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Resumo

Leishmania chagasi € um dos principais tripanosomatideos causadores de
dermatopatia em cées, porém o isolamento de Trypanosoma caninum em pele de
cées tem sido detectado em diversas regifes do Brasil. O objetivo desse trabalho foi
investigar a prevaléncia de T. caninum em caes com intuito de averiguar possiveis
alteracdes de pele, clinicas e histologicas, associadas a infeccdo por este agente e
comparar a infeccdo por L. chagasi. Dos 150 cdes pesquisados, em trés (2%) foi
detectada a infec¢éo por T. caninum e em 15 (10%) infeccdo por L. chagasi. N&o foi
observada associagcdo estatisticamente significativa (p>0.05) quanto a raca, sexo,
idade e presenca de dermatopatias. Alteracdes dermatoldgicas foram observadas
em um (4.8%) e 12 (57.1%) cées infectados por T. caninum e L. chagasi,
respectivamente. Pela analise histopatoldgica de pele dos cées infectados por T.
caninum, havia dois cdes sem dermatopatia clinica. Nestes cdes o padrdo foi
infiltrado perivascular com infiltrado inflamatério linfoplasmocitério leve e no cédo que
tinha alteracBes dermatolégicas clinicas notou-se co-infeccédo por fungos do género
Microsporum sp e Trichophyton sp associada a acantose, hiperqueratose
ortoqueratoética epidermal e a presenca de melonomacrofagos. Em relacao a analise
histol6gica da pele dos cées infectados por L. chagasi os achados mais observados
foram infiltrado inflamatdrio crénico granulomatoso. Estruturas morfologicamente
compativeis com amastigotas de Leishmania sp foram observadas em um céo.
Deduz-se com base nos dados obtidos que o T. caninum n&o causa reagao
inflamatéria cuténea significativa que possa ser perceptivel clinicamente, porém
mais estudos sao necessarios para melhor caracterizar condicbes de saude

sistémica de cées infectados por esse agente.

Palavras-chave: dermatopatias, Leishmania chagasi, histopatologia, Trypanosoma
caninum



Abstract

Leishmania chagasi is one of the main trypanosomatids that cause dermatopathy in
dogs, but Trypanosoma caninum has been isolated in dog skin in several regions of
Brazil. The objective of this study was to investigate the prevalence of T. caninum in
dogs in order to investigate possible clinical and histological skin changes associated
with infections by this agent and to compare the findings to those obtained with L.
chagasi infection. Of the 150 dogs surveyed, a T. caninum infection was detected in
three (2%) dogs and an L. chagasi infection in 15. There was no statistically
significant association (p> 0.05) with race, sex, age, and the presence of
dermatopathies. Dermatological changes were observed in one (4.8%) and 12
(57.1%) dogs infected by T. caninum and L. chagasi, respectively. In the
histopathological analysis of the skin of dogs infected with T. caninum, two dogs did
not show clinical dermatopathy. These dogs showed a perivascular infiltrate with a
mild lymphoplasmacytic inflammatory infiltrate. The dog with clinical dermatological
alterations showed a co-infection with fungi of the genus Microsporum sp. and
Trichophyton sp., which was associated with acanthosis, epidermal orthokeratotic
hyperkeratosis, and the presence of melanomacrophagous. The most common
finding in the skin analysis of dogs infected with L. chagasi was chronic
granulomatous inflammatory infiltrate. One dog was found to have a structure that
was morphologically consistent with amastigotes of Leishmania sp. The presence of
nonspecific changes found in the histology of dogs with and without dermatopathies
leads us to infer that T. caninum may not induce a cutaneous inflammatory reaction;
however, more studies are necessary to better characterize the clinical and

histological changes induced by this agent.

Keywords: dermatopathies, Leishmania chagasi, histopathology, Trypanosoma

caninum
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1. INTRODUGCAO

As alteragbes dermatologicas sdo de grande importdncia na clinica de
pequenos animais, representando cerca de 30 a 40% dos casos atendidos na clinica
médica (MACHICOTE; YOTTI, 2005). Segundo Scott et al. (2001), essa alta
prevaléncia ocorre pelo fato da pele refletir processos patolégicos que sao primarios
ou compartilhados com outros tecidos. Em decorréncia da diversidade de etiologias,
uma anamnese detalhada, um exame fisico minucioso e exames complementares
s&o importantes para estabelecer diagnéstico definitivo (CONCEICAO et al., 2004).

Em cées, as alteracdes cutaneas podem ter causas diversas, destacando as
de origem bacterianas, imunopéticas e enddcrinas (NAGATA; SAKAI, 1999).
Entretanto, no Brasil, as infeccbes parasitarias também estdo entre as mais
frequentes e assumem um papel de extrema importancia tanto por sua magnitude
quanto pelo potencial zoonoético inerente a algumas dessas ectoparasitoses
(CARDOSO et al., 2011; GASPARETTO et al., 2013).

As doencas parasitarias da pele podem ser causadas por parasitos
nematodeos, artropodes e protozoarios (TORRES et al.,, 2004). Nesse grupo, 0S
protozoarios da Familia Trypanosomatidae, principalmente do género Leishmania
sao incriminados como importantes causadoras de dermatopatias em caes
residentes em areas endémicas no Brasil (GASPARETTO et al., 2013).

A leishmaniose visceral canina é uma doenca zoonoOtica, crbnica e
potencialmente fatal causada pela Leishmania chagasi (syn. L. infantum) (BANETH
et al., 2008). O cdo doméstico é considerado principal reservatério e importante na
manutencdo e dispersdo da doenca, uma vez que apresenta alto parasitismo
cutaneo, facilitando a infeccdo de vetores e, consequentemente, a transmissao para
a populacdo canina e humana (SOARES et al., 2011; DE QUEIROZ et al., 2011;
WHO, 2016).

O quadro clinico da leishmaniose visceral canina geralmente € multifacetado
(BANETH et al.,, 2008) e pode se manifestar de forma assintoméatica ou com
envolvimento sistémico. Apesar de o0 parasito apresentar natureza viscerotropica
(SILVA, 2007), as alteracbes cutaneas estdo comumente presentes, podendo
representar cerca de 70% das alteracdes clinicas apresentadas pelos caes
(MOREIRA et al.,, 2016). As principais alteragbes cutadneas incluem alopecia,

onicogrifose, descamacdo, lesdes ulcerativas, hiperqueratose, hipotricose e
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presenca de crostas localizadas ou generalizadas (SALZO, 2008;
SARIDOMICHELAKIS, 2009).

O género Trypanosoma compfe outro género de importancia da familia
Trypanosomatidae em Medicina Veterinaria (UMEZAWA et al., 2009), tendo
espécies descritas em todo o mundo (HOARE, 1972). Até o momento, ndo ha
descricédo de alteracfes dermatologicas associadas a infec¢ao pelos parasitos deste
género. No entanto, em 2009, Madeira e colaboradores descreveram uma nova
espécie de Trypanosoma parasitando a pele de um céo co-infectado com
Leishmania braziliensis na cidade do Rio de Janeiro, denominando-o Trypanosoma
caninum. Desde entdo este parasito vem sendo isolado de cédes em diferentes
regides do Brasil como Mato Grosso, Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo e Piaui
(BARROS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015).

Ainda pouco se sabe sobre o ciclo de desenvolvimento, tropismo e
patogenicidade deste parasito. No entanto, esse agente tem mostrado
caracteristicas biologicas intrigantes, pois, além de néo infectar triatomineos e
apresentar isolamento exclusivo sobre a pele, caracteristica incomum do género
Trypanosoma, pode também ser observada a presenca de formas livres de
epimastigotas sem flagelo em culturas axénicas (MADEIRA et al., 2009).

Um dos pontos que tem chamado atencdo é o fato do T. caninum
compartilhar o mesmo reservatério da L. chagasi, 0 que coloca esse parasito em
evidéncia para varios aspectos de salde publica, especialmente o risco de
diagnéstico erréneo de leishmaniose visceral canina em areas onde L. chagasi e T.
caninum estao presentes (ALMEIDA et al., 2011; ALVES et al., 2012).

Aspectos relacionados a infectividade e a patogenicidade do T. caninum ainda
sao escassos. Trabalho realizado por Alves et al. (2012) demonstrou que T. caninum
€ pouco imunogénico para caes, poréem é capaz de estimular a producdo de
anticorpos especificos. Madeira et al. (2014) estudando 14 caes naturalmente
infectados confirmaram a deteccdo do parasito estritamente em pele ao testar
diferentes sitios por métodos moleculares e isolamento em cultura, além de infeccéo
assintomatica, sem sinais clinicos especificos, e baixa parasitemia.

Desta forma, a realizacdo dessa pesquisa teve por objetivo investigar a
prevaléncia de T. caninum em caes atendidos no Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Mato Grosso (HOVET-UFMT) com intuito de averiguar
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possiveis alteragBes dermatoldgicas e histologicas associadas a infec¢do por este
agente e comparar a infec¢éo por L. chagasi.

2. Revisao de Literatura

2.1. Dermatopatias

A pele € um érgdo autorrenovavel que recobre toda a superficie do corpo e
separa-0 do mundo exterior com o qual se conecta de forma dinamica
(BREITKREUTZ et al., 2009). Ela fornece protecao fisica, protecdo contra a
desidratacdo, auxilia na regulacdo da temperatura, atua como 6rgdo sensorial
(sentido do tato), possui fungdo metabdlica (sintese de substancia como a vitamina
D) e imunitaria além de ser uma via alternativa para a administracdo de
medicamentos de forma minimamente invasiva por ser facilmente acessivel
(SHAHZAD et al.,, 2013; SCHARSCHMIDT e FISCHBACH, 2013; BELKAID e
SEGRE, 2014; GRICE, 2015).

