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Dinamica das alteragdes do bago associadas ao estado clinico de
caes com leishmaniose visceral*

Dynamic of changes of the spleen associated with the clinical status of
dogs with visceral leishmaniasis
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Resumo

Foram avaliadas as alteragdes esplénicas de cdes com leishmaniose visceral, sintomaticos e assintomaticos, em relagdo ao nimero
de sinais clinicos observados nestes animais. Caes sintomaticos foram divididos em cinco grupos de acordo com o nimero de
sinais clinicos presentes. Nos grupos com trés ou mais sinais, houve hipertrofia e hiperplasia dos corddes esplénicos e deplecéo
de células linfoides da bainha periarteriolar. No grupo de cdes com apenas um sinal clinico houve deplecao de foliculos da polpa
branca. Hiperplasia dos foliculos foi observada em intensidade maior no grupo de cdes mostrando mais de cinco sinais clinicos.
Granulomas estavam presentes em maior intensidade no grupo de caes exibindo cinco sinais. Granulagdes eosinofilicas no
citoplasma de células plasmaticas (corpusculos de Russell) foram significativamente maiores no grupo de caes com cinco sinais
clinicos em comparagdo com aqueles com apenas um, dois, trés e quatro sinais clinicos e cdes assintomaticos. Os resultados
mostram que o bago apresenta profundas alteragdes morfolégicas que podem influenciar a evolugéo da infecgéo.

Palavras-chave: Sistema fagocitico mononuclear, cao, Leishmania (L.) infantum sinais clinicos.

Abstract

Alterations in the spleen of dogs with symptomatic and asymptomatic leishmaniasis have been evaluated with respect to the number
of clinical signs observed in such animals. Symptomatic dogs were divided into five groups according to the number of clinical
signs presented. In groups with three or more signs, there was hypertrophy and hyperplasia of the splenic cords and depletion of
periarteriolar lymphatic sheath cells. In the group of dog with only one clinical sign,a there was follicle depletion in the white pulp.
Follicle hyperplasia was higher in the canine group showing more than five clinical signs. Granulomas were present in a greater
quantity in the canine group exhibiting five signs. Eosinophil granulations in the cytoplasm of plasma cells (Russell bodies) were
significantly greater in the canine group with five clinical manifestations compared to those with only one, two, three and four
manifestations and to asymptomatic dogs. The results show that the spleen undergoes profound morphologic changes that can
influence the outcome of infection.

Keywords: mononuclear phagocystic system , dog, Leishmania (L.) infantum,clinical signs.

Introducao sistema fagocitico mononuclear como bago, linfonodos, figado
e medula éssea (Duarte, 2000; Costa et al., 2003; Vergosa et
al., 2008; Lima, 2014). O bago desempenha um papel crucial no
curso da LV, pois esta sempre envolvido na interagao parasito-
hospedeiro (Nylén et al., 2007). Por ser um o6rgéo linféide
secundario, inicia uma resposta a antigenos intravasculares
(Abbas; Lichtman, 2003) que contribuem para o estabelecimento
O céao tem papel importante no ciclo infeccioso da LV por do espectro geral dos eventos da LV.

apresentar parasitismo cutaneo intenso, facilitando a infecgcao
do vetor (Lainson; Shaw, 1987; Molina, 1994). E considerado um
bom modelo de estudo da progressao da LV, pois as alteragbes
séo semelhantes as observadas em humanos infectados.

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada pela
Leishmania (L.) infantum (Mauricio et al., 1999; Shaw, 2007).
Nas Américas é transmitida pela picada da fémea de Lutzomyia
longipalpis (Monteiro et al., 2005) e afeta principalmente 6rgaos
do sistema mononuclear fagocitario (Rey, 2008).

