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RESUMO

A leishmaniose visceral é uma doenca crbnica grave, causada pelo parasito
Leishmania (Leishmania) chagasi. Esclarecer as alteragdes provocadas pela doenca
é fundamental para que se adotem condutas clinicas e de tratamento adequadas.
Com o objetivo de analisar a infeccdo experimental em hamsters da linhagem
golden, Mesocricetus auratus, infectados com tecido medular de pacientes com
leishmaniose visceral no Estado de Mato Grosso do Sul, foram realizados estudos
parasitolégicos, histologicos e de imunomarcacéo. Foram verificadas a distribui¢céo
do parasitismo e as alteracdes histolégicas no baco, figado, rim, pulm&o, coracao e
encéfalo desses animais. Foram utilizados 18 hamsters experimentalmente
inoculados via intra-peritoneal, e seis animais sadios como controles negativos. Os
animais foram mantidos em biotério de experimentacdo e observados em busca de
alteracdes clinicas. Com fragmentos de cada 6rgdo, procedeu-se a realizacdo de
laminas por aposi¢do para pesquisa de amastigotas, e processamento para andlise
histol6gica com coloracdo de hematoxilina e eosina (HE). Nos érgdos com resultado
negativo na pesquisa direta do parasito, e em todas as amostras de encéfalo, foi
realizada a técnica de imunohistoquimica. A pesquisa direta de amastigotas foi
positiva no baco e figado de todos os animais infectados, 33,3% apresentaram o
parasito em rim e pulméo, e 16,7% no corac¢do. Quando realizada a pesquisa em
encéfalo, formas parasitarias foram observadas em 83,3% (15/18) dos animais. A
imunomarcacdo confirmou os resultados da pesquisa direta, exceto em duas
amostras de tecido pulmonar. Nas amostras de encéfalo, a imunomarcacao
apresentou resultado negativo. Na analise histolégica de baco foram observadas
presenca de amastigotas, desorganizacdo da polpa branca, reducdo do namero e
tamanho de nédulos linfaticos, espessamento capsular, plasmocitose, Mott cells,
reacao granulomatosa e hemossiderina. No figado, além de amastigotas, observou-
se infiltrado inflamatério peri-portal e reacdo granulomatosa. As alteragdes renais
presentes foram proliferacdo de células mesangiais, degeneracéo hidropica, granular
hialina, e nucleos em picnose. No pulméo, além da presenca do parasito, os
achados histopatolégicos incluiram espessamento septal e pleural e reacdo
granulomatosa. Edema miocardico, infiltrado inflamatério discreto e degeneracédo de
fiboras miocéardicas foram observados no coracdo. Embora formas amastigotas
tenham sido encontradas no encéfalo, a histopatologia e a imunohistoquimica ndo
demonstraram a sua presenca no tecido nervoso. Alteracdes teciduais incluem
hemorragia, gliose, infiltrados inflamatérios em plexo coroide e meninges, e
degeneracdo neuronal. Foi possivel constatar que, mesmo sem a Vvisualizacao
tecidual do agente etioldgico, a doenca determinou alteracdes histoldégicas em todos
0s 6rgdos examinados. Sao necessarios mais estudos para esclarecer o real papel
do parasito no sistema nervoso central.

Palavras—chave: Leishmaniose visceral, histopatologia, imunohistoquimica, encéfalo,
hamster



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a chronic severe disease, caused by Leishmania
(Leishmania) chagasi. Enlightening the alterations provoked by the disease is
relevant so that suitable clinical and treatment procedures may be adopted.
Parasitological, histological and immunohistochemical studies have been performed
with the objective of analyzing golden hamsters Mesocricetus auratus infected with
medullar tissues from visceral leishmaniasis sufferers in Mato Grosso do Sul State.
The parasitism distribution and the histological alterations in the spleen, liver, kidney,
lungs, heart and brain of the animals have been analyzed. Eighteen hamsters were
inoculated intraperitoneally, and six healthy animals were used as negative controls.
The animals were kept in the animal house and observed for clinical alterations.
Fragments of each organ have been imprinted for amastigotes; and Hematoxilin and
Eosin (HE) staining was used for histological analysis. Immunohistochemical
technigue was performed in all encephalic samples and in the organs presenting a
negative result in the direct search for the parasite. Direct search of amastigotes was
positive in spleen and liver of all infected animals; 33,3% presented the parasite in
kidney and lungs, and 16,7% in the heart. Parasitic forms were observed in 83,3%
(15/18) of the brains. Immunohistochemistry confirmed the results of direct research,
except in two samples of lung tissue. Immunohistochemistry was negative for
encephalic samples. Histological analysis of the spleen presented amastigotes,
disorganization of white pulp, decrease in humber and size of lymphatic nodules,
capsular thickening, plasmacytosis, Mott cells, granulomatous reaction and
hemosiderin. In the liver, besides amastigotes, portal tract inflammatory infiltrate and
granulomatous reaction were observed. Kidney alterations were proliferation of
mesangial cells, hydropic and granular hyalin degeneration, and pyknotic nuclei. In
the lung, besides the parasite, the histopathological findings included septal and
pleural thickening and granulomatous reaction. Myocardial edema, discreet
inflammatory infiltrate and degeneration of myocardial fibers have been seen in the
heart. Although amastigotes have been found in the brain, histopathological and
Immunohistochemical analyses did not report them in the nervous tissue. Tissue
alterations included bleeding, gliosis, inflammatory infiltrates in the choroid plexus
and meninges, and neuronal degeneration. Even without the tissue visualization of
the etiological agent, it was possible to note that the disease determined histological
alterations in all organs examined. Further studies are necessary to enlighten the
actual role of the parasite in the central nervous system.

Key-words: visceral Leishmaniasis, histopathology, immunohistochemistry, brain,
hamster.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada pelo parasito
Leishmania (Leishmania) chagasi. Pode apresentar manifestagfes clinicas graves e
por isso requer diagnostico rapido e preciso, bem como tratamento adequado, pois
pode levar o individuo ao 6bito.

Atualmente no Brasil o calazar ocorre em 21 Estados. Em Mato Grosso do
Sul, foram notificados e confirmados 1.681 casos da doenca no periodo de 2001 a
setembro de 2008.

Esclarecer as alteracdes provocadas pela doenca é fundamental para que se
adotem condutas profilaticas e de tratamento adequadas. Como algumas pesquisas
tém sua realizacao inviabilizada em humanos, o método de escolha é a utilizacéo de
modelo experimental e, no caso da LV, o estudo in vivo tem sido efetuado com
sucesso em hamster da linhagem golden (Mesocricetus auratus).

Considerando a gravidade e o incremento de casos da doenga em diversas
regides do mundo, principalmente no Brasil e em Mato Grosso do Sul, o presente
trabalho teve por objetivo observar a distribuicdo do parasitismo e as alteracfes
histol6gicas em diferentes 6rgdos do animal de experimentacado, infectado com
tecido medular de pacientes portadores de LV. Dessa forma, alguns aspectos da
doenca serdo investigados, contribuindo para melhor conduta diagnéstica e

terapéutica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses constituem um complexo de doencgas causadas por
protozoarios flagelados do reino Protista, Haeckel, 1866, filo Sarcomastigophora,
Honigberg e Balamuth 1963, ordem Kinetoplastida, Honigberg 1963, emend.
Vickerman, 1976, familia Trypanosomatidae, Doflein 1901, emend. Grobben, 1905,
género Leishmania Ross, 1903 (LAINSON, 1987). Apresentam-se sob duas formas
clinicas principais: a leishmaniose tegumentar americana (LTA) e a leishmaniose
visceral ou calazar (LV).

Sao parasitoses distribuidas por todos o0s continentes e, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que 12 milhdes de pessoas encontram-se
infectadas; 350 milhdes vivem em areas de risco e aproximadamente 2 milhdes de
casos sao registrados a cada ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

A LTA é considerada uma zoonose primaria de mamiferos silvestres
(roedores, marsupiais, edentados e primatas). Possui padrées epidemioldgicos
caracteristicos: o silvestre, o ocupacional de lazer e o rural e peri urbano em areas
de colonizacdo antiga. O homem adquire a infecgcdo ao entrar em contato com as
areas florestais onde existem as enzootias pelas diferentes espécies de Leishmania.
Ocorre em ambos 0s sexos, com 74% dos casos no sexo masculino, e em todas as
faixas etarias, com predominio em maiores de 10 anos (BASANO; CAMARGO,
2004; BRASIL, 2007).

Trata-se de uma doenca ndo contagiosa, de evolucdo crbnica, que acomete
as estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaringe, de forma localizada ou difusa,
dependendo da espécie. E causada por varias espécies de Leishmania, sendo as
mais importantes: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, Leishmania
(Leishmania) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi e L. (V.)
lindenbergi, responsaveis por manifestagdes cutaneas, mucosas, disseminadas, e
ainda pela forma difusa da doenca (BASANO; CAMARGO, 2004; LAINSON; SHAW,
1973; SILVEIRA et al., 2002).

llustracdes dessa parasitose, encontradas no primeiro século d.C. na Asia

central e nas Américas, e em faces humanas desfiguradas presentes nas ceramicas
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do Peru e Equador durante o periodo de 400-900 dC, demonstram que essa doenca
acompanha o homem desde a antiguidade (LAINSON, 1987).

Atualmente no Brasil a LTA tem assegurada a sua distribuicdo em todo o
territdrio nacional, com registros da enfermidade em todos os Estados federativos
(BRASIL, 2007).

Leishmania (Leishmania) chagasi, parasito descoberto em 1903 por Leishman
e Donovan, é a espécie responsavel pela forma visceral da doenca (MARZOCHI et
al., 1981).

Os protozoéarios sdo encontrados sob duas formas: a forma imével, com
auséncia de flagelo livre, denominada amastigota; e a forma promastigota, com
flagelo presente (MARZOCHI et al., 1981).

A transmissdo das leishmanioses usualmente ocorre pela inoculacdo de
formas infectantes do parasito durante o repasto de fémeas de flebotomineos,
dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Nas Américas sédo
conhecidas aproximadamente 470 espécies, das quais cerca de 60 estdo envolvidas
na transmisséo dessas parasitoses (GALATI, 2003; KILLICK-KENDRICK, 1990).