Devido a exposicdo continua a agressbes externas como radiacdo solar,
estimulos mecanicos, mudancas climaticas e/ou danos quimicos e bioldgicos (ELIAS
et al., 2003), a pele pode apresentar degeneracfes, alteracbes metabdlicas,
malformacdes, disfuncdes e inflamacdes (SAMPAIO et al., 2000).

A dermatologia é considerada uma das areas de grande importancia na
clinica médica veterinaria (DE ANDRADE BRAGA et al., 2010) tanto no que se
refere a pratica clinica como também em estudos epidemiolégicos (CAMPBELL,
2004). As afeccdes do sistema tegumentar representam cerca de 30 a 40% dos
casos atendidos na clinica médica (MACHICOTE; YOTTI, 2005). Segundo Scott et
al. (2001) essa alta prevaléncia ocorre pelo fato da pele poder refletir processos
patolégicos primarios ou compartilhados com outros tecidos.

A diversidade de etiologias, a similaridade de sintomatologia clinica das
dermatopatias, a possibilidade de varias doencas dermatoldgicas ocorrerem juntas
requerem anamnese detalhada e exame fisico minucioso (CARDOSO et al., 2013).
Além disso, segundo Metz et al. (2010) os sinais dermatolégicos podem se
apresentar bastante variados dependendo da doenca, sendo mais comumente

observados alopecia, descamacao e prurido.
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Entre as doencas de pele mais frequentemente diagnosticadas encontram-se
as de origem bacterianas, imunopaticas, endocrinas e parasitarias (NAGATA,
SAKAI, 1999; SOUZA et al.,, 2009b; KHOSHNEGAH et al.,, 2013). Destas, as
infeccbes parasitarias por Sarcoptes scabiei, Demodex canis e Leishmania chagasi
sdo incriminadas como as principais espécies causadoras das dermatites
parasitarias em cées (AUJLA et al., 2000; ALMEIDA et al., 2009; RUSSEL et al.,
2013). Infeccdes por Otodectes cynotis e Notoedres cati podem ocorrer mais
raramente em caninos e felinos (NEUWALD et al., 2004). Algumas dessas sao
frequentemente encontradas no Brasil e assumem um papel de extrema importancia
tanto por sua magnitude quanto pelo potencial zoonético (CARDOSO et al., 2011;
GASPARETTO et al., 2013).

Apesar de sua recente descricdo e do pouco conhecimento sobre os aspectos
relacionados a infectividade e patogenicidade, o Trypanosoma caninum tem sido
encontrado parasitando a pele de cdes domésticos, sem aparentemente induzir
alteracdes dermatologicas (BARROS et al., 2012; MADEIRA et al., 2014).

O diagnostico das afeccdes de pele geralmente é realizado com base na
observagdo dos sinais clinicos e exames laboratoriais especificos (GARCIA et al.,
2005), que incluem o exame parasitoldégico da pele, tricograma, exame citologico,
cultura fingica e bacteriana e exame histopatolégico (CONCEICAO et al., 2004;
MENDELSOHN et al., 2006).

O exame parasitologico da pele é um teste laboratorial frequentemente
utilizado tanto pela simplicidade como pelo baixo custo (WILKINSON e HARVEY,
1996; MUELLER, 2000). Pode ser realizado pelo método de raspado cutdneo ou por
imprint com a fita de acetato e deve ser realizado sempre que houver suspeita de
dermatopatia parasitaria (HNILICA, 2011; PEREIRA et al., 2012; PEREIRA et al.,
2015). A sensibilidade desses testes é considerada alta (PEREIRA et al., 2012), mas
depende da qualidade da amostragem, espécie do parasito e método de coleta
(SCOTT et al., 2001).

O cultivo fungico € o teste diagnodstico considerado mais confiavel e mais
utilizado para a deteccdo de fungos (MATTEI et al., 2014). Ha véarios meios de
cultura disponiveis para o isolamento fangico. O Agar sabouraud dextrose
suplementado com cicloheximida, adicionado ou ndo com cloranfenicol ou penicilina-
gentamicina, é frequentemente recomendado (CHERMETE et al., 2008). O cultivo
em meios seletivos como DTM (Dermatophyte Test Medium), Biggy e Agar
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sabouraud glicose, tem sido amplamente utilizados na Medicina Humana e também
ja se mostrou efetivo para o diagndstico rapido e preciso de dermatofitoses em
felinos e caninos (KAUFMANN et al., 2016).

O diagnodstico de dermatofitoses também € possivel por meio do exame
microscoépico direto de pelos, que permite um diagnéstico rapido e de facil execucao
por meio da visualizacdo de estruturas fungicas (ROBERT e PIHET, 2008) e pela
técnica de clarificacdo dos pelos com hidroxido de potassio (KOH) e o
dimetilssulféxido (DMSO) (SIDRIM e ROCHA, 2004).

O tricograma consiste na observacdo direta do pelo ao microscopio,
permitindo a visualizacdo de toda a sua estrutura (ARGUERO et al., 2008). E uma
técnica auxiliar de diagnéstico, ndo invasiva, rapida e barata (SCOTT et al., 2001),
utilizada para procurar evidéncias de prurido, infeccbes fangicas, alteracdes da
pigmentacao e avaliar o crescimento do pelo (HNILICA, 2011).

O exame histopatolégico € considerado um dos métodos diagndsticos mais
importantes em dermatologia veterinaria e sua realizacdo € indicada em qualquer
situacdo de duvida, terapéutica ou diagnostica (SOUZA et al., 2009a; WERNER,
2009). Esse exame permite a visualizacdo morfoldégica de tecidos e padrbes
histol6gicos (AFFOLTER et al.,, 2016) e mesmo que ndo seja suficiente para o
estabelecimento do diagnostico definitivo de uma determinada dermatopatia, a
técnica permite a classificacdo de doencas e pode orientar o clinico veterinario para
um determinado grupo de alteracbes (WERNER, 2008), além de ser um excelente
auxiliar no diagnostico diferencial (CONCEICAO et al., 2004).

2.2. Tripanosomatideos

Os tripanosomatideos séo parasitos uniflagelados pertencentes ao subfilo
Mastigophora, filo Sarcomastigophora, classe Kinetoplastidae, ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae que tem como principal caracteristica o flagelo e o
cinetoplasto (DE SOUZA et al., 2000). Apresentam ampla distribuicdo geogréfica e
diversidade de hospedeiros, sendo algumas espécies agentes etioldgicos de
doencas zoondéticas de importancia veterinaria (BARTA e DESSER, 1984; HAAG et
al., 1998; LUKES et al., 2014).

A maioria das espécies desenvolve-se em hospedeiros vertebrados e

invertebrados hematéfagos que atuam respectivamente como reservatorios e
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vetores. Tripanosomas infectam vertebrados de todas as classes (mamiferos,
anfibios, repteis e aves), e artropodes hematéfagos da ordem Diptera (moscas e
mosquitos), Hemiptera (triatomineos), Siphonaptera (pulgas) e Ixodadae
(carrapatos) (HOARE, 1972; VIOLA et al., 2008).

A familia Trypanosomatidae é constituida por oito géneros (SILVA et al.,
2002), dentre os quais destacam-se 0s protozoarios pertencentes aos géneros
Leishmania, causadores das leishmanioses e Trypanosoma, causadores das
tripanossomiases; ambos apresentam ciclo de vida bastante complexo, envolvendo
hospedeiros vertebrados e insetos vetores (TIRLENS e HELLEMOND, 1998).

O género Leishmania abrange diversas espécies de tripanosomatideos que
podem afetar o homem e diferentes espécies de animais. A leishmaniose pode
apresentar natureza viscerotropica ou dermotropica. Na leishmaniose visceral
canina, a Leishmania infantum e Leishmania donovani sdo as espécies mais
comumente isoladas em paises do velho mundo e a Leishmania chagasi em paises
do novo mundo. No entanto, estudos enzimaticos e moleculares indicam que L.
chagasi e L. infantum estdo proximamente relacionados e, assim, alguns autores
consideram L. chagasi como sinénimo de L. infantum. Na leishmaniose tegumentar,
as principais espécies sao: Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e
Leishmania amazonensis e, mais recentemente, as espécies Leishmania lainsoni,
Leishmania naiffi, Leishmania lindenberg e Leishmania shawi ((LUKES et al., 2007;
BRASIL, 2010; BRASIL, 2014).

Ha muitas espécies de parasitos do género Trypanosoma descrito em todo o
mundo (HOARE, 1972). Os tripanosomas patogénicos de maior importancia na
Medicina Veterinaria sdo Trypanosoma brucei brucei, T. congolense, Trypanosoma
vivax, Trypanosoma equiperdum, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma evansi (LUN e
DESSER, 1995; SILVA et al., 2002; UMEZAWA et al., 2009; DESQUENES et al.,
2013). Todas essas espécies ja foram descritas infectando cées, além das espécies
T. rhodesiense e T. gambiense, espécies responsaveis pela tripanossomiase
humana africana, e possuem o cdo como reservatorio da infecgdo humana (ELOY e
LUCHEIS, 2009; NWOHA, 2013) e recentemente, Trypanosoma caninum (MADEIRA
et al., 2009).

