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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma antropozoonose de carater cronico progressivo
que tem como agente etiologico o protozodario intracelular obrigatério Leishmania infantum.
Os animais acometidos por esta doenca podem apresentar-se assintomaticos ou sintomaticos,
manifestando uma diversa gama de sinais clinicos. As formas amastigotas de Leishmania
podem ter uma ampla distribuicdo em tecidos de caes, 0 que pode resultar em manifestacdes
clinicas atipicas, como desordens neuroldgicas, decorrentes do envolvimento do Sistema
Nervoso Central (SNC). Essas manifestagdes costumam ser resultantes de uma resposta
inflamatoria exacerbada frente a infeccdo, o que determina a deposi¢do de imunocomplexos
nesses Orgdos, sugerindo que esses sinais sejam resultantes de um desequilibrio da resposta
imunoldégica do hospedeiro. Ha poucos trabalhos na literatura que demonstram o
envolvimento do SNC em cdes com leishmaniose visceral. Com isso, 0 presente estudo
objetiva caracterizar as alteragdes imunopatoldgicas teciduais ocorridas na medula espinhal de
cdes com LVC naturalmente infectados, determinando e caracterizando as possiveis alteracdes
histopatologicas, dando énfase nas caracteristicas imuno-histoquimicas, histopatologicas e
moleculares. Para tanto, foram coletados fragmentos da medula espinhal correspondentes as
porcOes cervical, toracica e lombar de 20 cdes de ambos 0s sexos, naturalmente infectados por
Leishmania infantum. Macroscopicamente, ndo foram observadas lesdes na medula espinhal
em nenhum dos animais avaliados neste estudo. A andlise histopatoldgica demonstrou
alteragdes em tecidos de medula espinhal de 13 animais, sendo que as lesdes observadas
foram caracterizadas como discretas e multifocais e, a maioria, de natureza degenerativa,
caracterizadas como cromatolise central, satelitose e vacuolizacdo do neurdpilo (degeneracdo
Walleriana). Na imuno-histoquimica, foi possivel detectar antigenos de Leishmania sp. na
medula espinhal de 5 cées e, por meio da gPCR, foi detectado o DNA do parasito em, pelo
menos, duas porcdes (cervical, tordcica e/ou lombar) da medula espinhal de todos os animais
analisados. Este trabalho demonstra que a medula espinhal de cées pode ser acometida

durante a infeccdo por Leishmania e que as lesdes, quando presentes, sdo microscopicas.

Palavras chave: LVC. Medula espinhal. SNC.



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a chronic anthropozoonosis of progressive character
whose etiological agent is the obligate intracellular protozoan Leishmania infantum. Animals
affected by this disease may be asymptomatic or symptomatic, manifesting a diverse range of
clinical signs. Amastigote forms of Leishmania may have a wide distribution in dog tissue,
which may result in atypical clinical manifestations, such as neurological disorders, resulting
from central nervous system (CNS) involvement. These manifestations are usually the result
of an exacerbated inflammatory response to infection, which determines the deposition of
immune complexes in these organs, suggesting that these signals are the result of an
imbalance of the host immune response. There are few studies in the literature demonstrating
CNS involvement in dogs with visceral leishmaniasis. Thus, the present study aims to
characterize the tissue immunopathological changes that occurred in the spinal cord of
naturally infected dogs with CVL, determining and characterizing the possible
histopathological changes that occurred in the spinal cord, emphasizing the
immunohistochemical, histopathological and molecular characteristics. To this end, we
collected fragments of the spinal cord corresponding to the cervical, thoracic and lumbar
portions of 20 dogs of both sexes, naturally infected with Leishmania infantum.
Macroscopically, no spinal cord injuries were observed in any of the animals evaluated in this
study. Histopathological analysis showed alterations in spinal cord tissues of 13 animals, and
the lesions observed were characterized as discrete and multifocal and, most of them,
degenerative in nature, characterized as central chromatolysis, satelitosis and vacuolization of
the neuropile (Wallerian degeneration). In immunohistochemistry, it was possible to detect
Leishmania sp. in the spinal cord of 5 dogs and, through gPCR, parasite DNA was detected in
at least two portions (cervical, thoracic and / or lumbar) of the spinal cord of the analyzed
animals. This study demonstrates that dogs' spinal cord can be affected during Leishmania

infection and that the lesions, when present, are microscopic.

Keywords: CVL. Spinal cord. gPCR. IHC
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias disseminadas no Velho e Novo Mundo
com grande diversidade epidemioldgica. Sdo causadas por cerca de 20 espécies de parasitas
do género Leishmania, protozoario transmitido pela picada de insetos vetores. Dentre as
leishmanioses, a leishmaniose visceral canina (LVC), causada pela Leishmania infantum, é
uma doenca grave, muitas vezes fatal, comum na regido do Mediterrdneo e na América Latina
(BANETH et al., 2008).

A LVC caracteriza-se por ser uma doenca parasitaria sistémica cronica que
representa um grave problema de saude publica, considerada uma zoonose de importancia
mundial (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

A doenca possui como agentes etioldégicos os protozoarios intracelulares
obrigatorios pertencentes ao género Leishmania, que afetam células do sistema mononuclear
fagocitico de mamiferos, sendo encontrados na forma amastigota meio intracelular (PITTA et
al., 2009); e, como vetores bioldgicos, flebotomineos do género Lutzomyia, do qual cerca de
90% das espécies ocorrem nas regides tropicais e sao consideradas patogénicas (TORRES-
GUERRERO et al., 2017). A doenca apresenta carater heteroxeno, necessitando de um
hospedeiro invertebrado e um vertebrado para conclusdo de seu ciclo. As interacdes entre o
parasito, vetores e 0s hospedeiros vertebrados estdo relacionadas ao mecanismo de
transmissdo da doenca, o qual ocorre através da picada de fémeas de flebotomineos,
infectadas apos repasto sanguineo (DANTAS-TORRES et al., 2012; SHAW, 2003).

Nas regides urbanas, os cdes sdo considerados os principais reservatorios da
leishmaniose visceral (OPAS, 2009; OLIVEIRA et al., 2017), fato que atribui a estes um
papel crucial na cadeia epidemioldgica da enfermidade (CHICHARRO et al., 2002). Porém,
assim como o0s cdes domésticos, canideos silvestres sdo igualmente susceptiveis a infeccéo
por Leishmania e podem vir a obito pela LV, bem como gatos domésticos e outros animais
sinantrépicos, os quais podem estar envolvidos com a transmissdo da doenca (DA SILVA et
al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2012).

O desenvolvimento dos sinais clinicos na LVC costuma ter um carater cronico e
progressivo, cursando com a disseminacdo do parasito por 6rgdos que compdem o sistema
mononuclear fagocitico, tais como o baco, linfonodos, figado e medula 6ssea (ALVAR et al.,
2004; BANETH et al., 2008; GIUNCHETTI et al., 2008). Clinicamente, a LVC pode
apresentar-se tanto de forma assintomaética quanto de forma sintomatica, na qual ocorre o

envolvimento de érgdos como linfonodos, baco, figado, pele e, até mesmo de olhos, levando a
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um amplo espectro de sinais clinicos, que incluem linfadenomegalia superficial generalizada,
hepatoesplenomegalia, oftalmopatias, dermatopatias caracterizadas por onicogrifose, alopecia,
descamacdo, Ulceras cutaneas, principalmente no focinho e orelha, e hiperceratose (ABREU-
SILVA et al., 2008). Contudo, é preciso enfatizar que, tanto animais sintomaticos quanto
assintomaticos infectados por L. infantum, sdo importantes fontes de infeccdo para os
flebotomineos e funcionam como reservatérios do parasito, logo, animais assintomaticos
também participam, portanto, do ciclo de transmissdo da doenca (MOHAMMADIHA et al.,
2012).

Tendo em vista a variagdo de sinais clinicos observados em cées portadores da
LVC, a resposta imunoldgica do hospedeiro mostra-se como um elemento fundamental ao
controle da infeccdo, eliminacdo do parasito ou diminuicdo da carga parasitaria, resultando
em um hospedeiro assintomatico; ou a plena propagacdo do parasito e apresentacdo de
manifestaces clinicas variadas da doenca, caracterizando o hospedeiro sintomatico
(ALBUQUERQUE, 2013; BRUNO et al., 2019).
Adicionalmente, formas amastigotas de L. infantum podem se distribuir amplamente no
organismo do hospedeiro, resultando em manifestacdes clinicas atipicas (TAFURI et al.,
2004), tais como nefropatias (COSTA et al., 2003), cardiopatias e pneumopatias (TORRENT
et al., 2005), envolvimento do sistema genital (AMARA et al., 2009) e, também, desordens
neurologicas (BLAVIER et al., 2001). Essas manifestacOes, geralmente, resultam de uma
resposta imune exacerbada frente a infeccdo, que determina a deposicdo de imunocomplexos
nesses o6rgdos causando nefrites, glomerulonefrites, insuficiéncia renal, hepatite cronica e

insuficiéncia renal dentre outros sintomas (Ferrer, 1992; Noli, 1999)

Estudos da patogénese da LVC, acreditam ou sugerem, dessa forma, que estas
lesbes atipicas observadas no curso da infeccdo por L. infantum sejam resultantes de um
desequilibrio da resposta imunoldgica do hospedeiro (BANETH et al., 2008; PACIELLO et
al., 2009; NARANJO et al., 2010).

