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ANEXO

RESUMO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa grave que acomete o homem e
os animais. A doenca € causada pelo mesmo agente e se manifesta de modo semelhante
no homem, no cao e no modelo experimental de hamster. Neste estudo foi avaliado o
comprometimento dos tibulos e intersticio renal de 55 caes infectados naturalmente por
Leishmania (L.) chagasi, de cinco cdes controles ndo infectados e de 32 hamsteres
infectados experimentalmente e sacrificados aos 7, 15 e 90 dias pés-infec¢do. Amostras
de tecido renal foram colhidas e processadas para andlise histopatoldgica,
imunoistoquimica, morfométrica e estudo ultra-estrutural por microscopia eletronica de
transmissdo (ME). Em 11 cédes foram realizadas dosagens de creatinina no soro e
proteina e creatinina na urina. Seis animais revelaram proteintiria e destes, trés
apresentaram niveis elevados de creatinina no soro. A andlise morfométrica revelou que
o infiltrado inflamatério intersticial ocupava uma drea maior da regido cortical e da
regido medular nos animais infectados, comparados aos animais do grupo controle. Em
hamsteres, nefrite intersticial progressiva foi observada somente nos grupos de 15 e 90
dias pds-infec¢do. Antigeno de Leishmania foi detectado tanto em células fagociticas
quanto em células epiteliais tubulares de tecido renal de caes e de hamsteres e ocupava
uma 4drea maior nos cies sintomaticos do que nos controles. Células T CD4" e CD8*
estavam presentes em maior ndmero nos caes infectados do que nos cdes controles. A
drea ocupada por células T CD4" foi maior nos padrdes de glomerulonefrite
proliferativa mesangial e glomerulonefrite de alteracdes minimas, quando comparados
aos casos com glomeruloesclerose segmentar focal e grupo controle. Os resultados deste
estudo mostraram que lesdes tubulares e intersticiais sdo proprias da LV e que células T
participam do mecanismo da lesdo tibulo- intersticial na leishmaniose visceral canina.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, nefrite intersticial, cao, hamster.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is an infectious disease that committed human and animals.
The disease manifest of similar way in the human, in the dog and in the experimental
model of hamster. In this study was evaluated the alteration of tubules and renal
interstitium of 55 Leishmania (L.) chagasi-naturally infected dogs and five non-infected
dogs and 32 experimentally infected hamsters sacrificed to the 7, 15 and 90 days pos-
infection. Samples of renal tissue were processed to histopathological, morphometric
and ultraestructural study by transmission electronic microscope. In 11 dogs were
performed dosages of creatinine in the serum and protein and creatinine in the urine. Six
dogs revealed elevated protein and of this, three presented elevated creatinine in the
serum The morphometric analyses revealed that the interstitial inflammatory infiltrate
was higher in the cortical and medullar region in the infected animals compared to the
non-infected controls. In hamsters, progressive interstitial nephritis was observed only
in the groups of 15 and 90 days pos-infection. Leishmania antigen was present both
dogs and hamsters in phagocyte cells of the mononuclear interstitial infiltrate and in
tubular epithelial cells being higher in the symptomatic than asymptomatic dogs. The
infiltrate of CD4+ and CD8+ T cells was higher in the infected dogs than in non-
infected controls. The area with CD4+ T cells was higher in the groups with mesangial
proliferative glomerulonephritis and minor glomerular abnormalities, when compared to
the cases of focal segmental glomerulosclerosis and control group. These results
showed that tubular and interstitial lesions are proper of the VL and T cells participate
of the mechanism of tubular and interstitial injuries in canine visceral leishmaniasis.

Key-words: Visceral leishmaniasis, interstitial nephritis, dog, hamster.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa grave que acomete o
homem e os animais, caracterizada por alteracdes mais acentuadas nos o6rgdos do
sistema fagocitico mononuclear (SFM), onde a presenca do parasito é abundante
(MARZOCHTI et al., 1981).

A enfermidade € causada no Brasil pelo protozodrio Leishmania (Leishmania)
chagasi, parasito da familia Trypanossomatidae pertencente ao complexo Leishmania
donovani MARZOCHI et al., 1981).

