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Resumo

A leishmaniose canina (CanL) é uma zoonose causada pelo
protozoario da espécie Leishmania infantum. O baco e o0s
linfonodos sofrem alteracdes morfoldgicas durante o CanL. Esta
pesquisa teve como objetivo realizar um estudo
anatomopatolégico e imuno-histoquimico desses 6rgaos em
cdes reativos para leishmaniose aos testes de Imunoensaio
Cromatografico “Dual Path Platform” (DPP®) e Ensaio de
Imunoabsorcao Enzimatica (ELISA). Vinte e sete cdes foram

Recebido avaliados ao exame anatomopatolégico, com 92,6% exibindo
11 de maio de 2021. alteracdes a avaliacdo  macroscdpica, especialmente
Aceito esplenomegalia e linfadenomegalia. Todos os cdes
04 de agosto de 2021. apresentaram alteracdes no baco nao relacionadas i‘a carga
Publicado parasitaria, sendo a esplenite granulomatosa a alteracdo mais

grave. Hiperplasia cortical e paracortical difusa e hiperplasia e
hipertrofia dos corddes medulares foram observadas nos
linfonodos. Formas amastigotas de Leishmania spp. foram

25 de agosto de 2021.

www.revistas.ufg.br/vet encontradas no baco e linfonodo as avalia¢es histopatologica
Como citar - disponivel no site, e imuno-histoquimica, com boa concordancia entre os métodos
na pégina do artigo. (k = 0,55, p = 0,00124), mas nao foi observada diferenca na

intensidade  parasitaria entre esses 6rgaos a imuno-
histoquimica (p = 0,23). Conclui-se que baco e linfonodo de cades
reativos para leishmaniose aos testes DPP® e ELISA apresentam
alteracdes  histomorfolégicas decorrentes da doenca,
independente da carga parasitaria, assim como esses 0rgaos
apresentam carga parasitaria semelhante ao método imuno-
histoquimico.
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protozoan of the species Leishmania infantum. The spleen and
lymph nodes undergo morphological changes during CanL. This
research aimed to perform an anatomopathological and
immunohistochemical study of these organs in dogs reactive to
leishmaniasis in the Dual-path Platform chromatographic
immunoassay (DPP®) and Enzyme Immunoabsorption Assay
(ELISA). Twenty-seven dogs were evaluated for
anatomopathological examination with 92.6% showing changes
at gross  evaluation, specially splenomegaly and
lymphadenomegaly. All dogs showed changes in the spleen
unrelated to the parasitic load, with granulomatous splenitis
being the most severe change. Diffuse cortical and paracortical
hyperplasia, and hyperplasia and hypertrophy of the medullary
cords were observed in the lymph node. Amastigote forms of
Leishmania spp. were found in the spleen and lymph node at
histopathological and immunohistochemical evaluations, with
good agreement between these evaluations (k = 0.55, p =
0.00124), but no difference was observed in the parasitic
intensity of these organs at immunohistochemistry (p = 0.23). It
was concluded that spleen and lymph node from dogs reactive
to leishmaniasis on the DPP® and ELISA tests show
histomorphological changes resulting from the disease,
independent to the parasitic load, as well as these organs show
similar parasitic load at immunohistochemical test.

Keywords: amastigote; histopathology; immunostaining;
Leishmania spp.; lymphoid tissue

Introducao

A leishmaniose canina (CanL) é uma doenca sistémica e zoondtica2. O parasito causa-
dor da doenca é transmitido principalmente pela picada de flebotomineos infectados,
que no Brasil sao representados pelas espécies Lutzomyia longipalpis® e Lutzomyia cru-
ziV, transmitindo o protozoario da espécie Leishmania infantum®., O cao (Canis
familiaris) desempenha papel importante na manutencdo da doenca, pois atua como
reservatorio domestico para a leishmaniose visceral (LV) em areas urbanas 43,

Esses protozoarios sao parasitos intracelulares que infectam células do sistema mono-
nuclear fagocitico no hospedeiro vertebrado®, e se disseminam principalmente para os
linfonodos, bago, medula 6ssea e figado™. Os sinais clinicos da doenc¢a resultam da in-
teracao do parasito com o sistema imune do hospedeiro, e cdes suscetiveis a infeccdo
desenvolvem sintomatologia clinica devido a acentuada resposta imune celular e hu-
moral contra o parasito®?,

