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Resumo

A linfadenomegalia é uma alteragcdo importante na Leishmaniose Visceral
Canina (LVC), mas existem poucos estudos comparando e enfocando os
linfonodos internos. O objetivo deste estudo foi avaliar a carga parasitaria nos
linfonodos mesentéricos e iliacos de 17 cdes naturalmente infectados com
Leishmania infantum chagasi, oriundos do municipio de Aracatuba (SP), area
endémica para Leishmaniose Visceral (LV). Destes animais, 10 eram
sintomaticos (grupo CS) e sete eram assintomaticos (grupo SS). A
imunodeteccao do parasito foi feita por meio da técnica de imuno-histoquimica,

com soro hiperimune de cao soropositivo para LVC. A carga parasitaria foi



BANDARRA, M.B., MOREIRA, P.R.R. e VASCONCELQOS, R.O. Imunodeteccdo de Leishmania
infantum chagasi em linfonodos internos de cdes naturalmente infectados. PUBVET, Londrina,
V. 8, N. 16, Ed. 265, Art. 1761, Agosto, 2014.

maior nos caes com sinais clinicos de LVC, em ambos os linfonodos. O
linfonodo iliaco apresentou a maior média de macréfagos parasitados, porém
sem diferencas entre os grupos CS e SS. Com isso pode-se concluir que os
caes sintomaticos tiveram a maior carga parasitaria, sugerindo a visceralizagcao
do parasito Leishmania infantum chagasi, que parece estar relacionada com a
evolucdo dos sinais clinicos nos caes infectados.

Palavras-chave: caes, linfadenopatia, leishmaniose visceral, imuno-

histoguimica.

Immunodetection of Leishmania infantum chagasi in internal lymph

nodes of dogs naturally infected

Abstract

The lymphadenopathy is a major change in Canine Visceral Leishmaniasis
(CVL), but there are few studies comparing and focusing on the internal lymph
nodes. The objective of this study was to assess the parasite load in the
mesenteric and iliac lymph nodes from 17 dogs naturally infected with
Leishmania infantum chagasi, coming from Aracatuba (SP), an endemic area
for visceral leishmaniasis (VL). Of these animals, 10 were symptomatic (CS
group) and seven were asymptomatic (SS group). Immunodetection of the
parasite was taken by immunohistochemical technique with hyperimmune sera
from seropositive dog for LVC. The parasite load was higher in dogs with
clinical signs of CVL in both lymph nodes. The iliac lymph node had the highest
average of parasitized macrophages, although no differences between CS and
SS groups. With this it can be concluded that the symptomatic dogs had the
highest parasite load, suggesting visceralization of the parasite Leishmania
infantum chagasi which seems to be related to the evolution of clinical signs in
infected dogs.

Keywords: dogs, lymphadenopathy, visceral leishmaniasis,

immunohistochemistry.
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Introducao

Na LVC, a linfadenopatia crénica € normalmente descrita em caes
infectados por Leishmania (L.) chagasi, com reatividade das zonas cortical e
medular (LIMA et al. 2004), onde observa-se hiperplasia folicular na regiao
cortical de animais assintomaticos e oligossintomaticos e atrofia folicular
predominante em caes sintomaticos (GIUNCHETTI et al., 2008; MOREIRA et
al., 2010, MOREIRA et al., 2013).

A LVC pode ser considerada uma doenca imunomediada, ja que o
parasito tem capacidade para modificar o sistema imunoldgico do hospedeiro
(SLAPPENDEL e FERRER, 1990).

Quanto a presenca de formas amastigotas de Leishmania (L.) chagasi,
Giunchetti et al. (2008) e Lima et al. (2004) descreveram que nos linfonodos
periféricos ndao ha diferenca de carga parasitaria entre os grupos. Ja Moreira et
al. (2010), observaram nos linfonodos popliteos que a densidade de parasitos
era maior nos cdes sintomaticos, seguidos dos oligossintomaticos e em 2013
estes mesmos autores relataram que no linfonodo subescapular havia uma
diferenga marcante, entre o grupo sintomatico (S) em relagcdo aos cdes dos
grupos oligossintomatico (O) e assintomatico (A). Lima et al (2004) afirmaram
ainda, que a resposta imune e o numero de parasitas nos érgdos dos cdes
podem variar grandemente de animal para animal.

A L. (L.) chagasi tem a capacidade de sobreviver aos mecanismos de
defesa do seu hospedeiro canino. Sua principal estratégia € modular a resposta
imune, causando um desequilibrio entre as respostas Thl e Th2, induzindo em
cades susceptiveis e com maior carga parasitaria, uma predominancia de
resposta imune humoral, com perfil de citocinas Th2, sendo ineficientes no
controle da multiplicacdo do protozoario dentro dos macréfagos (BARBIERI,
2006).