Por um processo inoculativo, os flebotomineos fémeas transmitem as formas
flageladas promastigotas, que no hospedeiro vertebrado transformam-se em formas
amastigotas no interior de células do sistema monocitico fagocitario (MURRAY et al.,
2005).

Durante o repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado infectado, a fémea de
flebotomineo ingere formas amastigotas, as quais sdo envolvidas pela matriz
peritréfica produzida por células do intestino do inseto. Os parasitos escapam da
matriz e, no tubo digestivo, transformam-se em promastigotas, sofrendo uma série
de mudancas morfofisioldgicas, diferenciando-se, pelo menos em parte, em
paramastigotas e, no final do ciclo, em promastigotas metaciclicas ou infectantes,
gque se movem para a porcdo anterior do tubo digestivo (LAINSON, 1987,
MARZOCHI et al., 1981; SHARMA; SINGH, 2008; SOARES; TURCO, 2003).

Ao se alimentarem novamente, as formas promastigotas séo regurgitadas na
pele do novo hospedeiro. Os parasitos sdo fagocitados, transformam-se em
amastigotas que sobrevivem dentro dos fagolisossomas e se reproduzem por divisdo
binaria. Quando as células parasitadas se rompem, as amastigotas em liberdade sao

fagocitadas por novas células do sistema monocitico fagocitario, completando-se o
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ciclo quando essas formas sao ingeridas por novos flebotomineos (LAINSON, 1987,
MURRAY et al., 2005).

2.2 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral € uma doenca cronica grave, de alta letalidade, que
constitui um importante problema de saude publica em suas areas de ocorréncia.
Apresenta importancia mundial, ocorrendo em 65 paises, com 90% dos casos
presente em cinco deles: Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil (DESJEUX,
2004; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; MELO, 2004).

Uma vez que as populacdes pobres desses paises sdo as mais atingidas,
ocorre elevacao dos indices de mortalidade pela falta de acesso ao diagndéstico e
tratamento especificos. A doenca continua sendo negligenciada pelo setor privado,
ficando o setor publico responsavel por investir em desenvolvimento de novas
drogas e métodos de diagnostico mais eficientes (GONTIJO; MELO, 2004).

A principal forma de transmissao da Leishmania (Leishmania) chagasi para o
homem e outros hospedeiros mamiferos é pela picada de fémeas de dipteros da
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conhecidos por flebotomineos
(SHARMA,; SINGH, 2008). O principal vetor é Lutzomyia longipalpis (LAINSON;
RANGEL, 2005; SOARES; TURCO, 2003), porém, recentemente Lutzomyia cruzi foi
encontrada naturalmente infectada em Mato Grosso do Sul (SANTOS et al., 1998).

A transmissao ocorre em regides florestais, no peridomicilio de areas rurais e
urbanas, em é&reas abertas, associadas com cavernas no sudeste do Brasil e em
abrigos de animais. Em virtude de adaptacdes ambientais, o vetor tem sido
encontrado em regides urbanas ainda indenes para a doenca (LAINSON; RANGEL,
2005, SOARES; TURCO, 2003).

A ocorréncia da doenca em uma determinada area depende da presenca do
vetor e de um hospedeiro susceptivel. Os principais reservatérios do parasito no
Brasil sdo roedores e canideos domésticos e silvestres (DEANE, 1956; LAINSON et
al.,, 1990; GONTIJO; MELO, 2004), ocorrendo também em bicho preguica,
edentados (tamandua e tatu), procionideos (méo pelada e quati) (LAINSON, 1987) e
marsupiais didelfideos (gamba) (SHERLOCK et al., 1984).

O reservatorio mais importante no ambiente domeéstico é o cédo, Canis
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familiaris, pois atua como fonte de infeccdo para os vetores. Esses animais Sao
encontrados infectados em todos os focos da doenca humana, sendo considerados
o principal elo na cadeia de transmissdo (GONTIJO; MELO, 2004; LAINSON, 1988;
MELO, 2004).

A complexidade da transmissao da LV pode aumentar em algumas situagdes
com a possibilidade do homem, principalmente a crianga desnutrida, participar como
fonte de infeccdo (MELO, 2004).

A disponibilidade de reservatérios, o desmatamento, as migracfes, a alta
densidade de flebotomineos, a proximidade entre as habitacbes e a grande
suscetibilidade da populacdo a infeccdo devido a imunossupressao e desnutricdo
sao fatores que aumentam o risco de infec¢do, promovendo, ainda, a urbanizacéo
da doenca no pais (CESSE et al., 2001; DESJEUX, 2004; MARZOCHI; MARZOCHI,
1994).

A expansdo da doenca e as infecgdes subclinicas ou inaparentes decorrentes
da exposicdo do homem as picadas infectantes contribuiram para a gravidade
quando associadas a circulacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
transformando a LV em parasitose oportunista, com comportamento diferenciado
gue se reflete principalmente na resposta irregular ao tratamento e na alteracéo do
padrdo de diagndstico (BRASIL, 2006; DEDET; PRATLONG, 2005).

A populacéo de usuarios de drogas injetaveis constitui um importante grupo
de risco, correspondendo a cerca de 70% da coinfeccdo LV/HIV no Sudoeste
Europeu, e o compartihamento de agulhas e seringas contaminadas com
Leishmania sp., a principal forma de transmissao da doenca entre eles (CRUZ et al.,
2006; DESJEUX; ALVAR, 2003).

No Brasil os usuarios de drogas injetaveis constituem apenas 7% dos doentes
co-infectados (RABELLO; ORSINI; DISCH, 2003), porém, tem-se constatado
crescente numero de casos de coinfeccdo em areas urbanas, que passou de 21 em
2001 para 86 em 2005 (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

No Brasil, pais com maior nUmero de casos no continente americano, a LV
ocorre em 21 Estados e apresenta carater endémico. Em 1980 a regido Nordeste
representava 82,5% dos casos, mas gradualmente a doenca foi se expandindo para
as regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste, aumentando de 15% em 1980 para 44%

dos casos em 2005. Nesse periodo foram registrados 59.129 casos com média de
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2.274 casos/ano (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; PENNA, 2008).

A resposta imunoldgica humoral é caracterizada por elevada producédo de
anticorpos, porém, pouco se conhece sobre o papel dessas imunoglobulinas na
protecdo contra infeccdo e na resolucdo da doenca no hospedeiro (GOTO;
LINDOSO, 2004).

Estudos mostram que, tanto no periodo da doenca como apds a remisséo das
manifestacdes clinicas, ocorre a resposta imune celular mediada principalmente por
linfécitos T (LT) das subpopulacbes Thl e Th2 e a presenca das respectivas
citocinas no soro (TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007).

Os LT CD4" Thl sdo diretamente estimulados pela interleucina-12 (IL-12),
liberada por macrofagos e mondcitos. Esta ativa os LT CD4" Thl, células Natural
Killer (NK), e o LT citotéxico a produzirem interferon-y (INF-y), citocina diretamente
associada a resisténcia, visto que ativa as células fagociticas a eliminarem o parasito
através da producdo de 6xido nitrico (GOTO; LINDOSO, 2004; TRIPATHI; SINGH,;
NAIK, 2007).

Outra citocina é a IL-10, secretada por LT CD4" Th2, que inibe a secrecdo de
INF-y, inibindo a resposta Thl, e se associa com suscetibilidade a doenca
(MEDEIROS; CASTELO; SALOMAO, 1998).

Os LT CD8", através da secrecdo de INF-y e inibicdo de liberacgdo de IL 10,
desempenham um importante papel na remissao da doenca (HOLADAY, 2000).

Mesmo estando as células em propor¢cdes diferenciadas, o0 mecanismo
imunoldgico ainda ndo € bem caracterizado, ndo sendo possivel estabelecer qual
proporcao determina suscetibilidade ou resisténcia a doenca. De forma geral, aceita-
se o paradigma ThlxTh2 como sinbnimo de resisténcia e susceptibilidade
(TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007).

A LV é uma doenca sistémica que atinge as células do sistema monocitico
fagocitario (MARZOCHI et al., 1981); os 6rgdos mais afetados sdo baco, figado,
(PRAKASH et al., 2006) linfonodos e medula 6ssea (MELO, 2004). A intensidade e
duracdo da infeccdo determinam a disseminagdo dos parasitos que, em casos
avancados da doenca, podem ser encontrados também em outros 6rgados, como
pulmédo (DUARTE et al., 1989), luz de vasos do coragéo e sistema nervoso central
(SNC) (RAMOS; DUARTE; RAMOS, 1994).

A parasitose acomete pessoas de todas as idades e, segundo o Ministério da



16

Saude, € mais frequente em criancas menores de 10 anos (BRASIL, 2006).
Apresenta uma variedade de manifestacdes clinicas, com formas assintomaticas,
positivas ao diagndstico laboratorial e sem sinais e ou sintomas; subclinicas ou
oligossintomaticas com reduzida sintomatologia; e o calazar classico, com
manifestacbes clinicas como febre prolongada, palidez de pele e mucosas, tosse,
diarréia, hemorragia, adenomegalia, pneumonia, leucopenia, anemia,
hipergamaglobulinemia e, principalmente, emagrecimento e hepatoesplenomegalia,
podendo levar o individuo a Obito quando n&do precoce e adequadamente
diagnosticada e tratada (BADARO et al., 1986; CALDAS et al., 2006; CAMARGO;
LANGONI, 2006; CHAPPUIS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2004).

Contudo, esses sintomas tornam quase impossivel o diagndéstico clinico
diferencial com outras condicbes morbidas como doenca de Chagas, maléria,
esquistossomose, febre tiféide e tuberculose, sendo necessario o diagndstico
laboratorial. Muitas vezes, devido a falta de profissionais qualificados, os recursos
apresentados para o0 diagnlstico sdo apenas o0s parametros clinicos e
epidemioldgicos (DOURADO et al., 2007; SINGH; PANDEY; SUNDAR, 2006).

O diagnoéstico parasitolégico, diagndstico de certeza da parasitose, tem a
indicacdo de ser realizado de forma direta pela demonstracdo do parasito em
esfregaco delgado de aspirado de medula 6Ossea, sendo recomendado pelo
Ministério da Saude a leitura de 4 laminas para cada paciente e a pesquisa das
formas em 200 campos. Outro método parasitolégico € o diagndéstico indireto por
meio do isolamento do parasito em meios de cultura especificos, sendo
frequentemente empregado o meio bifasico NNN (Novy, Nicolle, McNeall)
(ASHFORD, 2000; REED, 1996; BRASIL, 2006).

