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RESUMO

Leishmaniose visceral é uma zoonose causada por Leishmania e transmitida por
picada do Lutzomyia longipalpis. Neste estudo foram utilizados 75 animais positivos
com o objetivo de caracterizar e mensurar a resposta inflamatéria e detectar
apoptose. Parametros morfométricos foram correlacionados com a sintomatologia
clinica. O estudo histomorfométrico foi feito manualmente em imagens obtidas de 25
campos histoldgicos aleatérios em microscopio de Iluz com objetiva
planapocromatica de 10x. Histologicamente observou-se nos animais sintomaticos,
infiltrado inflamato6rio multifocal variando de média a severa intensidade. Na analise
morfométrica, nos animais sintométicos, verificou-se um total de 984 focos
inflamatérios com uma area média de 2.111,56 p? perimetro de 255,85y e de
diametros maior e menor 62,60 e 33,934, respectivamente. Nos animais
assintométicos, o infiltrado inflamatério quando presente era difuso, variando de
minima a meédia intensidade. Na analise morfométrica, obteve-se um total de 19.932
focos perfazendo uma area de 8768170,82 p?. Nos animais assintomaticos, obteve-
se um total de 6120 focos inflamatdrios com area média de 369,28 p?, perimetro de
103,89 p e de diametros maior e menor 27,28 e 26,89 pu. Pelo TUNEL foi observado
marcacao em apenas 3 animais sendo 2 assintomaticos e 1 sintomatico. Nossos
resultados sugerem que 0s animais sintomaticos possuem uma resposta inflamatoria
mais intensa quanto comparada aos animais assintomaticos. Apoptose pode esta
mais ligada a resisténcia que a susceptibilidade a Leishmaniose visceral.

Palavras Chave: pele, cdo, Leishmaniose visceral, apoptose.

INTRODUCAO
A Leishmaniose visceral (LV) é causada, no Brasil, pela espécie Leishmania
(Leishmania) chagasi, transmitida pelo flebotominio Lutzomyia longipalpis
acometendo roedores e mamiferos.
A pele desempenha um papel epidemiolégico importante como porta de
infeccdo, determinando o tipo de resposta imune gerada pelo hospedeiro. As lesbes
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cutaneas na LV sdo muito comuns e consistem em alopecia generalizada com ou
sem a presenca de dermatites ulcerativas, nodulares ou pustulosas (SOLANO-
GALLEGO et al., 2004). Estas lesbes ocorrem especialmente onde os vetores se
alimentam como ao redor do focinho, orelhas e olhos (CARLTON e McGAVIN,
1998). A orelha merece destaque devido a sua elevada carga parasitaria quando
comparada a outras regides da pele (VERCOSA et al., 2005).

A morte celular programada participa da evolucao das lesGes provocada por
parasitos, inclusive protozoonoses, devido a protecdo exercida por certos agentes
infecciosos contra apoptose de células hospedeiras como observado em estudos
com Candida albicans, Leishmania ssp e Toxoplasma gondii.

A apoptose modula a resposta inflamatéria (CARRERO et al., 2004)
desempenhando papéis distintos no desenvolvimento (DAS et al., 1999) ou na cura
(CONCEICAO SILVA et al., 1998) da lesdo provocada pela Leishmania ssp. Os
parasitos interagem com multiplos sistemas regulatérios para tornar sua célula
hospedeira refrataria a apoptose durante as fases criticas da infec¢éo incluindo a
invasdo celular, estabilizacdo e multiplicacdo do patégeno (CARMEN e SINAI,
2007). Os mediadores responsaveis por esta modulacdo sdo desconhecidos. Além
disto, existem evidéncias que apontam a ocorréncia de apoptose em outros
elementos celulares e até mesmo do préprio parasito como forma de controle
populacional ou devido a restricdes nutricionais (KNIGHT et al., 2002; LINDOSO et
al., 2004). Entretanto, os mecanismos de inducdo de apoptose na infeccédo pela
leishméania nesses estudos in vivo ou in vitro, bem como a via apoptética envolvida,
n&o foram ainda esclarecidos.