Pelo fato da pesquisa direta do parasito ser feita no linfonodo popliteo ou
na medula déssea, por puncao bidpsia aspirativa, pouco destaque é dado aos

linfonodos internos de caes com LVC. Nao encontramos relatos que descrevam
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se 0s mesmos se comportam de forma similar aos linfonodos periféricos e se
existem diferencas no tropismo do parasito para estes linfonodos internos de
acordo com a evolucao clinica da LVC. A presenca de parasitos nestes locais
poderia sugerir visceralizacdo / estagio avancado da LVC ou o parasito ja
poderia ser encontrado nestes linfonodos independente do cdao apresentar ou
nao sinais clinicos da doenca. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca do L. infantum chagasi nos linfonodos internos (mesentéricos e
iliacos) de caes infectados e comparar estes achados com o a presenca ou

auséncia de sinais clinicos de LVC.

Material e Métodos

Foram avaliados 17 caes, sendo 10 sintomaticos (grupo CS) e sete
assintomaticos (grupo SS), sem predilecao por racga, sexo ou idade, oriundos
do Centro de Controle de Zoonoses de Aragatuba (SP), regido endémica para
Leishmaniose Visceral. Os animais encaminhados por proprietarios ou
capturados nas ruas da cidade sao submetidos a eutandsia sob anestesia
barbitarica (Tiopental, Cristalia Itapira, SP), conforme recomenda o cédigo de
ética para uso de animais em pesquisa cientifica (AVMA, 2001), mediante
injecdo intravenosa de cloreto de potassio’, em cumprimento ao Decreto n©.
51.838 do Ministério da Saude do Brasil, que estabelece que animais
domeésticos portadores de LVC devem ser submetidos a eutanasia.

A necropsia dos cdes foi feita imediatamente apds a eutandsia e foram
colhidos fragmentos de linfonodos mesentérico e iliaco, para anadlise imuno-
histoquimica.

Os fragmentos dos linfonodos foram fixados em solugao de formol a
10%, tamponado com fosfatos (0,15 molar), pH 7,2. Apds 24 horas de fixacao,

os fragmentos foram desidratados em solugdes de concentragao decrescente

" O delineamento experimental deste estudo foi aprovado pela Comissio de Etica e Bem Estar Animal

da FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal (Protocolo n°. 0020676-08).
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de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os cortes foram feitos
na espessura de 5um para posterior realizacdo da técnica de imuno-
histoguimica.

Na analise imuno-histoquimica, para a determinacdo da carga
parasitaria, utilizou-se o Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase (kit LSAB
- Dakocytomation, cdéd. K0690). Como anticorpo primario utilizou-se soro
hiperimune de cao positivo para Leishmaniose Visceral (diluicao 1:1000),
segundo protocolo descrito por MOREIRA et al. (2010), modificado do
protocolo de TAFURI et al. (2004). A soropositividade deste cao foi avaliada
pela técnica de ELISA (titulo de 1:40.000). As laminas com o anticorpo foram
incubadas em camara Umida por um periodo de 18 horas, a 4°C. O sistema de
recuperacdo antigénica foi realizado pelo vapor (panela elétrica a vapor, Philips
Walita), com solugdao de citrato de sédio 10 mM, pH 6,0. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi feito com uma solucdo de metanol e perdxido de
hidrogénio (Synth), 30 volumes a 3%, por 10 minutos. O bloqueio das
imunomarcacgoes inespecificas foi feito com produto comercial (Protein Block,
Dakocytomation, cdéd. X0909), por 20 minutos de incubacdo. O cromdgeno
utilizado foi diaminobenzidina (DAB, Dakocytomation, céd. K3468) e a contra-
coloracgao foi feita com Hematoxilina de Harris (Synth). O controle negativo da
reacdo foi feito pela exclusdo da incubacdo com o anticorpo primario. O
controle positivo da presenca do parasito nos linfonodos foi a pesquisa
parasitaria, por andlise citoldégica, de esfregacos dos linfonodos internos
corados por Panoético Rapido (Biolog).

Para a determinacdao da porcentagem de células imunomarcadas,
consideraram-se cinco campos microscopicos, com objetiva de 40x,
considerando-se todas as dareas anatomicas dos linfonodos (cépsula, seio
subcapsular, cortical e medular), segundo descrito por Moreira et al. (2010). A
partir dos valores obtidos nestes campos, fez-se uma média do numero de
macrofagos parasitados imunomarcados por animal, sendo essas médias

avaliadas em cada grupo de cdaes com e sem sinais clinicos.
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As médias das células imunomarcadas para carga parasitaria nos
linfonodos mesentérico e iliaco foram submetidas ao teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para comparar os grupos de caes com e sem sinais clinicos,
assim como para comparar os linfonodos dentro de cada grupo. Para a analise
estatistica utilizou-se o programa estatistico Graphpad Prism (versao 4.00,

2003), considerando as diferencas significativas quando P<0,05.

Resultados e Discussao

A imunomarcacao do parasito nos linfonodos internos mostrou
especificidade (Figura 1), pois foi restrita as formas amastigotas presentes no
citoplasma de macréfagos. Nos linfonodos mesentérico e iliaco houve um
menor numero de células parasitadas, quando comparado aos relatos de
Moreira et al. (2010 e 2013), estudando os linfonodos popliteo e subescapular
respectivamente dos mesmos animais. Reis et al. (2009) mostraram perfis de
resposta variados em diferentes érgaos de caes com LVC, denominando estas
diferengas como resposta compartimentalizada de cada 6rgdo frente a infeccdo.
Esse padrao de resposta pode estar relacionado a proliferacdo ou ao controle
da multiplicacdao do parasito nos drgaos infectados. Mesmo quando se compara
diferentes linfonodos, estas respostas variadas aparecem.

