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RESUMO
As leishmanioses englobam doencas de carater zoon6tico que acometem o homem e diversas
espécies de animais silvestres e domesticos, em especial o cdo, que é um reservatério em
potencial. O processo infeccioso depende de fatores relacionado tanto do parasito quanto do
hospedeiro, e a sobrevivéncia de Leishmania sp. esta relacionada a evaséo do sistema imune do
hospedeiro. Faz-se imprescindivel o planejamento de novas pesquisas para se determinar quais
os fatores inerentes a resposta imuno-inflamatdria do cdo e as caracteristicas genéticas das
espécies de Leishmania viscerotropicas e dermotropicas que poderiam influenciar a patogénese
da doenca. O fator induzivel por hipdxial-alfa (HIF-1a) esta presente em situacdo de hipoxia
nos tecidos, e sua ativacdo é importante para a capacidade leishmanicida dos fagocitos. O fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) é 0 mais importante agente angiogénico relacionado
ao aumento da permeabilidade vascular e neovascularizacdo relacionadas a infeccOes
parasitarias. Diante disso 0 objetivo da pesquisa foi caracterizar in situ 0os marcadores da
inflamacdo como fator induzido por hipoxia (HIF-1a) e o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), para fins de esclarecimento da patogénese e diagndstico da leishmaniose
canina, através da técnica de imunohistoquimica. Vinte cées soropositivos para leishmaniose
visceral resgatados de Recife e Petrolina em 2020 e 2021 foram incluidos, os sinais e 0s
sintomas clinicos foram coletados através de ficha epidemioldgica e prontuarios, e a pesquisa
de antigénicos HIF-1a e VEGF nas lesdes caninas. O perfil epidemioldgico revelou que a
maioria dos cdes (62%) foram do sexo masculino com média de idade de 7 anos. Nove cdes
foram classificados como oligossintomatico e cinco como polissintomético. A avaliacdo clinica
revelou que a maioria dos cdes tinham dermatites, lesdes ulcerativas. O diagndstico de LVC foi
previamente confirmado pelos testes parasitoldgicos e sorolégicos. No entanto, a PCR
utilizando biopsias de lesdes cutaneas ndo foi capaz de detectar o DNA de Leishmania spp. Das
20 amostras de lesBes cutaneas positivas para leishmaniose visceral por mais de uma técnica de
diagndstico, 16 (80%) apresentaram amastigotas nas areas de dermatite papilar e reticular
(p<0,001). Nenhuma das amostras apresentou reacdo inflamatdria granulomatosa, mostrando
uma tendéncia do aumento de VEGF em areas de dermatite com grande quantidade de
amastigotas e maior expressao de HIF-1a. Pelo exposto, € possivel concluir, que a dermatite do
tipo ndo granulomatosa de caes favorece a manutencdo do parasito em cargas elevadas na

derme, o que poderia facilitar a sua disseminagdo para o sistema linfatico e visceras.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; biomarcadores; imuno-histoquimica.



ABSTRACT
The leishmaniases encompass zoonotic diseases that affect humans and several species of wild
and domestic animals, especially the dog, which is a potential reservoir. The infectious process
depends on factors related to both the parasite and the host, and the survival of Leishmania sp.
is related to evasion of the host immune system. Further research is essential to determine which
factors are inherent to the immune-inflammatory response of the dog and the genetic
characteristics of viscerotropic and dermotropic Leishmania species that might influence the
pathogenesis of the disease. Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a) is present in hypoxic
tissues, and its activation is important for the leishmanicidal capacity of phagocytes. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is the most important angiogenic agent related to increased
vascular permeability and neovascularization related to parasitic infections. Therefore, the aim
of this research was to characterize in situ markers of inflammation such as hypoxia-induced
factor (HIF-1a) and vascular endothelial growth factor (VEGF) for the purpose of clarifying
the pathogenesis and diagnosis of canine leishmaniasis using immunohistochemistry. Twenty
seropositive dogs for visceral leishmaniasis rescued from Recife and Petrolina in 2020 and 2021
were included, clinical signs and symptoms were collected through epidemiological records
and medical records, and the search for HIF-1o. and VEGF antigens in canine lesions. The
epidemiological profile revealed that most dogs (62%) were male with a mean age of 7 years.
Nine dogs were classified as oligosymptomatic and five as polysymptomatic. Clinical
evaluation revealed that most dogs had dermatitis, ulcerative lesions. The diagnosis of CVL
was previously confirmed by parasitological and serological tests. However, PCR using
biopsies of skin lesions was not able to detect Leishmania spp. DNA. Of the 20 skin lesion
samples positive for visceral leishmaniasis by more than one diagnostic technique, 16 (80%)
showed amastigotes in the areas of papillary and reticular dermatitis (p<0.001). None of the
samples showed granulomatous inflammatory reaction, showing a trend of increased VEGF in
areas of dermatitis with a large amount of amastigotes and higher expression of HIF-1a. From
the above, it can be concluded, that the nongranulomatous type dermatitis of dogs favors the
maintenance of the parasite in high loads in the dermis, which could facilitate its dissemination

to the lymphatic system and viscera.

Keywords: visceral leishmaniasis; biomarkers; immunehistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca infecto-parasitaria de importancia médica e veterinaria,
causada por protozodrios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e
género Leishmania (MARTINS et al., 2015). Sua transmissdo ocorre por meio de insetos-
vetores, denominados flebotomineos, e séo classicamente divididas em leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose tegumentar (L T), sendo causadas por diferentes espécies de parasitos, na
qual sdo digenéticos, desenvolvem-se com a forma promastigota no aparelho digestivo de
insetos flebotomineos e com a forma amastigota intracelular no sistema fagocitico mononuclear
dos hospedeiros vertebrados, como cées e humanos (AWASTHI et al., 2004; QUINNELL et
al., 2009).

E uma das doengas mais negligenciadas do mundo, afetando principalmente a populacio
pobre de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento por estar associada a desnutricao,
fraqueza do sistema imunolégico, habitacBGes precarias e falta de recursos. Ocorrem cerca de
500.000 casos/ano em humanos distribuidos pelos 60 paises onde é endémica, sendo 90% deles
na india, Bangladesh, Nepal, Sud&o, Etiopia e Brasil (WHO, 2016). E transmitida durante
repasto sanguineo pelo fleb6tomo hematdfago infectado e o céo infectado apresenta sindrome
clinica caracterizada por atrofia muscular, perda de peso, lesdes na pele e onicogrifose, porém
alguns canideos ndo apresentam esses sinais, mesmo apos meses ou anos de infeccdo (PINELLI
etal., 1994; DANTAS-TORRES, 2009; MATLASHEWSKI et al., 2011).

O Brasil representa 90% da incidéncia dos casos ocorridos na América Latina
(MISSAWA et al., 2008; QUINNELL; COURTENAY, 2009; BRASIL, 2010; COSTA, 2011),
onde o parasito Leishmania chagasi e L. infantum s&o os principais causadores da leishmaniose
visceral canina (LVC) (DANTAS TORRES, 2006; PINTO et al., 2011; FIGUEIREDO et al.,
2013). O cdo (Canis familiares) é um importante reservatorio desse parasito, tendo papel central
na transmissao a humanos, principalmente em regides de degradacdo ambiental associadas a
migracdo humana e ao processo de urbanizacéo, representando sério problema de salde publica
(PINTO et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2013).

O principal vetor biologico da leishmaniose visceral canina (LVC) sdo os insetos-fémeas,
da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae género Phlebotomus e
Lutzomyia (SHARMA; SINGH, 2008). Os principais hospedeiros mamiferos sdo roedores,
carnivoros e primatas, sendo o cao considerado o principal reservatorio e fonte de infeccao
domeéstica da L. infantum (DANTAS-TORRES, 2007; SOBRINO et al., 2008; WHO, 2016). A
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doenca ja foi identificada no céo, gato, canideos silvestres, marsupiais e roedores (BANETH,
2006). No Brasil, as raposas infectadas foram encontradas nas regides Nordeste, Sudeste e
Amazonica e também ja foram relatados casos de marsupiais infectados no Brasil e na
Coldmbia (LAINSON et al., 1990; BRASIL, 2006).

O processo infeccioso depende de fatores relacionado tanto ao parasito quanto ao
hospedeiro, e a sobrevivéncia da Leishmania sp. esta relacionada a evasdo do sistema imune do
hospedeiro (SACKS; SHER, et al., 2002). O papel mais relevante na luta contra a leishmaniose
¢ realizado pela resposta imune especifica. A resisténcia a infec¢do esta associada a um perfil
de secrecdo de citocinas, que possuem papel importante na inducéo dos linfocitos T do tipo Thl
e Th2. A imunidade protetora ¢é realizada através de uma resposta mediada pelos linfocitos Th1,
onde havera producdo de vérias citocinas (TNF-a, IL2, IL12, NIF, INF a-£ e pelo IFN-y),
responsaveis pela atividade leishmanicida dos macrofagos, por meio da producdo de oxido
nitrico (NO) para induzir apoptose celular e a eliminacdo do parasito (VIEIRA, 2014;
ZIMOVSKI, 2016). No entanto, a suscetibilidade & infeccdo esta associada a uma resposta do
tipo Th2, resultando na secrecdo de interleucinas (IL-4, IL5, IL-6, IL-10 e IL-13 e TGF- 5),
desencadeando a proliferacdo de linfocitos B e a producdo de anticorpos (VIEIRA, 2014;
CARNEIRO, 2016; ZIMOVSKI, 2016).

O fator induzivel por hipdxia 1-alfa (HIF-1a) estd presente em situacdo de hipdxia nos
tecidos, e sua ativacdo é importante para a capacidade leishmanicida dos fagécitos. Além disso
regula a producdo de diversas enzimas e ativa genes que participam da eritropoiese,
angiogénese e glicolise, que podem ter acBes protetoras ou nocivas para o organismo (FRAGA
et al; 2012; CARDOSO et al., 2015).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é o mais importante agente
angiogénico relacionado ao aumento da permeabilidade vascular e neovascularizacdo em
cancer e infeccBes parasitarias (NIZET; JOHSON, 2009). Ele tem importancia crucial para a
angiogénese, tanto natural como desencadeada por processos patoldgicos tais como:
crescimento tumoral, metéstase e em infecgdes com sinais clinicos de desordem epitelial, como
nas leishmanioses (FRAGA et al., 2012; YANG et al.,2015).

Na leishmaniose canina por se tratar de uma zoonose e 0 cao ser um reservatorio de alto
potencial, & imprescindivel a otimizacdo do seu diagndstico e progndstico, buscando-se
identificar novos marcadores que poderao ser Uteis para 0 monitoramento do curso clinico, das
respostas terapéuticas e da imunidade do animal. Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi

determinar in situ a presenca dos HIF-1a ¢ VEGF em lesdes dos caninos com leishmaniose.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MANIFESTACOES CLINICAS DA LEISHMANIOSE CANINA

A leishmaniose é uma doenga infecciosa sistémica, de evolugdo lenta e inicio insidioso.
Suas manifestacGes clinicas sdo dependentes do tipo de resposta imunologica expressa pelo
animal infectado. Dentre as alteracbes sistémicas, é possivel encontrar: hepatomegalia,
esplenomegalia, conjuntivite, inflamacdo das margens das palpebras, rinite, poliartrite
neutrofilica e glomerulonefrite. Essas alteracfes causam sinais clinicos como secre¢do ocular,
tosse, epistaxe, poliuria e polidipsia, ictericia, letargia, intolerancia a exercicios, febre, perda de
peso progressiva, perda muscular, vémito e diarreia, paralisia dos membros posteriores,
caquexia, inanicdo e morte, sintomas estes que podem ser confundidos com a cinomose (MAIA,
2013; BRASIL, 2014, FREIRE; MORAES, 2019).

