2017). Além disso, foi observado
a presenca de amastigotas de Leishmania sp. na glande de cées associado a um tumor venéreo
transmissivel (CATONE et al, 2003; MARINO et al., 2012). J& foi visto alta presenca de carga
parasitaria no testiculo, epididimo, preplcio e escroto de cdes naturalmente infectados (
MANNA et al., 2012; OLIVEIRA et al, 2016b).

Um estudo sistematico envolvendo cadelas naturalmente infectadas, demonstrou
ndo haver alteragbes patologicas significativas associadas a infeccdo por Leishmania
sp.(SILVA et al., 2008). Em contrapartida, Oliveira (2016a) em sua pesquisa observou que
todos os orgdos do sistema genital de cadelas naturalmente infectadas, com excecdo dos

ovarios, apresentam lesdes com altos niveis de carga parasitaria em todos 0s 0rgaos.
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Porém em uma pesquisa realizada por Silva et al. (2009), que em condicdes
experimentais, doze cadelas livres de Leishmania copularam com vérios cées naturalmente
infectados que estavam eliminando L. infantum no sémen. Todos os animais foram alojados na
auséncia do vetor de inseto. Seis meses ap6s a Ultima cépula, trés (25%) cadelas foram
soroconvertidas e seis (50%) foram positivas para PCR.

Todos esses achados suportam a ideia de que a LVC pode ter transmissao
sexualmente transmitida, na auséncia do inseto vetor, e que, provavelmente, se dé de modo
unidirecional, com a transmissdo mais eficiente de um macho infectado para uma fémea
susceptivel, no caso de cées (SILVA et al., 2009).

Embora a transmissdo da LV C através do vetor biolégico seja a mais comum, nota-
se a importancia da transmissdo venérea especialmente do ponto de vista epidemioldgico, uma
vez que a grande quantidade de cdes errantes e ndo castrados nas areas urbanas associada ao
elevado nimero de animais infectados dificulta a implantacdo de estratégias para controle da
doenga (DINIZ et. al. 2005).

2.2.4 Ciclo da Leishmania
Na fase adulta a fémea do Lu. Longipalpis, para a maturacdo do seu sistema

reprodutor necessita se alimentar de sangue, e é durante este repasto sanguineo gque ocorre a
transmissdo da doenca. Vale ressaltar que a infeccdo por Leishmania no inseto vetor ocorre em
72 horas ap0s a sua ingestdo (BRASIL,2006; SILVA, 2009; BOSSLER, 2012; BRASIL, 2014).

No trato digestivo do vetor, os macrofagos se rompem e liberam as formas
amastigotas (Figura 1), estas se reproduzem por divisao binaria e se diferenciam para as formas
promastigotas, que se transformam em paramastigotas, as quais se alojam no es6fago e na
faringe do vetor, onde permanecem aderidas no epitélio pelo flagelo até se diferenciarem em
promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado
(BRASIL, 2006).

Estas quando sdo inoculadas na pele do hospedeiro, invadem os macrofagos e neles
se diferenciam em amastigotas e se multiplicam, provocando o rompimento da célula, quando
estas estdo repletas de parasitos. As primeiras células a serem recrutadas para o local sdo os
neutrofilos, essas células participam ativamente nos mecanismos de defesa contra a infeccéo,
porém elas também podem participar como elementos de evasdo do protozoario, possibilitando
a entrada silenciosa e sobrevivéncia do parasito nos macréfagos (LASKAY et al., 2008;
RITTER et al., 2009; CHARMAOY et al., 2010).

17



Dependendo da resposta do hospedeiro, Leishmania pode se disseminar nos
macrofagos e rompé-los e em seguida serem fagocitados por células mononucleares do sistema
reticuloendotelial, para corrente sanguinea e outros 0rgaos, tais como bago, medula dssea,
figado, causando uma infeccéo crénica (PODINOVSKAIA e DESCOTEAUX, 2015).

Figura 1. Ciclo da Leishmania sp. no vetor e no hospedeiro vertebrado.
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Fonte: https://br.virbac.com

2.2 5 Reservatorio
O cdo (Canis familiaris) é considerado o principal reservatorio peridomiciliar do

agente etiologico tanto em areas urbanas quanto em areas semiurbanas (BANETH E SOLANO-
GALLEGO, 2012), estes apresentam alto parasitismo cutaneo, facilitando a transmissao do
vetor (MAGALHAES et al, 2016), podendo estar presente também em equideos e roedores,
assim como, no gato domestico, que em pesquisas recentes ¢ apontado como reservatorio
domeéstico adicional e/ou hospedeiros secundarios, alternativos ou acidentais. (DA SILVA et
al., 2010; MAIA, 2011; SCHIMMING e SILVA, 2012; NEMATI et al., 2015).
Ja no ambiente silvestre, os principais reservatorios sdo as raposas (Dusicyon
vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris e Didelphis Marsupialis)
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(LAINSON,2010; ROQUE & JANSEN, 2014). No estado do Maranh&o, um estudo realizado
por da Costa et al. (2015) encontrou a presenga do parasito em espécies de quiropteros.
Enfatiza-se que 0 homem também pode atuar como hospedeiro reservatério (JUNIOR et al.,
2015).

No Brasil, uma das primeiras observagdes da infeccdo canina por Leishmania foi
realizada por Evandro Chagas, quando este demonstrou a existéncia da doengca no homem e no
cdo e que a fonte de infeccdo procedia do fleb6tomo Lu. longipalpis (Chagas, 1936; Chagas et
al., 1938). Apos esta descoberta o nimero de casos registrados no Brasil sofreu aumento no
decorrer dos anos (BRASIL, 2014).

No Maranh&o, do total de 62 amostras sanguineas analisadas para deteccdo da
infeccdo por L. (i.) chagasi em cées, 32 (51,61%) foram reativos (ABREU-SILVA et al., 2008).
No estudo realizado por Barbosa et al. (2010) na cidade de Sdo Luis — MA, a andlise soroldgica
para LVC demonstrou que, das 100 amostras analisadas 67% apresentaram resultados positivos
para anticorpos 1gG anti-Leishmania. J4 um levantamento realizado com animais encaminhados
para o Centro de Controle de Zoonozes (CCZ) no periodo de 2009-2012, revelou 564 de casos
de cdes soropositivos para LV na ilha de Sdo Luis (SALES et al., 2017).

A distribuicdo da LVC, ou calazar, como é popularmente conhecida, ndo ocorre de
maneira uniforme mesmo em areas endémicas, porém apresenta carater focal e sua ocorréncia
esta relacionada com a distribui¢do dos vetores infectados (COSTA, 2011). Evidenciando

assim, a importancia de pesquisas e controle da enfermidade no estado.

2.2.6 Prevencdo, controle e tratamento
A prevencdo da leishmaniose esta relacionada com medidas de controle voltadas

para protecdo do meio ambiente, dos animais e humanos contra a propagacdo da acao do inseto
vetor da doencga. O uso de coleiras repelentes, vacinas, aplicacdo de inseticidas, protecdo de
canis com telas e a eliminacdo de focos do flebotomineo séo algumas das formas de precaucao
recomendadas (BRASIL,2006; SERENO et al.,2012).

De acordo com a Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) deferiu o registro do farmaco Milteforan™,
liberando seu uso para o tratamento de cées infectados, porém é sabido que 0 mesmo néao
garante a cura, e sim a diminuigcdo da carga parasitaria do organismo do animal, visto que
existem varias pesquisas que ainda buscam encontrar a cura para esta enfermidade. A portaria
ainda destaca que, o tratamento de cdes com LVC nao se configura como uma medida de saude

publica para controle da doenga e, se tratando unicamente de uma escolha do proprietario do
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animal (BRASIL, 2016).Considerando esse relato, e que a infeccdo do cdo geralmente precede
a infecgdo humana, o governo brasileiro instituiu a eutanasia de cées infectados como uma das

principais politicas de controle em areas endémicas (BRASIL, 2018).

2.2.7 Aspectos clinicos e resposta imunolégica
A LVC pode se apresentar de forma assintomatica ou sintomatica, podendo levar o

animal a obito. Estes diferentes quadros clinicos dependem da resposta imunolégica do céo e
da cepa do parasito inoculado pela picada do inseto vetor (SILVA, 2007; FREITAS et al.,
2012). Os animais sintomaticos, podem apresentar diversos sinais clinicos tais como: febre,
perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia, Ulceras de pele, onicogrifose,
oftalmopatias, dermatitite granulosa e ulcerativa, blefarite e alopecia (PALTRINIERI et al,
2010; DE FREITAS, et al., 2012; LIMA et al., 2014). Podendo apresentar sinais clinicos
atipicos, tais como les6es no trato reprodutivo de caes (DINIZ et al., 2005; MIR et al.,2012).
Pesquisas realizadas com cdes infectados com LV, demonstram que caes
assintomaticos podem representar fonte de infeccdo para os flebotomineos (GUARGA et al.,
2000), embora as taxas de infeccdo sejam mais consistentes em cées infectados e sintomaticos
(TRAVI et al., 2001), ressaltando a importancia de se estudar os grupos de maneira detalhada

guanto a resposta do sistema imunoldgico frente a infeccao.

