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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina € uma doenca que acomete, dentre outros
orgaos, a pele. Esse estudo teve como objetivo quantificar as alteracdes
morfoldgicas e histolégicas presentes nas varias apresentacdes cutaneas de
caes naturalmente infectados. Para isso foram avaliados 31 fragmentos de
pele de 20 animais com dermatite esfoliativa seca, alopecia, hipotricose,
crosta, nodulo, Ulcera, eritema, despigmentacdo, hiperpigmentacdo e/ou
hiperqueratose. Foram determinados o padrdo microscopico inflamatorio e
ndo inflamatério de cada lesdo, e realizada a mensuracdo da intensidade
inflamatéria, parasitolégica e de colagendlise, e a histomorfometria por meio
da deteccdo e diferenciacdo dos colagenos do tipo | e Ill. As regides
acometidas foram cabeca (40,35%), membros (21,05%), torax (15,8%), difusa
(8,77%), abddémen (5,26%), pelve (5,26%) e cervical (3,51%), sendo a
dermatite crostosa e a hipotricose as macroledes mais encontradas. Houve o
predominio de infiltrado histiocitico e a maioria dos fragmentos apresentaram
intensidade inflamatéria acentuada, sendo a inflamacdo visualizada
principalmente em regido peri/intra-anexo. A forma amastigota foi visualizada
em 48,38% dos casos. Colagendlise, crostas e hiperqueratose ortoqueratotica
foram as lesdes nao inflamatdrias mais encontradas. Houve predominancia do
colageno maduro (60,31% + 2,906) em relacdo ao imaturo (8,720% + 1,187)
em regido de derme e esses dados foram estatisticamente significativos.
Houve um discreto aumento de colageno do tipo Il e diminuicdo do colageno
do tipo I, a0 se comparar amostras com e sem presenca de amastigotas.
Concluiu-se que a presenca do infiltrado inflamatério em cdes com LVC no

DF, contribuiu para as mudancas ocorridas na matriz extracelular .

TERMOS DE INDEXACAO: Leishmaniose, pele, cdo, colageno, amastigota.



ABSTRACT

The Canine Visceral Leishmaniasis is a disease that affects, among other
organs, the skin. This study aimed to quantify the morphological and
histological changes present in various skin samples from naturally infected
dogs. To achieve the proposed objective were evaluated 31 skin flakes of 20
animals with dry exfoliative dermatitis, alopecia, hypotrichosis, crust, nodules,
ulcers, erythema, depigmentation, hyperpigmentation and/or hyperkeratosis.
Inflammatory and non-inflammatory microscopic pattern of each lesion, the
measurement of inflammatory intensity, parasitological and collagenolysis, and
histomorphometry through the detection and differentiation of type | and Il
collagens were performed. The regions affected were head (40.35%),
members (21.05%), chest (15.8%), diffuse (8.77%), abdomen (5.26%), pelvis
(5.26%) and cervical (3.51%), the crusted dermatitis and hypotrichosis large
lesions were the most frequent injuries. There was a predominance of
histiocytic infiltrate and most of the fragments showed severe inflammatory
intensity, with inflammation viewed mainly in peri/intra-annexed region. The
amastigotes were seen in 48.38% of cases. Collagenolysis, crusts and
orthokeratotic hyperkeratosis were the most frequent non-inflammatory
lesions. There was a predominance of mature collagen (60.31% + 2.906)
compared to immature (8,720 + 1,187%) in the dermis region and these data
were statistically significant. There was a slight increase in collagen type |l
and decreased collagen type I, when comparing samples with and without the
presence of amastigotes. It was concluded that the presence of inflammatory
infiltrate in dogs with CVL in DF contributed to the changes in the extracellular

matrix.

INDEX TERMS: Leishmaniasis, skin, dog, collagen, amastigote.
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma antropozoonose cosmopolita, pansistémica, potencialmente
fatal, causada pelo protozoario Leishmania infantum ou Leishmania chagasi, transmitida
pelo vetor biol6gico do género Lutzomyia ou Phlebotomus (Desjeux et al. 2000, Baneth et
al. 2008). Ambientes Umidos sdo os mais favoraveis para a sobrevivéncia do mosquito,
gue apresentam comportamento mais ativo durante o anoitecer (Lainson 1988, Desjeux et
al. 2000, CFSPH 2009). Esta enfermidade acomete diferentes espécies, sendo
frequentemente diagnosticada em caninos (CFSPH 2009).