A hipoalbuminemia também pode ser observada, estando relacionada ao catabolismo
proteico aumentado, a leséo renal, a desnutricdo ou ao defeito na sintese hepética decorrente da
inflamacdo do figado (GODOY et al., 2017). Estudos realizados por Godoy et al. (2017),
verificou-se a presenca dessa alteracdo em 68,3% das amostras estudadas. Com as alteracoes
nos valores dessas proteinas ha a inversdo da razdo albumina\globulina (A/G), e quanto maior
0 numero de sinais clinicos, maior € a concentracdo de imunoglobulina, justificando a menor
razdo A\G encontrada nos animais portadores da doenca (GODQY et al., 2017; TORRES
etal.,2017).

Cerca de 50% a 60% de todos os cées portadores de formas amastigotas ndo exibem
qualquer sinal clinico da doenca, e 20% destes animais apresentam parasitos na pele (ALVAR
et al., 2004; BANETH, 2006). Com o passar do tempo, pode haver progressdo para doenca
sintoméatica, a0 menos que a replicacdo das amastigotas seja cessada por mecanismos
imunologicos. Aproximadamente 15% dos animais infectados s&o clinicamente resistentes, ou
seja, capazes de se recuperar dos sintomas clinicos e eliminar os parasitos espontaneamente
(ALVAR et al.,, 2004), enquanto outros, considerados suscetiveis, sdo predispostos a
desenvolverem uma infeccdo e doencga sintomética (LITTLE, 2006).

A doenca no céo ¢ de evolucdo lenta e inicio insidioso. A leishmaniose visceral canina
é uma doenca sistémica severa cuja manifestacdes clinicas estdo intrinsecamente dependentes
do tipo de resposta imunoldgica expressa pelo animal infectado. O quadro clinico dos cées

infectados apresenta caracteristicas clinicas que varia do estagio assintomatico a um estagio
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grave da doenca. Inicialmente, os parasitos estdo presentes no local da picada. Posteriormente,
ocorre a infecgdo de visceras e eventualmente tornam-se distribuidos através da derme. A
alopecia causada pela infeccdo expde grandes areas da pele extensamente parasitada.
Classicamente a leishmaniose visceral canina (LVC) apresenta lesdes cutaneas, principalmente
descamacdo e eczema, em particular no espelho nasal e orelha, pequenas Ulceras rasas,
localizadas mais frequentemente ao nivel das orelhas, focinho, cauda e articulagdes e pelo
opaco. Nas fases mais adiantadas da doenca, observa-se, com grande frequéncia, onicogrifose,
esplenomegalia, linfoadenopatia, alopecia, dermatites, Ulceras de pele, ceratoconjuntivite,
coriza, apatia, diarreia, hemorragia intestinal, edema de patas e vémito, além da hiperqueratose
(Figura 1). Na fase final da infeccdo, ocorre em geral a paresia das patas posteriores, caquexia,
inanicdo e morte. Entretanto, cdes infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um
longo periodo (Brasil, 2014).

A classificacdo segundo os sinais clinicos apresentados nesses animais pode ser:

+ Caes assintomaticos: auséncia de sinais clinicos sugestivos da infec¢do por
Leishmania.

* Caes oligossintomaticos: presenga de adenopatia linfoide, pequena perda de peso e
pelo opaco.

* Cées sintomaticos: todos ou alguns sinais mais comuns da doenga como as alteragdes
cutaneas (alopecia, eczema furfuraceo, ulceras, hiperqueratose), onicogrifose, emagrecimento,

ceratoconjuntivite e paresia dos membros posteriores.
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Figura 1 - Classificacdo quadro clinico da leishmaniose visceral canina. A- Cédo com LV,
apresentando apatia, alopecia e lesées no corpo. B- Céo com onicogrifose. C- Cao com lesdes
de face e de orelha. D- C&o apresentando emagrecimento e apatia. E- Cdo com emagrecimento,
ceratoconjuntivite, lesdes de face e orelha.

Fonte: Brasil, 2014. Ministério da Saude. Adaptado.

2.2 CICLO BIOLOGICO E FORMAS DE TRANSMISSAO DA Leishmania spp.

O ciclo bioldgico de Leishmania sp. é heteroxénico, necessitando de dois hospedeiros,
sendo um deles o invertebrado, representado pelo inseto vetor, e por um hospedeiro vertebrado,
mamiferos representados por humanos, canideos silvestres e domésticos, marsupiais e roedores
(SCHLEIN et al., 1993).

A transmisséo inicia-se quando os insetos infectados picam o hospedeiro vertebrado,
apos a picada do flebotomineo infectado com Leishmania spp. (PETERS, 2008), os quais
podem contribuir direta ou indiretamente na eliminacdo do parasito. Na infeccdo por L.
amazonensis (NOVAIS et al., 2009) e na L. braziliensis (GUIMARAES-COSTA et al., 2009).
As formas promastigotas (extracelulares alongadas e flageladas, medindo entre 14 ¢ 20 um) do
parasito sdo regurgitadas e inoculadas. Estas formas possuem mecanismos que Ihes permitem
resistir a acdo de elementos presentes no sangue, principalmente o sistema complemento, e
estimular sua adesdo e endocitose pelos macréfagos. Em seguida, sdo fagocitadas por

macrofagos e se transformam na forma amastigota (arredondadas, medindo entre 2,1 e 3,2 um),
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dentro dos fagolisossomos. Esse ambiente, com pH intensamente &cido, estresses oxidativos e
proteoliticos, é essencial para a transformagdo na nova forma, sendo crucial ao sucesso da
infeccdo. Depois de sucessivos ciclos de replicacdo por divisdo binaria, as amastigotas podem
causar rompimento do macrofago, caindo no espaco intercelular, aonde virdo a ser fagocitadas
por outros macrdfagos e células do sistema fagocitico mononuclear (ALEXANDER et al.,
1999; MICHALICK, 2002)

O ciclo de transmissao de Leishmania inicia-se pelo repasto sanguineo de fémeas de
flebotomineos infectadas. Durante a picada as formas promastigotas sdo regurgitadas no
hospedeiro vertebrado, sendo fagocitadas por macrofagos onde se diferenciam em formas
amastigotas que se multiplicam por divisdo binaria até o rompimento da célula, liberando os
amastigotas que serdo fagocitadas por outros macrofagos. A fémea do flebotomineo ao picar o
hospedeiro mamifero infectado ingere juntamente com o sangue os macréfagos infectados que
no seu tubo digestivo se rompem e liberam as amastigotas e se diferenciam em formas
promastigotas que se multiplicam por fissdo binaria. O flebotomineo ao realizar um novo
repasto sanguineo, liberam as formas infectantes, dando assim continuidade ao ciclo
(GONTIJO; MELO, 2004; BRASIL, 2007), conforme visualizados na Figura 2.

Figura 2 - Ciclo biolégico da Leishmania sp.
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2.3 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

O cao domestico (Canis familiaris) desempenha grande importancia na epidemiologia
da LV em areas endémicas, pois é um reservatorio domeéstico da LV. Em areas silvestres outros
canideos desempenham papel semelhante (Cerdocyon thous e Dusicyon vetulus), além de
outros animais j& encontrados albergando L. chagasi, como marsupiais didelfideos (BRASIL,
2006). Existem também relatos indicando roedores como reservatorios da LV em areas rurais
e periurbanas (SILVA, 2007).

Leishmaniose visceral ¢ uma doenca com uma peculiar distribuicdo geogréafica. Em
alguns locais, como a india, Nepal e Africa, é uma doenca exclusivamente antropondtica, isto
é, SO é transmitida entre humanos. Porém, na China, no Oriente Médio, no Mediterraneo e nas
Ameéricas Central e do Sul, é uma zoonose, pois é transmitida entre animais e humanos
(COSTA, 2011).

Atualmente, a leishmaniose estd presente nas Américas, Europa, Africa e Asia, e
geralmente esta associada a pobreza, desnutri¢do, deslocamento populacional e mudancas
climéticas e ambientais. Estima-se uma prevaléncia mundial de 12 milhdes de casos, com uma
incidéncia anual de cerca de 50.000 a 90.000 novos casos de LV e entre 600.000 e 1 milh&o de
novos casos de LCL (OPAS 2019).

A notificacdo passou a ser obrigatoria no Brasil em 1978 e, ultimamente, todas as 24
unidades federativas brasileiras ja registraram casos autdctones da leishmaniose, distribuidas
em todas as cinco regides, sendo a regido Nordeste com o maior registro de casos do pais, cerca
de 49,1% dos casos, sendo mais incidente nos estados do Maranhdo, Ceard, Bahia, Piaui,
Pernambuco (BRASIL, 2021) (Figura 3). Geralmente a LV esta associada as areas xericas,
semiéridas, sendo originalmente uma doenca tipica de areas rurais e periurbanas (GONTIJO;
MELO, 2004).


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/19396368.2020.1753850
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Figura 3 - Casos de leishmaniose visceral por UF de infecgéo, Brasil, 2019.
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Fonte: Brasil. Ministério da Saude.

A incidéncia de LV nas Américas foi de 2,96 e 0,47 casos por 100.000 habitantes,
considerando a populacdo das areas de transmissdo e a populacdo total dos paises com
ocorréncia de casos de LV, respectivamente. Em 2019, quatro paises tiveram redugdo na
incidénciade LV (Brasil, Guatemala, Paraguai e Venezuela, enquanto 6 paises tiveram aumento

na taxa (Argentina, Bolivia, Colébmbia, Honduras, México e Uruguai).

No Brasil, foi registrado o menor nimero de casos de LV desde 2003, devido a uma
reducdo de 27% (937) dos casos. Por outro lado, a Argentina, o Paraguai e o Uruguai tiveram
um aumento de casos, e a Bolivia (Estado Plurinacional da) notificou um caso de LV ao Sisleish
pela primeira vez, embora a transmissdo autoctone ja tivesse sido confirmada em anos
anteriores (OPAS, 2020).

Na distribuicdo dos casos, incidéncia por 100.000 habitantes de casos de leishmaniose

visceral, 0 maior nimero de casos no Brasil ocorreu nos municipios de Fortaleza (Ceard) Séo
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Luis (Maranh&o), Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Belo Horizonte (Minas Gerais),
Teresina (Piaui), Maraba e Paraupebas (Para) e Araguaina (Tocantins) (OPAS, 2020) (Figura
4).

Figura 4 - Taxa de incidéncia de leishmaniose visceral por municipio de infeccéo. Brasil,
2019.
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Fonte: Brasil. Ministério da Saude.

2.4 EVOLUCAO DOS METODOS DIAGNOSTICOS

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagnostico de leishmaniose visceral
humana e canina. Muitos avan¢os tém ocorrido nos ultimos anos, mas a despeito do grande
namero de testes disponiveis para o diagnéstico da LV, nenhum apresenta 100% de
sensibilidade e especificidade. O diagndstico clinico € complexo, pois a doenga no homem pode

apresentar sinais e sintomas que s&o comuns a outras patologias.
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2.4.1 Diagnostico Parasitolégico

Até a década de 30, o diagndstico humano e os inquéritos caninos eram realizados por
meio dos exames diretos atraves da puncéo de figado, de baco, no entanto, esses exames apesar
de apresentar boa positividade dos casos, ndo séo eficazes para realizar uma cobertura total dos
animais positivos (RAMOS et al., 2019), devido sua invasividade. O diagnostico também pode
ser realizado através do raspado de pele. A confirmacéo parasitoldgica da leishmaniose visceral
é baseada na visualizacdo de amastigotas por exame microscopico de aspirados teciduais.
Apesar de sua alta especificidade, a sensibilidade nos diferentes métodos é variavel, sendo
maior em aspirados de bago (93-99%) do que na medula éssea (53-86%) ou linfonodo (53-
65%), no entanto, o aspirado do bago apresenta alto risco para o paciente devido a possiveis
complicacdes (por exemplo, ruptura do bago e sangramento ndo controlado); portanto, exige
cuidados muito rigorosos, como experiéncia e conhecimento técnico do operador, instalacdes
adequadas de servigos de saude e apoio para realizacdo de hemotransfus@es e cirurgias em caso
de emergéncia (PAHO, 2019).