A infeccdo por Leishmania pode desencadear dois tipos de imunidade adaptativa
associada a atividade dos linfocitos: a resposta celular que preferencialmente promove a
resisténcia a infeccdo, tipo T helper 1 (Th1), que esté relacionada a ativacéo de células T CD4+
e com a producdo do INF-y, IL-2 e IL-12, e fator de necrose tumoral (TNF). A presenca de
INF-y, aumenta a expressdo da enzima 0xido nitrico sintase induzida (iNOS) nos macréfagos,
gerando espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, tais como o superoxido e o 6xido nitrico,
que agem de forma microbicida sobre os parasitos presentes nos macréfagos (MACHADO,
2008; GORIELY et al. 2009; ROSA & MACHADO, 2011).

O outro tipo de resposta adaptativa € resposta humoral (anticorpos) do tipo T helper
2 (Th2), associada a susceptibilidade a doenca. Esta produz IL-4 e fatores que desativam
macrofagos como a IL-10, TGF-p e prostaglandina E2 que induzem as células do tipo B para a
producdo dos anticorpos IgGl e Ige (MACHADO, 2008; ROSA e MACHADO,
2011),caracterizando assim uma infeccdo com resposta polarizada (ROGERS et al., 2002).

A LVC, assim, exibe polarizacéo, visto que cdes com infeccdo crénica, tanto natural

quanto experimental, podem apresentar sintomatologia especifica, com doenca progressiva e
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fatal (susceptiveis) ou serem assintomaticos, apresentando resisténcia a infeccdo (PINELLI et
al., 1994).

A interleucina IL-12, que é a primeira citocina a ser liberada em um tecido
infectado e é essencial para a iniciacao e polarizacéo da resposta imunoldgica e também para a
inibicdo da apoptose das células Thl, desempenhando um papel importante na fase inicial da

inflamacdo, porém por um curto periodo de tempo (BANETH, 2006).

A resposta imune Th2 esta relacionada com a manifestacdo e desenvolvimento dos
sinais clinicos nos cdes, com alteracbes nos orgdos linfoides, principalmente com uma
diminuicdo das regibes ricas em células T e uma proliferacdo nas areas com predominancia de
células B (PINELLI et al., 1994; LEANDRO et al., 2001; RODRIGUES, et al., 2009). Estas
alteracdes tém como consequéncia o aumento e/ou mudanca conformacional de érgdos como
figado, baco e linfonodo (SANTANA et al., 2007; STRAUSS-AYALL; et al., 2007; LIMA et
al., 2014).

Em cdes assintomaticos, a infeccdo normalmente promove a doenca sistémica
crbnica, associada a uma resposta proliferativa especifica de células mononucleres no sangue,
possuindo antigenos especificos, com producdo de INF-y, IL-2 e TNF-f e baixas concentragdes
de anticorpos anti-Leishmania. J& os animais sintomaticos apresentam supressdo de células T
com producdo de IL-10 e TGF-B e altos niveis de anticorpos especificos ( QUINNELL et al.,
2001; SANTOS-GOMES et al., 2002; CORREA et al., 2007).

A producéo de IL-10 na LVC esta presente em todos os grupos estudados, nos
animais assintomaticos e nos sintomaticos (CORREA, et al., 2006; DOSSI, 2006; QUINNELL
et al., 2001). Esta citocina pode promover o incremento de uma resposta Th2, bloqueando a
proliferacdo de células Thl (VARELLA & FORTE, 2001). Esta teoria também foi vista em
estudos com humanos com LV (KARP, et al 1993). Porém, ela se apresenta em dosagens
diferentes, em um estudo realizado por De Rosaério et al. (2018) observaram um aumento dos
niveis de IL-10 no soro dos cées portadores de sinais clinicos para LVC, e a presencga dessa
elevacdo pode esta relacionada com a susceptibilidade a doenca, o estudo ainda enfatiza que o
aumento dos niveis de INF-y apresentado em cédes que ndo possuem sintomatologia clinica,

pode esta associado a cronicidade da infeccao.

Barbosa et al. (2011), demonstraram que diferentes Orgdos/tecidos que abrigam

parasitas provocam respostas imunologicas celulares especificas, ressaltando a importancia da
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avaliacdo da associacdo da carga parasitaria com a resposta imune na LV, uma vez que se
considera que os moduladores imunolégicos desempenham um papel importante na patogénese
da doenca (ALVES, et al., 2009). Em pesquisas experimentais com roedores também foram
observadas diferencas, onde Gomes-Pereira et al. (2004) observaram diferencas na dindmica
das subpopulagdes de células T CD4+ e CD8+ de memdria no bago e no figado de camundongos
infectados.

2.2.8 Resposta imune da LVC no trato reprodutor masculino de cées.
A frequéncia e a intensidade das lesdes inflamatorias no trato genital correlacionam

com a manifestacdo clinica da doenca e a carga parasitaria, onde o numero de amastigotas no
testiculo aparentemente atua como fator desencadeante da resposta inflamatéria (DINIZ et al.,
2005).

Benites et al. (2011), ao estudar o perfil leucocitario do trato reprodutor de cdes
naturalmente infectados, demonstraram haver uma maior quantidade de amastigotas em cées
sintométicos quando comparados ao assintomaticos, além de um perfil leucocitario distinto
entre eles, com maior quantidade de neutrdfilos, macréfagos e linfocitos no testiculo e
epididimo de cées sintomaticos. Notadamente, o testiculo é imunologicamente privilegiado,
baseado no fato das células de Sertoli separarem mecanicamente todas as células germinativas
autoimunogénicas do sistema imunolégico por meio da barreia hematotesticular (DE CESARIS
etal., 1992), sugerindo que a atividade imunocelular do trato reprodutor pode estar relacionada
a susceptibilidade a infeccdo (BENITES et al., 2011). No entanto, tal hipGtese carece de

investigacao.

Foi relatado também que a presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. no
epididimo de cdes altera o perfil leucocitario desse 6rgao, ocasionando maior migracdo de
neutréfilos, macrofagos e linfocitos para o limen (BENITES et. al., 2011), o que indica uma
resposta imunoldgica mais demorada, caracteristica de casos crénicos com alta parasitemia
(REIS et al. 2009).

O papel da imunidade humoral e celular durante a resposta imunoldgica sistémica
e compartimentalizada relacionada a susceptibilidade/resisténcia a infecgdo por Leishmania sp.
em cées tem sido estudada (PINELLI et al., 1994, 1995; BOURDOISEAU et al., 1997;
SOLANO-GALLEGO etal., 2001, 2005; REIS et al., 2006; GIUNCHETTI et al., 2008; LAGE

et al., 2007), no entanto, no cao, o trato genital ainda ndo foi estudado.
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Um estudo experimental usando hamsters como modelo de infe¢cdo com o objetivo
de estudar a cinética de infeccdo da L. chagasi no trato genital, demonstrou que o testiculo
possuia uma alta carga parasitaria, associada ao aumento de citocinas pro-inflamatérias tais
como IL1 B, TNF-a e IFN-y (T helper 1 — Th1), favorecendo ao controle da infec¢édo. Por outro
lado, a producdo de testosterona e IL-4 conduziram a infeccdo persistente por estabelecerem
uma resposta imunolégica do tipo Th2 local (QUINTAL et al., 2016).

Todos juntos, esses dados suportam a hipdtese que o trato reprodutor dos cdes é
envolvido durante a LVC e que o perfil de resposta imunolégica local é diretamente relacionado

a carga parasitaria.

2.2.9 Diagndstico
O diagndstico clinico da leishmaniose visceral canina € complexo, pois 0s sinais

clinicos da doenca sdo variaveis e inespecificos, comuns a outras enfermidades que acometem
0 cdo. A imunossupressdo causada por Leishmania pode gerar infecgdes oportunistas,
dificultando do mesmo modo o diagndstico da LV (FEITOSA, et al., 2000; TAFURI, et al.,
2004).

Devido a alta prevaléncia de animais assintomaticos, o diagnostico da LV C consiste
na avaliacdo conjunta de parametros clinicos, bioquimicos, epidemioldgicos e parasitologicos
(ALVAR et al., 2004). A sorologia é o principal método empregado para os diagnosticos de
rotina e levantamentos epidemioldgicos da doenca, uma vez que a maioria dos animais
infectados apresentam elevados titulos de anticorpos especificos na circulacdo (DE LIMA,
2010).

