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RESUMO

A leishmaniose visceral canina ¢ uma importante zoonose parasitiria endémica no Brasil,
causada por Leishmania infantum. Em areas urbanas, os cdes sdo considerados os principais
reservatorios deste parasito, no qual, diversos 6rgaos e tecidos podem apresentar lesdes
decorrentes do parasito, inclusive com o envolvimento do sistema genital. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar as lesdes inflamatdrias e carga parasitaria em 6rgaos do
sistema genital masculino ¢ feminino de cdes com infecgdo natural por Leishmania infantum.
Para tanto, foram utilizados fragmentos de 6rgdos do sistema genital de 12 cadelas e 19
machos naturalmente infectados por L. infantum provenientes dos municipios de Caruaru e
Petrolina, Pernambuco, respectivamente. Amostras de vulva, vagina, cérvix, corpo e cornos
uterinos e ovarios para as fémeas e testiculos, epididimos, prostata, glande, preptlicio e
escroto para os machos foram coletados para avaliagcdo estrutural, imunohistoquimica e
molecular. No presente estudo, pode-se observar que os principais locais de desenvolvimento
de lesdes e imunomarcagdo de formas amastigotas de L. infantum no trato reprodutor das
fémeas foram vulva e vagina, enquanto que nos machos as lesdes inflamatérias foram
observadas no epididimo, prostata, glande, prepicio e escroto. Imunomarcacdo de formas
amastigotas de L. infantum foram observadas nos testiculos, epididimo, glande ¢ escroto. Em
ambos os sexos, ndo foi obervada correlagdo entre carga parasitaria e lesdo inflamatdria nos
Orgdos genitais.

Palavras chave: Leishmaniose Visceral Canina, alteracdes estruturais, patologias genitais,
imunohistoquimica, qPCR.



ABSTRACT

The canine visceral leishmaniasis is an important parasitic zoonosis endemic in Brazil,
caused by protozoa Leishmania infantum. In urban areas, dogs are considered the main
reservoir of this parasite, in which the inflammatory lesions observed in tissues and organs
may be related with parasite presence, including the genital system. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the inflammatory lesions and parasite load in the genital tract of dogs
naturally infected with L. infantum. Thus, tissue samples collected from 12 female dogs and
19 dogs naturally infected by L. infantum from the municipalities of Caruaru and Petrolina,
Pernambuco, respectively. Fragments of vulva, vagina, cervix, uterine body and horns and
ovaries of the females and testes, epididymis, prostate, glans penis, prepuce and scrotum of
the males were collected for structural assessment, immunohistochemistry and molecular. In
the present study, vulva and vagina were the major sites to inflammatory lesion development
and L. infantum amastigotes immunostaining in the reproductive tract of female dogs.
Moreover, in the reproductive tract of male dogs: epididymis, prostate, glans penis, prepuce
and scrotum showed lympho-histio-plasmacytic inflammatory lesion. L. infantum
amastigotes immunolabeling just was visualized in testes, epididymis, glans penis and
scrotum. In both sexes, there is no correlation between parasite load and inflammatory lesion
on the genitals.

Key words: Canine Visceral Leishmaniasis, structural changes, genital pathologies,
immunohistochemistry, gPCR
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma zoonose parasitaria relatada em mais
de 88 paises (TOZ et al., 2009), acometendo o homem e diversas espécies de mamiferos
silvestres e domésticos provocando variadas manifestagdes clinicas (FIGUEIREDO et
al., 2009). E ocasionada por protozoarios da familia Trypanosomatidae os quais, uma
vez dentro do organismo dos mamiferos apresentam tropismo pelo sistema fagocitico

mononuclear (NEVES, 2005).

O protozoario causador da LV pertence ao género Leishmania, agrupado no
complexo donovani, incluindo L. donovani e L. infantum no Velho Mundo ¢ L. chagasi
no Novo Mundo (SHAW, 1994). Entretanto, estudos utilizando técnicas bioquimicas e
moleculares consideram a L. chagasi e a L. infantum uma tnica espécie (MAURICIO et
al., 2000).

Embora varias espécies silvestres possam ser potencialmente infectadas
(LUPPI et al., 2008), o cao doméstico ¢ o principal reservatorio da LV no novo mundo,
particularmente em 4reas urbanas (DINIZ et al., 2008), onde a transmissdo se da pela
acdo hematdfaga de insetos vetores pertencentes a subfamilia Phlebotominae
(MARZOCHI et al., 1985), particularmente a espécie Lutzomyia longipalpis (BARATA
et al., 2004). Todavia, a transmissdo vertical em cadelas (DUBEY et al., 2005;
MASUCCI et al., 2003; ROSYPAL et al., 2005), bem como transmissao venérea
(SILVA et al., 2009) tem sido relatadas.

Os principais sinais clinicos observados nos caes acometidos pela LV sao
linfoadenomegalia, = dermatopatias  (SOLANO-GALLEGO et al, 2009),
hepatoesplenomegalia, onicogrifose (ALBUQUERQUE et al., 2007) e oftalmopatias
(BRITO et al., 2006). No entanto, formas amastigotas de L. infantum podem ter uma
ampla distribuicdo em tecidos de cdes (TAFURI et al., 2004), que pode resultar em
manifestagdes clinicas atipicas (SOUZA et al., 2005).

Dentre os quadros atipicos, incluem-se desordens neurologicas (BLAVIER
et al.,, 2001), nefropatias (COSTA et al.,, 2003), cardiopatias e pneumopatias
(TORRENT et al., 2005), bem como envolvimento do sistema genital (AMARA et al.,
2009; DINIZ et al., 2005; SILVA et al., 2008).



Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as lesdes inflamatdrias e
carga parasitaria em orgaos do sistema genital masculino e feminino de caes com

infecgao natural por L. infantum.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as lesoes inflamatorias e carga parasitaria em 6rgdos do sistema

genital masculino e feminino de cdes com infecgdo natural por L. infantum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as alteragdes histopatologicas na genitalia interna e externa

masculina em cées com a infecgdo natural por L. infantum;

e Avaliar as alteragdes histopatologicas na genitalia interna e externa

feminina em cdes com a infec¢@o natural por L. infantum;

e Detectar formas amastigotas de L. infantum nos orgdos genitais
masculinos e femininos através da técnica imunohistoquimica em caes com a infecg¢ao

natural por L. infantum;

¢ Quantificar a carga parasitaria de L. infantum por meio da PCR em tempo
real (QPCR) nos 6rgdos genitais masculinos e femininos em cades com a infec¢ao natural

por L. infantum;

e Correlacionar a carga parasitaria de L. infantum por meio qPCR nos
orgdos genitais masculinos e femininos com as alteragdes histopatologicas em caes com

a infecgao natural por L. infantum.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EPIDEMIOLOGIA

A Leishmaniose Visceral (LV) apresenta amplo espectro epidemioldgico no
mundo, ocorrendo em vastas areas tropicais e subtropicais do globo (MONTEIRO et al.,
2005), sendo causada pela Leishmania infantum, acometendo diversas espécies de
mamiferos silvestres, o cdo ¢ 0 homem (CARRILO & MORENO, 2009; KUHLS et al.,
2008). A doenga acomete mais de 350 milhdes de pessoas em diversos paises

(HOSSAIN & JAMIL, 2011).

O Brasil enfrenta a expansdo e urbaniza¢do da LV, em decorréncia de
alteracdes ambientais antropogénicas e da rapida e intensa migragdo de populagdes
rurais as periferias urbanas (COLOMBO et al.,, 2011; LAURENTI, 2009; MAIA-
ELKHOURY et al., 2008). A falta de saneamento e infraestrutura adequados, associada
a simultanea interacdo ¢ mobilizacdo de reservatorios silvestres e caes infectados,
acarretaram no aumento do nimero de casos humanos e um elevado niumero de caes

infectados em varios estados do pais (GONTIJO & MELO, 2004).

A doenca ¢ considerada endémica em 21 estados da federacdo brasileira,
destacando-se aqueles da regido Nordeste, responsaveis por 50% dos casos anuais do
pais (AGUIAR et al., 2007; DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006), sendo
os estados da Bahia, Ceard, Maranhdo e Piaui e Pernambuco os mais acometidos

(ALBUQUERQUE et al., 2009; COSTA, 2008; MENDES et al., 2002).

3.2 AGENTE ETIOLOGICO E TRANSMISSAO

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) ¢ causada por um protozoario
heteroxénico, intracelular  obrigatorio, da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania (COLOMBO et al., 2011; LIMA et al., 2010),
espécie Leishmania (Leishmania) infantum (MAURICIO et al., 2000), a qual se
encontra inserida no complexo Leishmania donovani (ASHFORD, 2000; FEITOSA,
2001), sendo transmitido para os hospedeiros suscetiveis por insetos hematdfagos da

espécie Lutzomyia longipalpis, por ocasido do repasto sanguineo (NOLI, 1999).
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A auséncia de flebotomineos em determinadas areas onde a LV ¢ enzootica
(TORRES et al., 2010) e o baixo grau de infecgdo da L. longipalpis pela L. infantum ( <
0,5%) (MONTOYA-LERMA et al., 2003) sugere a existéncia de outras formas de
transmissdo da doenca (DANTAS-TORRES, 2006; PAZ et al., 2010). Meios
alternativos de transmissdo incluem transfusdo sanguinea (OWENS et al., 2001), via
transplacentaria (ROSYPAL et al., 2005), copula (SILVA et al., 2009) ou, ainda, tem
sido aventada a possibilidade da participacdo de outros artropodes, tais como pulgas e
carrapatos (COUTINHO & LINARDI, 2007; COUTINHO et al., 2011; McKENZIE,
1984).

3.3 HOSPEDEIROS SUSCETIVEIS

Existe uma variedade de hospedeiros vertebrados suscetiveis a infeccao por
L. infantum, sendo denominados hospedeiros reservatorios aqueles que constituem uma
fonte de infeccdo para o homem, permitindo a multiplicagdo ilimitada do parasita,
podendo existir ainda hospedeiros considerados acidentais como o urso, o porco-
espinho, o guaxinim, o esquilo, o rato-negro, a vaca, a ovelha, a cabra (ROZE, 2005),
além dos gatos domésticos (POLI et al., 2002; SIMOES-MATOS et al., 2005;) e
equinos (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006; ROLAO et al., 2005).

Varias espécies de mamiferos tém sido encontradas naturalmente infectadas
por L. infantum, particularmente os canideos silvestres (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
thous) (VIANNA, 2001) e marsupiais (Didelphis marsupialis), que constituem um
importante elo na cadeia epidemiologica na interface dos ciclos silvestres e urbanos da
LV no Brasil (LAINSON & RANGEL, 2005). Nao obstante, areas com criacdo de
animais domésticos, (BORASCHI & NUNES, 2007), particularmente caes (COSTA et
al., 1990), resquicio de vegetagdo primaria e baixos indices de saneamento bdsico,
associado ao actimulo de residuos solidos nas cidades favorecem a domiciliacdo das

espécies vetores da LV (MISSAWA & LIMA, 2005).

Nestas condi¢des os canideos domésticos sdo apontados como os mais
importantes reservatorios urbanos da infec¢do (DEANE & DEANE, 1955; SILVA et
al., 2005; VERCOSA et al., 2008) com taxas de prevaléncia da doenga variando de 1,9
a 35 % (FRANCA-SILVA, 2003), representando importante fun¢do na manutencao do
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ciclo de transmissdo do parasita ao homem (CARRILO & MORENO, 2009; QUEIROZ
et al., 2009).

3.4 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC)

Do ponto de vista epidemiologico, a infec¢dao canina ¢ mais importante que
a infec¢do no homem, pois as precede, além de ser mais prevalente e apresentar grande
contingente de animais assintomaticos que albergam parasitos na derme (BONATES,

2003).

No céo, a infecg¢do por L. infantum ¢é considerada uma enfermidade cronica,
presente em varios continentes (CARDOSO et al., 2007; LIMA et al., 2003; TRAVI et
al., 2002), representando um grande problema de satde publica, particularmente pela

presencga de animais assintomdticos (COSTA, 2008).

Dependendo da resposta imune do animal, o periodo de incubagdo ou pré-
patente em animais naturalmente infectados pode variar de trés meses a sete anos,
levando a diferentes apresentacdes clinicas da doenca (GENARO, 1993;
SLAPPENDEL & FERRER 1990).