A demonstracdo do parasito pode ser feita em material de bidpsia ou puncao aspirativa
do baco, figado, medula 6ssea ou linfonodos. O material obtido é utilizado para a confec¢do de
esfregaco ou impressdao em laminas para preparacdo histoldgicas. A especificidade destes
métodos € de 100%, mas a sensibilidade é muito variavel, pois a distribui¢do dos parasitas ndo
é homogénea no mesmo tecido. A sensibilidade mais alta (98%) ¢ alcancada quando se utiliza
aspirado do baco. As punc@es esplénicas e de medula dssea sdo consideradas procedimentos
invasivos e exigem ambientes apropriados para a coleta, ndo sendo procedimentos adequados
para estudos epidemioldgicos em larga escala, e muitas vezes sdo também inadequados para
diagnosticos individuais (SUNDAR et al., 2002).

2.4.2 Diagnostico Soroldgico

Exame soroldgico, realizado pela reacdo de fixacdo do complemento (RFC), foi
utilizado pela primeira vez, para diagnosticar a LV humana, em 1938 (SOUZA et al., 2013).
Em 1957, pesquisadores brasileiros descreveram a RFC para inquéritos caninos, com antigeno
extraido do bacilo da tuberculose, concluindo que, esta técnica possuia sensibilidade e
especificidade melhores que os exames diretos. Com a demonstragcdo da possibilidade de
aplicacdo da RFC em eluatos de sangue colhidos em papel de filtro, essa técnica tornou-se

largamente difundida (MARTINS et al., 2018), com vantagens sobre os demais métodos
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soroldgicos por ndo apresentar reagdes cruzadas com outras enfermidades, mesmo quando se
utilizam antigenos (BRASIL, 2014). Contudo, podem ocorrer reacdes cruzadas em titulos
baixos com a doenca de Chagas e a leishmaniose tegumentar americana (LTA). Nos casos de
LV, comumente sdo observados titulos elevados de anticorpos no soro, geralmente superiores
a 1:80, sendo que titulos inferiores a esse necessitam de confirmacao por outras metodologias
(BRASIL, 2014).

Diferentes técnicas soroldgicas tém sido utilizadas no diagnéstico da LV humana e
canina. A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizada desde a década de 60,
demonstra sensibilidade que varia de 90 a 100% e especificidade aproximada de 80% para
amostras de soro (NOLETO, et al., 2017). A especificidade desse teste é prejudicada devido a
presenca de reacdes cruzadas com doencas causadas por outros tripanossomatideos (NOLETO,
et al., 2017). A utilizacdo de formas amastigotas de L. donovani como antigeno nas RIFI
aumenta significativamente a sensibilidade, sem perder a especificidade do teste, resultando
numa maior precocidade do diagndstico frente a animais assintomaticos ou oligossintomaticos
(SANTOS et al., 2018).

A necessidade de uma técnica com alta sensibilidade e especificidade fez surgir, a partir
da década de 70, muitos estudos avaliando e aprimorando o ELISA-padrdo, assim como, as
diversas variagOes de ELISA como: Dot-ELISA, fucose manose ligant-ELISA ou FML-ELISA,
bovine submaxillary mucin-ELISA ou BSM-ELISA, Fast-ELISA, micro ELISA, entre outras.
O ensaio imunoenzimatico (ELISA) permite a triagem de muitas amostras utilizando
microplacas revestidas com antigeno e um espectrofotbmetro que determina os titulos de
anticorpos por densidade Optica. O potencial para quantificacdo absoluta de anticorpos torna o
ELISA uma ferramenta poderosa que é menos suscetivel ao viés do operador. Um de seus
pontos fortes é a possibilidade de usar combinacgdes de multiplos antigenos, aumentando assim
a sensibilidade e / ou especificidade do método (TRAVI et al., 2018).

A utilizacdo de antigenos recombinantes ou purificados como as glicoproteinas de
membranas gp63, gp72, gp70 e rK39 especificas do género Leishmania, melhoram a
sensibilidade e a especificidade da técnica. Entretanto, reacdes cruzadas com enfermidades
causadas por outros tripanossomatideos podem ainda ocorrer (BANETH, 2016; MEDEIROS et
al., 2021). O desempenho do rK39 pode variar de acordo com a marca usada, o rk28
desenvolvido mais recentemente tem apresentado alta sensibilidade no subcontinente indiano e
africano (acima de 95%) (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019). O antigeno recombinante rkK39 é
bem estudado e ja testado no Brasil especifico para as espécies do complexo L. donovani.

(MOLINET et al., 2013). O teste de imunocromatografia foi desenvolvido para o diagndstico
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da LV humana, e vem sendo aplicado em estudos para a LVC. O teste foi desenvolvido
utilizando-se o rK39 fixado em papel (Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani - TRALd)
e baseia-se na reagdo com o sangue, soro ou plasma do paciente. No Brasil, quando aplicado
em cdes de area endémica, a sensibilidade foi de 92% e a especificidade de 99,5% (GONTIJO,
MELO, 2004; Leal, 2007).

O teste de aglutinacdo direta (DAT) é baseado na aglutinacdo de promastigotas
de Leishmania corados com Coomassie tripsinizados por anticorpos anti- Leishmania. Foi o
primeiro teste sorol6gico desenvolvido para uso em campo. E simples, barato e confiavel, com
acuréacia clinica comprovada (SOUSA et al.,, 2011; ADAMS et al., 2012). Tem uma
sensibilidade e especificidade de 91% a 100% e 72% a 100%, respectivamente, mas a leitura
subjetiva dos titulos dos pontos finais leva a discrepancia do observador (ADAMS et al., 2012).
Apesar dessas desvantagens, o DAT é bem aceito como um teste sorologico de rotina
geralmente aplicado a muitas amostras. O teste de triagem de aglutinacdo rapida (FAST) é uma
modificacdo do DAT com base em uma Unica diluigcdo de soro acima do ponto de corte de soros
normais. Requer tempos de incubacdo mais curtos e foi otimizado para a triagem de grandes
populacdes de cdes (SCHALLIG et al., 2002).

O teste de imunofluorescéncia de anticorpos (IFAT) é o método soroldgico qualitativo
de referéncia para o diagndstico de CVL (PALTRINIERI et al., 2016). O uso da IFAT ¢ restrito
a ambientes laboratoriais porque necessita de equipamento especializado e pessoal treinado
(SOLANO-GALLEGO etal., 2014). A especificidade e sensibilidade sdo proximas a 100% em
animais sintomaticos. Algumas limitagdes notaveis sdo a reatividade cruzada com outros
patégenos, como tripanossomos.

O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina é um teste rapido de triagem fundamental
para as acGes de campo dos servicos municipais da Secretaria de Vigilancia em Salde. O teste
conta com a inovadora tecnologia de imuno-ensaio cromatografico Dual Path Platform (DPP®)
que amplia, consideravelmente, o nivel de sensibilidade e agilidade se comparada a outras
metodologias, possibilitando a deteccdo da doenca de forma mais répida (entre 15 e 20
minutos).

O teste permite 0 uso das amostras soro, plasma ou sangue total venoso. Além disso, 0
exame oferece diversos beneficios: facil execucdo em campo; leitura e interpretacdo simples;
maior sensibilidade e especificidade; capacidade de multi-testes aperfeicoada; uso tanto de
sistemas com conjugados liquidos quanto secos; por ser um teste de triagem, permite que apenas
0S casos positivos sejam levados para confirmacdo, desonerando, desta forma, o laboratorio
(Bio-Manguinhos/Fiocruz 2019).
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2.4.3 Diagnostico Molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica molecular muito utilizada no
diagnostico da LVC, pois ¢é altamente sensivel e especifica, possuindo entre 38% a 76% de
sensibilidade e 100% de especificidade (NISHIDA E DELMASCHIO, 2017; BARRIOS;
ALICIA, 2018; GALLUZZI et al., 2018). Porém, os resultados da PCR podem variar muito de
acordo com o tipo de amostra utilizada, metodologia usada na purificagdo do DNA e regido-
alvo escolhida para amplificacdo (HOLANDA et al., 2018).

O diagnostico molecular associado ao exame clinico, sorolégico e parasitologico
favorece a caracterizagdo epidemioldgica e o controle da infecgdo. A PCR convencional (cPCR)
e a PCR em tempo real (QPCR) sdo utilizadas para detectar o parasito a partir de moléculas de
DNA em varias amostras bioldgicas, porém, quando a carga parasitaria € baixa, falsos
resultados sdo comuns na rotina diagnostica (GONCALVES, 2018).

2.4.4 Diagnostico Imunohistoquimico

A técnica de imunohistoquimica (IHQ) é realizada a partir da identificacdo do parasito
em cortes de fragmentos de tecidos retirados de bidpsias, principalmente da face interna do
pavilhdo auricular de cées, onde sdo encontradas maiores concentragdes do parasito ou com
contetdo obtido da puncéo de linfonodos ou medula dssea (LIMA et al.,2013).

O exame consiste na associacdo do antigeno de Leishmania spp. com um anticorpo, em
seguida um segundo anticorpo ira se ligar ao primeiro, permitindo assim a visualizacdo do
antigeno (LIMA et al.,2013; GUERRA et al.,2016).

O emprego do método imunohistoquimico propicia melhores resultados, pois tem
maior contraste e melhor visualiza¢do, permitindo  aumento  na sensibilidade e
especificidade na deteccdo do agente. Esse teste possui de 70 % a 80 % de sensibilidade e
100% de especificidade, resultando em maior  sensibilidade e especificidade quando
comparada a histopatologica (LIMA et al., 2013; GUERRA et al.,2016; MUNFORD, 2016).

O diagndstico da LV C so deve ser estabelecido ap6s uma combinacgdo da sintomatologia
clinica apresentada pelo animal com o resultado de exames parasitologicos, soroldgicos ou
moleculares (FERRER, 1999; ALVAR et al., 2004).
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2.5 FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF) E FATOR
INDUZIDO POR HIPOXIA 1-alpha (HIF-1a) NAS LESOES POR Leishmania

O VEGF é um agente angiogénico que esta envolvido no aumento da permeabilidade
vascular (NIZET, JOHNSON, 2009) e, na inflamag&o granulomatosa, promovendo a migragéo
e ativacdo de macrofagos para o sitio infeccioso (NOGUEIRA, LATINI, NOGUEIRA, 2016).

Na infeccdo por leishmaniose as lesdes epiteliais encontradas nos quadros clinicos
podem estar associadas a hipdxia em camundongos (ARRAIS-SILVA et al., 2005) e em
humanos acometidos por leishmaniose cutanea (FRAGA et al., 2012).

Estudos com VEGF, HIF-1a e a enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em
material de leses humanas tem ajudado no monitoramento do curso clinico dos pacientes com
hanseniase (vichorwiana, tuberculoide, dimorfo). O HIF-1a esta presente em situagdes de
hipoxia nos tecidos, sua ativagdo é importante para a capacidade bactericida dos fagécitos, além
disso, regula a producéo de diversas enzimas, entre elas a INOS, que pode ter agao protetora ou
nociva para o organismo (CARDOSO et al., 2015; ZINKERNAGEL, JOHNSON, NIZET,
2007; SINGH et al, 2012; GORDAN, SIMON, 2007).