Apesar de a LVC ser uma doenca de grande destaque em saude publica e na rotina
veterinaria, sdo escassos 0s estudos que abordam o aparecimento de sinais neuroldgicos como
resultantes da infecgdo por L. infantum, indicando envolvimento do Sistema Nervoso Central.
Mesmo na auséncia de sintomas neurologicos, alteragdes histopatoldgicas no sistema nervoso
de cdes acometidos pela doenca ja foram descritas (SCHWARDT et al., 2012). Dentre elas,
cita-se a ocorréncia de leptomeningite, coroidite, congestdo vascular, infiltrado de células

inflamatdrias, gliose, satelitose, neuronofagia e degeneracio neuronal (GARCIA-ALONSO et
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al., 1996; NIETO et al., 1996). Nesse mesmo contexto, ja foram demonstradas formas
amastigotas de Leishmania sp. em células ependimarias, linfocitos e macréfagos do plexo
coroide e em histiécitos nas meninges de cées acometidos pela doenga, sendo estas lesdes
sempre relacionadas a respostas ou mecanismos de acdo do sistema imunolégico (NIETO et
al., 1996; MARQUEZ et al., 2013).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as alteragOes
ocorridas na medula espinhal de cdes com LVC naturalmente infectados, determinando
possiveis lesGes e/ou alteragdes histopatoldgicas na medula e meninges, além de identificar
antigeno in situ por meio da imuno-histoquimica, assim como detectar o DNA do cinetoplasto
de L. infantum e quantificar a carga parasitaria por meio da qPCR, para que ao confirmar a
presenca do parasito na medula e estabelecer o perfil de expressdo de citocinas na medula

espinhal de cdes com LVC.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dados epidemiol6gicos mundiais sobre Leishmaniose
A leishmaniose consiste em uma doenca parasitaria sistémica de carater cronico

causada por protozoarios intracelulares do género Leishmania, considerado o patégeno mais
comum do mundo (WILHELM, 2019), os quais sdo transmitidos através da picada de insetos
vetores do género Lutzomyia (CARVALHO et al., 2019).

A doenga pode se classificar de trés formas clinicas: leishmaniose visceral (LV),
comumente chamada de calazar, representa a forma mais grave, podendo ser letal na maioria
dos casos quando néo tratada, e se caracteriza por sintomas irregulares de febre, perda de
peso, aumento do baco e do figado e anemia; leishmaniose cutanea (ou tegumentar — LC ou
LT), forma mais comum que causa lesdes na pele do individuo acometido, como Uulceras,
levando a cicatrizes permanentes e sérias incapacidades; e a leishmaniose mucocutanea, que
causa destruicdo parcial ou total de membranas mucosas, sobretudo do nariz, boca e garganta
(ALMEIDA-SOUZA et al., 2016; WHO, 2018).

Com relacdo a sua ocorréncia, a LV apresentava-se como uma doenca
eminentemente rural, no entanto, nos Gltimos tempos, expandiu-se para &reas urbanas
(BRASIL, 2014). Acredita-se que a adaptacdo das especies vetoriais ao meio urbano ocorreu
devido a ocupacdo antropica desordenada do espaco geografico, contribuindo, assim, para a
distribuicdo da Leishmaniose em diversas regides do mundo (CARVALHO et al., 2019). Essa

enfermidade apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas que podem levar seus
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hospedeiros a quadros irreversiveis, resultando em obito (TORRES-GUERRERO et al.,
2017).

A leishmaniose visceral é endémica em mais de 60 paises ao redor do mundo.
Consiste em uma doenca tropical negligenciada e representa um grave problema de salde
publica mundial, podendo ser encontrada em todos os continentes, exceto a Oceania. Sua
ocorréncia esta vinculada, diretamente, a pobreza, deslocamentos populacionais, falta de
saneamento basico, sistema imunoldgico enfraquecido e escassez de recursos para controle e
tratamento da mesma (WHO, 2018; WILHELM, 2019).

Estima-se que, aproximadamente, 1 milh&o de novos casos humanos ocorram por
ano, dos quais 300.000 sdo viscerais e 1 milhdo sdo cutdneos ou mucocutaneos, causando
cerca de 30.000 mortes por ano em todo o0 mundo (ALMEIDA-SOUZA et al., 2016; SOUZA
etal., 2019).

Recentemente, a Organizacdo Pan-Americana de Salde (Pan American Health
Organization — PAHO, 2018) publicou uma estimativa que afirma que cerca de 90% dos
casos de leishmaniose visceral documentados ocorrem em seis paises, sendo eles o Brasil,
Etiopia, India, Bangladesh, Suddo e Sud&o do Sul. Em 2016, o nimero de casos confirmados
de LV em humanos no Brasil girou em torno de 3.200. Dentre os Estados brasileiros, o
Maranh&o se destaca como endémico para a enfermidade e, no ranking de mortalidade da
doenca, ocupa a segunda posicdo, precedido apenas pelo estado do Tocantins. Esse indice
equivale a quantidade representada pelos anos de vida perdidos em decorréncia de morte
prematura devido a leishmaniose visceral (BEZERRA et al., 2018).

Segundo o Ministério da Salde, no ano de 2017, foram registrados, no Brasil,
4.103 casos confirmados de LV, sendo 1.824 na regido nordeste e, desse total, 714 no estado
do Maranhdo que, no ano anterior, havia registrado 645 casos da doenca em humanos
(BRASIL, 2018).

Com relagdo aos cées, no Brasil,a prevaléncia da LVC, em média, varia de 1,9 a 35% em
areas endémicas, podendo alcangar até 53,4% em algumas regiGes (BARATA et al. 2013;
DANTAS-TORRES et al., 2006; FUJIMORI et al., 2016; LOPES et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2010; PIMENTEL et al., 2015). AZEVEDO, 2019.

Localidades como Rio de Janeiro, Belo Horizonte, Aracgatuba, Santarém,
Corumbd, Teresina, Natal, S&o Luis, Fortaleza, Camacari, Trés Lagoas, Campo Grande e
Palmas, destacam-se pela ocorréncia de surtos da doenca (BRASIL, 2014; LOPES et al.,
2010). A maior taxa de soropositividade é observada em cédes jovens, 0 que pode estd

associado a imaturidade imunolégica (FIGUEIREDO et al., 2014). Um fator que auxilia no



15

risco de infec¢do por Leishmania é a proximidade da moradia dos cées a locais proximos de
regides com vegetacdes e que tenham desenvolvam quantidade de matéria organica presentes
no ambiente (ALMEIDA et al., 2009).

Os cdes domesticos, por conviverem diretamente com o homem, tornam-se 0s
principais responsaveis pela manutencdo da cadeia epidemioldgica da doenca, pelo perfil
clinico apresentado, desde aparentemente sadios a severamente acometidos, 0 que pode esta
relacionado cepa do parasito, genética e estado imunoldgico do animal (HANDMAN &
BULLEN, 2002). O fato de, em alguns casos, 0s cédes apresentarem aparentemente sadios, as
vezes por longos periodos, pode ser considerado um dos principais impasses na erradicagdo
da leishmaniose, dessa forma, estudos imunoldgicos sdo de grande valia para a compreensao
da problemética da Leishmaniose (ROSARIO et al., 2018)

2.2 Leishmaniose Visceral Canina e aspectos imunolégicos
A leishmaniose visceral canina € uma antropozoonose de importancia global, que

afeta animais selvagens e domésticos. No Brasil, é causada pelo protozoario Leishmania
infantum, que pode apresentar-se nas formas amastigotas e promastigotas (PITTA et al., 2009;
BRASIL, 2016). O protozoério pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae e
possui ciclo bioldgico do tipo heteroxeno (NEVES, 2016).

Os hospedeiros vertebrados podem ser encontrados tanto no meio silvestre quanto
no meio urbano. Dentre os reservatorios silvestres, podem se destacar raposas (Dusicyon
vetulus e Cerdocyon thous), marsupiais (Didelphis albiventris), primatas e alguns carnivoros
e, no meio urbano, o principal reservatorio é o cdo (Canis familiaris), no entanto, o ser
humano também € susceptivel a doenca (BRASIL, 2014).

Os flebotomineos fémeas, ao picarem o animal infectado, absorvem as formas
amastigotas do sangue do reservatdrio e, em seu intestino, o parasito inicia um processo de
transformacéo, no qual as amastigotas mudam para promastigotas pré-ciclicas e, depois, para
promastigotas metaciclicas (VERA-IZAGUIRRE et al., 2006). A infeccdo dos hospedeiros
vertebrados ocorre por meio da transmissdo do protozoario na forma metaciclica presente na
saliva do flebotomineo no momento do repasto sanguineo (BRASIL, 2014). Esses vetores séo
dipteros pertencentes ao género Lutzomyia, do qual véarias espécies sdo consideradas
patogénicas, podendo transmitir a LV (AKHOUNDI et al., 2016).

Os parasitos e as lesdes por eles causadas podem ser encontrados em todo o
organismo do hospedeiro, sendo consideradas resultantes de reagdes inflamatorias

proliferativas, causando um desequilibrio imunoldgico. Nesse sentido, acredita-se que uma
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resposta humoral exacerbada e leva & deposi¢do de complexos imunes provavelmente sdo 0s
fatores responsaveis pela patogénese. Assim, a geracdo de resposta imunoldgica torna-se
crucial para a eliminacdo ou propagacdo do parasito, visto que ha variacdes relacionadas a
susceptibilidade da LV entre os individuos acometidos (BANETH et al., 2008;
ALBUQUERQUE, 2013). Dessa forma, a diversidade de evidéncias clinicas e experimentais
mostram o papel fundamental das células tipo Thl, que desenvolvem uma fungdo protetora
em relacdo as do tipo Th2.

E importante destacar que ha dois tipos de respostas imune que podem ser
demonstradas pelo organismo de um hospedeiro no momento de uma infeccdo, a saber: a
imunidade inata, que consiste em uma reposta inespecifica para distinguir antigenos, e 0s
mecanismos ativados sdo as barreiras quimicas e fisicas naturais que o hospedeiro possuli,
como mucosas e substancias antimicrobianas existentes nela, bem como células fagociticas do
sistema imunol6gico, como macréfagos, neutréfilos e as natural killer - matadoras
profissionais; e a imunidade adaptativa, que consiste em uma resposta especifica, que, por sua
vez, pode apresentar dois tipos de resposta no hospedeiro (ALMEIDA-SOUZA, 2018).