Uma vez que o programa de controle da LVC no Brasil
recomenda a eutanasia dos cées sorologicamente positivos, a
maioria destes animais podem ser examinados para a avaliagéo
do bacgo, local onde ocorre replicagao intensa e persistente
As lesdes histopatoldgicas cléssicas da leishmaniose visceral do parasito. Sua distribuicdo compromete outros 6rgéos,
canina (LVC) sédo observadas principalmente em 6rgdos do determinando as diversas manifestagdes clinicas.
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Um dos aspectos mais relevantes da identificagédo de fendtipos
de células B e T no bago é a oportunidade de compreender que
o 6rgao é uma estrutura imune altamente organizada, variando
morfologicamente em resposta a diferentes estimulos (Valli,
1993; de Lima, 2012). O estudo das alteracbes esplénicas em
caes naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum,
associado a gravidade das manifestagées clinicas, pode mostrar
particularidades imunopatoldgicas capazes de interferir na
progressao da infecgao e, assim, contribuir para a compreensao
da resisténcia ou suscetibilidade a LVC.

O objetivo deste estudo foi avaliar a intensidade das alteragdes
do bago em diferentes fases de evolugédo da LVC de modo a
compreender a dindmica das lesdes esplénicas e sua relagao
com as manifestag¢des clinicas e patolégicas, bem como fornecer
subsidios para a identificagdo de cdes que sdo suscetiveis e
resistentes a doenga em areas endémicas.

Material e Métodos

Trinta e seis cdes de diferentes idades, ragas e sexos,
procedentes da Geréncia de Zoonoses (GEZOON) da cidade
de Teresina, Piaui, foram utilizados. O experimento foi realizado
no Setor de Patologia Animal, Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA)
da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os procedimentos
envolvendo os cées foram realizados de acordo com o Guia
Brasileiro de Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (Projeto
3.964/97 - http://www.planalto.gov.br). Todos os protocolos
experimentais foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Piaui, Brasil.

O diagnéstico de LV foi realizado pelo teste de imunofluorescéncia
indireta (IFlI) combinado com cultura em meio Schneider
adicionado ao meio NNN (Sigma-Aldrich) e detecgédo de
Leishmania em esfregago de bago, medula dssea esternal ou
linfonodo popliteo, corados com Giemsa.

Os cées foram divididos clinicamente em dois grupos de
acordo com uma classificagdo modificada por Pozio et al.
(1981). O grupo 1 foi composto por 30 cdes com teste positivo
para Leishmania (L.) infantum e com manifestagdes clinicas
da doenga. O grupo 2 foi composto por seis cdes com teste
positivo para Leishmania (L.) infantum,mas sem manifestagdes
clinicas da doenca. Os cées do grupo 1 foram subdivididos em
5 subgrupos, conforme o nimero de sinais clinicos: subgrupo A
(composto por seis caes com um sinal clinico), subgrupo B (seis
caes com dois sinais clinicos), subgrupo C (seis caes com trés
sinais clinicos), subgrupo D (seis cdes com quatro sinais clinicos)
e subgrupo E (seis cdes com cinco ou mais sinais clinicos).

Os caes foram considerados sintomaticos se pelo menos um
dos seguintes sinais clinicos estivesse presente: onicogrifose,
lesdes de pele, perda de peso, linfadenopatia local ou
generalizada, diarreia, epistaxe, conjuntivite, anorexia e febre.
Caes assintomaticos estavam infectados, mas ndo mostravam
sinais de LV e o diagndstico foi estabelecido por teste soroldgico
e parasitolégico positivos.

Os céaes foram submetidos a uma rigorosa avaliagéo clinica e
coletado material para o diagnédstico de LV. Subsequentemente,
foi induzida a anestesia com cetamina (Vetbrands, Brasil),
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xilazina (Vetbrands, Brasil) e diazepam (Novafarma, Brasil)
na dose de 20mg/kg de peso vivo. Os cées foram, entéo,
eutanasiados com uma injecc¢ao intravenosa ou intracardiaca de
solugdo saturada de cloreto de potassio. A necropsia completa
foi realizada imediatamente e colhido fragmentos da regido
central do baco para realizacdo de imprint, e em seguida esses
fragmentos foram fixados em formol tamponado com fosfato,
embebidos em parafina e cortados em secgbes de 5um de
espessura para estudo histopatolégico e imunoistoquimico
(Mikel, 1994).