Neste presente estudo ao comparar os linfonodos mesentéricos e iliacos,
notou-se que os linfonodos iliacos apresentaram uma maior média tanto nos
caes com sinais clinicos de LVC (CS / 21,02) como nos cdes sem sinais clinicos
(SS / 5,54), quando comparado ao linfonodo mesentérico, que teve uma média
de 9,94 macréfagos imunomarcados (CS) em relacdao ao grupo SS (3,60).
Porem ndo houve uma diferenca estatistica significativa entre os grupos nos
dois linfonodos (Figura 2A e B) e também entre os linfonodos dentro de cada
grupo (Figura 2C e D). O que discorda dos relatos de Moreira et al. (2010),
gue observaram nos linfonodos popliteos que a carga parasitaria era
significativamente maior nos caes sintomaticos, seguidos dos

oligossintomaticos. Em 2013, estes mesmos autores relataram que os
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linfonodos subescapulares apresentaram diferenca marcante, entre o grupo

sintomatico em relagao ao oligossintomatico e assintomatico.
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Figura 1: Fotomicrografia de linfonodo de cdao com Leishmaniose Visceral
(grupo sintomatico). Notar a imunodeteccao de Leishmania infantum chagasi
em macrofagos da regido capsular (setas) e cortical (*) no linfonodo iliaco.
Observam-se no detalhe as formas amastigotas imunomarcadas. Complexo de

polimero ligado a peroxidase (Obj. de 40x).

No presente estudo concorda com os relatos de Lima et al. (2004), os
guais nao observaram diferencas estatisticas entre os grupos assintomatico e
sintomatico para a carga parasitaria e Giunchetti et al. (2008) descreveram
também que nos linfonodos popliteos ndao ha uma diferenga significativa para a
densidade parasitaria entre os grupos. Lima et al (2004) afirmaram que a
resposta imune e o nimero de parasitas nos 6rgaos dos caes podem variar

grandemente de animal para animal.
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Figura 2: Médias de macréfagos parasitados nos linfonodos de caes com
Leishmaniose Visceral. Nao foi observada diferenca significativa entre os
grupos com sinais clinicos (CS) e sem sinais clinicos (SS) tanto nos linfonodos
iliacos (A) como nos mesentéricos (B), bem como na comparacdo entre os
linfonodos dentro de cada grupo, CS (C) e SS (D). Notar que o grupo CS
apresentou as maiores médias de células parasitadas, bem como, os linfonodos

iliacos tiveram mais parasitos. Teste de Mann-Whitney (P>0,05).

Neste presente estudo foram utilizados os mesmo animais do artigo de
Moreira et al. (2010 e 2013), ao comparar os linfonodos internos
(mesentéricos e iliacos) deste estudo com os periféricos (popliteos e
subescapulares) observados por este autor. Portanto, pode se sugerir que os
internos apresentam o menor numero de parasitos que os periféricos, pois

possivelmente sdo afetados mais tardiamente, em uma fase cronica da
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infeccao. Moreira e colaboradores discutem que os linfonodos subescapulares e
cervicais drenam a regidao da cabeca, maior alvo do vetor de LVC. Estudos
destacam que o linfonodo popliteo seria comumente afetado pelo parasito, e o
seu envolvimento pode indicar a visceralizacdo do protozoario, pois a maioria
dos cdes com LVC apresentam esplenomegalia e hepatomegalia (FEITOSA et
al., 2000). O popliteo é o linfonodo que drena a linfa dos membros pélvicos
(DYCE et al., 2004; ALVES et al., 2009). Em regides quentes estas areas
também sao muito procuradas pelo inseto vetor, principalmente na regido
interdigital, pois € um local de maior umidade. J& a regido inguinal também é
muito afetada, pois é composta por pele glabra (MOREIRA 2010). Portanto,
sugere-se que os efeitos inibidores induzidos pelo protozoario teriam um
tempo de acao diferenciado entre os diferentes linfonodos afetados.

Na Grécia, em um estudo com cdes com LVC foi avaliada a carga
parasitaria dos linfonodos de 139 animais, sendo que 85% destes foram
positivos para a pesquisa parasitaria na analise citoldégica (KOUTINAS et al.
1999). Neste estudo em 17 animais, pela técnica de imuno-histoquimica, cerca
de 94% dos caes tiveram imunomarcacao positiva para o parasito,
confirmando que esta técnica é eficiente para determinar a presenga do

parasito em caes com pouca densidade de formas amastigotas nos tecidos.

Conclusao

Com base nos resultados obtidos, a carga parasitaria foi maior no
linfonodo iliaco, independente da manifestacao clinica da LVC, porém os caes
sintomaticos foram os que apresentaram o maior numero de macréfagos
parasitados. A visceralizagao da LVC parece estar relacionada com a evolugao

dos sinais clinicos nos caes infectados.
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