A expressdo de HIF pode ter efeitos distintos na regulagdo imunoldgica a depender do
tipo de célula (BHANDARI, NIZET, 2014). Um estudo comparou o efeito do HIF-1o em
fagdcitos mononucleares na leishmaniose cuténea induzida por L. major e na leishmaniose
visceral, mostrando que o HIF-1a atua como fator protetor na leishmaniose cutdnea, enquanto
na leishmaniose visceral ele atuou como fator prejudicial (SCHATZ, NEUBERT, RIEGER,
JANTSCH, 2018).

Outro estudo demonstrou que a ativagdo do HIF-1a no macrofago ¢ um fator protetor
para a Leishmania donovani, onde o crescimento intracelular do parasito foi favorecido na
presenca de HIF-1o contrapondo-se a atividade prejudicial a outros patdgenos como
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium dentre outras
bactérias. A infeccdo por L. donovani aumentou a transcri¢cdo de HIF-1a e sua estabilizagao,
bem como inibiu a atividade da prolina hidroxilase - PHD (SINGH, 2012).

Os vasos sanguineos tém uma participagdo estratégica na resposta imune inflamatoria,
com importante expressdo de citocinas, moléculas de adesdo, fatores de crescimento e fatores
hemostaticos por células endoteliais que podem ser identificados precocemente e auxiliar
clinicamente como biomarcadores de algumas doencas infecciosas (NOGUEIRA; LATINI;
NOGUEIRA, 2016).
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O VEGF é um dos mais importantes agentes angiogénicos relacionado ao aumento da
permeabilidade vascular e neovascularizacdo em céncer, retinopatia diabética, feridas,
degeneracdo macular relacionada a idade e infec¢cfes parasitarias (NIZET; JOHNSON, 2009).
O VEGEF se liga ao seu receptor presente em células endoteliais para que se inicie a angiogénese,
esses receptores séo chamados de VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 e a ativacdo do VEGF pode
ocorrer por inimeros estimulos, entre eles a hipdxia e a isquemia, e algumas citocinas. Em
situacOes de hipoxia, ocorre uma vasodilatacao periférica devido ao aumento do oxido nitrico
circulante e uma estabilizacdo do HIF-1a, e por consequéncia, um aumento nos niveis de VEGF
(NOCITI et al., 2015).

Estudo in vitro, realizados com diversas cepas de Leishmania spp. entre elas a L.
infantum e a L. donovani, demonstraram interacdo com fatores pro-angiogénicos como o VEGF
(ARDORE et al., 2014). N&o apenas os sinais clinicos de lesdo da pele na leishmaniose estdo
relacionados com quadros de hipdxia, o controle in vitro estava associado a uma possivel
diminuicdo das porcentagens de células infectadas (COLHONE et al., 2004). Por outro lado, a
promocdo da angiogénese pode também proporcionar um ambiente favoravel para o
desenvolvimento da leishmaniose, tendo como base o fato de que algumas moléculas
leishmanicidas tém potenciais anti-angiogénico (GALAL et al., 2009). Existem evidencias que
também algumas formas de Leishmania spp., como a L. donovani, pode ser capaz de ativar 0
fator indutor de hipoxia 1 (HIF-1) que regula a acdo do VEGF no intuito de auxiliar sua adesdo
e sobrevivéncia em macréfagos (SINGH et al., 2012).

A angiogénese aumenta o VEGF na inflamacéo granulomatosa, promovendo a migracao
e ativacdo de macrofagos para a regido (NOGUEIRA; LATINI; NOGUEIRA, 2016). A
ativacdo endotelial induz ao estimulo de moléculas que podem implicar na patogénese das
reacOes hansénicas (NOGUEIRA; LATINI; NOGUEIRA, 2016).

A expressdo de VEGF tem sido demonstrada por células epiteliais glomerulares
(poddcitos) (KRETZLER, 1998; SHULMAN, 1996) e por células tubulares (SIMON, 1995),
0s seus receptores estdo no endotélio dos glomérulos e nos capilares peritubulares (SIMON,
1998; THOMAS 2000). A presenca da hipdxia € um dos principais estimulos para 0 aumento
da expressdo do VEGF. Essa expressdo também pode ser regulada e influenciada por uma
grande variedade de hormdnios, fatores de crescimento, citocinas, como fator de crescimento
epidérmico, fator de crescimento transformador (TGF), fator de crescimento da placenta
(PIGF), fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I), angiotensina Il, IL-1 e IL-6. O
VEGF acarreta na proliferacdo de células endoteliais, aumenta a permeabilidade vascular e

medeia a vasodilatagdo do endotelio via aumento da producéo de oxido nitrico (NO) pela sintese
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NO endotelial (iNOS) (HOOD, 1998). Além disso, VEGF induz a proteina quimiotatica de
mondcitos 1 (MCP-1) (MARUMO, 1999) que consequentemente promove a quimiotaxia de

monocitos e expressdo de moléculas de adesdo (NEUFELD, 1999).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar in situ a presenca dos HIF-1a ¢ VEGF em lesdes dos caninos com leishmaniose

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever as caracteristicas das lesdes dermatologicas dos caninos;
Realizar a analise qualitativa dos niveis de HIF-1a e VEGF detectados nas lesdes, intensidade

de leve a acentuada;

Correlacionar os achados imunohistoquimicos com a histopatologia.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, no qual os cédes foram investigados para determinar
a presenca dos HIF-1o. e VEGF em lesdes dos caninos com leishmaniose, caracterizar in situ 0s
marcadores da inflamacéo: Fator induzido por hipdxia 1-alfa (HIF-1a) e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), para fins de esclarecimento da patogénese e construcdo de

alternativas no diagndstico da leishmaniose canina, através da técnica de imunohistoquimica.

4.2 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

As amostras clinicas dos cdes foram resgatadas através do Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV-UFRPE) e Centro de Vigilancia Ambiental
de Petrolina (CVA) os e dados clinicos epidemiologicos foram capturados a partir de um
formulério extraidos através do prontuario médico dos caes. A pesquisa e as analises de dados
foram realizadas pelo Programa de Pos-graduacdo em Morfotecnologia (PPGM) do
Departamento de Histologia e Embriologia - (DHE) no Centro de Biociéncias (CB) da
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. Os procedimentos de imuno-histoquimica foram
realizados no Departamento de Parasitologia CCS/UFPE e os procedimentos moleculares
foram realizados no Departamento de Parasitologia do Instituto Ageu Magalh&es IAM/Fiocruz
no periodo de marco de 2020 a dezembro de 2021.

4.3 AMOSTRAS

Neste estudo, foram resgatados 20 blocos de biopsia parafinada de lesdes cutaneas em
cdes do municipio de Recife e de Petrolina, Pernambuco, Brasil, com diagnéstico confirmado
de leishmaniose. O diagnostico foi confirmado em todos 0s casos por meio de bidpsia, exame
parasitologico direto. Apesar da limitacao de alguns dados clinicos das les@es, todas as amostras
foram de lesdes cutanea da regido do cotovelo. Essas amostras foram coletadas de 20 cées no
periodo de 2020 e 2021.
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Foram avaliados 20 cdes soropositivos para Leishmania sp. dos quais foram colhidas
bidpsias das lesbes de pele da regido de cotovelo para investigacdo histopatoldgica e
identificacdo molecular da espécie parasitaria, esses materiais foram coletados no ambulatorio
do HV-UFRPE e CVA de Petrolina.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de ética em Uso de Animais CEUA da
Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o protocolo (1983220520) em anexo. Os
proprietarios dos animais foram convidados a participar da pesquisa e, apds o aceite, assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice A), autorizando a utilizagédo

do material coletado para fins cientificos.

A coleta de biopsia foi realizada em total de 20 amostras de lesbes de pele de 20 cées
com leishmaniose, sendo 16 cdes coletados do municipio de Recife e quatro do municipio de
Petrolina positivas pelo teste parasitolégico, conforme visualizados no fluxograma abaixo
(Figura 5).

Para cada animal, o estado clinico foi avaliado e os achados foram registrados em
formulario especifico, antes da coleta das amostras. Os seguintes sinais / sintomas foram
investigados: perda de peso, hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, dermatite ulcerativa /
seborreica, alopecia generalizada ou localizada, onicogrifose. A partir desses achados, cada
animal foi classificado como assintomatico (sem sinais / sintomas sugestivos de CVL),
oligossintomatico (um a trés sinais clinicos, por exemplo, cdes com adenopatia linfoide, perda

de peso e cabelo opaco) e polissintomatico (mais de trés sinais / sintomas).

Apbs avaliacdo clinica, as coletas de biopsia de pele dos cées foram realizadas e cada
amostra foi identificada de forma precisa e devidamente transportada para o laboratério, onde
foram processadas em blocos de parafinas e armazenadas em freezer (—20°C) até o

processamento.
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Figura 5 - Fluxograma de coleta e diagnostico em cdes com leishmaniose visceral
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4.4 DIAGNOSTICO

Foram coletados biopsia de lesdo cutdnea para realizacdo de testes parasitologico e
histopatolégico de pele na regido do cotovelo de cada animal prospectivamente, assim como,
testes soroldgicos tambem foram realizados na rotina clinica do hospital veterinario, como TR
DPP e ELISA, teste molecular para a identificacdo da espécie de Leishmania e testes

imunohistoquimico para determinar a presenca de dos marcadores HIF-1a e VEGF.
4.4.1 Dual Path Platform - DPP

O TR DPP (Dual Path Platform) Leishmaniose Visceral Canina € um teste de triagem
imunocromotografico de uso Unico para deteccdo, em cdes, de anticorpos especificos para
Leishmania, em soro, plasma ou sangue total venoso. O TR DPP foi realizado em amostra de
sangue dos 20 cdes do estudo, oferecendo o resultado em cerca de 15 minutos. Todos foram

positivos.
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O Ministério da Saude (MS) recomenda para o diagnostico da Leishmaniose Visceral
Canina (LVC), dois testes sorologicos (TR-DPP — teste de triagem e ELISA — teste

confirmatorio). Considera-se o animal infectado quando os dois exames sdo reagentes.

4.4.2 Diagnostico Parasitoldgico

A visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania sp. pela analise microscopica de
aspirado de linfonodos, medula dssea ou baco € o teste confirmatdrio para a LV (Ministério da
Saude, 2006b). Foi realizado o teste parasitolégico em aspirado de linfonodo, medula éssea e
tecido cuténeo das lesdes dos cdes, foi usada a técnica da coloracdo pandética. O teste
parasitologico da lesdo cutanea foi realizado através de raspado/imprint e corado pelo método

Panotico Rapido (Webinar Panotico® Laborclin), seguindo o protocolo do fabricante.

4.4.3 Diagnostico Histopatoldgico

Para o diagnostico histopatoldgico, os cortes histoldgicos foram corados com HE
seguindo os procedimentos histolégicos padroes: desparafinizacdo em xilol, seguida por trés
solugdes sequenciais de alcool absoluto finalizando com 6 mergulhos com agua corrente. Para
a coloracdo de ndcleo as Idminas permaneceram em um corante basico de hematoxilina por 4 a
6 minutos e foram lavadas em agua corrente (6 mergulhos). Em seguida as laminas foram
mergulhadas rapidamente em &lcool 70%, lavadas com &gua corrente por 10 minuto e
submetidas a 6 mergulhos em alcool a 80%. Para coloracdo de citoplasma as laminas
permaneceram por 30 segundos em um corante acido denominado Eosina. Em seguida o tecido
foi desidratado em alcool a 95% (6 mergulhos) e alcool absoluto I e 11 (6 mergulhos em cada)
e clarificados em xilol I, Il e 11l (6 mergulhos em cada) finalizando com as montagens das

laminas.

4.4.4 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA
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O ELISA consiste na reacdo de anticorpos presentes nos soros com antigenos sollveis
e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro.