O ciclo bioldgico inicia-se com o flebotomineo ingerindo sangue do vertebrado
infectado, contendo o parasita no interior dos macréfagos, em sua forma amastigota.
Apoés a ingestdo o parasito chega ao trato digestivo, onde sofrera a transformacao para
forma promastigota, ocorrendo posterior multiplicacao por cissiparidade, sendo inoculado
pelo vetor no hospedeiro vertebrado, durante a sua alimentagcdo. As promastigotas sao
fagocitadas pelos macrofagos, se transformam em amastigotas, iniciando a sua
multiplicacao intracitoplasmatica e posterior disseminacdo por todo o organismo (CFSPH
2009).

O mecanismo de ligacdo dos microorganismos patogénicos a superficie celular do
hospedeiro é um fator essencial para o estabelecimento da infecgdo. A Leishmania spp.
realiza essa adesao por meio de glicoproteinas presentes em sua superficie que, por sua
vez, se ligam a glicoproteinas celulares do animal infectado (Mosser et al. 1987). A
secrecdo de enzimas proteoliticas por meio dos parasitas promove a degradacéao tecidual
e posterior penetragcdo em seu sistema vascular permitindo-o migrar para diferentes
estruturas favoraveis ao seu desenvolvimento. A interacdo entre a amastigota e as
proteinas da matriz extracelular (MEC) é frequente, sendo o colageno o principal
componente proteico presente na ferida aguda e no processo de reparacao tecidual
(Esterre et al. 1991, Rhoads & Fetterer 1997, Robson et al. 2001).

Em alguns caes os sinais clinicos se desenvolvem logo apds o periodo de infeccao.
Entretanto, ha casos onde os animais infectados podem permanecer assintomaticos por
toda a vida (CFSPH 2009). Caes acometidos podem apresentar sinais clinicos viscerais e
tegumentares variados (Torres-Neto et al. 2008). A pele canina apresenta grande
importancia por ser o 6rgado onde ocorre a primeira interacdo entre o parasito e o sistema
imune canino. A presenca de amastigota na pele de canideos, inclusive de animais
assintomaticos, confirma a influéncia desta espécie na propagacéo da doenca (Giunchetti
et al. 2006, Queiroz et al. 2010, Queiroz et al. 2011).

Dentre as manifestacfes cutdneas descritas, destaca-se a dermatite esfoliativa
seca com descamacao excessiva, associada ou ndo a alopecia ou hipotricose (Ciaramella
et al. 1997, Saridomichelakis 2007). Ulcera, alopecia periorbital ou difusa, dermatite
nodular, onicogrifose, onicose, pelos secos e opacos também sdo descritos (Ciaramella et
al. 1997, Papadogiannakis et al, 2005). Lesdes menos comuns, tais como hiperqueratose
nasodigital, eritema multiforme, despigmentacao, pustulas e paniculite, sdo relatadas.
Dermatites bacterianas secundarias sao comuns. (CFSPH, 2009).

Na avaliacdo dermatohistopatolégica  destacam-se a  hiperqueratose
ortoqueratoética, hiperplasia epidérmica, exocitose, crosta, incontinéncia pigmentar, edema
superficial, dermatite nodular, perivascular e intersticial, perifoliculite, dermatite
periglandular, adenite sebacea e foliculite (Papadogiannakis et al, 2005). O tipo celular
inflamatdrio predominante sdo os mononucleares, com predominancia de macrofagos e
linfocitos. Neutréfilos, eosindfilos e mastécitos normalmente sdo encontrados em menor
guantidade (Saridomichelakis et al. 2007). Algumas lesGes microscépicas, dependendo da



sua intensidade, podem ser encontradas tanto em animais com a pele lesionada quanto
em pele macroscopicamente higida (Papadogiannakis et al, 2005).

