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RESUMO

A besnoitiose bovina ¢ uma doenca infecciosa causada pelo Apicomplexa Besnoitia besnoiti
sendo reemergente no sul da Europa. O presente trabalho visa o estudo morfologico da resposta
celular inflamatdria peri-quistica que ocorre na pele de bovinos com besnoitiose cronica recorrendo,
para isso, ao exame histologico de biopsias de pele de bovinos naturalmente infectados. Para além da
classificagdo morfologica do tipo de resposta inflamatoria, avaliou-se o nimero de quistos presentes
na pele, por fragmento de biopsia, bem como, de forma qualitativa e quantitativa, as diferentes células
envolvidas.

Foram estudadas 52 biopsias de pele contendo quistos de B. besnoiti, todos exibindo
inflamacao granulomatosa em seu redor, assumindo diversos tipos de organizagdo celular. Assim, 34
amostras apresentaram inflamagdo nodular, 15 inflamagdo nodular discreta e, apenas trés, inflamagao
difusa intensa. Na maioria dos casos analisados (28 em 52), o numero de quistos por fragmento de
bidpsia foi superior a dez, o que ¢ manifestamente indicador de elevada carga parasitaria na pele.

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as contagens celulares
nas diferentes respostas inflamatorias, o que nos permitiu concluir pela existéncia de um padrdo
celular de resposta comum, independente da sua organizacdo morfoldgica, constituido
maioritariamente por linfocitos e plasmocitos, eosinédfilos, macrofagos e por tltimo, neutrofilos.

A avaliagdo especifica das sub-populagdes celulares que compdem os infiltrados celulares
peri-quisticos foi efectuada com recurso a técnicas de imunohistoquimica. A imunomarcacdo
realizou-se com sucesso para os linfocitos T, os linfocitos B, a sub-populagdo de linfocitos T 0 e
para os macréfagos. Nao foi obtida marcagdo para as sub-populagdes de linfocitos CD4+ ¢ CD8+,
apesar de varias tentativas efectuadas. O infiltrado inflamatério que rodeia o quisto ¢
maioritariamente constituido por linfocitos T, seguindo-se os eosindfilos e os macrofagos. Os
linfocitos B surgem perifericamente, em pequenos grupos e com diferenciacdo plasmocitdide. A sub-
populacao T yd surge isolada e dispersa.

O presente trabalho, ao aprofundar o conhecimento sobre as lesdes cutdneas da fase cronica
da besnoitiose bovina, propde-se contribuir para a compreensao da resposta imunitaria do hospedeiro

intermediario a infecgdo por B. besnoiti.

Palavras-chave: besnoitiose bovina; Besnoitia besnoiti; pele; resposta inflamatoria;

imunohistoquimica.



ABSTRACT

Bovine besnoitiosis is an re-emergent infectious disease in the south of Europe, caused by the
protozoa Besnoitia besnoiti. The present study aims to characterize the peri-cystic inflammatory
response in the skin of chronically infected bovine using skin biopsies. Morphological classification
of the inflammatory response was accomplished as well as identification and counting of type of
inflammatory cells involved.

The study involved 52 skin biopsies with cysts in variable numbers, which showed
granulomatous inflammatory response around the cysts, classified as follows: 34 nodular, 15
discretely nodular and only 3 were classified as intensely diffuse. For the majority of cases (28 in 52),
the number of cysts per fragment of skin biopsy was higher than ten, which is certainly an indicator
of a heavy parasitic skin infection.

No statistical differences were found for the cell counting parameters regarding the different
types of inflammatory response, showing that there is a common reaction pattern, regardless of the
cellular organisation around the cysts. Cell types involved were, by decreasing order, lymphocytes,
eosinophils, macrophages and finally, the neutrophils.

Immunohistochemistry techniques were applied for characterization of cell sub-populations in
peri-cystic infiltrates. Those techniques were successful for T lymphocytes, B lymphocytes, T yd
lymphocytes and also for macrophages. Unfortunately and in spite of several attempts, we did not
succeed in the identification of sub-populations of CD4+ and CD8+ lymphocytes. The inflammatory
infiltrate around the cyst was mainly composed by T lymphocytes, followed by eosinophils and
macrophages. The B lymphocytes appeared peripherally in small groups with plasmocytoid
differentiation. The T yd sub-population of lymphocytes occurred isolated and dispersed all over the
inflammatory infiltrate.

The present study’s conclusions add to the knowledge of the cutaneous lesions in the chronic
phase of bovine besnoitiosis, contributing for the understanding of the immune response against this

infection.

Key-words: bovine besnoitiosis; Besnoitia besnoiti; skin; inflammatory response;

immunohistochemistry.
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CAPITULO I - INTRODUCAO



Introducéo

I.1. Besnoitiose bovina

A besnoitiose bovina foi reconhecida como doenga por Cadéac, em Franca, em 1884',
sendo-lhe atribuida a designacao de elefantiase ou anasarca dos bovinos. Em 1912, confirmou-se
a sua etiologia parasitdria, com a identificacdo de grandes e numerosos quistos de bradizoitos na
derme de bovinos®. Na altura, foi denominada sarcosporidiose cutdnea. Pouco tempo depois
surgiam trabalhos sobre a sua distribuicdo noutras regides, nomeadamente em Portugal, sendo a
descri¢do portuguesa a primeira a considerar as implicagdes econdémicas da besnoitiose bovina na

produgdo animal’.

Em 1915, os investigadores Enrico Franco, Professor e Director do Instituto de Anatomia
Patologica da Faculdade de Medicina de Lisboa, e Ildefonso Borges, Professor da Escola de
Medicina Veterinaria e Assistente do Instituto Camara Pestana publicaram um extenso trabalho
que resumia 30 anos de investigagcdo sobre a besnoitiose bovina (figura 1). Neste trabalho foram
relatadas importantes observacdes sobre a doenga em Portugal, as suas manifestagdes clinicas, o
quisto parasitario e a reac¢ao do hospedeiro a presenca do quisto na pele, denominado por “tecido
de reacgdo peri-quistico™*. Franco e Borges propuseram, igualmente, a inclusdo deste parasita
num novo género, Besnoitia, tal como proposto por Brumpt (referido em comunicagdo de Henry,

1912)°, denominando-se assim o parasita por Besnoitia besnoiti (Marotel, 1912)°.



Introducéo

Fig. 1 — Imagem microscépica desenhada em camara clara.
Museu de Medicina. Instituto de Anatomia Patolégica da Faculdade de
Medicina de Lisboa (www.fm.ul.pt).

O trabalho realizado no ambito do estudo deste parasita foi escasso nos ultimos cem
anos. O bovino ¢ o hospedeiro intermediario do protozoario Besnoitia besnoiti. Permanece por
identificar o hospedeiro definitivo, podendo mesmo questionar-se a sua existéncia bem como, a
existéncia de outros hospedeiros intermedidrios. Estes conhecimentos sdo fundamentais para o

correcto entendimento da epidemiologia desta doenca.



Introducéo

I.2. Classificacio taxonomica de Besnoitia besnoiti

De acordo com Eckert et al.’”, Besnoitia besnoiti é classificada no reino Animal, sub-reino
Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia e ordem FEucoccidiida,
pertencendo a familia Toxoplasmatidae, tal como acontece com os géneros Toxoplasma,
Neospora e Hammondia, responsaveis por graves doengas no homem e em muitas espécies de
animais domésticos e silvestres®'*!". No género Besnoitia sdo reconhecidas actualmente nove
espécies. O conhecimento da relagdo do género Besnoitia com outras espécies de Coccidia
formadoras de quistos ¢ escassa, embora o agrupamento dos géneros Besnoitia, Hammondia,
Neospora e Toxoplasma na subfamilia Toxoplasmatinae seja geralmente aceite'>"”. A anélise
filogenética com base em sequéncias nucleotidicas tem contribuido para a classificacao
taxonoémica. O género Besnoitia ndo foi disso excepgdo, tendo Ellis'* procedido a anélise da
relagdo filogenética entre Besnoitia, Eimeria, Frenkelia, Hammondia, Isospora, Neospora,
Sarcocystis e Toxoplasma com base nas respectivas sequéncias de rDNA. Desta analise
filogenética resulta a apresentagdo do género Besnoitia como grupo muito proximo do conjunto

que inclui os géneros Hammondia, Neospora e Toxoplasma.

Nas analises filogenéticas entre as entidades incluidas no género Besnoitia foram
utilizadas as sequéncias disponiveis de rDNA do 18S e do ITS1 de diversas Coccidia formadoras
de quistos e também as sequéncias disponiveis de Besnoitia isolada de bovinos ¢ de impala da
Republica da Africa do Sul, bem como de cabra oriunda do Quénia. O facto de B. besnoiti ¢ B.
caprae apresentarem igual sequéncia de ITS1 levou Ellis'* a questionar se efectivamente sdo
entidades diferentes ou se na realidade ndo correspondera B. caprae a uma populagdo de B.
besnoiti. No entanto, o mesmo autor alertou para a necessidade de se conhecerem sequéncias de

DNA de outras entidades do mesmo grupo antes de se proceder a qualquer alteracdo a

4
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classificagdo em vigor.

A microscopia electronica revelou que Besnoitia apresenta uma ultra-estrutura
caracteristica dos parasitas formadores de quistos, designadamente o corpo condide, roptrias,
microtubulos, micronemas e um anel polar anterior'>"’. Sheffield" salientou a grande semelhanga
morfologica entre B. jellisoni e Toxoplasma gondii. Alguns autores ainda consideram Besnoitia

18-20

como sendo filogeneticamente muito proximo do género Toxoplasma™™. Os isolamentos e

descrigdes de espécies do género Besnoitia de diferentes hospedeiros intermediarios® >’

constituirdo importante contribui¢do para futuros trabalhos da filogenia deste género.

I.3. O género Besnoitia

No género Besnoitia proposto por Franco e Borges* reconhecem-se hoje nove espécies
que, salvo algumas excepgoes, cada uma parasita uma Unica espécie de hospedeiro intermediario.
O hospedeiro definitivo para a maioria das espécies parasitarias deste género permanece por
identificar. Excep¢do feita para B. wallacei'**®, B. darlingi***’** e B. oryctofelisi®, cujo

hospedeiro definitivo se demonstrou ser o gato®.

Assim, Besnoitia besnoiti (Marotel, 1912)° parasita bovinos, antilopes e,
experimentalmente, gerbos, coelhos e hamsters; Besnoitia bennetti parasita o cavalo, o burro e os

seus hibridos; B. wallacei'**°

e Besnoitia jellisoni sdo parasitas do rato (R. norvegicus); Besnoitia
darlingi***"*® ¢ parasita da sarigueia (Didelphis marsupialis); Besnoitia tarandi ¢ parasita da rena;
Besnoitia caprae'” ¢ parasita da cabra; B. oryctofelisi*® do coelho e Besnoitia akodoni* do rato-

do-mato (Akodon montensis).
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As diferencas morfoldgicas entre as espécies do género Besnoitia sdo pouco definidas™,
sendo dificil distingui-las apenas com base na sua observagdo microscopica. Assim sendo, tem
sido necessario recorrer as sequéncias de DNA disponiveis em bases de dados para auxiliar na

distin¢do entre as diferentes espécies de Besnoitia'***?,

Os taquizoitos em cultura medem 5 a 9 um de comprimento por 2 a 5 um de largura®' e
caracterizam-se por um corpo conoide, micronemas, roptrias, microtubulos, granulos densos € um
inico nucleo'®. Os micronemas, que surgem por todo o citoplasma do taquizoito, predominam na

regidio anterior ao nucleo. Sheffield" contabilizou 22 microtubulos em Besnoitia jellisoni.

Em determinados cortes foram observadas até 7 roptrias. Algumas estendem-se para a
regido posterior do nucleo e o seu conteudo apresenta-se electrodenso. A por¢ao terminal das
roptrias mede até 225 nm de didmetro'®. O nilcleo, com forma oval, surge com localizagio

ligeiramente posterior ao centro do parasita'’.