2.2.1. Trypanosoma caninum
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Trypanosoma caninum foi identificado pela primeira vez em 2009 por Madeira
e colaboradores ao detectarem este agente parasitando a pele de cao co-infectado
com L. braziliensis na cidade do Rio de Janeiro (MADEIRA et al., 2009). Apds essa
primeira descricdo, novos casos foram descritos na cidade do Rio de Janeiro por
Pinto et al. (2010) e em outras regiées do Brasil como Minas Gerais, Goias, Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso (BARROS et al., 2012) e o mais recente caso
em Piaui (OLIVEIRA et al., 2015).

Ainda sdo poucos os trabalhos na literatura referentes ao T. caninum,
principalmente quanto ao ciclo de desenvolvimento, tropismo e patogenicidade. No
entanto, Madeira et al. (2009) descrevem caracteristicas peculiares desse agente,
como ndo infectar triatomineos e apresentar isolamento exclusivo em pele,
caracteristica considerada incomum do género Trypanosoma, além da descricdo da
presenca de formas livres de epimastigotas sem flagelo em culturas axénicas
(BARROS et al., 2014).

O isolamento deste agente tem ocorrido, até o momento, em areas
endémicas para leishmaniose visceral canina, aspecto que aliado ao fato do T.
caninum compartilhar o mesmo reservatorio da L. chagasi, pressupde em risco de
um diagnostico errbneo de leishmaniose visceral em caes residentes em areas de
simpatria desses agentes (SILVA et al., 2011; ALVES et al., 2012; BARROS et al.,
2012). Diante disto, trabalho realizado por ALVES et al. (2012) visando verificar
reacao cruzada entre T. caninum e L. chagasi, demonstrou que T. caninum parece
ser pouco imunogénico para cdes, mesmo sendo capaz de estimular a producéo de
anticorpos especificos, e a presenca de reacao cruzada nos testes soroldgicos entre
esses dois agentes, sugerindo que a infeccdo por T. caninum possa confundir o
diagnostico da leishmaniose visceral canina.

Apesar das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas associadas a infeccao
por T. caninum serem pouco descritas, a prevaléncia da infeccéo por este agente foi
estimada em 3,2% (ALMEIDA et al., 2011) na cidade de Cuiabda, 4,7% no Rio de
Janeiro, utilizando cultura parasitolégica (PINTO et al., 2010) e 10,9% (PINTO et al.,
2014) e seu isolamento tem sido mais frequente em caes saudaveis (ALMEIDA et
al., 2011).

Madeira et al. (2014) acompanhando 14 cées naturalmente infectados por T.
caninum na cidade de Cuiaba, onde 78,5% eram machos, 85,7% né&o tinham raca

definida e com média de dois anos de idade, variando de oitos meses a oito anos,
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71% dos cédes estavam em bom estado clinico geral no momento do diagndéstico,
sugerindo que a infec¢do por T. caninum possa ser assintomatica em caes, sem
sinais clinicos especificos e com baixa parasitemia.

Apesar do isolamento restrito a pele, at¢ o momento ndo foram observada
alteracdes dermatoldgicas que pudessem decorrer da infecgdo por T. caninum, pois
tais sinais foram observados em cées co-infectados por L. chagasi (ALMEIDA et al.,
2011; MADEIRA et al., 2014).

2.2.2 Diagnéstico da infeccdo por Trypanosoma caninum

A primeira descricAo e o0s diagnosticos subsequentes de T. caninum
realizados em estudos epidemiolégicos para leishmaniose visceral canina foram
realizados pelo isolamento em meio de cultura axénica empregando amostras de
pele integra (MADEIRA et al., 2009; PINTO et al.,, 2010; ALMEIDA et al., 2011;
BARROS et al.,, 2012; OLIVEIRA et al.,, 2015). Apesar da baixa sensibilidade, a
cultura parasitolégica € considerada padrao-ouro na identificacdo e confirmacao da
circulacao do agente em uma determinada regido (ALMEIDA et al., 2011).

Alves et al. (2012) identificaram uma baixa especificidade da Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta e Ensaio imunoenzimatico empregando antigeno de T.
caninum, o que reflete em baixa performance dos métodos soroldgicos no
diagnéstico do T. caninum. Aliado a isso, 0S mesmo autores avaliaram a reatividade
soroldgica cruzada nos testes utilizados para o diagndéstico de leishmaniose visceral
canina em cées infectados com T. caninum e observaram que 23% deles seriam
erroneamente diagnosticado como leishmaniose visceral canina, quando utilizados o
ELISA- LVC como teste de triagem e o RIFI-LVC como teste confirmatorio.

Andlise molecular tem sido o método diagnostico mais sensivel na detec¢éo
da infeccao por T. caninum (PINTO et al., 2014). Reacao em cadeia pela polimerase
(PCR) utilizando primers D75 e D76 da regiao 24S a rDNA da familia
Trypanosomatidae (SOUTO et al., 1999) e nested-PCR utilizando os primers
externos TRY927F e TRY927R no primeiro round e os primers internos SSU561F e
SSU561R no segundo round que amplificam uma regido conservada do gene 18S

rDNA de todos tripanosomatideos (SMITH et al., 2008) seguido pelo
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sequenciamento (MADEIRA et al., 2009; PINTO et al., 2010; BARROS et al., 2012;
MADEIRA et al., 2014).

BARROS et al. (2015) empregando diferentes alvos moleculares como genes
da pequena e larga subunidade de DNA ribossomal (18S rDNA e 24S a rDNA),
citocromo b, DNA do cinetoplasto (KkDNA) e Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1)
rDNA e Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) demonstram que o0s
isolados de T. caninum de diferentes regibes do Brasil apresentam alto grau de
similaridade entre si e uma espécie geneticamente homogénea. No entanto, ainda

nao ha uma sequéncia de primers especificos para esta espécie.

2.2.3. Leishmania chagasi

Leishmania chagasi (syn. Leishmania infantum) é a espécie do género
Leishmania responsavel por causar a leishmaniose visceral no Brasil (BRASIL,
2014). A leishmaniose visceral € a forma mais grave das leishmanioses, podendo
levar a 6bito quando néo tratada. Dados da Organizacdo Mundial da Saude estimam
gue a cada ano ocorram de 200.000 a 400.000 novos casos humanos da doenca e
em 2014 mais de 90% dos novos casos foram reportados em seis paises: Brasil,
Eti6pia, India, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (WHO, 2016). No Brasil, em 2015
foram diagnosticados 3289 casos humanos de leishmaniose visceral e em Mato
Grosso foram 29 casos da doenca (BRASIL, 2017).

Transmitida, no Brasil, principalmente pela picada de flebotomineos do
género Lutzomyia, espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (HARHAY et
al., 2011; BRASIL, 2014), a leishmaniose visceral tem apresentado uma expansao
para areas urbanas e regido sul do pais, anteriormente considerada livre do agente
(BRASIL, 2014). Outras vias de transmissdo, como por transfusdo sanguinea (DE
FREITAS et al., 2006), por via transplacentaria (ROSYPAL et al., 2005) e por via
venérea (SILVA et al., 2009) ja foram descritas. A possibilidade de transmisséo por
Rhipicephalus sanguineus, Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis e Tabanus
importunus tem sido objeto de estudos (OTRANTO e DANTAS -TORRES, 2010;
COELHO e BRESCIANI, 2013). No entanto, de acordo com Savani et al. (2009) a
deteccdo do DNA de Leishmania sp ndo é suficiente para implicar a espécie como

vetor.
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Em seu contexto epidemioldgico, os cdes domésticos sdo considerados
importantes reservatdrios e mantenedores do ciclo da L. chagasi por apresentar
intenso parasitismo cutaneo, mesmo 0s caes assintomaticos, facilitar a infeccdo dos
vetores e, consequentemente, a transmissdo para a populagédo canina e humana
(SOARES et al., 2011; DE QUEIROZ et al., 2011; BRASIL, 2014).

Inquéritos soroepidemioldgicos sobre a leishmaniose visceral canina no Brasil
tem demonstrado prevaléncias bastante variaveis (ANDRADE et al., 2009; CASTRO
JUNIOR et al., 2014; CURI et al., 2014; BRITO et al., 2016; TEIXEIRA et al.2016).
Em Mato Grosso, foram encontradas prevaléncias de 3,4% e 64,5% na capital
Cuiaba (ALMEIDA et al., 2009; MOREIRA et al., 1999), 23% na cidade de Varzea
Grande (FUJIMORI et al., 2016), 54,7% no municipio de Jaciara (LOPES et al.,
2014), 11% em Barra do Gracas (De MARCHI et al., 2013), 23,7% e 48,4% em
Rondonopolis e 10,42% em Sinop (THIES et al., 2016).

Nos caes, a leishmaniose visceral canina apresenta um quadro clinico
multifacetado (BANETH et al., 2008), podendo manifestar-se de forma assintomatica
ou com envolvimento sistémico, abrangendo uma ampla variedade de sinais clinicos
(CHAMIZO et al., 2005), representados principalmente por linfoadenopatia, perda de
peso, mucosas hipocoradas, hepatoesplenomegalia, onicogrifose e lesdes
oftalmicas (SOLANO-GALEGO et al., 2009; SILVA et al., 2017).

Apesar do parasito ter natureza viscerotrépica, a pele representa o principal
orgdo envolvido na progressao da doenca (SILVA, 2007). Alteracdes cutaneas estao
comumente presentes, representando cerca de 70% das alteracBes clinicas
apresentadas pelos cdes (MOREIRA et al., 2016), podendo ser os Unicos sinais
observados (SARIDOMICHELAKIS et al., 2014). As principais alteracdes cutaneas
incluem alopecia, onicogrifose, descamacéo, lesbes ulcerativas, hiperqueratose,
hipotricose e presenca de crostas localizadas ou generalizadas (SALZO, 2008;
SARIDOMICHELAKIS, 2009; SILVA et al., 2017).