Durante o ciclo biolégico, as leishmanias apresentam-se sob duas formas
morfologicamente distintas. No hospedeiro vertebrado, no interior de macréfagos,
encontram-se as formas amastigotas, medindo de 2 a 5 um, arredondadas e sem
flagelos. No tubo digestivo do inseto vetor, transformam-se em promastigotas,
alongadas e flageladas, que evoluem para formas promastigotas metaciclicas, altamente

infectantes (SACKS, 1989; WALTERS, 1993).

A transmissdo do parasito ocorre durante o repasto sanguineo do vetor
infectado, que inocula promastigotas no hospedeiro. Essas formas sdo fagocitadas por
macrofagos, transformam-se em amastigotas e proliferam-se, principalmente, nos
orgdos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), para desencadear as
alteracdes de natureza imunoldgica, fisiopatoldgica, clinica e andtomo-patolégica no
hospedeiro (PEARSON, 1993). Os principais vetores da enfermidade sdo mosquitos
flebotominios, pertencentes aos géneros: Phlebotomus, no velho mundo e Lutzomyia, no
novo mundo. No Brasil, a espécie incriminada na transmissao € a Lutzomyia longipalpis
(LANZARO e WARBURG, 1995).

A leishmaniose visceral tem distribuicio mundial sendo causada pela
Leishmania (L.) donovani na India e no leste da Africa, Leishmania (L.) infantum na
China, Asia Central e nos paises mediterrineos da Europa e Africa, e Leishmania (L.)
chagasi na América Latina (LAINSON e SHAW, 1987; BERMAN, 1997; LAINSON e
SHAW, 1992).

Desde 1908, quando relataram pela primeira vez na Tunisia a presenca de

formas amastigotas em canideos domésticos (NICOLLE e COMTE, 1908) e no Brasil



(DEANE e DEANE, 1955), quando foi observado intenso parasitismo cutineo em caes
e raposas do Ceard, os caes t€m sido considerados como os principais reservatorios no
ciclo doméstico da LV (SILVA et al., 2005). O vetor infectado dissemina a enfermidade
para o homem e outros animais (LAINSON e SHAW, 1987) (Figural).

FONTE: THADEIL C. L., 2007.

Figura 1. Ciclo epidemiolégico da leishmaniose visceral.

A LV ¢é considerada endémica em 88 paises, 72 em desenvolvimento e 13
desenvolvidos; 65 desses paises sdo acometidos especificamente pela LV, com a
maioria dos casos (90%) presentes em dreas pobres e suburbanas (WHO, 1998;
DESJEUX, 2004), associados ou ndo a problemas sécio-econdmicos € sanitirios. A
enfermidade estd presente na Europa, Oriente Médio, Africa e Américas Central e do
Sul (CARLTON e MCGAVIN, 1998) e algumas regides dos Estados Unidos
(PAPADOPOULOU et al., 2005). E endémica em vérios estados do Brasil, com
destaque no Nordeste (MONTEIRO et al., 1994; ALVES e FAUSTINO, 2004), nos
estados do Ceard, Bahia, Maranhdo, Piaui, Rio Grande do Norte e Minas Gerais no
Sudeste (FILHO et al., 2003). A LV comporta-se como uma zooantroponose peri-

urbana e rural e no ambiente silvestre, as raposas, canideos, roedores e marsupiais,



mantém a forma enzodtica silvestre, na auséncia do homem (MARZOCHI et al., 1981).
A letalidade estd proxima a 95 % nos casos ndo tratados. No Brasil, a incidéncia da
doenca no homem € de 3.700 casos / ano. No estado do Piaui foram registrados 123
6bitos de janeiro a julho de 2004 (ALVES e FAUSTINO, 2004) e a positividade média
no cdo ¢ de 14,88% (FMS, 2006).

Dentre os fatores predisponentes na manifestacdo da doenga, a ma nutri¢ao, é
freqiientemente observada, o que contribui muito para a depressdao da resposta imune
celular e a viruléncia do parasito no hospedeiro (BADARO, 1986; PEARSON e
SOUSA, 1996). No Nordeste, a pobreza e a subnutricao sdao fatores que se destacam na
populacdo humana, apresentando reflexos na populacdo canina (ALVES e FAUSTINO,
2004).