Na observagdo da ultra-estrutura dos quistos de Besnoitia besnoiti, com dimensdes
variando entre 250 e 400 um de diAmetro’, muito semelhantes as descritas para B. akodoni®,
foram identificadas trés camadas na parede do quisto (do exterior para o interior): uma membrana
externa (primeira camada); uma camada intermédia electrodensa contendo os nucleos e
citoplasma da célula hospedeira (segunda camada) e a parede do vacuolo parasitoforo (terceira
camada). A segunda camada exibe estrutura granular e encontra-se encostada ao nucleo da célula
hospedeira e reticulo endoplasmatico. Identifica-se um conjunto de pequenas vesiculas sob a
membrana do vactiolo parasitéforo que contém os bradizoitos. Os bradizoitos libertados dos

3,33

quistos medem de 4,5 a 8,4 um de comprimento por 1 a 1,8 um de largura®>. A observacao de

bradizoitos por microscopia electronica de transmissdo revelou numerosos micronemas,
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amilopectina, corpos que se assemelham a lipidos, roptrias e um nucleo na por¢ao posterior, cujas

Fig. 2 — Microfotografia obtida por microscopia electronica de transmissio
da porgio central de um quisto de B. besnoiti onde se observam varios
bradizoitos mergulhados na matriz granular32.

nuc = nucleo; mic = micronemas; con = corpo condide. Barra = 0,5 nm.

dimensdes ocupam aproximadamente metade do comprimento do bradizoito (figura 2). Os
numerosos micronemas, com até 296 nm de comprimento e 38 nm de largura, contém material de
natureza electrodensa, e apresentam, predominantemente, localizagdo anterior ao nucleo. As
roptrias revelam contetido electrodenso medindo, aproximadamente, 200 nm de largura. Em
alguns taquizoitos foram observadas 8 roptrias, estando presentes na maioria dos cortes, uma ou
duas®. Os numerosos granulos de amilopectina localizam-se na area posterior ao nucleo. Nio
foram observados corpos enigmaticos em mais de 100 bradizoitos de B. besnoiti estudados™, em
oposicdo aos 15 corpos enigmdticos que puderam ser observados num Unico corte em B.

akodoni®.
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I.4. Ciclo biologico de Besnoitia besnoiti

O ciclo de vida de espécies do género Besnoitia ¢ descrito em poucos trabalhos
cientificos, embora todos eles o refiram como um ciclo heteroxeno. Wallace e Frenkel** e

112

Frenkel* demonstraram ser o gato o hospedeiro definitivo de Besnoitia wallacei ¢ serem

ratazanas e ratos os seus hospedeiros intermediarios. Smith e Frenkel*"**

identificaram o gato
como hospedeiro definitivo de Besnoitia darlingi, que teria como hospedeiros intermediarios
alguns roedores, morcegos, lagartos e sarigueias'. O ciclo de vida de B. besnoiti permanece ainda

por esclarecer: segundo Diesling et al.*

, 0 gato ndo parece ser o hospedeiro definitivo desta
espécie, estando descritos varios ruminantes, tais como bovinos, impalas e gnu, como

hospedeiros intermedidrios®®. Estd demonstrada a transmissdo da infec¢do por B. besnoiti entre

bovinos por picadas de insectos hematéfagos®”.

Passado mais de um século apds o reconhecimento dos primeiros casos clinicos', muito

1.3, tendo

pouco se continua a saber sobre o modo de transmissdo da doenca. Peteshev et a
alimentado gatos com tecidos de bovinos infectados com B. besnoiti e encontrado oocistos nas
fezes, sugeriram serem o gato doméstico (Felis catus) e o gato selvagem africano (Felis libyca)
os hospedeiros definitivos de B. besnoiti. Contudo, dada a ndo repetibilidade destes resultados e a

davida sobre o estado higio-sanitario dos gatos utilizados, permanece o desconhecimento sobre o

hospedeiro definitivo de B. besnoiti'®***>2%44,

A grande maioria dos casos de besnoitiose bovina surge durante os meses de Verdo**. O
facto de serem os meses do ano com maior densidade populacional de insectos hematdfagos
parece salientar a importancia dos vectores mecanicos na dissemina¢do de Besnoitia entre os

bovinos®'. Trabalhos experimentais confirmaram esta hipétese para Glossina brevipalpis*,
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Tabanus dentricornis, T. taenicola, Stomoxys spp., Siphona, Haematobia e Culex simsoni’’,
permanecendo no entanto desconhecido se outros parasitas hematofagos artrépodes a podem

veicular.

Estd igualmente demonstrada a transmissdo do parasita pela utilizacdo de agulhas. Este

facto alerta para a importancia epidemioldgica da transmissdo iatrogénica®’.

L.5. Patogenia

A Dbesnoitiose bovina constitui-se como uma doenca que atinge animais adultos.
Hofmeyr*, em vasto trabalho desenvolvido na Republica da Africa do Sul ndo encontrou
qualquer animal doente com idade inferior aos dezoito meses. A Unica excepc¢do referida na

bibliografia parece ser a de dois casos de doenga encontrados por Bigalke®'.

Quando a infec¢do surge numa exploragdo de bovinos, cerca de 10% do efectivo acabara
por desenvolver sintomatologia responsavel por graves prejuizos econdémicos®. Os animais
doentes perdem peso, algumas fémeas abortam, a producao de leite decresce consideravelmente,
os touros tornam-se estéreis e as peles perdem o valor comercial'’. Ndo parece haver diferencas
na susceptibilidade entre racas ou sexos. Franco e Borges’ referem a doenga em animais de raca
Alentejana e de raga Brava. Leitdo™ regista a ocorréncia da doenga principalmente no Sul de

3137 referem ser a

Portugal e predominantemente em animais de raca Alentejana. Pols e Bigalke
raca Afrikaner tdo susceptivel como as racas Hereford, Holstein-Frisia, Shorthorn, Bramane ou

animais cruzados. Juste et al.* e Irigoien et al.”® verificaram morbilidade em animais de raga

Holstein-Frisia no Pais Basco.
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O curso da patogenia na besnoitiose bovina segue o quadro geral da maioria das doengas
infecciosas. Distinguem-se uma fase inicial, de caracter agudo e de curta duragdo, na qual ocorre
parasitémia, € uma fase subsequente, de caracter cronico, mais tardia e que se prolonga no tempo.
A fase cronica € caracterizada pela presenca de elevado nimero de quistos, sendo que os tecidos
parasitados sdo os mais superficiais, de que se destacam a derme (figura 3), tecidos subcutaneos,
e tecido conjuntivo da esclera. Os tecidos conjuntivos mais profundos e outros 6rgaos, raramente

se encontram parasitados, com excepc¢ao do periosteo.

Dada a dificuldade em reproduzir experimentalmente casos clinicos de besnoitiose

37475152 6 dado o facto de os sintomas iniciais se confundirem com outras situacdes

bovina
patoldgicas ou ndo serem identificados na exploracdo, a patogenia das fases iniciais da doenca
nos bovinos foi um aspecto tardiamente caracterizado. Dois factores possibilitaram um melhor
esclarecimento das ocorréncias durante esta fase inicial da besnoitiose bovina: a descoberta da

susceptibilidade dos coelhos & inoculagdo com bradizoitos deste parasita* ‘"

, de que estes
adquirem lesdes muito semelhantes as encontradas em bovinos, € de que estes sdo susceptiveis de
desenvolver quadro clinico quando inoculados com elevado nimero de taquizoitos provenientes

de culturas celulares ou de tecidos de coelho com elevado nimero de formas proliferativas®”*,

A inoculacdo experimental de elevado numero de parasitas permite acompanhar a
evolucdo do estado clinico na fase aguda da doenca e as lesdes resultantes em animais que
sucumbem, geralmente entre os dias 8 € 11 apos a inoculagdo de B. besnoiti>>*. O periodo de
incubagdo varia entre 6 ¢ 10 dias’' persistindo a febre por 3 a 6 dias, com a temperatura rectal a
poder ultrapassar os 41 °C. Durante este periodo correspondente a fase aguda, a parasitémia ¢
elevada’’. Nesta fase o animal apresenta-se anoréctico, deprimido, indiferente a0 meio que o

rodeia e com extrema dificuldade respiratoria.

10
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Fig. 3 — Aspecto microscopico da pele onde sfo visiveis numerosos
quistos, alguns dos quais com exuberante reacciio inflamatoria
periférica. H&E. Barra 500 pm.

Estes sdo os sintomas mais evidentes. E igualmente frequente observarem-se nesta fase,
ou pouco depois, os linfonodos hipertrofiados devido a edema, sendo também, o edema constante
nas extremidades dos membros. Os animais apresentam dificuldade em movimentar-se e
evidenciam fotofobia, procurando refliigio nas sombras das arvores. Pode ainda observar-se
anasarca, acompanhada de congestao e de focos correspondentes a necrose cutanea disseminados.
Na pele observam-se petéquias, equimoses e sufusdes, principalmente, nas extremidades®. A
parede dos vasos do tecido subcutaneo exibe pequenos focos hemorragicos. A intima das veias e
das artérias apresenta-se irregular e coberta de material de coloracdo rosa acinzentada a
avermelhada. As veias e artérias de grande calibre exibem aspecto normal. Neste animais ¢
frequente encontrar rinite, com petéquias disseminadas pelas fossas nasais”. Os linfonodos
encontram-se congestionados, edemaciados e hemorragicos, surgindo também areas localizadas

de degenerescéncia e necrose muscular principalmente nos musculos dos membros. Os pulmdes e

11
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a traqueia encontram-se congestionados ¢ com edema, apresentando algumas petéquias
disseminadas de forma irregular por todo o parénquima pulmonar. Nestes animais podem-se
encontrar pequenas areas hemorrdgicas nos mais diversos tecidos, predominantemente, no

coragdo, rim, glandulas adrenais, abomaso, laringe e faringe.

Nos animais que ndo sucumbem a esta fase da doenga, ocorre recuperagdo da temperatura
normal, a afeccdo respiratoria ¢ ultrapassada, e ao edema generalizado segue-se o espessamento
cutaneo, com formacao de grande niimero de quistos na derme. E, assim, atingida a fase cronica

da doenca que, com progressiva gravidade, acompanhara o animal durante toda a sua vida.

Se na fase aguda estdo presentes taquizoitos que invadem todo o tipo de células, em
especial fibroblastos e células endoteliais onde se multiplicam (o que resulta na rapida destrui¢ao
das células hospedeiras, com libertagdo de taquizoitos que invadem novas células), na fase
crdnica, por mecanismos ainda ndo esclarecidos, estas células de rapida multiplicagdo ddo origem

a quistos de grande dimensdo especialmente na derme’, tecido subcutineo, esclera®”®

, mucosa
nasal, peridsteo™ e escroto’™’. A patogenia e sinais clinicos observados na fase crénica da

doenca, estdo assim directamente relacionados com o que per se representa o numero e

localizagio de quistos no animal’’.

O numero de quistos ¢ muito elevado em toda a extensdo da pele. Em consequéncia do
grande espessamento cutaneo e da perda de elasticidade, surgem solucdes de continuidade na
pele, com o aparecimento de feridas, principalmente na proximidade das articulacdes, onde se
forma exsudado sero-sanguinolento (figura 4). Quebrada a integridade cutanea, estas feridas sdo
alvo de proliferacdo bacteriana e, de acordo com a area geografica e a época do ano, observam-se

frequentemente miiases por deposi¢do de larvas de insectos. No conjunto, as alteracdes cutaneas

12
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descritas sdo acompanhadas da rarefac¢cdo da cobertura pilosa e de elevada friabilidade da pele. A
dimensdao do traumatismo cutineo depende quer da violéncia da agressao quer da condigdo
cutanea. Desta relagdo, pode resultar a simples queda de pélo e descamagao superficial ou, entdo,

solu¢do de continuidade muitas vezes complicada por infecgdo secundaria®.

Fig. 4 — Aspecto macroscopico das lesbes na fase crénica da
doenca.

A formacdo de quistos sub-conjuntivais possibilita a sua identificacdo a olho nu, tendo
este aspecto sido considerado como meio de diagnéstico da doenga™ e alvo de trabalho publicado

por Sannusi®® que o propde como forma pratica de diagnosticar a infec¢io em bovinos (figura 5).

13
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Fig. 53— Quistos sub-conjuntivais na fase crdnica da doenca.

Nas fémeas gestantes que padecem de besnoitiose, ¢ frequente que o processo infeccioso
resulte em aborto®. Em animais cuja gestagio ocorre no estado cronico da besnoitiose, a gestagio
e o parto decorrem normalmente, salvo se a condi¢do corporal estiver muito degradada. Aquando
da amamentacao, verificam-se lesdes ao nivel dos tetos, uma vez que estes também apresentam
elevado nlimero de quistos. A caracteristica espuma branca que normalmente se observa em redor
da boca do vitelo em cada amamentagdo, aparece com cor avermelhada, devido a hemorragias,
manifestando a progenitora relutdncia em amamentar. Apos a primeira toma de colostro, estes
vitelos, dada a ingestdo de anticorpos maternos, apresentam um titulo de anticorpos anti-B.

besnoiti igual ao da progenitora®.

No touro, as alteragdes necroticas e congestivas ocorrem também ao nivel do testiculo,

onde se salienta o aparecimento de focos de necrose que atingem muitos tubos seminiferos e sao,

14
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6261 Para além disso, as lesdes cutineas

em parte, responsaveis por infertilidade nos machos
presentes nas extremidades dos membros nestes animais dificultam a cobricdo natural com

consequente infertilidade pela inviabilizagdo da copula.