Esse antigeno € adsorvido em microplacas e os soros diluidos (controle do teste e das
amostras) sdo adicionados posteriormente. Os anticorpos especificos no soro vao se fixar aos
antigenos. A visualizac&o da reag¢do ocorre quando adicionada uma anti-imunoglobulina de céo
marcada com a enzima peroxidase, que se ligard aos anticorpos especificos caso estejam
presentes, gerando um produto colorido que poderd ser medido por espectrofotometria. O
resultado considerado reagente é aquele que apresente o valor da densidade Otica igual ou
superior a trés desvios-padrdo do ponto de corte (Cut-Off) do resultado do controle negativo
(Ministério da Saude, 2006b).

4.4.5 ldentificacdo de Espécies de Leishmania

Os espécimes foram obtidos por meio de procedimento usando punch de 5mm, e
imediatamente submetidas a fixacdo em formalina tamponada por no minimo 24 horas. Em
seguida estas amostras foram desidratadas em gradiente de etanol, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina, conforme procedimento padrdo. As amostras foram processadas, sendo
realizados cinco cortes histolégicos de 3um de espessura utilizando-se micrétomo (Leica
Microsystems RM 2025). Os cortes histoldgicos foram coletados com auxilio de pingas estéreis

e transferidos diretamente para microtubos de 1,5 mL, previamente identificados.

A desparafinizacdo das amostras de biopsia foi realizada através do aquecimento dos
cortes em laminas sobrepostas em agitador magnético com aquecimento para o derretimento da
parafina. O tecido de pele foi cuidadosamente transferido para um microtubo de 1,5mL e
adicionado 20 pL de solugédo de proteinase K, sendo as amostras incubadas em banho-seco a

56°C por 1h, seguida de incubacdo de 200 pL de tampéo de lise a 90°C por mais 1h.
Extracéo de DNA

O DNA foi extraido seguindo o protocolo da Pomega ReliaPrep™ DNA Miniprep
System de acordo com o fabricante, com algumas modificagdes.

Ap0s o periodo de incubacdo os tubos contendo 200uL da solucdo de lise Cell Lysis
Buffer (CLD) e 20pL de proteinase K (PK) foram homogeneizados durante 10 segundos. Foi
adicionado Binding Buffer (BBA). As amostras foram transferidas para colunas de purificacdo
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acopladas a tubos de coleta e submetidas a centrifugacdo a 13.000 rpm por 1 min. Os residuos
resultantes foram descartados, sendo em seguida adicionados 500 pL de Column Wash Solution
(CWD) as colunas, que foram novamente centrifugadas a 13.000 rpm por 1 min. Nesta etapa,
os residuos foram descartados e realizada a adi¢do de 500 pL de Column Wash Solution (CWD)
as colunas, que foram homogeneizadas e submetidas a nova centrifugacdo. Apos o descarte dos
residuos, as colunas foram transferidas para novos microtubos de 1,5mL, adicionadas de 50 pL
de agua livre de nucleases e, apds cinco minutos de incubacéo, centrifugadas a 13.000 rpm por
cinco minutos. O DNA extraido foi identificado com data do processamento e o codigo da

extracdo, sendo mantidos a -20°C.

Reacédo em Cadeia de Polimerase - PCR

ApoGs a extracdo, as amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo por PCR
utilizando a plataforma Biorad™. A PCR foi realizada com o kit da Qiagen Top Taq Master
Mix Kit de acordo com o protocolo do fabricante. A amplificacdo do DNA da regido espacgador
interno  transcrito 1 (ITS-1) foi realizada com os primers LITSR (5°-
CTGGATCATTTCCGATG-3") e L5.8S (5’-TGATACCACTTATCGCCACTT-3) (Schonian
etal., 2011). As reacdes foram realizadas num volume final de 25uL, sendo 5uL de amostra de
DNA e 5L de coral load, 13 pL do reagente Universal Master mix (Qiagen, USA), 1 uL de
cada um dos iniciadores LITSR e L5.8S. A amplificacdo ocorreu utilizando o seguinte
protocolo: desnaturacgéo inicial de 95°C por 3 minutos, e desnaturacéo de 95°C por 40 segundos;
anelamento de 53°C por 45 segundos; extensdo de 72°C por 1 minuto e extensao final de 72°C
por 6 minutos. Dois controles positivos foram usados com cepa de Leishmania infantum e
Leishmania braziliensis e, para controle negativo, foram usados apenas reagentes da PCR, sem
a adicdo de DNA.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizado em
espectrofotdbmetro e digitalizado através do software L.PIX Loccus Biothecnology

(Thermofisher — USA), usando um marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

4.4.6 Imunohistoquimica para os marcadores HIF-1a ¢ VEGF

As amostras submetidas a imunohistoquimica (IMQ), inicialmente foram submetidas a
desparafinizacdes com xilol I 1l e I1l, cinco minutos cada. Seguido da hidratacdo com alcool
decrescente absoluto a 70%, cinco minutos cada e lavado trés vezes com agua destilada. Para

recuperacao antigénica utilizou-se tampao citrato a 10mp, pH 6, trés ciclos de trés minutos cada
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em microondas com poténcia baixa. Seguida de trés lavagens de 5 minutos em PBS 0,05 M
+0,2% TWEEN 20. Bloqueio de sitios inespecificos foi executado por meio do Serum Blocking
Soluction do kit Histostain® - SP, Broad Spectrum (HRP); incubado durante 30” em camara
umida. Os anticorpos primarios (VEGF/HIF-1a) anti-VEGF policlonal de coelho (EUA) / anti-
HIF-1a policlonal de coelho (EUA), foram diluidos em 1:400 em solucdo tamponada de PBS-
BSA 1% em camara Umida por 14 — 16 horas (overnight) a 4°C. Seguida de trés lavagens com
PBS 0,05 M +0,2% TWEEN 20. O consumo de peroxidase endogena foi realizado por meio da
incubacdo com H202 5% em metanol por 45”. Seguida de trés lavagens com PBS 0,05 M
+0,2% TWEEN 20. Ap0s esta etapa, as laminas de tegumento foram incubadas com anticorpo
secundario (Kit Histostain® - SP, Broad Spectrum - HRP, Invitrogen) por 30 minutos, seguido
do HRP — Streptavidin por 30 minutos. Seguida de trés lavagens com PBS 0,05 M +0,2%
TWEEN 20. A reagéo foi revelada com cromégeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB) 15 minutos
no escuro e contra corados pela hematoxilina de Harris (HE) dois minutos. Em seguida as
laminas foram desidratadas com alcool crescente 70% & absoluto, cinco minutos cada. Seguida
da diafanizacao em xilol I e Il durante cinco minutos cada. E por fim a montagem e as laminas

foram analisadas em microscopio optico, utilizando-se a objetiva de 40x.

4.5 ANALISES ESTATISTICA

As varidveis categoricas foram apresentadas por meio de frequéncias relativas e
absolutas. A idade foi apresentada pela média e desvio padrdo e as demais varidveis continuas
foram apresentados como mediana e quartis. A associacdo entre a intensidade da inflamacéo e
a caracterizacao celular foi realizada através do teste de Qui quadrado para tendéncia linear. A
associacdao entre as varidveis ordinais foi avaliada através do teste ndo-paramétrico de
correlacdo de Spearman com a seguinte interpretacdo: 0-0,19 correlacdo desprezivel; 0,20-0,39
fraca; 0,40-0,59 moderada; 0,60-0,79 substancial; e 0,80- 1,00 muito forte. Para comparacdes
entre subgrupos dicotdmicos de variaveis ordinais, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. Todos os testes foram bicaudados e os valores finais de p abaixo de 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todas as analises foram conduzidas em linguagem
R (R Core Team, 2021).

4.6 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de ética em Uso de Animais CEUA da

Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o protocolo (1983220520) em anexo, seguido
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as resolucdes normativas da CONCEA e Diretriz Brasileira para o cuidado e utilizacdo de
animais em atividade de ensino e de pesquisa (DBCA). Os proprietarios dos animais foram
convidados a participar da pesquisa e, ap0s 0 aceite, assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido - TCLE, autorizando a utilizacdo do material coletado para fins cientificos.


https://www.cpqam.fiocruz.br/uploads/Arquivos/004a22c1-ae54-486b-b40d-8d3e47a9cc9a.pdf
https://www.cpqam.fiocruz.br/uploads/Arquivos/004a22c1-ae54-486b-b40d-8d3e47a9cc9a.pdf
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5 ANALISE DO FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR E DO
FATOR INDUZIDO POR HIPOXIA 1 — ALPHA EM LESOES DE LEISHMANIOSE
CANINA

Introducéo

Leishmaniose visceral canina (LVVC) sdo doengas emergentes com alta prevaléncia nos
paises latino-americanos, causadas principalmente pela Leishmania (L.) infantum. A LVC tem
um grande impacto na saude publica brasileira visto que, os cdes domésticos sdo 0sS
reservatorios peri-domiciliares de LV mais importantes nas areas urbanas e periurbanas (Reis
et al., 2009).

LVC apresenta uma grande diversidade de manifestagdes clinicas, que vao desde sinais
clinicos, alteracbes bioquimicas / hematoldgicas e histologicas até alteracGes
histopatoldgicas. A carga parasitaria varia em diferentes cdes infectados e de acordo com
orgdos-alvo, como pele, medula 6ssea, baco, figado e ganglios linfaticos. Aléem disso, a
presenca de sinais como alopecia, dermatite, onicogrifose, perda de peso e esplenomegalia
ocorrem em pelo menos 50% dos cées infectados (Giunchetti et al., 2019).

A hipoxia é uma caracteristica comum em tecidos lesados e infectados. O fator induzivel
por hipoxia la (HIF-lo) medeia respostas celulares a hipoxia como também o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (Aradjo et al., 2012). O VEGF é uma citocina passivel
de ser induzida por hipoxia, cujos mecanismos patogénicos ainda ndo estdo esclarecidos.

Existem evidencias que também algumas formas de Leishmania spp., como a L.
donovani, pode ser capaz de ativar o fator indutor de hipoxia 1 (HIF-1) que regula a acdo do
VEGF no intuito de auxiliar sua ades&o e sobrevivéncia em macréfagos (Singh et al., 2012).

O efeito do HIF-1a em fagdcitos mononucleares na leishmaninose pode apresentar-se
como fator protetor na leishmaniose cutanea, enquanto na leishmaniose visceral, como fator
prejudicial (Schatz, Neubert, Rieger, Jantsch, 2018).

Diante do exposto, 0 objetivo do estudo foi caracterizar in situ 0os marcadores da
inflamacdo fator induzido por hipoxia alfa (HIF-1a) e o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), para fins de esclarecimento da patogénese e construcao de alternativas no diagndstico

canina, através da técnica de imunohistogquimica.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/visceral-leishmaniasis
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/parasite-load
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lymph-node

41

Resultados

A descricdo do perfil epidemioldgico mostrou que 10 (62%) cées eram do sexo
masculino, seis (38%) do sexo feminino e quatro ndo tiveram sexo identificado. Todos os cées
eram sem raca definida, com media de 7 anos de idade, variando entre 3 e 9 anos. Quanto as
analises qualitativas, podem ser demonstradas da seguinte forma: presenca de alopecia,
onicogrifose, dermatite descamativa generalizada e ulcerativa local, descamacao local ou
generalizada (Tabela 1). A partir desses achados, seis cdes foram classificados como
assintomatico, nove como oligossintomético e cinco classificados como polissintomatico. A
avaliacdo clinica revelou que a maioria dos cées tinham dermatites, lesdes ulcerativas. Outros
aspectos clinicos foram observados, como linfadenomegalia, anaplasma, erliquiose,

dirofilariose em alguns cées.

O diagnostico de LVC foi previamente confirmado pelos testes parasitologicos e
soroldgicos. No entanto, a PCR utilizando biopsias de les6es cutaneas nao foi capaz de detectar
0 DNA de Leishmania spp.