As leishmanioses vém constituindo-se atualmente, em um crescente € importante
problema de satde publica, devido a sua prevaléncia elevada, associada a expansdo para
novas dareas; a resisténcia dos vetores aos inseticidas utilizados; as altas taxas de
mortalidade e a sua repercussdo sécio-econdmica. A ocorréncia da doenca em novas
areas geograficas e sua urbanizagdo, observadas em algumas capitais da regido sudeste
do Brasil, como Minas Gerais, Rio de Janeiro e, mais recentemente, Sdo Paulo; bem
como na regido Nordeste, em cidades como Teresina, Fortaleza, Sdo Luis e Natal, tém
causado grande preocupacio (BRANDAO-FILHO e SHAW, 1994). No Estado de Sdo
Paulo, no periodo de 1998 a 2000 foram registrados 23 casos da doenca no homem no
municipio de Aragatuba e dois em Birigui (REICHMANN, 2006). Por sua repercussao
social, a LV foi incluida entre as seis doencas negligenciadas, tropicais e endémicas

mais importantes (WHO, 1998).

A Fundagdo Nacional de Satide (FNS) adota no Brasil, como medida de controle
da doenca em &reas endémicas, a eliminacdo de caes soropositivos; a aplicacdo de
inseticidas no combate ao vetor, e o tratamento da doenca no homem. Essa estratégia
tem apresentado controvérsias pelos resultados obtidos, principalmente quando
relacionados ao cdo. Um dos aspectos do insucesso no controle sdo os critérios na
selecdo de cdes a serem eliminados, baseados em testes com baixa sensibilidade e
especificidade, acarretando nimeros subestimados e permitindo a manutencdo de

animais infectados em 4areas endémicas (SILVA et al., 2005).



A doenca € causada pelo mesmo agente e se manifesta de modo semelhante no
homem, no cao (KEENAN et al., 1984; DUARTE, 2000) e no modelo experimental de
hamster (CARLYLE, 2000; MATHIAS et al, 2001).

No cdo, a infeccdo pode ser assintomdtica com auséncia de sinais;
oligossintomatica, com sinais inespecificos (adenopatia, perda de peso e esplenomegalia
leve) (POZIO et al., 1981); ou sintomadtica, caracterizada por hipergamaglobulinemia,
hipoalbuminemia, hiporexia, perda de peso, linfadenopatia local ou generalizada,
onicogrifose, lesdes cutaneas e oculares (ceratoconjuntivite, tlcera de cérnea, hifema e
conjuntivite), epistaxe, claudicacdo, anemia, insuficiéncia renal, diarréia (FERRER,
1999), descamacao furfurdcea da pele, febre, apatia, edema de extremidades, paralisia
dos membros posteriores (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997) e comprometimento
generalizado (POZIO et al., 1981).

A LV ¢ considerada uma doenca imunomediada, devido a formacdo de altos
niveis de anticorpos e imunocomplexos circulantes que se depositam em varios 6rgaos,
causando vasculite, uveite, glomerulonefrite e artrite. (ALVES e FAUSTINO, 2004). O
hamster experimentalmente infectado manifesta sinais clinicos, na sua forma cléssica,
semelhantes aos observados no cdo, apresentado hipergamaglobulinemia,
hipoalbuminemia, adenopatia, esplenomegalia e hepatomegalia. Dentre os achados
macroscopicos da LV é observada, emaciacdo intensa, linfonodos, baco e figado
aumentados e em alguns casos, palidez das mucosas e superficies serosas e ulceras

intestinais (CARLYLE, 2000).

A infeccdo leishmanidtica canina pode permanecer latente por certo periodo,
com raros casos de cura espontanea, ao contrario do que se observa nos casos em
animais sintométicos, com quadro agudo e grave, levando a morte dentro de semanas

(ETTINGER et al., 1997; BRASIL, 2004).