Dentre as principais técnicas sorologicas, podemos destacar a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), o ensaio imunoenzimatico (ELISA) (SILVA et al, 2011).
Atualmente, o Ministério da Saude substituiu o protocolo de diagndstico da LVC, sendo
utilizado atualmente o Teste Imunocromatografico DPP (Dual Path Plataform, Biomanguinhos)
como teste de triagem e 0 ELISA® — (Kit EIE Leishmaniose Visceral Canina - Biomanguinhos)
como teste confirmatoério (BRASIL, 2011). O DPP utiliza o antigeno recombinante K39 (rK39)
representando um avanco importante no diagndstico da LV (PERUHYPE-MAGALHAES et
al., 2012). Porem, falhas nesses resultados podem causar a elimina¢do de animais néo
infectados, e, por outro lado, ndo detectar casos positivos, favorecendo a disseminagdo da
doenga (SILVA et al.,2016; LOPES, et al, 2017).
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Nos testes soroldgicos, os altos niveis de anticorpos confirmam a positividade da
doenca, no entanto, os niveis negativos e baixos niveis de anticorpos ndo descartam a
possibilidade da positividade do diagnostico para LVC, nem sempre resultados fracamente
positivos correlacionam-se com a gravidade da doenca clinica pois estas podem se manifestar
de forma assintomatica. Porém, sua baixa sensibilidade para detectar casos com pouca ou
auséncia niveis de anticorpos especificos para Leishmania e sua reatividade cruzada com outras
doencas, incluindo a doenca de Chagas, a babesiose e a erliquiose representam importantes
limitacBes (DE CASTRO et al, 2007; PEREZ et al., 2016).

No protocolo proposto pelo MS, apenas amostras positivas no primeiro teste devem
ser analisadas no segundo (BRASIL, 2011). Considerando que em alguns paises, como Brasil,
o resultado falso positivo pode levar um cédo nédo infectado a morte e resultados falsos negativos
podem causar a manutencdo de cdes infectados na populacéo, os testes de diagnostico devem
ser altamente preciso. Na auséncia de um protocolo adequado, uma combinacdo de métodos
diferentes podem ser uma maneira racional de obter um diagndstico mais confiavel (COSTA et
al., 2015; LOPES, et al., 2017; LAURENTI, 2014).

Dessa forma, o advento de métodos mais acurados com a capacidade de avalia¢do
molecular e imunol6gica como: a Reacdo em Cadeia da Polimerase e suas varia¢es (RT-PCR,
gPCR), a Citometria de Fluxo e outras metodologias in situ ou in vitro podem incrementar o
diagnostico da doenca clinica e/ou subclinica, dando o suporte as investigacdes da infeccdo e
patogénese da leishmaniose na espécie canina ( CARVALHO NETA et al, 2006; RAMOS et
al. 2012).

Na técnica de imuno-histoquimica (IHQ) o diagndstico depende do achado de estruturas
coradas pelo cromogeno, de forma e de tamanho compativeis com amastigotas(RAMOS-
VARA, etal., 2008; XAVIER, et al 2006). A IHQ € considerada complementar a histopatologia,
pois apresenta boa especificidade e sensibilidade, de cerca de 60 a 70 %( TAFURI et al, 2004;
ORDEIX et al., 2005). O MS inclui a técnica como exame de referéncia para o diagnostico de
casos autoctones de LVC, sendo parte do fluxograma de agdes de controle e vigilancia da
enfermidade (BRASIL, 2013).

A PCR esta sendo utilizada com sucesso para deteccdo de Leishmania spp.
(PEREIRA et al, 2016; LOPES et al., 2017; SELDER et al ., 2018, FERNANDES et al., 2019).
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Estas sdo mais sensiveis do que os métodos soroldgicos usuais, permitindo o diagndstico
precoce antes da soroconversédo (COURA-VITAL et al., 2013).

Com o advento da PCR em tempo real (QPCR), os resultados mostraram que a
técnica oferece resultado mais rapido e risco reduzido de contaminagdo (MOHAMMADIHA et
al. 2013; DE CARVALHO et al., 2018). Através de sua utilizacdo, pode-se medir
quantitativamente os parasitas presentes no fragmento analisado, demostrando especificidade e
sensibilidade suficiente para detectar baixa carga parasitéaria, ou seja, até mesmo quando o
parasita esta presente em densidades muito baixas (LACHAUD et al. 2002;
MOHAMMADIHA et al. 2013b). Quaresma et al. (2009) encontraram indices de deteccéo de
0,1 fg de DNA do parasita/uL, que corresponde a 1/3000 do conteudo total de DNA de um
Unico parasita (300 fg).

Recentemente, de Carvalho et al. (2018) mostrou que gPCR pode contribuir
principalmente para o diagndstico de cées assintomaticos, evitando a eutanésia indesejada. Um
estudo realizado por Hossain et al. (2017) demostrou que a ferramenta obteve sucesso para
determinar a carga parasitaria da pele em cées durante um tratamento esquema para impedir a
transmissdo de LV. Embora o gPCR seja um metddo promissor para analises qualitativa e
quantitativa no monitoramento do tratamento da LV canina, ainda ndo ha o consenso na melhor

combinacdo de genes e/ou tecido para a deteccdo do DNA dos parasitas.

Enfatizando que este método fornece maior sensibilidade em deteccao de parasitas
em varios tecidos e em diferentes grupos clinicos, em compara¢do com métodos convencionais
de PCR (REIS et al.2013). Além desta avaliacdo, essa metodologia permite quantificar a
expressdo de genes especificos, como os das citocinas pré e pro-inflamatdrias relacionadas com
a infeccdo do parasito, mostrando comparacBes efetivas entre animais sintomaticos e

assintomaticos, como ja foi realizado por Sudarshan e Sundar. (2014); De Rosario et al. (2018).

Sendo assim, cdes que apresentam leishmaniose manifestam uma variedade de
respostas inflamatorias dependendo da carga parasitaria e os sinais clinicos da doenca,
tipicamente relacionados com a imunologia caracteristicas de um individuo (REIS et al., 2006).
Porém, com relacgdo ao trato reprodutivo de cées essa caracterizagdo imunoldgica ainda nao foi

realizada, enfatizando assim a relevancia do presente estudo.

Embora a transmisséo da LV C atraves do vetor bioldgico seja a mais comum, nota-

se a importancia da transmissdo venérea especialmente do ponto de vista epidemioldgico, uma
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vez que a grande quantidade de cées errantes e ndo castrados nas areas urbanas associada ao
elevado nimero de animais infectados dificulta a implantacdo de estratégias para controle da
doenca (DINIZ et. al. 2005).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Caracterizar a infeccdo do trato reprodutor masculino de cdes na leishmaniose

visceral, com énfase nos aspectos imunopatoldgicos e parasitarios.

3.2 Objetivos especificos
= Auvaliar as lesdes macroscopicas e microscopicas associadas a LV C no trato reprodutivo

através de histopatologia e imuno-histoquimica;

= Estimar a carga parasitaria de Leishmania no trato reprodutor por gPCR e correlacionar
com os dados de expressdo génica de citocinas;

= Avaliar a expressdo das citocinas IL- 4, IL- 10, IL- 12, iNOS, TNF-a e IFN-y no trato

reprodutor de cées com LV através do qPCR,;

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideragdes Eticas
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA)

da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, sob o nimero de protocolo 09/2017.

4.2 Animais e colheita de amostras
As coletas foram realizadas de janeiro de 2018 a maio de 2019, onde obteve-se 16

cées machos adultos, sexualmente maduros com idade variando entre 7 meses a 12 anos, sem
raca definida aleatoriamente selecionados provenientes do Hospital Veterinario “Francisco
Uchoa Lopes” da Universidade Estadual do Maranhdo(UEMA\) e da Unidade de Vigilancia em
Zoonoses (UVZ) da llha de Sdo Luis — MA, encaminhados para eutanasia com diagnostico
positivo para leishmaniose. Primeiramente foi realizada a colheita do sangue dos animais, estes
foram acondicionados em tubos com e sem EDTA, para a realizacdo dos testes de diagnostico
soroldgico e molecular respectivamente.

Os animais foram eutanaziados, obedecendo as normas estabelecidas pelo Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), Resolucdo n°. 1000, de 11 de maio de 2012, assim

como pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual do
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Maranhdo — UEMA.. Sendo que, a eutanasia foi realizada pelos médicos veterinarios dos locais
de coleta.