A avaliacdo histopatoldgica dos tecidos de cdes naturalmente infectados com
Leishmania spp. consistiu em dermatite ulcerativa cronica grave associada a estruturas
parasitarias intralesionais consistentes com Leishmania amastigotas (Figura 2).

Na andlise histologica foi constatado que 6 (30%) das lesdes apresentaram forte
intensidade (>50%) da dermatite papilar. E 5 (25%) das lesGes apresentaram forte intensidade
(>50%) na dermatite reticular. Com relacdo a proliferacdo vascular papilar, 2 (10%)
apresentaram forte intensidade (>50%). E 10 (50%) apresentaram forte intensidade (>50%) da
proliferacdo vascular reticular.

Na anélise imunohistoquimica os niveis de intensidade dos marcadores HIF-1a e VEGF,
0s resultados mostraram que a maioria das lesdes apresentaram forte intensidade (>50% campo)
10 (56%) para HIF-1a e 10 (50%) para VEGF (Figura 3 e 4). Enquanto 2 (11%) apresentaram
intensidade leve (<25% campo) para HIF-1a e 2 (10%) apresentaram intensidade moderada
(25-50% campo) para VEGF (Tabela 2). O perfil de leucécitos (macréfagos p=000,1; linfécitos
p=0,009; plasmdcitos p=0,002; polimorfonucleares p=0,020; e eosinofilos p=0,001) foi
significativamente associado a inflamagéo dermatite (Tabela 3).

A analise de Spearman demonstrou que quanto maior a carga parasitaria maior a
intensidade da inflamacdo papilar (p<0,001) (Gréfico 1) e inflamacdo reticular (p<0,001)

(Gréfico 2). Ndo houve associacdo entre os marcadores HIF-1o. ¢ VEGF com a dermatite, e
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entre VEGF com proliferagdo vascular, assim como também entre HIF-1a ¢ VEGF e a carga
parasitaria. N&o houve correlacdo entre os marcadores HIF-1a ¢ VEGF (Grafico 3).

Discussao

Neste estudo, exame parasitologico direto revelou a presencga de Leishmania sp. em cées
clinicamente com pele saudaveis, bem como na pele lesional, independentemente do status da
clinica, sugerindo que a migracdo de parasitas da pele para as visceras (Queiroz et al., 2011).
Né&o foi detectado DNA de Leishmania em nenhuma das lesdes cuténeas. 1sso pode ter ocorrido
devido a escassez de material biologico nos blocos de lesdo parafinados utilizando 3um de
espessura. Causas ndo naturais de variabilidade como: méo de obra, método de trabalho e meios
de medicao do material genético sdo fatores que podem interferir na qualidade e quantificacédo
do DNA extraido do material biol6gico em blocos de parafina (Scorsato; Telles, 2011).

Detectamos seis cdes assintomatico, nove oligossintomatico e cinco polissintomatico,
sendo deste ultimo, trés destes apresentaram leve a intensa reacdo inflamatdria com uma carga
de amastigota de Leishmania em numerosas células mononucleares na derme, particularmente
macrofagos, indicando que a carga parasitaria pode estar associada com a intensidade de
inflamacdo. Entre os assintomaticos e o0s oligossintomaticos observamos que reagdo
inflamatdria e a carga parasitaria variou de leve a intensa. A alta carga parasitaria se relaciona
com a imunossupressao mediada por linfocitos, a apesar de a presenca ou auséncia de sintomas
ndo depender da carga parasitaria (Catuongo et al., 2020). De acordo com Chagas (2019) o
tecido cutaneo apresenta a correlacdo mais forte com o escore clinico em comparacdo aos
demais tecidos, sendo o0 mais indicado para o diagnostico e monitoramento da infec¢do por
Leishmania infantum em animais sem manifestacGes clinicas ou com diferentes graus de
severidade da doenca.

O granuloma de macréfago intacto sem necrose, lise de macréfago com necrose e
ativacdo de macréfago com formacdo de granuloma séo respostas do hospedeiro contra
Leishmania. Apesar da leishmaniose ser considerada infeccdes granulomatosas (Giorgio et al.,
2020), nenhum granuloma induzido durante a leishmaniose foi observado nas lesdes.

Neste estudo, demonstramos que o0 HIF-la esta presente nas lesfes cutaneas
de Leishmania ricas em macrdfagos, corroborando com o estudo de Fraga et al. (2012). Assim
como o VEGF também foi comumente encontrado em lesGes cutineas de cdes. Estudos
exibiram quantidades substanciais de HIF-1a. ¢ VEGF em lesoes cutaneas agudas em humanos

infectados com Leishmania sp. e camundongos infectados com L. major (Weinkopff et al.
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2019). A infeccdo de macrofagos por L. donovani ou L. amazonensis tem resultado no acimulo
de HIF-1a (Singh et al., 2012). Na andlise de Spearman, ndo houve correlacdo entre HIF-1a e
VEGF, assim como, entre a carga parasitaria, proliferacdo vascular e a dermatite. Em
contrapartida, em outro estudo houve correlacdo do HIF-1a entre VEGF e outras proteinas
(Fraga et al., 2012).

Os macréfagos e eosinofilos séo os tipos de células predominante que expressa HIF-1a
e VEGF durante a infec¢do por Leishmania, conforme ja foi relatado (Weinkopff et al. 2019).
A expressdo de HIF-1a em fagdcitos mononucleares favorece o desenvolvimento de
leishmaniose visceral no baco e medula Ossea (Schatz et al., 2016). Os macréfagos
desempenham um papel duplo na infeccdo, uma vez que ndo servem apenas como hospedeiros
permissivos, mas também como células efetoras anti- Leishmania (Volpedo et al., 2021).

Os monacitos, junto com os neutrofilos, sdo as primeiras populacdes de células imunes
a serem recrutadas ap6s a infeccdo de Leishmania (Volpedo et al., 2021). Granuldcitos
polimorfonucleares sdo rapidamente atraidos para o local da infec¢cdo, desempenhando um
papel bastante prejudicial na leishmaniose tegumentar (Schatz et al., 2016).

O papel da resposta imune da progressdo da leishmaniose visceral e cargas parasitarias
representa uma abordagem importante para a compreensdo da imunopatologia na LVC. Caes
com formas clinicas graves de LVC e alta densidade parasitaria apresentaram aumento do
infiltrado inflamatério na pele, composto principalmente por células mononucleares
(Giunchetti et al., 2019). O aumento da gravidade da LVC foi associado a altas cargas

parasitarias.

Conclusodes

A maioria dos cdes foram classificados como oligossomaticos apresentando como
principais sintomas, alopecia, onicogrifose, dermatite descamativa generalizada e ulcerativa
local, descamacdo local ou generalizada. As lesdes apresentaram fortes niveis de intensidade
dos marcadores HIF-1a ¢ VEGF. Os leucécitos foram significativamente associados a
inflamacédo da dermatite. Este estudo revela que a dermatite do tipo ndo granulomatosa de caes
favorece a manutencgéo do parasito em cargas elevadas na derme, o que poderia facilitar a sua
disseminacéo pelas visceras. A dermatite esta clinicamente associada a presenca de diferentes
leucdcitos. Este é o primeiro estudo envolvendo os marcadores HIF-1a e VEGF em cdes com
leishmaniose visceral. A participacéo destes marcadores pode estar envolvida no controle ou

na manutencao do parasito no céo, isso pode ser contextualizado com estudos futuros. O estudo
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morfolégico das células e de suas citocinas produzidas no processo inflamatdrio sugere que eles
podem ou ndo participar do controle do agente infeccioso. O método molecular para detec¢do
de DNA de Leishmania a partir de biopsia parafinada das lesGes cutaneas ndo foi capaz de
amplificar nas amostras positivas confirmadas pelo parasitologico, apresentando limitacdes
quanto a espessura dos cortes dos blocos de biopsia. Recomenda-se que a PCR seja realizada
em biopsias de lesdes em blocos parafinados utilizando-se a espessura microtomo >10um.

Métodos
Amostras

Vinte cdes naturalmente infectados por Leishmania spp. foram obtidos no Departamento
de Parasitologia do hospital veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) resgatados dos municipios de Recife e Petrolina, Pernambuco, Brasil. Uma amostra
de biopsia de pele para cada animal foi coletada no periodo de 2020 e 2021.

As biopsias de lesdes de cutdneas da regido de cotovelo para investigacdo
histopatoldgica e identificacdo molecular da espécie parasitaria, esses materiais foram coletados
no ambulatério do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (HV-
UFRPE) e Centro de Vigilancia Ambiental (CVA) de Petrolina.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de ética em Uso de Animais CEUA da
Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o protocolo (1983220520). Os proprietarios
dos animais foram convidados a participar da pesquisa e, apds o aceite, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE, autorizando a utilizagdo do material coletado para
fins cientificos.

A coleta de biopsia das lesBes foi realizada em total de 20 amostras de 20 cdes com
diagndstico parasitologico de leishmaniose confirmado, sendo 16 cées coletados do municipio
de Recife e quatro do municipio de Petrolina. Todas as biopsias foram coletadas de lesdo em
cotovelos dos cées estudados.

Para cada animal, o estado clinico foi avaliado e os achados foram registrados em
formulério especifico, antes da coleta das amostras. Os seguintes sinais / sintomas foram
investigados: perda de peso, hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, dermatite ulcerativa /
seborreica, alopecia generalizada ou localizada, onicogrifose. A partir desses achados, cada

animal foi classificado como assintomatico (sem sinais / sintomas sugestivos de CVL),
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oligossintomatico (um a trés sinais clinicos, por exemplo, cdes com adenopatia linfoide, perda
de peso e cabelo opaco) e polissintomatico (mais de trés sinais / sintomas).

Ap0s avaliacdo clinica, as coletas de biopsia de pele dos cées foram realizadas e cada
amostra foi identificada de forma precisa e devidamente transportada para o laboratério, onde
foram processadas em blocos de parafinas e armazenadas em freezer (—20°C) até o

processamento, conforme visualizados no fluxograma (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma de coleta e diagnostico em cédes com leishmaniose visceral.
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Fonte: Autor (2021).
Parasitoldgico e soroldgico

Todos os cées do estudo foram previamente positivos pelo método parasitolégico
(aspirado de linfonodo, medula 6ssea e pele), pelo método soroldgico através de imunoensaio
cromatografico Dual Path Platform (DPP®) e pelo método de ELISA, realizados através da
triagem na rotina clinica do hospital veterinario.

Foram coletados biopsia de lesdo cutanea para realizacdo de testes parasitolégicos de
pele na regido do cotovelo de cada animal prospectivamente. O teste parasitologico da leséo
cutanea foi realizado método Pandtico Rapido (Webinar Pandtico® Laborlcin), seguindo o
protocolo do fabricante.

Para o diagnostico histopatoldgico, os cortes histoldgicos foram corados com HE

seguindo os procedimentos histoldgicos padroes.