A imunossupressao, causada pela infec¢ao, ao acometer as espécies susceptiveis
faz com que o parasito se distribua, também, para érgaos que ndo pertencem ao sistema
fagocitico mononuclear (SFM) (NICKOL e BONVENTRE, 1985). Nos rins, apesar de
ser rara a presenca de parasitos, as lesdes sdo freqiientes tanto no homem (ANDRADE e

IABUKI, 1972; DUARTE et al.,, 1983; DUTRA et al.,, 1985) quanto no cao



(BENDERITTER et al., 1988; MACIANTI et al., 1989; POLI et al., 1991) e no modelo
experimental de hamster (MATHIAS et al.,, 2001), levando a nefrite intersticial e
glomerulonefrite, principalmente, do tipo proliferativa; lesdes que podem desencadear
proteiniria, hematiria e aumento dos niveis de uréia e creatinina (ETTINGER, 1997;
COSTA et al., 2003).

A nefrite intersticial é uma alteragao importante (OLSEN et al., 1986), pois
parece existir uma correlacdo maior entre o comprometimento da fungdo renal e as
alteracOes tubulo-intersticiais, do que com as lesdes glomerulares (BOHLE et al., 1987).
Corresponde a uma reagdo inflamatéria do intersticio e tibulos renais, caracterizada por
infiltracdo de células exdgenas mononucleares, degeneracdo e necrose do epitélio
tubular e, dependendo da gravidade e duracdo da injdria, a lesdo pode progredir para
uma nefrite intersticial cronica (NIC), caracterizada por uma significativa fibrose
intersticial, auséncia e dilatacdo de tubulos (CARLYLE, 2000). Contudo, no caso
particular da leishmaniose visceral, a interferéncia de outros fatores ndo deixa claro se a
lesdo tubulo-intersticial que se instala no homem e em animais infectados é especifica
da LV, pois, no decorrer da vida, a exposi¢cao dos rins a drogas (LINTON et al., 1980) e
outras enfermidades (TISHER e BRENNER, 1994; KOOTSTRA et al.,, 1998) que
fogem ao controle em casos de infeccao natural por Leishmania (L.) chagasi, é causa
freqliente de lesdes renais que podem ocorrer concomitantemente a nefrite intersticial

devidaa LV.

Muitas pesquisas mostram que a maioria das doencas renais sao
imunologicamente mediadas (McCLUSKEY e BHAN, 1982). Apesar disso o tipo de
mediacdo imunoldgica, seja por ativacdo da resposta imune humoral (WEISINGER et
al., 1978), seja por ativagao da resposta imune celular (FILLIT e ZABRISKIE, 1982;
van ALDERWEGEN et al., 1997) ou pela participagao de macréfagos (VILA FRANCA
et al., 1994) e apoptose de células renais (BAKER et al., 1994; SHIMIZU et al., 1996),
ainda ndo é bem conhecida. Como na imunidade humoral o mecanismo imune celular

pode causar injuria local de tecidos (FILLIT e ZABRISKIE, 1982).

Pesquisas recentes sobre os mecanismos patogénicos das nefropatias revelam a
participacdo de células T na patogénese da doenga renal (KELLY, 1997; COSTA et al.,
2001). O emprego de anticorpos monoclonais especificos tem possibilitado a

identificacdo de populacdes de células T CD4* e T CD8" no tecido renal (BOUCHER et



al., 1986). Estas células sdo necessérias para a indu¢do da resposta humoral e a0 mesmo
tempo sdo necessdrias para a defesa e eliminacdo de patogenos extracelulares e

intracelulares (ABBAS et al., 1997).

Apesar de alguns estudos sobre nefropatias, ainda ndo ha uma defini¢ao clara
dos aspectos morfoldgicos e dos elementos que participam do mecanismo de lesdo renal
na leishmaniose visceral canina (COSTA et al., 2001), especificamente na nefrite
intersticial. Desse modo o estudo da nefrite intersticial em cdes naturalmente infectados
e em hamster infectados experimentalmente pela Leishmania (L.) chagasi, pode trazer
contribuicdes importantes sobre os aspectos imunopatogénicos da nefropatia da LV
canina e em modelo experimental que, num futuro, poderdo ser validados para o

homem, tendo em vista a semelhanc¢a do problema no homem e no cio.