A CanL é uma doenca progressiva, que causa reacdo inflamatéria crénica, composta
por macrofagos, plasmaocitos e linfocitos®™), com remodelagdo e reparo tecidual®™.
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Caes acometidos comumente desenvolvem linfadenomegalia‘®'?, esplenomegalia, he-
patomegalia, anemia, e lesdes cutaneas?. O baco e os linfonodos estao entre os
6rgaos mais afetados na CanL, pois participam de respostas imunes especificas'*'¥,
sendo sitios onde ocorre apresentacdo de antigenos!™),

O baco é um 6rgao linfoide que influencia diretamente o resultado da infeccaol®. A
polpa branca é dividida em bainha linfatica periarteriolar (BLPA), foliculos linfoides no-
dulares (FLN) e zona marginal (ZM). Na BLPA predominam linfécitos T e nos FLN
linfécitos B, A estrutura do tecido linfoide esplénico permite a movimentacgao e a di-
ferenciacdo de linfocitos envolvidos nas respostas imunes, e possibilita a localizacdo
ideal das células de memoria para resposta a antigenos. Entre as alteraces esplénicas
na CanL estado atrofia folicular, reduc¢ao das delimitacdes do tecido linfoide®, hiperpla-
sia e hipertrofia celular, rea¢ao inflamatéria granulomatosa, alta infestacao parasitaria
e fibrose,

Os linfonodos também sdo acometidos na CanL"¥ e a linfadenomegalia € um sinal clini-
co comum, De suas trés porcdes, a regiao cortical possui foliculos linfoides com
predominio de células B; a paracortical nao possui foliculos e é composta por linfécitos
T; e a medular contém corddes medulares e linfocitos B. Ainda, todas as regides podem
apresentar células reticulares, raros plasmaécitos e macrofagos®. Linfonodos de cdes
com CanL exibem hiperplasia e hipertrofia das regides cortical e medular, inflamacao
granulomatosa’29 e fibrose®@",

Considerando a participacdo do baco e dos linfonodos na resposta imune da CanlL, este
estudo teve como objetivo realizar estudo histomorfolégico e imuno-histoquimico do
baco e linfonodo de cdes reativos para leishmaniose aos testes Dual Path Platform
(DPP®) e ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA).

Material e Métodos

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Goias (CEUA/UFG), Goiania, GO, Brasil, sob protocolo numero 061/19. Foram
utilizados 27 caes reagentes para leishmaniose aos testes imunocromatografico rapido
Dual Path Platform (DDP® - Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) e ensaio de imuno-
absorcao enzimatica (ELISA), provenientes da rotina de vigilancia epidemioldgica para
LVC realizada pela Diretoria de Vigilancia em Zoonoses do Municipio de Goiania (DVZ),
GO, Brasil. Conforme recomendado pelo Ministério da Saude, apds positividade aos
testes DPP® e ELISA e consentimento de seus respectivos tutores, os caes foram sub-
metidos a eutanasia e encaminhados ao Setor de Patologia Animal da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da UFG, (SPA/EVZ/UFG), Goiania, GO, para exame anatomopa-
toldgico.

Para a tabula¢ao dos dados epidemiolégicos foram consideradas as variaveis sexo, ida-
de e raca. Quanto a idade os animais foram classificados em jovens (até dois anos de
idade), adultos (de trés a sete anos de idade) ou idosos (acima de oito anos de idade) e,
quanto a raca foram divididos em sem raca definida (SRD) e com raca definida (CRD),
conforme informacdes cedidas pela DVZ. Variaveis relacionadas aos sinais clinicos de