A especificidade destes métodos € de 100%, mas a sensibilidade é muito
variavel, dependendo da homogeneidade de distribuicdo dos parasitos no tecido e
experiéncia técnica do profissional para o diagndstico adequado das formas
amastigotas (SUNDAR; RAI, 2002).

Os testes sorologicos desenvolvidos para o diagndstico da LV diferem em sua
sensibilidade e especificidade, na sua aplicacdo pratica em condi¢cdes de campo e
na disponibilidade de reagentes (DOURADO et al., 2007). Como limitacbes, podem
permanecer positivos durante longo tempo apds o tratamento, ndo permitindo
avaliacdo do efeito da terapia (CHAPPUIS et al., 2007, SILVA et al., 2006). Além
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disso, apresentam reacdes cruzadas na vigéncia de doencas tais como leishmaniose
tegumentar e doenca de Chagas (DOURADO et al., 2007). Como h& infecgbes
subclinicas, um teste positivo ndo indica necessariamente doenca ativa (GONTIJO;
MELO, 2004; SILVA et al., 2006).

No Brasil, os testes soroldgicos mais utilizados no diagnéstico de LV humana
sdo a imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(BRASIL, 2006). Outros testes incluem o teste de aglutinacdo direta (DAT) e
imunocromatografia usando-se como antigeno a proteina recombinante rK39 — Teste
Rapido Anticorpo L. donovani (TRALd) (BOELAERT et al., 2004; CHAPPUIS et al.,
2007).

Outra técnica que tem contribuido de maneira muito efetiva e dinamica para o
diagnéstico da parasitose é a imunohistoquimica (COONS; CREECH; JONES, 1941,
DUARTE; CORBETT, 1987). A metodologia, baseada na interacdo entre antigeno
(Ag) e anticorpo (Ac), tem por finalidade localizar e identificar as estruturas que
funcionam como Ag in situ. O processo ocorre inicialmente com a ligacdo do Ac
primario ao Ag e posteriormente com a adicdo de Ac secundario conjugado a um
cromodgeno, especifico para o Ac primario, que conferird cor sem causar dano ao
complexo Ag-Ac. O Ag deve permanecer insolluvel e disponivel no tecido; o Ac
primério deve ter a capacidade de se ligar especificamente ao Ag pesquisado; e 0
cromoégeno deve ter estabilidade e intensidade suficientes para a correta
identificacdo antigénica (BORGES-FERRO, 2007; RAMOS-VARA, 2005).

Para a deteccdo de material genético existem atualmente as técnicas de
biologia molecular. Uma delas é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que se
baseia na amplificacdo de acido desoxiribonucleico e apresenta alta sensibilidade e
especificidade podendo chegar a 100% (DOURADO et al., 2007; REED, 1996;
SILVA et al., 2008).

Assim, mesmo considerando a evolucéo das técnicas para o diagndéstico da
LV, ainda se faz necessario, principalmentte em areas endémicas, investimentos
para emprego de técnicas simples, com elevadas sensibilidade e especificidade, de
baixo custo e facil execucdo, tendo em vista os altos indices de mortalidade da
doenca quando ndo precocemente diagnosticada e tratada, além da toxicidade da
droga disponivel para sua terapéutica e o impacto desses fatores na comunidade e
na efetivagdo das medidas de controle (CHAPPUIS et al., 2007; DOURADO et al.,
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2007).

O tratamento de primeira escolha tem sido realizado com antimoniais
pentavalentes: antimoniato de N-metil glucamina-Glucantime® e estibogluconato de
sédio-Pentostan®. Sdo drogas téxicas, nem sempre efetivas, e usadas em esquemas
prolongados. Como tratamento de segunda escolha, preconiza-se a Anfotericina B e
suas formulacdes lipidicas (CAMARGO; LANGONI, 2006).

No Brasil, foi instituida em 1953 a Campanha Contra a Leishmaniose
Visceral, com os estudos sobre o ciclo de transmissdo da doenca iniciados no
Ceara, uma vez que a maior parte dos casos era oriunda daquele estado. As
atividades foram mantidas até 1964 e retomadas em 1980 quando do surgimento de
outros casos em outras regides (MONTEIRO; LACERDA; ARIAS, 1994). Atualmente
o Programa Brasileiro de Controle da LV prioriza trés medidas: diagnostico e
tratamento dos casos humanos; andlise imunolégica e eliminacdo dos caes
soropositivos; e o0 uso de inseticidas contra o vetor, porém com baixa reducdo da
incidéncia da doenca (COSTA; VIEIRA, 2001; DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006).

Hoje a parasitose vem se expandindo para areas urbanas de médio e grande
porte, sendo encontrada sob distintos aspectos geograficos, climéaticos e sociais, nas
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (BRASIL, 2006).

Em Mato Grosso do Sul, a LV constitui importante problema de saude publica,
tendo em vista sua ampla distribuicdo geografica e o crescente aumento no nimero
de casos (MATO GROSSO DO SUL, 2009).

A LV tem sua ocorréncia no Estado desde 1911, com o registro de casos
esporadicos até a década de 80. Supbe-se que o primeiro caso humano autdctone
dessa parasitose no Continente Americano, parasitologicamente comprovado, tenha
se infectado na regido de Porto Esperanca, municipio de Corumba (MIGONE, 1913;
DEANE, 1956). Em 1980, notificacdes de casos humanos da doenca e relatos de LV
canina na cidade de Corumba tornaram esse municipio conhecido como area
endémica no Estado (NUNES et al., 1988).

A doenga manteve-se restrita a essa area até 1995, quando iniciou sua
expanséo para municipios adjacentes. No ano de 1999, foram notificados 61 casos
com 09 o6bitos, e 54% das notificacbes em criancas menores de 10 anos. Nesse

periodo a doenca abrangia 11 municipios, dentre os quais Aquidauana e Anastécio,
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distantes 270 km de Corumba (CORTADA et al., 2004; MATO GROSSO DO SUL,
2009).

Nos anos subsequentes a parasitose continuou seu processo de expansao e
urbanizacao, atingindo 34 dos 78 municipios do Estado, ressaltando-se a ocorréncia
de uma epizootia canina, com diagndstico conclusivo de casos autéctones de LV
canina na capital, Campo Grande, no ano de 1999 (SILVA et al., 2000). Além disso,
no ano de 2000, a doenca atinge, em carater epidémico, a cidade de Trés Lagoas,
municipio-fronteira com o Estado de S&o Paulo (OLIVEIRA, 2006).

O numero de notificagBes no periodo de janeiro de 2001 a setembro de 2008
foi de 1.681, mantendo-se a morbidade como importante motivo de preocupacéo
para a saude publica do Estado, ndo s6 por sua expansao e incremento no nimero
de casos, mas, também, por ser diagnosticada em populacdes rurais e urbanas,
individuos jovens e adultos, em qualquer faixa etaria (OLIVEIRA, 2006; MATO
GROSSO DO SUL, 2009).

2.3 Infeccéo experimental

A investigacdo dos aspectos basicos de uma doenca em humanos pode ser
dificultada ou inviabilizada por fatores tais como tamanho da amostra, uso de grupo
controle, tipo de tratamento e procedimentos invasivos, tornando fundamental o uso
de modelo animal experimental. Este deve apresentar mecanismos patolégicos
suficientemente similares aos da doenca humana, e a aplicabilidade das conclusdes
obtidas € maior quanto mais proximas forem as caracteristicas fisiologicas,
anatbmicas e organicas em relacao ao ser humano (FAGUNDES; TAHA, 2004).

O melhor modelo experimental para LV é o hamster, Mesocricetus auratus, da
linhagem golden, porque reproduz a patogenia e a clinica da doenca humana,
manifestando hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia e
supressao de proliferacdo de células T (OLIVEIRA et al., 2004, GOTO; LINDOSO,
2004).

O camundongo BALB/c, embora seja 0 modelo experimental mais utilizado,
apresenta suscetibilidade apenas nas duas primeiras semanas apos a inoculacao;
decorrido esse periodo a doenga é controlada pelo sistema imunologico (MURRAY
et al., 1987).
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A inoculagédo via intraperitoneal € a escolhida por apresentar bons resultados
sem as complicacdes verificadas na via intracardiaca, tal como hemorragia e, por
vezes, morte, ainda que o periodo pré-patente seja menor (WYLLIE; FAIRLAMB,
2006). O uso de amastigotas para a infec¢cado diminui o tempo para 0 aparecimento
das manifestacdes da doenca em relagcdo ao uso de formas promastigotas (RICA-
CAPELA et al., 2003).

A visualizacdo do parasito pode ser realizada pelas técnicas de impresséo de
orgao, imunohistoquimica e histopatologia, permitindo o estudo sobre a distribuicdo
do parasitismo em diferentes érgaos e, ainda, a andlise das lesfes teciduais (MAIA,
CAMPINO, 2008; XAVIER et al., 2006).

Dessa forma, considerando a gravidade, a expansdo dessa parasitose e a
inviabilidade de pesquisas em humanos, a realizacdo de estudos em modelo

experimental se faz necesséria, contribuindo para o conhecimento da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a infeccdo experimental em hamsters (Mesocricetus auratus)
infectados com tecido medular de pacientes com leishmaniose visceral no Estado de

Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos especificos

Para a confeccdo do objetivo geral, foram estabelecidos como objetivos
especificos:
a) observar o parasitismo no baco, figado, rim, pulméo, coracéo e encéfalo de
hamsters infectados com tecido medular de pacientes com leishmaniose
visceral;

b) observar as alteracdes histoldgicas nos 6rgdos examinados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de pesquisa

Estudo experimental em animais.

4.2 Fonte de dados

Foram tomados como sujeitos da pesquisa hamsters (Mesocricetus aurarus)

inoculados com tecido medular de pacientes com leishmaniose visceral.

4.3 Coleta e tratamento do material

4.3.1 Material biol6gico e inoculacdo dos animais

O material biologico, tecido medular, foi colhido por profissionais das
diferentes intituicbes de saude do municipio de Campo Grande que fazem o
atendimento ao paciente portador de LV. Esse material é encaminhado
rotineiramente ao Laboratério de Parasitologia do Departamento de Patologia do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) para o diagnéstico parasitolégico de LV.