Este estudo teve como objetivo analisar as alteracdes tubulo-intersticiais e
investigar a patogéneses da nefrite intersticial em caes infectados naturalmente e em
hamsteres infectados experimentalmente por Leishmania (L.) chagasi, de modo a
classificar as lesdes, identificar populacdes celulares, a dindmica da evolucdo das
alteracoes e seus reflexos sobre a funcao renal.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: resumo geral, seguido de
abstract, uma introducdo abrangendo revisdo de literatura e objetivos; dois capitulos
contendo artigos completos; um intitulado “Lesoes Renais Tubulo- Intersticiais na
Leishmaniose Visceral”, e outro com o titulo ‘“Patogenia da Nefrite Intersticial na
Leishmaniose Visceral”’, encaminhados para publicacdo na revista Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterindria e Zootecnia, estruturados de acordo com as normas da revista;

consideragdes finais e referéncias bibliograficas gerais.
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RESUMO

A Leishmaniose visceral (LV) é causada no Brasil pelo protozodrio Leishmania
(Leishmania) chagasi. O parasito acomete principalmente 6rgaos ricos em células do
sistema fagocitico mononuclear, mas outros 6rgaos também podem ser comprometidos,
dentre eles, os rins. Neste estudo foi avaliado o comprometimento tubular e intersticial
renal de 55 cdes infectados naturalmente por Leishmania (L.) chagasi, de cinco caes
controles ndo infectados e de 32 hamsteres infectados experimentalmente e sacrificados
aos 7, 15 e 90 dias pds-infeccdo. Amostras de tecido renal foram colhidas e processadas
para andlise histopatologica, andlise morfométrica e estudo ultra-estrutural por
microscopia eletronica de transmissdao. Em 11 cdes foram realizadas dosagens de
creatinina no soro e proteina e creatinina na urina. Nefrite intersticial foi observada em
45 e lesoes tubulares em 51 cies, em intensidade variando de minima a severa. A
andlise morfométrica revelou que o infiltrado inflamatdrio intersticial ocupava uma area
maior nas regides cortical e medular nos animais infectados, comparados aos animais do
grupo controle. A drea de infiltrado inflamatério foi maior nos cdes com
glomerulonefrite membranoproliferativa e glomerulonefrite de alteracdes minimas. Em
hamster, nefrite intersticial progressiva foi observada somente nos grupos de 15 e 90
dias pés-infeccdo. Dos 11 c@es em que foram realizadas prova de fungdo renal, seis
revelaram proteintria e destes, trés apresentaram niveis elevados de creatinina no soro.
Os resultados deste estudo mostraram que lesdes tubulares e intersticiais renais sao
proprias da leishmaniose visceral, progridem com o tempo de infeccio e podem
provocar perda da funcao renal.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, nefrite intersticial, cao, hamster.
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ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (LV) is a disease caused by Leishmania (Leishmania) chagasi
which affect, mainly, organs of the mononuclear phagocyte system, but other organs
can also be compromised, including the kidneys. In this study was evaluated the
alteration of tubules and renal interstitium of 55 naturally infected dogs by Leishmania
(L.) chagasi and five non-infected dogs and 32 experimentally infected hamsters,
sacrificed to the 7, 15 and 90 days pos-infection. Samples of renal tissue were processed
to histopathologic, morphometric and ultraestructural study by transmission electronic
microscope. In 11 dogs were performed dosages of creatinine in the serum and protein
and creatinine in the urine. Interstitial nephritis was observed in 45 and tubular injuries
in 51 dogs of minimum to severe intensity. The morphometric analyses revealed that the
interstitial inflammatory infiltrate was higher in the cortical and medullar region in the
infected animals compared to the non-infected controls. The area of interstitial
inflammatory infiltratrate was higher in the dogs with membranoproliferative
glomerulonephritis and minor glomerular abnormalities. In hamsters, progressive
interstitial nephritis was observed only in the groups of 15 and 90 days pos-infection.
Prove of renal function revealed protein in the urine in six dogs and of these three
present elevated levels of creatinine in the serum. The results of this study showed that
tubular and interstitial injuries are proper of the visceral leishmaniasis, progress with the
time of infection and can cause loss of the renal function.

Keywords: Visceral leishmaniasis, interstitial nephritis, dog, hamster.

INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca causada no Brasil pelo protozodario
Leishmania (Leishmania) chagasi (Lainson e Shaw, 1987). Ap6s a infeccao inicial o
parasito dissemina-se pelo organismo, comprometendo, principalmente, 6rgdos do
sistema fagocitico mononuclear (SFM), onde a presenca do parasito é abundante
(Marzochi et al., 1981), mas outros 6rgdos também sdo comprometidos, embora a
presenca do parasito seja escassa (Duarte, 2000).

Na nefropatia da LV, apesar da rara presenca de parasitos nos rins, as lesdes sao
freqiientes tanto no homem (Andrade e labuki, 1972; Duarte et al., 1983; Dutra et al.,
1985) quanto no cao (Benderitter et al., 1988; Macianti et al., 1989; Poli et al., 1991;
Costa et al., 2003) e no modelo experimental de hamster (Mathias et al., 2001). O
comprometimento renal pode levar a proteinuria, hematiria e ao aumento dos niveis de

uréia e creatinina (Ettinger, 1997).
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Apesar das evidéncias do comprometimento renal na LV e dos conhecimentos
até entdo acumulados sobre as nefropatias, pouco sabemos a respeito das alteracdes
renais tdbulo-intersticiais, em seus aspectos histopatolégicos, morfométricos e ultra-
estruturais (Caravaca et al., 1991).

A nefrite intersticial, do ponto de vista fisiopatolégico, é uma alteracdo
importante (Olsen et al., 1986), pois parece existir uma maior correlagdo entre o
comprometimento da funcdo renal e as alteracdes tibulo-intersticiais, do que entre o
comprometimento da fung@o renal e as lesdes glomerulares (Bohle et al., 1987).
Contudo, no caso particular da leishmaniose visceral, a interferéncia de outros fatores
ndo deixa claro se a lesdo tubulo-intersticial é especifica da enfermidade, pois, no
decorrer da vida do homem e dos animais, a exposi¢ao dos rins a drogas (Linton et al.,
1980) e outras enfermidades (Tisher e Brenner, 1994; Kootstra et al., 1998), que fogem
ao controle em casos de infec¢do natural por Leishmania (L.) chagasi, € causa freqiiente
de lesdes renais, que podem ocorrer concomitantemente a nefrite intersticial devida a
LV.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as alteracdes tibulo-intersticiais
do rim de cdes naturalmente infectados e de hamsteres experimentalmente infectados
pela Leishmania (L.) chagasi, de modo a classificar as lesdes, avaliar sua extensdo, seus

reflexos sobre a funcao renal e a dindmica da evolugdo das alteracgoes.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foi analisado tecido renal de 60 caes, dos quais 55
apresentavam-se naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi e cinco controles
ndo infectados. Os animais eram todos adultos, machos ou fémeas, de idades e racas
diferentes, e muitos sem raga definida, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
do municipio de Teresina no estado do Piaui e selecionados de uma populacdo estimada
em 61.536 cdes em 1998 (Fundagdo Municipal de Satde, 1998), quando esse material
foi colhido para realizagdo de estudo sobre nefropatia da leishmaniose visceral canina,
com enfoque sobre glomerulonefrite (Costa et al., 2003).

Foram analisados também tecidos renal de hamsteres (Mesocricetus auratus),
infectados por inoculagdo intraperitonial com 2 x 10" amastigotas de Leishmania (L.)

chagasi, amostra MHOM/BR/72/cepa 46 e sacrificados aos 7, 15 e 90 dias p0s-
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infec¢do. Os grupos foram compostos, respectivamente, por oito, seis € oito animais,
com idades entre 45 e 60 dias, mantidos no biotério do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui (CCA/UFPI).

O diagnéstico de leishmaniose visceral canina (LVC) foi confirmado pela
deteccao de anticorpos anti-Leishmania no soro, por teste de imunofluorescéncia
indireta (Collins, 1995) e ELISA (Evans et al., 1990) e exame parasitolégico em
esfregaco de pele, bagco e linfonodo popliteo e cultura de material da medula éssea
esternal, baco e linfonodo popliteo (Evans et al., 1990; Berman, 1997). De dois animais,
foram isoladas leishmanias e enviadas ao Instituto Evandro Chagas de Belém do Para
para caracterizagdo do parasito, por meio de anticorpos monoclonais. Em hamsteres, o
diagnéstico de LV foi determinado pela presenca de amastigotas em esfregacos de baco
e figado corados por Giemsa.