O diagndstico laboratorial da doenca é realizado por meio do exame soroldgico ou
parasitoldgico. No entanto o diagndstico correto pode ser considerado um problema de
saude publica devido a variedade de sinais clinicos e padrdes histopatoldgicos
inespecificos semelhantes a outras enfermidades e a inexisténcia de um teste diagndstico
com 100% de sensibilidade e especificidade (Ministério da Saude, 2006). Reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o teste rapido TR
DPP® sdo exames soroldgicos comumente utilizados na triagem de diagnéstico e controle
da doenca tanto no setor publico quanto no privado (Alvar et al. 2004, Santis et al. 2013).
Ja o diagndstico parasitolégico direto € realizado por meio da observacdo da forma
amastigota encontrada em material bioldégico oriundo preferencialmente de
puncao/biépsia hepética, esplénica, de linfonodo, medula éssea e cutanea. Esse tipo de
exame apresenta aproximadamente 100% de especificidade. A sensibilidade do exame
parasitolégico varia de acordo com o nivel de parasitemia do animal (Alvar et al. 2004). O
parasitolégico indireto € comumente realizado por meio de técnicas de imunohistoquimica
e reacao em cadeia da polimerase, o PCR (Alvar et al. 2004).

A estereologia é uma ferramenta que fornece a determinacdo de parametros
guantitativos tridimensionais de tecidos a partir de cortes bidimensionais, por meio do uso
de teorias baseadas na geometria, matematica e estatistica. A técnica permite, portanto, a
obtencao de dados quantitativos sobre as estruturas internas de 6rgaos, tecidos e células,
gue podem ser utilizados em analises estatisticas e trabalhos relacionados a citologia e
aos diferentes tipos de microscopia (Kamp et al. 2011). Sendo assim, esse estudo tem
como objetivo estabelecer as alteracdes morfologicas e histologicas presentes na pele
lesionada de caes com Leishmaniose Visceral Canina (LVC), quantificando e
caracterizando como essas alteracdes se expressam nas varias apresentacdes cutaneas
da doenca.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 20 animais provenientes da Diretoria de Vigilancia Ambiental-DF
(DIVAL), todos sorologicamente positivos para LVC e com lesdo de pele. As amostras
foram coletadas no periodo de maio a agosto de 2013. A positividade para LVC, condicéo
essa que levara a realizacdo da eutanasia desses animais, teve como base o diagnostico
obtido por meio ao teste rapido (TR DPP®) associados & ELISA e ao RIFI. O delineamento
desse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (protocolo 69800/2013).

Imediatamente apds a realizagcdo da eutanasia dos animais, as lesfes foram
previamente descritas no dermograma e, em seguida, fotodocumentadas (figura 1).
Foram retirados fragmentos cutaneos de aproximadamente um centimetro de diametro
oriundos de diferentes regides corpéreas dos animais que apresentassem um ou mais
dos seguintes padrdes macroscoépicos: dermatite esfoliativa seca, alopecia, hipotricose,
crosta, nodulo, Ulcera, eritema, despigmentacao, hiperpigmentacao, hiperqueratose. Nao
foram obtidas informacdes cronoldgicas das lesGes amostradas e eventuais alteracfes
clinicas decorrentes da doenca ndo foram analisadas no presente experimento.

Para a preparacdao do material a ser analisado, os fragmentos de pele foram
fixados em solucdo aquosa de formaldeido (10%) por 48 horas e histoprocessadas
rotineiramente, coradas com Hematoxilina & Eosina sendo avaliado em microscopia de
luz. A coloracdo de Picrosirius Red foi utilizada para evidenciacao e diferenciacdo das
fibras de colageno mediante avaliacdo por microscopia de luz polarizada.



Apb6s a confeccdo das laminas realizou-se a avaliacéo histopatoldgica, por meio da
elaboracdo do padrdo microscopico inflamatorio e nao inflamatorio de cada leséo.
Também mensurou-se a intensidade inflamatéria, parasitologica e de colagendlise
presente em cada lesdo como acentuada, moderada, discreta ou ausente. Para isso
avaliou-se 10 campos/100x de cada lamina, e padronizou-se que a alteracdo seria
considerada discreta quando era encontrada em até 3 campos, moderada em até 7
campos e acima disso acentuada.