Foi inoculado tecido medular de 18 pacientes com diagnéstico confirmado de
LV, em 18 animais, um para cada paciente. Cinco isolados do parasito foram
caracterizados como Leishmania (Leishmania) chagasi no Laboratério de Biologia
Molecular da UFMS, pela técnica da PCR padréo, com iniciadores especificos para
as espécies Leishmania (Leishmania) chagasi, RV1/RV2 (FERROGLIO et al., 2006;
LACHAUD et al., 2002; SILVA et al., 2008), Leishmania (L.) amazonensis al/a2 e
Leishmania (Viannia) braziliensis, b1/b2 (MIMORI et al., 1998). As demais amostras
encontram-se em processo de identificacao.

A inoculacao foi realizada por via intraperitoneal, com indculo de 0,5 mL de
tecido medular. Seis hamsters sadios foram utilizados como controle negativo.

Os animais foram mantidos por, no maximo, quatro meses, no biotério de

experimentacéo do Laboratorio de Parasitologia, com racao e agua ad libitum, e
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examinados semanalmente em busca de alteragfes clinicas compativeis com LV.
Quando da observacao de perda de peso aparente, hepatoesplenomegalia e
ascite, ou decorrido o periodo de quatro meses, 0os animais foram anestesiados com
0,70 mg/Kg de solucdo de Pentobarbital sédico a 10%, via intraperitoneal. Em
seguida foram eutanasiados por seccdo da artéria aorta abdominal e necropsiados
para a retirada de fragmentos de baco, figado, rim, pulméo, coracdo e encéfalo, para
a confeccdo de laminas por aposicdo. Parte dos fragmentos foi armazenada em
formol 10% e incluida em parafina para processamento das técnicas histologicas e

de imunohistoquimica.

4.3.2 Técnicas parasitoldgicas e histopatolégica

4.3.2.1 Impresséo de 6rgao

Com a face interna de fragmentos de baco, figado, rim, pulméo, coracdo e
encéfalo, apdés a retirada do excesso de sangue em papel de filtro, foram
confeccionadas duas laminas por aposi¢cdo de cada 6rgdo a ser estudado. Apés
fixacdo pelo alcool metilico e coloragdo pela técnica de Giemsa, as laminas foram
examinadas em microscopia de campo claro com objetiva de imersdo (100X) para a

pesquisa de formas amastigotas.

4.3.2.2 Histopatologia

Foram realizados cortes de oito fragmentos em cada 6rgdo e destes, quatro
foram escolhidos aleatoriamente para a inclusdo em parafina. Os cortes foram
previamente fixados em formol 10% e posteriormente desidratados em etanol 70%,
80%, 90% e 100% em banhos de uma hora cada. As pecas foram imersas em xilol
por cerca de uma hora para diafanizagéo e incluidas em parafina. Foram realizados
cortes de 6 um de espessura. Foram obtidos seis cortes de cada bloco com
distancia minima de 50 um entre si, estirados em agua a 40°C, colocados em
laminas e mantidos a 45°C por 24 horas.

As laminas foram mergulhadas em xilol por 10 min e etanol (100%, 90%, 80%

e 70%) sucessivamente por cerca de 5 min, em agua corrente por 2 min, e coradas
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por 1 min em hematoxilina. Em seguida, foram banhadas em &gua destilada,
mergulhadas em eosina por 1,5 min, em etanol de 100% a 70% e xilol por cerca de 5
min. As laminas foram montadas em Enttelan e examinadas em microscopia de

campo claro com objetivas de 10X e 40X em busca de altera¢des histologicas.

4.3.2.3 Imunohistoquimica para a pesquisa do parasito

Nos oOrgdos em que amastigotas ndo foram visualizadas pela técnica de
impressdo de 6rgédo, e em todas as amostras de encéfalo, foi realizada a reacéo de
imunohistoquimica para marcacdo do parasito e confirmacdo do resultado. Como
controle positivo, foi utilizado corte de baco contendo formas amastigotas de hamster
parasitologicamente positivo. Cortes de baco, rim, pulm&o, coracéo e encéfalo de um
animal sadio foram utilizados como controles negativos.

Cortes histolégicos como acima descritos foram depositados sobre laminas
silanizadas que, apdés 24 horas em estufa a 60°C, foram mergulhadas em dois
banhos de xilol (10 min), etanol 100%, 95%, 80%, 70% (5 min), e trés banhos em
salina tamponada fosfatada (PBS) pH=7,4, por 5 min. A recuperacao antigénica foi
feita por calor umido em banho-maria por 30 min em solucdo comercial, Target
Retrieval. Decorridos 20 min em temperatura ambiente, seguiram-se trés banhos em
PBS (5 min). O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com solucdo de peroxido
de hidrogénio 3%, em camara escura por 30 min, seguido de trés lavagens em PBS
(5 min).

Como anticorpo primario, foi utilizado soro de cdo naturalmente infectado por
Leishmania com titulo de 1:320 na reacdo de Imunofluorescéncia Indireta, diluido
1/100 em PBS. Cerca de 100 pL desse preparado foi depositado sobre os cortes. As
laminas foram incubadas em camara Umida a 4°C por 24 horas, submetidas a trés
banhos de PBS (5 min), e entdo foi aplicado sobre as laminas secas o anticorpo
secundario biotinalado (anti-anticorpo primario) LSAB+Sys HRP. As laminas foram
novamente levadas para camara Umida por 30 min, submetidas a trés banhos em
PBS, e entdo aplicado o complexo estreptoavidina/biotina e incubacdo em camara
umida a 37°C por 30 min, seguido de trés banhos em PBS (5 min) e aplicacdo do
cromogeno liquido diaminobenzidina (DAB) 60mg% em PBS, com incubacéo a 37°C

por 30 min. A reacgdo foi interrompida por banho de agua destilada, e em seguida as
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laminas foram contracoradas com hematoxilina por cerca de 10 seg, montadas em
Enttelan e observadas em microscopia de campo claro, com objetiva de 100X, sendo
consideradas positivas quando da observacdo de marcagcdo de coloragcdo marrom

morfologicamente compativel com formas amastigotas.

4.3.3 Analise dos dados

Os dados obtidos foram analisados com programa Epi Info 3.5.1 (CENTERS
FOR DISEASES CONTROL AND PREVENTION, 2008) e Bio Estat 4.0 (AYRES et
al., 2005). Calculou-se a frequéncia absoluta e relativa. Para comparar os resultados
da pesquisa do parasito pelas técnicas de impressdo de 6rgao e de histopatologia

no pulmao, foi utilizado o teste de Mc Nemar ao nivel de significancia de 5%.

4.3.4 Aspectos éticos

A descricdo dos aspectos éticos para utilizacdo de animais de
experimentacdo encontra-se no protocolo para uso de animais que compde o
Apéndice A.

O certificado de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais/CEUA/UFMS encontra-se no Anexo A.
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5 RESULTADOS
5.1 Alteracdes clinicas

Dos 18 animais infectados, apenas trés (16,7%) néo apresentaram alteracoes
ao exame fisico.

Considerando que cada animal podia apresentar um ou mais sintomas,
constatou-se que, dentre o total de animais examinados, 13 (72,2%) apresentaram
esplenomegalia; dez (55,5%) perda de peso aparente e hepatomegalia;, e seis
(33,3%), ascite.

5.2 Impressao de 6rgao

A pesquisa de amastigotas foi positiva no baco e figado de todos os animais
infectados; 33,3% apresentaram o parasito em rim e pulmao; e 16,7%, no coracao.
Quando realizada a pesquisa em encéfalo, formas parasitarias (Figura 1) foram

observadas em 83,3% dos animais.

N &£ hd

e

Figura 1 — Formas amastigotas em encélafo, impresséo de 6rgéo, coloracdo
Giemsa (aumento de 1000X)
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5.3 Histopatologia

5.3.1 Baco

Os achados histopatol6gicos no baco estdo apresentados na Tabela 1. A
distribuicdo dos parasitos mostrou-se irregular, com formas amastigotas sendo
observadas em maior quantidade na regido subcapsular e na polpa vermelha, e em
menor namero na polpa branca.

O espessamento capsular foi observado em dez amostras e destas, 90%
apresentaram também infiltrado inflamatoério na regido (Figura 2A).

Nos nove animais onde foram observadas Mott cells (Figura 2B), estas
predominaram na polpa vermelha.

Reacdo granulomatosa contendo macrofagos, células epitelidides, linfocitos,
plasmacitos, fibrocitos e esporadicos eosindfilos esteve presente tanto na polpa
branca (Figura 2C) quanto na vermelha (Figura 2D), sendo que em maior
intensidade na ultima.

Os animais controles negativos apresentaram somente macrofagos com
hemossiderina e fragmentos de células vermelhas no citoplasma.

Tabela 1 - Distribuicdo de hamsters segundo achados histopatol6gicos em baco,
Laboratorio de Parasitologia/DPA/UFMS - 2009 (n=18)

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS N° %

Amastigotas na regiao subcapsular 18 100,0
Amastigotas na polpa vermelha 18 100,0
Amastigotas na polpa branca 17 94,4
Espessamento capsular 10 55,6
Desorganizacao da polpa branca 15 83,3
Reducdo do numero de nédulos linfaticos 14 77,8
Reducédo do tamanho de nddulos linfaticos 12 66,7
Plasmocitose 18 100,0
Mott cells 9 50,0
Reacao granulomatosa na polpa vermelha 17 94,4
Reacado granulomatosa na polpa branca 16 88,8
Aumento de hemossiderina e fragmentos de 18 100,0

hemacias em macrofagos

Nota: cada animal pode ter um ou mais achados histopatol6gicos; a porcentagem é relativa a 18
animais.
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Figura 2 — Histopatologia, HE em bacos de hamster. A, espessamento capsular
com infiltrado inflamatério (aumento de 400X). B, Mott cell (aumento de
1000X). C, reacdo granulomatosa na polpa branca (aumento de 400X).
D, reacdo granulomatosa na polpa vermelha e redugcao do tamanho do
nédulo linfatico (aumento de 400X)

5.3.2 Figado

A Tabela 2 contém os achados histopalégicos observados no figado. Reacao
granulomatosa foi observada em todas as amostras, sendo que em 88,8% delas a
reagdo estava presente em grande quantidade (Figura 3A). Células de Kupfer,
células epitelidides, linfécitos, plasmacitos, fibrécitos e esporadicos eosinofilos
compunham o quadro celular da reacdo. Foram observados desde discretos até
intensos infiltrados inflamatérios mononucleares peri-portais abrangendo ou nao
todos os espacgos porta (Figura 3B).