Procedimentos
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Os espécimes foram obtidos por meio de procedimento usando punch de 5mm, e
imediatamente submetidas a fixacdo em formalina tamponada por no minimo 24 horas. Em
seguida estas amostras foram desidratadas em gradiente de etanol, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina, conforme procedimento padrdo. As amostras foram processadas, sendo
realizados cinco cortes histolégicos de 3um de espessura utilizando-se micrétomo (Leica
Microsystems RM 2025). Os cortes histoldgicos foram coletados com auxilio de pingas estéreis

e transferidos diretamente para microtubos de 1,5 mL, previamente identificados.
Imunohistoquimica

As biopsias de leséo cutanea da regido do cotovelo de cada animal foram submetidas a
imunohistoquimica (IMQ), inicialmente foram submetidas a desparafinizagdes com Xilol I Il e
I11, cinco minutos cada. Seguido da hidratacdo com alcool decrescente absoluto a 70%, cinco
minutos cada e lavado trés vezes com &gua destilada. Para recuperacdo antigénica utilizou-se
tampao citrato a 10mp, pH 6, trés ciclos de trés minutos cada em microondas com poténcia
baixa. Seguida de trés lavagens de 5 minutos em PBS 0,05 M +0,2% TWEEN 20. Bloqueio de
sitios inespecificos foi executado por meio do Serum Blocking Soluction do kit Histostain® -
SP, Broad Spectrum (HRP); incubado durante 30” em camara iimida. Os anticorpos primarios
(VEGF/HIF-1a) foram diluidos em 1:400 em solugdo tamponada de PBS-BSA 1% em camara
umida por 14 — 16 horas (overnight) a 4°C. Seguida de trés lavagens com PBS 0,05 M +0,2%
TWEEN 20. O consumo de peroxidase endogena foi realizado por meio da incubacdo com
H202 5% em metanol por 45”. Seguida de trés lavagens com PBS 0,05 M +0,2% TWEEN 20.
ApoOs esta etapa, as laminas de tegumento foram incubadas com anticorpo secundéario (kit
Histostain® - SP, Broad Spectrum - HRP, Invitrogen) por 30 minutos, seguido do HRP —
Streptavidin por 30 minutos. Seguida de trés lavagens com PBS 0,05 M +0,2% TWEEN 20. A
reagao foi revelada com cromégeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB) 15 minutos no escuro e
contra corados pela hematoxilina de Harris (HE) dois minutos. Em seguida as 1d&minas foram
desidratadas com alcool crescente 70% a absoluto, cinco minutos cada. Seguida da diafanizacédo
em xilol I e 1l durante cinco minutos cada. E por fim a montagem e as laminas foram analisadas

em microscopio optico, utilizando-se a objetiva de 40x.
Reacdo em Cadeia de Polimerase — PCR

A desparafinizacdo das amostras de biopsia foi realizada através do aquecimento dos
cortes em laminas sobrepostas em agitador magnético com aquecimento para o derretimento da

parafina. O tecido de pele foi cuidadosamente transferido para um microtubo de 1,5mL e
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adicionado 20 pL de solugéo de proteinase K, sendo as amostras incubadas em banho-seco a
56°C por 1h, seguida de incubacdo de 200 pL de tampé&o de lise a 90°C por mais 1h.

O DNA foi extraido seguindo o protocolo da Promega ReliaPrep™ DNA Miniprep
System de acordo com o fabricante, com algumas modificacGes. Apos a extracdo, as amostras
de DNA foram submetidas a amplificagdo por PCR utilizando a plataforma Biorad™. A PCR
foi realizada com o kit da Qiagen Top Taq Master Mix Kit de acordo com o protocolo do
fabricante. A amplificacdo do DNA da regido espacgador interno transcrito 1 (ITS-1) foi
realizada com os primers LITSR (5-CTGGATCATTTCCGATG-3’) e L5.8S (5’-
TGATACCACTTATCGCCACTT-3") (Schonian et al., 2011). As reagdes foram realizadas
num volume final de 25uL, sendo 5uL de amostra de DNA e 5uL de coral load, 13 pL do
reagente Universal Master mix (Qiagen, USA), 1 uL de cada um dos iniciadores LITSR e
L5.8S. A amplificacdo ocorreu utilizando o seguinte protocolo: desnaturacéo inicial de 95°C
por 3 minutos, e desnaturacao de 95°C por 40 segundos; anelamento de 53°C por 45 segundos;
extensédo de 72°C por 1 minuto e extenséo final de 72°C por 6 minutos. Dois controles positivos
foram usados com cepa de Leishmania infantum e Leishmania braziliensis e, para controle

negativo, foram usados apenas reagentes da PCR, sem a adi¢do de DNA.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizado em
espectrofotbmetro e digitalizado através do software L.PIX Loccus Biothecnology

(Thermofisher — USA), usando um marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
Anélises estatisticas

As variaveis categdricas foram apresentadas por meio de frequéncias relativas e
absolutas. A idade foi apresentada pela média e desvio padrdo e as demais variaveis continuas
foram apresentados como mediana e quartis. A associagdo entre a intensidade da inflamacéo e
a caracterizacao celular foi realizada através do teste de Qui quadrado para tendéncia linear. A
associacdo entre as varidveis ordinais foi avaliada através do teste ndo-paramétrico de
correlacdo de Spearman com a seguinte interpretacdo: 0-0,19 correlacdo desprezivel; 0,20-0,39
fraca; 0,40-0,59 moderada; 0,60-0,79 substancial; e 0,80- 1,00 muito forte. Para comparacdes
entre subgrupos dicotdmicos de variaveis ordinais, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. Todos os testes foram bicaudados e os valores finais de p abaixo de 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todas as analises foram conduzidas em linguagem
R (R Core Team, 2021).



Lista de abreviaturas

HIF-1la - Fator Induzivel por Hipoxia la.

VEGEF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular
DNA - Acido Desoxirribonucleico

LV — Leishmaniose visceral

LVC - Leishmaniose Visceral Canina

HV-UFRPE — Hospital veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco
CVA - Centro de Vigilancia Ambiental

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
CEUA — Comisséo de Etica no Uso de Animais

DPP - Dual Path Platform

ELISA — Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
ITS-1 - Espagador Interno Transcrito 1

PCR — Reacdo em Cadeia de Polimerase
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Tabela 1 - Caracteristicas bioldgicas e laboratoriais de caes do municipio de Recife e Petrolina entre 2020 e 2021
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Id Sex  Idade Raca Peso  Descricdo Dermatolégica Inflamacdo  Proliferag G M L P P E AMA Par So  HIF-1la VEGF
0 (Kg) (HE) do R A | L M (6} (HE) asit rol
vascular A C N A N S olé 69
F S gic ico
ode
pele
RO1 F Sl SRD  SI - 3+ Neg Neg 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 3+DP/2+D + + Neg 3+DR
DP/2+DR P
R02 M Sl SRD  SI - 2+DR 2+(DR)  Neg 1+ 1+ 1+ 1+ + + Neg 3+DR
RO3 M 6anos SRD 104 Alopecia abdominal, 1+DP/3+DR 1+DR Neg 1+ 1+ 1+ 1+ 1+DP/3+D + + 3+(vas 2+DR
onicogrifose, dermatite R 0)
descamativa generalizada e
ulcerativa local (orelha)
R04 M SI SRD SI - 1+DR 1+DR Neg 1+ 1+ 1+ 1+DR + + 1+DR Neg
RO5 F 3anos SRD 19 Onicogrifose e 1+DR Neg Neg 1+ 1+ Neg + + 3+DR Neg
Linfadenomegalia
generalizada
R06 F Sl SRD Sl - 1+DP/1+D 3+ DR Neg 1+ 1+ 1+ 3+DP/1+D + + Neg 3+DP/DR
R R
RO7 M 8anos SRD 14,2 Alopecia generalizada, 3+DR 3+ DR Neg 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 3+DR + + 3+DP/ Neg
onicogrifose, paroniquia DR(diss
presente, Ulcera local (ponta em)
da orelha)
RO08 F Sl SRD - 3+DP/3+D 3+ DR Neg 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 3+DP/DR + + Neg 3+DP/DR
R
R09 M 9anos SRD 14 Alopecia local, Ulceradorso ~ 3+DP/2+DR 3+ DR Neg 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 3+DP/2+D + + 3+DP/2  3+DP/1+
+ R +DR DR
R10 F SI SRD - 3+DP 1+DR Neg 1+ 1+ 1+ 3+DP + + Sem 2+DP
lam
R11 M 5anos SRD 1573 Descamagdo generalizada, 1+DR 1+DR Neg 1+ - 1+ - 2+DR + + 1+DR 3+DR
Dermatite descamativa e (vaso)
Onicogrifose (SNAP, 4DX,
anaplasma, Erliquiose,
dirofilariose)
R12 M Sl SRD 31,7 Descamagcdo local (orelha) 3+DP/2+DR 1+DR Neg 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 3+DP/2+D + + 3+DP/3  3+DP/DR
R +DR
R13 F 5anos SRD 17,4 Onicogrifose, Ulcera 3+DR 3+DR Neg 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 3+DR + + 3+DP(f 1+DP
localizada (orelha) 0c0)
R14 M 9anos SRD SI Alopecia generalizada, 2+DP 2+DR Neg 1+ 1+ 1+ 1+ - Neg + + 3+DP Neg
onicogrifose, dermatite 2
descamativa e ulcerativa e focos)

generalizada




R15

R16

P01

P02

P03

P04

Sl

Sl

Sl

Sl

8 anos

7 anos

Sl

Sl

Sl

Sl

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SI

Sl

Sl

SI

SI

Sl

Lesdo Ucerativa, Dermatite
descamativa e Onicogrifose
Dermatite descamativa
difusa (Linfadenomegalia
localizada (popliteo))
Dermatite descamativa

Dermatite descamativa

Lesdo Ucerativa e Dermatite
descamativa
Lesao Ucerativa e Dermatite
descamativa

3+DP/3+D
R
2+DR
Neg
Neg
Neg

1+DR

3+DP/DR

3+DR

3+DR

3+DP/DR

2+DR

1+DR

Neg

Neg

Neg

Neg

1+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

3+DP/DR +
2+DP/DR +
Neg +
Neg +
Neg +
Neg +

+

+

3+DR

Sem
lam

3+DR(
vaso)
3+DP/
DR
Neg

2+DR

3+DP/DR
Neg
3+DR(vas
0)
3+DP/DR
Neg

Neg
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Id. Identificacfo; RO1 — R16. Identificacdo de cdes de Recife; PO1 — P04 Identificacdo de ces de Petrolina. SlI. Sem Identificagdo; SRD. Sem raga definida; HIF-1a. Fator induzido por hipdxia 1
— Alpha; VEGF. Fator de crescimento endotelial vascular. HIF-1a e VEGF: 1+ < 25%/Campo; 2+ > 25% e < 50%/Campo; 3+ > 50%/Campo.

DP. Dermatite papilar; DR. Dermatite reticular.

GRA. Granuloma; MAC. Macrofagos; LINF. Linfdcitos; PLASM. Plasmdécitos; PMN. Polimorfonucleares; EOS. Eosinéfilos; AMA. Amastigotas. Resultado positivo (+), Resultado negativo

(Neg /-).

Fonte: Autor (2021).