Para a realizacdo da histomorfometria realizada na contagem do percentual de
colageno utilizou-se um microscépio 6ptico BX51 Olympus® acoplado ao programa de
captura e andlise de imagens ProgRes® Capture Pro 2.5, pelo qual foram obtidas
fotomicrografias de cinco campos aleatérios de cada fragmento em aumento de 100X em
Oleo de imersado. Para a deteccao e diferenciacao dos tipos de colagenos | e Il utilizou-se
os fragmentos corados com Picrosirius Red associados a microscopia de polarizacao,
sendo as imagens analisadas por meio do programa de andlise de imagem Image-Pro
Plus.6.0®. As fibras colagenas que fluoresceram em vermelho foram consideradas fibras
do tipo | e aquelas em verde, do tipo Ill. Essa alteracao na coloracao se deve a diferenca
na birrefringéncia entre os dois tipos de colageno.

Para o tratamento estatistico utilizou-se o programa GraphPad® Prism 6. As médias
e 0s erros-padrao dos resultados obtidos das porcentagens dos colagenos de tipo | e lli
foram comparadas pela aplicacdo do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, com o
intuito de analisar a distribuicdo da populacéo. Para comparacdes pareadas foi aplicado o
teste de Wilcoxon, com 5% de significancia. Além disso, foi realizado o teste de
Correlacdo de Spearman com o intuito de verificar qual seria a relacdo entre as duas
variaveis na ocorréncia nos animais avaliados.

RESULTADOS

A partir das analises realizadas, foi possivel observar que os 20 animais
disponiveis para a coleta das amostras de pele eram de diferentes racas e idades (néo
informadas), residiam em diversas localidades do DF, dentre elas as mais frequentes
foram Sobradinho I, Sobradinho e Lago Sul, e 60% deles eram machos. Além disso,
todos apresentaram resultados positivos para leishmaniose pelos teste TR DPP® e ELISA
e 60% foram diagnosticados com LVC pelo teste RIFI.

Anélise macroscopica

Foram encontrados diferentes padrbes de lesdo pré-estipulados, totalizando 31
lesBes em 20 animais amostrados, sendo frequente a associacao de diferentes lesbes em
um mesmo animal. As macrolesdes e seus respectivos percentuais estdo representados
na figura 1.

As regides frequentemente acometidas foram: cabeca (40,35%), membros
(21,05%), térax (15,8%), difusa (8,77%), abdébmen (5,26%), pelve (5,26%) e cervical
(3,51%), sendo a dermatite crostosa e a hipotricose os padrdes mais recorrentes. Devido
o maior indice de acometimento regional pertencer a regido da cabeca, o seu resultado foi
discriminado entre as principais sub-regiées acometidas: 39,13% em regido periocular;
34,80% em pavilhdo auricular e 26,10% em plano nasal. As regides de maior incidéncia
das lesbes foram: dermatite crostosa em regido periocular e toracica; a hipotricose em
regido periocular; a dermatite ulcerativa, nodular e alopecia em membros; a dermatite
esfoliativa seca em pavilhdo auricular; a dermatite eritematosa em regidao abdominal
ventral. A hiperpigmentacao foi encontrada apenas na regido de pelve, a despigmentacéo
e a hiperqueratose apenas em plano nasal.



Andlise histopatolédgica

A celularidade e a intensidade do padrédo inflamatério estdo demonstradas nas
figuras 2A e 2B, havendo predominio do tipo histiocitico e da intensidade acentuada. A
localizagdo histologica predominante foi a peri/intra-anexo, correspondendo a 41,93%,
estando esta e as demais localizagdes e suas respectivas intensidades descritas na figura
3A.

A forma amastigota foi visualizada em 48,38 % dos casos, estando sua intensidade
descriminada na figura 3B. Dentre as lesdes n&o inflamatérias mais comumente
encontradas (figuras 4 e 5) destacam-se colagendlise, crostas e hiperqueratose
ortoqueratotica. Pelo fato da colagendlise ser um achado predominante, a sua graduagao
foi estimada (figura 6).