Casos de co-infeccdo da doengca com outros agentes também ja foram
relatados, principalmente com dermatdéfitos do género Microsporum e acaros
Demodex (MOZOS et al.,, 1999; MOREIRA al., 2016). Casos de piodermite por
Staphylococcus sp, superficial ou profunda também sdo complicacbes comuns
(SCOTT et al.,, 2001). Dessa forma, ressalta-se ainda mais a importancia da

realizagédo de diagnosticos diferenciais nestes animais (CFSPH, 2009).
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2.2.4. Diagndstico de leishmaniose visceral canina

O diagnéstico precoce da leishmaniose visceral canina é fundamental para o
controle das complicacdes da doenca (SINGH, 2006; BRASIL, 2014).

Como as manifestacdes clinicas dos cées infectados podem ser bastante
variaveis, as alteracdbes hematoldgicas, bioquimicas e urinarias, tem grande
importancia, pois consegue reforcar a suspeita da doenca, mesmo nao sendo
conclusivas para o diagndstico. Segundo Patrinieri et al. (2016) as principais
alteracbes laboratoriais observadas nos cdes sdo: anemia normocitica
normocrdémica nao regenerativa, trombocitopenia, azotemia, hiperproteinemia,
diminuicdo da relacdo albumina/globulina, proteindria e diminuicdo da densidade
urindria.

Diferentes técnicas soroldgicas, parasitoldgicas e moleculares tém sido
utilizadas para se definir o diagndstico, entretanto, apresentam sensibilidade e
especificidade variaveis (SASSAKI et al., 2011; FURTADO et al., 2015).

O exame parasitoldgico direto é considerado muito especifico, rapido e pouco
traumatico. Consiste na identificacdo direta de formas amastigotas do parasito livres
ou no interior de macréfagos em esfregacos de aspirados de linfonodo, medula
0ssea, baco, figado e pele (LAURENTI, 2009; CUNHA et al., 2014). De acordo com
Laurenti (2009), a especificidade do exame parasitolégico € de 100%, mas a
sensibilidade pode variar, uma vez que 0s parasitos ndo sao uniformemente
distribuidos pelos tecidos.

A cultura parasitolégica € a técnica considerada padrdo ouro no diagndstico
da leishmaniose visceral canina e apesar de ser considerada pouco sensivel
(BRASIL, 2014; PINTO et al.,, 2014), jA demonstrou ser um excelente método
diagnostico e confirmatério da circulacdo do agente, principalmente em areas de
deteccéo recente da doencga (ALMEIDA et al., 2011; BRAGA et al., 2014).

Ha uma grande variedade de técnicas sorolégicas empregadas na deteccao
de anticorpos anti-Leishmania. As mais utlizadas sao: Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), aglutinacédo
direta e fixacdo de complemento (SILVA et al., 2011; BRASIL, 2014). No Brasil, os
testes sorolégicos recomendados pelo Ministério da Saude sdo o Teste
Imunocromatografico DPP (Dual Path Plataform, Biomanguinhos) como teste de

triagem e o ELISA® — (Kit EIE Leishmaniose Visceral Canina - Biomanguinhos)
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como teste confirmatério (BRASIL, 2014; SCHUBACH et al, 2014). Uma
desvantagem dos testes sorologicos € a possibilidade de reacdes cruzadas com
outros agentes, portanto, em areas onde outras espécies de tripanosomatideos
também estdo presentes, o diagndstico sorolégico deve ser cuidadosamente
utilizado, uma vez que estes agentes podem compartilhar determinantes antigénicos
e levar a confusdo dos resultados (VEXENAT et al.,, 1996, MADEIRA et al., 2006;
SILVA et al., 2011).

Dos métodos moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
convencional e quantitativa tem mostrado alta sensibilidade e especificidade para
deteccdo do DNA de Leishmania (REIS et al., 2013; SILVA et al., 2016). Amostras
de sangue, linfonodo, medula 6ssea sdo as amostras biol6gicas mais utilizadas.
Entretanto, swab conjuntival e pele tem obtido bons resultados na deteccdo do
parasito (MANNA et al., 2004, SOLANO-GALLEGO et al., 2001; XAVIER et al.,
2006; DE QUEIROZ et al., 2010; ALMEIDA et al.; 2013; GEISWEID et al., 2013).

Alteracdes histoldgicas podem ser observadas na infec¢do por L. chagasi em
diversos orgdos inclusive na pele (CALABRESE et al, 2010). O quadro
histopatoldgico cutdneo geralmente consiste em infiltrado inflamatério composto por
macrofagos, linfocitos, plasmocitos e mastocitos com ou sem a presenca de
amastigotas na derme (CALABRESE et al., 2010). O encontro de mais de um
padrdo inflamatério e de padrbes inflamatérios mistos ja foi observado na infeccao
por L. chagasi em cées (NETO et al., 2008). Tal fato pode também estar associado a
infeccbes cutaneas concomitantes (GROSS et al., 2005). De Queiroz et al. (2011)
em seu trabalho observaram a presenca de amastigotas na pele de caes
clinicamente saudaveis, bem como em pele lesionada, independentemente do
estado clinico do cédo, sugerindo que o exame histopatolégico da pele néo
necessariamente precisa ser realizado apenas na pele lesionada, mas também em

pacientes clinicamente saudaveis.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caes

Nesta pesquisa foram selecionados 150 céaes atendidos no Hospital
Veterinario (HOVET) da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), campus
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Cuiaba, MT, no periodo de junho de 2015 a abril de 2016, escolhidos aleatoriamente
sem distincdo de idade, sexo ou raca. O critério de inclusdo dos animais foi o
consentimento do proprietario em permitir a coleta de todas as amostras bioldgicas
necessarias para desenvolvimento do estudo. O numero amostral calculado
considerou a populagéo canina atendida no HOVET-UFMT por ano, prevaléncia de
infeccdo por T. caninum de 10,9% (PINTO et al., 2014) e erro aceitavel de 0,05.

De todos os caes inseridos na pesquisa foi solicitada ao proprietario a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso sob n°® 23108.102289/2015-92 e foi executado

de acordo com principios éticos.

3.2. Analise Clinica- Dermatolégica e Exames Complementares

Os cédes foram submetidos a investigacdo epidemioldgica e avaliacbes
clinicas geral e dermatoldgica. Os dados relativos as caracteristicas morfolégicas
macroscopicas (localizacdo, formato, intensidade de alteracdes) e aspecto
macroscopicos das lesfes foram anotados (SCOTT et al., 2001; GINN et al., 2007),
além de caracteristicas epidemiolégicas. De acordo com as alteracbes cutaneas
apresentadas pelos cédes foram realizados exames complementares visando
complementacgédo diagnostica definitivo da dermatopatia, como: exame parasitolégico
direto (raspado cutaneo ou fita adesiva) (PEREIRA et al., 2015); exame da lampada
de Wood; exame direto e cultura fangica; tricograma e exame citolégico por imprint

ou aspiracdo por agulha fina (KEENAN, 2007).

3.3. Deteccédo da infeccdao por Trypanosoma caninum e Leishmania

chagasi

Para detectar e caracterizar a infecgdo por T. caninum ou L. chagasi foram
coletadas amostras de sangue (cerca de 5ml), em tubo com anticoagulante EDTA
(acido etilenodiaminotetracético) sodico a 10%, por puncdo da veia cefélica ou
jugular apés prévia assepsia, para cultura parasitoldgica e testes moleculares. Além
de cinco fragmentos de pele das areas lesionadas dos cées apresentando

alteracdes cutaneas e cinco fragmentos de pele integra da regidao escapular dos
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cdes assintométicos (ALMEIDA et al.,, 2010), apds tricotomia, antissepsia e
anestesia local com lidocaina a 2% utilizando punch de 3mm que posteriormente

foram processados para cultura parasitologica, testes moleculares e histopatologico.

3.4. Isolamento parasitario em meio de cultura

Os fragmentos de pele e lesdo cutanea foram mergulhados em solucao salina
tamponada estéril contendo antibioticos (penicilina e estreptomicina) e antifingico
(fluorocitosina) e conservados a 4°C por 24 horas. Em seguida, as amostras foram
semeadas em meio bifasico NNN (Novy, MacNeal, Nicole)/Schneider, acrescido de
10% de soro fetal bovino. O sangue coletado em tubo contendo anticoagulante foi
semeado diretamente no meio de cultura (400uL). As culturas foram realizadas em
duplicatas e conservadas em estufa biolégica a 26-28°C e examinadas
semanalmente durante 40-50 dias por exames a fresco buscando evidenciar formas
flageladas (ALMEIDA et al., 2011).

3.5. Extracdo de DNA, Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e

Sequenciamento

A extracdo de DNA das amostras de pele e sangue foram realizadas pelo
método fenol/cloroférmio (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Para a deteccdo de DNA
de T. caninum foi empregado o nested PCR utilizando os primers externos TRY927F
(GAAACAAGAAACACGGGAG) e TRY927R (CTACTGGGCAGCTTGGA) no
primeiro e os primers internos SSU561F (TGGGATAACAAAGGAGCA) e SSU561R
(CTGAGACTGTAACCTCAAAGC) no segundo round que amplificam uma regido
parcial conservada do gene 18S rDNA de todos tripanosomatideos (SMITH et al.,
2008). E para a deteccéo da infeccdo por L. chagasi empregou-se os primers RV1
(CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG) e RV2 (CCACCTGGCTATTTTACACCA) que
amplificam uma regido de 145pb do kDNA especifico para esta espécie (LACHAUD
et al., 2002).