Foram realizadas dosagens bioquimicas no soro utilizando kits do LABTEST
(Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil). A concentragdo de proteina na
urina foi avaliada pelo método de Bradford modificado (Bradford, 1976) e com o uso do
“kit” LABTEST (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) foram avaliadas
as concentragdes de creatinina (catdlogo N°35) e colesterol (catdlogo N°60) no sangue e
creatinina na urina (catdlogo N°35).

Os fragmentos de rins foram fixados em Duboscq-Brasil por 60 minutos e
posteriormente conservados em formol a 10% tamponado com fosfato 0,01M pH 7.4
(formol tamponado) e posteriormente processados segundo técnicas de rotina e os cortes
corados com hematoxilina-eosina (H-E), dcido periédico de Schiff (PAS), tricromico de
Masson (TM), 4cido periddico prata metanamine (PAMS) e vermelho-congo (VC).

Cortes de rim de cdes de aproximadamente 3 a 4 um de espessura, corados com
H-E, foram submetidos a andlise morfométrica utilizando analisador de imagem
computadorizado Leica Qwin D-1000, versdao 4.1 (Cambridge, UK) do Setor de
Patologia animal / BIOLAI, do CCA/UFPI. Foram capturados de 20 a 127 campos por
corte de tecido renal de cada animal, tanto da regido cortical quanto da regido medular.
Desse total, foram selecionados, aleatoriamente, de 20 a 50 campos por fragmento de
tecido renal e por animal, para andlise morfométrica do infiltrado inflamatério
intersticial em cdes controles ndo infectados e cdes com padroes diversos de

glomerulonefrite, previamente diagnosticadas e descritas por Costa et al. (2003):
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glomerulonefrite de alteracdes minimas (GNAM), glomeruloesclerose segmentar focal
(GESF), glomerulonefrite proliferativa mesangial (GNPM) e glomerulonefrite
membranoproliferativa (GNMP). Nos campos selecionados foram mensuradas as dreas
correspondentes a presencga de células inflamatérias em comparagdo a drea total de cada
campo, previamente definida pelo programa de anélise de imagem.

Tecido renal de cdes e de hamsteres foram submetidos, também, a técnica de
imunoistoquimica, utilizando anticorpo policlonal de camundongo anti-Leishmania (L.)
amazonensis e o sistema de amplificacdo “Catalyzed Signal Amplification (CSA),
system” e “EnVision, peroxidase” (Dako Corporation, coédigo K4000, Carpinteria,
USA). A revelagdo foi feita com 0.3 mg/ml 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) em PBS e a contracoloracdo com hematoxilina de Harrys.

Na avaliacdo histopatolégica, ao microscopio Optico, foram analisadas as
alteracOes renais tubulo-intersticiais de cdes infectados naturalmente pela Leishmania
(L.) chagasi e controles, de forma semi-quantitativa, de acordo com a localizagdo,
distribuicao e intensidade das lesdes, numa escala de 0 a 5, onde 0 = normal, 1 =
minima ou duvidosa; 2 = média; 3 = moderada; 4 = moderadamente severa; 5 = severa
(Tisher e Brenner, 1994).

Tecido renal de cdo foi fixado em glutaraldeido a 2% em tampao fosfato a 0,1
M, pH 7.4, posteriormente pos-fixados em tetroxido de 6smio a 1%, lavados em solugdo
salina e incubados “overnight” em solucdo aquosa de acetato de uranila a 0,5%. As
amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de acetona e embebidas em
araldite 502 (Polysciences, Warrington, PA). Os cortes ultrafinos foram corados com
citrato e acetato de uranila para andlise em microscépio eletronico de transmissdao
(Modelo E.M. 201, Philips).

Os resultados quantitativos e semi-quantitativos foram analisados no programa
estatistico Sigma Stat, por testes ndo-paramétricos: a) método de Kruskal-Wallis para
andlise de variancia; b) método de Mann-Whitney para comparacio entre dois grupos.
Havendo diferenca significante, aplicava-se o teste de Dunn, para comparagao multipla

de grupos. Adotou-se o nivel de significancia de p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 55 animais positivos para LVC, 33 apresentaram manifesta¢des clinicas e
revelaram dentre elas, lesdes cutaneas (alopecia, eczemas furfurdceos, escabioses,
ulceras), conjuntivite, onicogrifose; outros oligossintomdticos apresentaram somente
aumento dos linfonodos popliteos, emagrecimento, apatia, febre e alguns
assintomaéticos, de acordo com a classifica¢do de Pozio et al. (1981).

