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RESUMO

A leishmaniose visceral € uma antropozoonose causada por Leishmania. O cédo é o
mais importante reservatorio doméstico da doenca e um excelente modelo de
estudo. O objetivo deste estudo consiste em caracterizar as les6es histopatologicas
renais no cado positivo para Leishmaniose visceral. Foram utilizados 10 animais
sendo 05 sintomaticos e 05 assintomaticos. Apds anestesia, realizou-se coleta de
fragmentos de rim, conservados em formol a 10% tamponado. Os fragmentos foram
processados, cortados e corados com H-E, SHORR e Giemsa-Lenmert. Para a
guantificacdo da apoptose foram utilizados 5 animais sendo 3 assintomaticos e 2
sintomaticos. Na quantificacdo do indice apoptético, considerar-se-a as células
mesangiais com morfologia sugestiva de apoptose em objetiva planacromatica de 40
vezes. Serdo contadas as células que apresentaram pelo menos trés das
caracteristicas morfolégicas sugestivas de apoptose. Todos o0s animais
apresentavam lesao inflamatoria. O infiltrado inflamatorio variava de média a severa
intensidade estando esta diretamente relacionada com o numero de sinais clinicos,
estando presente predominantemente na regido cortical. A apoptose estava
presente em ambos 0s grupos, sendo mais freqiente nos animais sintomaticos com
indice apoptético de 67,95%. AlteragBes renais, resposta inflamatoria e apoptose
ocorrem em caes com Leishmaniose visceral, sendo estas mais intensas em animais
sintomaticos quando comparados a animais assintomaticos.
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INTRODUCAO
As leishmanioses sédo enfermidades parasitarias causadas por varias
espécies diferentes de protozoarios do género Leishmania (LAINSON e SHAW,
1987). A doenca manifesta-se sob trés sindromes clinicas principais: leishmaniose
visceral (LV), leishmaniose cuténea e leishmaniose muco-cutanea. No Brasil a LV é
causada pela espécie Leishmania (Leishmania) chagasi e transmitida pelo
flebotominio Lutzomyia longipalpis (LAZARO e WARBURG, 1995).
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O agente da LV € um parasito intracelular obrigatorio de células do sistema
fagocitico mononuclear, que causa, nos individuos susceptiveis, supressdo da
imunidade mediada por células, levando a difusdo e multiplicacdo incontrolada do
parasito (NICKOL e BONVENTRE, 1985). A enfermidade acomete o homem e varias
espécies animais. O céo é considerado o principal reservatério doméstico da doenca
humana (DIETZE et al., 1997).

O estudo das alteracdes renais provocadas por Leishmania (Leishmania)
chagasi, revela varios padrées de lesdo glomerular, como glomerulonefrite (GN) de
alterac6es minimas, glomeruloesclerose segmentar focal, GN mesangioproliferativa,
GN membranoproliferativa (BRITO et al., 1975; COSTA et al., 2003), mas ainda nao
sabemos se um padrado de GN é caracteristico de uma fase da infeccdo ou se 0s
diferentes padrbes ocorrem aleatoriamente. De outro lado, a injuria tubulo-
intersticial, que parece comprometer mais a funcéo renal do que a lesédo glomerular
(BOHLE et al., 1987), ainda € pouco conhecida. Nefrite intersticial esta presente no
homem e no cdo com LV, mas a interferéncia de outros fatores néo deixa claro se a
lesdo é especifica da LV, pois ao longo da vida do homem e dos animais, a
exposicdo dos rins a drogas (ANDRES e MCCLUSKEY, 1975) e outras
enfermidades (KOOSTRA et al., 1998), que fogem ao controle em casos de infeccéo
natural por Leishmania (L.) chagasi, sdo causas frequentes de lesbes renais que
podem ocorrer concomitantemente com a nefrite intersticial devida a LV.

O fenbmeno de apoptose esta presente em varias infec¢des influenciando ou
nao o seu desenvolvimento, como durante infeccdo por Leishmania (DAS et al.,
2001; LEE et al., 2002) e Trypanosoma (WELBURN et al., 1999).

OBJETIVO
Caracterizar e mensurar as lesdes histopatolégicas renais e a presenca de
apoptose presentes em cdes com ou sem sintomatologia da LV canina.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 10 animais sendo 05 sintomaticos e 05 assintomaticos. Os
caes utilizados no experimento foram examinados e considerados ou ndo portadores
inaparentes quanto a seus parametros clinicos. O diagnostico de LV foi confirmado
pelas analises soroldgica e parasitologica.

Na sorologia realizou-se deteccao de anticorpos anti-Leishmania por meio de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA. Para andlise parasitoldgica foram feitos
imprints em laminas da medula 6ssea, 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.