Para ambos os primers utilizou-se como controle positivo o DNA de L. chagasi
(MHOM/BR/1974/PP75). Os produtos de amplificagdo foram fracionados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5 e 2%, respectivamente, corados com gel Red

(Biotium®) e observados em ChemiDoc™ XRS utilizando o software Image Lab™
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Software e marcador de massa molecular de 100 pb de DNA Ladder™ (Fermentas
®).

Os produtos obtidos pela nested-PCR 18S rDNA foram purificados com o kit
GFX™ PCR DNA e sequenciados no Sanger Sequencing (Applies Biosystems®
Genetic Analysis) de acordo com recomendacgdes do fabricante para caracterizacéo
etiologica. As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank e comparadas
com sequéncias de diferentes espécies de tripanosomatideos recuperadas no
GenBank.

3.6. Analise Histopatologica

Os fragmentos de pele para andlise histopatoldgica foram fixados em solucéo
formalina 10% e encaminhados ao laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Mato Grosso onde foram incluidos em parafina, cortados a
5 ym de espessura e corados pela hematoxilina-eosina (HE) (PROPHET et al.,
1992).

3.7. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e analisados de forma descritiva e pelo
método do qui-quadrado ou Exato de Fischer utilizando o programa Epilnfo 3.3.2
(CDC, Atlanta, EUA) considerando intervalo de confianca de 95% para verificar a
associacao entre sexo, raca, idade e a presenca de alteracdes dermatoldgicas e a

infeccdo por T. caninum e L. chagasi.

4. RESULTADOS

Dos 150 cées pesquisados, 64 (42,7%) eram machos e 86 (57,3%) fémeas,
77 (51,3%) eram sem raga definida e 73 (48.7%) com raca definida e a idade média
foi de 56 meses com intervalo de dois meses a 13 anos (Tabela 2). Destes, 117
(78,0%) apresentaram alteracbes dermatoldgicas, sendo as mais comuns, prurido

(62,7%), alopecia e/ou hipotricose (60%), descamacdo (60%), hiperpigmentacao
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(8%), ulceras cutaneas (6%), crostas melicéricas (4,7%), onicogrifose (2,7%) e
liquenificacéo (0,7%).

Na cultura parasitologica houve o isolamento de formas flagelares em duas
amostras de pele. Pela andlise molecular houve a deteccdo de DNA de
tripanosomatideos em 21 (14%) caes, independente das amostras e
primersempregados (Tabela 1). A infeccdo por T. caninum foi detectada em trés
caes (2,0%), todos em amostras de pele e empregando a nested-PCR. A infeccéo
por L. chagasi foi detectada em 15 (10%) cées e a infeccdo por Trypanosoma evansi
foi detectada em trés caes (2%). A positividade para os agentes, alvos, e amostras

pesquisadas encontra-se inseridas na tabela 1.

Tabela 1. Taxa de positividade para Trypanosoma caninum e Leishmania chagasi
nas amostras de sangue e pele na anélise molecular utilizando os alvos 18S rDNA e
Leishmania kDNA.

N&o foi observada associacdo estatisticamente significativa (p>0,05) quanto a raca,
sexo, idade e presenca de dermatopatias a infeccdo por T. caninum e L. chagasi
(Tabela 2).

Caes
18S rDNA kDNA
Agente n =150
Positivos Sangue Pele Sangue Pele
Trypanosoma caninum 3 0 3 0 0
Leishmania chagasi 15 1 5 7 6
Trypanosoma evansi 3 3 0 0 0

Total 18 1 8 7 6
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Tabela 2. Andlise univariada e multivariada dos fatores associados a infecgdo por

Trypanosoma caninum e Leishmania chagasi nos 150 cdes pesquisados.

Em relacdo a definicdo racial dos cées positivos para a infeccdo pelo T.

caninum, apenas um cao (0,67%) apresentou definicdo racial, sendo da raca

Labrador Retriever. Dos trés cdes com infeccdo por T. evansi, um pertencia a raca

Trypanosoma caninum

Leishmania chagasi

L Univariada  Multivariada Univariada Multivariada
Variaveis
n (%) P n (%) P
P P
OR (1C95) OR (1C95)
Sexo
1 014
Macho (n=64) 02(1,3) 0,3 05(3,3) 0,4
0,3 (0,1-2,2) 1,5 (0,5-7,4)
Fémea (n=86) 01(0,7) 10(6,7)
Raca
0,4 0,3
SRD (n=73) 02(1,3) 0,5 09(6,0) 0,3
2,1 (0,3-5,6) 1,6 (0,5-6,4)
CRD (n=77) 01(0,7) 06(4,0)
Idade (anos)
Desconhecida 0,1
02(13) 0,1 03(2,0) 0,7 0,8
(n=24)
<1 (n=13) 00(0,0) 02(1,3)
1-5 (n=69) 00(0,0) 07(4,7)
5-10 (n=38) 01(0,7) 03(2,0)
>10 (n=06) 00(0,0) 00(0,0)
Dermatopatias
. 0,1 0,5
Sim (n=117) 01(0,7) 0,06 12(8,0) ,
7,4 (1,3-19,8) 0,8 (0,2-3,0)
N&o (n=33) 02(1,3) 03(2,0)

Yorkshire terrier (0,7%), um a raga foxround americano (0,7%) e um (0,7%) n&o

apresentava raca definida. Dos quinze caes com leishmaniose visceral, nove (6,0%)
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eram sem raca definida e seis (4,0%) eram de raca pura, sendo Pinscher a raca
mais comum com dois (1,3%) exemplares. Os outros quatro cédes pertenciam as
racas: Pastor Aleméo (0,7%), Lhasa Apso (0,7%), American Pitt Bull Terrier (0,7%) e
Boxer (0,7%).

A infeccdo por T. caninum foi detectada em dois (1,3%) cdes sadios e um
(0,7%) céo apresentando as alteracfes dermatoldgicas de alopecia, descamacéao e
prurido. Em relagdo a infeccdo por L. chagasi, trés (2%) encontravam-se
clinicamente saudaveis e 12 (8%) caes apresentavam altera¢cées dermatoldgicas. Os
principais sinais dermatolégicos observados nesses cédes foram: alopecia (80%),
descamacédo (66,7%) e prurido (53,3%). A presenca de Ulceras cutdneas e
onicogrifose foram constatadas em trés (20%) cdes. Todos 0s caes que
apresentaram infeccéo por T. evansi ndo apresentavam dermatopatias.

Dos 150 caes examinados, em 82% foi possivel estabelecer o diagndstico
definitivo das dermatopatias e em 18% os resultados foram inconclusivos. Em
relacdo a distribuicdo das diferentes categorias de diagndsticos, a prevaléncia
encontrada foi: dermatopatias alérgicas (16%), dermatopatias parasitarias (15,3%),
dermatopatias fangicas (14,7%), defeitos da ceratinizacdo (3,3%), dermatopatias
bacterianas (2%), dermatites trauméticas (2%), dermatites enddcrinas (1,3%),
dermatopatias auto-imunes (0,7%) e dermatopatias hereditarias (0,7%).

Ao analisarmos os exames complementares realizados, em 100 (64,7%) caes
houve o isolamento em cultura de fungos dermatdfitos do género Microsporum e
Tricophyton. Destes, 12 (8%) caes foram positivos para L. chagasi, um (0,7%) para
T. evansi e trés (2%) para T. caninum. A sarna demodécica ou sarcoptica, pelo
raspado cutaneo ou fita adesiva, foi detectada em 11 (7,3%) cdes. Um (0,7%) dos
cées com Demodex sp apresentou infeccao por L. chagasi.

Na analise histopatoldgica da pele dos trés cédes infectados pelo T. caninum,
em dois caes (1.3%) que ndo apresentavam alteracdes clinicas foram observados o
padrdo de infiltrado perivascular linfoplasmocitario leve (Figura 1) e no cao com
alteracdes dermatologicas (0.7%) foi observado a presenca de acantose,
hiperqueratose  ortoqueratética epidermal discreta e a presenca de
melanomacréfagos na derme. Em relacdo a analise da pele dos 15 cées infectados
por L. chagasi os achados mais observados foram: dermatite perivascular com
infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario de intensidades variadas em quatro (26.6%),

dermatite perivascular linfohistioplasmocitaria em dois (13.3%) e as dermatites nos
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quais houve associacdo de dois padres inflamatdrios no mesmo corte em quatro
(26.7%), sendo dermatite perivascular/perianexia com infiltrado inflamatério
linfohistioplasmocitario moderada em dois (13.3%), dermatite perivascular/perianexa
piogranulomatosa leve em um (6.7%) e dermatite perivascular/perifolicular com
infiltrado  inflamatdrio linfohistioplasmocitario moderada com presenca de
amastigotas em um (6.7%) (Figura 2). Em trés caes (20%) néo foram observadas
alteracdes histopatoldgicas e em um as alteracbes sugeriram endocrinopatia
caracterizando-se por acantose, hiperqueratose ortoqueratética da epiderme e do
infundibulo folicular, atrofia dos foliculos pilosos e glandulas sebaceas. Nos caes
com infeccdo por T. evansi nao foram observadas altera¢des histopatoldgicas.
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Figura 1: Fotomicroscopia da derme de um c&o com infeccdo por T. caninum

apresentando infiltrado inflamatoério perivascular linfoplasmocitario (seta). (HE).
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Figura 2: Fotomicroscopia da derme de um cédo com infec¢cdo por L. chagasi com
infiltrado perivascular e perifolicular linfohistioplasmocitario e amastigotas de

Leishmania sp (seta), aumento de 60X (HE).