CanL também foram consideradas na avaliagdo macroscépica, incluindo onicogrifose,
alopecia, descamacao, Ulcera oral, ulcera nasal®*? e escore corporal (escalade 1 a5
pontos: 1- caquético, costelas visiveis, sem cobertura de gordura, apresentando proe-
minéncias 6sseas palpaveis, evidente recuo abdominal com perda de massa muscular;
2 - baixo escore corporal, animais magros, costelas facilmente palpaveis com cobertura
minima de gordura, proeminéncias 0sseas facilmente palpaveis, recuo abdominal visi-
vel na regido do flanco e gordura abdominal minima; 3 - corpo médio, escore ideal,
costelas palpaveis com pequena camada de gordura, recuo abdominal bem proporcio-
nado e camada minima de gordura abdominal; 4 - excesso de peso, costelas dificeis de
serem palpadas com moderada cobertura de gordura, recuo abdominal minimo ou au-
sente, abdémen arredondado com moderada cobertura de gordura, 5- obesidade,
dificil palpa¢do de costelas, acentuados depdsitos de gordura, abdémen distendido
com depdsitos de gordura exagerados e depdsitos de gordura na regido lombar, face e
membros?¥. De acordo com as lesdes externas e internas na avaliagdo macroscopica,
os cdes foram classificados como assintomaticos ou sintomaticos!"”.

Alteracdes relacionadas a esplenomegalia e linfadenomegalia (regional ou generaliza-
da) também foram avaliadas no exame necroscopico. Avaliacdes histomorfologica e
imunohistoquimica foram realizadas nas amostras de baco e linfonodo axilar fixadas
em formalina tamponada neutra a 10% por 48 horas® e, sequencialmente, mantidas
em alcool 70% até o processamento histolégico e inclusdo em parafina.

Avaliagéo histopatologica
Dos blocos parafinados contendo amostras de baco e linfonodo foram confeccionados

cortes histologicos a espessura de 5 pm, os quais distendidos sobre [aminas histoldgi-
cas e corados por hematoxilina e eosina (HE)©?.

No baco foram consideradas a organizacao estrutural do tecido linfoide e a formacdo
de granuloma, conforme adaptado de Silva et al.?>. Para isso, atribuiram-se os escores
zero (0 - organizado), com foliculos linfoides apresentando todas as regides estruturais
desenvolvidas e delineadas, incluindo bainha linfocitaria periarteriolar distinta, centro
germinativo, zona do manto e zona marginal; um (1 - ligeiramente desorganizado),
quando havia foliculos linfoides com reducao na definicdo de uma regido ou discreta
desorganiza¢do de qualquer estrutura do nddulo linfatico, e discreta hiperplasia ou ra-
refacdo da polpa branca; dois (2 - moderadamente desorganizado), com polpa branca
evidente, porém, com regides pobremente definidas ou indistintas, e moderada hiper-
plasia linfoide; trés (3 - acentuadamente desorganizado), tecido linfoide indistinto ou
pouco diferenciado da polpa vermelha, com fibroplasia e acentuada hiperplasia folicu-
lar; e quatro (4 - granulomas bem definidos), em amostras com o tecido linfoide
acentuadamente desorganizado, com limites estabelecidos pela proliferacao de fibrose
e células epitelioides.

As amostras esplénicas classificadas com escores trés e quatro foram submetidas a co-
loracdo de Tricrémico de Masson, visando identificar e delimitar a formacdo da fibrose
no parénquima esplénico. Também no bag¢o foram consideradas as variaveis espessura
da capsula esplénica, periesplenite de acordo com o tipo do infiltrado inflamatério, he-
mossiderose, hematopoiese extramedular e macréfagos parasitados por formas
amastigotas de Leishmania spp.

Na avaliacdo do linfonodo foram adotados os critérios adaptados de Toplu and Aydo-



gan®), sendo consideradas as variaveis hiperplasia difusa cortical e paracortical; hiper-
plasia folicular com centro germinativo reativo em regido cortical; hiperplasia e
hipertrofia de macréfagos em seios subcapsulares e medulares; hiperplasia e hipertro-
fia dos cordBes medulares; espessamento capsular; tipo de infiltrado inflamatério
capsular; presenca ou auséncia de macréfagos com formas amastigotas de Leishmania
spp.; e edema em corddes e seios.