3.5 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS NA LVC

As infec¢des por Leishmania sp ativam uma resposta imunologica
especifica por parte do hospedeiro. H4 uma expansdo de varios tipos de células, que
pode ser caracterizada pelo aumento de células T CD4+, apresentando um perfil de
citocinas Thl ou Th2 (HOLZMULLER et al., 2006; REIS et al., 2006). Se a resposta
for do tipo Thl, citocinas como IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-12 serdo produzidas, ativando
os macrdofagos e, consequentemente, levando a destruicdo dos parasitos. Mas, se a
resposta for do tipo Th2 serdo produzidos IL-4 e IL-10, que inibem a ativacao
macrofagica e, conseqiientemente, as formas clinicas aparecerdo (VERAS et al, 2010).
A Leishmania sp. é capaz de direcionar a diferenciacdo de células T para uma resposta

do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da infec¢ao (REIS et al., 2006).
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As infecgdes por L. infantum sdo caracterizadas por trés caracteristicas
patogénicas principais, sendo a primeira determinada pela capacidade do parasito de
inibir a atividade dos macrofagos, fazendo destes o seu sitio de replicagdo. Segundo, o
estabelecimento e evolucdo da doenca dependem da resposta imunologica do
hospedeiro. Por ultimo, uma vez estabelecida, a infeccdo persiste nos tecidos,
principalmente nos que possuem maior concentracao de células do sistema fagocitico

mononuclear (PALTRINIERI et al., 2010).

Além da presenca do protozoario nos tecidos, a deposicio de
imunocomplexos em alguns locais é importante para caracterizagdo da patogenia da
doenca, particularmente nas paredes dos vasos sanguineos, olhos, rins, e articulagdes

(GARCIA-ALONSO et al., 1996).

A LVC caracteriza-se pela grande variedade de sinais clinicos, relacionados
basicamente a fatores individuais associados ao tipo de resposta imunoldgica
desenvolvida, grau de infec¢do, tempo de evolucdo da doenga e 6rgdos acometidos
(EZQUERRA, 2001; MARCONDES et al., 2011). De acordo com os sinais clinicos
observados, os animais podem ser classificados em assintomaticos ou sintomaticos
(BLAVIER et al., 2001) sendo que os assintomaticos representam importante papel
como reservatorio da doenga (BARBIERI, 2006).

Os principais sinais clinicos observados nos animais acometidos pela LVC
sdo linfoadenomegalia, dermatopatias (SOLANO-GALLEGO et al., 2009),
hepatoesplenomegalia, onicogrifose (ALBUQUERQUE et al., 2007) e oftalmopatias
(BRITO et al., 2006). No entanto, formas amastigotas de Leishmania sp podem ter uma
ampla distribui¢ao em tecidos de caes (TAFURI et al., 2004), o que pode resultar em
manifestagdes clinicas atipicas (SOUZA et al., 2005).

Dentre os quadros atipicos, incluem-se desordens neurolégicas (BLAVIER
et al., 2001), nefropatias (COSTA et al.,, 2003), cardiopatias e pneumopatias
(TORRENT et al., 2005), bem como envolvimento do sistema genital (AMARA et al.,
2009; DINIZ et al., 2005).

Céaes machos naturalmente infectados, muitas vezes, desenvolvem lesdes
genitais associadas com a presenca de formas amastigotas, principalmente no
epididimo, prepucio, ¢ glande (DINIZ et al., 2005), além de lesdes especificas nos

testiculos (AMARA et al., 2009).
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Por outro lado, os principais locais de desenvolvimento de lesdes e
imunomarcag¢ao de formas amastigotas de L. infantum no trato reprodutor de cadelas sdo

a vulva e vagina (OLIVEIRA et al, 2012).

3.6 DIAGNOSTICO

Atualmente, diversas metodologias estdo disponiveis para o diagnostico da
LVC. O diagnéstico laboratorial pode ser feito através do exame parasitologico direto,
por meio de testes imunologicos, como imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), por método de imunohistoquimica (IHQ) e, mais
recentemente, através de métodos moleculares de amplificacdo do acido nucleico como
a PCR e PCR em tempo real (QPCR) (QUEIROZ et al., 2010; MOREIRA et al., 2007;
SOLCA et al., 2012).

O diagnostico parasitologico baseia-se na identificagdo microscopica direta
de formas amastigotas do protozoario em esfregagos de aspirado de linfonodos, medula
Ossea, baco e figado (FEITOSA, 2001; MARCONDES et al., 2011; MOREIRA et al.,
2007). Apesar da presenca de uma tUnica forma amastigota ser confirmatéria para o
diagnéstico da LVC, esta técnica tem a sensibilidade de apenas 50%, nos aspirados de
medula 6ssea, e 30%, nos aspirados obtidos de linfonodos (FERRER, 1999), além de
ser um método invasivo, com probabilidade de riscos para o animal (SUNDAR & RAI,

2002).

A THQ combina técnicas histologicas, imunoldgicas e bioquimicas, ¢
consiste na detecgdo de antigenos “in situ” por meio da utilizagdo de um anticorpo
policlonal ou monoclonal primério e especifico, e de um sistema de enzima e substrato
cromégeno que se deposita no local da reacdo antigeno-anticorpo, possibilitando sua
visualizacdo. Na LVC, o diagnostico depende do achado de estruturas coradas pelo
cromogeno, de forma e tamanho compativeis com formas amastigotas (RAMOS-

VARA, 2005).

Os métodos imunoldgicos sdo Uteis para a triagem de casos, particularmente
em inquéritos epidemioldgicos (REY, 2001). Os testes mais largamente utilizados sdo a
RIFI, o ELISA, o teste de aglutinacao indireta (DAT) e o Western blotting (GRIMALDI
JR et al., 2012), sendo a RIFI e o ELISA (BRASIL, 2006; MARCONDES et al., 2011),
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as técnicas recomendadas pelo Ministério da Satde para avaliagdo da soroprevaléncia

em inquéritos caninos amostrais € censitarios.

A RIFI ¢ amplamente utilizada no diagnéstico da LVC, apresentando
elevadas taxas de sensibilidade, mesmo quando se utiliza como antigeno outras espécies
de Leishmania, tais como L. mexicana e L. braziliensis (COSTA, 2004). No entanto,
pode haver resultados falso positivos em alguns caes sadios resistentes que entraram
previamente em contato com o parasito, além de resultados falso negativos em caes
afetados que ndo produziram anticorpos (fase pré-patente) (FEITOSA, 2001). A
especificidade deste teste torna-se prejudicada pela presenca de reagdes cruzadas com
doencgas causadas por outros tripanossomatideos, como o da doenca de Chagas, os da
leishmaniose tegumentar americana (LTA) (ALVES & BEVILACQUA, 2004) e nas
infec¢des por Anaplasma sp e Ehrlichia sp (LIRA, 2005).

O teste ELISA ¢ um método classico utilizado na detec¢do de anticorpos
para Leishmania ndo apresentando limitagdes quanto a necessidade de condigdes
laboratoriais e técnicas especificas. O diagnostico baseado neste teste permite o uso de
um grande nimero de amostras, com altos niveis de sensibilidade e especificidade, a
depender do antigeno utilizado. Antigenos soluveis derivados a partir da fase
promastigota de espécies de Leishmania diferentes sdo os mais comumente usados no
diagnodstico da LVC, apresentando sensibilidade e especificidade de 80 para 100% e 85
a 95%, respectivamente (LAURENTI, 2009; MARCONDES et al., 2011; SANTAREM
et al,, 2010). Extratos totais do parasita t€ém sido descritos como sensiveis para a
deteccdo de infecgdes clinicas e subclinicas em cdes, demonstrando entretanto baixa
especificidade (SOUSA et al, 2011). Objetivando ampliar a especificidade no
diagnostico da LVC, alguns antigenos recombinantes purificados de Leishmania tém
sido propostos, tais como as proteina rHSP70, a LicTXNPx e a K39 (SANTAREM et
al., 2010; SILVESTRE et al., 2008; SOUZA et al., 2012).

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ um método molecular que
permite a amplificacdo do DNA do parasito. A extragdo do DNA pode ser realizada a
partir de amostras de tecidos do paciente, incluindo sangue, aspirado de medula 6ssea,
linfonodo, bago, figado, alem de bidpsias cutdneas. A sensibilidade e especificidade

atingem patamares proximos a 100% (FERRER, 1999; LUVIZOTTO, 2005).
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CAPITULOI

AVALIACAO DAS ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS E
DETERMINACAO DA CARGA PARASITARIA EM ORGAOS DO SISTEMA
GENITAL FEMININO EM CAES INFECTADOS NATURALMENTE POR

Leishmania infantum

30



Avaliacdo das alteracGes histopatoldgicas e determinacdo da carga parasitaria em
orgaos do sistema genital feminino em cées infectados naturalmente por
Leishmania infantum

Histopathological evaluation and parasite load determination in genital organs of
female dogs naturally infected by Leishmania infantum

RESUMO

Os cdes sdo os reservatorios mais importantes da Leishmania infantum e os
flebotomineos sdo a principal forma de transmissdo. Apesar de, apds a infecc¢do, o
parasito multiplica e migra do tecido linféide para outros 6rgaos como o baco, figado e
sistema genital, em particular o sistema genital masculino. Considerando-se a auséncia
de estudos sobre a correlacdo da carga parasitaria e lesdes do trato genital de cadelas
com leishmaniose visceral, o objetivo deste trabalho foi de estabelecer uma correlagao
entre alteragdes histopatoldgicas e carga parasitaria de oOrgdos do sistema genital
feminino de caes naturalmente infectados por L. infantum através de imunohistoquimica
e PCR em tempo real. Para tanto, fragmentos de 6rgdos do sistema genital de 12 cadelas
adultas ndo senis positivas para leishmaniose visceral foram coletados para avaliagdes
estruturais, imunohistoquimica e molecular por meio da PCR em tempo real. Os
mesmos foram provenientes do Departamento de Controle de Vetores e Vigilancia
Animal da Prefeitura Municipal de Caruaru, Pernambuco, Brasil. Lesdes microscopicas
associadas com formas amastigotas de L. infantum imunomarcadas foram observadas
somente na vulva e vagina enquanto alteracdes estruturais sem imunomarcagdo foram
observadas em todos os 6rgdos com excecdo dos ovdarios. Por outro lado, DNA do
parasito foi encontrado em todos os 6rgdos nao havendo diferenca estatistica com
relagdo a carga parasitaria entre eles. Nao foi encontrada correlagdo estatistica entre
carga parasitaria e lesdo inflamatoria em nenhum o6rgdo, com excecao do tecido do
corpo do tutero, onde houve correlagdo inversa. Desta forma, pode-se concluir que os
principais locais de desenvolvimento de lesdes € imunomarcagdo de formas amastigotas
de L. infantum no trato reprodutor de cadelas sdao a vulva e a vagina, ndo existindo,
porém, correlagdo entre carga parasitaria e lesdo inflamatéria nestes 6rgaos e ainda na
c€rvix, corpo € cornos uterinos.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, alteragdes estruturais, patologias
genitais, imunohistoquimica, qPCR.

ABSTRACT

Dogs are the most important reservoirs of Leishmania infantum and sandflies are the
principal form of transmission. Although after infection, the parasite multiplies and
migrates to the lymphoid tissue of other organs such as the spleen, liver and genital
system, in particular the male genital system. Due to the absence of studies on the
genital tract lesions in dogs with Visceral Leishmaniasis and its relationship with
parasite load, the objective of this study was to establish a correlation between parasite
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load and histopathological changes of organs in the female genital system of dogs
naturally infected by L. infantum by immunohistochemistry and real-time PCR.
Fragments of the vulva, vagina, cervix, uterine body, uterine horns and ovaries were
collected from 12 adult female dogs not senile positive for Visceral Leishmaniasis for
structural evaluations, immunohistochemistry and molecular evaluation by real-time
PCR. All samples were obtained from Department of Vector Control and Surveillance
Animal City Hall Caruaru, Pernambuco, Brazil. Histopathological lesions associated
with amastigotes of L. infantum immunostained were observed only in the vulva and
vagina, while structural changes without immunostained were observed in all organs,
except the ovary. Moreover, L. infantum DNA was found in all organs but none
statistical difference was observed with respect to parasite load between them. There
was no statistical correlation between parasite load and chronicle inflammatory reaction
in any organ, except in the uterus body which showed an inverse correlation. Thus, it
can be concluded that vulva and vagina are the major sites with histopathological lesion
and immunostaining of amastigotes of L. infantum. However, there is no correlation
between parasite load and inflammatory lesions in these organs and even the cervix,
uterine body and horns.