Nos animais controles ndo foram observadas alteracdes.
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Tabela 2 - Distribuicdo de hamsters segundo achados histopatolégicos em figado,
Laboratorio de Parasitologia/DPA/UFMS - 2009 (n=18)

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS N° %

Amastigotas 18 100,0
Infiltrados inflamatérios 18 100,0
Reacado granulomatosa 18 100,0

Nota: cada animal pode ter um ou mais achados histopatolégicos, a porcentagem é
relativa a 18 animais.

Figura 3 — Histopatologia, HE em figado de hamster. A, reacdo granulomatosa. B,
infiltrado inflamatorio peri-portal (aumento de 400X)

5.3.3 Rim

Na Tabela 3 estdo apresentados os achados histopatol6gicos observados no
rim. N&o foram observadas formas amastigotas de Leishmania nas amostras
analisadas.

Tabela 3 - Distribuicdo de hamsters segundo achados histopatologicos em rim,
Laboratério de Parasitologia/DPA/UFMS - 2009 (n=18)

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS N° %

Proliferacdo de células mesangiais 9 50,0
Degeneracao hidropica 4 22,2
Degeneracao granular hialina 7 38,9
Nucleo em picnose 7 38,9

Nota: cada animal pode ter um ou mais achados histopatolégicos; a
porcentagem é relativa a 18 animais.

Na Figura 4 observa-se a proliferacdo de células mesangiais, degeneracdo
hidrépica e nucleos picnéticos. Em cinco animais (27,8%) ndo foram observadas
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alteracdes, assim como nos animais controles.

c S~
Figura 4 — Histopatologia, HE em rim de hamster. A, proliferacdo de células

mesangiais; B, nlcleos em picnose e degeneracgdo hidropica (aumento
de 400 X)

5.3.4 Pulméo

Os achados histopatolégicos presentes no pulmao estdo apresentados na
Tabela 4. Edema foi observado de forma focal (5,6%) e difusa (33,3%). Na Figura 5
podem ser vistos congestdo e espessamento septal. Reacdo granulomatosa
predominantemente mononuclear foi observada de forma focal (22,2%) e multifocal

Tabela 4 - Distribuicdo de hamsters segundo achados histopatolégicos em pulméao,
Laboratorio de Parasitologia/DPA/UFMS - 2009 (n=18)

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS N° %

Amastigotas 2 11,1
Congestéao 7 38,9
Edema 7 38,9
Infiltrado inflamatorio mononuclear discreto 16 88,9
Espessamento pleural 3 16,7
Espessamento septal 10 55,6
Reacédo granulomatosa 5 27,8

Nota: cada animal pode ter um ou mais achados histopatolégicos; a porcentagem é
relativa a 18 animais.

Houve concordanica dos resultados negativos para a pesquisa do parasito
nos testes de impressao de 6rgado e histopatologia (teste Mc Nemar p=0,289).
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Figura 5 — Histopatologia, HE em pulmé&o de hamster. A, congest&o. B, espessamento
septal (aumento de 400 X)

5.3.5 Coracéo

A Tabela 5 mostra a histopatologia do coracdo, na qual foi verificada a
presenca de infiltrado inflamatério discreto e focal, predominantemente mononuclear,

sem a visualizagdo de formas parasitarias.
Em apenas uma amostra de tecido cardiaco, assim como nos animais

controles, ndo foram observadas alteragdes.

Tabela 5 - Distribuicdo de hamsters segundo achados histopatolégicos em coracéo,
Laboratorio de Parasitologia/DPA/UFMS - 2009 (n=18)

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS N° %
Edema miocardico 11 61,1
Infiltrado inflamatério mononuclear 5 27,7
Degeneracao discreta de fibras miocardicas 13 72,2
Nota: cada animal pode ter um ou mais achados histopatolégicos; a porcentagem é relativa
a 18 animais.

5.3.6 Encéfalo

Na Tabela 6 podem ser observados os resultados do exame histopatoldgico
do encéfalo. Nao foram visualizadas formas amastigotas em nenhuma amostra
examinada. As células inflamatérias encontradas foram principalmente
mononucleares e estavam presentes no plexo coroide (22,2%), nas meninges
(16,6%) e eventualmente, na substancia branca (5,6%) e cinzenta (5,6%).

Infiltrado inflamatério foi observado no plexo coroide (22,2%) (Figura 6A) e
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nas meninges (16,7%)(Figura 6B). Degeneracdo celular ocorreu em células
piramidais (22,2%) e em células de Purkinje (11,1%).

Em dois animais ndo foram constatadas alteracdes histolégicas.

Em um animal controle foi encontrado congestao vascular.

Tabela 6 - Distribuicdo de hamsters segundo achados histolégicos em encéfalo
Laboratério de Parasitologia/DPA/UFMS - 2009 (n=18)

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS N° %

Gliose 10 55,6
Células inflamatérias 9 50,0
Infiltrado inflamatdrio 7 38,9
Congestéao vascular 10 55,6
Degeneracao celular 6 33,3
Hemorragia focal 4 22,2

Nota: cada animal pode ter um ou mais achados histopatolégicos; a
porcentagem é relativa a 18 animais.

Figura 6 — Histopatologia, HE em encéfalo de hamster. A, infiltrado inflamatorio
no plexo coroide. B, infiltrado inflamatério nas meninges (aumento de
400 X)

Os resultados obtidos para a pesquisa do parasito pelas técnicas de
impressao de 6rgéo e histopatologia estdo apresentados na Tabela 7, demonstrando

maior eficiéncia da primeira na visualizacdo das formas amastigotas.
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Tabela 7 — Distribuicdo de hamsters segundo a presenca de formas amastigotas
pela técnicas parasitolégicas e  o6rgdos, Laboratério de
Parasitologia/DPA/UFMS - 2009 (n=18)

TECNICAS PARASITOLOGICAS

ORGAOS IMPRESSAO DE ORGAO HISTOPATOLOGIA
No % No %
Baco 18 100,0 18 100,0
Figado 18 100,0 18 100,0
Rim 6 33,3 - -
Pulmao 6 33,3 2 11,1
Coracao 3 16,7 - -
Encéfalo 15 83,3 - -

5.4 Imunohistoquimica para a pesquisa do parasito

A imunomarcacdo mostrou-se negativa nas 15 amostras de coracdo, que
também foram negativas pela impresséo de érgéo.

Pelos achados sugestivos de formas amastigotas ao exame histopatologico
foi realizada essa técnica em todas as 18 amostras de encéfalo, as quais
apresentaram-se negativas.

Na andlise dos 12 fragmentos de pulmao, negativos a impressédo de 6rgao,
dois foram positivos (Figura 7).

A reacdo de imunohistoquimica do controle positivo pode ser observada na
figura 8A e o controle negativo na figura 8B. Nos 6rgdos dos animais controles
negativos ndo houve reacéo no encéfalo, pulmao, coracao e baco.

Em todas as amostras de rim (12), inclusive naquela utilizada como controle
negativo, ocorreu intensa coloragcdo de fundo (background), o que inviabilizou a

andlise nesse 6rgéo.
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Figura 7 - Formas amastigotas pela imunohistoquimica em pulmdo de hamster
(aumento de 1000 X)

Figura 8 - Imunohistoquimica em baco de hamster, A, controle positivo, B,
controle negativo (aumento de 1000 X)
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6 DISCUSSAO

Clinicamente, a presenca de perda de peso, hepatoesplenomegalia e ascite
observada nos animais inoculados sdo comuns na leishmaniose visceral
desenvolvida por esse modelo experimental. Essas manifestacdes, além de outros
sinais e sintomas, também estdo presentes na doenca humana e canina e séo
responsaveis pelo amplo espectro clinico da parasitose que se reflete na
necessidade de comprovacdo parasitolégica da infeccdo (CALDAS et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2004; PEDROSA; ROCHA, 2004).

A frequéncia e rigueza de parasitos (100%) observadas no baco dos animais
estudados, tanto pela técnica de impressdo de oOrgdo como pela andlise
histopatologica, confirmam os achados de outros autores em infeccoes
experimentais (MELBY et al., 2001; MELENEY, 1924; GUTIERREZ; MAKSEM;
REINER, 1984; RICA-CAPELA et al., 2003; WYLLIE; FAIRLAMB, 2006) e em casos
caninos e humanos de leishmaniose visceral (MELENEY, 1924; QUEIROZ et al.,
2009; SINGH; PANDEY; SUNDAR, 2006).

A distribuic@o parasitaria irregular, com maior nimero de formas amastigotas
na regido subcapsular e polpa vermelha, assim como a auséncia ou baixa
concentracdo de parasitos na polpa branca, também ja foram descritas na LV canina
(TAFURI et al., 1996; TRYPHONAS et al., 1977; XAVIER et al., 2006) e estdo de
acordo com o estudo de Santana et al. (2008), que mostrou que, em animais
altamente infectados, o parasitismo € distribuido continuamente pela polpa
vermelha, mas a densidade parasitaria € maior na regido subcapsular.

Em diferentes modelos experimentais, macréfagos parasitados na polpa
vermelha podem ser vistos ap6s a primeira semana de inoculacdo; com a evolucéo
da doenga o parasitismo se intensifica nessa regido e se expande para a polpa
branca. Apés atingir um patamar de proliferacdo, verifica-se uma diminuicdo da
carga parasitaria (GUTIERREZ; MAKSEM; REINER, 1984; MELENEY, 1924; RICA-
CAPELA et al., 2003), o que pode explicar a irregularidade da distribuicdo dos
parasitos observada no bago dos animais inoculados.

A circulacdo linfatica predominante na regido capsular e a circulacdo
sanguinea, seguindo das trabéculas da polpa vermelha para o centro germinativo

(RAVIOLA, 1977), podem explicar o aparecimento do parasito em quantidades
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diferentes nessas regioes.