Durante a necropsia, fragmentos do trato genital interno: ambos os testiculos,
ambos os epididimos e glandula prostatica, e trato genital externo, a saber: prepucio e glande,
foram colhidos e seccionados e imediatamente imersos em formalina tamponada a 10% ou
Bouin (fragmentos de testiculo) e fixados 24 horas e 18 horas, respectivamente. Apos a fixacéo,
os tecidos foram imersos em alcool 70% até o processamento histolégico. Fragmentos dos
mesmos tecidos foram coletados e armazenados em criotubos estéreis livres de nucleases
acondicionados a -20°C para extracdo de DNA, e em microtubos estéries contendo a solucédo de
estabilizacdo RNAIlater® (Life Technologies), para extracdo de RNA, ambos mantidos sob
refrigeracdo por no minimo 24 horas e, posteriormente, acondicionados a -20°C até a realiza¢éo
da qPCR. Todo material coletado foi acondicionado no Laboratério de Patologia Molecular
(LPMol) da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA).

4.3 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

O ensaio imunoenziméatico (ELISA) foi realizado por meio do kit EIE-
Leishmaniose Visceral Canina, Bio-Manguinhos de acordo com as instrucdes do fabricante.
Para realizacdo da RIFI, os soros dos animais foram diluidos em Tamp&o fosfato salino (PBS,
pH 8) na propor¢do de 1:40, como preconizado pelo Ministério da Saude. Posteriormente, foram
dispostos em laminas de vidro previamente sensibilizadas com a cepa CBT 153 de formas
amastigotas de L.infantum durante 30 minutos a 37°C na estufa, seguido de 3 lavagens de 5
minutos cada em PBS. Em seguida as laminas foram incubadas com anticorpo secundario
(conjugado com fluoresceina, que foi diluido utilizando 398l de PBS+ Azul de Evans para 2l
de conjugado) anti-cdo oriundo de coelhos, em temperatura de 37°C durante 30 minutos, em
camara Umida. Em seguida as laminas foram novamente lavadas em PBS durante 5 minutos,
secadas a temperatura ambiente, montadas com laminula e observadas em microscopio de
fluorescéncia. Soro de cdo sabidamente infectado com Leishmania spp. foi utilizado como
controle positivo.

4.4 Processamento histologico
Os tecidos fixados foram submetidos as técnicas histolégicas de rotina. Apos a

inclusdo, o material foi cortado na espessura de cinco micrémetros (5 um) com micrétomo
rotativo HM 360 MICROM e corados pela técnica de Hematoxilina & Eosina (HE). Por fim,

as laminas foram analisadas em microscopia de luz. Foi atribuido escore para as lesdes
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inflamatorias nos diferentes tecidos, de acordo com a intensidade das lesbes: 0 para auséncia
de lesdes, 1 para discreta, 2 para moderada e 3 para intensa.

4.5 Imuno-histoquimica
A técnica de imuno-histoquimica foi realizada segundo Tafuri et al. (2004) com

adaptacoes, utilizando-se cortes histoldgicos de 5 um e aplicagdo de anticorpo primario soro
hiperimune de céo naturalmente infectado com L. chagasi, diluido 1:50 em PBS por uma hora
em camara Umida. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feita utilizando perdxido de
hidrogénio a 3% em PBS durante 30 minutos e o blogueio de sitios inespecificos de ligagdo do
anticorpo com leite desnatado a 3% em PBS por 45 minutos. Ap6s lavagem em PBS as laminas
foram incubadas com anticorpo secundario (kit Dako EnVision™+ Dual Link System-HRP)
por 45 minutos em camara Umida e, em seguida, lavadas novamente com PBS. A reacdo foi
revelada pela diaminobenzidina (DAB) e as laminas contracoradas com hematoxilina de Mayer.
Uma amostra de prepucio de cdo sabidamente infectado por Leishmania foi utilizada como

controle positivo. No controle negativo substituiu-se o anticorpo primario por PBS.

4.6 Extracdo de DNA
A extracdo de DNA das amostras de sangue e dos tecidos do trato reprodutor dos

cdes foram realizadas utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), conforme
instrucdo do fabricante. As amostras de tecido do testiculo direito e esquerdo, e epididimo
direito e esquedo foram feitas em pools. A concentracdo e qualidade do DNA extraido foi
avaliada em Nanodrop e ap0s a avaliacdo as amostras foram diluidas e padronizadas.

4.7 PCR convencional
O DNA extraido das amostras de sangue foi amplificado em termociclador

utilizando os iniciadores especificos de Leishmania chagasi, como descritos na tabela 1. As
amostras irdo, ainda, serem submetidas a PCR convencional para diagnostico diferencial de
Trypanossoma sp. e Toxoplasma gondii (tabela 1).

As amplificacbes foram realizadas em um termociclador e dimensionadas para
atingir um volume final de 12,5 uL contendo: 6,25 pL de PCR Master Mix Promega; 0,5 puL
de cada primer (10 pmol); 4,25 pL de agua DNAse e RNAse free e 1 uL de DNA extraido.
Foram utilizados controles positivo (c&o sorologicamente e parasitologicamente positivo para
Leishmania chagasi) e negativo em cada reacdo. Os parametros utilizados para PCR foram os
mesmos descritos por Lachaud et al, (2002). Os produtos de PCR foram avaliados em gel de
agarose a 1,5%, utilizando marcador de peso molecular de 100 pb (1Kb DNA ladder
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Promega®), programacéo na cuba de eletroferese de 100V, 100 mA, por 40 minutos de corrida.

Apbs, os amplificados foram visualizados e fotografados em fotodocumentador.

Tabela 1 Lista de iniciadores utilizados na PCR convencional.

A Tamanho
Sequéncia . o
Iniciadores (5°-3°) do Referéncia
Alvo
produto
Leshimania CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAG 145pb  Lachaud et
chagasi CCACCTGGCCTATTTTACACCA al.,2002.

Toxoplasma CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG 529 pb Homan et

gondii CGCTGCAGACACGTGCATCTGGATT al., 2000
Trypanossoma CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC 337 pb Muller
sp CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT etal., 1996

4.8 Quantificacdo da carga parasitaria por g°PCR
Os procedimentos para a quantificacdo da carga parasitaria e diagnéstico de LVC

nos fragmentos do trato reprodutor, foram realizados por meio da técnica de PCR quantitativa
em tempo real, na qual utilizou-se triplicatas de reacdes de 20 pL. com amostras na concentragido
de 5ng/uL de DNA e amplificado em termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems), utilizando os iniciadores KDNA3 F (senso: 5'-GGGTAGGGGCGTTCTGC-3') e
KDNA3 R (anti-senso: 3-TACACCAACCCCCAGTTTGC- 5°) previamente descritos por
Weirather et al. (2011), cujo alvo é uma regido conservada do cinetopasto do parasito e 0
GAPDH FW (senso: 5-TTCCACGGCACAGTCAAG -3) e GAPDH REV (anti-senso: 3'-
ACTCAGCACCAGCATCAC- 5’) referéncia genebank n° AB038240.1 usado como gene
enddgeno da reacao.

A curva padrdo foi construida a partir de diluicbes seriadas ao décimo de
concentracdo conhecida de DNA de Leishmania extraido de cultura in vitro de formas
promastigota de L. infantum, previamente caracterizada pelo Laboratério de Referéncia
Nacional para tipagem de Leishmania (CLIOC) do Instituto Oswaldo Cruz. As reagdes foram

preparadas com a adi¢dao de 1,0 uL de cada iniciador a uma concentragdo de 2,5pmoles/uL,
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10uL de Sybr Green PCR master mix (Applied Biosystems), 4uL. de DNA 3,0 puL de agua
DPEC para completar o volume final da reacdo de 20ul. A reagdo ocorreu nas seguintes
condic¢des: uma desnaturacgdo inicial a 95°C por 10 minutos; seguida de 40 ciclos de 95°C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os resultados foram analisados utilizando o programa 7500
Real-Time PCR (Applied Biosystems) onde foi avaliado: a curva de dissocia¢do formada e a

quantificacdo do nimero de cépias de DNA conforme a curva padréo.

4.9 Extracdo de RNA
Para a extracdo de RNA, primeiramente o tecido coletado foi macerado e

adicionado 1 mL de Trizol (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), em seguida as amostras foram

extraidas seguindo o protocolo preconizado pela Invitrogen; Carlsbad, CA, USA.

4.10 Sintese de cDNA
O RNA (1,5 pg) foi retrotranscrito em cDNA utilizando-se o kit comercial Super

Script 1l First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
seguindo o protocolo do fabricante. Para uma reagdo de volume final de 20uL. Para a sintese
serdo utilizados 3,0uL de agua DEPC, 1,0uL de Random Hexamero (50pug/uL), 1,0ul de
Anneling Buffer, 2,0uL de RNase OUTTM Enzime Mix, 10,0uL de 2x First-Strand Reaction
Mix. Os parametros utilizados para a sintese do cDNA foram: 65°C por 5 minutos, incubado
em gelo por 1 minuto, 25°C por 10 minutos, 50°C por 50 minutos. Posteriormente 0 cDNA sera

armazenado a -20°C.