Apesar do dramatico quadro clinico que ocorre na fase aguda, a mortalidade nedsta fase
ndo ¢ elevada. Quando tal acontece, ¢ na maioria dos casos, resultado da instalagdo de uma
infeccdo oportunista’”. A mortalidade encontrada ocorre principalmente na fase crénica como
corolario quer da caquexia, resultado do comprometimento da mobilidade do animal e
consequente diminui¢do da ingestdo de alimento, quer de infec¢des secundérias que entretanto se
instalam®. E significativo o nimero de animais em que ocorre diminui¢io do processo
inflamatorio, embora se mantenha a esclerodermia por toda a vida, com dificuldades de
deslocagdo. Nestes individuos cronicamente infectados ¢ muito elevado o nlimero de quistos com
bradizoitos vidveis, o que constitui elevado risco de transmissdo do parasita. Ainda que alguns
animais aparentem total recuperagdo, pode-se assistir & manuten¢do de um elevado numero de
quistos na pele, sobretudo nas zonas inferiores (extremidade distal dos membros, escroto), ou

seja, aquelas que aquando da fase aguda da doenga foram maior alvo de edema.

Em animais com primo-infec¢do ocorrida ha 10 anos foi possivel encontrar bradizoitos

.« r - 31 . . . . . .
vidveis’, presumindo-se que assim permanecam ao longo da vida do hospedeiro. Nestes animais
pode-se observar crescimento do pélo, e os quistos presentes na pele ou ndo apresentam qualquer

reacc¢do inflamatoria em seu redor ou esta, a existir, ¢ muito reduzida.

15
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I.6. Distribuicdo geografica da besnoitiose bovina

Apesar de as primeiras descricdes de besnoitiose bovina terem sido europeias, foi em
Africa que a doenga recebeu destacada ateng¢do. A primeira referéncia de besnoitiose bovina no
continente africano surgiu em 1941 *. Varias comunicagdes pessoais surgem na bibliografia,

61,62

onde se assinala a ocorréncia da doenga na Africa do Sul’', na Nigéria®** ¢ no Suddo”. Também

do Ruanda apareceram relatos da doenga®. Nas antigas Provincias Ultramarinas Portuguesas sdo

conhecidos os trabalhos de Ferreira*'*"%

na sequéncia da observacdo de casos de besnoitiose
bovina em Mocambique. Iniimeros sdo os relatos orais da ocorréncia da doenga em Angola
embora até a data, ndo tenha sido encontrada qualquer publicacdo que com ela se relacione
(Victor Paes Caeiro, comunicagio pessoal). Da Asia surgiram, igualmente, comunicacdes
cientificas que referem a doenga no Kazaquistio’***’. No Médio Oriente sdo conhecidos casos
de besnoitiose bovina em Israel’***®_ distribuindo-se a morbilidade por todo o Pais, o que

motivou intensa investigacdo da doenca e do seu agente por Shkap’®”.

L.7. Distribuicdo geografica da besnoitiose bovina na Europa

A observagao de casos de besnoitiose bovina em Portugal ocorreu ao mesmo tempo que
as primeiras observagdes realizadas em Franga'”. Os investigadores Enrico Franco e Ildefonso

I**. Neste relevante

Borges publicaram o primeiro trabalho sobre besnoitiose bovina em Portuga
trabalho, citagdo de referéncia para todos os que escreveram sobre besnoitiose bovina,
encontram-se consideracdes epidemioldgicas importantes, salientando-se a preponderancia de
casos clinicos durante o Verdo. Constata-se que as recomendagdes sanitarias relativamente aos

casos de besnoitiose bovina de entdo correspondem ipsis verbis as recomendagdes actuais do

16



Introducéo

manual da FAO destinado a inspecg¢do de carnes nos paises em vias de desenvolvimento”. Neste
trabalho, para além de serem referidas as dificuldades no acto de inspec¢do sanitaria em
matadouro, regista-se que a besnoitiose bovina se apresenta limitada as regides do Alentejo e

Ribatejo.

Em 1949, a doenca ¢ novamente alvo de noticia®®. E referido o aparecimento desta

morbilidade nos matadouros e as consequentes reprovagdes totais dai resultantes.

Estranhamente, ao periodo acima referido segue-se um longo hiato, durante o qual nada
foi publicado ou referido em Portugal sobre a doenca. Este longo intervalo, que langou no
esquecimento a existéncia da propria doenca, foi interrompido pelo diagndstico de um caso de
besnoitiose bovina na regido de Montemor-o-Novo, em 1991, pelos médicos veterindrios Malta
& Silva’. Desde essa altura, sdo inlimeros os relatos de novos casos da doenga no Alentejo onde,

até a0 momento, parece estar circunscrita’” .

1.8. Diagnéstico da infecciio por Besnoitia besnoiti em bovinos

O diagnostico de besnoitiose bovina nem sempre ¢ possivel em termos clinicos. Ainda
que a manifestacdo cutanea seja evidente, confunde-se por vezes com processos de sarna ou
tinha’'. Assim, ¢ imperativo recorrer a métodos auxiliares de diagndstico que permitam validar a

suspeita clinica®.

E importante referir que nem todos os animais infectados apresentam sinais clinicos.
Apesar de infectados, os animais poderdo nunca manifestar doenca, o que nao lhes retira
importancia epidemioldgica, uma vez que podem ser portadores de quistos na pele®’.

17
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1.8.1. Diagnéstico clinico

Na fase inicial e aguda da doenca ¢ dificil concluir estar-se perante um caso de
besnoitiose bovina, pelo facto de a sintomatologia se assemelhar a de uma pneumonia. Nesta fase
observa-se, principalmente, febre e dispneia. Assim sendo, e para que se possa de alguma
maneira confirmar a possibilidade de se estar perante um caso de besnoitiose, ¢ de especial
importancia atender ao conhecimento das doencas que afectam a exploracdo e qual a sua
frequéncia. Primeiramente, a constatacdo de que se estd numa exploragdo ou numa area
geografica onde ocorrem animais com besnoitiose ¢ o principal factor para a inclusdo da

besnoitiose na lista de diagnosticos diferenciais. A suspeita ¢ confirmada pela generalizacdo do

processo, que podera permitir o reconhecimento de quistos na conjuntiva.

No estado cronico da doenga e em algumas das situagdes de infec¢do subclinica podem,
como vimos, observar-se macroscopicamente pequenas formagdes nodulares na conjuntiva,

3738 Quando os quistos se

correspondentes a quistos do parasita, com dimensdes de 300 a 500 pum
encontram muito proximos, formam verdadeiros cachos, que no seu conjunto adquirem
dimensdes superiores a um milimetro. Tal informacdo constitui um auxilio importante no
diagnostico clinico a olho nu, embora ndo dispense a observagdo microscopica. As lesdes
cutaneas generalizadas por todo o organismo s3o mais notorias e evidentes. Destaca-se o
espessamento cutaneo, que dificulta ou mesmo inviabiliza a realizacdo de uma prega de pele. Em
muitas € mais ou menos extensas areas cutaneas, observa-se alopécia, e a pele apresenta-se muito
friavel. A Dbesnoitiose bovina ndo origina qualquer prurido e aquando de choques ou de
traumatismos em qualquer superficie ocorre queda de pélo, descamagdo cutinea e formacao de

ferida. Esta situacdo ¢ muito frequente quando os animais entram nas mangas de contengdo que

nos dias de hoje equipam a maior parte das exploragdes pecudrias.
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1.8.2. Diagnéstico laboratorial

Embora o quadro clinico da besnoitiose seja relativamente evidente e, conhecendo-o, seja
improvavel ndo o considerar, ¢ exigivel que se proceda a um diagndstico diferencial para afastar
a possibilidade de se estar perante qualquer outra afec¢do, com consequéncias na pele e no estado

geral do animal.

1.8.2.1. Diagndstico serologico

A deteccdo de anticorpos especificos constitui um importante meio de diagnostico da
infecgdo por B. besnoiti. A prova seroldgica mais utilizada no diagndstico de infecgdo € o teste de
imunofluorescéncia indirecta (IFT)**®. A IFI, caracterizando-se por sensibilidade e especificidade
elevadas®, é frequentemente sugerida como prova serologica de referéncia®*. O antigénio mais

utilizado ¢ constituido por taquizoitos inteiros de B. besnoiti provenientes de culturas in vitro.

1.8.2.2. Histopatologia

Reconhecido o tropismo de B. besnoiti para a derme, ¢ igualmente este o 6rgao de eleigdo
para o diagnodstico da doenca. Em situacdes de besnoitiose no estado crénico, ¢ muito elevado o
numero de quistos de B. besnoiti presentes na pele. A observagdo de cortes histopatologicos ao
microscopio Optico, permite distinguir com facilidade os quistos dos de outros géneros de
Apicomplexa que infectam bovinos. Essa constatacdo levou a que desde as primeiras observagdes
se recorresse a histopatologia de bidpsias de pele como forma de diagndstico da doenga™.
Contudo, nas formas sub-clinicas o diagndstico histopatoldgico podera ter limitagdes. Para estes
casos, Cortes et al. desenvolveram um método mais sensivel para o diagnostico da infecgao,

recorrendo a amplificagdo das sequéncias ITS1 rDNA por RT-PCR a aprtir de biopsias de pele®.

19



Introducéo

1.9. Controlo da infec¢do por B. besnoiti em bovinos

Muitos farmacos foram testados em culturas celulares infectadas com B. besnoiti’’*%¢,

Contudo e até ao momento, ndo ¢ conhecido qualquer tratamento com resultados satisfatorios em
animais infectados**>*. Deste modo, o controlo da infec¢do poderd, em determiadas situagdes,
depender da vacinagdo com B. besnoiti cujo elevado niimero de passagens in vitro, atenuou a sua

7% ou com B. besnoiti isoladas de antilope®. Por ultimo, a identificacdo e eliminagio

viruléncia
de animais infectados’ bem como a luta contra os vectores’’ asseguram, em parte, o controlo da

infecgdo por Besnoitia em bovinos.

1.9.1. Eliminacao de reservatorios

A eliminagdo de animais infectados, principalmente os doentes, reveste-se da maior
importancia. Tais animais possuem um numero elevado de quistos, o que os torna

37,58

epidemiologicamente importantes na propagagao da infeccdo’”*, pela acrescida probabilidade de

insectos vectores ingerirem e transmitirem bradizoitos no momento da picada.

1.9.2. Luta contra vectores

O controlo de vectores constitui um factor importante no controlo da afec¢do. O banho, a
aspersao dos animais com insecticidas ou a aplicag@o “pour-on” de lactonas macrociclicas sao de
grande importancia, principalmente, nas épocas de maior densidade de vectores para reduzir a

disseminagdo da infec¢do na manada.
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1.9.3. Terapéutica

Ainda que alguns ensaios terapéuticos com antibioticos tenham demonstrado éxito na

7490 05 ensaios in Vivo tém-se

inviabilizagdo da infecgdo por B. besnoiti em culturas celulares
revestido de insucesso. Alguns autores utilizaram no passado abordagens bem mais agressivas.
Leitdo™ recomendava trés injecgdes de 30 ml de formol a 10% por via endovenosa em intervalos
de trés dias. Por seu lado, Herin e Thienpont®’ sugeriram a administracio de 30 ml de formol a
1% na fase aguda da doenca. Para animais na fase crénica da doencga, estes Ultimos autores
recomendaram a administragdo por via endovenosa de 20 a 40 ml de solug¢ao iodada de Lugol,
duas vezes ao dia, com quatro a sete dias de intervalo. Embora nenhuma avaliagdo criteriosa dos
resultados tenha sido referida, Herin e Thienpont® referiam uma contribui¢do benéfica no curso
da doenca, o que para ambas as abordagens estd manifestamente longe de se poder considerar
como forma terapéutica. Foram utilizados diversos protocolos terapéuticos’’, que incluiam entre
outros farmacos, a pentamidina, aureomicina, formalina, iodeto de sdédio, sulfamerazina,
sulfamezatina, micostatina e terramicina, ndo correspondendo a qualquer das abordagens

referidas, sucesso no tratamento da besnoitiose. Até aos dias de hoje ndo se conhece

procedimento terapéutico bem sucedido para o controlo da afec¢do em bovinos.

1.9.4. Vacinacao

Apesar da utilizagdo de culturas de B. besnoiti ser aplicada com algum sucesso em

188 18992

vacinagOes em Israel™ e na Africa do Sul™™, este procedimento ndo deixa de resultar em

infeccdo e na formagdo de quistos nos animais inoculados, sendo também imprecisa ou duvidosa

36,93

a utilidade da mesma™” quando aplicada em programas vacinais.
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1.10. Infecciio parasitaria e inflamacao

As principais fun¢des do sistema imunitario sdo a defesa contra organismos infectantes e
a eliminacdo de células neopldsicas com potencial maligno. Nos ultimos anos foram feitos
inimeros progressos no estudo dos mecanismos de resposta imunitaria, particularmente, no
estudo dos mecanismos moleculares da inflamacao™.

A resposta imunitaria tem, essencialmente, trés objectivos: controlar a infec¢do inicial,
eliminar os parasitas residuais e prevenir a re-infec¢do. Os mecanismos envolvidos nestes trés
objectivos sdo diferentes, sendo contudo, a resposta inflamatéria um dos mecanismos efectores
primordiais e decisivos no decurso de uma infecgao.