Key words: Canine Visceral Leishmaniasis, structural changes, genital pathologies,
immunohistochemistry, qPCR

1 INTRODUCAO

No cdo, a infecgdo por Leishmania infantum ¢é considerada uma enfermidade
cronica, (LIMA et al., 2003; NOLI, 1999) sendo observadas diferentes formas e
aspectos de lesoes, devido a complexas interagdes parasito-hospedeiro envolvidas além
da resposta imune (MICHALICK & GENARO, 2005).

Apesar da forma primaria de transmissdo da Leishmaniose Visceral (LV)
em caes ser realizada através de flebotomineos (BARATA et al., 2004), a transmissao
vertical em cadelas (BOGGIATTO et al., 2011; DUBEY et al., 2005; MASUCCI et al.,
2003; NAUCKE & LORENTZ, 2012; PANGRAZIO et al., 2009; ROSYPAL et al.,
2005), bem como a transmissao venérea (NAUCKE & LORENTZ, 2012; SILVA et al.,
2009) tem sido relatadas.

O envolvimento do trato genital tem sido relatado com menor frequéncia em
cdes com LV (CATONE et al., 2003; DIAZ et al., 1982; DUBEY et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2012; ROSYPAL et al., 2005). Formas amastigotas de L. infantum
tem sido descritas no utero (ROSYPAL et al., 2005), placenta (DUBEY et al., 2005),
vulva ¢ mucosa vaginal, sendo que, nestes ultimos, a presenca do parasito tem sido

associada com infiltrado inflamatério multifocal discreto composto por macrofagos,
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plasmocitos e linfocitos (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2008). Por outro lado,
estes achados sdo conflitantes, pois Silva et al. (2008) ndo observaram lesdes e formas
amastigotas de L. infantum na cérvix, corpo do tutero, cornos uterinos, tubas uterinas ¢

ovarios.

Diversas metodologias estdo disponiveis para o diagnostico da LV em caes.
Sendo assim, o diagnostico laboratorial pode ser realizado através de técnicas
parasitolégicas (BARROUIN-MELO et al., 2006) e testes imunologicos, como
imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou ensaio de imunoadsor¢do enzimdatico (ELISA),
muito embora, estes ultimos apresentem muitos resultados falso-negativos e reagdes
cruzadas com outros organismos podem ocorrer, notadamente Anaplasma sp. e
Ehrlichia sp. (MOREIRA et al., 2007). Ainda existem os métodos imunohistoquimicos
(IHQ) (TAFURI et al, 2004) e, mais recentemente, métodos moleculares,
particularmente a PCR e PCR em tempo real (QPCR) (QUEIROZ et al., 2010).

Considerando-se a auséncia de estudos sobre a correlagdo da carga
parasitaria e lesdoes do trato genital de cadelas com LV, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as alteragdes histopatologicas e carga parasitdria em orgdos do sistema genital

feminino de cdes naturalmente infectados por L. infantum através de IHQ e qPCR.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram utilizados fragmentos de vulva, vagina, cérvix, corpo do ftero,
cornos uterinos e ovarios de 12 cadelas adultas ndo senis, sem raga definida,
soropositivas a anticorpos anti-L. infantum (RIFI > 40) e/ou com presenga de formas
amastigotas de L. infantum na biopsia de medula 6ssea. Todas as amostras foram
provenientes do Departamento de Controle de Vetores e Vigilancia Animal da

Prefeitura Municipal de Caruaru, Pernambuco, Brasil.

2.2 HISTOPATOLOGIA

Apos a coleta, o material foi fixado em solu¢do de formalina tamponada a

10% por 24 a 48 horas. Apds a fixagdo, as amostras foram submetidas a processamento
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histolégico de rotina para inclusdo em parafina. Cortes de 5 um foram montados em
lamina e corados por Hematoxilina e Eosina (HE) (TOLOSA et al., 2003). Na analise
histopatologica, os cortes foram analisados e descritos quanto a presenca de infiltrados
inflamatorios, onde foi estipulado um “score” de acordo com a intensidade das reagdes

inflamatorias e o comprometimento do érgao avaliado segundo a Tabela 1.

2.3 IMUNOHISTOQUIMICA

O mesmo material coletado para analise histopatologica foi processado para
imuno-deteccao de formas amastigotas de acordo com a metodologia descrita por Tafuri
et al. (2004), com a utilizagdo de soro hiperimune de cdo como anticorpo primario e
sistema de deteccdo a base de estreptavidina-biotina-peroxidase disponivel
comercialmente (LSAB+ kit, Dako USA). A marcacdo foi revelada com
diaminobenzidina (DAB).

O nuimero de formas amastigotas imunomarcadas foi pontuado de 0 a 3
segundo nimero de formas amastigotas por campo de maior ampliacdo microscopica

(Tabela 1).

Tabela 1. Intensidade das reagdes inflamatorias e o comprometimento do oOrgdo
avaliado para a variavel HE e para a determinacdo do numero de formas amastigotas
imunomarcadas através da THQ.

“Score” HE THQ

0 Nenhuma inflamagao Nenhuma forma amastigota detectada

1 Inflamagao discreta 1 — 3 formas amastigotas por campo de
maior amplificagdo microscopica

2 Inflamagao moderada 4 — 10 formas amastigotas por campo de
maior amplificacdo microscopica

3 Inflamagdo intensa >10 formas amastigotas por campo de

maior amplificacdo microscopica

2.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR
2.4.1 EXTRACAO DE DNA
O DNA gendmico do material coletado foi extraido utilizando-se o DNeasy

Blood & Tissue Kit (Qiagen® Hilden-Germany), de acordo com as instrugdes do

fabricante.
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2.4.2 gPCR

A reacdo para detecgdo de DNA de L. infantum foi realizada utilizando-se
os primers LEISH-1 (5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) ¢ LEISH-2 (5’-
ACCCCCAGTTTCCCGCC-3") e a sonda TagMan-MGB probe (FAM- 5°-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’- non-fluorescent quencher-MGB) descritos por
Francino et al. (2006).

Cada reagdo (12,5ul) continha 6,25ul de Tagman® Universal PCR Master
Mix, cada primer na concentragdo de 900nM, sonda na concentragdo de 200nM, ¢ 50ng
de DNA molde.

O protocolo de amplificagdo constituiu-se de uma desnaturacdo inicial de
95°C por 3 min seguidas de 42 ciclos de desnaturagdo (95°C por 10 seg) e anelamento-
extensdo (60°C por 30 seg). Todos os ensaios foram conduzidos em duplicata contendo
em cada bateria de reacdo controle negativo (DNA de cdo proveniente de area ndo

endémica) e positivo (DNA proveniente de cultura in vitro de L. infantum).

Parasitos foram quantificados pelo método de quantificagdo absoluta. Uma
curva padrdo foi construida com diluicdes de DNA de L. infantum provenientes de
cultura contendo aproximadamente 5,6x10° parasitos/mL. Considerando-se uma
eficiéncia de extragdo de 100%, oito diluicdes seriadas do estoque de DNA foram
realizadas em agua livre de nucleases. Cinco pontos foram utilizados para construgdo da

curva (0,1, 1, 10, 1.000 e 1.000.000 parasitos/mL).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A carga parasitaria (qQPCR), o numero de formas amastigotas
imunomarcadas (IHQ) e o “score” de inflamagdo (HE) foram comparadas pelo teste de
Kuskal-Wallis. A analise de correlacao entre esses “scores” foi realizada com o teste de
correlagdo de Spearman e para diferenciagdo entre técnicas de diagndstico,
independente do tecido, foi utilizado o teste exato de Fisher. Todas estas anélises foram
realizadas com o software R versdo 2.15.2 (R CORE TEAM, 2012).

Para realizagdo do teste de Spearman os valores de qPCR (parasitos/mL) foram
transformados em “scores” seguindo o seguinte critério: 0 = 0; 0.001-0.01 = 1; >0.01-

0.1 =2;>0.1-1=3;>1-2 =4; >2-5=5;>5-6=6; >6-7=7; ...; >100 = 100.
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3 RESULTADOS

Nao foram observadas lesdes macroscopicas na genitalia tanto interna como

externa de nenhuma das cadelas examinadas.

Em relagdo as lesdes microscopicas, a principal alteracdo estrutural foi uma
dermatite vulvar variando de moderada a intensa, caracterizada por um infiltrado
linfohistioplasmocitario, predominantemente na camada papilar da derme observada em
83.3% (10/12) dos fragmentos de tecidos, além da presenca de formas amastigotas de L.

infantum em 41.6 % (5/12) destes (Figura 1) (Tabela 2).

Com relagdo ao tecido vaginal, foi observada reacao inflamatoria discreta
em 8.3% (1/12), moderada em 41.6% (5/12) e intensa em 8.3% (1/12) das amostras,
sendo esta reagdo caracterizada pela presenc¢a predominante de macrdéfagos, plasmocitos
e linfocitos, principalmente na ldmina propria da mucosa. Contudo, formas amastigotas
de L. infantum estavam presentes apenas em 16.6% (2/12) destes tecidos (Figura 2)
(Tabela 2).

Na cérvix, infiltrados inflamatérios cronicos foram observados em 33.3%

(4/12) das amostras, sendo metade discretos e metade intensos (Figura 3) (Tabela 2).

Por sua vez, ao longo do tecido uterino, infiltrados inflamatorios
linfohistioplasmocitario predominantemente intensos foram observados em 33.3%
(4/12) da por¢do do corpo uterino (Figura 4), enquanto na por¢do correspondente ao
corno do utero, infiltrados inflamatoérios linfohistioplasmocitario predominantemente

moderados foram observados em 50% (6/12) destes tecidos (Tabela 2).

Por outro lado, ndo foram observadas alteragdes microscopicas, nem

presenca do parasito no tecido ovariano de nenhum dos animais.

No que concerne a imunomarcagdo, formas amastigotas de L. infantum
foram observadas em 41.6% (5/12) da vulva (Figura 5) e 16.6% (2/12) da vagina
(Figura 6) dos animais (Tabela 2).

Vale salientar que ndo foi observada marcac¢do imunohistoquimica de

formas amastigotas de L. infantum na cérvix, corpo do ttero, corno do ttero e ovarios.

Com relagdo ao resultado da qPCR, a presenca de DNA de L. infantum foi

detectada em 75% (9/12) dos animais em pelo menos uma das amostras testadas (vulva,
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vagina, cérvix, corpo do utero, cornos uterinos e/ou ovarios). No corno uterino ¢ vulva
constatou-se positividade de 50% (6/12) nas amostras analisadas. Enquanto que na
vagina 58.3% (7/12) das amostras avaliadas foram igualmente positivas. Da mesma

forma, amostras de cérvix, corpo do utero e ovarios tiveram positividade de 61.5%

(8/12) (Tabela 2).

Tabela 2. Valores absolutos e relativos das lesdes histopatologicas (HE),
imunomarcagdes teciduais e positividade via qPCR dos 6rgaos do sistema genital
feminino de cdes naturalmente infectados por L. infantum.

Orgio (n=12) HE THQ qPCR
Discreto Moderado Intenso

Cérvix 2 (16.6%) 0 2 (16.6%) 0 8 (61.5%)
Corno uterino 1 (8.3%) 4 (33.3%) 1 (8.3%) 0 6 (50.0%)
Corpo uterino 0 1 (8.3%) 3 (25.0%) 0 8 (61.5%)
Ovario 0 0 0 0 8 (61.5%)
Vagina 1 (8.3%) 5(41.6%) 1 (8.3%) 2 (16.6%) 7 (58.3%)
Vulva 0 9 (75.0%) 1 (8.3%) 5(41.6%) 6 (50.0%)

Pelo teste de Kruskal-Wallis foram detectadas diferencas entre os 6érgaos em
relacdo as quantidades de parasitos na técnica IHQ (p = 0.0019) e “score” de
inflamacao na HE (p = 0.0060). Entretanto, ndo foram observadas diferencas entre

orgdos em relagdo a qPCR (p = 0.9387).