4.11 PCR Quantitativa em tempo real (QPCR)
A expressdo génica sera realizada utilizando-se 2,5 ul de cDNA, 10 uM do par de

primers especifico para cada gene (Tabela 2) e 12,5 ul de Platinum SYBR Green qPCR
SuperMix (Platinum SYBR Green gPCR SuperMix — UDG with ROX, Invitrogen) em um
volume final de 25 pl por reagdo. Seguindo os mesmos pardmetros utilizados para a
quantificacdo da carga parasitaria. Sera utilizado o método comparativo de Ct (cycle threshold)
2-deltadelta Ct nara analise dos dados de expressdo génica, como descrito por (Livak e Schmittgen,
2001).
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Tabela 2. Lista de genes e iniciadores utilizados no RT-PCR em tempo real.

Sequéncia Alvo Iniciadores (5°-3°)
AAGATCCCCATTCCGGATAC
Inos AGCCTGAAGATCCGACTCAA
L4 CATCGGCATTTTGAACGAGGTCA
CTTATCGATGAATCAGGCATCG
L0 GCCTAACATGCTTCGAGATC
TGATGTCTGGGTCTTGGTTC
L1 ACCTGCAGCTGAAGCCATTG
GTCTTGTCCACGCAGAGTCT
EN. GGAAGACATGCTTGGCAAGTTC
v GGTGAGAGATCATTCATCACTTTGA
TNE- GCCGCAGTACAGTAGCAGCTCT
a GTTGACCTTTGTCTGGTAGGAGACGG
GAPDH GAGAAGGCTGGGGCTCACTTG
GCTGACAATCTTGAGGGTGTTG
B-actina GGCATCCTGACCCTGAAGTA
CGCAGCTCGTTGTAGAAGGT

4.12 Analise Estatistica
Os resultados da carga parasitaria foram submetidos a analise estatistica ndo

paramétrica pelo teste Mann Whitney (Graphpad Prism 8.0, USA).Os dados de expressao
génica serdo normalizados com base na expressao de B-actina e GAPDH. Todos os valores de
Ct normalizados sofrerdo transformacdo logaritmica e os dados obtidos serdo submetidos a
analise de variancia (ANOVA). As médias vdo ser comparadas pelo teste t de Student
(Graphpad Prism 8.0, USA). Diferencas serdo consideradas significativas quando p<0,05.
Correlacdo de Spearman serd utilizada para correlacionar os dados de expressdo génica e carga

parasitaria.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Abordagem clinica
Os 16 animais coletados foram subdivididos em grupos de animais sintomaticos e

assintomaticos de acordo com os sinais clinicos apresentados. Os animais considerados
sintomaticos foram aqueles que manifestaram sintomatologia tipica de LV C e 0s assintomaticos

agueles que ndo apresentaram.
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Foi possivel observar grande ocorréncia de dermopatias, oftalmopatias e
onicogrifose (Tabela 3; Figura 2). A maioria dos animais sintomaticos apresentaram
emagrecimento, corraborando com os resultados obtidos por Contreras et al. (2019), que em
seu trabalho observou uma frequéncia de 50% de presenca desse sinal clinico nos cées
analisados, assim como, Silveira et al. (2018), que relataram a anemia em 68% dos animais, a
existéncia dessa manifestacdo clinica pode ser explicada pela albuminuria desencadeada pelo
desequilibrio protéico e envolvimento da mucosa gastrica, que pode estar relacionado ao
envolvimento sistémico da doenca e ao acometimento do sistema imunoldgico do animal, sendo
causada geralmente por doenca renal cronica ou pela reducdo da eritropoiese em doengas
cronicas, que é agravada pela perda de sangue, imunossupressao ou destruicdo de células
sanguineas(FEITOSA et al.,2000).

Tabela 3. Frequéncia de sinais clinicos apresentados pelos caes sintomaticos para LVC

Sinais clinicos %
Anemia 12,5%
Emagrecimento 75%
Esplenomegalia 37,5%
Hepatomegalia 50%
Linfoadenomegalia 75%
Dermopatias 87,5%
Oftalmopatias 87,5%
Onicogrifose 87,5%

Figura 2. Imagem representativa dos sinais clinicos apresentados pelos cées com LVC.
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2a: Onicogrifose; 2b:Abdomén do céo apresentando perda de pélo; 2c: Lesdo ulcerativa no focinho; 2d: Céo
apresentando ocular secrecéo purolenta.

32



Entre as dermopatias observadas nesse estudo destacaram-se: descamagéo e lesoes
ulcerativas no focinho, ponta de orelhas, pescoco, face, cauda e nos membros posteriores e
anteriores (patas), perda de pelos e seborreia generalizada, além da grande frequéncia de
onicogrifose (87,5%). Os sinais clinicos aqui descritos sdo semelhantes aos obtidos por Wilson
et al. (2012); Saridomichelakis e Koutinas (2014), que estudaram sobre as principais
dermopatias que acometiam cées infectados com Leishmania infantum, destacando as lesdes
ulcerativas, crostosas, foliculite, dermatite seborreica, alopecia, onicogrifose e hiperqueratose,
podendo-se observar uma ligeira repeticdo em determinados sinais clinicos, assim como no
presente estudo. A onicogrifose se destacou como uma das sintomatologias mais marcantes da
LVC, conforme descrito por Silveira et al. (2018), que isso ocorre devido a capacidade do
parasito em estimular a matriz ungueal a crescer além da apatia comum nos animais acometidos,
diminuindo portanto seus movimentos, e consequentemente reduzindo o desgaste natural das
unhas.

As dermatopatias observadas neste trabalho foram mais frequentes na ponta da
orelha, focinho, face e ouvidos, pois sdo locais mais expostos do animal, sendo estas regides ja
previamente descritas por Madeira et al. (2003) e Silveira et al. (2018) como as mais frequentes
no cao.

Quanto as oftalmopatias observadas, foram registradas: blefarite, opacidade da
cornea e alopecia periocular, secrecdo purolenta. Estas alteragdes oftalmicas sdo comumente
descritas entre as manifestacfes clinicas da LVC, com destaque a: uveite, edema uveal,
corneano e miose segundo Feitosa et al. (2000) e Koutinas e Koutinas. (2014). As oftalmopatias
também foram observadas por Contreiras et al. (2019), além da presenca de mucosas
normocoradas. Estes sinais clinicos podem ocorrer devido a deposicdo de imunocomplexos e
anti-anticorpos contra Leishmania nos tecidos oculares (SILVEIRA et al, 2018).

A ocorréncia de hepatomegalia, esplenomegalia e linfoadenomegalia descritas,
coincidem com achados nos estudos de Wilson et al. (2012) e Koutinas e Koutinas (2014), os
quais relatam que estes sinais ocorrem nas fases adiantadas da doencga (FEITOSA et al., 2000;
SILVA et al.,2001). Silveira et al. (2018) afirmam que a linfadenopatia pode ocorrer devido ao
aumento do namero de células do sistema mononuclear fagocitico quando o infeccdo esta
instalada, ja a hepatoesplenomegalia, pode acontecer em consequéncia da producao de células
B e macrdfagos e proliferacéo de amastigotas .

Além disso, Abreu-Silva et al. (2008) encontraram as mesmas lesdes descritas em

cdes soropositivos no estado do Maranhé&o, enfatizando que os sinais aqui apresentados sao
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caracteristicos da enfermidade, sendo que essa doenca possuitem alta variagdo em relacéo a
manifestacdo dos sinais clinicos, por possuir diferenca quanto & resposta imunoldgica
individual expressada (SAPORITO et al., 2013).

5.2 Dianostico soroldgico e molecular.
Com relacdo ao teste de Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta RIFI, dois animais

apresentaram resultado negativo, os demais foram sororeagentes. Vale ressaltar que o teste de
imunofluorescencia- ELISA, ainda esta sendo realizado.

Das amostras de sangue dos animais coletados submetidas a PCR convencional,
15 apresentaram diagnostico positivo para Leishamania infantum apresentando uma Unica
amostra negativa (Figura 3). Evidenciando que, todas as amostras foram positivas em pelo

menos um dos testes de diagnostico realizado (Tabela 4).

Tabela 4: Resultados obtidos através do teste soroldgico RIFI e da PCR convencional do
sangue dos animais coletados.

Animais RIFI PCR
Al +* *
A2 + +
A3 + +
A4 + +
A5 + +
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A6 + +
AT - +
A8 + +
A9 + +
A 10 + +
All + +
A12 + +
A 13 + +
Al4 + +
A 15 + +
A 16 - +

* Amostras que apresentaram diagndstico positivo para LVC; ** Amostras que apresentaram diagndstico negativo
para LVC.

Figura 3. Fotografia demonstrativa da amplificacdo do DNA de Leishmania infantum nas
amostras de sangue dos caes.

Ladder CN
Ladder

Ladder: Marcador de peso molecular; CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; 1-9 amostras positivas para
Leishmania infantum, evidenciando a amplificacdo do fragmento de 145 pb.