Podemos definir resposta inflamatéria como uma reac¢do do organismo caracterizada por
alteracdes dos vasos sanguineos, que levam a acumulacdo de exsudado e leucocitos nos tecidos,
com objectivo de destruir e eliminar o agente agressor, bem como de promover os processos de
reparagdo para se atingir novamente o equilibrio homeostéatico. Nela participam os leucdcitos, as
plaquetas, as células endoteliais, as células do tecido conjuntivo (mastocitos, macrofagos,
linfécitos e fibroblastos) e os constituintes da matriz extra-celular, como as proteinas estruturais
(colagénio e elastina), as glicoproteinas (fibronectina, tenascina, etc.), os proteoglicanos e a
membrana basal”.

A inflamacao ¢, classicamente, dividida em dois padrdes de resposta: a inflamacao aguda,
de curta duracdo, onde predominam os fenomenos exsudativos e a presenca de neutréfilos, e a
inflamagdo crénica, de duragdo arrastada e onde predominam os linfocitos e macréfagos,
fendmenos de necrose, fibrose ou outros mecanismos de reparagao.

A complexidade do ciclo de vida dos protozoarios ¢ a necessidade de tempo para a sua

multiplicagdo constituem as razdes para o desenvolvimento de estratégias de evasdo ao sistema
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imunitario, particularmente aos mecanismos da resposta inflamatoria.

Besnoitia besnoiti, tal como outros Apicomplexa, ao infectar uma célula hospedeira e ao
multiplicar-se no interior de um vacuolo parasitoforo, desenvolveu um eficaz mecanismo de
evasdo ao sistema imunitario, assegurando a capacidade de longa permanéncia no hospedeiro
intermediario’™”’. Contudo, esses mecanismos de evasio ndo impedem totalmente o
estabelecimento de uma resposta imunitaria. As lesdes da besnoitiose bovina, quer na fase aguda,
quer na fase cronica, sdo disso exemplo.

O estudo da resposta inflamatéria na besnoitiose bovina é escasso. Basson™ et al. num
extenso trabalho dedicado ao estudo da patogénese da besnoitiose bovina refere apenas a
existéncia de um infiltrado mononuclear rodeando os quistos na fase cronica doenga. Ferreira
descreve a existéncia de quistos na derme e o facto de suscitarem uma resposta inflamatoria

., num artigo dedicado ao estudo da

crénica, maioritariamente, granulomatosa. Cortes et a
doenca em Portugal ¢ em que sdo descritas as lesdes histopatologicas encontradas em cinco
bovinos de uma exploragio localizada no distrito de Evora, refere a ocorréncia de uma infiltragio
inflamatoria peri-quistica constituida por macréfagos, linfocitos, eosindfilos e plasmocitos. Neste
trabalho foi também constatado que a resposta inflamatoria celular apresenta varias intensidades,
tendo-a classificado como ligeira, moderada e abundante.

Por outro lado, a marcagdo imunohistoquimica de células de resposta inflamatéria de
bovino, em cortes de parafina, encontra-se ainda numa fase muito incipiente. Apenas tem sido

possivel marcar algumas sub-populacdes celulares recorrendo a cortes de congelagdo, o que traz,

naturalmente, algumas limitagdes”.
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I.11. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica (IHQ) ¢ um conjunto de técnicas que permite a identificagcdo
individual de constituintes celulares in situ, isto é, no proprio corte histologico. A aplicacdo dos
métodos imunohistoquimicos ao estudo das doencas parasitarias, e em especial no estudo da
resposta celular inflamatoria, pode contribuir decisivamente para a compreensdo da patogenia
destas afeccdes, nomeadamente, dos aspectos relacionados com a resposta do hospedeiro ao
parasita.

A especificidade da reac¢do antigénio-anticorpo constitui a base molecular das técnicas de
IHQ. Os antigénios sdo detectados por anticorpos associados a substincias (marcadores) que
tornam visiveis os locais onde ocorre a reac¢do antigénio-anticorpo.

O sucesso de qualquer técnica de IHQ depende de dois factores cruciais e, por vezes,
antagonicos: a adequada preservacdo morfologica dos tecidos/células e a retencdo da
antigenicidade das moléculas a pesquisar. A preservacdo dos detalhes estruturais pode ser obtida
por congelamento dos tecidos em azoto liquido ou através da utilizagdo de fixadores quimicos.
Existem varios tipos de solugdes fixadoras, salientando-se as aldeidicas (formaldeido,
paraformaldeido, glutaraldeido, etc.), as alcoolicas (Carnoy, Metacarn, etc.) € as que contém
metais pesados, como zinco ¢ mercurio. A fixacdo quimica, nomeadamente, a realizada com o
formaldeido a 3,7%, permite uma melhor preservacdo da morfologia tecidular, sendo utilizada
como rotina na maioria dos laboratorios de Anatomia Patologica.

A antigenecidade perdida pela ac¢ao do fixador poder ser, eventualmente, restaurada com
a aplicacdo de técnicas de recuperagdo antigénica, as quais, por principio, ndo devem
comprometer a estrutura do tecido. O processo de recuperagao antigénica pode ser realizado

através de métodos enzimaticos € nao enzimdaticos. Os processos enzimaticos empregam
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proteases como a tripsina, a pronase, a proteinase K ou a pepsina. Os métodos de recuperagao
antigénica ndo enzimaticos envolvem o aquecimento a altas temperaturas das laminas contendo
os cortes dos tecidos em solugdes tampao. Actualmente, as metodologias de aplicagao de calor
variam desde o uso de microondas até a panela de pressao, autoclave ou banho-maria. O sucesso
da recuperagdo antigénica pelo calor depende, essencialmente, das condi¢cdes de aquecimento,
por sua vez relacionadas com a temperatura e o tempo de recuperagdo, ¢ do pH da solucdo de

recuperagdo antigénica utilizada'”.

Apesar da popularidade das técnicas de recuperacio
antigénica, os mecanismos moleculares do processo permanecem por explicar'”'.

Desde o seu aparecimento, com a introdugao da técnica de imunofluorescéncia por Coons
em 1941, a IHQ tem evoluido no melhoramento dos métodos que utiliza. S3o, essencialmente,
dois os métodos empregues em IHQ: o método directo e o método indirecto. No método directo,
o antigénio ¢ detectado por um anticorpo (anticorpo primario) associado a uma marcador (€.g.
fluorocromos, enzimas). No método indirecto, a deteccdo do antigénio ¢é feita a partir da accgdo
sequencial de dois anticorpos, em que o primeiro (anticorpo primario) ¢ dirigido contra o
antigénio e o segundo (anticorpo secundario) contra o primeiro anticorpo. Neste caso, o anticorpo
secundario estd associado a um marcador que permite a visualizagdo do local da reaccdo
antigénio-anticorpo. Para além destes métodos, existem outros que possibilitam amplificar a
visualiza¢do da reac¢do antigénio-anticorpo recorrendo ao uso de complexos moleculares, como
o complexo avidina-biotina. O método do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) ¢,
actualmente, a técnica imunohistoquimica mais difundida devido a sua grande sensibilidade e
versatilidade. O método ABC baseia-se na excepcional afinidade existente entre a avidina, uma
glicoproteina de 68 kDa extraida da clara do ovo, e a biotina, uma vitamina (vitamina H) e

coenzima de 244,3 Da presente em muitos tecidos. Cada molécula de avidina contém quatro

locais de ligacdo para a biotina. Por sua vez, a biotina pode ligar-se ndo s6 a avidina como
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também a outras moléculas, como enzimas e anticorpos.

Nesta técnica, o anticorpo primario € adicionado ao tecido seguido de um anticorpo
secundario biotinilado. Posteriormente, sdo adicionados complexos de avidina-biotina-
peroxidase que se vao ligar a biotina dos anticorpos secundarios. Estes complexos sdo formados
pela ligacdo de uma molécula de avidina a varias de biotina associadas, por seu lado, a uma
enzima (peroxidase). Este procedimento possibilita a localizagdo de varias moléculas de enzima
de local do antigénio. A peroxidase possui como func¢do converter um cromogénio incolor
(diaminobenzidina — DAB) num produto de cor castanha que se deposita nos locais onde ocorreu
a reaccdo antigénio-anticorpo. A avidina tem vindo, actualmente, a ser substituida pela
estreptavidina devido ao facto de aquela possuir residuos de oligossacaridos responsaveis pela
sua ligacdo a estruturas tecidulares de carga eléctrica negativa. Tal fendmeno produz como
resultado, o aparecimento de marcagdo inespecifica, isto é, uma marcagdo que nao resulta da
reac¢ao antigénio-anticorpo.

As ligacdes inespecificas entre proteinas tecidulares e anticorpos sdo outra causa de
marcagdo inespecifica. A inclusdo de proteinas inertes (e.g. albumina sérica bovina) na solugdo
de diluicdo pode ajudar a minimizar este problema. Outra forma de o conseguir, ¢ a incubacao
dos cortes com soro normal produzido na mesma espécie animal em que foi produzido o
anticorpo secundario, sendo este aplicado antes do anticorpo primario.

O bloqueio da actividade da peroxidase endogena constitui um procedimento de rotina
quando se utilizam enzimas como a peroxidase. Regra geral, este bloqueio é efectuado pela

incubacgdo dos cortes com uma solugao de peroxido de hidrogénio em metanol.
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1.12. Objectivos

A compreensdo dos mecanismos de resposta imunitaria do hospedeiro constitui um passo
importante para a obtencdo de estratégias vacinais e/ou terapéuticas. A preméncia do
desenvolvimento de estratégias de proteccdo imunitaria contra infec¢des, neste caso devido a B.
besnoiti, ¢ ressaltada pelo facto de se ter vindo a assistir a emergéncia desta doenga.

O objectivo geral deste trabalho foi o estudo morfologico da resposta celular inflamatoria
peri-quistica que ocorre na pele de bovinos com besnoitiose cronica, recorrendo para isso ao
exame histoldgico e imunohistoquimico de bidpsias de pele de bovinos infectados.

Para além da classificagdo morfologica do tipo de resposta inflamatdria pretendeu-se
avaliar de forma qualitativa e quantitativa as diferentes células envolvidas, bem como o niimero

de quistos presentes na pele por fragmento de biopsia.
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Material e Métodos

I1.1. Recolha de dados para o estudo de casos no periodo de 2001-2006

O presente trabalho teve inicio com a avaliacdo dos dados relativos a casuistica disponivel
no Laboratério de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade
Técnica de Lisboa, sendo incluidos no estudo os casos positivos de besnoitiose bovina
diagnosticados por biopsia de pele entre 2001 e 2006.

As informagdes disponiveis eram constituidas pelo nimero de registo de identificacdo
animal, localizacdo geografica da exploracdo, raca e sexo. Foram, igualmente, disponibilizadas
informagdes relativas ao exame clinico do animal e terapéuticas efectuadas.

Foram entdo consideradas 52 bidpsias de pele (provenientes de 52 animais), a partir das

quais se realizaram os estudos de histometria e de imunohistoquimica.

I1.2. Técnica de biopsia de pele

Todos os fragmentos de pele estudados foram obtidos através da realizagdo de biopsia de
pele com utilizagdo de biétomo de 8 mm, também designado por “punch”.

Depois de se proceder a contencdo do animal em manga apropriada, procedeu-se a
tricotomia de uma 4rea de pele lesionada com cerca de 4 cm? localizada na tabua do pescoco.
Nao foi efectuado nenhum método de assepsia nesta fase. Realizou-se anestesia local subcutanea
com injec¢do de 1ml de lidocaina a 2%, com agulha de 20 G. Apo6s cinco minutos, foi aplicado o
bidtomo sobre a pele fazendo ligeira pressao e rodando continuamente numa Unica direc¢do até a

lamina estar totalmente inserida na espessura da pele. O fragmento foi removido com o auxilio de

tesoura e de pinca bico de pato. A amostra foi colocada em frasco com formaldeido a 3,7%, em
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quantidade superior a dez vezes o volume da peca. A sutura da pele foi realizada através de ponto
simples com fio de seda 3/0 e procedeu-se a aplicacdo topica de solucdo de iodopovidona e

repelente de insectos.

I1.3. Técnica histologica — Processamento e corte de tecidos

Ap6s fixacdo, o processamento e inclusdo em parafina dos tecidos foram efectuados de
forma automatica, em processador de tecidos LEICA TP 1020%, de acordo com o seguinte
protocolo:

A — Alcool etilico 70°, durante 1 hora.

B — Alcool etilico 95°, durante 1 hora e 30 minutos.

C — Alcool etilico 95°, durante 1 hora e 30 minutos.

D — Alcool etilico absoluto, durante 1 hora.

E — Alcool etilico absoluto, durante 1 hora e 30 minutos.

F — Alcool etilico absoluto, durante 1 hora e 30 minutos.
G — Xilol, durante 1 hora.

H - Xilol, durante 1 hora.