Para a classificagdo das principais lesGes esplénicas os
seguintes parametros foram observados: 1) Congestéo,
evidenciado pela dilatagdo do seio esplénico com eritrécitos,
separando amplamente centros germinativos e trabéculas, 2)
Neutrdfilos, evidenciado pela presenga de varias células com
nucleos segmentados na area imediatamente adjacente ao
foliculo esplénico e a polpa vermelha, 3) Granuloma, evidenciado
pela presenga de acumulagdes focais de macrofagos, algumas
células epitelidides, linfocitos e plasmdcitos, 4) Hiperplasia
folicular, evidenciada pelo aumento do centro germinativo
folicular, tanto em tamanho quanto em densidade e acentuacéo
da zona marginal, 5) Deplegéo de foliculo, como evidenciado por
uma redugéo na densidade do centro germinativo, 6) Deplecao
de células T, como evidenciado por uma redugéo de células da
bainha periarteriolar.

Para citologia, as laminas com imprint de bago foram fixadas
em metanol, coradas com Giemsa (Mikel, 1994) e examinadas
por microscopia de luz, com uma ampliagdo de 100 x para
quantificagdo de amastigotas.

Para histologia, os fragmentos de tecido esplénico foram
processados e corados com hematoxilina-eosina (HE) e acido
periddico de Schiff (PAS). Em seguida foi realizada analise
por microscopia de luz (Axiolab, Carl Zeiss, Alemanha) para
a classificagdo das lesbes e identificacdo de amastigotas de
leishméanias.

Para imunoistoquimica, incubou-se secg¢bes de tecido
esplénico montados em I&aminas, com anticorpo policlonal de
camundongo anti-Leishmania amazonensis (Costa et al, 2003)
na diluicdo de 1:1600. A amplificagdo da reagao foi realizada
com o sistema estreptavidina-peroxidase (Dako Corporation,
Carpinteria EUA cdodigo P0397). A revelacao foi feita com 0,3
mg/ml de 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemical, EUA) e
0,06% de perdxido de hidrogénio. A reagéo foi contracorada
com hematoxilina de Harry (Sigma Chemical, EUA).

Os resultados histopatolégicos e imunoistoquimicos
(determinacédo da carga parasitaria) foram analisados semi-
quantitativamente. Alocalizagao, distribuicdo e a intensidade das
lesbes foram medidas numa escalade 0 a 5, em que 0 = normal,
1 = minimo, 2 = média, 3 = moderado, 4 = moderadamente
severa, 5 = severa. Na analise comparativa dos dados, foi
utilizado teste estatistico ndo-paramétrico, utilizando o programa
Sigma Stat (Jandel Corporation, San Rafael, CA). O teste
de Kruskal-Wallis foi aplicado para comparagdo multipla de
grupos. Nos casos com diferenga significativa, foram utilizados
os teste de Student-Newman-Keuls ou de Dunn. O teste de
Mann-Whitney foi usado para comparar dois grupos. O nivel de
significancia foi estabelecido em p<0,05.



Resultados

Todos os caes eram soroldgica ou parasitologicamente positivos
para LV. Foram detectados parasitas no bago, linfonodo popliteo,
ou em amostras de medula 6éssea por exame microscopico de
esfregacgos ou cultura de tecido esplénico.

A presenca de anticorpos anti-Leishmania variou de 1:40
a 1:5760 em caes sintomaticos e 1:45 a 1:720 em céaes
assintomaticos. Os sinais clinicos mais frequentes nos 30 caes
estudados foram linfadenopatia (n = 26, 86,7%), lesdes de pele
(n=24,80%), perda de peso (n =18, 60%), conjuntivite (n =10,
33,3 %) e onicogrifose (n = 8, 26,7%).

Aanalise da carga parasitaria revelou que os caes sintomaticos
apresentaram maior niumero de parasitos do que os caes
assintomaticos (P = 0,0253, teste de Mann-Whitney) (Figura 1A).