Andlise histomorfométrica

Os resultados da avaliagcdo feita por meio da técnica de Picrosirius Red sob luz
polarizada para os colagenos do tipo | e Ill nas 31 laminas revelaram uma predominancia
do colageno maduro (60,31% + 2,906) em relacdo ao imaturo (8,720% + 1,187) na derme
dos caes estudados. Imagens com predominancia de colageno maduro e imaturo podem
ser vistos na figura 7. O Teste de Wilcoxon mostrou que houve diferenca significativa
entre essas variaveis analisadas (P < 0,0001). No Teste de Correlacdo de Spearman foi
encontrada uma fraca e negativa correlacao entre as mesmas variaveis (-0,3653).

Os valores percentuais de colagenos do tipo | e Il foram associados com a
intensidade de colagenolise encontrados em cada lamina avaliada e estdo demonstrados
no quadro 1. Também realizou-se uma associacdo das meédias das porcentagens de
colageno do tipo | e Ill com o fato de haver ou ndo presenca de amastigota no tecido
avaliado e os resultados podem ser observados no quadro 2.

DISCUSSAO

Dentre os animais utilizados no presente estudo, 60% eram machos, no entanto
nao ha predisposicdo sexual frente a infeccdo (Abranches et al. 1991, Sonoda et al.
2013). Provavelmente a infectividade dos animais esteja mais relacionada com o estilo de
vida e o ambiente ao qual sdo submetidos. Caes errantes e/ou provenientes de regido
endémica possuem maior prevaléncia desta enfermidade, em decorréncia da auséncia de
medidas profilaticas, baixas condicbes socioeconbmicas da populacdo, alta carga
parasitaria regional e elevada exposicdo ao flebotomineo (Dantas-Torres 2009;
Marcondes & Rossi 2013).

Em se tratando das localidades de origem dos animais estudados, a grande
maioria € proveniente de regides com alta incidéncia da LVC revelados pelo boletim anual
de 2013, fornecidos pela Secretaria de Estado e Saude do DF. Segundo ele, essas
localidades provavelmente possuam caracteristicas ambientais domésticas que
contribuem para o estabelecimento do flebotominio, como presenca de matéria organica,
desmatamento e processo migratorio (Marcondes & Rossi 2013).



Andlise macroscopica

A cabeca foi o principal local de ocorréncia das lesbes. Provavelmente a
proximidade com as vias aéreas e a atracao pelo gas carbbnico expelido na respiracao,
torne este local preferivel pelo mosquito-palha na busca de alimento (Sonoda et al. 2013).

A alta diversidade macroscopica cutanea evidenciada em cées positivos fez com
gue os padrbes macroscopicos mais evidenciados no presente trabalho, hipotricose e a
dermatite crostosa, corrobore com alguns autores (Sonoda et al. 2013) e discordem de
outros resultados que indicaram a dermatite esfoliativa como a forma mais encontrada
(Ferrer et al. 1988, Koutinas et al. 1992; Torres-Neto et al. 2008).

A hipotricose e a alopecia podem ocorrer pela acdo direta do parasito sobre o
foliculo piloso, por alteragbes metabodlicas do &cido pantoténico decorrente de lesbes
hepéticas ou por consequéncia da reacdo autoimune devido a deposicao de
imunocomplexos levando a destruicao tecidual (Hommel 1978). Embora todos os animais
sejam reativos para leishmaniose ndo foram feitos exames para descartar diagnosticos
diferenciais que levem a esse mesmo sinal clinico, tais como raspados de pele ou
microbioldgico.

A dermatite ulcerativa em cdes com LVC é comumente encontrada na literatura
(Sonoda et al. 2013) e tal desordem cutanea estava localizada principalmente nos
membros, corroborando com o encontrado na literatura (Ferrer et al. 1988). Tal lesdo
poderia estar relacionada a vasculite necrosante decorrente da lise de macréfagos
parasitados (Ridley & Ridley 1983). Outra possibilidade baseia-se na severa caquexia
decorrente da progressdo da enfermidade culminando na dermatite ulcerativa por
decubito decorrente de isquemia tecidual em pontos de apoio (Torres-Neto et al. 2008;
Pinhdo 2009).