I — Xilol, durante 1 hora.

J — Inclusdo em Histosec Merck® a 65 °C, durante 2 horas.

L — Inclusdo em Histosec Merck® a 65 °C, durante 2 horas.

O corte dos blocos de parafina foi realizado em micrétomos rotativo LEICA RM 2135 ¢
de corredica LEICA SM 2000R", tendo-se efectuado cortes com cerca de 4 pm de espessura para

os exames histologicos e para imunohistoquimica
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I1.4. Coloracao de Hematoxilina & Eritrosina (H&E)

A coloragdo de H&E foi efectuada a todas as biopsias de pele efectuadas. Esta coloragao
foi utilizada na contagem do nimero de quistos por fragmento, na classificacdo do tipo de
resposta inflamatéria, bem como na contagem diferencial dos principais grupos de células
envolvidos.

A coloragdo de H&E foi realizada de acordo com o seguinte protocolo:

A — Xilol, durante 15 minutos.

B — Alcool etilico absoluto, trés passagens.

C — Alcool etilico 90°, trés passagens.

D — Alcool etilico 70°, trés passagens.

E — Agua destilada, lavar bem.

F — Hematoxilina de Ehrlich, durante 10 minutos.
G — Agua destilada, uma passagem.

H — Alcool cloridrico 1% (em alcool a 70°), uma passagem.
I — Agua destilada, uma passagem.

J — Agua comum até escurecer, cerca de 2 minutos.
L — Eritrosina, durante 2 minutos.

M — Agua destilada, uma passagem.

N — Alcool etilico 70°, trés passagens.

O — Alcool etilico 90°, trés passagens.

P — Alcool etilico absoluto, trés passagens.

Q — Xilol, durante 5 minutos.

R — Montagem em resina sintética (Entellan®).
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IL.5. Coloracao de Van Gieson

A coloragao de Van Gieson foi efectuada de acordo com o seguinte protocolo:
A — Xilol, durante 15 minutos.
B — Alcool etilico absoluto, trés passagens.
C — Alcool etilico 90°, trés passagens.
D — Alcool etilico 70°, trés passagens.
E — Agua destilada, lavar bem.
F — Hematoxilina de Weigert, durante 10 minutos.
G — Lavagem em agua tépida.
H — Alcool cloridrico 1% (em alcool a 70°), uma passagem.
I — Lavagem em agua tépida.
J — Van Gieson, durante 3 minutos.
L — Agua destilada, lavar bem.
M — Alcool etilico 70°, trés passagens.
N — Alcool etilico 90°, trés passagens.
O — Alcool etilico absoluto, trés passagens.
P — Xilol, durante 5 minutos.

Q — Montagem em resina sintética (Entellan®).

IL.6. Coloracio de P.A.S. (Acido Periédico de Shiff)

A coloragdo de P.A.S. foi efectuada de acordo com o seguinte protocolo:
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A — Xilol, durante 15 minutos.

B — Alcool etilico absoluto, trés passagens.
C — Alcool etilico 90°, trés passagens.

D — Alcool etilico 70°, trés passagens.

E — Agua destilada, durante 5 minutos.

F — Solugao aquosa de acido periodico a 1%, durante 10 minutos.

G — Lavagem em agua destilada.

H — Reagente de Shiff, durante 15 minutos.

[ — Lavagem em agua corrente, durante 10 minutos.
J — Hematoxilina de Gill 2, durante 30 minutos.

L — Lavagem em agua corrente tépida.

M — Alcool etilico 70°, trés passagens.

N — Alcool etilico 90°, trés passagens.

O — Alcool etilico absoluto, trés passagens.

P — Xilol, durante 5 minutos.

Q — Montagem em resina sintética (Entellan®).

I1.7. Coloracgao do Vermelho do Congo

Material e Métodos

A coloragao de Vermelho do Congo foi efectuada de acordo com o seguinte protocolo:

A — Xilol, durante 15 minutos.
B — Alcool etilico absoluto, trés passagens.
C — Alcool etilico 90°, trés passagens.

D — Alcool etilico 70°, trés passagens.
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E — Agua destilada, durante 5 minutos.

F — Solugao de vermelho do Congo, durante 5 minutos.

G — Diferenciar com solucao de hidroxido de potassio, durante 3 a 10 segundos.
H — Lavagem em agua destilada.

I — Hematoxilina de Mayer, durante 3 minutos.

J—Lavagem em agua corrente.

L — Alcool etilico 70°, trés passagens.

M — Alcool etilico 90°, trés passagens.

N — Alcool etilico absoluto, trés passagens.

O — Xilol, durante 5 minutos.

P — Montagem em resina sintética (Entellan®).

I1.8. Contagem do numero de quistos por fragmento

Devido ao seu elevado diametro, a contagem do numero de quistos por fragmento de
biopsia foi efectuada de forma directa através da observacdo das laminas em microscopio
foténico de transmissdo, modelo OLYMPUS BX 51, utilizando uma objectiva de ampliagao de
10X e ocular de ampliagao de 10X (valor total da ampliagdo do microscépio de 100X).

Foram estabelecidos trés intervalos: nimero de quistos entre um e dez por fragmento,
numero de quistos entre onze e quarenta por fragmento e numero de quistos superior a quarenta

por fragmento.
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I1.7. Contagem diferencial dos diferentes tipos celulares envolvidos na resposta inflamatoria

peri-quistica

Para a contagem diferencial das diferentes células envolvidas na resposta inflamatdria
peri-quistica foram definidos quatro tipos celulares, de acordo com os seguintes critérios:

A - Macrofagos: células grandes, arredondadas, com nucleo oval ou reniforme, de aspecto
vesiculoso, de cromatina pouco condensada com um ou dois nucléolos. O citoplasma apresenta-
se eosinofilo e finamente granuloso, contendo por vezes material fagocitado no seu interior. As
células gigantes, resultado da fusdo de macréfagos, exibem numerosos nicleos dispostos no
citoplasma de forma desorganizada ou a periferia de forma organizada (células gigantes de
Langhans).

B - Linfocitos e plasmocitos: possuem nucleo de contorno circular, por vezes com
pequena chanfradura, de aspecto homogéneo e cromatina condensada. Nos linfocitos o
citoplasma ¢ escasso surgindo como um halo baséfilo perinuclear. As dimensdes variam entre os
7 e os 10 um. Os plasmoécitos possuem nucleo de disposigdo excéntrica com citoplasma
abundante e intensamente basofilo.

C - Polimorfonucleares eosinofilos: possuem ntucleo caracteristico bilobado, podendo
apresentar-se mais raramente trilobado. O citoplasma ¢ caracterizado pela presenca de granulos
grandes, redondos e acidofilos. As dimensdes variam entre os 12 e os 16 um.

D - Polimorfonucleares neutréfilos: possuem nucleo polilobado (dois a cinco 16bulos). O
citoplasma possui granulos azuréfilos e acidofilos de dimensdo pequena. As dimensdes variam
entre os 10 e os 12 pum.

A contagem diferencial propriamente dita foi efectuada a partir de fotografias digitais

obtidas com ampliacdo de 400 X e em resolugdo standard, através de camara fotografica
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OLYMPUS DP 11 incorporada no microscopio OLYMPUS BX 51. Para todas as biopsias foram
tiradas duas fotografias de campos diferentes abrangendo a regido peri-quistica de forma a
impedir a sobreposi¢ao de campos e evitando assim, a repeticao da contagem das mesmas células
em fotos distintas.

A contagem de células foi realizada através do registo em fotografias digitais, recorrendo
ao programa informatico Image J - Image Processing and Analysis in Java®™
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) e de acordo com os seguintes critérios:

a) A contagem para cada uma das fotografias foi realizada em area pré-definida de 36159
um? (212,7 um x 170,0 pm).

b) As células cuja totalidade ndo se apresentava no interior do limite da fotografia foram
rejeitadas.

c) As células cuja morfologia ndo se enquadrasse nas caracteristicas descritas
anteriormente ndo foram contabilizadas.

d) O autor foi o responsavel por todas as contagens, de forma a uniformizar a técnica e os
critérios de contagem, evitando assim diferencas entre operadores.

O registo das contagens foi efectuado em folha de calculo com recurso ao programa Excel

2003 do Microsoft Office®.

I1.8. Técnica de imunohistoquimica

Das 52 biopsias estudadas foram seleccionadas 12, considerando apenas aquelas em que o
material se encontrava melhor preservado para realizar este tipo de técnica, atendendo as
exigéncias de conservacao da estrutura antigénica e de forma a assegurar bons resultados. Assim,

analisaram-se casos em que o periodo de fixagao ndo excedeu as 24 horas de forma a prevenir a
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sobrefixacao do material.

As imunomarcagdes foram realizadas em cortes histologicos com 4 um de espessura
colocados em laminas adesivadas com revestimento de gelatina.

Os anticorpos disponiveis no mercado sdo, normalmente, os utilizados nos exames de
rotina da espécie humana, podendo apresentar reactividade cruzada com a espécie bovina. Para a
imunohistoquimica foram testados 9 anticorpos primarios, dos quais foi somente conseguida

marcagao positiva para os anticorpos referidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Anticorpos primarios utilizados e para os quais foi obtida marcacio positiva.

Especificidade

Ac. Primario Origem Clone Referéncia Isotipo Esp. Produtoras
CD79 acy Dako HM57 M 7051 IgGl Rato (anti-hum.)
CD3 Dako  Policlonal A 0452 - Rato (anti-hum.)
WCl1 Serotec CC15 MCAR838G IgG2 Rato (anti-bov.)

Macrofagos/ Serotec MAC387 MCAS874G IgGl1 Rato (anti-hum.)
Mondcitos
(Calprotectina)

Para os anticorpos primarios CD4 e CD8 nao foi obtida qualquer marcacdo. Por forma a
resolver este problema foram testados varios clones, efectuados varios métodos de recuperagao

antigénica e utilizadas multiplas dilui¢des conforme especificagdes referidas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Protocolo utilizado para imunomarcacio de linfocitos T CD4+ e CD8+.

Anticorpo Primario

Recuperaciao Antigénica

Anticorpo Primario

Nome Origem Ref. Técnica

Meio/Tempo

Diluigao/Tempo

CD4 VMRD BAT82A Microondas

Tampao Citrato
de Sodio a pH=6,2
3 ciclos de 5 min.

1:50 - Overnight

1:200 - Overnight
1:500 - Overnight

EDTA a pH=9,0
3 ciclos de 5 min.

1:50 - Overnight

1:200 - Overnight
1:500 - Overnight

Proteinase K

Temp. Ambiente
10 min.

1:50 - Overnight

1:200 - Overnight
1:500 - Overnight

* Novocastra NCL-L  Banho Maria Tampao TRIS/EDTA  1:40 - 60 min.
-CD4-368 100 °C pH=9,0 15 min.
ok NCL-L Panela de Tampao TRIS/ 1:15 - 30 min.
-CD4-1F6 Pressao EDTA a pH=9,0
2 min. apods

pressao maxima

CD8 VMRD ILA 11 Microondas  Tampao Citrato 1:50 - Overnight
de Sodio a pH=6,2
3 ciclos de 5 min.
1:200 - Overnight
1:500 - Overnight
EDTA a pH=9,0 1:50 - Overnight
3 ciclos de 5 min.
1:200 - Overnight
1:500 - Overnight
Proteinase K Temp. Ambiente 1:50 - Overnight
10 min.
1:200 - Overnight
1:500 - Overnight
* Novocastra NCL-L  Banho Maria Tampao TRIS/EDTA 1:40 - 60 min.
-CD8-295 100 °C pH=9,0 15 min.
ok Panela de Tampao TRIS/ 1:10 - 30 min.
Pressao EDTA a pH=9,0
2 min. apos

pressdo maxima
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A técnica assinalada com * foi realizada no Laboratorio de Técnicas Especiais-
Imunocitoquimica do Servico de Anatomia Patolégica do I.P.O.L.F.G., E.P.E.. Para recuperacao
antigénica foi utilizado o tampdo TRIS-EDTA (Dako S2367"), em banho-maria a 100 °C durante
15 minutos, seguido de arrefecimento a temperatura ambiente durante 20 minutos. Para
visualizagdo, utilizou-se o Dako Real EnVision Detection System®, Peroxidase/DAB+, referéncia
K5007" (Método do Polimero). A técnica foi efectuada no aparelho automatico TechMate 500%.
Como controlo positivo foi utilizada amigdala humana. Os controlos negativos foram todos
efectuados por omissao do anticorpo primario.

A técnica assinalada com ** foi realizada no Laboratério de Imunohistoquimica do
Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital de Sao José¢ /C.H.L.C., E.P.E.. A inibi¢do da
peroxidase enddgena foi realizada com solu¢do de perdxido de hidrogénio a 3% em agua
destilada ap6s aplicacdo do antocorpo primario anti-CD4, ao contrario de todos os outros (vide
protocolo de imunohistoquimica adiante). Para visualizacdo, utilizou-se o Dako Real EnVision
Detection System”, Peroxidase/DAB+, referéncia K5007% (Método do Polimero). Como controlo
positivo foi utilizado apéndice ileo-cecal humano. Os controlos negativos foram todos efectuados
por omissdo do anticorpo primario.