Com relacdo a imunopatologia da LV, ap0s a ocorréncia de coestimulos, inicia-se
a producéo de I1L-12 por células dendriticas, que fagocitam os parasitos no sitio de inoculacéo
e orientam a diferenciagdo de linfécitos T naives em Thl, secretores de TNF-o que,
juntamente com outras citocinas, séo fontes produtoras de IFN-y (BIRON e GAZZINELLI,
1995; SCHARTON-KERSTEN et al., 1995; ALEXANDER e BRYSSON, 2005). Respostas
do tipo Th1l ocorrem a partir do contato inicial com o antigeno, podendo ser por exposi¢ao
natural ou vacinacdo. Esse mecanismo aumenta o processo de fagocitose e induz a morte os
microrganismos presentes nos fagolisossomas, culminando com a produgdo de anticorpos
IgG, que opsonizam os microrganismos para a fagocitose (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).
O IFN-y recruta macrofagos para eliminarem amastigotas intracelulares, pois ativa a enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e induz a producdo de 6xido nitrico (DE FREITAS et
al., 2010). Baneth et al. (2008) apontam que animais que apresentam padrdo de resposta do
tipo Thl conseguem controlar a infeccdo, reduzir a carga parasitaria e ndo manifestar sinais
clinicos caracteristicos da doenca.

Respostas do tipo Th2 estdo associadas a producdo de anticorpos IgE, que atuam
contra parasitos, e seu aumento esta relacionado a problemas alérgicos. Estas imunoglobulinas
recrutam eosindfilos e mastocitos para combater os agentes causadores desses problemas
(CAMARA, 2013). Brachelente et al. (2005) evidenciaram em seu estudo que a elevada

producdo de citocinas do tipo Th2, influenciam na susceptibilidade da infeccdo por
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Leishmania, pois estd associada a sinais clinicos graves. Taxas elevadas de IL-4 e IL-13
culminam na promocéo da doenca, pois ha uma maior propagacao do parasito no organismo
do hospedeiro e baixa resposta a tratamentos, refletindo em sinais clinicos variados (NOBEN-
TRAUTH, 2003; ALBUQUERQUE, 2013).

De acordo com Ordeix et al. (2017), a diversidade de sinais clinicos €
decorrente de mecanismos patologicos variados que ocorrem apo6s inflamacdes, deposicao
de complexos imunoldgicos e producdo de anticorpos.

Todavia, tanto os animais sintomaticos quanto os assintomaticos infectados por L.
infantum atuam igualmente como reservatérios do patégeno e sdo considerados fontes de
infeccdo para o vetor, dessa forma, possuem papel importante no ciclo da transmissdo da
doenca (MOHAMMADIHA et al., 2012).

Os sinais clinicos podem aparecer em meses ou anos apdés a infeccdo
(KOUTINAS e KOUTINAS, 2014). Na sintomatologia cléssica, estdo envolvidos lesbes
dermatoldgicas, como dermatite esfoliativa e/ou ulcerativa, onicogrifose, hiperpigmentacao da
pele, despigmentacdo nasal, hepatomegalia, esplenomegalia, linfoadenomegalia (ORDEIX et
al., 2017), além de problemas oftalmicos, musculares e neurolégicos, classificados como
manifestagdes atipicas da LV (KOUTINAS e KOUTINAS, 2014).

2.3 Diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina
O diagnéstico clinico da LVC é desafiador devido a apresentacdo de sinais

clinicos inespecificos e ao fato de cerca de metade da populacao canina afetada ndo apresentar
sintomatologia (BRUNO et al., 2019; RIBEIRO et al., 2019).

Para a realizacdo do diagnostico, é necessario levar em consideracdo os dados
clinicos, laboratoriais e os aspectos epidemioldgicos, pois, 0s sinais clinicos podem se
assemelhar aos de outras enfermidades infectocontagiosas, resultando em um diagnostico
clinico de dificil determinacdo (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BRASIL, 2018).

Desse modo, o suporte laboratorial adequado que envolva as técnicas
parasitoldgicas, imunoldgicas e moleculares, se faz importante para avaliar e confirmar o
diagnostico (RIBEIRO et al.,, 2019). Vale ressaltar ainda que ha, também, testes
imunocromatograficos ou testes rapidos, que séo realizados para a triagem e acompanhamento
da doenga (DANTAS-TORRES et al., 2017).

Os testes rapidos possuem vantagens como baixo custo, processamento rapido de
amostras, analise de grande numero de animais em curto prazo, obtencdo de resultados

imediatos sem necessidade de muitos procedimentos, viabilidade de realizagdo em local de
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coleta (campo), fora isso, podem ser aplicados em pesquisas epidemioldgicas (GRIMALDI et
al., 2012; WOYAMES PINTO et al., 2016). Dentre os testes rapidos mais utilizados, pode-se
citar o Avaliacdo do teste rapido ALERE® Leishmaniose AC, Kalazar Detect, ELISA Bio-
Manguinhos e DPP Bio-Manguinhos. Todos esses testes sdo disponiveis no mercado e
mostram que o diagndstico efetivo de LVC é extremamente importante tanto na rotina médica
veterinaria quanto na vigilancia epidemioldgica e nos programas de controle de Leishmaniose
(BRASIL, 2014).

Os métodos soroldgicos, por sua vez, podem apresentar baixa sensibilidade e
reacdes cruzadas com outros tripanossomatideos. Rotineiramente, os testes mais utilizados
para diagnosticar LVC no Brasil sdo Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio de
Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) e testes rapidos, apresentando variacfes em termos de
sensibilidade e especificidade (FIOCRUZ, 2008; COURA-VITAL et al., 2014; PEIXOTO et
al., 2015). De acordo com Melo (2014), a RIFI apresenta sensibilidade variavel de 90 a 100%
e especificidade de, aproximadamente, 80% para amostras de soro. A técnica possui
limitacbes como a presenca de reacOes cruzadas com doengas causadas por outros
tripanossomatideos. O teste de ELISA, por sua vez, é de facil execucdo e leitura, mais
sensivel e menos especifico que a RIFI, desse modo, permite a deteccdo de baixos titulos de
anticorpos, mas, € pouco preciso na deteccdo de casos subclinicos ou assintomaticos
(GONTIJO e MELO, 2004).

Os diagnosticos parasitologicos sdo realizados com base na observacdo das
formas amastigotas em orgdos como figado, medula dssea, linfonodos e bago, e as técnicas
mais frequentes sdo as histopatoldgicas e imuno-histoquimicas (TAFURI et al., 2001). Esses
6rgdos sdo comumente eleito para colheita de amostras, visto que sdo de predilecdo do
parasito.

Os métodos moleculares desempenham um papel importante na confirmacgéo de
diagndsticos e identificacdo de Leishmania spp. (TRONCARELLI et al., 2009; GRIMALDI
et al., 2012; GRAMICCIA, 2011), pois possuem alta sensibilidade e especificidade. No mais,
as informac6es obtidas tanto nas avaliacdes clinico-patoldgicas e testes soroldgicos, quanto 0s
exames parasitologicos e moleculares, devem ser realizados a fim de fornecer um diagndstico
preciso (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

No Brasil, 0 Ministério da Saiude (MS) preconiza como diagnostico para LVC o
uso do TR DPP®, que é um teste imunocromatografico, como teste de triagem, e 0 ELISA

como teste confirmatdrio (BRASIL, 2018). No entanto, vale ressaltar que a RIFI também €



19

um teste recomendado e autorizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(MAPA) e auxilia na confirmacao dos cdes reagentes ao teste de triagem.

2.4 Leishmania spp. no Sistema Nervoso Central
O Sistema Nervoso (SN) divide-se em dois tipos: o Sistema Nervoso Central

(SNC) e o Sistema Nervoso Periférico (SNP). O SNC é composto por 6rgdos como o encéfalo
e a medula espinhal. Essas estruturas estdo protegidas pela caixa craniana e canal vertebral e
sdo envolvidas por membranas de tecido conjuntivo chamadas meninges (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013).

O SNC tem como funcdo principal processar as informacGes enviadas pelos
orgdos dos sentidos e elaborar respostas que resultam em acBes do organismo, como
contracdo muscular, secrecdo de glandulas, sensacGes, pensamentos, dentre outras. Esse
sistema é composto por uma variedade de células que sdo responsaveis por realizar essas
funcdes, tais como neurbnios e células da glia, que incluem astrécitos, oligodendrécitos,
microglia e células ependimarias JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2006).

Os neurénios no SNC se comunicam por meio de sinais quimicos e elétricos e
regulam o microambiente idnico local através de sinapses e axdnios que auxiliam na
sinalizagdo neural. As camadas de barreira existentes no SNC desempenham um papel
importante nesse sistema (ABBOTT, 2006). H& duas camadas de barreiras que limitam e
regulam a troca molecular nas interfaces entre o sangue e o tecido neural: a barreira
hematoenceféalica (BHE), formada por células endoteliais cerebrovasculares; e a barreira
sangue - liquido cefalorraquidiano (BSLCR), constituida pelo plexo coroide, a membrana
aracnoide com os vasos sanguineos e o liquido cefalorraquidiano expelido pelo epitélio do
plexo coroide nos ventriculos (ABBOTT et al., 2010; ROJAS et al., 2011).

Individuos com um SNC desenvolvido possuem uma BHE bem desenvolvida
(ABBOTT, 2005). No cérebro e medula espinhal de mamiferos, a BHE é originada de células
endoteliais que formam as paredes dos capilares e constituem uma interface importante para a
troca de nutrientes no sentido sangue-cérebro. No entanto, € valido salientar que a
permeabilidade nessa regido é altamente seletiva, impedindo a passagem de substancias
nocivas ao tecido nervoso, como agentes quimicos, toxinas, antibioticos e até agentes
infecciosos (NAG e BEGLEY, 2005; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2006).