As areas de dermatite esfoliativa seca eram recobertas de escamas brancas
prateadas. Uma das causas dessa disfuncdo pode ser a destruicdo das glandulas
sebaceas ou obliteracdo dos ductos por presenca de processo inflamatério, o que
resultaria na reducdo dos niveis lipidicos epidérmicos, levando a excessiva esfoliacao
cutanea (Papadogiannakis et al. 2005). No entanto, do presente estudo, em nenhum dos
animais que apresentou esse tipo de macroleséo foi visto tal caracteristica histopatologica
correlacionada. Por apresentarem infiltrado linfo-histiocitico ou macrofagico, a disfuncao
na epidermopoiese pode estar relacionada a liberacéo de citocinas (Suter et al. 1997).

A dermatite nodular ndo € um tipo de lesdo frequentemente encontrado em céaes
portadores da doenca (Ferrer et al. 1988, Koutinas et al. 1992). A provavel causa para
iSsoO € que essas manifestacdes clinicas sao vistas principalmente em casos mais graves
de imunossupressao (Slappendel & Ferrer 1998 Apud Gross et al. 2005). No presente
estudo, esse tipo de lesdo apresentou baixa incidéncia, correspondendo a 20% dos
animais. Formas amastigotas foram visualizadas em todos os casos.

De maneira semelhante ao encontrado em outro estudo (Koutinas et al. 1992), as
lesbes de despigmentacdo e hipergueratose nasal foram encontradas em apenas um
animal do experimento (5%). Apesar de serem animais positivos para a doenca, em
ambas as lesbes ndo foram visualizadas formas amastigotas, o que ndo pode se
descartar que tais lesdes se manifestem por outra razdo que nao seja a LVC.

Andlise histopatoldgica

Assim como nesse estudo, infiltrados inflamatorios presentes em regido
perivascular, periglandular e perifolicular da derme também foram citados na literatura
(Gross et al. 2005, Costa et al. 2008, Queiroz et al. 2011). A furunculose e o paniculo
adiposo também foram acometidos por lesdo inflamatoria (Solano-Gallego et al. 2004,
Gross et al. 2005). O acometimento de camadas profundas cutaneas sugere pré-invasao
vascular pelo parasito, necessario para atingir linfonodos periféricos e posterior
disseminacgao por todo o organismo (Jacintho 2012).



Esse estudo mostrou, como ja anteriormente relatado, que a presenca de infiltrado
inflamatério na pele de cées positivos para leishmaniose € um achado comum
independente da presenca ou ndo do parasito (Santos et al. 2004). Isso € decorrente da
liberacdo de substancias antigénicas provocada pela presenca ou destruicdo do invasor,
gue induzem a ativacao e recrutamento celular (Esterre et al. 1991).

O padréo inflamatério predominante nas lesGes analisadas foi 0 mesmo descrito
por varios autores (Ferrer et al. 1988, Koutinas 1992). O baixo niumero de mastocitos
encontrados contradiz com os achados de Calabrese et al. 2010. Eles defendem a teoria
de que esse tipo celular provavelmente participa da defesa do hospedeiro, modelando a
resposta imune durante a invasdo do patégeno. Menos da metade das laminas
apresentaram processo inflamatério neutrofilico, semelhante ao encontrado em outro
estudo (Queiroz et al. 2011). Todas eram oriundas de lesbes ulcerativas ou crostosas,
onde a infeccdo bacteriana secundéaria se torna presente e 0s neutrdfilos se fazem
necessarios, justificando a presenca dos mesmos (Koutinas et al. 1992). Plasmdcitos
também foram descritos como achados eventuais (Esterre et al. 1991).

Amastigotas sdo vistas em menos de 50% das analises histologicas de animais
positivos para LVC (Koutinas et al. 1992, Santos et al. 2004, Torres-Neto et al. 2008) o
gue esteve de acordo com o valor encontrado nesse experimento. Determinados fatores
como a distribuicdo irregular das amastigotas em lesdo cutdnea, a capacidade da
resposta imunolégica do hospedeiro e 0 estagio da lesdo podem levar a uma variacédo na
carga, podendo influenciar a sua visualizacdo histolégica limitando a capacidade
diagnostica do exame, por isso esse € um metodo diagnostico de baixa sensibilidade
(Mengistu et al. 1992, Calabrese et al. 2010). No caso das lesbes ulcerativas, a
identificacdo de formas amastigotas também pode ser dificultada pelo fato dos parasitas
serem destruidos rapidamente (Ferrer et al. 1988).