O espessamento da capsula e o infiltrado inflamatério mononuclear
encontrados sao condizentes com o observado em outros estudos (TRYPHONAS et
al.,, 1977; XAVIER et al., 2006), que chamam a atencdo para o fato dessas
alteracbes estarem associadas a presenca de macréfagos parasitados na regiao
subcapsular. Embora as causas de tais alteragbes ainda permanecam
desconhecidas na LV, uma hipétese apontada é que o aumento do 6rgdo pode ser
responsavel pela ocorréncia de traumas, ocasionando micro lesdes e formacéao de
infiltrado inflamatério (SANTANA et al., 2008).

A desorganizacdo da polpa branca e a redu¢do do nimero e tamanho de
nodulos linfaticos sdo alteragdes esplénicas frequentes tanto em cdes como em
humanos com LV. Entretanto alguns autores relatam o tamanho da polpa branca
dentro da normalidade ou até mesmo com hiperplasia, atribuindo esse achado ao
inicio da doenga (CARVALHO; D'OLIVEIRA Jr.; QUEIROZ, 1985; SANTANA et al.,
2008; TAFURI et al., 1996; TRYPHONAS et al., 1977).

Usualmente, com a evolucdo da doenca, a polpa branca chega a ficar restrita
a poucos linfécitos em volta da arteriola devido a substituicdo dessas células por
macréfagos repletos de amastigotas e por plasmaocitos, que séo vistos tanto nesse
local como na polpa vermelha (SANTANA et al.,, 2008; VESSERS et al.,, 1977,
XAVIER et al., 2006).

Neste estudo, a plasmocitose presente tanto na polpa vermelha como na
branca de todos os animais analisados confirma as observagdes realizadas por
outros autores, tanto em casos caninos quanto em humanos portadores de LV
(CARVALHO; D’OLIVEIRA Jr.; QUEIROZ, 1985; VESSERS et al., 1977).

Merece destaque a presenca das mott cells em metade dos 6rgaos
examinados pois, embora ndo sejam relatadas em outros trabalhos, seu encontro é
justificado pela ativacdo de linfocitos B (LB) e intensa plasmocitose, que resulta em
grande producéo de anticorpos com consequente hipergamaglobulinemia durante a
doenca, expressa pela inversédo da relagcdo albumina/globulina, dado laboratorial de
importancia na suspeita clinica da parasitose (ARTAN et al., 2006; CAMARGO;
LANGONI, 2006; CAMPOS-NETO; BUNN-MORENO, 1982; GALVAO-CASTRO et
al., 1984; GONTIJO; MELO, 2004).

Essas células sdo consideradas variantes de plasmocitos em condi¢des
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inflamatodrias. Seu desenvolvimento acontece quando imunoglobulinas sao
produzidas mais rapidamente do que podem ser secretadas, ficando acumuladas no
[imen do reticulo endoplasmatico rugoso, formando grandes vesiculas denominadas
corpusculos de Russel (JACK et al., 1992; STACY et al., 2009).

A reacdo granulomatosa, principalmente na polpa vermelha e em menor
quantidade na polpa branca, é alteracdo esperada e ja amplamente relatada na
literatura (TRYPHONAS et al., 1977; XAVIER et al., 2006), visto que pode ser
induzida por um conjunto de estimulos, incluindo uma variedade de doencas
infecciosas, dentre as quais a leishmaniose visceral (MURRAY, 2001).

Embora a erradicacdo do antigeno seja o resultado final ideal, a formacéo do
granuloma ndo garante esse objetivo, pois 0s macrofagos podem permanecer
parasitados por longo tempo mesmo com baixa carga parasitaria (BRITO; FRANCO,
1994, MURRAY, 2001).

Em todas as amostras de baco verificou-se a presenca de fragmentos de
hemacias no interior de macréfagos e, também, pigmentos de hemossiderina. Esses
achados sédo frequentes, pois, além da propria doenca determinar a destruicdo de
globulos vermelhos, normalmente 90% das hemécias envelhecidas sdo capturadas
por macréfagos e o restante pode sofrer hemolise ainda na corrente sanguinea
(BRUNKEN; SZARFARC, 1999). Nas hemécias o ferro € estocado sob a forma de
hemossiderina, que esta presente em maior quantidade no figado, medula 6ssea e
baco. Assim, quando macrofagos desses tecidos fagocitam essas células,
apresentam em seu citoplasma os pigmentos de hemossiderina (BRICKS, 1994;
BRUNKEN; SZARFARC, 1999).

A frequéncia da presenca de amastigotas no figado em concentragao variada,
observada pelas técnicas de impressdo de 6rgao e histopatologia, é relatada em
outros estudos onde o parasito também é encontrado em quantidades variaveis, de
raros até abundantes, no interior de macrofagos e de células de Kupfer, tanto em
humanos como cédes, camundongos BALB/c e hamsters (ANDRADE; ANDRADE,
1966; DUARTE et al., 1989; GUTIERREZ; MAKSEM; REINER, 1984; HAG;
HASHIM, TOUM, 1994; MATHIAS; COSTA; GOTO, 2001; PRAKASH et al., 2006;
TAFURI et al., 1996, XAVIER et al., 2006).

O infiltrado inflamatdrio peri-portal presente em todas as amostras ja foi

demonstrado em hamster (Mesocricetus auratus) experimentalmente inoculado com
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Leishmania (Leishmania) chagasi, nos quais o infiltrado pode ser visto também em
torno de veias centro lobulares a partir do sétimo dia de inoculacdo, sendo
posteriormente disseminado sem preferéncia por uma regido em particular
(MATHIAS; COSTA; GOTO, 2001). Em humanos foi observado infiltrado inflamatorio
composto por macrdfagos, plasmacitos, linfocitos, células epitelidides e células de
Kupfer hipertroficas (ANDRADE; ANDRADE, 1966; ARTAN et al., 2006; DUARTE;
CORBETT, 1987; HAG; HASHIM; TOUM, 1994; PRAKASH et al., 2006).

No parénquima hepatico, a presenca de granulomas maduros e imaturos em
diferentes quantidades e tamanhos variados, contendo células epitelidides, células
de Kupfer hipertréficas, plasmdécitos, linfécitos e raros eosindfilos, verificada no
presente estudo, estd amplamente relatada na literatura (ARTAN et al., 2006;
DANESHVAR et al., 2009; GIUNCHETTI et al., 2008; TAFURI et al., 1996), e podem
ser definidos como colecdo compacta de células do sistema monocitico fagocitario,
com predominio de macréfagos, mas contendo também linfécitos, plasmocitos,
eosinofilos e, dependendo do estagio, fibroblastos. Apresentam como principal
funcdo a destruicdo de um agente infeccioso (BRITO; FRANCO, 1994; MURRAY,
2001).

O estudo de 13 casos humanos revelou formagédo de granulomas esparsos
em sete casos (ANDRADE; ANDRADE, 1966), que parecem estar correlacionados
com controle espontdneo e manutencdo da infeccdo em estagio subclinico
(MURRAY, 2001).

Reacdo inflamatéria granulomatosa crénica distribuida em todo o tecido
hepatico também foi verificada em um cdo naturalmente infectado por Leishmania
infantum. Os granulomas eram constituidos por macréfagos com amastigotas,
algumas células epiteliides, poucos linfocitos, plasmécitos e raros neutrofilos
(XAVIER et al., 2006).

Em camundongos BALB/c inoculados experimentalmente com Leishmania
donovani, demonstrou-se que a formacdo de granulomas atinge um determinado
patamar com o desenvolvimento de granulomas maduros e menor namero de
parasitos nesse periodo, indicando uma tentativa de resolucdo da infeccao através
dessa reacédo (GUTIERREZ; MAKSEM; REINER, 1984).

O parasitismo observado nos rins pela técnica de impressédo de érgdo pode

ser considerado alto em relacdo aos dados encontrados na literatura. Os relatos
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sobre a visualizagdo do parasito sdo escassos; a maioria dos estudos realizados,
tanto em humanos como em cédes e modelos experimentais, trata apenas das
alteracdes histolégicas provocadas naquele 6rgdo (ALBUQUERQUE et al., 2008;
DUARTE et al., 1983; DUARTE; CORBETT, 1987; NIETO et al., 1992; OLIVEIRA et
al., 1985; POLI et al., 1991; PRIANTI et al., 2007).

Embora inviabilizada a analise do tecido renal pela imunomarcacéo, ressalta-
se que a técnica da imunohistoquimica utilizada apresentou a qualidade desejada
para a pesquisa de amastigotas, tendo em vista os resultados obtidos com os
demais érgaos e controles positivo e negativo.

A coloracdo de fundo (background) presente nas laminas de rim pode ser
justificada pelas causas ja descritas na literatura, tais como a biotina endogena, as
interacbes hidrofdbicas, as interacbes eletrostaticas e ibnicas, a atividade da
peroxidase enddgena, o uso de anticorpos ndo purificados e a reacdo cruzada
(RAMOS-VARA, 2005).

Em hamster demonstrou-se a auséncia de formas parasitarias e o encontro
de fragmentos antigénicos em células fagociticas do glomérulo, células epiteliais
tubulares e intersticio, sugerindo que o parasito circula pelos rins mas néo
permanece no orgdo (CARVALHO et al.,, 2007). JA em tecido renal de caes,
observou-se imunomarcacao positiva para Leishmania sp., porém os autores nao
deixaram explicito se isso ocorreu pela presenca do parasito ou de seus fragmentos
antigénicos (KRAUSPENHAR et al., 2007).

Embora formas parasitarias ndo tenham sido observadas no rim, as
alteracdes histoldgicas presentes estdo de acordo com outros trabalhos que relatam
gue a proliferacdo de células glomerulares na presenca de antigeno, associada a
deposicdo amildide em maior intensidade no mesangio glomerular e na membrana
basal tubular, contribui para a perda progressiva da funcéo renal na fase tardia da
doenca (CARVALHO et al., 2007).

Em metade das amostras do presente estudo, a alteracdo glomerular
provocada pela proliferacdo de células mesangiais também ja foi observada na LV
canina e experimental (ALBUQUERQUE et al.,, 2008; CARVALHO et al.,, 2007;
DUARTE et al., 1983; PRIANTI et al., 2007;TAFURI et al., 2001).