Quanto a THQ, observa-se que os maiores valores foram encontrados no
tecido da vulva. Nos demais tecidos a quantidade de parasitos ndo diferiu (p > 0.05).
Em relacdo a HE, destaca-se o tecido ovariano como aquele que apresentou os menores
valores, embora ndo tenha diferido estatisticamente do tecido da cérvix, ao passo que, o
tecido da vulva, seguidos pelos tecidos da vagina e do corno uterino apresentaram o

maior “score” de inflamagao (tabela 3).

O teste de correlagdo de Spearman detectou uma correlagdo significativa
apenas entre qPCR (“score”) e HE para o tecido do corpo do utero (p = 0.001) (tabela
4), sendo possivel observar que esta correlagdo ¢ inversa, ou seja, quanto maior a
inflamacao (HE) menor ¢ a carga parasitaria (QPCR), ou vice-versa (figura 7).

No presente trabalho foi possivel constatar pelo teste exato de Fisher
(p<0.001) que o método gPCR (0.28) foi mais eficiente na detecg¢ao de positividade de

tecidos infectados por amastigotas quando comparado com IHQ (0.90).
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Tabela 3. Teste de Kruskal-Wallis e comparagdes entre ranks médios de cada 6rgao
para as varidveis qPCR, IHQ e HE.

qPCR THQ HE
Kruskal-Wallis 1.26 18.99 16.30
GL 5 5 5
Valor p 0.9387 0.0019 0.0060
Comparagdes de ranks médios
Cérvix 3520 a 33.00b 32.66 be
Corno uterino 26.80 a 33.00b 38.16 ab
g Corpo uterino 30.90 a 33.00 b 35.70 b
S Ovario 3040 a 33.00b 21.00 ¢
Vagina 30.50 a 39.25b 41.00 ab
Vulva 29.20 a 4775 a 50.45a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente (p > 0.05).

Tabela 4. Valores-p para correlagdo entre qPCR (carga parasitaria) e HE (“score” de
inflamacao) por tecido.

Tecidos
Vulva Vagina Cérvix Corpodo Cornodo  Ovario
utero utero
Valores-p 0.134 0.752 0.617 0.001 0.305 NPR

NPR = ndo possivel realizar (uma coluna com todos os valores iguais a 0)

4 DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado que a LV em cadelas esta associada a lesoes
inflamatorias em 6rgdos genitais, notadamente na vulva, vagina e corno uterino.

As alteragdes estruturais na vulva e vagina aqui relatadas assemelham-se
aquelas encontradas por Silva et al. (2008) que relataram processo inflamatdrio vulvar e
vaginal caracterizada por infiltrado linfohistioplasmocitario, principalmente ao redor de
foliculos pilosos e de glandulas sebaceas e sudoriparas da vulva.

Por outro lado, os resultados aqui descritos reportam pela primeira vez, que
os infiltrados inflamatorios e alteragdes estruturais na cérvix e tecido uterino de cadelas
naturalmente infectadas por L. infantum ndo estdo restritas ao segmento externo da

genitalia como descritos por Silva et al. (2008).

Os resultados de imunomarcagdo obtidos no presente trabalho estdo de
acordo com Silva et al. (2008) que demonstraram formas amastigotas de L. infantum

somente na vulva e vagina, dentre os 6rgdos do sistema reprodutor, de cadelas com LV.
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Figura 7 — Correlagdo de Spearman entre qPCR (“score”) ¢ HE para o tecido do corpo

do tutero.
A exposicao constante da genitdlia externa ao ambiente torna esse segmento

do trato genital altamente susceptivel a inflamagdes e, portanto, macroéfagos parasitados
com L. infantum poderiam eventualmente ser atraidos para focos com inflamagdo prévia

(SILVA et al., 2008).

Por outro lado, os resultados aqui descritos sdo discordantes daqueles
obtidos por Rosypal et al. (2005), que observaram formas amastigotas de L. infantum

no utero de uma cadela infectada.

Segundo Tafuri et al. (2004), formas amastigotas de L. infantum, detectadas
via IHQ, podem ter uma ampla distribui¢cdo em tecidos de caes, porém, em se tratando
de trato genital feminino, o parasito estd restrito a genitalia externa, onde encontramos
uma carga parasitdria maior, em comparacdo a observada na vagina. Tal afirmagdo
corrobora com os achados descritos por Silva et al. (2008).

Com relagdo a auséncia de formas amastigotas de L. infantum nos ovarios,
tubas uterinas, cornos uterinos, corpo do utero e cérvix, poucos autores tém descrito o
parasito nestes orgdos. As formas amastigotas de L. infantum encontradas no tutero
(ROSYPAL et al., 2005) e na placenta (DUBEY et al., 2005) constituem achados raros,
ndo se caracterizando desta forma, juntamente com os ovarios, em local de predile¢ao
do parasito.

A presenca de formas amastigotas de L. infantum na vagina e a auséncia das
mesmas ao longo do tecido uterino podem ser relacionadas a possivel transmissao
venérea. Por outro lado, relacionar a transmissdo vertical via canal do parto

(transvaginal) seria pouco provavel, uma vez que, a transmissao via transplacentaria foi
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observada em fetos de fémeas naturalmente infectadas por L. infantum (PANGRAZIO
et al., 2009) e a transmissao vertical via vaginal ainda carece de comprovagao cientifica.

A detecgdo de DNA de L. infantum na genitalia tanto interna como externa e
a auséncia de correlag@o entre a carga parasitaria por qPCR e alteragdes estruturais (HE)
demonstrada pelo teste de correlacdo de Spearman indicam que a carga parasitaria nao
esta relacionada ao desencadeamento de reacdo inflamatoria nesses tecidos, havendo
inclusive uma correlacdo inversa no tecido do corpo do utero.

De acordo com os resultados, ¢ possivel concluir que os principais locais de
desenvolvimento de lesdes e imunomarcacdo de formas amastigotas de L. infantum no
trato reprodutor de cadelas sdo a vulva e a vagina, ndo existindo, porém, correlacao
entre carga parasitaria e lesdo inflamatoria nestes o6rgdos e ainda na cérvix, corpo e

cornos uterinos.
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Figura 1 — Vulva. Infiltrado inflamatério mononuclear moderado difuso na derme papilar
(estrela), periglandular e perifolicular (cabeca de seta). HE. Detalhe: macroéfago contendo
formas amastigotas de L. infantum. Barra = 400pm.

Figura 2 — Processo inflamatorio vaginal (estrela) com macrofago contendo formas
amastigotas de L. infantum (seta). HE. Barra = 100pm.

Figura 3 — Cérvix. Infiltrado inflamatorio linfohistioplasmocitario intenso e difuso. HE.
Barra =400um.

Figura 4 — Corpo do utero. Infiltrado inflamatério linfohistioplasmocitario intenso no
endométrio (estrela). HE. Barra = 100pum.

Figura 5 — Formas amastigotas de L. infantum na vulva (seta). Complexo estreptavidina-
peroxidase. Barra = 100pum.

Figura 6 — Formas amastigotas de L. infantum na vagina (seta). Complexo estreptavidina-
peroxidase. Barra = 100pum.
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CAPITULO 11

ANALISE HISTOPATOLOGICAE QUANTIFICA(;AO DA CARGA
PARASITARIA (qPCR) NO SISTEMA GENITAL DE CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania infantum
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Analise histopatoldgica e quantificacdo da carga parasitaria (qQPCR) no sistema
genital de cées naturalmente infectados por Leishmania infantum

Histopathological analysis and parasite quantification (qPCR) in the male dog’s genital
system naturally infected by Leishmania (Leishmania) infantum

RESUMO

A Leishmaniose Visceral ¢ uma importante zoonose parasitaria endémica no Brasil
causada pelo protozoario Leishmania infantum, sendo transmitida primariamente por
flebotomineos. A doenga, no cdo, esta presente em diferentes Orgdos e sistemas,
inclusive no sistema genital. No entanto, o tropismo da L. infantum pelos 6rgdos
genitais masculinos e sua associagdo com a carga parasitaria e alteragdes estruturais
nestes orgdos ainda ¢ uma questdo controversa. Desta forma, considerando a auséncia
de estudos sobre a relacdo entre carga parasitaria e lesdes no trato genital de caes, o
objetivo deste trabalho foi de avaliar a associacdo entre as alteracdes estruturais,
marcagdo imunohistoquimica e carga parasitaria por meio da PCR em tempo real em
orgdos do sistema reprodutor masculino de cdes naturalmente infectados por L.
infantum. Para tanto, foram coletados fragmentos de testiculos, epididimos, prostata,
glande, prepucio e escroto de 19 caes adultos ndo senis positivos para Leishmaniose
Visceral. Para os espécimes coletados realizaram-se avaliagdes estruturais,
imunohistoquimica e molecular por meio da PCR em tempo real. Todas as amostras
foram provenientes do Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de
Petrolina, Pernambuco, Brasil. Lesdes microscopicas associadas com imunomarcagao
de formas amastigotas do parasito foram observadas no testiculo, epididimo, prepucio e
escroto enquanto alteragdes estruturais sem imunomarcagao foram observadas em todos
os 6rgdos. Por outro lado, DNA do parasito foi encontrado em todos os 6rgaos, sendo
encontrada maior carga parasitaria nos testiculos, epididimos, glande e prostata. Os
testiculos apresentarem a maior carga parasitaria, porém foram os que apresentaram
menor grau de lesdes inflamatodrias. Desta forma, pode-se concluir que os principais
locais de desenvolvimento de lesdes inflamatorias sdo epididimo, prostata, glande,
prepucio e escroto, além de processos degenerativos em nivel testicular, ndo existindo,
porém, correlagdo entre carga parasitaria e lesdo inflamatoria nestes 6rgaos.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, alteragdes estruturais, patologias
genitais, imunohistoquimica.

ABSTRACT

The Visceral Leishmaniasis is an important parasitic zoonosis endemic in Brazil caused
by Leishmania infantum, is primarily transmitted by sandflies. The disease, in dogs, is
present in different organs and systems, including the genital system. Otherwise, L.
infantum tropism by the male genital system, its association with the parasite load and
structural changes in these organs is still remains a controversial issue. Therefore, the
major aim of this study was to evaluate the association between structural changes,
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labeling immunohistochemistry and parasite load by real time PCR in organs the male
reproductive system of dogs naturally infected with L. infantum. Fragments of testes,
epididymis, prostate, glans penis, prepuce and scrotum were collected from 19 adult
dogs not senile positive for Visceral Leishmaniasis from the Zoonosis Control Center of
the Municipality of Petrolina, Pernambuco, Brazil. All samples collected were evaluated
by histopathology description, immunohistochemistry and molecular through real-time
PCR. Microscopic lesions associated with immunostaining to amastigotes forms of L.
infantum were observed in the testis, epididymis, prepuce and scrotum while structural
changes were observed in all organs. On the other hand, parasite DNA was found in all
organs but, testes, epididymis, and prostate gland showed higher parasite load. The
testes showed greatest parasite load when compared with other organs, though with
lowest degree of lympho-histio-plasmacytic inflammatory lesions. Otherwise, testicular
degenerative processes were related with inflammatory lesions without correlation with
parasite load. In conclusion, the lympho-histio-plasmacytic inflammatory lesions had no
correlation with parasite load in testes, epididymis, prostate, glans penis, prepuce and
scrotum in dog naturally infected by L. infantum.

Key words: Canine Visceral Leishmaniasis, structural changes, genital pathologies,
immunohistochemistry.

1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma importante zoonose parasitaria
(COSTA, 2008) causada pelo protozoario Leishmania infantum (SHAW, 1994) ¢ tem os
cdes como 0s principais reservatorios do parasito no ambiente urbano no Brasil (DINIZ

et al., 2008).

A transmissdo da LV entre mamiferos € essencialmente vetorial (BARATA
et al., 2004), embora existam hipdteses de transmissdo direta de cdo a cdo, como a
transmissdo vertical transplacentaria em cadelas (BOGGIATTO et al., 2011; DUBEY et
al., 2005; MASUCKCI et al., 2003; NAUCKE & LORENTZ, 2012; PANGRAZIO et al.,
2009; ROSYPAL et al.,, 2005), bem como a transmissdo venérea (NAUCKE &
LORENTZ, 2012; SILVA et al., 2009).