A presenca da amastigota esteve sempre associada a presenca de infiltrado
inflamatorio moderado a acentuado e o mesmo foi descrito por Santos et al. 2004. No
entanto, ha casos em que as laminas continham inflama¢do acentuada e que o parasita
nao foi visualizado, corroborando com a ideia de que a presenca da Leishmania spp. nado
necessariamente tem relacdo com a intensidade do processo inflamatorio (Xavier et al.
2006).

Dentre as lesdes nao inflamatorias observadas, acantose, hiperqueratose
ortogqueratética ou paraqueratdtica e crostas caracterizam a epiderme de animais
positivos. A hiperqueratose pode estar vinculada a destruicdo das glandulas sebaceas por
consequéncia do processo inflamatério gerado pela presenca do parasita (Gross et al.
2005, Jacintho 2012). Lesbes encontradas nesse estudo também relatadas na literatura
séo as Ulceras (Jacintho 2012), a incontinéncia pigmentar melanica perifolicular e dérmica
(Torres-Neto et al. 2008), a hiperplasia epidérmica (Esterre et al. 1991) e a fibroplasia
(Barcelos 2009).

Andlise histomorfométrica

Os colagenos dos tipos | e lll sdo os predominantes na derme. A derme intacta
contém, em média, 80% de colageno do tipo | e 20% de colageno do tipo Ill. J& em tecido
dermal lesionado os valores do coldgeno imaturo podem chegar a 40%, (Robson et al.
2001). Isso acontece porque a presenca do infiltrado inflamatério resulta em uma
remodelacao significativa dos componentes da MEC, com a finalidade de reconstrucéo
tecidual. O parasita e as células inflamatorias produzem enzimas proteoliticas
responsaveis pela degradacéo proteica da MEC, necessaria para que haja a invasao no
organismo do hospedeiro (Melo 2005).

Um estudo realizado com modelos murinos infectados com Leishmania (L.)
amazonensis, identificou que na fase inicial da infeccdo h4 uma predominéncia de

6



colageno do tipo | nas lesdes dermatoldgicas primarias (Abreu-Silva et al. 2004). Outro
trabalho mostrou que as formas promastigotas de L. (L.) mexicana sao capazes de se
prender a fibrilas de coldgeno do tipo I, 0 que provavelmente explicaria o tropismo do
parasita pela pele, local onde esse tipo de colageno é o componente mais abundante da
MEC. Isso explica a predominéncia desse tipo de colageno para que a leishmania consiga
infectar o hospedeiro e migrar para outros 6rgaos (Lira et al. 1997). Essa predominancia
diminuia gradativamente com o curso da doenca sendo substituida pelo colageno do tipo
[ll, produzido pelos fibroblastos recrutados (Esterre et al. 1991), que se tornava
predominante por volta de 90 dias poés-infeccdo. Nosso experimento identificou o
predominio de colageno maduro (correspondendo a 80% ou mais do total de colageno
existente no fragmento) na grande maioria das lesdes avaliadas (25/31), muitas delas que
continham, inclusive, inflamacdo exacerbada, contrariando com resultados encontrados
em outros estudos (Abreu-Silva et al. 2004, Melo 2005). N&ao se sabe o tempo de infeccao
dos animais avaliados, nem se as lesGes avaliadas sdo primarias ou recidivantes, mas
como a literatura descreve que em resposta ao estimulo inflamatério ocorre a sintese de
colageno do tipo Il (Bailey et al. 1975), sugere-se que nestes animais em que houve
predominio do colageno maduro a infec¢do seja recente. O fato dos fragmentos de pele
terem sido retirados de diferentes regibes do corpo e os diferentes tipos celulares
inflamatorios predominantes em cada leséo sao fatores que possivelmente interferiram
nos diferentes valores de colagenos encontrados.