5. DISCUSSAO

Nesta pesquisa, realizada em area endémica para leishmaniose visceral
canina, a infeccao de 2% e 8% dos caes por T. caninum e L. chagasi, condiz com
dados obtidos por outros autores (GASPARETTO et al., 2013; PINTO et al., 2014).
A infeccdo canina por diferentes protozoarios da Familia Trypanosomatidae tem sido
descrita (NWOHA, 2013). Neste cenéario, a infeccdo por L. chagasi tem importancia
em saude publica pela relevancia do cdo como reservatorio (MADEIRA et al., 2006).
No entanto, o recente isolamento de T. caninum em amostra de pele de cdes em
areas endémicas para leishmaniose visceral tem chamado a atencdo para este
protozoario (BARROS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015).

Corroborando com outros autores (MADEIRA et al.,, 2014; PINTO et al.,
2014), a infecgdo por T. caninum foi identificada apenas em amostra de pele,
mesmo com a utilizacdo de cultura parasitolégica e analise molecular de amostras
sanguineas de todos os caes. Todavia a pele também foi a amostra biolégica com

maior deteccdo de L. chagasi, independente das sequencias de gene alvo utilizado.
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Apesar do baixo numero de caes positivos tais dados reforcam a restricdo do T.
caninum em pele (MADEIRA et al., 2014) e a importancia de se promover a
diferenciacdo da infeccdo por estes agentes, tendo em vista, a importancia do céo
na epidemiologia da leishmaniose visceral e a alta carga parasitaria da pele por
amastigotas de L. chagasi, mesmo em cées assintomaticos (BARROS et al., 2012).

Similar ao obtido por Pinto et al. (2014), apesar do gene 18S rDNA detectar
DNA de Leishmania, a utilizagdo dos iniciadores com alvo para regido conservada
do DNA do cinetoplasto (KDNA) de L. chagasi empregado nesta pesquisa, obteve
maior positividade para este agente, o que demonstra ser um bom método
diagnéstico para leishmaniose visceral, principalmente em areas endémicas e de
simpatria. Apesar da baixa sensibilidade ja descrita em outros estudos (MADEIRA et
al., 2014; PINTO et al., 2014) com o isolamento em cultura parasitoldégica confirmou-
se a circulagdo dos dois agentes na populacdo pesquisada, aspecto importante em
areas endémicas (ALMEIDA et al., 2011).

Nesta pesquisa, ndo foi encontrada associacdo entre a idade, raca e sexo
guanto a infec¢do por T. caninum, T. evansi e L. chagasi, dado similar ao obtido por
diversos autores estudando a leishmaniose visceral canina (ALMEIDA et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2009). Apesar de trabalhos terem sido realizados investigando os
fatores associados a infeccdo por L. chagasi, ainda ndo ha estudos similares
referentes a infeccdo por T. caninum, sendo apenas relatado o acometimento de
caes saudaveis e entre trés e cinco anos de idade (OLIVEIRA et al., 2015).
Entretanto, os dados obtidos devem ser analisados com cautela em virtude do baixo
namero de caes positivos.

As alteracbes dermatolégicas sdo frequentemente relatadas na infecgéo
canina por L. chagasi (SARIDOMICHELAKIS, 2012). Nesta pesquisa 0s principais
sinais dermatoldgicos apresentados pelos caes positivos para esse agente como
alopecia, descamacao, prurido, Ulceras cutaneas e onicogrifose condiz com outros
autores (ALMEIDA et al., 2009; SOLANO- GALLEGO et al., 2009), porém caes
assintomaticos podem ser encontrados e com alta prevaléncia (BARROS et al.,
2012), assim como observado nesta pesquisa.

O isolamento e deteccdo do DNA do T. caninum exclusivamente em pele
integra tem sido considerado aspecto peculiar deste agente (MADEIRA et al.,
2014). Para Alves e colaboradores (2012) o T. caninum pode desencadear resposta

humoral leve que néo é suficiente para causar lesdes clinicas, no entanto, ainda nao
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foram descritas possiveis alteracdes histoldgicas significativas relacionadas a essa
infeccdo. Neste trabalho, dos caes positivos para a infec¢ao por T. caninum, apenas
um apresentava alteracdes dermatologicas, sendo o quadro clinico caracterizado por
alopecia multifocal, crostas melicéricas e descamacéo generalizada. No entanto, na
cultura fungica (MATTEI et al., 2014), confirmou-se nesse caso, a suspeita inicial da
coinfecdo com dermatofitose, doenca micotica de tecidos queratinizados (NWEZE,
2011), que se manifesta clinicamente e causa alteragcdes morfologicas similares as
descritas nesse caso com tal sintomatologia (BOND, 2010).

Neste trabalho, ndo foram observadas alteragcbes dermatolégicas e
histopatologicas nos cdes com infecgdo por T. evansi. Até o momento ndo foram
descritas alteracdes dermatoldgicas relacionadas a esse agente, demonstrando que
possivelmente esse parasito ndo tenha predilecéo pela pele (COMNOR e VAN DEN
BOSSCHE, 2004).

A principal alteracédo histopatoldgica observada nos caes assintomaticos com
infeccdo por T. caninum, foi a presenca de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitério
leve. No entanto, segundo Hargis e Ginn (2007) apesar dos mastécitos serem
encontrados abundantemente na derme, também é comum encontrar células como
linfécitos e plasmdcitos em menor quantidade em tecido saudavel. O encontro de
acantose, hiperqueratose  ortoqueratdtica  epidermal e presenca de
melanomacréfagos no cdo com altera¢des dermatoldgicas nédo pbéde ser associado a
infeccdo por T. caninum tendo em vista a coinfeccdo por fungos do género
Microsporum sp e Trichophyton sp e alteracdes similares causadas por estes
agentes (BOND, 2010)

Alteracgdes histopatologicas compativeis com dermatite tem sido descritas na
leishmaniose visceral canina (DE QUEIROZ et al., 2011), sendo as de padrao
perivascular e perifolicular as mais comuns, mesmo na auséncia de formas
amastigotas de Leishmania sp. No entanto, similar ao obtido neste estudo,
dermatites crbnicas, ou seja, composta por ceélulas mononucleares como
plasmacitos, macrofagos e linfécitos também s&o encontrados em cdes com e sem
leishmaniose visceral e na presenca ou ndo de amastigotas (FIGUEIREDO et al.,
2010. A presenca de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario leve que € geralmente
encontrado em tecido saudavel, foi também observado na pele dos cédes com
leishmaniose sem sintomatologia clinica assim como nos cées infectados pelo T.

caninum. Entretanto, nos animais com leishmaniose visceral a infeccéo
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assintomatica pode persistir por anos antes do desenvolvimento da sintomatologia
clinica (BANETH et al., 2008), enquanto na infeccdo pelo T. caninum ndo se sabe
ainda qual o periodo de incubacdo ou se esse parasito € capaz de provocar sinais
clinicos nos cées infectados ao longo da evolucao da doenca.

O encontro de mais de um padréo inflamatério e de padrdes inflamatérios
mistos e sobreposicdo de padrdes histologicos podem ser observados na infeccéo
por L. chagasi em cdes (NETO et al., 2008). Tal fato pode também estar associado a
infeccbes cutaneas e doencgas concomitantes (GROSS et al.,, 2005), como nesta
pesquisa na qual a infec¢do por fungos dermatofiticos foi observado em 64.7% dos
cées positivos e a presenca de hipotireoidismo em um céo, onde se observaram
caracteristicas mais sugestivas de dermatoses atréficas do que de dermatoses
parasitarias, pois apesar da leishmaniose visceral canina poder causar uma
diversidade de manifestacdes clinicas e histolégicas, geralmente se observa
infiltrado inflamatério leve ou acentuado, dependendo das variacdes de resisténcia
do hospedeiro (CALABRESE et al., 2010).

6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo revelaram prevaléncia de 2,0% para
Trypanosoma caninum, 10% para Leishmania chagasi e 2,0% Trypanoma evansi. A
presenca de alteracdes inespecificas encontrados na histologia de cdes com e sem
alteracdes dermatoldgicas nos leva a inferir que o T. caninum possa induzir reacao
inflamatoria cutanea, no entanto, como néo se sabe o periodo de incubacéo desse
parasito, estudos de acompanhamento clinico e laboratorial de cées infectados sao
necessarios para melhor se caracterizar as possiveis alteracdes clinicas e

histoldgicas induzidas por esse agente.
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ABSTRACT

Leishmania chagasi is one of the main trypanosomatids that cause dermatopathy in dogs, but
Trypanosoma caninum has been isolated in dog skin in several regions of Brazil. The
objective of this study was to investigate the prevalence of T. caninum in dogs in order to
investigate possible clinical and histological skin changes associated with infections by this

agent and to compare the findings to those obtained with L. chagasi infection. Of the 150
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dogs surveyed, a T. caninum infection was detected in three (2%) dogs and an L. chagasi
infection in 15. There was no statistically significant association (p> 0.05) with race, sex, age,
and the presence of dermatopathies. Dermatological changes were observed in one (4.8%) and
12 (57.1%) dogs infected by T. caninum and L. chagasi, respectively. In the histopathological
analysis of the skin of dogs infected with T. caninum, two dogs did not show clinical
dermatopathy. These dogs showed a perivascular infiltrate with a mild lymphoplasmacytic
inflammatory infiltrate. The dog with clinical dermatological alterations showed a co-
infection with fungi of the genus Microsporum sp. and Trichophyton sp., which was
associated with acanthosis, epidermal orthokeratotic hyperkeratosis, and the presence of
melanomacrophagous. The most common finding in the skin analysis of dogs infected with L.
chagasi was chronic granulomatous inflammatory infiltrate. One dog was found to have a
structure that was morphologically consistent with amastigotes of Leishmania sp. The
presence of nonspecific changes found in the histology of dogs with and without
dermatopathies leads us to infer that T. caninum may not induce a cutaneous inflammatory
reaction; however, more studies are necessary to better characterize the clinical and
histological changes induced by this agent.