Avaliagdo imuno-histoquimica (IHQ)

Para a analise imuno-histoquimica, cortes histolégicos de 4 um foram dispostos em |a-
minas histolégicas silanizadas (StarFrost®) e submetidos a desparafinizacdo em xilol e
reidratacao em concentracdes decrescentes de etanol. A recuperacao antigénica foi re-
alizada em tampdo de citrato de sédio, pH 6,0, a 95 °C, por 30 minutos, em banho-
maria. A peroxidase enddgena foi bloqueada por imersao das sec¢des em perdxido de
hidrogénio a 30% e agua destilada na propor¢ao de 1:10, por 10 minutos. Para bloqueio
de ligacdes inespecificas as proteinas, as sec¢des foram incubadas em reagente back-
ground block (Cell Marque, Rocklin, CA), por 12 minutos, em temperatura ambiente. Em
seguida, os cortes foram incubados por 18 h, em temperatura entre 2-8 °C, com anti-
corpo policlonal anti-Leishmania, diluido a concentracdo de 1:1000 em diluente de
anticorpo (Diamond; Cell Marque, Rocklin, CA). Para a amplificacdao dos sinais foi utiliza-
do o kit HiDef Detection HRP Polymer System, em duas etapas, com a incubacao
sequencial de HiDef Detection™ Amplifier (Mouse e Rabbit), seguida de HiDef Detecti-
on™ HRP Polymer Detector (HiDef Detection HRP Polymer System; Cell Marque,
Rocklin, CA). Para a visualizacao das formas amastigotas de Leishmania spp. foi utilizado
o cromégeno DAB diluido em agua destilada e ureia, de acordo com as recomendacdes
do fabricante. As amostras foram contracoradas com hematoxilina de Harris, desidra-
tadas em etanol absoluto, clarificadas em xilol e cobertas com resina sintética e
laminula histolégica. Como controle positivo da reacdo foram utilizadas duas amostras
de tecido canino acentuadamente parasitadas com formas amastigotas de Leishmania
spp.

Para a avaliacao da intensidade parasitaria, os macréfagos com formas amastigotas de
Leishmania spp. foram contados em cinco campos com maior densidade de células pa-
rasitadas, a ampliacdo de 40x e auxilio de uma grade Optica de 1T mm? e um contador
manual de células. Em seguida, para cada animal foi obtida a média de macréfagos pa-
rasitados em cinco campos e atribuidos os escores de intensidade parasitaria, a saber:
ausente (quando nao observadas formas amastigotas), discreto a moderado (0,2 a 10
macréfagos parasitados), e acentuado (mais de 10 macréfagos parasitados)?2.

Andlise estatistica

Para as variaveis sexo, idade, raca, classificacao clinica e altera¢des histomorfolégicas
do baco e linfonodo foi empregada estatistica descritiva. Para a analise de concordan-
cia quanto ao numero de casos positivos aos exames histopatolégico e imuno-
histoquimico foi utilizado o teste ndao paramétrico Kappa, ao nivel de significancia de
5%, sendo, em seguida, aplicado o escore excelente (0,8 < k < 1), muito bom (0,6 <k <
0,8), bom (0,4 < k £0,6), razoavel (0,2 < k < 0,4) ou péssimo (k < 0,2), para determinar o
grau de concordancia entre os exames. Para a comparacdo da intensidade parasitaria
entre baco e linfonodo foi aplicado o teste de Mann-Whitney, considerando o nivel de
significancia de 5%. Para isso, foram utilizadas planilhas eletrénicas Excel 2016 e o
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software R, incluindo as bibliotecas “irr" e “stats”.

Resultados

Entre 0s 27 cdes reativos para leishmaniose nos testes DPP® e ELISA, 51,9% (n = 14) dos
animais eram jovens, 25,9% (n = 7) adultos e 22,2% (n = 6) idosos. Em relacdo ao sexo,
66,7% (n = 18) eram fémeas e 33,3% (n = 9) machos. Além disso, 51,9% (n = 14) eram
cdes de raca pura e 48,1% (n = 13) sem raca definida. A avaliacdo macroscépica 77,8%
(n=21) dos cdes apresentaram descamacdo cutanea, 55,5% (n=15) onicogrifose e 48,1%
(n=13) alopecia. Além disso, um cdo apresentou Ulcera nasal e outro Ulcera oral, o que
representa 3,7% para cada uma dessas alteracdes. Para a variavel escore corporal,
14,8% (n=4) dos animais apresentaram baixo escore corporal, 51,8% (n=14) médio es-
core corporal e 11,1% (n=3) discreto sobrepeso. O escore corporal ndo foi estabelecido
em seis animais. De acordo com as lesdes a avaliagdo macroscopica, 7,4% (n = 2) dos
caes foram assintomaticos e 92,6% (n = 25) sintomaticos.