A regulacdo na BHE fornece um ambiente estavel para a funcdo neural e auxilia
na combinacdo de canais e transporte de ions especificos, mantendo a composic¢do ionica ideal

para a funcdo de sinalizacdo sinaptica (BRADBURY et al., 1963). Logo, torna-se um meio
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eficiente de combinar as atividades da BHE aos requisitos do cérebro, seja para protecéo
contra agentes circulantes, ajuste do suprimento de nutrientes ou modificacdo para facilitar o
reparo local, a fim de manter a salde e auxiliar na recuperacdo de lesdes ou infeccdes
(ABBOTT et al., 2006).

Apesar dos mecanismos de regulacdo, podem ocorrer disfun¢des da BHE devido a
abertura ligeira das junc@es oclusivas até a ruptura crénica da barreira (FORSTER, 2008),
bem como do mau funcionamento dos mecanismos enzimaticos e de transporte. Esses
problemas podem ser sinalizados pelo aumento de células da glia nos tecidos, presenca de
neutréfilos e leucdcitos mononucleares circulantes, além de mondcitos e macréfagos que
atuam em uma resposta imune coordenada (BECHMANN et al., 2001; PERSIDSKY et al.,
2006; KONSMAN et al., 2007). Portanto, a falha da BHE é um evento de carater critico, visto
que o seu desenvolvimento pode progredir para a concessao de varias doengas cerebrais,
incluindo acidente vascular cerebral, trauma, epilepsia, doencas neurodegenerativas, tumores
e infecgBes (FORSTER, 2008).

A BSLCR consiste no plexo coroide, que também ¢ formado por células
endoteliais e tem como funcéo secretar o Liquido Cefaloraquidiano (LCR). A secrecdo ocorre
do plexo coroide para o sistema ventricular cerebral (BROWN et al., 2004). O plexo coroide €
composto por uma camada de células epiteliais altamente vascularizadas conectadas por
jungdes oclusivas. Macrofagos e leucdcitos também podem ser encontrados no plexo coroide,
sugerindo seu papel como porta de entrada para o trafego de células imunoldgicas em resposta
a doencas e traumas (PRAGER et al., 2017).

Em todas as barreiras, a fungdo resulta em uma combinacdo de barreira fisica
(juncdes entre células reduzindo o fluxo através da via intercelular ou paracelular), barreira de
transporte (mecanismos de transporte especificos mediadores do fluxo de soluto) e barreira
metabdlica (enzimas metabolizando moléculas em transito). Entretanto, a funcdo de barreira
ndo é fixa, mas pode ser modulada e regulada, tanto em fisiologia como em patologia
(ABBOTT et al., 2006).

Durante muito tempo, acreditava-se que o0 SNC ndo estava dentro da rota da
infeccdo por Leishmania, em virtude de varias peculiaridades desse sistema e da existéncia de
barreiras que promovem maior protecdo aos 6rgaos que o compdem. Entretanto, Prasad e Sen
(1996) descreveram pela primeira vez o envolvimento do SNC, com o desenvolvimento de
meningite e a deteccdo de formas amastigotas de Leishmania donovani no LCR em um

paciente humano com LV. A partir de entdo, o SNC passou a ser alvo de muitos estudos, a
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fim de comprovar a capacidade das espécies de Leishmania em atravessar a BHE, causando
alteracdes patoldgicas e o desenvolvimento de sinais clinicos neuroldgicos.

No mesmo ano, Garcia-Alonso et al. (1996) detectaram, pela primeira vez,
anticorpos anti-Leishmania no LCR de cées positivos para LV. Nesse mesmo periodo, foi
relatado um cdo com leishmaniose apresentando coroidite caracterizada por infiltrado
inflamatorio de linfocitos e polimorfonucleares, além da detec¢do de formas amastigotas de
Leishmania dentro de macrdfagos revelados apds impressdo do plexo coroide em lamina
(NIETO et al., 1996). Nos ultimos anos, estudos demonstraram alteragdes em tecidos do
Sistema Nervoso Central de cées, nos quais foram descritas nodulagGes, massas ou
granulomas associados a presenga do parasito em medula espinhal de cdes (FONT et al.,
2004, CAUDURU et al., 2011, MARQUEZ et al., 2013, JOSE-LOPEZ et al., 2014).

Em alguns relatos de casos, as alteragcfes histopatologicas observadas no SNC de
caes com LV foram caracterizadas principalmente por um infiltrado inflamat6rio composto de
linfécitos, plasmacitos, macrofagos e neutréfilos, em varias regides do SN, como plexo
coroide, meninges e parénquima cerebral, sem obrigatoriamente a deteccdo de formas
amastigotas de Leishmania no tecido nervoso e manifestacdo de sintomas neuroldgicos
(IKEDA et al., 2007; MELO et al., 2009a; MELO et al., 2009b; MELO et al., 2011;
MARQUEZ et al., 2012; MELO et al., 2013). Mesmo na auséncia do parasito, lesoes
inflamatorias sdo comumente observadas, como leptomeningite e coroidite, com acimulo de
células mononucleares (VINUELAS et al., 2001; IKEDA et al., 2007). Especificamente em
relacdo ao cérebro, Melo et al. (2015) observaram importantes alteracdes inflamatorias, com
diferentes intensidades, variando de discretas a intensas, em cées portadores de LVC, o0s quais
ndo apresentavam sintomatologia neurologica.

Alguns sinais neurolégicos em uma cadela foram relatados por Font et al. (2004),
que apontaram a presenca de paraplegia aguda associada a vasculite, com extensa area de
hemorragia no corddo espinhal, associada a presenca de trombo e um infiltrado misto de
células inflamatorias. lkeda et al. (2007) observaram em um estudo minucioso com 39 cées
alguns sinais neuroldgicos como convuls@es, cegueira, sinais de envolvimento vestibular e
cerebelar (cabeca inclinada, nistagmo, incoordenacdo motora, queda, tremor), paraparesia,
tetraparesia, tetraplegia e mioclonias.

Bargui et al. (2017), em pesquisa envolvendo a medula espinhal de camundongos
experimentalmente infectados com Leishmania amazonenses, demonstram a participacdo de
moléculas relacionadas a inflamacdo, como TNF-a e fatores de transcricdo génica durante

curso da doenca no Sistema Nervoso Central. Esse perfil de citocinas pro-inflamatdrias, tais
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como IL-1B, IFN-y e TNF-a também j& foram relatados pontualmente no cérebro de caes
positivos para a leishmaniose (MELO et al., 2013). Oliveira et al. (2017), em um estudo feito
com 48 caes infectados com LV, detectaram o agente L. infantum por meio de cultura
parasitoldgica em 25% dos animais para amostras de LCR, medula espinhal e cérebro.

Contudo, ja& foi provado na literatura que o protozoario L. infantum pode
atravessar a BHE e expandir-se através do LCR, causando infecgdes no cerebro e medula
espinhal de cédes naturalmente infectados, adicionalmente, pode causar encefalomielite
granulomatosa ndo supurativa, uma condicdo que pode levar a sinais clinicos neurolégicos
com progressdo da doenga. Portanto, a medula espinhal é um importante local de infec¢do por
L. infantum no SNC e deve ser investigada em casos de cdes com e sem sinais clinicos
neurolégicos de areas endémicas para a doenca (OLIVEIRA et al., 2017).

Enfim, pode-se observar que, apesar de toda a informacéo acerca da LVC, os
estudos envolvendo o SNC e a infeccdo por Leishmania ainda ndo séo suficientemente
esclarecedores para a compreensdo dos mecanismos de acdo do agente nesse sistema e nos
orgdos que o compBem, principalmente na medula espinhal. Os achados descritos
anteriormente mostram que as lesbes existem, no entanto, necessitam de mais estudos para
melhorar a compreensdo da infeccdo nesse sistema em seus aspectos parasitarios e

moleculares.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Caracterizar as alteragdes imunopatolégicas ocorridas na medula espinhal de cdes com
LVC.

2.2. ESPECIFICOS

Determinar as lesdes na medula espinhal e meninges de cdes com leishmaniose
visceral, naturalmente infectados;

Caracterizar os tipos celulares encontrados nos tecidos de medula espinhal e meninges
de cées com LV naturalmente infectados;

Identificar antigenos in situ de Leishmania na medula espinhal de cées naturalmente
infectados;

Detectar o DNA do cinetoplasto da L. infantum na medula espinhal, bem como,
quantificar a carga parasitaria por meio da técnica de g-PCR

Estabelecer o perfil de expressdo de citocinas na medula espinhal de cdes com LV

naturalmente infectados.
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3. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo seccional para verificar a ocorréncia de L. infantum no
SNC de cées por meio de seis técnicas de diagnostico. Foram analisadas amostras de tecido de
medula espinhal de cdes provenientes da cidade de S&o Luis, area endémica do estado do
Maranhdo, coletadas durante o periodo de Janeiro de 2018 a Maio de 2019. Foi estudada uma
amostra de conveniéncia de 20 animais, sorologicamente positivos para infeccdo por
Leishmania sp. nas técnicas de imunocromatografia (DPP®), RIFI ou ELISA. A selecdo dos
animais foi realizada mediante a analise das fichas fornecidas pelo Hospital Veterinario
Universitario “Francisco Edilberto Uchda Lopes” e Unidade de Vigilancia em Zoonoses —

UVZ da cidade de Sao Luis.

3.1 Comité de Etica

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagio
Animal/UEMA, CEEA n° 013/2018.

3.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram incluidos neste estudo animais que apresentaram sorologia positiva no
DPP®, RIFI ou ELISA. Além disso, outras caracteristicas foram levadas em consideracéo
como: animais positivos para Leishmaniose que apresentaram sintomatologia clinica
(onicogrifose, alopecia local ou generalizada, alteracdes oculares, linfadenomegalia e, ainda,
sinais neurolégicos); cdes positivos para Leishmaniose sem a apresentagdo de sintomas
classicos da doenca para composicdo do grupo assintomético e; animais cuja causa da morte
fossem traumas ou onconlogias, desde que ndo afetassem o SNC para compor 0 grupo
negativo, no entanto, ndo foi possivel forma-lo devido a ndo aquisicdo de animais nessas
condigoes.