A determinagdo da dilui¢do Optima de trabalho para cada anticorpo primario fez-se
mediante ensaio inicial da técnica, testando varias dilui¢des, seguindo-se a avaliagdo dos
resultados e a selec¢do da diluigao ideal.

Considera-se marcagdo positiva quando as zonas alvo das células (nucleo, citoplasma ou
membrana citoplasmatica) surgem bem coradas de castanho-escuro, devido a ac¢do da peroxidase
sobre o revelador, a diaminobenzidina, a qual forma polimeros quando oxidada na presenga do

substrato, o peroxido de hidrogénio. Os nticleos, membranas celulares e/ou citoplasma mostram-
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se bem evidentes pelo contraste marcado que ocorre com os restantes componentes celulares
corados pela hematoxilina de Mayer.

Em cada técnica de imunohistoquimica realizada e para todos os grupos de casos
processados, foram sempre incluidos dois cortes de linfonodo de bovino sem patologia e
apéndice ileo-cecal humano, usados como controlo externo de especificidade do anticorpo
primario. Tal abordagem permite validar os resultados obtidos, garantindo que as marcagdes

observadas se devem a uma ligacao especifica do anticorpo primario ao antigénio em analise.

Passemos a descri¢ao detalhada do protocolo da técnica de coloragdo imunohistoquimica
utilizado, para material incluido em parafina, pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase

(EBP):

A — Executaram-se cortes de 4 um de espessura que foram colhidos em laminas adesivadas
(Superfrost Plus®).
B — Os cortes foram desparafinados em xilol durante 10 minutos.
C — Rehidratacdo: alcool etilico absoluto (duas vezes, durante 5 minutos).

alcool etilico 95° (durante 5 minutos).

alcool etilico 70° (durante 5 minutos).
D — Realizou-se a inibicdo da peroxidase endogena através de incubacgdo na solugdo de bloqueio
(4 ml de H,O, a 33% p/v adicionados a 236 ml de CH3;0OH), em agitacdo constante e durante 30
minutos.
E — Lavagem em PBS (por trés vezes durante 5 minutos).

F — Recuperagdo antigénica. Procedeu-se de acordo com o descrito na Tabela 3.
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G — Lavagem em PBS (por trés vezes durante 5 minutos).
H — Bloqueio das reacgdes inespecificas recorrendo a Blocking Solution (solugdo A) do kit

Histostain Plus® (Zymed Laboratories Inc.”), durante 30 minutos.

Tabela 3 — Métodos de recuperacio antigénica, dilui¢oes e tempos de incubacio dos anticorpos

primarios utilizados.

Especificidade do
Anticorpo Primario Recuperacao Antigénica Anticorpo Primario
Técnica Meio /Tempo Dilui¢do - Tempo
CD79 acy Microondas Tampao Citrato de 1:25 - 120 min.
750 W Sodio a pH=6,2
3 ciclos de 5 min.
CD3 Tripsina 37°C — 30 min. 1:100 - 60 min.
WCl1 Tripsina 37°C — 30 min. 1:100 - Overnight
Macrofagos/ Proteinase K Temp. ambiente 1:100 - 120 min.
Monocitos 10 min.
(Calprotectina)

I — Incubagdao com os anticorpos primarios, em concentragdes € tempos de incubagdo variaveis
(de acordo com as especificagdes constantes na Tabela 3). A incubagdo foi feita a temperatura
ambiente e em camara himida.

J — Incubag@ao com o anticorpo secundario biotinilado recorrendo a Broad Spectrum Second
Antibody (solugio B) do kit Histostain Plus® (Zymed Laboratories Inc.”), durante 30 minutos.

L — Lavagem em PBS (por trés vezes durante 5 minutos).

M — Incubagdo com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase recorrendo a HRP Streptavidin

(solugdo C) do kit Histostain Plus® (Zymed Laboratories Inc.”), durante 30 minutos.

41



Material e Métodos

N — Lavagem em PBS (trés vezes durante 5 minutos).

O — Revelagdo com diaminobenzidina, durante 3 minutos, recorrendo ao kit DAB Plus Substrate
Kit® (Zymed Laboratories Inc.”).

P — Lavagem em PBS seguida de lavagem em agua corrente durante 5 minutos.

Q — Coloragao de fundo pela Hematoxilina de Mayer, durante 10 segundos.

R — Lavagem em agua corrente (azular).

S — Desidratagdo dos cortes por passagens em alcool etilico com graduagdo crescente (inversa do
ponto C).

T — Passagem por xilol.

U — Montagem em resina sintética (Entellan®).

I1.9. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi efectuada com recurso ao programa SAS System®
(Version 9.1.3, Institute Inc., Cary, NC, EUA).

Foram calculadas as medidas de tendéncia central para as contagens diferenciais dos
diferentes tipos celulares envolvidos nas respostas inflamatorias classificadas.

Para andlise das médias obtidas e respectivos desvios-padrao, foram realizados o teste
paramétrico Student t Test ¢ o teste ndo-paramétrico Wilcoxon Rank Sun Test, considerando um

nivel de significancia de 0,05.
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Resultados

ITL.1. Resposta inflamatodria

I1I.1.1. Classificacio do tipo de resposta inflamatoria

Foram seleccionadas 52 bidpsias de pele positivas efectuadas a bovinos com besnoitiose,
identificadas nos arquivos do Laboratorio de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa, no periodo considerado.

ApoOs observacao microscopica, observou-se que a resposta inflamatoria que ocorre em
torno do quisto € crénica granulomatosa, tendo sido classificada em trés tipos com base na sua
organizacdo morfoldgica: nodular, nodular discreta e difusa intensa.

Considerou-se reaccao granulomatosa nodular, aquela em que ha elevado nimero de
macroéfagos e linfocitos, dispondo-se de forma organizada ou formando agregados compactos em
torno do quisto. Os fendmenos exsudativos estdo ausentes ou presentes de forma muito subtil.
Considerou-se ainda, uma divisao em resposta granulomatosa nodular discreta quando o niimero
de células em torno do quisto, embora mantendo organiza¢do nodular, surge em namero
reduzido.

Como resposta granulomatosa difusa intensa, considerou-se aquela em que as células
inflamatoérias surgem dispersas, isto €, sem organizacao definida e em numero elevado.

Das 52 biopsias de pele observadas, 34 apresentavam reaccao inflamatoria granulomatosa
de tipo nodular (figuras 5, 6 € 7), 15 reac¢do inflamatdria granulomatosa nodular discreta (figura
8) e 3 reacc¢do inflamatoria granulomatosa difusa intensa (figura 9).

O grafico 1 representa a distribuicao dos diferentes tipos de resposta inflamatéria na

totalidade das bidpsias estudadas.
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Grafico 1 — Distribucio das diferentes manifestacoes morfologicas da resposta granulomatosa.

Fig. 6 — Reaccio granulomatosa de tipo nodular. Observe-se a
formacio de granulomas em torno dos quistos (setas). H&E.
Barra 500 pm.
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Fig. 7 — Reaccdao granulomatosa de tipo nodular. Ob;erve—se o

intenso infiltrado celular e a formacio de células gigantes em
torno do quisto (seta). H&E. Barra 20 pm.

Fig. 8 — Reaccao granulomatosa de tipo nodular. Observe-se a
formacido de células gigantes (setas) em torno do quisto. H&E.
Barra 20 pm.
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Fig. 9 — Reaccao granulomatosa de tipo nodular discreto.
Observe-se a escassez de células em torno do quisto (zona
delimitada pelas setas). H&E. Barra 20 pm.
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Fig. 10 — Reacc¢ao granulomatosa difusa intensa. Observe-se a
infiltracao difusa por ceélulas inflamatorias, neste caso sub-epidérmica,
sem organizacio definida (setas). H&E. Barra S0 pm.
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II1.1.2. Estudo da parede do quisto

O estudo da parede do quisto, utilizando coloracdes especiais, revelou a presenga de
material PAS positivo (hidratos de carbono) na camada mais interna, cuja quantidade apresenta
tendéncia para diminuir a medida que o quisto vai evoluindo. A segunda camada, contendo parte
da célula hospedeira, nomeadamente o seu citoplasma, apresenta-se também fortemente positiva
ao PAS (figuras 11 e 12). A coloragao de Van Gieson (colagénio) revelou-se bastante discreta
marcando apenas uma delgada camada periférica da parede e em continuidade com o colagénio
dérmico (figuras 13 e 14). Nao obtivemos marcagdo para o Vermelho do Congo (amildide)

(figura 15).

s "l | e I’\ L] i_s
Fig. 11 — Coloracio pelo PAS. Observe-se a positividade das
camadas mais internas da parede do quisto, nomeadamente, para
a camada contendo a célula hospedeira (seta). Barra 20 pm.
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Fig. 12 — Coloracdo pelo PAS. Observe-se a positividade para as
camadas mais internas da parede do quisto, nomeadamente, para a
camada contendo a célula hospedeira (seta). Barra 20 pm.

Fig. 13 — Coloracao pelo Van Gieson. Observe-se a discreta afinidade
da parede do quisto para esta coloracio (seta preta). O colagénio
apresenta coloracio avermelhada (seta amarela). Barra S0 pm.

49



Resultados

Fig. 14 — Coloracio pelo Van Gieson (pormenor da figura 13).
Observe-se a discreta afinidade da parede do quisto para esta
coloracio (seta preta). O colagénio apresenta coloracio vermelha
(seta amarela). Barra 20 pm.
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Fig. 15— Coloracéo pelo Vermelho do Congo. A parede do quisto
ndo apresenta afinidade para esta coloracio (seta). Barra 50 pm.
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I11.2. Numero de quistos por fragmento

O ntmero de quistos por fragmento de biopsia variou entre 1 e 88 quistos por fragmento.
Para a andlise quantitativa do nimero de quistos por fragmento foram estabelecidos os seguintes
intervalos: nimero de quistos entre um e dez por fragmento; numero de quistos entre onze e
quarenta (inclusive) por fragmento e niimero de quistos superior a quarenta por fragmento.

Das 52 bidpsias de pele analisadas, 24 casos apresentavam um nimero de quistos por
fragmento entre um e dez, 19 casos um numero de quistos por fragmento entre onze e quarenta
(inclusive) e 9 casos um niimero de quistos por fragmento superior a quarenta. O grafico 2

representa a distribui¢do do nimero de quistos na totalidade das bidpsias estudadas.

30
25
20
15

N° de casos

10 -

entre 1 e 10 entre 11 e 40 superior a 40

Numero de quistos

Grafico 2 — Distribuicio do niimero de quistos por fragmento de biopsia.

A analise dos dados obtidos revela que cerca de metade dos casos analisados possuem um
nimero de quistos por fragmento superior a dez, o que ¢ indicador de uma elevada carga
parasitaria na pele.
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Analisando a distribuicdo do numero de quistos por fragmento relativamente ao padrao
morfoldgico de resposta (Tabela 4), verificou-se que dos 34 casos com resposta granulomatosa
nodular, 19 casos apresentavam um numero de quistos por fragmento entre um e dez, 11 casos
um numero de quistos por fragmento entre onze e quarenta (inclusive) e 4 casos um niimero de
quistos por fragmento superior a quarenta. Dos 15 casos com resposta granulomatosa nodular
discreta, 5 casos apresentavam um numero de quistos por fragmento entre um e dez, 7 casos um
niumero de quistos por fragmento entre onze e quarenta (inclusive) e 3 casos um numero de
quistos por fragmento superior a quarenta. Dos 3 casos com resposta granulomatosa difusa
intensa, 1 caso apresentava um nimero de quistos por fragmento entre onze e quarenta (inclusive)

e 2 casos um nimero de quistos por fragmento superior a quarenta.

Tabela 4 — Distribuicdo do nimero de quistos por padrao morfolégico de resposta

Distribuicdo do Nimero de Quistos por Fragmento

Resposta 1-10 11-40 superior a 40
Inflamatéria Granulomatosa

Nodular (n=34) 19 11 4
(56%) (32%) (12%)

Nodular discreta (n=15) 5 7 3
(33%) (47%) (20%)

Difusa Intensa (n=3) - 1 2
(33%) (64%)
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III.3. Contagem diferencial dos diferentes tipos celulares envolvidos na resposta

inflamatoria peri-quistica

Para a contagem diferencial das células envolvidas na resposta inflamatoria peri-quistica
foram considerados quatro tipos celulares: macrofagos (figura 16), polimorfonucleares
eosinodfilos (figura 17), linfocitos e plasmocitos (figura 18) e polimorfonucleares neutrofilos

(figura 19).