Keywords: dermatopathies, histopathology, Leishmania chagasi, Trypanosoma caninum

1. Introduction
Parasitic infections are commonly found in dogs (Souza et al., 2009; Cardoso et al.,
2011; Gasparetto et al., 2013). In addicion, parasit infeccion also assume an important role for
its magnitude and potencial as a zoonosis (Cardoso et al., 2011; Gasparetto et al., 2013).
Among parasitic dermatoses, those caused by the protozoa of the Trypanosomatidae
family, especially those of the genus Leishmania, are relevant to dogs residing in endemic

areas of Brazil (Gasparetto et al., 2013). Although many species of the genus Trypanosoma
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are described (Hoare, 1972), there is no defined condition for the dermatological changes in
dogs caused by these parasites. However, in 2009, the identification of a new species of
Trypanosoma parasitizing the skin of a dog co-infected with Leishmania braziliensis, called
Trypanosoma caninum (Madeira et al., 2009), underlined the need for a definition.

Little is known about the development cycle, tropism, and pathogenicity of T. caninum
(Madeira et al., 2009). The fact that the isolation of T. caninum is only in the skin, which is
unusual of the Trypanosoma genus, to share the same reservoir of L. chagasi (syn. L.
infantum) the infectious agent of visceral leishmaniasis, and that it has been isolated from
several regions of Brazil, (Alves et al., 2012; Oliveira et al., 2015), has been found to be
related to the possible clinical aspects associated with the canine infection (Madeira et al.,
2014) and public health, especially the risk of an erroneous diagnosis of canine visceral
leishmaniasis (LVC ) in areas of sympatry of L. chagasi and T. caninum (Almeida et al.,
2011; Alves et al., 2012).

These aspects motivated this study, which aimed to investigate the prevalence of T.
caninum in dogs treated at the University Veterinary Hospital. In addition, the study aimed to
determine the possible dermatological and histological changes in T. caninum infections in

order to compare them to the changes in an L. chagasi infection.

2. Materials and methods
2.1.Dogs
In this study, 150 dogs were randomly selected, without the differentiation of age,
sex or race, and seen at the Veterinary Hospital (HOVET) of the Federal University of Mato
Grosso (UFMT) Campus Cuiaba, Mato Grosso. The sample number was determined based on
the canine population served at the HOVET-UFMT annually, a T. caninum infection

prevalence of 10.9% (Pinto et al., 2014), and a margin of error no greater than 0.05.
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This study was approved by the Committee for Ethics in Animal Use (CEUA) of
UFMT under n° 23108.102289 / 2015-92 and executed according to the ethical principles.

Informed consent was signed by the owner of each dog.

2.2.Clinical Analysis - Dermatology and Complementary Examinations
Dermatological, epidemiological and general clinical evaluations were performed on

the dogs. The data related to the dermatological changes includes macroscopic morphological
characteristics (location, shape, intensity of changes), the macroscopic aspect of the lesions
(Ginn et al., 1972; Scott et al., 2001) and epidemiological characteristics. Based on the
cutaneous changes found in the dogs and focusing on determining the definitive diagnosis for
the dermatopathy, complementary examinations, including the following, were performed:
direct parasitological examination (samples acquired via skin scrapings or adhesive tape;
(Pereira et al., 2015); Wood lamp examination; microscopic direct examination and fungal

culture; and cytologic examination by fine needle aspiration (Keenan, 2007).

2.3. Detection of Trypanosoma caninum and Leishmania chagasi infection
To detect and characterize the infection by T. caninum or L. chagasi, blood samples
(approximately 5 ml) were collected by cephalic or jugular puncture using aseptic technique
and placed in a 10% sodium EDTA anticoagulant tube for parasitological culture and
molecular tests. Beside that, five skin fragments of the scapular region of asymptomatic dogs
were collected after tricotomy, antisepsis and local anesthesia with 2% lidocaine, using a
punch of 3 mm. (Almeida et al., 2010). The skin samples were subsequently processed for

parasitological culture, molecular and histopathological tests.

2.4. Parasitic isolation in culture medium
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The skin fragments were immersed in sterile buffered saline containing antimicrobials
(2 antibiotics and an antifungal: penicillin, streptomycin, and fluorocytosine) and preserved at
4°C for 24 hours. The samples were then seeded in Novy, MacNeal, Nicole (NNN)/Schneider
biphasic medium plus 10% fetal bovine serum. Peripheral blood collected in tubes containing
anticoagulant were seeded directly into the culture medium (400 uL). The cultures were
seeded in duplicates, placed in an incubator at 26-28°C, and examined weekly for 40-50 days

by fresh tests to detect flagellate forms (Almeida et al., 2011).

2.5. DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR) and sequencing

DNA extraction from the skin and blood samples was performed using the
phenol/chloroform method (Sambrook and Russell, 2001). For the detection of T. caninum
DNA, a nested PCR was used with the outer primers TRY927F and TRY927R during the first
round and the internal primers SSU561F and SSU561R, which amplify a conserved region of
the 18S rDNA gene of all trypanosomatids (Smith et al., 2008), during the second round. For
the detection of an L. chagasi infection, RV1 and RV2 primers were used to amplify a 145 bp
region of KDNA specific for this species (Lachaud et al., 2002). For both sets of primers, the
L. chagasi DNA (MHOM/BR/1974/PP75) was used for the positive and negative (DNA free
reaction) controls.

The amplification products of the nested PCR and L. chagasi specific PCR were
fractionated by 1.5% and 2% agarose gel electrophoresis, respectively, stained with Red gel
(Biotium®) and viewed with ChemiDoc™ XRS using Image Lab ™ Software. A molecular
weight marker of 100 bp of DNA Ladder™ (Fermentas ®) was used. The products obtained
by the 18S rDNA nested PCR were purified using the GFX™ PCR DNA kit and sequenced

using Sanger Sequencing (Applies Biosystems® Genetic Analysis) for etiological
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characterization. The sequences obtained were deposited and compared to sequences of

different species of trypanosomatids using GenBank.

2.6.Histopathological Analysis
The skin fragments for histopathological analysis were fixed in a 10% formalin
solution, embedded in paraffin, cut into 5-um-thick sections, and stained with hematoxylin-

eosin (HE; Prophet et al., 1992).

2.7.Statistical analysis
The data were tabulated and analyzed in a descriptive manner and by either chi-
squared analysis or Fisher's Exact test using the Epilnfo 3.3.2 program (CDC, Atlanta, USA),
with a 95% confidence interval, in order to verify the association between sex, race, age and

the presence of dermatological changes and infection by T. caninum and L. chagasi.

3. Results

Of the 150 dogs surveyed, 64 (42.7%) were male and 86 (57.3%) were female.
Seventy-seven (51.3%) were undefined race and 73 (48.7%) were of a defined race. The mean
age was 56 months, ranging from 2 months to 13 years (Table 2). Of these, 117 (78%)
presented with dermatological changes. The most common condition was pruritus (62.7 %).
The other conditions seen included alopecia and/or hypotrichosis (60%), desquamation
(60%), hyperpigmentation (8%), cutaneous ulcers, meliceric crusts (4.7%), onychogrifose
(2.7%), and lichenification (0.7%).

In the parasitological culture, flagellar forms were isolated from two skin samples. By
molecular analysis, trypanosomatid DNA was detected in 18 (12%) dogs, independent of the

samples and primers used (Table 1). T. caninum infection was detected in three dogs (2.0%),
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all from skin samples, and identified using nested PCR. L. chagasi was detected in 15 (10%)
dogs. The positivity values for the agents, primers, and samples investigated are included in
Table 1.

T. caninum and L. chagasi infections were not significantly associated (p > 0.05) with
race, sex, age, or the presence of dermatopathies (Table 2). T. caninum infection was detected
in two (1.3%) clinically healthy dogs, and one (0.7%) had skin pruritus with alopecia and
desquamation. In the present study, L. chagasi infection was found in three (2.0%) and 12
(8.0%) dogs who showed the following clinical findings: alopecia (80%), desquamation
(66.7%), and pruritus (53.3%). Cutaneous ulcers and onychogrifosis were observed in three
(20%) dogs.

Of the 150 dogs examined, it was possible to establish the presumptive diagnosis of a
dermatopathy by clinical laboratory and histopathological analysis in 82%; in 18%, the results
were inconclusive. The prevalence of the different diagnoses was as follows: allergic
dermatopathies (16%), parasitic skin diseases (15.3%), fungal dermatopathies (14.7%),
keratinization defects (3.3%), bacterial dermatopathies (2.0%), endocrine dermatitis (1.3%),
autoimmune dermatopathies (0.7%) and hereditary dermatopathies (0.7%).

In the complementary tests performed, the cultures of 100 (66.7%) dogs showed
dermatophyte fungi of the genus Microsporum and Tricophyton. Of these, 12 (8.0%) dogs
were positive for L. chagasi and three (2.0%) for T. caninum. Demodectic or sarcoptic mange
were detected by skin scrapings or tape in 11 (7.3%) dogs. One (0.7%) of the dogs with
Demodex sp. was positive for L. chagasi.