Como critério de exclusdo: ndo inclusdo de cédes portadores de enfermidades que

afetassem o SNC como cinomose, toxoplasmose entre outras.

3.3 Animais, Exame Clinico, colheita e acondicionamento de amostras

Foram utilizados 20 caes, sendo 13 machos e 7 fémeas, os quais foram incluidos
neste estudo no periodo de janeiro de 2018 a maio de 2019. Quatorze (14) desses cdes eram
mesticos, dois (2) eram da raga Poodle, um (1) era Pinscher, um (1) Shih Tzu, um (1) Pastor
Alemdo e um (1) Pit Bull. A idade dos cées variou de 7 meses a 12 anos e todos foram

provenientes da llha de S&o Luis — MA, atendidos no Hospital Veterinario Universitario
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“Francisco Edilberto Uchoa Lopes” e Unidade de Vigilancia em Zoonoses — UVZ com
suspeita clinica de Leishmaniose Visceral Canina.

Foi realizada a colheita de amostras de sangue armazenadas em tubos a vacuo
com EDTA para obtencéo de sangue total e sem EDTA para obtencdo de soro, conservados
em caixa de isopor com gelo e encaminhados para o Laboratorio de Patologia Molecular
(LPMol) da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). ApdGs esses procedimentos, 0s
animais foram eutanasiados mediante o protocolo de cada instituicdo parceira citada
anteriormente. Vale ressaltar que os tutores autorizaram o0s procedimentos realizados, por
meio da assinatura do Termo de Consentimento para Realizacdo de Eutanésia e Doacdo do
Cadéver.

Exames fisicos foram realizados constituidos de inspecdo de pele e de mucosas
oral e ocular, palpacdo de linfonodos superficiais e 6rgdos abdominais. Foram considerados
sinais clinicos de LVC: emagrecimento, alopecia geral ou localizada, apatia, lesdes cutaneas
como Ulceras e descamacao, onicogrifose, aumento de linfonodos superficiais, do figado ou
do baco a palpacdo, sinais clinicos de anemia como mucosas hipocoradas, ceratoconjuntivite e
paraparesia. Os cédes foram classificados como sintomaticos ou assintomaticos de acordo com
a presenca ou auséncia de sinais clinicos.

Durante a necropsia, a medula espinhal foi avaliada macroscopicamente e 0s
fragmentos das porgdes cervical, tordcica e lombar foram colhidos e, aqueles destinados para
a técnica de qPCR para carga parasitaria foram armazenados imediatamente em microtubos
estéreis livres de nucleases e acondicionados a -20°C até a realizacdo da técnica. Por sua vez,
os fragmentos destinados para a histologia e imuno-histoquimica foram fixados em formalina
tamponada a 10% durante 24 horas e mantidos em alcool a 70% até a realizacdo do
processamento. Os fragmentos destinados a gPCR para expressdo génica foram armazenados
em microtubos estéreis livres de nucleases contendo solucdo de estabilizacdo RNAlater™

acondicionadas em freezer a -20°C.

3.4 Testes sorologicos

Adicionalmente, foram realizados os testes soroldgicos de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) para
confirmacdo da parasitose, utilizando, para este Gltimo, kit comercial disponivel (EIE —
Leishmaniose Visceral Canina, Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro Brasil), de acordo com as

instrucdes do fabricante.

A RIFI foi realizada conforme o protocolo descrito por Oliveira (2008). As
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amostras de soro foram diluidas ao ponto de corte 1:40 preconizado pelo Ministério da Saude.
As laminas utilizadas foram previamente sensibilizadas com antigenos, constituidos por
formas integras de promastigotas de L. infantum, cepa CBT 153/USP, isolada de cdes
provenientes do Estado do Maranhdo e preservada na Colecdo Brasileira de
Tripanossomatideos (CBT) da Universidade de S&o Paulo - USP. Foram colocados 20ul de
amostras testes sobre o antigeno nas laminas e incubadas em cadmara Umida a 37°C por 30
minutos. A seguir, foram lavadas com tampao fosfato-salino (PBS) por 5 minutos, por trés
vezes consecutivas. Foram adicionados 10pl do soro 1gG anti-cdo conjugado marcado com
isotiocianato de fluoresceina (KPL, EUA) diluidos a 1:200 em PBS contendo 1mg % de Azul
de Evans e incubados a 37°C por 30 minutos em cdmara Umida. As ldaminas foram lavadas
novamente em PBS e secas a temperatura ambiente, cobertas com glicerina tamponada e
laminula e, examinadas em microscépio de luz. E, em todas as reagdes, 0s soros de referéncia

foram incluidos como controle negativo e positivo.

3.5 Histologia

Os fragmentos de tecidos obtidos foram fixados em formalina tamponada a 10%
durante 24 horas, e processados pelas técnicas histoldgicas de rotina, que incluem as etapas de
desidratacdo em alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina, no laboratdrio de
Anatomopatologia da Universidade Estadual do Maranhdo. Ap6s o0 processamento, para
confeccdo das laminas histologicas, o material foi cortado na espessura de cinco micrémetros
(5um) com micrétomo rotativo HM 360 MICROM. As laminas contendo 0s cortes
histologicos foram desparafinizadas, utilizando-se xilol. Logo apds, foram submetidas a
hidratacdo em alcool, entdo coradas com hematoxilina e eosina (HE). Em seguida, as laminas
foram desidratadas em solugbes crescentes de &lcool, clarificacdo em xilol e, por fim,
montadas com laminulas de vidro, utilizando-se a resina natural Balsamo do Canada e, apds

secagem, foram observadas em microscopia de luz.

3.6 Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica para deteccdo de Leishmania sp. foi realizada de
acordo com Tafuri et al. (2004) com modifica¢des, utilizando-se como anticorpo primario o
soro heterdlogo hiperimune de cées naturalmente infectados com L. infantum, diluido 1:50 em
PBS. Seccdes (5um) de tecido foram hidratadas e incubadas em peroxido de hidrogénio a 3%
em PBS (0.01 M, pH 7.2) durante 30 minutos, e posteriormente, incubadas com 25mg/mL de

leite desnatado por 30 minutos (solugdo bloqueadora que substitui o soro de cabra usado por



27

Tafuri) e, entdo, incubadas com o anticorpo priméario por 1 hora a 4°C em camera Umida.
Apos a lavagem em PBS, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario (Link-
DAKO, LSAB2 Kit, Catadlogo n°® KO675-1; Carpinteria, California, EUA), conjugada com
estreptavidina- complexo de peroxidase, por 20 min cada, a temperatura ambiente. A reacédo
foi revelada pela diaminobenzidina (DAB) e, as laminas, contracoradas com hematoxilina de
Mayer. Controles negativos consistiram de tecidos sabidamente livres de amastigotas e com

substituicdo do anticorpo primario por PBS.

3.7 Extracéo de DNA

As amostras de sangue total obtidas foram coletadas em tubos a vacuo com EDTA
e, posteriormente, aliquotados em microtubos estéreis livres de nucleases e armazenados a -
20°C até o momento do procedimento. Ja os fragmentos de medula espinhal das porcdes
cervical, torécica e lombar foram coletados e armazenados em microtubos estéreis livres de
nucleases e acondicionados a -20°C até a realizacdo do procedimento de extracdo de DNA.
Para ambas extracOes, utilizou-se o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega), conforme instrucBes do fabricante. A concentracdo e qualidade do DNA extraido
foram determinadas por meio de leitura em espectrofotdmetro e vizualizacdo em gel de

agarose 1,5%.

3.8 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido das amostras de sangue foi amplificado em termociclador
utilizando os iniciadores RV1 (senso; 5'-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAG-3') e 0 RV2 (anti-
senso; 3'- CCACCTGGCCTATTTTACACCA-5), previamente descrito por Lachaud et al.
(2002), cujo alvo é uma regido conservada do KDNA de L. infantum, e que produzem um
fragmento de aproximadamente 145 pares de base. Cada reacdo teve um volume total de 25
pL, sendo: 12,5uL de Gotaq® PCR Master mix (Promega); 1,5 puL de cada primer (10pmol);
4,5 uL de agua DNAse ¢ RNAse free; e 5 uL de amostra de DNA extraido. Foram utilizados
um controle positivo (cdo sorologicamente e parasitologicamente positivo para L. infantum
chagasi) e um controle negativo em cada reagdo. Os parametros utilizados para PCR foram:
desnaturacéo inicial a 94°C por 4 minutos; 40 ciclos de desnaturac¢ao (94 °C por 30 segundos),
anelamento (59 °C por 30 segundos), e extensao (72 °C por 30 segundos); e extensao final a
72 °C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose a 1,5%,
utilizando marcador de peso molecular de 100 pb (100 pb DNA ladder Promega®),
programacdo na cuba de eletroforese de 100V, 100 mA e 50 minutos de corrida. Apos, 0s
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amplificados foram visualizados em transiluminador.

As amostras serdo, ainda, submetidas a PCR convencional para diagndstico
diferencial de Toxoplasma gondii e Trypanossoma cruzi, utilizando os iniciadores descritos na
tabela 1.

Tabela 1. Lista de iniciadores a serem utilizados no diagnéstico diferencial.