A avaliacdo macroscopica 81,5% (n = 22) dos animais apresentavam esplenomegalia e
22,2% (n = 6) algum grau de nodulac¢ao esplénica (Figura 1). Além disso, 63,0% (n = 17)
dos cdes apresentaram linfadenomegalia generalizada, um cdo apresentou linfadeno-
megalia axilar e outro linfadenomegalia axilar e mandibular.

Avaliagdo histopatolégica
A avaliacdo histomorfolégica das amostras esplénicas evidenciou 100% (n = 27) dos
cdes com algum grau de desorganizacdo da arquitetura do bago (Tabela 1) e, entre es-

tes, 18,5% (n = 5) desenvolveram granulomas com evidéncia de fibrose confirmada a
coloracgdo de Tricrdmico de Masson (Figura 1).

Acrescente-se que, 55,6% (n = 15) dos animais apresentaram periesplenite com
celularidade variada (Tabela 1), 66,6% (n = 18) espessamento da capsula esplénica
(Figura 2) e 88,8% (n = 24) hematopoiese extramedular, caracterizada pela evidenciacao
de megacariécitos no parénquima esplénico. Além disso, 92,6% (n = 25) dos cdes
apresentavam algum grau de hemossiderose esplénica e em 14,8% (n = 4) havia
macrofagos esplénicos parasitados por Leishmania spp. (Figura 2). Duas das cinco
amostras classificadas ao escore quatro exibiram formas amastigotas de Leishmania
spp. no citoplasma de macréfagos.

2021, Cienc. Anim. Bras., V22, e-68909
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Figura 1. Baco de cdes reagentes para CanL aos testes DPP® e ELISA. A) Tecido
linfoide em escore dois de desorganizagao. Regides foliculares discretamente
desorganizadas e com pouca evidenciacdo e delimitacdo das regides linfoides.
HE. B) Tecido linfoide em escore trés de desorganiza¢do. Microarquitetura
esplénica difusamente desorganizada, com estruturas de foliculo linfoide
indistintas da polpa vermelha. HE. C) Aspecto macroscopico de um bacgo
exibindo esplenomegalia e superficie nodular difusa. D) Tecido linfoide em
escore quatro de desorganizagdao. O parénquima esplénico exibe granulomas
bem definidos. HE. E) Granuloma esplénico em maior aumento, evidenciando
infiltrado de linfécitos, plasmocitos e células epitelioides delimitados por fibrose
(seta). HE. F) Granuloma esplénico com evidenciacdo de células epitelioides
(cabeca da seta) e fibras colagenas (seta). Tricrdmico de Masson.

2021, Cienc. Anim. Bras., V22, e-68909



Tabela 1. Escores de desorganizacao do tecido linfoide esplénico e periesplenite no
baco de caes reagentes para leishmaniose aos testes DPP® e ELISA

Parametros Frequéncia %

Escores de desorganizac¢do do tecido linfoide esplénico 27 100.0
Escore O 0/27 0.0
Escore 1 fev.-27 7.4
Escore 2 14/27 51.9
Escore 3 jun.-27 22.2
Escore 4 mai.-27 18.5
Periesplenite 15/27 55.6
Linfocitos, plasmaocitos e macrofagos dez.-27 44.4
Linfécitos, plasmécitos e macréfagos com amastigotas fev.-27 7.4
Linfocitos e plasmocitos jan.-27 3.7