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

Foram utilizados 5 animais sendo 3 assintomaticos e 2 sintomaticos para
guantificacdo da apoptose. Essa andlise serd realizada em laminas coradas pela
coloracdo Methyl Green Pironina. Na quantificacdo do indice apopt6tico, considerar-



se-a as células mesangiais com morfologia sugestiva de apoptose em objetiva
planacromatica de 40 vezes. Serdo contadas as células que apresentaram pelo
menos trés das caracteristicas morfologicas sugestivas de apoptose. O indice
apoptotico sera determinado pela seguinte formula:
indice apoptético (IA) = (S n°de células apoptéticas/S n° de células totais) x
100

RESULTADOS

Todos os animais sao sorologicamente e parasitologicamente positivos para
LV. A linfoadenopatia ocorreu em 4 casos (80%), seguida de conjuntivite, alopecia e
descamacdo furfurdcea (3 casos, 60%), onicogrifose (2 casos, 20%). Os demais
sinais clinicos avaliados obtiveram valores abaixo de 10%. Lesdes renais foram
observadas em todos os animais.

Embora sem descartar totalmente que outras infec¢des subclinicas pudessem
estar presentes na amostra dos casos estudados, consideramos que as lesdes
renais foram causadas por Leishmania (L.) chagasi, pois em todos os casos a
infeccao foi confirmada por exame parasitologico para leishmaniose; o exame clinico
e de necropsia hdo mostraram quadros sugestivos de outras doencas.

Todos os animais apresentavam lesao inflamatéria. O infiltrado inflamatério
variava de média a severa intensidade estando esta diretamente relacionada com o
namero de sinais clinicos. Nos animais sintomaticos verificou-se a presenca de
infiltrado inflamat6rio mononuclear, multifocal intenso a moderado, localizado
predominantemente nas regides perivascular, peritubular e periglomerular renais da
regido cortical (Figura 1). Lesdes como Pielonefrite focal e a presenca de cilindros
hialinos foram observadas apenas em animais com sintomatologia clinica. Nesses
animais, a lesao inflamatoria abrangia uma maior area com diferenca significativa
em relacdo aos animais assintomaticos (Grafico 1). O infiltrado localizava-se
preferencialmente em ambos os grupos analisados na regido cortical conforme
grafico 2. Os animais assintomaticos apresentaram lesfes renais pouco
significativas.

Estudo ultraestrutural realizado no homem sobre nefrite intersticial mostrou
gue a maioria das células do infiltrado inflamatorio pertencia a categoria de linfocitos
e macrofagos, sendo rara a presenca de ceélulas plasméaticas (OLSEN et al., 1986),
como foi observado no presente estudo, sugerindo naquele e neste trabalho que a
composigdo do infiltrado inflamatoério intersticial € condizente com o mecanismo de
lesdo mediada por células. Atualmente, esta bem estabelecido que a patogénese da
maioria das glomerulonefrites é mediada imunologicamente (BLANTZ et al., 1997),
embora ndo esteja claramente definido o tipo de mediacdo imunolbgica que ocorre.
A predominancia de infiltrado de células mononucleares € uma caracteristica de
reacdo mediada por células em tecidos em geral (McCLUSKEY e BHAN, 1982) e em
casos de glomerulonefrites (FILLIT e ZABRISKIE, 1982). Essas células,
provavelmente, chegam ao intersticio renal por migracdo através da membrana
basal dos capilares, cujo endotélio ativado pela presenca de antigeno de leishmania,
comeca a expressar moléculas de adesao, como tem sido sugerido em GN em caes
com LV (COSTA, 2001).



Figura 01- Rim. Céo sintomético naturalmente infectado com Leishmania (L.)
chagasi. Presenca de cilindros hialinos e intenso infiltrado inflamatorio
mononuclear peritubular e perivascular. H-E. 10x.

Grafico 01- de infiltrado inflamatorio presente em caes sintomaticos e
assintomaticos naturalmente infectados com Leishmania (L.) chagasi (Mann
Whitney test, *p<0.0001).



Grafico C : . . giues cortical e
medular de cdes sintomaticos e assintomaticos naturalmente infectados com

Leishmania (L.) chagasi (Mann Whitney test, *p= 0.0012).

A apoptose estava presente em ambos 0s grupos, sendo mais frequiente nos
animais sintomaticos (Figura 1). Nos animais sintomaticos foram observadas 1783
células mesangiais, dessas 1414 (79,30%) encontrava-se em apoptose. Os animais
sintomaticos obtiveram um maior indice apoptético de 67,95%. Nos animais
assintomaticos do total de 1963 células analisadas, 1376 (70,10%) células
apresentavam pelo menos trés caracteristicas de apoptose.

Figura 02- Fim. Cao sintomatico. Presencga de apoptose em celulas glomerulares.
Formacao de corpos apoptdticos [ —» ) & Zeiosis { =) Hematoxilina Eosina. 40x.

CONCLUSAO
Alteracbes renais, resposta inflamatéria e apoptose ocorrem em caes com
Leishmaniose visceral. Nossos resultados sugerem que 0s animais sintomaticos



possuam maiores lesdes renais, uma resposta inflamatoria mais intensa quando
comparados aos animais assintomaticos.
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