Os resultados demostraram que os animais que ndo foram sororeagentes na RIFI,

e apresentaram diagnostico positivo na PCR, podem ser explicados atraves dos resultados
obtidos por Coura — Vital et al. (2013), que mostraram pela primeira vez a importancia de um
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teste positivo na PCR como fator associado a soroconversao para L. infantum, visto que o teste
molecular pode detectar a infecgéo antes da soroconversao, sugerindo que 0s cées positivos na
PCR devem ser monitorados durante todo o teste soroldgico.

Esta pesquisa demostrou que mesmo com baixa variacdo as amostras que se
apresentaram negativas na RIFI foram positivas na PCR, assim como o descrito por Assis et al.
(2010), onde observaram que a positividade pela PCR, realizada com o sangue dos 34 caes,
elevou o percentual de positivos para 91,0%, quando comparado aos animais soropositivos na
RIFI.

Somente um animal apresentou resultado positivo na sorologia e negativo na
melecular, este fato pode ser eassociado a problemas com a qualidade do DNA (SILVA et al.,
2001), além de que, a carga parasitaria no sangue tende a diminuir ao longo do curso de infeccao
(LEITE et al.,, 2010). Mesmo com este ponto negativo quanto a utilizacdo de amostras
sanguineas para a deteccdo do parasito, hd estudos que demostram que estas sdo adequadas
para o diagnostico de LVC (REALE, et al., 1999; PEREIRA et al., 2016; LOPES et al., 2017).

Resultados semelhantes ao deste trabalho foram encontrados por Pereira et al.
(2016) e Lopes et al., (2017), onde foram observadas diferencas entre o diagnostico sorolégico
por RIFI e PCR convencional de sangue, estes concluiram que a PCR se mostrou mais sensivel

e especifica quando comparada a RIFI.

5.3 LesBes macroscopicas
Foi realizada a avaliacdo das lesGes nos tecidos do trato genital interno (testiculos,

epididimo e prostata) e externo (prepucio, glande) dos animais. Dos 16 animais coletados, cinco
(31,25%) apresentaram lesGes macroscopicas nos tecidos avaliados do trato genital (Tabela 5)
tanto aqueles que apresentaram sinais clinicos classicos para LVC 60% (3/5), quanto os que
ndo apresentaram 40% (2/5).

Os dois animais (2/16) que apresentaram les6es no prepucio também apresentaram
lesdo no saco escrotal (Figura 4), sendo que em um deles houve presenca de lesdo na glande.
Foi possivel observar em dois diferentes animais a ocorréncia de hiperplasia prostéatica (12,5%),
somente um animal (6.25%) apresentou aumento do testiculo e epididimo unilateral, assim

como, hiperplasia testicular (6,25%).
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Tabela 5. Frequéncia de lesdes no trato reprodutor de cdes com LVC.

Lesbes no trato reprodutor %

Lesdes no prepucio 12,5%
Lesdes saco escrotal 12,5%
Hiperplasia prostéatica 12,5%
Les&o na glande 6,25%
Hiperplasia testicular 6,25%
Orquite e epididimite 6,25%

Figura 4. Lesdes no trato reprodutor de cdes com LVC.

r,“ ’\\% -'
3.a: Céo apresentando Iesao no prepu0|0 3 b: Lesao no saco escrotal; 3 c: Presen(;a de lesdo ulceratlva na glande.
Contrariamente Amara et al. (2009), em sua pesquisa utilizando também caes machos
naturalmente infectados por L. infantum ndo revelam alteracbes macroscopicas nos 0rgéos
genitais, mesmo existindo lesdes histologicas. Porém, resultados concordantes com os aqui
descritos foram vistos por Madeira et al. (2003), que encontraram lesdes no saco escrotal em
cdes positivos para LVC,assim como, Contreiras et al. (2019) que verificaram lesGes na glande
do pénis de cdes com diagndstico positivo.

A presenca de hiperplasia prostatica observada, pode ocorrer em resposta a
mudancas na producdo de androgénios ou devido a presenca de inflamacdo que afeta
diretamente a epitélio glandular (FOSTER, 2012). Destaca-se também, que é considerada uma
alteracdo comum em cdes com mais de trés anos devido a alteracdes na relacdo androgeno e
estrogénio na secrecao da testiculos (SMITH, 2008).

Com relacdo aos achados no testiculo e epididimo, estes sdo consideradas
manifestacdes comuns em cées e podem estar relacionadas a uma variedade de causas e fatores
(JONES et al., 2000; THOME et al., 2007). A orquite geralmente que pode vir acompanhada
da epididimite (FOSTER, 2012; ZACHARY, 2017), que podem ser ressultantes de traumas,
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agentes infecciosos, granulomas espermaticos ( FELDMAN e NELSON, 1987,
NASCIMENTO e SANTOS, 2011), onde epididimo ou o testiculo acometido fica aumentado
e firme, assim como o que foi observado neste estudo ( NELSON e COUTO, 2006),
confirmando, que esta sintomatologia pode estar relacionada com a LVC, assim como foi

demonstrado por Manna et al. (2012), que descreveram esta associacao.

5.4 Analise microscépicas e imuno-histoquimicas
As frequéncias e escore das alteracfes inflamatdrias encontradas estdo resumidas

na Tabela 6. Somente 8 animais dos 16 coletados, foram analisados até o presente momento
nas técnicas de histopatologia e imuno-histoquimica, considerando que estes foram
subdivididos em sintométicos (n=4) e assintomaticos (n=4). Destacando, que ndo foram
encontradas formas amastigotas do parasita nos tecidos avaliados por meio da técnica

histoldgica.

Tabela 6. Frequéncia e escore das lesdes inflamatorias encontradas no trato reprodutor de cdes
naturalmente infectados por LVC.

Tecido Frequéncia Escore*
Prostata 5/8 (62,5%) 3
Prepdcio 7/8 (87,5%) 3
Glande 4/8 (50%) 2

Epididimo 7/8 (87,5%) 1
Testiculos 1/8 (12,5%) 1

* Escore da intensidade das lesdes inflamatorias do trato reprodutor de cdes com LVC (0: auséncia de lesGes; 1:
discreta; 2: moderada; 3: intensa).

Na prostata, observou-se infiltrado inflamatério multifocal, variando de moderado
a intenso em 62,5% (5/8) dos animais, com predominio de macr6fagos, notando-se também a
presenca alguns linfocitos e plasmaocitos (Figura 5). Além disso, alguns animais também
apresentaram hiperplasia prostatica. Em contrapartida, Diniz et al. (2005) e Boechat (2015)
demonstraram uma frequéncia baixa de les6es inflamatdrias na préstata de animais positivos,

onde concluiram que ndo h4 associacdo entre LVVC e prostatite.
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Porém os resultados aqui apresentados corroboram com De Barros et al. (2019),
que notaram que o achado mais predominantemente encontrado nas avalia¢des histopatoldgicas
da prostata € o infiltrado inflamatdrio linfomononuclear. Toledo et al. (2010), ainda enfatiza
que as inflamac6es, particularmente do tipo mononuclear (linfécitos, macréfagos plasmaticos
ocasionais), na regido intersticial dos segmentos tubulo-alveolares influencia na ocorréncia de
atrofia do epitélio glandular, concordando com os dados obtidos por Mir et al. (2012), que
descreveram a prostatite como um achado frequente em cées infectados.

Ambos 0s grupos apresentaram resultados semelhantes, assim como De barros et
al. (2019), que viram que a frequéncia de infiltrado inflamatorio e deposigdo de fibras tecido
conjuntivo indicativo de processo inflamatorio, ndo foram diferentes entre os grupos para o
tecido prostatico, porém Barros et al. (2013) observou maior frequéncia de alteracdes

inflamatdrias na préstata em cées sintomaticos.

Figura 5. Microscopia de luz, prostata, cdo com LVC
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Prostatite linfohistiocitaria multifocal intensa. Notar presenca de células inflamatérias na regido intersticial
tubuloalveolar ( figura 6A) (seta). (40X, HE).

As alteracdes microscopicas observadas no prepucio de 87,5% (7/8) dos animais
caracterizaram-se por infiltrado inflamatdrio histiocitico multifocal intenso (Figura 6). Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Diniz et al. (2005) e por Oliveira et al. (2016b), que
em um estudo acerca de lesdes genitais associadas a LVVC demonstram que no prepucio de cédes
naturalmente infectados é possivel encontrar dermatite granulomatosa com um grande nimero
de histiocitos distribuidos de forma difusa, além de reacéo inflamatéria histioplasmocitaria

associada com erosdes e ulceracoes.

Figura 6. Microscopia de luz, prepucio, cdo com LVC.

la intensa infiltragdo de histiécitos na derme profunda e
perifolicular (setas). (2 A, 2B, 2D, 40x HE); (2C, 10x, HE).