As alterag¢des histomorfolégicas no linfonodo incluiram hiperplasia cortical e paracorti-
cal difusa (96,3%, n = 26), hiperplasia folicular com centro germinativo reativo na regiao
cortical (55,6%, n = 15), hiperplasia e hipertrofia de macr6fagos no seio subcapsular
(70,3%, n = 19), hiperplasia e hipertrofia de macrofagos medulares (88,9%, n = 24) e hi-
perplasia e hipertrofia dos corddes medulares (100%, n = 27). Além disso, 22,2% (n = 6)
dos linfonodos apresentaram espessamento capsular devido a fibrose e 85,2% (n = 23)
espessamento devido a fibrose e infiltrado inflamatoério capsular. Entre aqueles com
infiltrado capsular, 59,3% (n = 16) eram do tipo linfoplasmocitico e 25,9% (n=7) do tipo
linfoplasmocitico e macrofagico. Ainda, 18,5% (n = 5) dos linfonodos apresentavam ma-
crofagos com formas amastigotas de Leishmania spp. e 40,7% (n=11) edema de corddes
e seios. A Figura 3 ilustra as principais alteracdes histomorfolégicas no linfonodo de
cdes reativos para leishmaniose aos testes DPP® e ELISA.
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Figura 2. Fotomicrografias do baco de cdes reativos para leishmaniose aos
testes DPP® e ELISA. A) Perisplenite. Capsula esplénica espessada e
intercalada com infiltrado inflamatério linfoplasmocitico e macrofagico
(asteriscos). HE. B) Acentuada deposicao de colageno (fibrose) na capsula
esplénica (seta). Tricromico de Masson. C) Formas amastigotas de Leishmania
spp. no citoplasma de macréfagos do parénquima esplénico (seta). HE. D)
Macrofagos proximos a capsula, exibindo formas amastigotas de Leishmania
spp. HE.

2021, Cienc. Anim. Bras., V22, e-68909
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Figura 3. Fotomicrografia do linfonodo de cdes reativos aos testes CanL para
DPP® e ELISA. A) Hiperplasia cortical e paracortical difusa. HE. B) Espessamento
capsular por fibrose (seta) e infiltrado inflamatorio (asterisco). Tricrdmico de
Masson. C) Infiltrado inflamatorio capsular (seta). HE. D) Formas amastigotas de
Leishmania spp. no citoplasma de macréfagos (seta) na regido cortical do septo
interfolicular. HE.

A técnica de IHQ foi constatada variada imunomarcacdo das formas amastigotas da
Leishmania spp. nas amostras de baco e linfonodo dos cdes reagentes para leishmani-
ose aos testes DPP® e ELISA (Figura 4), havendo 22,2% (n=6) de imunomarcacao
esplénica e 37,0% (n=10) no linfonodo.

A anadlise de concordancia quanto ao nimero de casos positivos aos exames histopato-
l6gico (n = 5, maior numero de amostras positivas entre o baco e linfonodo) e imuno-
histoquimico (n = 10, maior numero de amostras entre bag¢o e linfonodo) mostrou boa
concordancia (k = 0,55; p = 0,00124). A avalia¢do da intensidade parasitaria no baco e
linfonodo pela técnica de IHQ mostrou animais com escores ausente, discreto a mode-
rado e acentuado. Além disso, a comparacao da intensidade parasitaria ndo diferiu
entre baco e linfonodo a avaliacdo imuno-histoquimica (p = 0,23) (Tabela 2).

Os dados referentes a classificacdo dos escores de desorganiza¢ao do tecido linfoide e
intensidade parasitaria na técnica de imunohistoquimica estdo descritos na Tabela 3.
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Figura 4. Fotomicrografias do baco elinfonodo de cdes reativos para
leishmaniose aos testes DPP® e ELISA. Imunocoloracao de formas amastigotas

de Leishmania spp. no citoplasma de macréfagos do baco (setas) (A) e linfonodo
(setas) (B). IHC, anti-Leishmania.

Tabela 2. Distribuicdo dos escores e comparag¢do das médias da intensidade parasitaria
no baco e linfonodo pela técnica de IHQ

Orgao :,"atrear;ﬂg?ige n % Média (p=0,23)
Ausente 21/27 77.8
Baco Discreto a moderado  abr.-27 14.8 1.442
Acentuado fev.-27 7.4
Ausente 17127 63.0
Linfonodo Discreto a moderado  ago.-27 29.6 3.552
Acentuado fev.-27 7.4

n - numero de amostras; % - porcentagem; Média - de intensidade parasitaria; As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Tabela 3. Escores de desorganizacao do tecido linfoide e frequéncia da intensidade do
parasita