Na esfera reprodutiva, cdes machos naturalmente infectados podem
desenvolver lesdes especificas principalmente nos testiculos, epididimo, prostata,
glande e preplicio com presenga de L. infantum em todos estes 6rgdos e no sémen
(AMARA et al., 2009; MANNA et al., 2012; MIR et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012).
Estas lesdes sdo caracterizadas por infiltrados inflamatorios linfohistioplasmocitarios

(DINIZ et al., 2005). Além da lesdo classicamente descrita para L. infantum em glande,
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pode-se observar tumor venéreo transmissivel parasitados por formas amastigotas do

parasito (CATONE et al., 2003).

No entanto, o tropismo da L. infantum pelos 6rgdos genitais masculinos ¢
sua associagdo com a carga parasitaria e alteragdes estruturais nestes 6rgaos ainda ¢ uma
questdo controversa. Desta forma, considerando a auséncia de estudos sobre a
associacdo entre carga parasitaria e lesdes no trato genital de caes machos com LV, o
objetivo deste trabalho foi de avaliar as alteragdes estruturais, marcagao
imunohistoquimica (IHQ) e carga parasitaria por meio da PCR em tempo real (qPCR)
em orgaos do sistema reprodutor de cdes machos naturalmente infectados por L.

infantum.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram utilizados fragmentos de testiculos, epididimos, prostata, glande,
prepucio e escroto de 19 caes adultos ndo senis, sem raga definida, soropositivos a
anticorpos anti-L. infantum (RIFI > 40) e/ou com presen¢a de formas amastigotas de L.
infantum na biopsia de medula 6ssea. As amostras teciduais foram provenientes do
Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Petrolina, Pernambuco,
Brasil. Estas, por sua vez, foram submetidos a andlises histopatologica,

imunohistoquimica e molecular por meio da qPCR.

2.2 HISTOPATOLOGIA

Ap6s a coleta, o material foi fixado em solucdo de formalina tamponada a
10% por 24 a 48 horas. Apods a fixagdo, as amostras foram submetidas a processamento
histolégico de rotina para inclusdo em parafina. Cortes de 5 um foram montados em
lamina e corados por Hematoxilina e Eosina (HE) (TOLOSA et al., 2003). Na analise
histopatologica, os cortes foram analisados e descritos quanto a presenca de infiltrados
inflamatoérios, onde foi estipulado um “score” de acordo com a intensidade das reagdes

inflamatorias e o0 comprometimento do 6rgao avaliado segundo a Tabela 1.
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2.3 IMUNOHISTOQUIMICA

O mesmo material coletado para andlise histopatoldgica foi processado para
imuno-detec¢do de formas amastigotas de acordo com a metodologia descrita por Tafuri
et al. (2004), com a utilizagdo de soro hiperimune de cdo como anticorpo primario e
sistema de deteccdo a base de estreptavidina-biotina-peroxidase disponivel
comercialmente (LSAB+ kit, Dako USA). A marcacdo foi revelada com
diaminobenzidina (DAB).

O numero de formas amastigotas imunomarcadas foi pontuado de 0 a 3

segundo nimero de formas amastigotas por campo de maio ampliagdo microscépica

(Tabela 1).

Tabela 1. Intensidade das reacdes inflamatorias e o comprometimento do orgao
avaliado para a varidvel HE e para a determinagcdo do numero de formas amastigotas
imunomarcadas através da THQ.

“Score” HE IHQ

0 Nenhuma inflamagao Nenhuma forma amastigota detectada

1 Inflamagao discreta 1 — 3 formas amastigotas por campo de
maior amplificagdo microscopica

2 Inflamagao moderada 4 — 10 formas amastigotas por campo de

maior amplificagdo microscopica
3 Inflamagdo intensa >10 formas amastigotas por campo de
maior amplificacdo microscopica

2.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR
2.4.1 EXTRACAO DE DNA

O DNA gendmico do material coletado foi extraido utilizando-se o DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen® Hilden-Germany), de acordo com as instrugdes do
fabricante.

2.4.2 gPCR

A reagdo para detec¢do de DNA de L. infantum foi realizada utilizando-se
os primers LEISH-1 (5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) ¢ LEISH-2 (5’-
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ACCCCCAGTTTCCCGCC-3") e a sonda TagMan-MGB probe (FAM- 5°-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’- non-fluorescent quencher-MGB) descritos por
Francino et al. (2006).

Cada reagdo (12,5ul) continha 6,25ul de Tagman® Universal PCR Master
Mix, cada primer na concentragdo de 900nM, sonda na concentragdo de 200nM, ¢ 50ng
de DNA molde.

O protocolo de amplificagdo constituiu-se de uma desnaturacdo inicial de
95°C por 3 min seguidas de 42 ciclos de desnaturagdo (95°C por 10 seg) e anelamento-
extensao (60°C por 30 seg). Todos os ensaios foram conduzidos em duplicata contendo
em cada bateria de reacdo controle negativo (DNA de cdo proveniente de area nao

endémica) e positivo (DNA proveniente de cultura in vitro de L. infantum).

Parasitos foram quantificados pelo método de quantificagcdo absoluta. Uma
curva padrdo foi construida com diluicdes de DNA de L. infantum provenientes de
cultura contendo aproximadamente 5,6x10° parasitos/mL. Considerando-se uma
eficiéncia de extragdo de 100%, oito diluicdes seriadas do estoque de DNA foram
realizadas em agua livre de nucleases. Cinco pontos foram utilizados para construgdo da

curva (0,1, 1, 10, 1.000 e 1.000.000 parasitos/mL).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

A carga parasitaria (qQPCR), o numero de formas amastigotas
imunomarcadas (IHQ) e o “score” de inflamagdo (HE) foram comparadas pelo teste de
Kuskal-Wallis. A analise de correlacao entre esses “scores” foi realizada com o teste de
correlagdo de Spearman e para diferenciagdo entre técnicas de diagndstico,
independente do tecido, foi utilizado o teste exato de Fisher. Todas estas anélises foram
realizadas com o software R versdo 2.15.2 (R CORE TEAM, 2012).

Para realizacdo do teste de Spearman os valores de qPCR (parasitos/mL)
foram transformados em “scores” seguindo o seguinte critério: 0 = 0; 0.001-0.01 = 1;

>0.01-0.1 = 2; >0.1-1 = 3; >1-2 = 4; >2-5 = 5; >5-6=6; >6-7=7; ...; >100 = 100.
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7 RESULTADOS

Foram observados abscesso e edema de prepucio e escroto e flacidez
testicular em um cdo. Outro cdo apresentou monorquidia unilateral direita, com o
testiculo sendo encontrado intra-abdominalmente. Por outro lado, ndo foram observadas
lesdes macroscopicas na genitalia tanto interna como externa de nenhum dos outros caes

examinados.

Em relacdo as lesdes microscopicas nos testiculos, 26.3% (10/38)
apresentaram infiltrados inflamatorios linfohistioplasmocitarios intensos no intersticio
(Tabela 2), enquanto 68.4% (26/38) apresentaram algum grau de degeneracao testicular.
Por outro lado, 80 %(8/10) dos cdes que possuiam infiltrado inflamatério intersticial

também apresentavam variado grau de degeneracdo tubular (Figura 1).

Com relagdo ao tecido intersticial epididimario, foi observada reacdo
inflamatoria mononuclear linfohistioplasmocitaria discreta em 36.8% (14/38), moderada
em 15.8% (6/38) e intensa em 15.8% (6/38) (Figura 2) (Tabela 2). Além disso,
constatou-se reducdo de 21% (8/38) no conteido espermatico na cauda ducto
epididimario e invasdo linfocitaria do epitélio de revestimento em 5.2% (2/38) dos

animais avaliados.

Na prostata, os infiltrados inflamatérios do tipo cronico foram observados
em 84.2% (16/19) dos animais analisados (Figura 3) (Tabela 2). Outros achados como
adenocarcinoma (31.6%; 6/19) (Figura 4), hiperplasia prostatica (15.8%; 3/19), cistos
(15.8%; 3/19) e metaplasia (5.2% /1/19) foram descritos nos animais avaliados neste

trabalho.

Por sua vez, na lamina prdpria-submucosa do epitélio de revestimento da
glande e lamina propria da uretra peniana, discretos infiltrados inflamatdrios
linfohistioplasmocitarios foram observados em 42.1% (8/19). Por outro lado, 36.8%
(7/19) dos infiltrados inflamatorios nestas mesmas regioes foram classificados como

moderado (Tabela 2).

Em 89.5% (17/19) dos caes analisados encontrou-se infiltrado inflamatério
cronico de grau moderado no preplcio composto por macrofagos, linfocitos e

plasmocitos (Tabela 2).
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Com relacdo ao tecido escrotal foi observada reacdo inflamatoria variando
de discreta a moderada composta por macrofagos, plasmocitos e linfocitos em 84.2%
(16/19) (Tabela 2). Além deste achado, notou-se presenca de grande numero de
macrofagos preenchidos com pigmento de melanina em 47.3% (9/19) do tecido escrotal
avaliado. Estes macrofagos estavam adjacentes a areas de epitélio de revestimento

escrotal com hiperpigmentacao de estrato basal e espinhoso (Figura 5).

No que concerne a imunomarcag¢ao, formas amastigotas de L. infantum
foram observadas em 5.2% (2/38) do testiculo (Figura 6), 2.6% (1/38) do epididimo,
5.2% (1/19) do prepucio e 5.2% (1/19) do escroto. Por outro lado, ndo foi observada
marcagdo imunohistoquimica de formas amastigotas de L. infantum na prostata e glande

(Tabela 2).

Com relagdo ao resultado da qPCR, a presenga de DNA de L. infantum foi
detectada em 94.7% (18/19) dos animais em pelo menos uma das amostras testadas
(testiculos, epididimos, prostata, glande, prepucio e/ou escroto). Nos testiculos,
epididimos e prostata se constatou positividade das amostras na ordem de 89.5%
(17/19), 84.2% (16/19), 78.9% (15/19), respectivamente. Da mesma forma, as amostras
provenientes da glande, preptcio e escroto foram positivas na ordem de 78.9% (15/19),

47.4% (9/19) e 36.8 % (7/19), respectivamente, como descrito na tabela 2.

Tabela 2. Valores absolutos e relativos das lesdes histopatologicas (HE),
imunomarcagdes teciduais e positividade via qPCR dos 6rgaos do sistema genital
masculino de cdes naturalmente infectados por L. infantum.

Orgio HE IHQ qPCR
Discreto Moderado Intenso

Epididimo (n=38) 14 (36.8%) 6(15.8%) 6 (15.8%) 1(2.6%) 16 (84.2%)*
Escroto (n=19)  8(42.1%) 7(36.8%) 1(52%) 1(52%) 7(36.8%)

Glande (n=19)  8(42.1%) 7(368%) 0 0 15 (78.9%)
Prepicio (n=19)  5(26.3%)  9(47.3%)  3(15.8%) 1(52%) 9 (47.4%)
Prostata (n=19)  4(21.0%) 10 (52.6%) 2(10.5%) 0 15 (78.9%)

Testiculo 1=38)  2(52%)  2(52%)  6(15.8%) 2(52%) 17(89.5%)*

* Nestes casos, a amostra foi composta por 19 fragmentos (n=19).

Pelo teste de Kruskal-Wallis foram detectadas diferencas significativas entre
os Orgdos em relagdo as quantidades de parasitos na qPCR (p = 0.0197) e em relacdo ao
“score” de inflamacdo na HE (p = 0.0100). Entretanto, ndo foram observadas diferencas

entre 6rgaos utilizando a técnica IHQ (p = 0.8414).
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Quanto a qPCR, observa-se que os maiores valores foram encontrados nos
tecidos dos epididimos e testiculares, embora estes ndo tenham apresentado diferenga
significativa em relacdo aos tecidos da glande e da prostata. Em relagdo a HE, destaca-
se o tecido do testiculo como aquele que apresentou os menores valores, embora
diferenca significativa niao tenha sido observada com relagdo aos tecidos do epididimo e
da glande. Com base nos resultados do teste IHQ ndo foi possivel detectar diferenga

significativa entre os tecidos analisados (Tabela 3).

O teste de correlagdo de Spearman ndo detectou correlacdo significativa

entre JPCR (“score”) e HE para os tecidos analisados (tabela 4).