A analise histopatoldgica do bago revelou alteragdes
caracterizadas por infiltracdo de neutréfilos (Figura 1B),
presenca de granuloma, hiperplasia folicular e deplecédo de
células T, com maior intensidade conforme se acentuavam as
manifestagdes clinicas. No entanto, a deplegdo de foliculos foi
mais intensa em cées com um menor nimero de sinais clinicos.
QOutras lesdes foram inicialmente manifestadas por congestéo e
hipercelularidade da polpa vermelha, com presenca de linfocitos,
macroéfagos e neutrofilos e subsequente redugéo do processo
congestivo e numero de foliculos reativos (Figura 1C). Nos
grupos com trés ou mais sinais clinicos, houve hipertrofia e
hiperplasia dos corddes esplénicos.
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Na polpa branca, observou-se a deplecédo dos foliculos no
grupo de caes mostrando um sinal clinico. Nos grupos com 3,
4 e 5 sinais clinicos houve hiperplasia e deplec¢ao de foliculos
linféides, presenga de numerosas mitoses e deplegao de células
da bainha periarteriolar (Figura 1D). No entanto, a hiperplasia
folicular foi maior no grupo de cées com cinco sinais clinicos em
comparagao com os grupos com 1 e 2 sinais (P = 0,02, teste de
Kruskal-Wallis € Dunn).

Acumulos focais de macroéfagos, linfocitos e plasmdcitos foram
observados na polpa vermelha de todos os grupos. No entanto,
as alteragbes aumentavam conforme aumentava a intensidade
das manifestagdes clinicas. Este arranjo celular é tipico de
reagdo inflamatdria granulomatosa, classificadas neste estudo
como granuloma.

Havia, numericamente, mais granulomas nos grupos com dois,
trés, quatro e cinco sinais clinicos em comparagéo ao grupo com
apenas um sinal clinico e ao grupo assintomatico. Esta diferenca
foi maior no grupo com cinco sinais clinicos em comparagéo ao
grupo com um sinal clinico e ao grupo assintomatico (P = 0,003,
teste de Kruskal-Wallis e Dunn). Observou-se que a les&o na
polpa vermelha foi caracterizada por hipercelularidade devido
a presenga de linfécitos, macréfagos e neutréfilos, que era
numericamente mais expressiva nos grupo de cdes com cinco
sinais clinicos em comparagdo com os grupos com um e dois
sinais. A coloragdo com acido periddico de Schiff (PAS) revelou
a secrecdo de material proteinaceo, sob a forma de granulos
eosinofilicos arredondos (corpusculos de Russell), por células
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Figura 1: Alteracdes do baco de caes naturalmente infectados com leishmaniose visceral. (A) Analise semi-quantitativa da carga parasitaria por
imunoistoquimica (mediana de escores e intervalo entre percentis 25 e 75) em bago de caes sintomaticos e assintomaticos com leishmaniose visceral. N
= ndmero de caes por grupo. * p = 0,0253 (Teste de Mann-Whitney). (B) Infiltrado de neutrdfilos em bago de cdo naturalmente infectado por Leishmania
(L.) infantum. Coloragéo: H-E. (C) Alteragdes no bago e intensidade das manifestacdes clinicas nos 30 cdes sintomaticos com leishmaniose visceral. Em
cada padrao de alteragdo, sdo observados de 1 a 5 sinais clinicos, da coluna superior para a inferiror. A intensidade das lesdes foram medidas numa
escala de 0 a 5, em que 0 = normal, 1 = minimo, 2 = média, 3 = moderado, 4 = moderadamente severa, 5 = severa. (D) Deple¢édo de células da bainha

periarteriolar. Coloragdo: H-E
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foliculares linféides. As granulagdes foram mais intensas em
caes sintomaticos em comparagao com os caes assintomaticos
(P =0,140, teste de Mann-Whitney). Entre os caes sintomaticos,
a presenga de corpusculos de Russell foi maior no grupo com
cinco sinais clinicos, quando comparado com 0s grupos com
um, dois, trés e quatro sinais clinicos e grupo assintomatico (P
=0,0002, teste de Kruskal-Wallis e Dunn).