OBJETIVO

Caracterizar e mensurar a apoptose na resposta inflamatoria presente na pele
de cédes com ou sem sintomatologia da Leishmaniose Visceral canina.

MATERIAL E METODO

O projeto para a realizacédo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais —
UFMG (protocolo n° 198/2007).

Foram utilizados 75 animais sendo 31 sintomaticos, 21 oligosintomaticos e 23
assintomaticos. Os cdes utilizados no experimento foram examinados e
considerados ou nao portadores inaparentes quanto aos seus parametros clinicos. O
diagnostico de LV foi confirmado pelas analises sorolégica e parasitologica. Na
sorologia realizouwse deteccdao de anticorpos anti-Leishmania por meio de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA.

Para andlise parasitolégica foram feitos imprints em laminas da medula
0ssea, linfonodo, baco, figado e pele, que depois de fixados com metanol e corados
com Giemsa foram examinados em microscopio de luz para a observacao direta do
parasito sendo o resultado confirmado por meio da cultura de parasitos em meio
NNN e Schneider’s Insect Medium.

Os animais utlizados neste experimento foram tranquilizados com
Acepromazina 1% (0,25 mg/Kg IM; Acepran, Univet) e sob efeito de anestesia geral



com tiopental sédico 2,5% (25 mg/kg LV; Tiopentax) realizar-se-4 necropsia
completa para a coleta de fragmentos de até 5 mm de espessura de pele da regido
da orelha, conservados em formol a 10% tamponado com fosfato 0,01M pH 7,4
(formol tamponado). ApoOs este procedimento, os animais foram sacrificados por
overdose de tiopental sédico 7,5% (75 mg/Kg) e colhidos fragmentos de linfonodo,
baco e figado para andlise histopatologica com a finalidade de observar formas
amastigotas de Leishmania nestes 6rgdos. Os fragmentos foram processados
segundo técnicas de rotina, cortados a 5 um e posteriormente corados com HE e
Giemsa Lemnert.

Apés anestesia, realizou-se necropsia completa para a coleta de fragmentos
de até 5 mm de espessura de pele da regidao da orelha, conservados em formol a
10% tamponado com fosfato 0,01M pH 7,4. Os fragmentos da pele foram
processados segundo técnicas de rotina, cortados a 5 um e corados com
Hematoxilina-Eosina, Tricromio de Shorr e Giemsa-Lenmert.

Parametros morfométricos como area, perimetro e diametros extremos da
inflamacdo como também o numero de infiltrados inflamatérios foram
correlacionados com a sintomatologia de 36 animais sorologicamente e
parasitologicamente positivos para LV sendo 12 sintomaticos, 12 assintomaticos e
12 oligosntomaticos. O estudo histomorfométrico foi feito manualmente em imagens
digitalizadas mensuradas em analisador de imagens Kontron Elektronic GMBH da
Zeiss, com o programa KS300 versdo 2.0 e obtidas de 25 campos histologicos
aleatérios em microscépio de luz com objetiva planapocromatica de 10x. Nesta
analise foram considerados apenas infiltrados compostos por mais de trés células
inflamatorias e localizados no estroma cutaneo.

A deteccdao “in situ” de Apoptose foi observada pelo método de TUNEL- TdT-
mediated DUtp Nick End Labeling.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os sintomas estavam assim distribuidos: nos animais sintomaticos, a
linfoadenopatia ocorreu em 23 casos (74,19%), seguida de conjuntivite (15 casos,
48,38%), esplenomegalia (14 casos, 18,66%) e onicogrifose (11 casos, 14,67%); nos
animais oligossintomaticos observou-se apenas linfoadenopatia (19 casos, 90,47%)
e conjuntivite (6 casos, 28,57%) e nos assintomaticos ndo havia nenhuma
manifestacéo clinica. Os demais sinais clinicos avaliados obtiveram valores abaixo
de 10%.

Apesar de todos o0s animais possuirem parasitolégico positivo, a carga
parasitaria observada na pele era minima nos animais sintomaticos e ausente nos
assintoméaticos. Esses resultados demonstram que formas amastigotas na pele de
caes infectados estdo presentes apenas nos animais sintomaticos, portanto,
nagueles casos com doenca manifesta. Isso sugere um perfil de resposta
imunoldgica do tipo TH2, como ja demonstrado anteriormente com caes (LEMOS
SOUSA et al., 2000).