54

Tabela 2 - Descricdo das caracteristicas dos caes e de suas lesdes
dermatoldgicas

Variaveis N=20
Sexo -
Masculino 10 (62%)
Feminino 6 (38%)
Idade 6.67 £2.06/7.00 (5.00-8.00)
Inflamag&o papilar 0.00 (0.00-3.00)
Ausente 11 (55%)
<25% / campo 2 (10%)
25-50% / campo 1 (5.0%)
>50% / campo 6 (30%)
Inflamag&o reticular 1.50 (0.75-2.25)
Ausente 5 (25%)
<25% / campo 5 (25%)
25-50% / campo 5 (25%)
>50% / campo 5 (25%)
Inflamagéo (3+) 2.00 (1.00-3.00)
Ausente 3 (15%)
<25% / campo 5 (25%)
25-50% / campo 3 (15%)
>50% / campo 9 (45%)
Proliferacdo vascular papilar 0.00 (0.00-0.00)
Ausente 18 (90%)
>50% / campo 2 (10%)
Proliferacdo vascular reticular 2.50 (1.00-3.00)
Ausente 2 (10%)
<25% / campo 6 (30%)
25-50% / campo 2 (10%)
>50% / campo 10 (50%)
Proliferacdo vascular (3+) 2.50 (1.00-3.00)
Ausente 2 (10%)
<25% / campo 6 (30%)
25-50% / campo 2 (10%)
>50% / campo 10 (50%)
Macréfagos -

Ausente 3 (15%)



Variaveis
Presente
Linfécitos
Ausente
Presente
Plasmacitos
Ausente
Presente
Polimorfonucleados
Ausente
Presente
Eosindfilos
Ausente
Presente
Amastigota papilar
Ausente

<25% / campo
25-50% / campo
>50% / campo
Amastigota reticular
Ausente

<25% / campo
25-50% / campo
>50% / campo
Amastigota (3+)
Ausente

<25% / campo
25-50% / campo
>50% / campo
HIF-1a

Ausente

<25% / campo
25-50% / campo
>50% / campo

VEGF
Ausente

<25% / campo

N =20
17 (85%)

7 (35%)
13 (65%)

7 (35%)
13 (65%)

6 (30%)
14 (70%)

10 (50%)

10 (50%)
0.00 (0.00-3.00)
11 (55%)

1 (5.0%)

1 (5.0%)

7 (35%)
1.50 (0.00-2.25)
7 (35%)

3 (15%)

5 (25%)

5 (25%)
2.50 (0.00-3.00)
6 (30%)

2 (10%)

2 (10%)

10 (50%)
3.00 (0.25-3.00)
5 (28%)

2 (11%)

1 (5.6%)

10 (56%)

2.50 (0.00-3.00)
7 (35%)

1 (5.0%)



25-50% / campo 2 (10%)
>50% / campo 10 (50%)

Dados apresentados como n (%), mediana(p25-p75) ou média + desvio padrdo

Fonte: Autor (2021).
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Tabela 3 — Avaliacdo do perfil de leucdcitos entre categorias de inflamacéo (3+)

57

Categorias inflamacéo (3+)

Variaveis 0 14 24 3+ p- Mediana p-
(N=3) (N=5) (N=3) (N=9) valor (p25-p75) valor

Macrofagos 0.001 0.005

Ausente 3 (100%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0.0 (0.0-0.0)

Presente 0 (0%) 5(100%) 3 (100%) (100% %) 3.0 (1.0-3.0)

Linfécitos 0.009 0.015

Ausente 3 (100%) 2 (40%) 1(33%) 1(11%) 1.0 (0.0-1.5)

Presente 0 (0%) 3 (60%) 2(67%)  8(89%) 3.0 (2.0-3.0)

Plasmacitos 0.002 0.006

Ausente 3 (100%) 3(60%) 0 (0%) 1 (11%) 1.0 (0.0-1.0)

Presente 0 (0%) 2 (40%) 3(100%) 8 (89%) 3.0 (2.0-3.0)

Polimorfonucleados 0.020 0.032

Ausente 3 (100%) 1 (20%) 1(33%) 1(11%) 0.5 (0.0-1.75)

Presente 0 (0%) 4 (80%) 2(67%) 8 (89%) 3.0 (1.25-3.0)

Eosinofilos <0.001 <0.001

Ausente 3 (100%) 5 (100%) 2 (67%) 0 (0%) 1.0 (0.25-1.00)

Presente 0 (0%) 0 (0%) 1 (33%) (10052, %) 3.0 (3.0-3.0)

0-ausente, 1+ <25%; 2+ 25-50%: 3+ >50%

Fonte: Autor (2021).
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Gréfico 1 - Andlise de correlacdo de Spearman entre a presenca de inflamacg&o papilar e a carga
parasitaria (amastigotas) na derme papilar de cdes leishmaniose visceral.
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Fonte: Autor (2021).
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Gréfico 2 - Andlise de correlacdo de Spearman entre a presenca de inflamac&o reticular e a
carga parasitaria (amastigotas) na derme reticular de caes leishmaniose visceral.
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Gréfico 3 - Analise de correlacdo de Spearman entre marcadores HIF-1a ¢ VEGF e as
variaveis em dermatite com maior intensidade em cdes com leishmaniose visceral.
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a carga parasitaria e niveis de HIF-1a, E - relacdo entre a carga parasitaria e niveis de VEGF
e F —relacdo entre os marcadores HIF-1a ¢ VEGF em cdes com leishmaniose visceral.

Fonte: Autor (2021).
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Figura 2 - Fotomicrografias das alteragdes histopatoldgicas na derme de cdes com
leishmaniose visceral. A- Coloracdo HE de dermatite reticular de cédes infectados com
Leishmania 400X, com destaque para amastigotas no interior de macrofagos (seta), B-
Coloracdo HE de dermatite reticular de cées infectados por Leishmania 400X com destaque
presenca de hemossiderina (seta).

Fonte: Autor (2021).

Figura 3 - A-Fotomicrografias da expressdo de HIF-1o em lesdes dérmicas de caes infectados
por Leishmania 100X; B-Controle HIF 1-o 100X.

Fonte: Autor (2021).

Figura 4 - A-Fotomicrografias da expressao de VEGF em lesdes por Leishmania 100X em cées

Fonte: Autor (2021).
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6 CONCLUSOES

A maioria dos cdes foram classificados como oligossomaticos, apresentaram alopecia,
onicogrifose, dermatite descamativa generalizada e ulcerativa local, descamagéo local ou

generalizada.

As lesdes apresentaram fortes niveis de intensidade dos marcadores HIF-1a e VEGF.
Os leucdcitos foram significativamente associados a inflamag&o da dermatite.

Este estudo revelou que a dermatite do tipo ndo granulomatosa de cédes favorece a
manutencdo do parasito em cargas elevadas na derme, o que poderia facilitar a sua
disseminacao pelas visceras.

A dermatite esta clinicamente associada a presenca de diferentes leucocitos. O estudo
morfolégico das células e de suas citocinas produzidas no processo inflamatério sugere que
eles podem ou ndo participar do controle do agente infeccioso.

Este é o primeiro estudo envolvendo os marcadores HIF-la ¢ VEGF em cées com
leishmaniose visceral. A participacao destes marcadores pode estar envolvida no controle ou
na manutencdo do parasito no cdo, isso pode ser contextualizado com estudos futuros.

A PCR convencional parece ndo ser um bom método para deteccdo de espécies de
Leishmania em blocos de biopsias parafinadas com cortes de espessura < 8um.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

3L

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar do projeto de mestrado intitulado “AVALIACAO DA CARGA
PARASITARIA DAS LESOES INFLAMATORIAS CUTANEAS DE CAES COM INFECCAO NATURAL
POR Leishmania (Leishmania) infantum (NICOLLE, 1908)”, sob a responsabilidade do pesquisador Prof® Dr°
Leucio Camara Alves. Sua participacdo com seu animal particular é voluntaria e se dar& por meio de coletas de
fragmento de pele através de bidpsia excisional com auxilio de punch 4mm descartavel, com realizacéo de
anesteesia local e provavel anestesia geral, desde que o paciente esteja apto para o procedimento. Serdo
prescritos fArmacos para analgesia e a¢do anti-inflamatoria e antisséptica a serem realizados em domicilio, além
de uso do colar elisabetano durante 10 dias, quando seu animal sera reavaliado clinicamente antes da retirada
dos pontos.

Todo procedimento anestésico possui risco, todavia os riscos decorrentes da participacdo dos seu (s)
animal (is) na pesquisa sd0 minimos. Se vocé aceitar participar, os resultados decorrentes do estudo com seu (s)
animal (is) possibilitara a elaboracdo de estratégias de controle mais efetivas e diminuindo os riscos de infec¢éo a
animais e humanos.

Se depois de consentir em sua participagdo o (2) Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito e
a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados,
independente do motivo e sem prejuizo a sua pessoa.

O (a) Sr (a) ndo terd despesas e também ndo receberd remuneragdo. Os resultados da pesquisa serdo
analisados e publicados, mas sua identidade e de seu (s) animal (is) ndo serdo divulgadas, sendo guardada em
sigilo. Para qualquer outra informacao, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador no endere¢co Rua
Manuel de Medeiros, s/n — Dois Irméos, Recife - PE, pelo telefone (81) 3320-6422.

Consentimento Pés—Informacao

Eu, , fui informado sobre o projeto
“Avaliacdo da carga parasitaria das lesbes inflamatorias cutaneas de cdes com infec¢do natural por
Leishmania (leishmania) infantum (Nicolle, 1908)” que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha
colaboracéo, e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar
nada e que posso sair quando quiser.

Este documento foi emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via
com cada um de nds.

Data: / /

Assinatura do participante
Impressdo do dedo polegar caso néo saiba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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ANEXO A - Certificado de aprovagdo da CEUA / UFRPE

* ‘ ‘ - ~ v
UNIVERSIDADE Comisséo de Etica no

FEDERAL RURAL

DE PERNAMEUCO Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a propasta intitulzda "Avaliagio da cerga parasitaria das lesbes inflamatfeias cutdneas de c3es com infecg 3o
natural por Leishmania [Leishmania) infantum (Micedle, 120E)", protocolada sob o CEUA nP 1983220320 b osorvol, 200 &
responsabllidade de Leucio Camara Alves e squipe; Leticia Maximiano Bererra; Edna Michely de 54 Santos; Winny Gomes de
Oliveira Silva ; Janilene de Diveira Masciments; Roseans Oliveira Fellosa: Wagner Weslay Arawo Anorade; MARLA VANUZA NUNES
OE MEIRELES; Talita Nayara Barerra Lins; Carlos Adrano de Santana Leal; Rafael Antonio do Nascimento Ramoes; Cassis de Freftas;
Cado Felipe Cavaicanti de Andvrade Gomes; Maria de Lara Oliveira Lima - que envelve a producda, manutengao efou utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Verebrata (exceto o homem), para fins de pesquica clentifica ou ensing - estd de
acordo com as preceites da Led 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto §.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselhd Nacional de Controle da Experimentagan Animal (OONCEA), & foi aprovada pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernarmbuce (CEUAFUFRPE] na reunido de 10/06/2020.

We certify that the propasal "Evaluation of the parasitary load of cutanesus inflammatory injuries of dogs with natural infection by
Leizhrmania (Leishmania) infanturn (Nicolle, 1'908)", utilizing 30 Dogs. (males and females), protoced number CELA 1983220520 o
e, under the responsibility of Leucke Camara Alves and team; Leticla Maximiano Bezerra; Edna Michelly de 53 Santos; Winny
Gomes de Olfveira Silva ; jJanilene de Oliveira Nascimento; Roseane Ofiveira Feltosa; Wagner Wesley Araujo Andrade; MARIA
VANUZA NUMNES DE MEIRELES; Talita Nayara Bezerra Lins; Carlos Adriang de Santana Leal; Rafael Antonio do Mascimento Ramas;
Cassia de Freitas; Cala Felipe Cavalcanti de Andrade Gomes; Maria de Lara QMiveira Lima - which invalves the production,
magintenance andjor use of animaks bedonging to the phylum Chordata, subphylum Vermebrata (except human beings), tor scientific
research purpases of teaching - is in accondance with Law 11.794 of Octeber 8, 2008, Decres 6309 of July 15, Z009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Cormmittea on Animal Use of the Rural Federal University of Pernamibuco [CEUAJUFRPE] in the meeting of OB/10VZ020.

Finalidade da Propasta: Pesquisa [Académica)l

Vipéncia da Proposta: de 08/2020 a 072022 Area: Medicina Veterindria

Origem:  Animais de proprietarios

Espécie:  Cles sexg:  Maches e Fémeas  jdade: 01 a 15 anos N: 30
Linhagern: TODAS A5 RACAS Pesp:  01a6Dkg

Local do experimento: O experiments serd realizado no Hospital Veterindrio do Departamento de Medicina Veterindria da UFRPE.

Recite, 01 de julho de 2020

Praf. Dr. Francisco de Ascis Lejte de Souza Prof. Dr. Carlas Fernancda Redrigues Guarana
Coordenador da Comiss@o de Etica no Usa de Animais Wice-Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal Rural de Pernambuce Universidade Federal Rural de Pemambuoo
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