Fig. 16 — Macrofagos (setas pretas) e célula gigante de Langhans

(seta amarela). As células gigantes de Langanhs, resultado da
fusdo de macrofagos, exibem numerosos nicleos dispostos a
periferia de forma organizada. H&E. Barra 20 pm.
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Fig. 17 — Eosinofilos (setas). O citoplasma contém granulos grandes,
redondos e acidofilos. H&E. Barra 20 pm.

‘-.' ol : J ! X 2 -n.“
Fig. 18 — Linfocitos e plasmacitos . Os linfocitos possuem nucleos
de aspecto homogéneo e cromatina condensada (seta preta).
Os plasmaocitos possuem citoplasma basofilo e nucleo de disposiciao
excéntrica (seta amarela). H&E. Barra 20 pm.
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Fig. 19 — Neutrofilos (setas). O micleo é polilobado (dois a cinco
lobulos) e o citoplasma possui granulos azuréfilos de pequena
dimensio. H&E. Barra 20 pm.

Conforme referido anteriormente, a contagem diferencial propriamente dita foi efectuada
a partir das fotografias digitais obtidas para todos os casos, com ampliagdo de 400 X,
semelhantes as figuras 16, 17, 18 e 19. A contagem de cé¢lulas foi realizada, recorrendo ao
programa informatico Image J - Image Processing and Analysis in Java™. Apos registo em folha
de calculo do programa Excel 2003 do Microsoft Office®™ e aplicados os testes estatisticos Student
t Test ¢ Wilcoxon Rank Sun Test, observou-se que os valores médios (e desvios-padrdo), em
percentagem, de eosinofilos para as respostas granulomatosa nodular, granulomatosa nodular
discreta e granulomatosa difusa intensa eram, respectivamente, 20,13 (+ 10,07), 20,39 (£ 13,89) ¢

13,22 (= 7,56); para os linfocitos e plasmocitos observamos, respectivamente, 73,39 (+ 11,68),
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Tabela 5 — Medidas de tendéncia central (média e desvio padrao) para as contagens

diferenciais dos diferentes tipos celulares envolvidos na resposta inflamatoria.

Células de Resposta Inflamatéria

Resposta Eosinodfilos Linf./Plasmécitos Macrofagos Neutrofilos
Inflamatéria Granulomatosa

Nodular (n=34)

Meédia 20,13 73,39 5,23 1,24
Desvio Padrao 10,07 11,68 4,21 2,75
Nodular discreta (n=15)

Média 20,39 74,97 3,72 0,91
Desvio Padrao 13,89 14,67 3,81 1,64
Difusa Intensa (n=3)

Meédia 13,22 70,60 15,21 0,97
Desvio Padrao 7,56 20,59 20,06 1,68

74,97 (= 14,67) e 70,60 (£ 20,59); para os macrofagos verificou-se, respectivamente, 5,23 (£
4,21), 3,72 (= 3,81) e 15,21 (£ 20,06) e para os neutrofilos observamos, respectivamente, 1,24 (£
2,75), 091 (= 1,64) ¢ 0,97 (+ 1,68), conforme descrito na Tabela 5. Face aos valores observados,
conclui-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes padrdes
de reaccdo inflamatoria granulomatosa para um nivel de significancia de 0,05.

Esta constatacdo permite-nos inferir que as diferentes manifestagdes morfologicas da
resposta inflamatoria parecem obedecer a um padrdo celular comum, independentemente, do seu
arranjo organizacional.

Os histogramas seguintes (grafico 3) representam, de forma comparativa, a distribui¢ao
em percentagem do nimero de células de resposta inflamatoria em funcdo do seu valor médio
para cada um dos diferentes tipos de organizacdo inflamatdria e ilustram, a semelhanca da

Tabela 5, essa similitude.
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I11.4. Imunohistoquimica

As imunomarcac¢des foram realizadas a 12 bidpsias, atendendo as exigéncias de
conservacdo da estrutura antigénica, indispensavel para realizar este tipo de técnica, de forma a
assegurar uma boa marcacao. As biopsias seleccionadas correspondiam aos trés tipos de resposta
granulomatosa considerada, apresentando a seguinte distribui¢do: 7 casos de reaccdo
granulomatosa de tipo nodular, 4 casos de reaccdo granulomatosa nodular discreta e 1 caso de
reaccao granulomatosa difusa intensa.

Para as imunomarca¢des foram utilizados os 4 anticorpos primadrios especificados na
Tabela 1. Assim, para a imunomarcagao dos linfocitos T foi utilizado o anticorpo policlonal anti-
CD3, para a imunomarcagao dos linfocitos B foi utilizado o anticorpo policlonal anti-CD79 acy,
para imunomarcacao da sub-populacao de linfocitos T yo foi utilizado o anticorpo anti-WCl e
para imunomarca¢cdo de macrofagos foi utilizado o anticorpo anti-macréfagos/monocitos-
calprotectina (MAC387).

Atendendo ao facto de a resposta inflamatdéria obedecer a um mesmo padrao celular,
independentemente do seu arranjo organizacional, foi apenas realizada a andlise qualitativa dos
fendtipos celulares envolvidos na resposta. Assim, para cada imunomarcacao, foi observada a
totalidade da bidpsia recorrendo a varias ampliagdes do microscopio e descrito se as células
marcadas se distribuiam isoladamente, em pequenos ou grandes grupos.

Nao foi obtida marcagao para as sub-populagdes de linfocitos T CD4+ e CD8+ apesar das

varias tentativas efectuadas.
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II1.4.1. Linfécitos T (CD 3 +)

Fig. 20 — Infiltrado celular peri-quistico com numerosos linfocitos T
(CD 3+). Imunohistoquimica: anticorpo policlonal anti-CD 3, EBP,
hematoxilina de Mayer. Barra 20 pm.

O infiltrado celular inflamatorio revelou-se predominantemente constituido por linfocitos
T, os quais se distribuiam de forma compacta em torno do quisto. Este padrdo manteve-se
constante para todos os tipos de resposta granulomatosa, independentemente da sua densidade ou
do ntimero de quistos por fragmento. Nas figuras 20 e 21 pode constatar-se que os linfocitos T se

encontram em contacto directo com a parede dos quistos, envolvendo-os na sua totalidade.
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Fig. 21 — Infiltrado celular peri-quistico com numerosos linfocitos T
(CD 3+). Imunochistoquimica: anticorpo policlonal anti-CD 3, EBP,
hematoxilina de Mayer. Barra 20 pm.

I11.4.2. Linfécitos B (CD 79 acy+)

Os linfécitos B surgiram em numero reduzido e formando pequenos grupos com
distribuicdo mais afastada da parede do quisto. Este padrdo manteve-se constante para todos os
tipos de resposta inflamatoria granulomatosa, independentemente da sua densidade ou do niimero
de quistos por fragmento. As células apresentavam padrao de diferenciagdo plasmocitéide, isto &,

citoplasma abundante e nucleo de disposi¢@o periférica excéntrica (figuras 22 e 23).
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Fig. 23

Figuras 22 e 23 — Infiltrado celular peri-quistico com pequena
quantidade de linfécitos B (CD 79 acy+) com distribuiciio
predominantemente periférica e com diferenciagiao plasmocitéide.
Imunchistoquimica: anticorpo policlonal anti CD 79 acy, EBP,
hematoxilina de Mayer. Barra 20 pm..
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I11.4.3. Linfocitos T y6 (WC1+)
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Tt oADK b
2395, o of )
7= R TR,
R AT (& A \
W e _;; § I .' ..' ‘
e “ "L l'
: = ,‘ ? (R ‘ iw
N 2 § I, " f ."
St 5 | | ' .
o f f('; ’ '. "9 -
= ey Vo't " b
a"“ ’ T - ¢ !
- Sy ; L ‘.. ? /
ﬂ?' + ’ ” b ? .' ﬁ d
¢ C‘-"’;: 4 1 o A
2, Pl Vo e Y |
LS TR Jy a’l
6d o/ 0 “‘ !
ff ™ sl LA {

Fig. 24 — Infiltrado celular peri-quistico com pequena quantidade
de linfacitos T v8 (WC 1+), com distribuicio difusa, de forma
isolada e no seio da resposta inflamatéria. Imunohistoquimica:
anticorpo anti-WC 1, EBP, hematoxilina de Mayer. Barra 20 pm.

A sub-populagdo de linfocitos T yd mostrou-se distribuida de forma dispersa no seio do

independentemente da sua densidade ou do nimero de quistos por fragmento.

infiltrado celular peri-quistico. Algumas células surgiram a periferia da reac¢do inflamatoria
(figura 24) enquanto que outras surgiram muito proéximo da parede do quisto (figura 25). Este

padrdo manteve-se constante para todos os tipos de reac¢do inflamatoria granulomatosa,
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Fig. 25 — Infiltrado celular peri-quistico com pequena quantidade
de linfocitos T y8 (WC 1+), com distribuiciio difusa, de forma
isolada e muito proximo da parede do quisto. Imunohistoquimica:
anticorpo anti-WC 1, EBP, hematoxilina de Mayer. Barra 20 pm.

111.4.4. Macrofagos

A populaciao de macrdéfagos surgiu em nimero elevado, por vezes sob a forma de células
gigantes multinucleadas. Estas, conforme se pode observar nas figuras 26 ¢ 27, apresentavam
grande proximidade com a parede do quisto, & semelhanca dos linfocitos T. Os macréfagos
surgiram também de forma dispersa e isolados. Este padrao manteve-se constante para todos os
tipos de reac¢do granulomatosa em que se observou este tipo de células, independentemente da

sua densidade ou do nimero de quistos por fragmento.
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Fig. 27
Figuras 26 e 27 — Infiltrado celular revelando numerosos
macrofagos (ac. anti-macrofagos/monocitos+) com distribuicao
predum’i_nantemente_ peri quistica e sob a forma de células
gigantes multinucleadas (célula gigante de Langhans, seta).
Imunohistoquimica:  anticorpo  policlonal  anti-macrofagos
(MCA874G), EBP, hematoxilina de Mayer. Barra 20 pm.
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Discussao

IV. Discussao

O presente trabalho ao propor-se estudar do ponto de vista microscopico e
imunohistoquimico as lesdes cutianeas da fase cronica da besnoitiose bovina, vem constituir uma
novidade no estudo desta doenga.

A compreensdao dos mecanismos de resposta imunitaria do hospedeiro face aos agentes
infecciosos constitui um passo importante para a obtengdo de estratégias vacinais, terapéuticas e
de diagnoéstico. Recorde-se que, até ao momento, ndo ¢ conhecido qualquer tratamento eficaz
para a besnoitiose bovina. O controlo da infeccdo depende de estratégias de identificagdo e
consequente, elimina¢do de animais doentes (reservatdrios) e de luta contra vectores (insectos
hematofagos e via iatrogénica) uma vez que a vacinagao nao sendo segura, s6 devera ser aplicada
em situagdes particulares.

A preméncia do desenvolvimento de estratégias de proteccdo imunitaria contra infecgdes
por Besnoitia besnoiti é ressaltada pelo facto de se ter vindo a assistir a reemergéncia desta
doenga na ultima década.

Considerando a organizagdo morfologica da reacgdo inflamatéria granulomatosa
registada nas 52 biopsias de pele estudadas, 34 apresentavam um padrao nodular, 15 um padrio
nodular discreto e somente 3 um padrao difuso intenso. Contudo, na andlise estatistica das
contagens celulares dos diferentes padrdes morfologicos ndo foram encontradas diferengas
significativas, o que nos permitiu concluir pela existéncia de um padrdo celular de resposta
comum, independente da sua organizag¢do. De facto, qualquer que fosse o padrao de resposta em
torno do quisto, este era tipicamente constituido por cerca de 20% de eosindfilos, 75% de

linfocitos e plasmacitos, 4% de macrofagos e 1% de neutrofilos.
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A instalacdo de uma inflamacao crdonica € um processo gradual e dindmico onde ocorrem
simultaneamente varios fenémenos, como destrui¢do e reparacao celular e/ou focos de
inflamacdo aguda®™. A observacio de varias manifestacdes morfologicas da resposta
granulomatosa na besnoitiose, ndo evidencia que estejamos perante trés manifestagdes
independentes do processo inflamatorio, facto este, que é suportado pelo padrio celular
quantitativo comum a todos os casos.

Aspecto curioso ¢ assinalavel foi a observacao de que, por vezes, no mesmo fragmento de
bidpsia, alguns quistos suscitaram reac¢do inflamatoria discreta a par de outros com inflamagao
exuberante.

Foram observadas varias formas parasitarias livres (provavelmente, bradizoitos) fora dos
quistos no seio da resposta inflamatdria (resultados ndo apresentados). A consulta das referéncias
bibliograficas disponiveis ndo registou esta ocorréncia. Contudo, € como constatado no nosso
trabalho, a carga parasitaria expressa em numero de quistos por fragmento foi muito elevada na
maioria das bidpsias. Este facto reveste-se de primordial importincia, pois para além das
alteracdes anatomicas e funcionais da pele lesionada, a presenga de elevado numero de parasitas
na pele representa um factor epidemiologico relevante devido a transmissdo mecanica que ocorre
na besnoitiose bovina. Em mais de metade dos casos analisados (28/52), o nimero de quistos por
fragmento de bidpsia foi superior a dez.