Amastigotas e antigeno de Leishmania foram observados
no citoplasma de macréfagos e livres no tecido esplénico
das regides cortical e medular de 32 (88,8%) dos 36 céaes
examinados. Antigeno de Leishmania estava presente em um
padréao celular em células fagocitarias da polpa vermelha e como
material particulado no tecido intersticial.

Discussao

Os resultados deste estudo mostraram que as alteragdes no
baco sdo compartimentalizadas e a morfologia do 6rgéo varia,
dependendo do estimulo desencadeado pela Leishmania e
seus antigenos.

A analise clinica revelou como alteragdes mais frequentes:
linfadenopatia em 26 caes (86,7%), seguido pelas lesdes na
pele em 24 caes (80%), perda de peso em 18 caes (60%),
conjuntivite em 10 cées (33,3%) e onicogrifose em 12 cées
(26,7%). Estas manifestagbes podem aumentar em numero
com o aumento na gravidade das alteracdes morfolégicas no
baco. Em geral, ocorre uma grande variedade de alteracdes,
contribuindo para determinar o espectro geral de eventos da LV
(Ferrer, 1999; Lima, 2014).

Com as analises citoldgica e histopatolégica foi dificil visualizar
amastigotas. A carga parasitaria foi melhor avaliada por
imunoistoquimica. Aimunoistoquimica é realmente uma técnica
altamente sensivel e especifica, quando comparada com o
exame usando laminas coradas com HE (Kenner et al., 1999).

No presente estudo ndo foi observada uma relagao entre a
presenca de granuloma e uma redugdo dos sinais clinicos.
Estudos com camundongos BALB/c infectados com Leishmania
donovani mostraram que a formagéo de granulomas é 6rgao
especifica (Murray, 2001) e nem sempre se correlaciona
com o controle da infecgdo (Lemos et al., 2000), como foi
observado nesse estudo. Com a progressao da doenga o bago
apresentou alteragdes estruturais que conduziram a formagéao
de granulomas, que nao tinha qualquer papel de prote¢do. Cabe
ressaltar que o controle da infecgao por reacdo granulomatosa é
dependente da secregédo de citocinas por células inflamatérias,
principalmente interferon-y e interleucina-2 na leishmaniose
experimental (Murray et al., 1992). Ao contrario, carga parasitaria
elevada tem sido observada, mesmo na presenga de elevada
expressao de interferon-y, sugerindo que niveis elevados de
interferon-y no bago de caes infectados por L. Infantum, nao
resultam na eliminagdo completa do parasita (Strauss-Ayalia
et al., 2007).

A presenca de infiltracdo de neutréfilos nos grupos de cées
sintomaticos e assintomaticos chamou a atengao. A presenca
de células polimorfonucleares na lesdo causada pela LV
permanece em grande parte desconhecida. No entanto, no bago
de camundongos BALB/c infectados com Leishmania infantum,
os neutrofilos parecem exercer algum papel no controle da carga
parasitaria (Rousseau et al., 2001). Com efeito, a presenga de

R. bras. Ci. Vet., v. 21, n. 1, p. 27-32, jan./mar. 2014

neutréfilos foi maior nos caes sintomaticos que tiveram uma
maior carga parasitaria que os caes assintomaticos. Estes
dados sugerem que o parasita tem algum papel sobre a acéo
dos neutrdéfilos, semelhante ao que ocorre nos macréfagos onde
a presenca da leishmania os protege da morte por apoptose.
(Moore; Matlashewski, 1994;Nicolato, 2013).

Alteragdes esplénicas foram mais severas em grupos de animais
que apresentaram mais sinais clinicos. Assim, mesmo sem
conhecer a duragéo da infec¢do, é provavel que o grupo de
animais que apresentaram apenas um sinal clinico estivesse
na fase inicial da doenga, porque as manifestagdes clinicas da
LVC progridem com o aumento da carga parasitaria (Lage et al.,
2007). Deplegao dos foliculos no grupo que mostrou somente
um sinal clinico, provavelmente resultou da interagéo inicial
do parasita com a zona marginal do foliculo linféide (Abbas;
Lichtman, 2003).