Results from the histopathological analysis of the skin of the three dogs infected with
T. caninum revealed a pattern of mild lymphoplasmacytic perivascular infiltrate (Figure 1).
Among these dogs, two (1.3%) did not presented clinical changes and in the other dog that

had the dermatological findings (0.7%) was observed acanthosis, orthokeratose epidermal
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discrete hyperkeratosis, and melanomacrophagous in the dermis. The following findings were
observed in the skin analysis of the 15 dogs infected with L. chagasi: perivascular dermatitis
with lymphoplasmacytic inflammatory infiltrate of varying intensity (n = 4, 26.6%),
lymphohistioplasmocytic perivascular dermatitis of variable intensity (n = 2, 13.3%) and
dermatitis that was associated with two inflammatory patterns in the same cut (n = 4, 26.7%),
perivascular / perianexial dermatitis with moderate inflammatory lymphohistioplasmocytic
infiltrate (n = 2, 13.3%), perivascular dermatitis/mild piogranulomatous perianexial (n =1,
6.7%), perivascular/perifollicular lesion with moderate inflammatory
lymphohistioplasmocytic infiltrate with presence of amastigotes (n = 1, 6.7%) (Figure 2). In
three dogs (20%), no histopathological alterations were observed. In one dog, the changes
suggested an endocrinopathy characterized by acanthosis, orthokeratotic hyperkeratosis of the

epidermis, follicular infundibulum, and atrophy of the hair follicles and sebaceous glands.

4. Discussion

In this study, there was performed in an endemic area, the infection of 2% and 8% of
dogs with T. caninum and L. chagasi infections, respectively, agrees with data obtained by
other authors (Gasparetto et al., 2013; Pinto et al., 2014). Infections by different protozoa of
the Trypanosomatidae family of canines have been described (Nwoha, 2013). In this scenario,
an L. chagasi infection has important public health implications (Madeira et al., 2006) due to
the relevance of the dog as reservoir. The recent isolation of T. caninum from the skin
samples of dogs in areas endemic for visceral leishmaniasis has called attention to this
protozoan (Barros et al., 2012; Oliveira et al., 2015).

In addition, T. caninum infection was identified only in a skin sample, even with the
use of a parasitological culture and molecular analysis of blood samples from all the animals

(Silva et al., 2004; Pinto et al., 2004). However, the skin was also the biological sample with
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the highest detection rate of L. chagasi, independent of the target gene sequences used.
Despite the low number of positive dogs, these results reinforce the finding that a T. caninum
infection is restricted to the skin (Madeira et al., 2014). Given the importance of dogs in the
epidemiology of this disease, it also reinforces the importance of promoting the distinction of
the infectious agent causing the visceral leishmaniasis and the high parasitic load of L.
chagasi amastigotes on the skin, even in asymptomatic dogs (Barros et al., 2012).

Although the 18S rDNA gene detects Leishmania DNA, the use of the primers with a
conserved region of L. chagasi kinetoplast (kDNA) DNA employed in this research, obtained
a higher positivity for this region, which makes it a good diagnostic method for visceral
leishmaniasis, especially in endemic and sympatric areas. These results are consistent with
those obtained by Pinto et al. (2014). In addition to the low sensitivity already described in
other studies (Almeida et al., 2011), the circulation of the two agents was confirmed in the
studied population (Madeira et al., 2014; Pinto et al., 2014).

In this study, no association with age, race, and sex was found for T. caninum and L.
chagasi infection, which is similar to the results obtained by other authors studying canine
visceral leishmaniasis (Almeida et al., 2009; Oliveira et al. 2009). Although studies have been
carried out to investigate the factors associated with a L. chagasi infection, there are still no
similar studies for a T. caninum infection. It results from studies of healthy dogs, between
three and five years of age have been reported (Oliveira et al. 2015). However, the data
obtained should be analyzed with caution because of the low number of positive dogs.

Dermatological changes are frequently reported in L. chagasi infections in canines
(Saridomichelakis, 2012). In this study, the main dermatological signs in dogs that were
positive for this agent were alopecia, desquamation, pruritus, skin ulcers, and onychogrifosis.

These findings are consistent with those of other authors (Almeida et al. 2009; Solano-
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Gallego et al., 2009). However, asymptomatic dogs can be find in a high prevalence (Barros
et al., 2012), such as observed in this research.

The isolation and detection of T. caninum DNA exclusively in intact skin has been
considered a peculiar aspect of this agent (Madeira et al., 2014). According to Alves et al.
(2012), T. caninum can provoke an insufficient mild humoral response to cause clinical
lesions; however, no significant histopathological changes related to this infection have yet
been described. In this study, just one of the dogs that was positive for T. caninum infection
presented with dermatological alterations. The clinical picture was characterized by multifocal
alopecia, meliceric crusts, and generalized desquamation. However, in the fungal culture
(Mattei et al., 2014), was confirmed the coinfection with dermatophytosis, a mycotic disease
of keratinized tissues (Nweze, 2011), which causes similar morphological changes as
described in this case (Bond, 2010).

The main histopathological change seen in asymptomatic animals with T. caninum
infection was a mild lymphoplasmacytic inflammatory infiltrate. However, according to
Hargis and Ginn (2007), although mast cells are found abundantly in the dermis, it is also
common to find cells such as lymphocytes and plasma cells, in smaller quantities, in healthy
tissue. The finding of acanthosis, epidermal orthokeratotic hyperkeratosis, and presence of
melanomacrophages in the dermis of the dog with dermatological changes could not be
associated with T. caninum infection due to the fungal co-infection with Microsporum sp. and
Trichophyton sp, which produce similar changes (Bond, 2010).

Histopathological changes consistent with dermatitis have been described in canine
visceral leishmaniasis (De Queiroz et al., 2011). Perivascular and perifollicular changes are
the most common, even in the absence of the amastigote forms of Leishmania sp. However,
similar to that obtained in this study, chronic dermatitis, which is comprised of mononuclear

cells such as plasma cells, macrophages and lymphocytes, are also found in dogs with and
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without visceral leishmaniasis and in the presence or absence of amastigotes (Figueiredo et
al., 2010). The presence of mild lymphoplasmacytic inflammatory infiltrate that is commonly
found in healthy tissue was also observed in dogs with leishmaniasis without clinical
symptoms as well as in dogs infected with T. caninum. However, in animals with visceral
leishmaniasis, an asymptomatic infection may persist for years before the development of
clinical symptoms (Baneth et al., 2008); whereas, in a T. caninum infection, it is not yet
known what the incubation period is or if this parasite is capable of producing clinical signs in
infected dogs throughout the course of the disease. The presence of more than one
inflammatory pattern, mixed inflammatory patterns, or an overlapping of histological patterns
can be observed in L. chagasi infections in dogs (Neto et al., 2008). Since canine visceral
leishmaniasis could cause a diversity of clinical and histological manifestations, usually a
mild or marked inflammatory infiltrate, depending on host resistance variations (Calabrese et
al., 2010), this fact may also be associated with cutaneous infections and concomitant diseases
(Gross et al., 2005), such as the dermatophytic fungal infection that was observed in 64.7% of
positive dogs in this study or hypothyroidism, where the characteristics were more suggestive

of atrophic dermatoses than of parasitic dermatoses.

5. Conclusion
The presence of nonspecific changes found in the histology of dogs with and without
dermatopathies leads us to infer that T. caninum may not induce a cutaneous inflammatory
reaction; however, more studies are necessary to better characterize the clinical and

histological changes induced by this agent.
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Table 1. Positivity to Trypanosoma caninum and Leishmania chagasi in blood and skin

samples in molecular analysis using the 18S rDNA and Leishmania KDNA targets.

Dogs
18S rDNA kDNA
Agente n =150
Positive Blood Skin Blood Skin
T. caninum 3 0 3 0 0
L. chagasi 15 1 5 7 6
Total 18 1 8 7 6
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420 Table 2. Univariate and multivariate analysis of the factors associated with Trypanosoma

421  caninum and Leishmania chagasi infection in the 150 dogs surveyed.

64

Trypanosoma caninum

Leishmania chagasi

Univariate Multivariate Univariate Multivariate
Variables
n (%) P n (%) P
P p
OR (1C95) OR (1C95)
Gender
0.3 0.4
Male (n=64) 02(1.3) 0.3 05(3.3) 0.4
0.3(0.1-2.2) 1.5 (0.5-7.4)
Female (n=86)  01(0.7) 10(6.7)
Breed
0.4 0.3
Mixed (n=73) 02(1.3) 0.5 09(6) 0.3
2.1 (0.3-5.6) 1.6 (0.5-6.4)
Pure (n=77) 01(0.7) 06(4)
Age
Indefinite age 0.1
02(1.3) 0.1 03(2.0) 0.7 0.8
(n=24)
<1 (n=13) 00(0.0) 02(1.3)
1-5 (n=69) 00(0.0) 07(4.7)
5-10 (n=38) 01(0.7) 03(2.0)
>10 (n=06) 00(0.0) 00(0.0)
Dermatopathies
0.1 0.5
Yes (n=117) 01(0.7) 0.06 12(8.0) 0.8
7.4 (1.3-19.8) 0.8 (0.2-3.0)
No (n=33) 02(1.3) 03(2.0)
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Figure 1: Photomicroscopy of the dermis of a dog with T. caninum infection presenting

423

lymphoplasmacytic perivascular inflammatory infiltrate (arrow). (HE).
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Figure 2: Photomicroscopy of the dermis of a dog with L. chagasi infection presenting
perivascular and perifollicular infiltrate, lymphohistioplasmocitary, and amastigotes of

Leishmania sp (arrow). (HE).
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4- SUSPEITA CLINICA:

5- Exames de apoio realizados
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Resultado:
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