Anticorpos anti-Leishmania foram detectados em todos os cdes, exceto no
grupo controle, e o titulo variou de 1:40 a 1:1280. A titulacdo de anticorpos nado
apresentou relacdo com as manifestacdes clinicas da enfermidade, pois animais com
baixa titulagdo apresentavam sintomas evidentes da doenga e animais com alta titulacao
apresentavam poucos sintomas ou eram assintomdticos. A presenca de Leishmania foi
observada em esfregacos de linfonodos popliteos ou medula dssea esternal de cdes com
sorologia positiva para LV e em esfregacos de bago e figado de hamsteres. Nos animais
controles, nao foram detectados leishmanias. De dois cdes, leishmanias foram
recuperadas, cultivadas e caracterizadas como Leishmania (L.) chagasi, pelo Instituto
Evandro Chagas de Belém do Para.

Nos 11 animais nos quais foram avaliados a fungdo renal, seis (54,5%)
revelaram proteindria elevada (taxa de proteina: creatinina > 1,0); trés mostraram
creatinina no soro elevada (creatinina > 1,0 g/dl) e, em somente dois casos, foram
observadas taxas elevadas de colesterol (colesterol > 210,0 g/dl). Esses resultados foram
encontrados por Costa et al. (2003) que utilizou os mesmos caes que fizeram parte deste
estudo sobre nefrite intersticial. Nos casos com proteintria, creatinemia e
hipercolesterolemia, nefrite intersticial e alteracdes tubulares, também, estavam
presentes. Na auséncia de nefrite intersticial e alteracdes tubulares, mesmo com
presenca de glomerulonefrite, ndo havia alteracOes da funcao renal, conforme revelado
pelas provas de func@o renal. A literatura registra que em injdrias do tecido renal, é
observada uma maior relagdo entre as alteracdes tubulo-intersticiais e a presenga de
insuficiéncia renal do que entre a severidade da lesdo glomerular € 0 comprometimento
da funcdo excretora do rim (Bohle et al., 1987). No presente estudo esta relacdo foi
observada. Os casos controles ndo infectados ndo apresentaram alteracdes nos

parametros bioquimicos analisados.
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Dentre as lesdes tubulo-intersticiais observadas no estudo histopatolégico, dos
60 animais, somente dois (3,3%) ndo apresentaram alteragdes. 45 (75,0 %) casos
apresentaram nefrite intersticial e 51 (85 %) apresentaram alteracdes tubulares. Lesdes
simultaneas de nefrite intersticial e lesdes tubulares foram observadas em 49 (81,7%)
animais. As alteragdes nos casos controles limitaram-se a um infiltrado de células
inflamatérias intersticiais de intensidade minima. As lesdes observadas nos caes
infectados, variaram de intensidade minima a severa e consistiram de congestdo e
reacdo inflamatdria intersticial com presenca, predominante, de células mononucleares,
caracterizadas como macrofagos, linfécitos e, mais raramente, células plasmaticas; eram
de distribuicdo focal nas regides cortical, cértico-medular e medular. As lesdes

localizavam-se abaixo da cdpsula renal, nas regides peritubular, intertubular,

periglomerular e perivascular (Fig.1).

Figura 1. Rim. Cao infectado naturalmente pela Leishmania (L.) chagasi. Infiltrado
inflamatorio intersticial de células mononucleares, intertubular, de intensidade severa
(seta). H-E. 140 x.

Células polimorfonucleares foram observadas em quantidade minima. Somente

em dois casos o infiltrado inflamatério mononuclear era severo e apresentava-se com



20

distribuicao difusa. Na maioria dos casos, os focos inflamatérios apresentavam-se
intercalados por regides de fibrose intertubular e perivascular na regido cortical (Fig.2) e

raros casos de calcificacio dos tibulos coletores na regido medular.
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