O aumento de colageno do tipo Ill em relacdo ao do tipo | esta diretamente
relacionado ao sucesso do parasitismo porque esse tipo de colageno fornece suporte
para as células inflamatorias parasitadas (Abreu-Silva et al. 2004). Isso explica os valores
dos percentuais de colageno do tipo Ill serem maiores no grupo de lesées em que foi
identificado a presenca de amastigotas (Quadro 2). A correlacao fraca e negativa entre 0s
dois diferentes tipos de colageno mostra que o aumento de um deles afeta negativamente
a predominancia do outro, mesmo que em baixo grau, situacdo normalmente visualizada
durante a substituicédo tecidual da MEC decorrente do processo inflamatoério e parasitario.

Em relacdo ao grau de colagendlise, observou-se diminuicdo do colageno maduro
em mais de 10%, se compararmos a média dos valores encontrados nas laminas com
colagendlise nula e acentuada (Quadro 1). Isso esteve em acordo com o resultados de
outros experimentos, nos quais foi observado que essa variacdo no percentual de
colagenos do tipo | esta diretamente relacionada ao grau de degradacdo tecidual
provocado pela reacdo inflamatoria presente devido a presenca do parasita no tecido
(Giunchetti et al. 2006).

CONCLUSOES

A dermatite crostosa e a hipotricose foram as alteracfes cutaneas mais frequentes
e a cabeca foi a regido corpdérea mais acometida, sendo a regido periocular a principal
sub-regido acometida. A inflamacdo cutanea era composta predominantemente por
infiltrado histiolinfocitico e a principal localizacdo histologica inflamatéria foi a perifintra-
anexo. A colagendlise foi achado constante e houve predominancia do coldgeno do tipo |
em relacdo ao do tipo Il na derme dos cées estudados. O aumento de colageno do tipo
em relacdo ao do tipo | esteve diretamente relacionado ao sucesso do parasitismo e a
maior degradacdo do colageno dermal, concluindo que a presenca do infiltrado
inflamatorio em cdes com LVC no DF, contribuiu para as mudancas ocorridas na MEC.
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Figura 1. Macrolesdes e as respectivas porcentagens encontradas: A. Dermatite ulcerativa (35,48%); B.
Dermatite nodular (16,13%); C. Hipotricose (41,93%); D. Alopecia (19,35%); E. Dermatite esfoliativa seca
(29,03%); F. Dermatite crostosa (41,93%); G. Dermatite eritematosa (12,90%); H. Despigmentacéo (3,22%);
I. Hiperpigmentag&o (3,22%); J. Hiperqueratose (3,22%).
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Figura 2. Tipo celular inflamatério (A) e graduacéo da intensidade inflamat6ria (B) encontrados.
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Figura 3. Localizacdo onde foram encontradas as células inflamatérias (A) e intensidade de amastigotas

visualizadas (B).
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Figura 4. LesOes nao inflamat6rias histopatolégicas identificadas nas 31 lesGes avaliadas.
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Figura 5. Imagens histolégicas das lesdes mais frequentes: colagendlise (seta amarela em A) e colageno
integro (seta preta em A), crosta (B), hiperqueratose ortoqueratética (C), Ulcera (D) e incontinéncia
pigmentar melanico dérmica (E). Visualizagédo de formas amastigotas no interior de histiocitos (F).
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Figura 6. Graduacao da intensidade de colagendlise encontrada.

Figura 7. Imagens de fragmentos corados com Picrosirius Red (100X) sob luz ndo polarizada (A e C) e
polarizada com predominio de colageno do tipo | representado por fibras vermelhas (seta branca, em B) e
do tipo Ill representado por fibras esverdeadas (seta amarela, em D).
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Quadro 1. Proporcéo entre intensidade de colagendlise com a quantidade de colagenos do tipo | e lll

Intensidade de colagendlise

Acentuada Moderada Discreta Nula
B
co ?%eonf) % 52,89% 56,14% 61,95%  63,47%
Colageno do
tipo Il 12,70% 10,31% 11,27% 10,37%

Quadro 2. Proporcdo entre a presenca ou auséncia de amastigota e a quantidade de colagenos do

tipo I elll.

Com amastigota Sem amastigota

Colageno dotipol 57,35% Colageno do tipo | 63,89%
14,41% Colageno do tipo Il 11,05%

Colageno do tipo lll
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