. Tamanho
Sequeéncia o
Iniciadores (5°-3°) do Referéncia
Alvo
produto

Toxoplasma CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG 529 pb Homan et
gondii CGCTGCAGACACGTGCATCTGGATT al., 2000

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

nos fragmentos de medula espinhal foram realizados por meio da técnica de PCR quantitativa
em tempo real, na qual utilizou-se duplicatas de reacdes de 20 pL com amostras na
concentragdo de 5Sng/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- 57), previamente descritos por Weirather et al. (2011) e
cujo alvo é uma regido conservada do cinetoplasto do parasito, e 0 GAPDH FW (senso: 5'-
TTCCACGGCACAGTCAAG -3" e GAPDH REV (anti-senso: 3
ACTCAGCACCAGCATCAC- 5’) (GenBank n°® AB038240.1), usado como gene enddgeno
da reacdo. A curva padrdo foi construida a partir de diluicGes seriadas ao décimo de
concentracdo conhecida de DNA de Leishmania, extraido de cultura in vitro de formas
promastigotas de L. infantum, previamente caracterizadas pelo Laboratério de Referéncia
Nacional para tipagem de Leishmania (CLIOC) do Instituto Oswaldo Cruz. As reacdes foram
preparadas com a adi¢do de 1,0 pL de cada iniciador a uma concentracao de 2,5pmoles/uL,
10uL de Sybr Green PCR master mix (Applied Biosystems), 4ul. de DNA a uma
concentragdo de 5ng, e 4,0 uL. de agua DPEC para completar o volume final da reagdo de

20uL. Apds a aplicagdo das amostras, a placa foi selada e colocada no equipamento para que
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ocorresse amplificagdo, nas seguintes condi¢fes: uma desnaturagdo 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), no qual foram avaliadas a curva de dissociacdo formada e a

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

3.10 Extracdo de RNA
Para a extracdo de RNA, serd seguido o protocolo preconizado pela Invitrogen;

Carlsbad, CA, USA, no qual os tecidos coletados serdo macerados e 1 mL de Trizol sera
adicionado (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) em microtubo livre de RNAse. Em seguida,
serdo adicionados 200uL de cloroférmio, homogeneizado vigorosamente e incubado em
temperatura ambiente por trés minutos. As amostras serdo centrifugadas a 12.000 xg por 15
minutos a 4°C, para separacdo em trés fases. A fase superior sera transferida para outro
microtubo e serd adicionado 500uL de isopropanol para precipitacdo do RNA, seguida de
incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugagdo a 12.000 xg por 10 minutos
a 4°C. O pellet serd lavado com 1 mL de etanol 70%, homogeneizado em vortex e
centrifugado a 7.500 xg por 5 minutos a 4°C. Em seguida, 0 RNA sera dissolvido em 30uL de

agua livre de RNAse.

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

Script Il 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 4gua DEPC, 1,0uL de Random Hexamero (50pg/pl), 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 serdo: 65°C por 5 minutos, incubado
em gelo por 1 minuto, 25°C por 10 minutos, 50°C por 50 minutos. Posteriormente 0 cDNA

serd armazenado a -20°C.

3.12 Expresséao de citocinas por PCR em tempo real (QPCR)

A PCR quantitativa serd realizada utilizando-se 2,5 ul de cDNA, 10 uM do par de
primers especifico para cada gene (Tabela 2) ¢ 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. Os parametros utilizados para a PCR em tempo real seréo:
50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
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minuto, utilizando um termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

g-delia delia Ct hara analise dos

Sera utilizado o método comparativo de Ct (cycle threshold)
dados de expressdao génica, como descrito por (Livak e Schmittgen, 2001). Alteracdes
relativas na expressdo génica serdo calculadas em relacdo a expressdo génica dos respectivos

genes nos tecidos dos animais controle ndo infectados.

Tabela 2 — Lista de genes e iniciadores utilizados no RT-PCR em tempo real.

Sequéncia
Alvo Iniciadores (5°-3’)
) AAGATCCCCATTCCGGATAC
INOS AGCCTGAAGATCCGACTCAA
CATCGGCATTTTGAACGAGGTCA
'L CTTATCGATGAATCAGGCATCG
GCCTAACATGCTTCGAGATC
IL-10 TGATGTCTGGGTCTTGGTTC
ACCTGCAGCTGAAGCCATTG
L2 GTCTTGTCCACGCAGAGTCT
GGAAGACATGCTTGGCAAGTTC
PNy GGTGAGAGATCATTCATCACTTTGA
GCCGCAGTACAGTAGCAGCTCT
TNF-a GTTGACCTTTGTCTGGTAGGAGACGG
GAPDH GAGAAGGCTGGGGCTCACTTG
GCTGACAATCTTGAGGGTGTTG
) GGCATCCTGACCCTGAAGTA
-actina CGCAGCTCGTTGTAGAAGGT

3.13 Andlise Estatistica

Os dados da carga parasitaria e expressao génica serdo normalizados com base na
expressdo de GAPDH para carga e p-actina e GAPDH para expressdo. 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 5.0, USA). Diferencas serdo consideradas significativas quando p < 0,05.
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Correlacdo de Pearson serd utilizada para correlacionar os dados de expressdao génica e carga

parasitaria.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo clinica, soroldgica e molecular para diagnostico de LVC
Do total de 20 cédes analisados, dez (10) apresentaram sintomatologia clinica

compativel com LVC. Os principais sinais observados foram alteragfes dermatologicas, como
onicogrifose, alopecia localizada e generalizada, despigmentacdo e lesGes ulcerativas no
focinho, pelos opacos e Uulceras cutaneas, além de esplenomegalia, hepatomegalia,
linfadenomegalia e alteracdes oftadlmicas (Tabela 3; Figura 1). Adicionalmente, um dos
animais do estudo apresentou paralisia dos membros pélvicos, sem alteracdo ortopédica
associada. Dez (10) animais, por sua vez, ndo apresentaram qualquer sintomatologia

relacionada a doenga.

Tabela 3. Frequéncia de sinais clinicos observados em caes positivos para Leishmaniose
Visceral.

Sinais Clinicos Frequéncia
N %
Linfadenomegalia 8 80
Alteracdes oculares! 5 50
Alteracdes dermatoldgicas? 10 100
Anorexia 7 70
Esplenomegalia 6 60
Hepatomegalia 8 80
Sinais neuroldgicos 1 10

nclui alteragBes como blefarite, Ulceras de cdrnea, alopecia periocular e secrecdo ocular; 2Inclui alterages
como onicogrifose, alopecia, ledes ulcerativas e descamagdo epitelial.

Os sinais clinicos observados nos animais desse estudo, confirmam as descri¢cdes
feitas por Feitosa et al. (2000) e Saridomichelakis et al. (2014) ao definirem a LVC como uma
doenca caracterizada por um espectro amplo e variavel de sinais clinicos sendo as alteracdes
dermatoldgicas, as lesdes mais frequentes em cédes. Da mesma forma, a distribuicdo das lestes
nessa amostragem aleatoria de cdes foi semelhante a pesquisa de L. infantum no sistema
nervoso central de 48 cdes naturalmente infectados realizada por Oliveira et al. (2017) e
estudos de Macau et al. (2017) que contabilizaram em percentuais, 0s principais sinais
clinicos relacionados a LVC, tais como descamacdo furfurdcea da pele, pelos opacos,

linfadenomegalia regional e generalizada, Ulceras cutaneas, esplenomegalia, hepatomegalia e
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alteracGes oftalmicas. Essas variac@es clinicas ocorrem devido a mecanismos patologicos
envolvidos no processo da doenca como o desencadeamento de processos imunoldgicos
resultando em reacdes inflamatdrias decorrentes da destruicdo de células e tecidos pela
presenca do parasito e/ou formacdo dos imunocomplexos (BITTENCOURT et al., 2012;
BRUNO et al 2019).

Por outro lado, a auséncia de sintomas em animais positivos sorologicamente,
conforme ocorrido em parte do grupo experimental deste estudo, também ¢é descrita na
literatura como uma possibilidade, com base na dicotomia e/ou diferentes respostas
imunoldgicas que os cdes podem desenvolver frente a infeccdo. Nesse sentido, 0s animais
assintomaticos incluidos nesse estudo confirmam a hipotese ja bem estabelecida por Baneth et
al. (2008) que descrevem a apresentacdo de sinais clinicos durante a LVC, diretamente

relacionada ao tipo de resposta imunolégica manifestada pelo hospedeiro.

Figura 1. Manifestagéo de sinais clinicos relacionados a LVC.

Em A: Animal apresentando alopecia periocular (seta), lesdes ulcerativas em ponta de orelha e focinho

(asteriscos). Em B: Blefaroconjuntivite purulenta unilateral (cabeca de seta). Em C: Onicogrifose. Fonte:
Autor, 2018.

Somente um animal deste estudo apresentou sinal clinico neurolégico, no qual foi
observada paralisia dos membros pélvicos. Esse fato, também foi pouco observado nos
trabalhos de Feitosa et al. (2000) no qual analisaram um total de 215 cdes cronicamente
infectados por LV e somente 4% (cerca de 8 animais) apresentaram queixas neuroldgicas e,
também, Gianuzzi et al. (2017) observaram que, de um total de 54 cées afetados por LV,

somente 10 (18%) apresentaram sinais neuroldgicos. A escassez de sinais neuroldgicos em
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cdes acometidos por LV, segundo Solano-Gallego et al. (2009) se deve ao fato de o
envolvimento do SN durante a infeccdo por Leishmania ser raro. Quando os sinais se fazem
presentes, sdo resultantes de respostas inflamatdrias exacerbadas frente a infeccédo
(MARQUEZ et al., 2013).

Foram realizados os testes RIFI e PCR convencional a partir de amostras de soro e
sangue total, respectivamente, para confirmacdo do diagnostico de LVC nos animais
estudados (Tabela 4; Figura 2). Dezessete (17) animais do grupo experimental foram
reagentes no teste soroldgico e trés (3) cdes apresentaram sorologia negativa. Nos ensaios de
PCR, dezenove (19) animais foram considerados positivos para a presenca do DNA do
parasito. O teste ELISA ainda encontra-se em andamento e serdo apresentados na versao final
deste estudo.

Tabela 4. Resultados do teste sorologico e molecular.