Frequéncia de casos Discreto a moderado

Escore Acentuado (%)

positivos (%) (%)
0 0/27 (0) 0(0) 0 (0)
1 0/27 (0) 0 (0) 0(0)
2 3/27 (11.1) 2(7.4) 1(3.7)
3 1/27 (3.7) 1(3.7) 0(0)
4 2/27 (7.4) 1(3.7) 1(3.7)
Discussao

Vinte e quatro dos 27 cdes reativos para CanL aos testes DDP® e ELISA eram sintomati-
COs, 0S quais apresentaram principalmente descamacao esfoliativa, onicogrifose e
alopecia. Estudos também mostraram que as lesées comuns na CanlL®?2?® incluem oni-
cogrifose!? (Cavalcanti et al., 2015) e lesdes cutaneas como descamacdo esfoliativa,
Ulceras e alopecia®”, além de baixo escore corporal”19, este Ultimo ndo observado na
maioria dos animais deste estudo. Assim, fatores como a resposta individual a doenca
e o grau de desenvolvimento das lesdes sistémicas podem mediar diretamente a pro-
gressao do CanlL e refletir na perda de peso dos animais afetados. Esplenomegalia‘? e
linfadenomegalia”'® também sdo descritos na maioria dos cdes desta pesquisa.

Alteracdes nos tecidos linfoides sdao frequentes nas infec¢bes por Leishmania spp.,
como o baco, que desempenha papel importante na CanL, pois possui componentes
da resposta imune e atua na interacdao com o parasito, o que reflete altera¢des morfo-
l6gicas"®, conforme observado no baco dos animais desta pesquisa. Essas alteracdes
incluem principalmente algum grau de desorganiza¢ao da microestrutura do tecido lin-
foide devido a reac¢Bes imunolodgicas contra o parasito®.

Todos os animais deste estudo exibiram algum grau de desorganizacdo estrutural es-
plénica, apresentando moderada desorganizacdo do tecido linfoide na maioria dos
casos, com regides foliculares pouco evidentes ou hiperplasia de foliculos linfoides. Ao
mesmo tempo, casos com formacdo de granulomas bem definidos em associa¢do ou
nao a formas amastigotas de Leishmania spp. foram observados, sem relacdo entre es-
sas altera¢bes e a presenca ou intensidade do parasita. Nesse contexto, Santana et
al."® e Silva et al.*® também descreveram altera¢des esplénicas em caes com CanlL, in-
cluindo atrofia ou hiperplasia do foliculo linfoide, resultando na perda de defini¢ao das
regides foliculares. Por outro lado, alguns autores tém descrito a formacdo de granulo-
mas frequentemente associada a carga parasitaria21,



A desorganiza¢do da arquitetura esplénica foi descrita em animais positivos para testes
sorologicos e negativos para testes parasitoldgicos na investigacao de CanlL, sugerindo
gue a causa desse achado pode estar relacionada a resposta inflamatéria prolongada
no bago, com consequente reduc¢do da carga parasitaria’’?®. Ademais, um estudo que
avaliou ratos infectados com Leishmania donavani, evidenciou alteracdes esplénicas es-
timuladas por altos niveis do fator de necrose tumoral (TNF), sem associacdo a carga
parasitaria®?. Embora ndo se tenha avaliado o TNF nesta pesquisa, pondera-se que
essa hipdtese possa justificar o fato de que todos os caes apresentaram alteracfes es-
plénicas, independente da presenca ou intensidade do parasito.

Apesar da desorganizacao da arquitetura esplénica ser um importante achado neste
estudo, amostras classificadas aos escores trés e quatro apresentaram acentuada de-
sorganiza¢ao da polpa branca e formacao de fibrose associada ou ndo a presenca do
parasito. Nesse sentido, Santana et al."® descreveram a ruptura da arquitetura espléni-
ca e formacao de fibrose em decorréncia da produ¢dao de uma teia reticular, visando
prevenir ou retardar a progressao do parasito a outros tecidos®39, Além disso, muitas
amostras deste estudo apresentavam periesplenite, possivelmente devido a extensao
da reacdo inflamatéria esplénica do parénquima, associada ou ndo a presenca do pa-
rasito nesses casos, o que também é frequentemente descrito nos casos de CanL, mas
comumente relacionado a carga parasitaria‘631:32),