No presente trabalho foi possivel constatar pelo teste exato de Fisher
(p<0.001) que o método qPCR (0.31) foi mais eficiente na detecgdo de positividade de

tecidos infectados por amastigotas quando comparado com IHQ (0.96).

8 DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado que a LV em caes estd associada a uma alta
frequéncia de lesdes inflamatérias em oOrgdos genitais, notadamente no epididimo,
prostata, glande, preptcio e escroto.

Nos testiculos, disrup¢do do processo espermatogénico pode estar
relacionado a diversos fatores tais como: enddcrinos, farmacologicos, térmicos,
quimioterapicos, radioterapicos, nutricionais ¢ microbioldgicos (Nascimento & Santos,

2003).

Tabela 3. Teste de Kruskal-Wallis e comparagdes entre ranks médios de cada 6rgao
para as variaveis qPCR, IHQ e HE.

qPCR THQ HE
Kruskal-Wallis 13.41 2.05 15.07
GL 5 5 5
Valor p 0.0197 0.8414 0.0100
Comparagdes de ranks médios
Epididimo 67.03 a 58.47a 53.66 ab
Escroto 3895¢c 58.58 a 59.89 a
g Glande 64.37 ab 5550 a 55.05 ab
S Prepucio 45.71 be 5847 a 71.55a
Prostata 60.55 ab 55.50 a 68.55 a
Testiculo 68.39 a 58.47a 36.29b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente (p > 0.05).



Tabela 4. Valores-p para correlagdo entre qPCR (carga parasitaria) ¢ HE (nivel de
inflamacao) por tecido.

Tecidos
Testiculo Epididimo  Prostata Glande Prepticio  Escroto
Valores-p 0.346 0.259 0.799 0.260 0.234 0.166

Na LV canina, lesdes inflamatérias cronicas tém sido observadas na regiao
intertubular do testiculo (DINIZ et al., 2005). No presente trabalho foram observadas
lesdes inflamatdrias testiculares em somente 26.3% (10/38) dos animais avaliados.
Entretanto, demonstrou-se que a degeneragdo tubular foi frequente em animais positivos
e que 80 % (8/10) dos caes que possuiam infiltrados inflamatorios também
apresentavam degeneragdo testicular. De acordo com Nascimento & Santos (2003), o
processo degenerativo do epitélio germinativo pode ser desencadeado como
consequéncia de reacdo inflamatoria e aumento de temperatura testicular.

Segundo Manna et al., (2012), a forma amastigota da L. infantum no
testiculo aparentemente atua como agente desencadeador da resposta inflamatoria.
Infecgdes experimentais em hamster com L. donovani resultou em amiloidose testicular,
degeneracdo, atrofia progressiva, e azoospermia. Neste mesmo modelo experimental, as
alteragdes degenerativas também foram associadas com infiltracdo de linfocitos e
macrofagos contendo formas amastigotas do parasito no testiculo (GONZALEZ et al.,
1983) .

Vale ressaltar que formas amastigotas de L. infantum ndo foram detectadas
no lume e epitélio germinativo dos tubulos seminiferos, e embora tenham sido
observadas alteragdes degenerativas, eles permaneceram morfologicamente intactos em
todos os caes assim como descrito por Diniz et al. (2005).

Com relagdo ao resultado da qPCR, pode-se observar pelo teste de Kruskal-
Wallis que o tecido testicular apresentou a maior carga parasitaria, sendo que Manna et
al. (2012) observou também pelo mesmo método diagnéstico carga parasitaria elevada
neste tecido. Apesar de o testiculo apresentar maior carga parasitaria via qPCR, isto nao
se refletiu na intensidade das alteracdes inflamatorias. Neste 6rgdo constatou-se menor
intensidade das alteragdes inflamatdrias em comparagdo com os demais tecidos genitais
masculinos, contudo nenhuma correlagdo foi observada pelo teste de Spearman. Desta
maneira pode-se inferir que a alta carga parasitaria no tecido testicular, ao contrario do
que foi descrito por Manna et al. (2012), ndo tem relagdo com a reagdo inflamatodria e

lesdes degenerativas testiculares. Por outro lado, a alta carga parasitaria e infiltrado
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linfohistoplamocitario ndo garante a presenca de imunomarcagdo de formas amastigotas
em macrofagos como descrito por Xavier et al. (2006).

Com relagdo as alteracdes inflamatorias do tecido epididimario, os
resultados do presente estudo sdo semelhantes aos obtidos por Diniz et al. (2005), os
quais descreveram infiltrados inflamatorios linfohistiociticos no epididimo de cades. Da
mesma forma, foi descrito no presente estudo diminui¢do da massa espermadtica
concordando assim com Diaz et al. (1982), que descreveram azoospermia, sendo este
um estagio mais avangado do grau de alteracdo epididimaria.

Por outro lado, a presenga de linfocitos invadindo o epitélio do ducto
epididiméario descritos aqui, pode aumentar a possibilidade de presenca de formas
amastigotas de L. infantum no sémen de cdes, uma vez que a epididimite ¢
frequentemente associada com a presenga de células inflamatorias no sémen destes
animais (NELSON & COUTO, 1994), favorecendo a transmissdo venérea da doenga
(NAUCKE & LORENTZ, 2012; SILVA et al., 2009).

Na prostata, os resultados aqui descritos sdo discordantes dos obtidos por
Diniz et al. (2005), os quais descreveram frequéncia muito baixa de alteracdes
inflamatorias na prostata. Por outro lado, outros autores descreveram prostatite como
sendo um achado em cao infectado (MIR et al., 2012), concordando assim com os
resultados aqui relatados. Todavia, os resultados aqui obtidos descrevem pela primeira
vez a ocorréncia de adenocarcinoma, hiperplasia, cistos e metaplasia em prostata de
cées naturalmente infectados por L. infantum.

As doengas prostaticas sdo comuns em caes, desenvolvendo-se apds a
maturidade sexual. Entre as afec¢des que acometem a prdstata desses animais, a mais
frequente ¢ a hiperplasia prostatica benigna (SMITH, 2008). Por outro lado, a prostatite
aqui relatada em cdes naturalmente infectados por L. infantum pode estar associada as
demais alteragcdes encontradas, notadamente ao adenocarcinoma, uma vez que, em
humanos, associagdes de prostatite com cancer de prostata sugerem que as infecgdes
podem representar um mecanismo através do qual o cancer de prostata pode se
desenvolver (LESLIE et al., 2002).

Na glande e prepucio, os achados histopatologicos sdo semelhantes aos
obtidos por Diniz et al. (2005), os quais descreveram reagdo inflamatéria
linfohistioplasmocitaria. A alta frequéncia de inflamacdo associada com a presenga de
formas amastigotas de L. infantum na glande e prepucio, pode também contribuir para o

aparecimento do parasito no sémen (DINIZ et al., 2005) favorecendo a transmissdo
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venérea da doenca (NAUCKE & LORENTZ, 2012; SILVA et al., 2009). Contudo,
nestas estruturas a carga parasitaria e a intensidade de imunomarcagao para amastigotas
ndo estdo diretamente correlacionadas com o infiltrado inflamatério cronico observado
no tecido conjuntivo.

No escroto, a reagdo inflamatoria encontrada é semelhante as dermatopatias
encontradas nesta espécie (SOLANO-GALLEGO et al., 2009), contudo a presenga de
macrofagos ingurgitados com pigmento de melanina ¢ uma questdo ainda controversa,
pois ndo existem fatores pré ou inflamatorios relacionados com melanogénese em caes
naturalmente infectados por L. infantum. Além disso, a hiperpigmentagdo ¢ um sinal
clinico comumente descrito em humanos (NEGHINA et al., 2009), mas ndo em caes.

A detecgdo de DNA de L. infantum na genitalia tanto interna como externa e
a auséncia de correlag@o entre a carga parasitaria por qPCR e alteragdes estruturais (HE)
demonstrada pelo teste de correlagdo de Spearman indicam que a carga parasitaria ndo
esta relacionada ao desencadeamento de reagdo inflamatoria nesses tecidos

De acordo com os resultados, ¢ possivel concluir que os principais locais de
desenvolvimento de lesdes inflamatorias no trato reprodutor de cdes naturalmente
infectados por L. infantum sdo epididimo, prostata, glande, preptcio e escroto, além de
processos degenerativos em nivel testicular, ndo existindo, porém, correlacdo entre

carga parasitaria e lesdo inflamatoria nestes 6rgaos.
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Figura 1 — Testiculo. Infiltrado inflamatério cronico e difuso (estrela). Observar degeneragao
testicular e atrofia de tibulos seminiferos. HE. Barra = 200pm.
Figura 2 — Epididimo. Processo inflamatorio difuso e intenso ao longo do interducto
(estrela). HE. Barra = 200pum.
Figura 3 — Prostata. Infiltrado inflamatorio linfohistioplasmocitario difuso (estrela). HE.
Barra = 200um.
Figura 4 — Prostata. Adenocarcinoma moderadamente diferenciado. HE. Barra = 200um.
Figura 5 — Escroto. Infiltrado inflamatorio discreto ao longo da derme papilar. Observar
macrofagos ingurgitados com melanina (seta) e hiperpigmentagdo de estrato basal e
espinhoso no epitélio (cabeca de seta). HE. Barra = 200pm.
Figura 6 — Formas amastigotas de L. infantum no intersticio testicular (seta). Complexo
estreptavidina-peroxidase. Barra = 50pum.
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Patologias genitais associadas a leishmaniose visceral canina

Genital pathologies associated with canine visceral leishmaniasis

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca parasitaria cronica causada por
protozoarios pertencentes ao género Leishmania. No Brasil, a transmissao se da,
principalmente, pela acdo hematdfaga de insetos vetores pertencentes a subfamilia
Phlebotominae, particularmente, a espécie Lutzomyia longipalpis. Todavia, a trasmissao
vertical e venérea da LVC esta presente. Os principais sinais clinicos observados nos
animais  acometidos pela LVC sdo linfoadenomegalia,  dermatopatias,
hepatoesplenomegalia, onicogrifose e oftalmopatias, contudo quadros atipicos podem
ser observados, inclusive com o envolvimento do sistema genital. Dessa forma, o
objetivo deste artigo ¢ realizar revisdo sobre as principais patologias genitais em caes
machos e fémeas com leishmaniose visceral (LV).

Palavras-chave: Leishmania sp, cées, alteragdes estruturais, sistema genital.

ABSTRACT

The canine visceral leishmaniasis (CanL) is a chronic parasitic disease caused by
protozoa belonging to the genus Leishmania. In Brazil, the transmission occurs mainly
by the action of blood-sucking insects belonging to the subfamily Phlebotominae,
particularly the Lutzomyia longipalpis species. However, the venereal and vertical
transmission of the CanL is present. The main clinical signs observed in animals
affected by the CanL are lymphadenopathy, skin diseases, hepatosplenomegaly,
onychogryphosis and ophthalmopathy, however atypical manifestations can be
observed, including the involvement of the genital system. Thus, the aim of this paper is
to review on the major pathologies in genital male and female dogs with visceral
leishmaniasis (VL).

Key words: Leishmania sp, dogs, structural changes, genital system.

1 INTRODUCAO

A LV ¢ uma zoonose parasitaria relatada em mais de 88 paises (TOZ et al.,

2009), acometendo o homem e diversas espécies de mamiferos silvestres e domésticos,
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provocando variadas manifestacdes clinicas (FIGUEIREDO et al.,, 2009). Ela ¢
ocasionada por protozodrios da familia Trypanossomatidae, os quais, uma vez dentro do

organismo dos mamiferos, apresentam tropismo pelo sistema mononuclear fagocitario

(NEVES, 2005).

O protozoario causador da LV pertence ao género Leishmania, agrupado no
complexo donovani, incluindo Leishmania donovani ¢ L. infantum no Velho Mundo ¢
L. chagasi no Novo Mundo (SHAW, 1994). Entretanto, estudos utilizando técnicas
bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi ¢ a L. infantum uma unica espécie
(MAURICIO et al., 2000). Dessa forma, de acordo com o Cédigo Internacional de
Nomenclatura Zooldgica, o nome L. infantum prevalece por ter sido primeiramente

descrito.