Na glande, as lesdes inflamatdrias foram predominantemente histiociticas em 50%
(4/8) dos animais (Figura 7), porém também foi possivel observar a presenca de linfécitos e
plasmdcitos. Diniz et al. (2005) também descrevem as altera¢des histopatologicas na glande de

40



animais sintomaticos com predominio de macrdfagos, tendo caracteristicas de reagdo
granulomatosa. Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira et al. (2013), que também
verificou a presenca desse tipo infiltrado inflamatério na glande de cdes naturalmente
infectados.

Essa elevada frequéncia de alteracbes inflamatdrias associada a presenca de
amastigotas na glande e prepucio pode contribuir para o aparecimento destas no sémen,
favorecendo assim a transmissdo venérea da doenca (DINIZ et al., 2005; SILVA et al., 2009;
NAUCKE e LORENTZ, 2012).

Figura7 Micrpscopia_ de luz, glande, cdo com LVC.

N . - .-‘-.- -y P oy . ~ A
Balanite histiocitaria multifocal intensa. Notar infiltrado inflamatério com predominio de histidcitos (seta). (40x,
HE)

Em relacdo as alteragbes inflamatdrias no epididimo, 87,5% (7/8) dos animais
apresentaram infiltrado inflamatério multifocal leve, onde observou-se principalmente
macrofagos e também a presenca de linfocitos (Figura 8). Estudos semelhantes demonstram a
ocorréncia de infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario no epididimo de cdes naturalmente
infectados (DINIZ et. al., 2005; DE BARROS et al., 2019). N&o houveram diferengas entre os
grupos estudados, concordando com os resultados obtidos por De Barros et al. (2019).

A frequéncia de lesdes inflamatdrias observadas no epididimo, pode ocorrer devido ao

aumento da infeccdo secundaria pelo canal deferente atraves dos vasos linfaticos do corddo
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espermatico, por propagacdo hematogénica ou em combinagdo com um infec¢do primaria do
trato urinario (FOSTER et al. 2012).

Existem outros achados no epididimo de cdes com LVC, porém aqui ndo foram
descritos,como: a diminuicdo da massa espermatica, assim como, a azoospermia, sendo este um
estagio mais avancado de alteracdo epididiméria (DIAZ et al., 1982; OLIVEIRA et al., 2013).

i o

A - e L A
presenca de histiocitos no intersticio do parénquima
epididimario (seta). Espermatozoides no interior do ducto epididimario (cabeca de seta). (40x, HE).

Um cdo, que corresponde a 12,5% (1/8) dos animais apresentou lesdo inflamatoria
nos testiculos, que se caracterizou como infiltrado inflamatério intratubular discreto com
predominio de macréfagos, ndo sendo observados linfocitos ou plasmacitos, ressaltando que o
animal que apresentou a alteracdo era sintomético. No entanto, 100% (8/8) dos animais
apresentaram processo degenerativo nos tubulos seminiferos (Figura 9) destacando que nao
houve diferenca entre os grupos estudados. Esses resultados sdo semelhantes aos de Oliveira
(2013), que, em um estudo sobre lesdes inflamatdrias nos 6rgaos genitais de cdes naturalmente
infectados, observou que a maioria dos animais positivos apresentou degeneragédo tubular. De
acordo com Nascimento e Santos (2003), esse processo degenerativo do epitélio germinativo
pode ser desencadeado como consequéncia de reacdo inflamat6ria e aumento de temperatura

testicular.
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Segundo Amara et al. (2009), as lesdes encontradas nos testiculos se caracterizam
por lesbes inflamatdrias intersticiais subagudas e lesdes degenerativas atroficas do epitélio
seminifero. J& Evangelista et al. (2019), observaram resultados diferentes com a presenca de
lesbes, como a oligospermia grave, degeneracdo testicular difusa e focal, atrofia epitelial
seminifera e reagdes inflamatdrias discretas, com presenca de histidcitos

Estudos realizados por Diniz et.al. (2005) demonstram que a leishmaniose visceral
esta relacionada a elevada frequéncia de alteracdes inflamatdrias nos 6rgéos genitais de cées e
gue o nuimero de formas amastigotas presentes nos testiculos pode atuar como um fator
causador da resposta inflamatoria, sendo a degeneragdo testicular uma consequéncia dessa
reacdo e ndo de efeitos diretos do parasito sobre o epitélio seminifero.

No presente trabalho ndo foram detectadas formas amastigotas de L. infantum no
epitélio germinativo e limen dos tdbulos seminiferos. Gonzalez et al. (1983) por sua vez, em
seu trabalho com hamsters infectados experimentalmente com L. donovani, também nao
observou parasitas em cortes histoldgicos nos tubulos seminiferos, o que pode ser explicado
pela presenca da barreira hematotesticular, onde as células de Sertoli separam as células
germinativas do sistema imunolégico (DE CESARIS et al., 1992), sendo o testiculo portanto

considerado imunologicamente privilegiado (BENITES et. al, 2011).]

Figura 9. Microscopia de luz, testiculo, cdo com LVC.
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Degeneracdo testicular, caracterizada pela moderada vacuolizacdo do epitélio seminifero (cabeca de seta) e
desprendimento de células no limen dos tlbulos seminiferos. Notar presenca de células multinucleadas no limen
dos thbulos seminiferos (setas pretas). (4A, 10x, HE), (4B e 4C, 40x, HE).

Com relagdo a técnica de imuno-histoquimica, somente um animal ndo obteve
tecido marcado por antigenos especificos de Leishmania, enfatizando que os tecidos
selecionados previamente para a realizacao da IHQ, foram aqueles que apresentaram alteracdes
na andlise histopatoldgica, que, embora moderadas, ndo permitiram a deteccdo de formas
amastigotas no tecido.

As formas amastigotas localizaram-se no interior de macrofagos (Figura 10). Néao
foram observadas amastigostas imunomarcadas nos tubulos seminiferos, ductos epididimarios
e glande. Houve marcacdo positiva no preplcio de 5 animais (62,5%), o0 que pode ser
correlacionado com a intensidade das alterac6es inflamatdrias observadas na histopatologia. No
entanto, 3/8 animais (37,5%) apresentaram um discreto nimero de amastigotas imunomarcadas
na prostata. Nao houveram diferencgas significativas entre os grupos estudados, diferente do De
Barros et al,(2019), que observou maior frequéncia de amastigotas através de marcacao por
IHQ nos tecidos de animais sintomaticos.

Em contrapartida, no mesmo estudo foi observado que o preplcio possui altos
niveis de amastigotas nos animais analisados, concordando com esta pesquisa. Resultados
concordantes também obtidos por Diniz et al (2005), que observaram ndmero maior de
amastigotas no prepucio de cédes . A intensidade de imunomarcacdo de amastigotas descrita no
prepucio pode estar relacionada ao tecido cutaneo que € frequentemente parasitado nas
infecgBes por LVC (VERGCOSA et al., 2012). Segundo Boechat (2015) isso também esta
relacionado a exposicdo dessa regido as picadas de flebotomineos infectados.

A presenca de formas amastigotas na prostata de cées naturalmente infectados com
LVC, também foram descritas porBoechat (2015), por Junior et al. (2017), evidénciando que a
quantidade de parasitos marcados nesse tecido € inferior quando comparado aos demais

Até o presente momento, ndo foram observadas imunomarcacao de amastigotas em
outros tecidos porém, existe relatos no epididimo, testiculo, glande e saco escrotal (DINIZ et
al., 2005; BENITES et al., 2011; CARVALHO-JUNIOR et al., 2017; LOPES et al., 2017).

Foi possivel observar formas amastigotas de Leishmania apenas através da técnica

de imuno-histoquimica, mostrando-se mais especifica e sensivel em relagdo a HE.
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Figura 10. Imunomarcagéo de formas amastigotas presentes nos tecidos do trato reprodutivo
dos cées com LVC.

Amastigotas marcadas por técnica de IHQ (setas). Controle positivo (7 A e 7 B). Preplcio de cdo (7 C e 7 D).
Notar macréfago com formas amastigotas (Figura 7D) (seta). Prostata de cdo (7 E e 7 F). Imunomarcacao de
amastigotas de Leishmania sp. no interior de macréfago (Figura 7 E) (seta). (40 X e 100 X, HE).

45



5.5 Quantificacao da carga parasitaria

Trés animais obtiveram resultado negativo quanto a presenga de Leishmania

infantum nos tecidos do trato reprodutor (Tabela 7), sendo que um destes obteve diagndstico

negativo em trés tecidos. Boechat et al. (2016) revelou que a préstata e o testiculo tiveram

menor indice de positividade quando comparado aos outros tecidos. Outras pesquisas

observaram a presenca do DNA de Leishmania infantum em todos os segmentos analisados (
DINIZ et al., 2005; OLIVERA et al, 2016a; CARVALHO-JUNIOR et al. 2017), corroborando

com o obhservado neste estudo.