Histologicamente, nos animais sintomaticos, observouse infiltrado
inflamatdrio multifocal variando de moderado a intenso, localizado ao redor dos
foliculos pilosos e vasos sanguineos, assim como na regido subepidérmica e,



raramente, difuso na derme (Figura 01A). Na analise morfométrica, verificou-se um
total de 984 focos inflamatérios com area média de 2111,56 p?, perfazendo uma
ares total de perimetro de 255,85u e de didmetros maior e menor 62,60 e 33,93,
respectivamente. A area meédia do infiltrado inflamatério obtida nos animais
sintomaticos foi estatisticamente superior ao dos animais assintomaticos conforme
gréfico 01. Nos animais assintomaticos, o infiltrado inflamatoério, quando presente,
era difuso, variando de discreto a moderado, localizado ao redor de foliculos e vasos
sanguineos e, raramente, subepidérmicos (Figura 1B). Obteve-se no estudo
morfométrico um total de 6120 focos inflamatérios com area média de 369,28 2,
perimetro de 103,89 p e de didmetros maior e menor 27,28 e 26,89 ,
respectivamente. Resultados similares foram observados em estudo realizado por
Dos-Santos et al. (2004).

Inflamacdo na pele de cédes, como observada nesse estudo, é um achado
comum e, geralmente, decorre de picadas de inseto, traumatismos e outras
infeccbes parasitarias (MOZOS et al., 1999). Assim, ndo podemos descartar
completamente que outras infecgcbes pudessem estar contribuindo para as
alteracbes de pele observadas nesses animais. Mas, a intensidade discreta do
infiltrado dos animais assintomaticos sugere que as lesfes presentes nos animais
sintométicos tenham sido induzidas pela LV.

Esses resultados mostram claramente que dentro da mesma espécie animal a
leishmania induz na pele resposta inflamatoria de distribuicdo e intensidade distintas.
Esse fato, aliado a presenca de poucas amastigotas nos cées sintomaticos e
auséncia nos assintomaticos, pressupde que, nesses casos, 0S animais sao
imunocompetentes, capazes de controlar a infeccdo ao longo do tempo como
observado no modelo de camundongo infectado por Leishmania major (LEMOS
SOUSA et al., 2000).

Figura 01- Micrografia de pele. Cdo sintomético. Intenso infiltrado inflamatorio

mononuclear perifolicular. Tricrdmico de Shorr. 40x.



Grafico 01- Area média do infiltrado inflamatério nos animais sintomaticos e

assintomaticos na analise estatistica (Mann Whitney test, *p= 0.0013).

Ocorreu apoptose na pele de todos os grupos analisados (Figura 02). Sendo
esta mais freqlente nos animais assintomaticos. Nos 10 animais submetidos ao
TUNEL foi observado marcacdo em apenas trés animais sendo dois assintomaticos
e um sintomatico. Para a resisténcia a infec¢cdo é necessaria a expressao de Fas-
FasL provavelmente porque células TH1 expressdo esta via preferencialmente e
assim provocam a morte da célula hospedeira e conseqientemente a destruicdo do
parasito como observado na infeccdo por L. major em modelo camundongos
mutantes MRL/Ipr (HUANG, 1998). Este fato podera explicar a auséncia de
amastigotas nos animais assintomaticos e o provavel papel da apoptose nesses
animais.

Figura 02- Micrografia de pele. (A) Céo assintomatico. Intensa marcacao para
apoptose. TUNEL. 10x.



CONCLUSOES

Os resultados parciais sugerem que 0sS animais sintomaticos possuem uma
resposta inflamatdria mais intensa quanto comparada aos animais assintomaticos.
Apesar de pouco consistentes, nossos dados sugerem que a presenca de apoptose
pode estd mais ligada a resisténcia que a susceptibilidade a Leishmaniose visceral,
uma vez que ocorreu em maior intensidade nos animais sem manifestacao clinica.
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