A doenga acomete mais de 350 milhdes de pessoas em diversos paises
(HOSSAIN & JAMIL, 2011), sendo que, no Brasil, a LV tem se expandido e encontra-
se urbanizada em decorréncia de alteragdes ambientais antropogénicas e da rapida e
intensa migracao de populacdes rurais as periferias urbanas (MAIA-ELKHOURY et al,
2008; LAURENTI, 2009; COLOMBO et al., 2011). A falta de saneamento e
infraestrutura adequados, associada a simultdnea interagdo e mobilizacdo de
reservatorios silvestres e cdes infectados, vem acarretando no aumento do numero de
casos humanos e num elevado nimero de cdes positivos em varios estados do pais

(GONTIIO & MELO, 2004).

A doenga ¢ considerada endémica em 21 estados da federacdo brasileira,
destacando-se aqueles da regido Nordeste, responsaveis por 50% dos casos anuais do
pais (DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006; AGUIAR, et al., 2007), sendo
os estados da Bahia, Ceard, Maranhao ¢ Piaui os mais acometidos (MENDES et al.,

2002; COSTA, 2008; ALBUQUERQUIE, et al., 2009).

Embora varias espécies selvagens possam ser potencialmente infectadas
(LUPPI et al., 2008), o cao doméstico ¢ o principal reservatorio da LV no novo mundo,
particularmente em 4reas urbanas (DINIZ et al., 2008), onde a transmissdo se da pela
acdo hematéfaga de insetos vetores pertencentes a subfamilia Phlebotominae
(MARZOCHI et al., 1985), particularmente, a espécie Lutzomyia longipalpis
(BARATA et al., 2004). Todavia, a transmissdo vertical transplacentdria em cadelas
(MASUCCI et al., 2003; DUBEY et al., 2005; ROSYPAL et al., 2005), bem como

transmissdo venérea (SILVA et al., 2009), tém sido relatadas.
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As vias alternativas de infec¢do colocam em prova as estratégias de controle
e erradicacao da LV baseadas na eliminagdo do vetor, atestando que estas ndo seriam
eficientes, pois a L. infantum manteria seu ciclo, assumindo potencial importancia no

acasalamento de caes errantes positivos (SILVA et al., 2009).

Do ponto de vista epidemioldgico, a infec¢do canina € mais importante que
a infec¢ao no homem, além de ser mais prevalente e apresentar grande contingente de

animais assintomaticos que albergam parasitos na derme (BONATES, 2003).

No c@o, a infecg¢@o por L. infantum € considerada uma enfermidade cronica,
presente em varios continentes (TRAVI et al., 2002; LIMA et al., 2003; CARDOSO et
al., 2007), representando um grande problema de satde publica, particularmente pela

presenca de animais assintomaticos (COSTA, 2008).

Os principais sinais clinicos observados nos animais acometidos pela LVC
sdo linfoadenomegalia, dermatopatias (SOLANO-GALLEGO et al, 2009),
hepatoesplenomegalia, onicogrifose (ALBUQUERQUE et al., 2007) e oftalmopatias
(BRITO et al., 2006). No entanto, formas amastigotas de Leishmania sp podem ter uma
ampla distribuicdo em tecidos de caes (TAFURI et al., 2004), o que pode resultar em
manifestagdes clinicas atipicas (SOUZA et al., 2005).

Dentre os quadros atipicos, incluem-se desordens neurolégicas (BLAVIER
et al.,, 2001), nefropatias (COSTA et al., 2003), cardiopatias e pneumopatias
(TORRENT et al., 2005), bem como envolvimento do sistema genital (DINIZ et al.,
2005; AMARA et al., 2009).

Céaes machos naturalmente infectados, muitas vezes, desenvolvem lesdes
genitais associadas com a presenca de formas amastigotas, principalmente no
epididimo, prepucio, e glande (DINIZ et al., 2005), além de lesdes especificas nos
testiculos (AMARA et al., 2009).

Atualmente, diversas metodologias estdo disponiveis para o diagnostico da
LVC. Sendo assim, o diagnéstico laboratorial pode ser realizado através do exame
parasitoldgico direto, testes imunoldgicos, como imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou
ensaio de imunoadsor¢do enzimatico (ELISA), métodos imunohistoquimicos e, mais
recentemente, através de métodos moleculares de amplificacdo do acido nucleico, como
a Reacdo da Cadeia em Polimerase (PCR) e PCR quantitativo (Real Time PCR)
(MOREIRA et al., 2007; QUEIROZ et al., 2010; SOLCA et al., 2012).

63



Diante do exposto e considerando a possibilidade de manifestacdes
patologicas atipicas da LVC, serdo abordadas nesta revisao as principais alteragdes
estruturais nos 6rgdos do sistema reprodutor masculino e feminino de caes infectados

comLV.

2 ALTERACOES ESTRUTURAIS NO SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

Caes naturalmente infectados por L. infantum apresentam auséncia de
alteracdes macroscopicas a nivel testicular, porém histologicamente possuem lesdes
(AMARA et al.,, 2009) caracterizadas por processos inflamatorios intersticiais
subagudos com atrofia degenerativa do epitélio seminifero (PIZARRO et al., 1989;
DINIZ et al., 2005; AMARA et al., 2009).

A frequéncia e a intensidade das alteragdes inflamatorias estdo associadas
com a manifestacdo clinica da doenga, bem como a carga parasitaria presente no
testiculo (DINIZ et al., 2005). O nimero de formas amastigotas de Leishmania sp nos
testiculos atua como fator desencadeador da resposta inflamatdria, enquanto que a
degeneragdo testicular ¢ provavelmente uma consequéncia do processo inflamatorio
(DINIZ et al., 2005), uma vez que o processo degenerativo pode ser desencadeado em

resposta a uma inflamacao testicular (NASCIMENTO & SANTOS, 2003).

A imunomarca¢ao de formas amastigotas de Leishmania sp dentro de
macrofagos testiculares de cao sorologicamente positivo apresentando sinais clinicos foi
evidenciada em infiltrado inflamatorio linfohistiocitdrio (DINIZ et al., 2005),
caracterizando, dessa maneira, uma resposta imune local (BENITES et. al., 2011).
Contudo, formas amastigotas dentro do limen do tibulo seminifero e ducto

epididimario ndo tém sido observadas (DINIZ et al., 2005).

Por outro lado, infiltrado inflamatério linfohistiocitico no epididimo de caes
(DINIZ et al., 2005), além de fibrose com adelgacamento do epitélio (AMARA et al.,
2009) e azoospermia (DIAZ et. al., 1982), ressaltando um maior parasitismo de formas

amastigotas de Leishmania sp neste orgao (DINIZ et al., 2005) tem sido demonstrado.

Na cabeca, corpo e cauda do epididimo, hd notadamente migracdo de
cé¢lulas imunocompetentes, que, normalmente, situam-se na base do epitélio e deslocam-

se para o limen (SERRE & ROBAIRE, 2002). Contudo, fatores que levam ao aumento
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da concentragdo dessas células e a resposta imunocelular local neste 6rgdo, frente a
complexidade da resposta imune sistémica a LV em caes, ndo sdo totalmente

conhecidos (HEDGER & HALES, 20006).

A presenga de formas amastigotas de Leishmania sp no epididimo de caes
altera o perfil leucocitario desse 6rgao, ocorrendo maior transmigracdo de neutréfilos,
macroéfagos e linfécitos para o limen (BENITES et. al., 2011), indicando uma resposta
imune mais demorada, caracteristica de casos cronicos com alta parasitemia (REIS et al.

2009).

Diferentemente dos 6rgaos até aqui revisados, ndo foi evidenciada relacao
entre prostatite ¢ LV em caes, uma vez que a frequéncia de infiltrado inflamatorio e a
intensidade de inflamagdo na prostata ndo foram significativamente diferentes entre caes

sorologicamente positivos e soronegativos pelo método de ELISA (DINIZ et al., 2005).

Na prostata, a semelhanga do limen do tibulo seminifero e ducto
epididimario, ndo foram observadas formas amastigotas de Leishmania sp em secgoes
coradas com Hematoxilina - Eosina (HE), porém, quando realizada imunomarcacao,
formas amastigotas de Leishmania sp foram observadas em 55% das sec¢des de caes,
independente da presenca ou auséncia de sinais clinicos (DINIZ et al. 2005). Por outro
lado, ndo foi observada maior transmigracdo epitelial de neutréfilos, macréfagos e

linfécitos neste 6rgao de caes com LV (BENITES et. al., 2011).

Formas amastigotas de L. infantum na glande de cdo com tumor venéreo
transmissivel tem sido relatada (CATONE et al., 2003) com presenca de reagdo
inflamatoria com predominio de macréfagos, com maior frequéncia e intensidade nos

animais com sinais clinicos.

Do mesmo modo, em animais naturalmente infectados, rea¢ao inflamatéria
histioplasmocitaria associada com dermatite granulomatosa, erosdes e ulceracdes e
elevado numero de macrofagos parasitados t€ém sido observados no prepucio (DINIZ et

al., 2005).

Da mesma forma que doencas sistémicas podem alterar a qualidade do
sémen canino (JOHNSTON et al., 2001), cdes com LV apresentam pobre qualidade do
sémen, caracterizada por hiperproteinemia seminal ¢ baixa motilidade progressiva

(LABAT et al., 2010; ASSIS et al., 2010).
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A semelhancga do que ocorre no homem (SYMMERS, 1960), a transmissdo
venérea de Leishmania sp tem sido aventada em cdes machos sexualmente maduros
com infec¢do natural pela detec¢do do parasito no sémen através da PCR (DINIZ et al.,

2005).

3 ALTERACOES ESTRUTURAIS NO SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

Cadelas naturalmente infectados por L. infantum apresentam processo
inflamatorio vulvar e vaginal caracterizado por infiltrado histio-plasmo-linfocitario,
principalmente ao redor de foliculos pilosos e de glandulas sebaceas e sudoriparas
(SILVA et al., 2008). Por outro lado, Silva et al. (2008) demonstraram que
imunomarcagdo de formas amastigotas de Leishmania sp na mucosa vaginal foram
evidenciadas em infiltrado inflamatério multifocal discreto, composto por macrofagos,
plasmdcitos e alguns linfocitos.

Formas amastigotas de Leishmania sp foram descritas no ttero de uma
cadela infectada (ROSYPAL et al., 2005). Contudo, lesdes e formas amastigotas de
Leishmania sp na cérvix, corpo do ttero, cornos uterinos, tubas uterinas e ovarios nao

foram observadas através da técnica de imunohistoquimica (SILVA et al., 2008).

Apesar de lesdes microscopicas e de presenga de formas amastigotas de
Leishmania sp na cérvix, corpo do ttero, cornos uterinos, tubas uterinas e ovarios nao
terem sido observadas em cadelas naturalmente infectadas por L. chagasi através da
técnica de imunohistoquimica (SILVA et al., 2008), a PCR tem se mostrado sensivel na
detecgdo de formas amastigotas de Leishmania sp em amostras de tecido do sistema

genital (SILVA et al., 2008).

Os segmentos da genitalia externa apresentaram uma maior frequéncia de
detec¢ao por PCR (SILVA et al., 2008), uma vez que a vulva é coberta por tecido
cutaneo ricamente suprido de glandulas apocrinas e sebaceas (DELLMANN &
BROWN, 1982) e a pele estd entre as amostras de escolha para extragdo de DNA e
PCR nos casos de LVC (QUEIROZ et al., 2010). Dessa forma, a sensibilidade e
especificidade atingem patamares proximos a 100% (FERRER, 1999; LUVIZOTTO,
2005).
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A deteccdo de DNA de Leishmania sp na genitalia interna e a auséncia de
alteragdes microscopicas evidentes nesses segmentos indicam que a presenca do

parasito ndo estd relacionada ao desencadeamento de reacdo inflamatdria nesses tecidos

(SILVA et al., 2008).

Estima-se que o limite de deteccdo desse protocolo de PCR seja de 0,0001
formas amastigotas (equivalente parasitario) por reacao (LACHAUD et al., 2002). Esse
nivel de sensibilidade pode resultar na deteccdo de DNA de Leishmania sp mesmo se o
parasito estiver restrito ao sangue circulante nesses segmentos da genitalia interna, o
que ¢ uma hipdtese valida, ja que os leucdcitos do sangue periférico estdo dentre as
amostras de escolha para extragdo de DNA e PCR nos casos de LVC (LACHAUD et
al., 2002).