Tabela 7. Resultados obtidos através da deteccdo molecular de Leishmania infantum nos

tecidos do trato reprodutor dos cédes com LVC.

Amostras

A A A A A A A A A A A A A A A

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Prostata | +* _** + + + + + + o+ o+ + o+ o+ o+
~ Preplcio | + + + + o+ o+ o+ 4+ o+ + + o+ 4+ o+
~ Glande | + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
~ Testiculo | + 3 + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+
~Epididimo | + 3 + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+

*+ : Animais com diagnostico positivo para Leishmania infamtum,

para Leishmania infamtum.

**

. Animais com diagnostico negativo

O presente estudo revelou elevada frequéncia de Leishmania infantum nos

segmentos analisados, destacando-se o prepucio, a glande e o epididimo, os que obtiveram os

maiores niveis (Figura 12).
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Figura 11. Determinacdo da carga parasitaria de Leishmania infantum nos tecidos do trato
reprodutivo de cdes com LVC.
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11 A,C,D,E: Presenca do DNA de Leishmania infantum nos grupos com e sem sintomatoldgia na prostata, glande,
epididimo e testiculo respectivamente; 11B: Presenga do DNA de Leishmania infantum no prepdcio, enfatizando
o valor de p= 0,205 entre 0s grupos com e sem sintomatolégia
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Figura 12. Quantificacdo de DNA de Leishmania infantum nos grupos de animais sintomaticos

e assintomaticos do trato reprodutivo de cdes com LVC.

A

ng DNA de Leishmania / 20ng de DNA total ng DNA de Leishmania / 20ng de DNA total

ng DNA de Leishmania / 20ng de DNA total

Assintomaticos
3‘ " k2 3 a
=
2
071 o
0.6
0.5-
0.4+ "
0.3 "
0.2 ' '
0.1- T
0.01—=ess ser ron -
Prostata  Prepucio  Glande  Epididimo  Testiculo
Sintomaticos
600 *
T " 1
Ll & L}
1
400 .
200+
0 v - L ‘1“:‘ A ¥ }; "
Préstata  Preplcio Glande  Epididimo Testiculo
Assintomaticos e sintomaticos
600+ *
: Akk !
| |
400+
200+
— el
0 e —al
Préstata  Prepucio Glande  Epididimo Testiculo

12A: Quantificacdo de DNA de Leishmania infantum entre os tecidos de animais com sinais clinicos, apresentando
diferencas significativas entre prostata/prepucio, prepucio/testiculo e epididimo/testiculo; 12B: Grafico
representando o grupo assintomatico destacando diferenca entre prostata/glande,prostata/preplcio/epididimo,
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glande/epididimo; 12C Valores da carga parasitaria presente em ambos 0s grupos evidénciando as divergéncias
entre prostata /prepucio, prostata/glande, preplcio/epididimo, onde *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

A prostata foi 0 segmento que apresentou menor quantidade de amastigotas quando
comparado aos outros tecidos, porém é possivel observar uma amostra que se destaca em
relacdo as outras (Figura 11A), a presenca deste destaque pode estar relacionado com o0s
achados que possam vir a ser encontrados nas outras metodologias deste estudo. O tecido ndo
apresentou contraste entre seus grupamentos, esse resultado também foi observado por
Carvalho-Junior et al. (2017) utilizando o quantificacdo por meio da imuno-histoquimica.

Quanto a glande, esta ndo mostrou desigualdade estatistica entre 0s grupos, porém
observou-se uma certa tendéncia de acordo com o valor de p= 0,0549. Destaca-se que a
comparacao realizada entre a parasitemia existente entre os segmentos nos animais de ambos
0s grupos, observou-se diferenca entre a glande/prostata (p=0,0020) (Figura 12C), assim como
foi apresentada divergéncia entre glande/epididimo (p=0,0244) nos sintomaticos (Figura 12B),
a alta carga parasitaria na glande pode estar relacionada a infeccdo hematogénica devido ao
grande influxo de sangue que preenche o espago cavernoso, mantendo o pénis alongado e
dilatado durante a copula (BRINSKO, 2004).

O prepucio foi o Unico que obteve diferenca significativa entre 0s grupos
(p=0,0205) (Figura 11B), visto que 0s animais sintomaticos apresentaram niveis maiores
quando comparados aos sem sinais clinicos, assim como o que foi descrito por Diniz et al
(2005). Além disso, obteve diferenca quanto ao valor de p quando confrontado com a prostata
em ambos 0s grupos (p=0,0006), assim como com o epididimo (p=0,0209). Também foi
observada diferenca no grupo com auséncia de sintomatoldgia com o testiculo (p = 0,0070).
Essa ocorréncia elevada de parasitos no preplcio pode ser devido ao fato de que este 6rgdo é
constituido por pele, possuindo maior propensdo a exposicdo ao parasita devido a acdo
flebotominica (MADEIRA et al. 2009; VERCOSA et al. 2012), considerando o epididimo, o
testiculo e a prostata sdo tecidos do trato genital interno, estando, desse modo, protegidos da
acao do vetor.

Foi visto que a glande e o prepucio sdo 0s tecidos mais propensos a apresentarem
elevado parasitismo, o que também foi relatado por Boechat et al (2016), destacando que a
presenca de amastigotas nesses fragmentos, bem como como a presenca de macrofagos
contendo estas formas parasitarias migrando através do epitélio uretral, pode contribuir para a
presenca Leishmania no sémen (MANNA et al, 2012), enfatizando a possibilidade de
trasnmissdo venérea (NAUCKE e LOURENTZ, 2012).
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Assim como na maioria dos outros tecidos, o epididimo ndo obteve diferenca
relevante entre os grupos, porém é possivel verificar amostras de animais sintomaticos com
altos indices de DNA de L. infantum (Figura 11E), assim como foi discorrido por Carvalho-
Junior et al (2017). Porém este quando equiparado com o testiculo no grupo com auséncia de
sintomatologia, obteve diferenca significativa p=0,0350 (Figura 12A). De acordo com Diniz et
al. (2005), a presenca de amastigotas no epididimo pode ser resultado de uma inflamacéo
preexistente na qual os monaocitos recrutaram macrofagos contendo Leishmania, essa intensa
transmigracdo para a o limen do epididimo poderia explicar o grande nimero de amastigotas
nesse ducto (BENITES et al., 2011). Esta observacdo é relevante para a hipotese de transmisséo
venérea de LVC, uma vez que sua presenca no epididimo poderiam atingir a fémea através do
sémen. E importante enfatizar que amastigotas podem permanecer viaveis no sémen, pois
resistem a ambientes com pH baixo e neutro (ANTOINE et al. 1990, CARDOSO et al. 2010).

A baixa presenca de amastigotas no testiculo quando verificado com os demais,
pode ser explicada pela barreira hematotesticular (DE CESARIS et al., 1992), essa pequena
frequéncia tambem foi relatada por Carvalho—Junior et al. (2017). Nao houve diferenca
significativa entre grupos, assim como foi encontrado por Carvalho-Junior et al, (2017), porém
foi possivel observar que os cdes com sintomatologia tiveram amostras pontuais com maior
quantidade de parasitos (Figura 12D), como foi visto por Diniz et al. (2005); Manna et al.
(2012), Carvalho-junior et al. (2017).

No geral os animais que estdo inseridos no grupo dos sintomaticos apresentaram
carga parasitaria maior do que os assintomaticos, que se explica devido a progressao clinica de
LVC que em cées assintomaticos tendem a apresentarem graus de parasitismo menor do que
naqueles expressam sinais clinicos (CARVALHO-JUNIOR et al., 2017).

Verificou-se a escassez de trabalhos utilizando esta metodologia em fragmentos do

trato reprodutor de cdes machos com LVC, enfatizando a importancia desta pesquisa.
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6 CONSIDERACOES PARCIAIS
e Ostestes soroldgicos e moleculares obtiveram a maioria de seus resultados semelhantes.

e Observou-se lesbes macroscopicas em todos o0s segmentos analisados do trato
reprodutor dos cdes com LVC.

e As alteracdes histopatologicas foram identificadas principalmente no prepucio,
epididimo, prostata e glande, caracterizando-se por infiltrado inflamatério, com
predominio de macrdfagos, assim como processos degenerativos nos tabulos
seminiferos, além da deteccdo de formas amastigotas de Leishmania sp. no prepdcio e
préstata através da imuno-histoquimica, demonstrando o acometimento do trato
reprodutor.

e A maioria das amostras do trato reprodutor foram positivas na qPCR. Com relacdo a
carga parasitéria, obteve-se algumas diferencas significativas entre os tecidos/grupos,

tendo o prepucio como o unico tecido com divergéncia relevante entre seus grupos.
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