Animal PCR RIFI
Sangue
1 P R
2 N R
3 P R
4 P R
5 P R
6 P N
7 P R
8 P R
9 P R
10 P R
11 P R
12 P N
13 P R
14 P R
15 P N
16 P R
17 P R
18 P R
19 P R
20 P R

Legenda: P = Positivo; N = Negativo; R = Reagente; NR = Teste Ndo Realizado.
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Figura 2. Imagem representativa de produtos de PCR separados por eletroforese e
visualizados em gel de agarose 1,5%.

PCR de DNA extraido de sangue total de 9 cdes. PM: marcador de peso molecular 100pbh. CN: controle
negativo; CP: controle positivo; canaletas 1-9: amostras de sangue dos animais. Autor, 2019.

Contudo, os trés (30%) animais, negativos no teste sorologico, foram positivos na
PCR convencional, sendo detectado o DNA do parasito no sangue, € uma Unica amostra
positiva sorologicamente mostrou-se negativa na PCR (Tabela 3). Semelhante a este estudo,
Quaresma (2007) em um estudo realizado com 217 cdes provenientes de Belo Horizonte, 73
eram assintomaticos e 33 (45%) deles apresentaram sorologia negativa para Leishmania e, 31
(93%) foram positivos na PCR. Resultados nessas caracteristicas, podem ocorrer devido a
alguns fatores, como a permanéncia de anticorpos circulantes no sangue periférico, mesmo
apos a eliminacdo do parasita; a baixa quantidade de parasita circulante no sangue no
momento da coleta; inibidores da PCR presentes no sangue (proteinas, heme, etc.) ou ainda
devido a reacdes cruzadas da sorologia com outros agentes como outros tripanossomatideos,
bactérias, virus, etc. (CABRAL, 2007). Por outro lado, alguns cdes podem apresentar-se
imunodeficientes ao ndo produzirem quantidades suficientes de anticorpos, fato que pode ser
atribuido aos trés resultados positivos pela PCR dos casos que reagiram negativos pela RIFI,
tal discrepancia, também foi reportada por Reale et al. (1999) em um estudo com 124 caes
onde compararam resultados dos testes soroldgicos e PCR e Berrahal et al. (1996) que,
também, realizaram um estudo comparativo entre PCR e teste soroldgico com amostras de
caes.

Logo, testes soroldgicos mostram que os animais infectados desenvolvem uma
resposta especifica de anticorpos. Animais assintomaticos apresentam uma baixa resposta
humoral que, geralmente, coloca seus niveis de anticorpos abaixo da linha de corte ou no
limiar de detec¢do (CABRAL 2007).

Visto que sete dos dez animais assintomaticos foram positivos na RIFI, leva-se

em consideracdo a explicacdo, previamente demostrada por Ikeda et al. (2007) a qual afirma
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que, um resultado positivo pela RIFI, nem sempre pode ser conclusivo de doenca ativa, da
mesma forma que cdes infectados podem ser soronegativos. Além disso, pode ocorrer falha
diagnostica em estagios iniciais da doenca, quando anticorpos da classe 1gG ainda ndo séo
detectaveis por estes testes soroldgicos (TRONCARELLI, 2008). Dessa forma, um resultado
positivo em técnicas imunoldgicas ndo, necessariamente, representa uma infeccdo ativa e
pode apenas indicar uma exposi¢cdo prévia ou um contato com a Leishmania, o que é
particularmente comum em areas endémicas, adequando-se & localidade de origem dos
individuos desta pesquisa, bem como, um resultado negativo ndo descarta a infec¢do,
principalmente nas formas ocultas (RIERA et al, 2003). Devido a esses fatores, € interessante
que os diagnosticos sejam acompanhados de testes moleculares.

A positividade em dezenove (95%) cédes para L. infantum nesta amostragem,
demonstra que a PCR tem maiores condi¢Oes e probabilidades de deteccdo de DNA de
agentes infecciosos em amostras bioldgicas mesmo em baixas concentracdes de acordo com
Maia et al. (2015).

4.2 Lesdes na medula espinhal de cdes com LVC
N&o foram observadas lesdes macroscopicas na medula espinhal dos cdes. Em

relacdo as analises microscopicas, 14 (70%) animais apresentaram lesGes em pelo menos uma
porcdo da medula espinhal avaliada, destes, oito, eram sintomaticos. Foram observadas,
principalmente, alteragfes degenerativas, como gliose (Figura 3A), discreta satelitose,
cromatodlise (Figura 3B) vacuolizacdo de neurdpilo (Figura 3D), astrocitose, retragdo de
neurdnio (Figura 3F), e necrose (Figura 3E). Além disso, em dois deles foi possivel detectar
lesBes inflamatdrias, como discreto manguito perivascular linfocitico localizado (Figura 3C) e
infiltrado inflamat6rio com congestéo, além de liquor hemorragico e hemorragias (Figura 3C).
As lesBes inflamatérias foram observadas na medula espinhal de cdes sintomaticos. N&o
foram observadas alteracdes histopatoldgicas nas trés por¢6es da medula espinhal do céo que
apresentava paralisia dos membros pélvicos, o0 que nos impossibilita de afirmar se a paralisia
possuia alguma relacdo com a LVC. Vale ressaltar que nem todas as por¢des foram avaliadas,
tendo em vista que alguns tecidos precisam ser reprocessados. Dessa forma, ndo foi possivel
realizar score das lesoes.

Quanto & localizacao das lesdes, as frequéncias de acometimento das por¢des da
medula espinhal foram de oito animais (40%) para a porc¢éo cervical, dez animais (50%) para

a porcdo toracica e nove animais (45%) para a por¢ao lombar.
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Figura 3. Microscopia de luz, medula espinhal, céo.

Em A, porcéo cervical da medula espinhal apresentando discreta gliose (cabeca de seta). B, cromatélise de corpo
celular de neurdnio na substancia cinzenta (seta) e satelitdse (cabeca de seta) HE, 40x. C, manguito perivascular
linfocitico focal e discreto em porcdo tordcica da medula espinhal (seta). D, satelitose discreta ao redor de
neurdnio necrosado, presenca de gemistdcito (setas e seta tracejada) e vacuolizagdo do neurdpilo (cabeca de
seta). E, Necrose no canal ependimério (seta). F, retragdo de neurdnio (seta) e congestdo vascular (cabecga de
seta). G, hemorragia focal na substancia cinzenta (setas). HE, 40x. Fonte: Autor, 2019.
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Os achados desta pesquisa foram semelhantes em um estudo realizado por Ikeda
et al. (2007) em 39 cédes acometidos por leishmaniose visceral com e sem sinais neurologicos,
onde as alteracbes observadas foram manguito perivascular, infiltrado inflamatorio, gliose,
satelitdse, degeneracdo de neurbnios, vacuolizagdo, congestdo vascular e hemorragias, no
entanto, essas analises foram feitas em encefalo.

Da mesma forma, Macau et al. (2017) também observaram a presenca de gliose e
cromatdlise no SNC em encéfalo de cdes. Segundo Marquez et al. (2013) alteracdes
degenerativas, como essas, s80 comumente associadas as lesbes inflamatdrias observadas em
cdes com LV. As lesdes inflamatodrias encontradas neste estudo foram manguito perivascular
linfocitico focal discreto e infiltrado inflamatorio na granulomatoso e ndo supurativo, assim
como no estudo desenvolvido por Oliveira et al. (2016) em uma avaliacdo em 50 cées com
LV, apenas um (7%) animal apresentou manguito perivascular linfocitico. Feitosa et al.
(2008) colocam que reacBGes por células linfocitarias sdo frequentes em doengas que
acometem o sistema neurolégico, por se tratar de células da fase inflamatéria subaguda, que
no entanto, podem aparecer em quadros citoldgicos cronicos. Contudo, as alteracdes mais,
frequentemente, observadas na medula espinhal dos animais deste estudo foram alteracdes
degenerativas discretas, ndo se observando a presenca de estruturas sugestivas de Leishmania
ou lesdes inflamatdrias, sugerindo-se pouco acometimento desta porgdo do Sistema Nervoso
Central.

Apesar das lesdes encontradas, ndo se observou a presenca de formas amastigotas
do parasito por meio da anéalise histopatologicas nos tecidos de medula espinhal. De modo
semelhante, outros autores, apesar de observarem alterac@es histopatologicas no SNC de cées
durante a infecgdo, ndo verificaram a presenca de amastigotas de Leishmania (IKEDA et al.,
2007; BARROS e MAGALHAES, 2011; MARQUEZ et al., 2013). A auséncia de
amastigotas, segundo lkeda et al. (2007) e Melo e Machado (2009) estdo associados com a
cronicidade da doenca, pois a presenca das formas esta associada a infeccdo precoce em caes.
De acordo com Faria et al. (2012), embora seja possivel a visualiza¢do do parasito e alcance
em certos casos até 100% de especificidade, a analise histopatoldgica apresenta sensibilidade
variada, devido a distribuicdo do parasito pelos tecidos ndo ocorrer de forma homogénea.
Além disso, a sensibilidade desta técnica varia de acordo com o tecido estudado (tropismo do

parasito) e a fase da doenga em que o animal se encontra (MOREIRA et al., 2007).
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4.3 Marcacao de antigenos de Leishmania na medula espinhal
Até o momento, foi realizada a imuno-histoquimica de quatorze (14) animais,

havendo marcagdo positiva para antigenos especificos de Leishmania sp. na medula espinhal
de cinco diferentes animais, dentre as trés por¢des estudadas. Trés, dos cinco (5) animais
positivos nesta técnica, apresentaram alteracdes discretas na analise histopatoldgica, mas ndo
foi possivel detectar as formas amastigotas no tecido as quais s6 puderam ser demonstradas
por meio da IHQ (Figura 4). Até 0 momento, somente um, dos cinco animais com marcacao

positiva, pertence ao grupo assintomatico.

Figura 4. Imuno-histoquimica em tecido de medula espinhal de cdes naturalmente infectado
com LV.
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Em A: Marcacéo de antigenos de Leishmania sp. pela reacdo imuno-histoquimica (setas), localizadas na
substancia cinzenta 40x. (B) Marcacédo positiva de antigenos de Leishmania sp. no canal ependimério (setas).
100x. Fonte: Autor, 2018.