Ao compararmos a reac¢do inflamatdria que ocorre na fase cronica da besnoitiose bovina,
com as respostas desencadeadas por outros Apicomplexa formadores de quistos, nomeadamente
Sarcocystis sp. e Toxoplasma gondii, verifica-se que esta é diferente revestindo-se de
caracteristicas muito particulares. Assim, na sarcocistose raramente sdo observadas células

inflamatorias em contacto com as formas quisticas. Contudo, alguns hospedeiros desenvolvem
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graves lesdes de miosite eosinofilica e necrose muscular associada a vasculite'”. Na
toxoplasmose a infec¢do induz a secre¢do de varias citocinas por células da microglia, astrocitos
€ neur6nios, as quais promovem uma supressdo da resposta imunitaria. Esta supressdo ¢
essencial para a manutencdo da infec¢do num estado de laténcia'”'*. Os linfocitos T
representam um papel fundamental nesta regulacio, assim como a produ¢io de IFN-y'*"!%,

A classificagdo da inflamacdo granulomatosa nem sempre foi facil para os patologistas,
devido as varias caracteristicas morfologicas que esta pode oferecer™.

A resposta inflamatoria granulomatosa constitui-se como um tipo distinto de resposta
inflamatoria em que existe uma preponderancia particular das células do sistema mononuclear
fagocitario, nomeadamente, macrofagos activados, células epitelidoides e células gigantes
multinucleadas®™. O desenvolvimento e a regulacdo da inflamagdo granulomatosa requerem
multiplos factores, entre os quais se destacam, a persisténcia do antigénio, a intensa resposta
imunitaria mediada por linfocitos T e a interac¢do entre as vdrias citocinas produzidas pelas
células intervenientes®™.

Os mono6citos com origem na medula 6ssea migram do sangue para os tecidos,
diferenciando-se em macrofagos, constituindo o sistema mononuclear fagocitario. Este sistema
constitui-se como parte integrante das imunidades inata e adaptativa.

Na resposta inflamatéria cronica os macréfagos acumulam-se € permanecem nos locais
onde ha persisténcia de antigénio, sejam estes agentes microbianos, corpos estranhos e/ou
agressdo repetida™.

Os macréfagos e os mondcitos produzem grande variedade de mediadores da inflamacao,
nomeadamente quimiocinas, citocinas e 6xido nitrico. Estdo localizados em pontos estratégicos

dos tecidos com o objectivo de sinalizar precocemente a resposta inflamatoria aguda, migrar
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rapidamente em resposta ao estimulo quimiotactico, fagocitar agentes e/ou particulas e processar
antigénios para apresentagdo as células efectoras da resposta imunitaria adaptativa.

Alguns mediadores, como as quimiocinas e o factor quimiotactico para os
monocitos/macroéfagos, promovem a migragdo do sangue para as zonas de inflamagao,
nomeadamente, o MCP-1 (CCL-2) ',

A activacdo dos mondcitos/macrofagos ocorre por diferentes vias. As vias principais sao,
por um lado, a via classica, que ¢ mediada pelo IFN-y, IL-12 e resposta linfocitaria Th 1, e por
outro, a via alternativa, mediada pela IL-4 e pela IL-13 durante a resposta linfocitaria Th 2'"°.

No nosso trabalho, o elevado nimero de macrofagos tornou-se rapidamente perceptivel,
em parte devido a sua diferenciagdo em células gigantes multinucleadas. Apds imunomarcacao
com o anticorpo anti-macréfagos/monocitos (MAC 387) confirmou-se a sua estreita proximidade
com a parede do quisto, & semelhanca do observado com os linfocitos T. Estes, surgiram também
em elevado numero no seio da resposta inflamatoria.

Os eosinofilos constituiram-se como o segundo grupo celular mais numeroso na
infiltragdo inflamatoria peri-quistica. Em 1939, foi postulado que os eosinofilos possuiam um
papel importante na resposta imunitaria contra parasitas. Em 1970, foi reconhecido que as
doengas parasitarias e as doengas alérgicas eram responsaveis por eosinofilia. Os eosinofilos
possuem varios mediadores da inflamagdo no interior dos seus granulos intra-citoplasmaticos,
tais como proteinas bdasicas, citocinas, quimiocinas, proteases e radicais livres. Este conjunto de
mediadores da inflamagdo ¢ libertado nas infec¢des parasitarias, nomeadamente, a proteina
major basica, a proteina cationica eosinofilica, a neurotoxina derivada dos eosinéfilos e as
enzimas peroxidase eosinofilica e catalase™. E de registar o facto deste conjunto de mediadores

possuir elevada capacidade lesiva para os diferentes tecidos do organismo, em especial para o
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colagénio, o que podera explicar as extensas lesdes observadas na pele dos bovinos na fase
crénica da doenga. Os factores quimiotaticos para os eosinofilos incluem a histamina e o factor A
quimiotactico (produzido pelos mastocitos), a CSa, as interleucinas (IL-4, IL-5 e IL-13) ¢ as
quimiocinas CCL-5 (RANTES) e CCL-11 (eotaxina), estas ultimas produzidas na infeccao
parasitaria'''.

A resposta Th2 promove um aumento da produg¢do de citocinas, como a IL-5 e a eotaxina
provocando elevadas concentragdes de eosindfilos''”.

Os linfocitos desempenham um papel de extrema importancia na resposta inflamatéria
crénica. Sao atraidos, tal como as outras células, por citocinas, quimiocinas e outros estimulos
locais. A imunomarcagdo com o anticorpo policlonal anti-CD3 revelou que o infiltrado
mononuclear €, maioritariamente, constituido por linfocitos T, os quais, se distribuem de forma
compacta em torno do quisto e em contacto directo com a sua parede.

Na imunomarcagao da sub-populacao linfocitaria T yd, utilizou-se o anticorpo anti-WC 1.
Esta marcagdo permitiu revelar uma distribui¢ao celular isolada no seio do infiltrado celular peri-
quistico, surgindo algumas células a periferia da resposta inflamatdria, enquanto que outras
surgiram muito proximo da parede do quisto. Os linfocitos T yd possuem um papel importante na
resposta inflamatéria crénica, contribuindo para a formagdo de granulomas. Este mecanismo ¢
suportado pelo facto de ratinhos geneticamente modificados, sem linfocitos T yd, ndo
desenvolverem granulomas®. Contudo, o papel dos linfécitos T y8 na manutencio e persisténcia
do granuloma nao se encontra totalmente esclarecido. Os bovinos possuem um elevado nimero
de linfocitos T yd circulantes quando comparados com a proporg¢ao relativa dos outros linfécitos
T, chegando a constituir 50% da populagdo de linfocitos T em animais jovens. De facto, nos

primatas e nos roedores os linfocitos T yd constituem apenas cerca de 5% dos linfocitos
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circulantes''?. Por esta razdo, o bovino constitui um modelo muito interessante para o estudo do
papel destas células na resposta granulomatosa.

Os linfocitos T aff (CD4/CDS8) sdao a chave para a regulagdo da resposta imunitaria
adaptativa, particularmente, no estabelecimento de respostas Th1, Th2 ou ThO e na formagao de

granulomas'"

. A auséncia de marcagdo positiva para os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 deveu-
se, provavelmente, a sua incapacidade de reconhecer os respectivos antigénios nos linfécitos de
bovinos nas amostras utilizadas. A perda de antigenicidade tecidular ¢ comummente
consequéncia dos processos de fixagdo em formaldeido e inclusdo em parafina. Com efeito, os
antigénios CD4 e CD8 sdo moléculas labeis, sensiveis a fixagdo e, por isso mesmo, dificilmente
detectaveis em tecidos fixados em formaldeido e incluidos em parafina. Gutierrez et al.'”® foram
bem sucedidos na marcagdo de ambos os antigénios em tecidos de bovino fixados em dicromato
de formaldeido. Nao se encontrou qualquer referéncia na literatura a sua detec¢do em tecidos de
bovino fixados com formaldeido a 3,7%. A deteccdo deste tipo celular de linfocitos em tecidos
de bovino ¢ igualmente bem conseguida em tecidos criopreservados e fazendo uso de anticorpos
espécie-especificos.

As respostas Thl e Th2 na inflamagdo cronica, bem como na formacdo de granulomas,
diferem nas células envolvidas e também no grau de fibrose. Nos granulomas Thl e Th2
verifica-se que 30% a 60% dos linfocitos T sdo especificos para o antigénio que suscitou este
tipo de resposta, independentemente da origem deste''’.

As moléculas co-estimulatorias sdo importantes na activagao dos linfocitos T. A molécula
CD48 ¢ necessaria para o recrutamento de linfocitos T CD4+ para o granuloma e para a

producdo de IFN-y. Os linfocitos T CD8+ possuem um papel importante na lise de macrofagos

contendo agentes infeciosos fagocitados. Estes acontecimentos celulares promovem a libertacao
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do agente permitindo o estabelecimento de uma resposta Th1l ou Th2'".

Os linfécitos B contribuem para a inflamacgdo cronica por duas vias: apresentacdo de
antigénios e diferenciagdo em células produtoras de imunoglobulinas (plasmécitos). Estas sdo
responsaveis pela opsonizagdo de antigénios facilitando a fagocitose. No nosso estudo, apods
imunomarcagdo com o anticorpo policlonal anti-CD79 ocy, constatdmos que estas células
surgiram em numero reduzido e formando pequenos grupos com distribui¢do mais afastada da
parede do quisto As células apresentaram um padrao de diferenciagdo plasmocitoide, isto &,
revelaram citoplasma abundante e ntcleo de disposicao periférica excéntrica o que é claramente
indicador de intensa produgdo de imunoglobulinas.

A distribuigdo celular observada, com excep¢do do elevado numero de eosinofilos,
assemelha-se, em parte, aos granulomas provocados pela infec¢do por Mycobacterium bovis em
bovinos''*'"°, Estes apresentam, igualmente, predominancia de linfocitos T, formagdo de células
gigantes multinucleadas, distribuicdo dispersa dos linfocitos T yd e distribuicdo periférica de

linfocitos B''*'",
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V. Conclusoes

V.1. Conclusdes e perspectivas futuras

Podemos concluir que o padrao lesional que ocorre na pele de bovinos infectados na fase
cronica da doenga ¢ de uma reac¢do inflamatdria granulomatosa.

O infiltrado inflamatorio que rodeia o quisto ¢ maioritariamente constituido por linfocitos
T, seguindo-se os eosinofilos e os macrofagos. Os linfocitos B surgem perifericamente, em
pequenos grupos e com diferenciagdo plasmocitdide. A sub-populacdo T yd surge isolada e

dispersa por todo o infiltrado.

A imunomarcag¢do de células de bovino, recorrendo a tecidos fixados pelas técnicas
correntes em Anatomia Patoldgica (nomeadamente, em formaldeido a 3,7%), encontra-se ainda
numa fase inicial. No futuro, seria importante caracterizar a sub-populacao T CD4/CD8 uma vez
que estas cé€lulas sdo a chave para a regulacdo da resposta imunitaria adaptativa, nomeadamente
no estabelecimento de respostas Th1, Th2 ou ThO e na formacgao de granulomas.

Para compreensdo mais rigorosa da imunologia associada a infec¢do por Besnoitia
besnoiti, particularmente na fase cronica, seria importante ndo SO caracterizar mais
exaustivamente as diferentes células envolvidas, como também caracterizar o perfil de citocinas,
quimiocinas e outros mediadores da inflamagdo participantes na formag¢do de resposta

granulomatosa.

De acordo com consulta bibliografica, ndo existem referéncias quanto a estudos/inquéritos
serologicos em humanos relativamente a possibilidade de infec¢dao por parasitas do género

Besnoitia. Contudo, ndo nos podemos esquecer que Besnoitia besnoiti ¢ um protozoario intra-
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celular obrigatério, pertencente a familia Toxoplasmatidae da qual fazem parte os parasitas do
género Toxoplasma, Hammondia e Neospora. O primeiro ¢ reconhecidamente um agente
causador de doenca no Homem e o tltimo, apontado como uma das principais causas de aborto
em bovinos''® foi, recentemente, motivo de preocupagdo devido ao facto de terem sido
encontrados humanos infectados pelo VIH serologicamente positivos, questionando-se ainda a

possibilidade de este poder causar doenga no Homem''’''®

Assim sendo, afigura-se-nos
pertinente aprofundar o estudo deste parasita, cuja proximidade filogenética com os géneros

Toxoplasma e Neospora ¢é elevada.

Esperamos que o nosso trabalho possa contribuir para a compreensdao dos mecanismos de
resposta imunitdria do hospedeiro intermediario, bem como para o esclarecimento do quadro
anatomo-histopatologico da besnoitiose bovina, e que possa servir de base para estudos futuros

de aprofundamento do conhecimento sobre a reac¢do inflamatoria granulomatosa.
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