Em hamster (Mesocricetus auratus) experimentalmente inoculado com

Leishmania (L.) chagasi e Leishmania donovani, foi demonstrado que a proliferagéo
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de células mesangiais e 0 aumento da matriz mesangial ocorrem até um certo
periodo apods a inoculagdo, quando, entdo, comeca a ocorrer a diminuicdo dessas
células e substituicdo por depdsitos amildides que progressivamente se expandem,
envolvendo capilares, capsula de Bowman e intersticio (CARVALHO et al., 2007;
MATHIAS; COSTA; GOTO, 2001; OLIVEIRA et al., 1985).

Estudo prospectivo em cées revelou proliferacdo de células mesangiais com
caracteristica focal e difusa em alguns animais, e, em um segundo grupo, foram
observados glomerulonefrite membrano-proliferativa segmental e depdsito amiloide
tanto no tufo glomerular e &rea mesangial, quanto na parede dos capilares
glomerulares. Deposito granular imune foi detectado na membrana basal dos tabulos
examinados (ABRAMO et al., 1991). Segundo Albuquerque et al. (2008), a LV seria
responsavel por lesBes glomerulares compativeis com a deposicdo de
imunocomplexos no parénquima renal observadas nos rins de cées.

Em humanos, glomerulonefrites e lesGes tubulointersticiais tém sido descritas
mais raramente, provavelmente como uma expressdo da doenca por
imunocomplexos. Na maioria dos casos, apresenta-se como uma glomerulonefrite
proliferativa e nefrite intersticial e, em decorréncia dessas lesdes, ocorrem disturbios
das funcdes renais, albumindria e hematuria nos pacientes com LV (NIETO et al.,
1992; PRASAD; SEN; GANGULY, 1992; SALGADO FILHO et al., 2003;). A lesao
glomerular pode ser caracterizada por niveis elevados de microalbumindria e a
tubulopatia proximal, pela medida da proteina ligadora de retinol em pacientes com
LV (SALGADO FILHO et al., 2003).

A degeneracao hidrépica que ocorre pelo acimulo de agua intracelular surge
no inicio de praticamente todos os tipos de lesao renal, sendo considerada o grau
mais intenso do edema celular (MIRANDA; SANTOS, 2008).

Degeneracao granular hialina e células com nudcleo picnético séo relatadas na
literatura; embora em baixa intensidade, a degeneracdo € frequentemente
encontrada em pacientes com LV e hamsters experimentalmente infectados por
Leishmania (L.) chagasi. A necrose em tubulos isolados nos locais de maior
intensidade inflamatdria, assim como necrose tipica tubular e presenca de depdsito
amiloide também esta presente (CARVALHO et al., 2007; DUARTE et al., 1983).

Na infeccdo experimental de hamster Cricetulus griseus com Leishmania

donovani foram observados nos tubulos contorcidos proximais todos os estagios de
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degeneracdo, desde a auséncia de alteracbes até a presenca de substancia hialina
e de células mostrando todos os graus de fragmentacdo, e atrofia celular com
auséncia nuclear. Os glomérulos apresentaram-se com distensdo da capsula de
Bowman e continham células parasitadas (MELENEY, 1924).

No pulméo, o parasitismo observado pelas técnicas parasitoldgicas e
histologica, é relatado com menor frequéncia em humanos, e usualmente com
poucas ceélulas parasitadas (ANDRADE, 1959; MELENEY, 1924). Formas
amastigotas foram encontradas em tecido intersticial e septos alveolares
(ANDRADE, 1959) assim como em lavado bronquoalveolar (JOKIPII et al., 1992).

Em cées relata-se a nédo visualizagdo do parasito ou sua presenca em
pequena porcentagem no tecido pulmonar (DUARTE et al., 1986; SILVA et al.,
2005).

Com a utilizacdo da pesquisa direta do parasito associada a analise
histoldgica, foi possivel elevar a positividade total nesse 6rgdo, demonstrando a
importancia da associacdo de técnicas quando do diagndstico da parasitose. A
histopatologia permitiu observar os parasitos sempre localizados em granulomas
septais, 0 que ndo é possivel determinar pela impressao de 6rgao, j4 que nesta a
positividade pode significar apenas parasitos circulantes e ndo o parasitismo
tecidual.

A reacdo de imunohistoquimica corroborou os achados da técnica de
impressdo de Orgdo, uma vez que apenas duas amostras de tecido pulmonar
anteriormente negativas foram positivas quando da imunomarcagdo, 0 que permitiu
elevar a positividade nesse 6rgao.

No presente estudo, a congestdo vascular, o edema e o infiltrado inflamatério
composto principalmente por células mononucleadas, neutréfilos e eosinéfilos, foram
responsaveis pelo espessamento dos septos alveolares, o que esta de acordo com
as observacoes de Duarte et al. (1989) e Raso e Siqueira (1964) sobre congestao e
trombose capilar, distribuicdo irregular e intensidade variavel dos infiltrados
inflamatorios, assim como 0 espessamento dos septos em casos humanos da
parasitose.

O espessamento pleural, embora em baixa frequéncia e sem relatos na
literatura, provavelmente ocorreu pelas mesmas causas do espessamento septal,

uma vez que os infiltrados inflamatérios ndo foram observados em areas
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preferenciais.

Andrade (1959), em humanos que vieram a 6bito com LV, também observou
a presenca de espessamento septal, edema difuso pleural e pequenos infiltrados
focais de natureza linfoplasmocitaria. Assim como Raso e Siqueira (1964),
caracterizou o quadro histopatolégico como pneumonite intersticial. Resultados
semelhantes foram demonstrados por morfometria em pulm&o de cédes com a
doenca, além da presenca de fibrose (GONCALVES et al., 2003).

Infiltrado inflamatdrio composto principalmente por macrofagos, linfocitos e
plasmacitos, além de fibroblastos e fibras colagenas, foi apontado como uma das
causas do espessamento pleural, caracterizando também um quadro de pneumonite
intersticial crénica, produtiva, difusa e intensa em cdes com LV (DUARTE et al.,
1986).

Em hamster infectado experimentalmente com Leishmania donovani e na
dependéncia do tempo de infeccdo, as alteracdes histoldégicas observadas nos
pulmbes permitiram caracterizar o quadro como uma pneumonite intersticial com
congestdo, edema, infiltrado inflamatério, espessamento focal multiplo dos septos e
fibrose septal focal (DUARTE et al., 1984).

Além dessas observacdes, outro estudo em hamster infectado por Leishmania
(L.) chagasi demonstrou depdsitos de imunoglobinas (IgG) na parede dos capilares,
com intensidade variavel de acordo com o tempo de infeccdo, sugerindo a
participacdo destas na patogénese do processo inflamatério, uma vez que o mesmo
ndo parece depender unicamente da presenca do parasito, mas esta relacionado
com imunoglobulinas, antigenos e detritos celulares presentes no pulmao
(ANDRADE; ANDRADE, 1966; MATHIAS; COSTA; GOTO, 2001).

A reacdo granulomatosa nesse Orgdo ndo é um relato frequente, mas é
justificada uma vez que as lesdes ocorrem em funcdo do tempo de infec¢do. Além
disso, os parasitos foram encontrados no interior dos granulomas, os quais tém
como principal funcdo destruir um agente infeccioso (BRITO; FRANCO, 1994,
MURRAY, 2001).

O coracao foi o 6rgado que apresentou menor parasitismo quando examinado
pela técnica de impresséo. Os resultados negativos foram confirmados por meio da
imunomarcacdo, e a analise histopatolégica nédo detectou a presenca de

amastigotas em todos os animais. Esses resultados estdo de acordo com trabalhos
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realizados em humanos, que relatam a auséncia do parasito nesse 6rgado, embora
amastigotas tenham sido observadas dentro de leucdcitos na luz de pequenos vasos
e no miocardio (RAMOS; DUARTE; RAMOS, 1994; RASO; SIQUEIRA, 1964). Em
hamster, ha relato do encontro de células altamente parasitadas em todo o tecido
miocardico e subendocardico (MELENEY, 1924).

Considerando que a técnica de impressédo de orgdo permite a pesquisa do
parasito em uma area maior, os resultados foram Uteis para confirmar a eficiéncia
dessa técnica e sugerir a presenca de parasitos circulantes, uma vez que, pela
analise histopatolégica e imunomarcacgédo, ndo foram vizualizados parasitos na luz de
vasos.

A histopatologia, o0 edema de miocéardio observado nos animais estudados
também foi relatado em bidpsias de endocardio e epicardio de seres humanos
(MORAIS et al., 1988).

O infiltrado inflamatério observado no presente estudo foi discreto e focal,
predominantemente mononuclear, com presenca de linfocitos, plasmacitos,
macrofagos e células epitelidides.

Em humanos, além desses tipos celulares, ja foi relatado o encontro de
polimorfonucleares (MELENEY, 1924; MORAIS et al., 1988).

A degeneragdo discreta de fibras miocardicas estd de acordo com
observacbes de outros autores que relataram, inclusive, a ocorréncia de fibras
necrosadas em pacientes humanos com LV (MORAIS et al., 1988) e em caso de
coinfeccao LV/HIV (RAMOS; DUARTE; RAMOS, 1994).

O elevado percentual de animais com o parasito no SNC reveste-se de
importancia, pois € um achado pouco relatado embora ja tenha sido observado em
outros animais de laboratério e humanos, nos quais formas amastigotas foram vistas
em poucas células das meninges e do plexo coroide, assim como em encéfalo
(ABREU-SILVA et al., 2003; MELENEY, 1924).

Em cdes com LV, a despeito do relato da auséncia de parasitos no tecido do
SNC, a marcagdo antigénica foi observada em paredes de vasos sanguineos,
apontando para a presenca de antigenos parasitarios circulantes. Os autores
justificaram a néo observacédo das formas parasitarias pela auséncia de tratamento
nos animais examinados, levando-os a propor uma possivel migragdo das formas

amastigotas para o tecido nervoso como mecanismo de escape do parasito a acao
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da droga (IKEDA et al., 2007). Resultado discordante foi apresentado por Vifiuelas et
al. (2001) que observaram parasitos no interior de macréfagos em meninges de cédo
com a doenca, e também formas amastigotas extracelulares.