Apesar de em alguns estudos reportarem que a presenca de formas amastigotas de
Leishmania sp. em diferentes sitios do SNC, esta associada a presenca de alteracGes
inflamatorias (VINUELAS et al., 2001; MARQUEZ et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017),
este estudo apresentou marcagdo positiva na IHQ, mesmo ndo sendo possivel detectar
amastigotas por meio da histopatologia.

Ikeda et al. (2007) e Barros e Magalhdes (2011) da mesma forma, nao
conseguiram evidenciar a presenca de formas amastigotas do parasito na medula cervical,
torcica e lombar e nem em outras sec¢Ges do SNC de cdes com e sem sintomas neuroldgicos
naturalmente infectados por L. infantum; no entanto, os autores mostraram marcagdo de
antigeno nas paredes dos vasos sanguineos e, por isso, passaram a sugerir a presenca de

antigenos parasitarios circulantes.
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Diferentemente da técnica histopatologica, a imuno-histoquimica, apesar de
basear-se na detec¢do direta do parasito, demonstra maior sensibilidade fornecendo resultados
consistentes do diagnostico em cdes (MELO e MACHADO, 2009).

4.4 Deteccdo do DNA e quantificacdo da carga parasitaria de L. infantum na medula
espinhal

Dezessete (85%) dos vinte animais apresentaram positividade para L. infantum em
todas as por¢des da medula espinhal (cervical, toracica e lombar) e somente trés (15%)
apresentaram em duas por¢oes (Apéndice 1). De modo geral, todos os animais deste estudo se
mostraram positivos para L. infantum em, pelo menos, duas por¢Ges da medula espinhal
avaliadas.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos de Oliveira (2016) que também
relatou em seu estudo a presenca de L. infantum em 50 amostras de medula espinhal
provenientes de cdes naturalmente infectados, as quais grande parte das amostras (96%)
mostraram positividade para o agente. Neste estudo um animal obteve média de 0,833
parasitos/ngDNA valor aproximado ao obtido por Oliveira et al. (2017), em estudo sobre a
ocorréncia de L. infantum no SNC de cées naturalmente infectados, detectaram o DNA do
parasito em amostras de medula espinhal por meio da PCR quantitativa em tempo real, com
carga parasitaria neste tecido superior a encontrada no cérebro, apresentando média de 0,823 e
-2, respectivamente. Achados feitos por Cardinot (2013) em um estudo para a deteccdo de
Leishmania em encéfalos de 24 cdes, 23 mostraram-se positivos na qPCR de carga parasitaria.

Analisando os grupos deste estudo separadamente, pode-se observar que no grupo
assintomatico houve pouca dispersdo entre os valores médios nas porgdes, todavia, um (1)
animal manifestou-se com um valor médio de carga parasitaria elevado na porcdo lombar
(Figura 5A). Ja no grupo sintomatico, a dispersdo mostrou-se maior. Um animal obteve a
quantidade de carga elevada na porcdo cervical e, alguns, nas porc¢des toracica e lombar
mostraram-se um pouco acima da média (figura 5B). Ao comparar a quantificagdo de forma
geral para ambos 0s grupos, observa-se que houve pouca dispersao nas porcdes cervical e
lombar, porém, a por¢éo toracica apresentou-se com uma média alta com relagdo as outras. A
porcao toracica destaca-se com a maior dispersdo entre as demais (Figura 5C). Apesar disso,
as diferengas observadas ndo se mostraram significativas estatisticamente para ambos 0s

grupos.
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Vale lembrar que as diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
Os valores medianos obtidos neste estudo ndo se mostraram significativos estatisticamente,

visto que os resultados foram maiores que p < 0,05.

Figura 5. Carga parasitaria entre grupos sintomaticos e assintomaticos de caes com LV.

Assintomaticos B Sintomaticos C Assintomaticos e sintomaticos
= 0.9,

g

08!
0107

g

o
o
N

%'r?'ff

%% = .

* 0,00~ - [ s

g

ng DNA de Leishmania / 20ng de DNA total
o <
£

ng DNA de Lelshmania / 20ng de DNA total

. e .
Cervical Toracica Lombar Cervical Toracica Lombar Cervical Tordcica Lombar

Em A, valores de média de parasitos por porcdo da medula espinhal no grupo assintomatico, média da porg¢éo
lombar elevada, sem apresentar dispersdo entre as por¢des. Em B, valores da média de parasitos por porcéo da
medula no grupo sintomatico, com maior dispersdo na porg¢do toracica e animal com valor de carga parasitaria
elevado na porc¢do cervical. Em C, valores de ambos 0s grupos para todas as por¢des da medula espinhal, maior
dispersdo na porcao toracica e média elevada na porcdo lombar.

De acordo com esses resultados, pode-se inferir que a presenga do parasito pode
ser detectada em qualquer porcdo da medula espinhal, visto que as diferencas ndo foram
estatisticamente relevantes quanto a quantidade de parasitos encontrados nos animais em
ambos 0S grupos.

Com relacdo as porcdes da medula espinhal, percebeu-se que ha uma leve
variacdo da quantificacdo da carga parasitaria entre as por¢des para ambos os grupos. As
porcdes toracica e lombar ndo apresentam diferencas entre si tanto em sintomaticos quanto em
assintomaticos, no entanto, a regido cervical possui certa tendéncia a presenca de parasitos, ja
que apresentou um valor de p=0,0535, aproximado do estimado para diferenca
estatisticamente significativa (Figura 6). Logo, a porgdo cervical possui uma maior

probabilidade de apresentar diferencas na quantificacdo de carga parasitaria entre 0s grupos.



42

Figura 6. Carga parasitaria por por¢do de medula espinhal em cdes sintomaticos e

assintomaticos para LV.
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Em A, porcdo cervical apresentando valor médio de parasitos elevado. Em B e C, ndo houve diferenciacéo entre
a quantidade media de parasitos.

N&do foram encontrados na literatura trabalhos que relatam diferencas da carga
parasitaria entre as porcGes da medula espinhal. Estudos existentes realizaram pool das
porcdes (cervical, toracica e lombar) ou utilizaram a por¢éo cervical da medula (OLIVEIRA,
2016; OLIVEIRA et al., 2017). Logo, até onde se tem conhecimento, este € um trabalho
pioneiro neste tipo de relato.

A existéncia de parasitos no SNC pode estar relacionada aos danos causados na
infeccdo por Leishmania, onde a barreira hematoencefélica pode ser danificada, resultando em
uma disfuncgdo, permitindo que o protozodrio L. infantum atravesse e espalhe-se através do
LCR, causando infeccdo no cérebro e medula espinhal de cdes naturalmente infectados
(MASOCHA e KRISTENSSON, 2012; OLIVEIRA et al., 2017).

No presente estudo, dezenove (19) animais positivos na qPCR de medula espinhal
ndo apresentavam sinais clinicos neurologicos. Provavelmente, essa auséncia de sinais esta
relacionada a evolucdo da infeccdo por Leishmania sp. nos mesmos, visto que o aparecimento
destes sinais pode demorar mais tempo para ocorrer, devido a acdo de células imunes,
mediadores inflamatorios, componentes do parasito e, ndo necessariamente, pelo proprio
protozoario (GRANO et al., 2014). Adicionalmente, o resultado da carga parasitaria do
animal que apresentou paralisia dos membros pélvicos ndo se mostrou alto apresentando
médias baixissimas de parasitos/ngDNA.

De maneira complementar, Giannuzzi et al. (2017) sugerem que as complicacdes
neuroldgicas podem ser devidas a cinco principais mecanismos presuntivos e/ou conhecidos:

(1) o efeito direto dos parasitos no SN; (2) lesdes imunomediadas relacionadas a infec¢éo por
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Leishmania; (3) complicacOes vasculares causadas pelos efeitos indiretos da leishmaniose; (4)
complicacdes decorrentes da imunossupressao induzida pelo parasito; e (5) complicacdes
suspeitas de estarem relacionadas ao tratamento farmacologico. Entretanto, € dificil incluir
todos os mecanismos patogénicos em uma classificacdo rigida e também é provavel que
alguns deles atuem em diferentes estagios da doenca ou que mais de um ocorra durante a

determinacdo de lesdes neuroldgicas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados obtidos neste estudo, até 0 momento, permitem inferir que os testes

de diagnosticos aplicados se mostraram eficientes na deteccdo da infeccdo por Leishmania
nos tecidos de medula espinhal dos cdes avaliados. Independente de cdes naturalmente
infectados apresentarem sintomatologia, 0 DNA de L. infantum pode ser detectado na medula
espinhal.

Todos os animais foram positivos na qPCR para a carga parasitaria de L.
infantum, ndo apresentando variagOes estatisticamente significativas entre 0s grupos
sintomaticos e assintomaticos, alem disso, nas analises das por¢fes entre 0s grupos, a por¢do
cervical mostrou-se uma importante regido para se obter dados sobre carga parasitaria entre
animais sintomaticos e assintomaticos, visto que o valor de p se mostrou proximo do
significativo estatisticamente.

Podem haver lesbes inflamat6rias e degenerativas nas trés porcdes da medula
espinhal de cdes naturalmente infectados por L. infantum. Adicionalmente, antigenos de L.
infantum, através da imuno-histoquimica, podem ser detectados, associados ou ndo a
processos inflamat6rios na medula espinhal de cdes naturalmente infectados.

As analises do teste sorolégico ELISA estdo em andamento. Os procedimentos de
imuno-histoquimica também terdo continuidade. J& os ensaios de qPCR para a expressdo
génica serdo iniciados, afim de buscar uma melhor compreensdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro nessa regido do SNC.

Contudo, é possivel afirmar que os procedimentos propostos inicialmente poderéo

ser cumpridos dentro dos prazos e apresentados na verséo final deste estudo.
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