Exacerbacgédo da resposta imune humoral ocorre em animais
susceptiveis, com hiperplasia folicular e produgéo de anticorpos
especificos e ndo especificos contra o parasita e seus antigenos
(Abranches et al., 1991). Deplegéo do foliculo nao foi observado
no inicio dainfecgao de hamsters experimentalmente infectados
com Leishmania (L.) chagasi. No entanto, a hiperplasia folicular
e foliculos com pouca atividade foram vistos na infecg¢éo tardia
(Corbett et al., 1992). Esses resultados apresentam similaridade
com o que foi observado neste estudo. Embora as espécies
sejam diferentes, a infecgdo € causada pelo mesmo agente
patogénico.

Deplecao de células da bainha periarteriolar era evidente em
todos os caes sintomaticos, refletindo uma maior predisposi¢éo
desses caes para o desenvolvimento de LV. Embora os caes
assintomaticos sejam capazes de controlar o aparecimento de
lesdes e doenga clinica (Killick-Kendrick et al., 1994, Pinelli et al.,
1994), cerca de 15 a 18% podem evoluir para a manifestagdo da
doenca (Alvar et al., 2004). Uma mudanga no estado de saude
do céo, decorrente da administragdo de imunossupressores ou
uma doenga imunossupressora grave, pode levar a ativagao da
infecgcao latente e o desenvolvimento dos sinais clinicos. Além
disso, tem sido sugerido que uma predisposi¢cao genética para
a susceptibilidade e resisténcia a LVC possa ocorrer (Baneth et
al., 2008). Dois genes tém sido implicados na susceptibilidade
a LVC: o alelo DLA (antigeno de leucdcito de cdo)-RB1*01502
de cées no Brasil (Quinnell et al, 2003) e os haplétipos do gene
canino Sic11a1 na Espanha (Altet et al., 2002).

Apresencga de granulos proteicos eosinofilicos no citoplasma de
linfécitos constitui anticorpos secretados por células plasmaticas
(corpusculos de Russell) (Majno; Joris, 1996). A presenca de
numerosas granulagdes no grupo de cées com cinco sinais
clinicos e a progressiva diminuicdo dessas granulagdes nos
grupos com quatro, trés, dois e um sinal clinico e o grupo
assintomatico, mostrou que a secregdo de imunoglobulina
in situ esta associada a manifestacao clinica da doenga. Ao
contrario, os niveis circulantes de anticorpos ndo mostrou
nenhuma relagdo com o estagio clinico da doenga, como tem
sido observado em outros estudos (OMS, 1990).

Embora n&o tenha sido o foco principal deste estudo, sugere-
se que algumas alteragdes estruturais que ocorrem no bago no
curso da LV, podem ser avaliadas por meio de bidpsia esplénica.
Este método é realizado atualmente apenas para fins de
detecao de parasitos. Material de bidpsia permite a realizagédo



de exames citoldgicos, histopatologicos e imunocitoquimicos.
Estes testes podem identificar componentes celulares e
moleculares importantes para a compreensao das alteragbes
imunopatoldgicas que ocorrem no bagco com a progressao da
LVC.

As alteragbes mais graves observadas em cées sintomaticos,
por exemplo, congestéo, presenga de neutrdfilos, formagéo de
granulomas, hiperplasia e hipertrofia dos corddes esplénicos
e hipercelularidade da polpa vermelha, determinaram a
esplenomegalia. Essas alteragbes apresentaram alguma
relagdo com a maior susceptibilidade a infecgdo canina. Estudos
realizados por nosso grupo enfatizaram que o xenodiagnostico
de caes sintomaticos foi positivo quando linfadenopatia e/
ou esplenomegalia estavam presentes. Estas condigbes
foram provavelmente relacionadas a niveis mais elevados de
parasitemia que facilitaram a transmissao ao vetor (Vergosa et
al., 2008). O volume do bago € um parametro simples e facil de
mensurar, sem necessidade de testes sofisticados adicionais.
Apesar de sua pouca utilizagdo em exame clinico de rotina,
este parametro pode contribuir para a identificagao de animais
que sdo potencialmente susceptiveis e resistentes a infecgao
por Leishmania.
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