A presenca de parasitos em liquor de paciente humano que apresentava
recidiva de LV ap0s esplenectomia e tratamento da parasitose, por Prasad e Sen
(1995), levou-os a sugerir que a migracao dos parasitos poderia ser explicada pela
esplenectomia.

No presente trabalho, mesmo considerando os resultados negativos da
imunomarcacao e histopatologia, formas amastigotas também foram observadas no
SNC, o que permite sugerir a real presenca de parasitos circulantes, ainda mais
levando-se em conta que 0s animais ndo receberam qualquer tipo de tratamento, o
gue contraria a suposicdo de lkeda et al. (2007) de possivel migracdo dos parasitos
como forma de escape as drogas leishmanicidas.

As alteracdes patoldgicas no SNC de cdes com LV tém sido, em alguns
casos, justificadas pela faléncia da barreira hemato-encefélica e presenca de IgG
anti-Leishmania e antigenos do parasito em liquor e plexo coroide, ou ainda, pela
producdo de anticorpos intratecal induzida pela transferéncia de antigenos
(FEITOSA et al., 2000; GARCIA-ALONSO et al., 1996; LIMA et al., 2003).

Varias rotas tém sido propostas para explicar a entrada de patégenos no
SNC, dentre elas a invasdo de células epiteliais do plexo coroide ou de células
capilares endoteliais e o transporte por leucocitos facilitadores infectados, via
barreira hemato-encefalica (DREVETS; LEENEN, 2000; TOUMANEN, 1996).

Embora exista descricdo de sinais e sintomas neurolégicos em seres
humanos e cées portadores de LV, ndo ha consenso na literatura quanto a
patogénese da doenca no SNC (CHUNGE; GACHIHI; MUIGAI, 1985; GARCIA-
ALONSO et al., 1996; HASHIM et al., 1995; IKEDA et al., 2007; NOLI, 1999).

Clinicamente, manifestagbes que incluem convulsbes, midriase bilateral,
sinais de paralisia dos nervos cranianos, ptose facial, ataxia e paralisia sado sinais
neuroldgicos frequentemente observados na LV canina (FEITOSA et al., 2000;
IKEDA et al., 2007; LIMA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004).

Na literatura médica também existem relatos de quadros de neuropatia
periférica associados a LV. S&o relatadas manifestagbes neuroldgicas que incluem

sensacdo de queimacdo na planta dos peés, tremores generalizados, perda de
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reflexos e hiperalgesia em membros inferiores (CHUNGE; GACHIHI; MUIGAI,1985;
HASHIM et al.,, 1995; MUSTAFA, 1965). Foi sugerida como responsavel pela
etiologia do quadro uma hipovitaminose do complexo B, relacionada com a absorcao
desta pelo parasito ou pela diminuicdo, em particular, de tiamina e acido pantoténico
(MUSTAFA, 1965; SEN GUPTA et al., 1952 apud FASANARO et al., 1991).

Por outro lado, Hashin et al. (1995) descreveram a ocorréncia de uma
neuropatia periférica em pacientes com LV, constatando que os pacientes voltavam
gradativamente a normalidade apos o tratamento especifico da doenca. Embora a
etiologia desse quadro ndo tenha sido determinada, os autores contestaram a
hip6tese anterior de hipovitaminose ja que o0s pacientes ndo apresentavam
evidéncias clinicas ou laboratoriais de deficiéncia vitaminica.

Cita-se, ainda, o caso de Karak et al. (1998) sobre um paciente com LV e
sintomatologia caracteristica de disturbio cerebelar unilateral e paralisia unilateral de
nervo facial, no qual a causa foi atribuida a uma infec¢éo por herpes zoster.

A associacdo LV/HIV apresenta algumas caracteristicas, como o fato de que
guase todos os 6rgaos que apresentam ceélulas fagocitarias podem ser infectados, e
localizacBes atipicas podem ocorrer como consequéncia da disseminacdo do
parasito e da deficiéncia da imunidade celular. Em paciente coinfectado, a
histopatologia revelou, além de congestdo vascular, a presenca de células da
micréglia com vacuolizacdo, porém sem visualizagdo de parasitos. Formas
amastigotas e material antigénico particulado foram observados somente pela
imunohistoquimica no interior de células na luz de vasos (LAGUNA, 2003; RAMOS;
DUARTE; RAMOS, 1994).

Quando da analise histopatolégica no SNC, a gliose observada no presente
estudo foi uma das alteracdes histolégicas mais frequentes em cées (IKEDA et al.,
2007). J4 em paciente coinfectado LV/HIV, observou-se, especificamente, aumento
do numero de células da microglia (RAMOS; DUARTE; RAMOS, 1994).

Na faléncia da funcéo da barreira hemato-encefalica, propiciando a passagem
de leucdcitos, estas células, além da sustentacdo neuronal, podem atuar na defesa
do tecido cerebral uma vez que possuem as propriedades de células apresentadoras
de antigenos e fagociticas (STREIT, 2002).

A presenca de células inflamatérias nas substancias branca e cinzenta, assim

como células e infiltrado inflamatério no plexo coroide e meninges dos animais
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examinados, ja foi observada na LV canina. Infiltrado inflamatério composto de
linfécitos, macrofagos, plasmaocitos e alguns neutrofilos estavam presentes no plexo
coroide, na zona subventricular, nas leptomeninges e no parénquima em torno de
vasos sanguineos, sem a visualizacdo do parasito (MELO et al., 2009).

Marques et al. (2007) enfatizam a importancia do plexo coroide no processo
inflamatdrio, pois este é considerado um mediador entre a periferia e o cérebro e é
constituido de uma monocamada de células epiteliais localizadas nos ventriculos
cerebrais, sendo responsavel pela producdo de liquor. Tendo em vista que seus
capilares sdo fenestrados, é possivel a passagem de moléculas e células, permitindo
supor, portanto, que, dessa maneira, células parasitadas possam ter acesso a esse
local.

Reforca essa suposicao o trabalho de Melo et al. (2009) que, ao estudarem a
histopatologia do SNC de cdes com LV e o tipo celular presente por meio da
imunohistoquimica, constataram que linfécitos T CD3" foram o maior componente do
infiltrado inflamatorio no plexo coroide e no cérebro dos animais infectados. Além
disso, esses animais apresentaram no liquor altos titulos de anticorpos anti-
Leishmania, indicando o comprometimento da barreira hemato-encefalica. Isso levou
0S autores a sugerir que a entrada de leucécitos no cérebro pode apontar para a
participacdo dessas células na patogénese dos disturbios neuroldgicos durante as
fases mais avancadas da doenca canina, confirmando, ainda, a importancia do plexo
coroide como estrutura relevante no influxo de células T.

Infeccdo experimental com Leishmania (L.) amazonensis em camundongo
BALB/c mostrou nas meninges a presenca de discreta hiperemia e infiltrado
inflamatorio composto por mononucleares e neutréfilos. Também foram observados
na substancia branca pequena area hemorragica e infiltrado inflamatério rico em
linfécitos e alguns macréfagos parasitados, polimorfonucleares e mastécitos . Na
regiao cortical do lobo temporal, um animal apresentou intenso infiltrado inflamatorio
composto por neutrofilos e raros macréfagos pobremente parasitados e, ainda, o
parénquima cerebral em necrose (ABREU-SILVA et al., 2003).

A congestdao vascular, degeneracdo neuronal e hemorragia vistas no
presente estudo foram as alteracfes histoloégicas mais frequentemente encontradas
no SNC de cées portadores de LV, estando mais associadas ao grupo de animais

com sintomatologia neuroldgica (IKEDA et al., 2007).
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Considerando que, ao contrario das infecgbes virais e bacterianas, as
complicacbes neurolégicas na LV sdo raras, ainda pouco documentadas e
provavelmente subestimadas, o0s resultados obtidos permitiram determinar a
circulacdo de formas parasitarias no SNC, servindo de alerta aos profissionais
responsaveis pelo diagnostico e manejo dos pacientes com LV para a ocorréncia de
manifestacdes neuroldgicas. Impdem-se, portanto, a necessidade de novos estudos
com vistas a esclarecer o real papel do parasito nesse 6rgao, contribuindo para a
compreensao da patogénese neuroldgica nesse agravo de reconhecida importancia

em saude publica.
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7 CONCLUSOES

Os animais infectados apresentaram emagrecimento, hepatoesplenomegalia e ascite

como principais sintomas da doenca.

Parasitismo por formas amastigotas de Leishmania foi observado pela técnica de
impressao de orgao no baco, figado, rim, pulméo, coracdo e encéfalo de todos os
animais examinados, demonstrando a eficiéncia dessa técnica na pesquisa do

parasito.

A técnica histopatologica permitiu determinar o parasitismo tecidual com a
visualizacdo de formas amastigotas e alteracdes histologicas em baco, figado e

pulmé&o.

A técnica de imunomarcacéao foi util na demonstracdo do parasitismo em amostras

de pulméo e contribuiu para o diagnostico da parasitose nesse 6rgao.

As principais alteracdes observadas no baco foram plasmocitose, presenca de Mott
cells, reacdo granulomatosa, desorganizacdo da polpa branca, reducédo de tamanho

e numero de nddulos linfaticos e espessamento capsular.

No figado, infiltrados inflamatérios peri-portais e rea¢éo granulomatosa dispersa pelo
parénguima constituiram os principais achados histopatol6gicos.

Proliferacdo de células mesangiais, degeneracdes hidropica e granular hialina, e

ndcleos em picnose foram observados no rim.

No pulmdo as alteracbes encontradas foram compativeis com um quadro de

pneumonite intersticial.

O coracdo apresentou infiltrados inflamatérios discretos no epicardio, edema

miocardico e degeneracao de fibras miocérdicas.



49

Embora formas amastigotas tenham sido encontradas no encéfalo pela técnica de
impressdo de 6rgado, a histopatologia e a imunohistoquimica ndo demonstraram a
sua presenca no tecido nervoso. Alteracdes teciduais que incluiram hemorragia,
congestao, gliose, infiltrados inflamatorios em plexo coroide e meninges, assim como

degeneragéo neuronal foram observadas.

Foi possivel constatar que, mesmo sem a visualizacdo tecidual do agente etiologico,

a doenca determinou alteracdes histolégicas em todos os 6rgdos examinados.
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