Estudo realizado em placenta de fetos abortados de cadela soropositiva para
LV demonstrou a placentite como lesdo predominante, caracterizada por necrose e
infiltragdo mista de leucocitos. Ao mesmo tempo, numerosas formas amastigotas de
Leishmania sp foram identificados em trofoblasto placentario (DUBEY et al., 2005),
indicando que a transmissdo vertical pode ser uma potencial rota de infec¢do do

parasito.

4 CONCLUSAO

A LV em cdes pode desencadear o aparecimento de alteragdes estruturais no
sistema reprodutor, notadamente o masculino, com lesdes especificas principalmente
nos testiculos, epididimo, glande e prepucio, além da presenga de Leishmania sp no
sémen. Os principais locais de desenvolvimento de lesdes e imunomarcagdo de formas

amastigotas de L. infantum no trato reprodutor de cadelas sdo a vulva e vagina.

67



68

REFERENCIAS

AGUIAR, P.H.P. et al. Quadro clinico de caes infectados naturalmente por Leishmania
chagasi em uma area endémica do estado da Bahia, Brasil. Revista Brasileira de
Saude e Producao Animal, v. 8, n. 4, p. 283-294, 2007.

AMARA, A. et al. Etude histologique des Iésions testiculaires chez les chiens
leishmaniens. Revue de Médecine Vétérinaire, v. 160, n. 1, p. 54-60, 2009.

ALBUQUERQUE, A.R. et al. Aspectos clinicos de caes naturalmente infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi na Regido Metropolitana do Recife. Clinica
Veterinéria, v.71, p.78-80, 2007.

ALBUQUERQUE, P. L. M. M. et al. Urbanization of visceral leishmaniasis (kala-azar)
in Fortaleza, Ceara, Brazil. Revista Panamericana de Salud Publica, v. 26, n. 4, p.
330-333, 2009.

ASSIS, J. et al. Estudo comparativo dos métodos diagnosticos para Leishmaniose
Visceral em cées oriundos de Ilha Solteira, SP. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinaria, v. 19, n. 1, p. 17-25, 2010.

BARATA, R.A. et al. Phlebotomine sandflies in Porteirinha, an area of American
visceral leishmaniasis transmission in the state of Minas Gerais, Brazil. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 99, n. 5, p. 481-487, 2004.

BENITES, A.P. et al. Presen¢a de formas amastigotas de Leishmania chagasi e perfil
leucocitario no aparelho reprodutivo de caes. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 31, n.
1, p. 72-77, 2011.

BLAVIER, A., et al. Atypical forms of canine leishmaniosis. The Veterinary Journal,
v. 162, n. 2, p. 108-120, 2001.

BONATES, A. Leishmaniose visceral (calazar). Veterinary News, v. 10, n. 61, p. 04-
05, 2003.

BRITO, F.L.C. et al. Ocular alterations in dogs naturally infected by Leishmania
(Leishmania) chagasi. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
v.58,n. 5, p.768-775, 2006.

CARDOSO, L. et al. Anti-Leishmania humoral and cellular response in naturally
infected symptomatic and asymptomatic dogs. Veterinary Immunopathology, v.117,
p. 35-41, 2007.

CATONE, G. et al. Canine transmissible venereal tumor parasitized by Leishmania
infantum. Veterinary Research Communications, v.27, n.7, p.549-553, 2003.

COLOMBO, F.A. et al. Detection of Leishmania (Leishmania) infantum RNA in fleas
and ticks collected from naturally infected dogs. Parasitology Research, v. 109, n
2,p.267-274, 2011.



69

COSTA, C. H. N. Characterization and speculations on the urbanization of visceral
Leishmaniasis in Brazil. Cadernos de Saude Publica, v. 24, n.12, p.2959- 2963, 2008.

COSTA, F. A. L. et al. Histopathologic patterns of nephoropathy in naturally acquired
canine visceral leishmaniasis. Veterinary Pathology, v. 40, n. 6, p.677-684, 2003.

DANTAS-TORRES, F.; BRANDAO-FILHO, S. P. Expansio geografica da
leishmaniose visceral do Estado de Pernambuco. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v. 39, n.4, p. 352-356, 2006.

DELLMANN, H. D. & BROWN, E. M. Histologia Veterinaria. Guanabara Koogan,
Rio de Janeiro, 1982. 397 p.

DIAZ, M.P. et al. Lesiones testiculares y epididimarias en La leishmaniasis visceral
canina, de presentacion natural. Higia Pecoris, v.4, n. 10, p. 5-25, 1982.

DINIZ, S.A. et al. Genital lesions associated with visceral leishmaniasis and shedding
of Leishmania sp. in the semen of naturally infected dogs. Veterinary Pathology, v.
42,1n. 5, p. 650-658, 2005.

DINIZ, S.A. et al. Animal reservoirs for visceral leishmaniasis in densely populated
urban areas. Journal of Infection in Developing Countries, v. 2, n. 1, p. 24-33, 2008.

DUBEY, J.P. et al. Placentitis associated with leishmaniasis in a dog. Journal of the
American Veterinary Medical Association, v. 227, n. 8, p. 1266—1269, 2005.

FERRER, L. Clinical aspects of canine Leishmaniasis. In: INTERNATIONAL
CANINE LEISHMANIASIS FORUM, 1999, Barcelona, Catalunha. Anais... Hoechst
Roussel Vet., 1999. p. 6-10.

FIGUEIREDO, F.B. et al. Avaliac¢ao soroldgica para detec¢do de anticorpos anti-
Leishmania em cées e gatos no bairro de Santa Rita de Céssia, Municipio de Barra
Mansa, Estado do Rio de Janeiro. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical, v. 42, n. 2, p.141-145, 2009.

HEDGER, M.P. & HALES D.B. Immunophysiology of the male reproductive tract,. In:
NEILL, J. (Ed.). Knobil and Neill’s Physiology of Reproduction. 3* ed. Elsevier,
New York, 2006, p. 1195-1286.

GONTIO, C. M. F.; MELO, M. N. Leishmaniose visceral no Brasil: quadro atual,
desafio e novas perspectivas. Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 7, n. 3, p. 338-
349, 2004.

HOSSAIN, M.; JAMIL, K. M. Geographical Distribution of Kala-Azar in South Asia.
Kala Azar in South Asia, v. 1, n.1, p. 3-9, 2011.

JOHNSTON, S.D. et al. Disorders of canine testes and epididymes. In: JOHNSTON,
S. D. Canine and feline theriogenology. Philadelphia: Saunders, 2001. Cap.18,
p-312-332.



70

LABAT, E. et al. Qualidade espermética de sémen de ces naturalmente infectados por
Leishmania sp. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 62, n. 3,
p.609-614, 2010.

LACHAUD, L. et al. Comparison of six PCR methods using peripheral blood for
detection of canine visceral leishmaniasis. Journal of Clinical Microbiology, v. 40, n.
1, p. 210-215, 2002.

LAURENTI, M. D. Correlagao entre o diagndstico parasitologico e soroldgico na
leishmaniose visceral americana canina. Boletim Epidemioldgico Paulista, v. 6, n. 67,
p. 13-23, 2009.

LIMA, V.M.F. et al. Anti-Leishmania antibodies in cerebrospinal fluid from dogs with
visceral Leishmaniasis. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 36,
n.4, p. 485-489, 2003.

LUPPI, M.M. et al. Visceral leishmaniasis in captive wild canids in Brazil. Veterinary
Parasitolology, v.155, n. 1-2, p. 146-151, 2008.

LUVIZOTTO, M.C.R. Leishmune Manual Técnico Leishmaniose Visceral Canina.
Campinas: Fort Dodge Saude Animal Ltda., 2005, secdo 3, p. 28-29. (Boletim Técnico).

MAIA-ELKHOURY, A.N. et al. Visceral Leishmaniasis in Brazil: trends and
challenges. Caderno de Saude Publica, v. 24, n.12, p. 2941-2947, 2008. Disponivel
em: < http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-

MARZOCHI, M.C.A. et al. Canine visceral Leishmaniasis in Rio de Janeiro,
Brazil.Clinical, parasitological, therapeutic and epidemiological findings (1977-1983).
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 80, n. 3, p. 349-357, 1985.

MASUCCI, M. et al. Canine leishmaniasis in the newborn puppy. Veterinary
Research Communications, v. 27, suple. 1 p. 771-774, 2003.

MAURICIO I.L. et al. The strange case of Leishmania chagasi. Parasitology Today, v.
16,n. 5, p 188-189, 2000.

MENDES, W. S. et al. Expansao espacial da leishmaniose visceral americana em Sao
Luis, Maranhdo, Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 35,
n. 3, p. 227-231, 2002.

MOREIRA, M. A. B. et al. Comparison of parasitological, immunological and
molecular methods for the diagnosis of Leishmaniasis in dogs with different clinical

signs. Veterinary Parasitology, v.145, n.3-4, p.245-252, 2007.

NASCIMENTO, E.F. & SANTOS, R.L. Patologia da Reproduc¢éo dos Animais
Domeésticos. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 2003. 156 p.

NEVES, D.P. Parasitologia Humana. 11 ed . Sao Paulo: Ed. Atheneu, 2005. 494 p.



PIZARRO, M. et al. Lésions testiculaires et épididymaires chez les chiens leishmaniens.

Recueil de Medecine Veterinaire, v. 165, p. 441-447, 1989.

QUEIROZ, N.M.G.P. et al. Diagnostico da leishmaniose visceral canina pelas técnicas
de imunohistoquimica ¢ PCR em tecidos cutaneos em associagdo com a RIFI e ELISA-
teste. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 19, n.1, p. 34-40, 2010.

REIS, A. B. et al. Systemic and compartmentalized immune response in canine visceral
leishmaniasis. Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 128, p. 87-95,
20009.

ROSYPAL, A. C. et al. Transplacental transmission of a North American isolate of
Leishmania infantum in a experimentally infected beagle. Journal of Parasitolology, v.
91, n. 4, p. 970-972, 2005.

SERRE, V. & ROBAIRE, B. Interations of the immune system and the epididymis. In:
ROBAIRE, B. & HINTON, B.T. (Eds). The Epididymis: From molecules to clinical
practice. Ed. Kluwer Academic, New York, 2002. p. 219-231.

SHAW, J.J. Taxonomy of the genus Leishmania: present and future trends and their
implications. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 89, n. 3, p. 471-478, 1994.

SILVA, F.L. et al. Venereal transmission of canine visceral leishmaniasis. Veterinary
Parasitology, v. 160, n. 1-2, p. 55-59, 2009.

SILVA, F.L. et al. Genital lesions and distribution of amastigotes in bitches naturally
infected with Leishmania chagasi. Veterinary Parasitology, v. 151, n.1, p. 8690,
2008.

SOLANO-GALLEGQO, L. et al. Directions for the diagnosis, clinical staging, treatment
and prevention of canine leishmaniosis. Veterinary Parasitology, v. 165, n. 1, p. 1-18,
20009.

SOLCA, M.D.S. et al. Qualitative and quantitative polymerase chain reaction (PCR) for
detection of Leishmania in spleen samples from naturally infected dogs. Veterinary
Parasitology, v. 184, n.2-4, p. 133-140, 2012.

SOUZA, A.L et al. Osteolytic osteomyelitis associated with visceral leishmaniasis in a
dog. Veterinary Parasitology, v. 129, n. 1-2, p. 51-54, 2005.

SYMMERS, W. S. C. Leishmaniasis acquired by contagion: a case of marital infection
in Britain. Lancet, v. 16, n. 1, p. 127- 132, 1960.

TAFURI, W.L. et al. An alternative immunohistochemical method for detecting
Leishmania amastigotes in paraffin-embedded canine tissues. Journal of
Immunological Methods, v. 292, n.1-2, p. 17-23, 2004.

TORRENT, E. et al. Myocarditis and generalised vasculitis associated with
leishmaniosis in a dog. Journal of Small Animal Practice, New York, v. 46, n.11, p.
549-552, 2005.

71



72

TOZ, S.O. et al. Leishmaniasis in Turkey: molecular characterization of Leishmania
from human and canine clinical samples. Tropical Medicine and International
Health, v. 14, n. 11, p. 1401-1406, 2009.

TRAVI, B.L. et al. Canine visceral leishmaniasis: dog infectivity to sand flies from
nonendemic areas. Research in Veterinary Science, v. 72, n. 1, p. 83-86, 2002.