Um numero relevante de animais com linfadenomegalia foi observado neste estudo,
sendo essa alteracdao frequente nos casos de CanL”'9, A avalia¢dao histopatoldgica do
linfonodo axilar evidenciou hiperplasia e hipertrofia das regides medular e cortical, sem
associacao aos sinais clinicos, corroborando os achados de Lima et al."?. No entanto, a
hipertrofia e hiperplasia de macréfagos nos seios capsulares e/ou medulares estao en-
tre as altera¢cdes mais frequentes nos linfonodos de cades infectados por Leishmania
spp.®), conforme também observado neste estudo. Ainda, Lima et al."® sugeriram que
a hiperplasia e a hipertrofia nas zonas cortical e medular associadas a inflamacdo cap-
sular cronica e difusa sao frequentes e justificam a ocorréncia de linfadenomegalia nos
casos de CanL.

Também, a maioria das amostras de linfonodo deste estudo exibia espessamento cap-
sular devido a infiltrado inflamatério linfoplasmocitico e macrofagico agregado a
fibrose, um dado frequente nos casos de CanL?. Nesse contexto, Giunchetti et al.*
descreveram que o infiltrado capsular é frequentemente composto por macréfagos,
incluindo a presenca de parasitos, porém, neste estudo, essas alteracdes nao foram
associadas a presenca de formas amastigotas de Leishmania spp.

A avaliagcdo histopatoldgica foi utilizada para observar as alteracdes morfoldgicas e
identificar formas amastigotas do parasito, sendo essa identificacdo também realizada
por IHC. Os resultados da identificacdo em ambas as avalia¢des foram comparados e,
na analise qualitativa, a imuno-histoquimica do baco e linfonodo expressou o melhor
resultado numérico, mas sem diferenca estatistica. Esse dado corrobora o descrito por
autores que apontam a técnica de IHQ como ferramenta complementar ao diagndstico
da CanL, por apresentar maior sensibilidade e especificidade®@'262733) Tafuri et al.?”
também relataram que a IHQ aumenta a eficacia dos testes de diagndstico em 50% em
comparacao a avaliacdo histopatoldgica e a coloracdao de hematoxilina-eosina. Por ou-
tro lado, a boa concordancia entre as avaliaces histopatoldgica e imuno-histoquimica



observada neste estudo, inferindo semelhanca entre os testes, pode se justificar pelo
pequeno numero de amostras, fato também citado por Xavier et al.?¥, quando compa-
raram os mesmos métodos de diagndstico para avaliar a intensidade parasitaria em
caes com CanL.

Além disso, ndo foi observada diferenca entre baco e linfonodo em relacao a intensida-
de parasitaria, indicando que ambos os 6rgaos sao Uteis ao diagndstico da CanL. No
entanto, ndo foram encontrados na literatura dados que ratificassem ou retificassem
tal resultado em relacdo a esses érgaos. Contudo, Paparcone et al.®® compararam dife-
rentes locais de colheita da medula 6ssea para o diagndstico de CanL e também nao
observaram diferenca quanto a intensidade do parasito. Apesar disso, os autores men-
cionaram que embora o linfonodo seja igualmente rico em parasitos, principalmente
em cdes sintomaticos, o acesso ao tecido linfoide nesse érgao pode ser limitado, prin-
cipalmente quando nao ha aumento de volume, o que comumente ocorre em animais
em estagio inicial da doenca ou naqueles assintomaticos crénicos.

Conclusoes

Baco e linfonodo de cdes reativos para leishmaniose aos testes DPP® e ELISA desenvol-
vem altera¢des histomorfoldgicas decorrentes das reacdes imunologicas causadas
pela doenca, independente da presenca do parasito e da carga parasitaria. No baco, a
desorganizac¢ao do tecido linfoide em diferentes graus compreende a principal altera-
cdo, sendo a esplenite granulomatosa a lesdao mais grave e, no linfonodo, prevalecem
hiperplasia e hipertrofia dos cordées medulares e hiperplasia das regides cortical e pa-
racortical. Além disso, o baco e o linfonodo apresentam carga parasitaria semelhante a
avaliacao imuno-histoquimica.
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