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RESUMO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa grave que acomete 0 homem e
0s animais. A doenca é causada pelo mesmo agente e se manifesta de modo semelhante
no homem, no céo e no modelo experimental de hamster. Neste estudo foi avaliado o
comprometimento dos tubulos e intersticio renal de 55 cées 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 pds-infecgdo. Amostras
de tecido renal foram colhidas e processadas para analise histopatoldgica,
imunoistoquimica, morfométrica e estudo ultra-estrutural por microscopia eletronica de
transmissdo (ME). Em 11 cées foram realizadas dosagens de creatinina no soro e
proteina e creatinina na urina. Seis animais revelaram proteindria e destes, trés
apresentaram niveis elevados de creatinina no soro. A analise morfométrica revelou que
o infiltrado inflamatério intersticial ocupava uma area 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 pos-infeccdo. Antigeno de Leishmania foi detectado tanto em células fagociticas
quanto em células epiteliais tubulares de tecido renal de cées e de hdmsteres e ocupava
uma area maior nos cées sintomaticos do que nos controles. Células T CD4" e CD8"
estavam presentes em maior nimero nos cées infectados do que nos cées controles. A
area ocupada por células T CD4" foi maior nos padrdes de glomerulonefrite
proliferativa mesangial e glomerulonefrite de alteraces minimas, quando comparados
aos casos com glomeruloesclerose segmentar focal e grupo controle. Os resultados deste
estudo mostraram que lesdes tubulares e intersticiais séo proprias da LV e que células T
participam do mecanismo da les@o tubulo- intersticial na leishmaniose visceral canina.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, nefrite intersticial, cdo, 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.



INTRODUCAO

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

A enfermidade é causada no Brasil pelo protozoario 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 macrofagos,
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
orgaos ricos em celulas do sistema fagocitico mononuclear (SFM), para desencadear as
alteracbes de natureza imunologica, fisiopatoldgica, clinica e anatomo-patoldgica 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 transmissdo é a Lutzomyia longipalpis
(LANZARO e WARBURG, 1995).

A leishmaniose visceral tem distribuicdo mundial sendo causada pela
Leishmania (L.) donovani na india e no leste da Africa, Leishmania (L.) infantum na
China, Asia Central e nos paises mediterraneos 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 cutaneo em caes
e raposas do Ceard, os caes tém sido considerados como 0s principais reservatérios no
ciclo doméstico da LV (SILVA et al., 2005). O vetor infectado dissemina a enfermidade
para 0 homem e outros animais (LAINSON e SHAW, 1987) (Figural).

FONTE: THADEI, C. L., 2007.

Figura 1. Ciclo epidemioldgico 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 areas pobres e suburbanas (WHO, 1998;
DESJEUX, 2004), associados ou ndo a problemas socio-econdémicos e sanitarios. A
enfermidade est4 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 véarios estados do Brasil, com
destague 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 esta proxima a 95 % nos casos ndo tratados. No Brasil, a incidéncia da
doenca no homem é 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 é de 14,88% (FMS, 2006).

Dentre os fatores predisponentes na manifestacdo da doenca, a mé nutricdo, é
freqlientemente observada, o que contribui muito para a depressdo da resposta imune
celular e a viruléncia do parasito no hospedeiro (BADARO, 1986; PEARSON e
SOUSA, 1996). No Nordeste, a pobreza e a subnutricdo sdo 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 e importante
problema de salde publica, devido a sua prevaléncia elevada, associada a expansao para
novas areas; a resisténcia dos vetores aos inseticidas utilizados; as altas taxas de
mortalidade e a sua repercussdao socio-econdmica. A ocorréncia da doenca em novas
areas geograficas e sua urbanizacao, observadas em algumas capitais da regido sudeste
do Brasil, como Minas Gerais, Rio de Janeiro e, mais recentemente, S&o Paulo; bem
como na regido Nordeste, em cidades como Teresina, Fortaleza, Sdo Luis e Natal, tém
causado grande preocupacdo (BRANDAO-FILHO e SHAW, 1994). No Estado de S&o
Paulo, no periodo de 1998 a 2000 foram registrados 23 casos da doenca no homem no
municipio de Aracatuba 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 Fundacdo Nacional de Saude (FNS) adota no Brasil, como medida de controle
da doenca em areas endémicas, a eliminacdo de cdes 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 areas endémicas (SILVA et al., 2005).



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

No cdo, a infeccdo pode ser assintomatica com auséncia de sinais;
oligossintomatica, com sinais inespecificos (adenopatia, perda de peso e esplenomegalia
leve) (POZIO et al., 1981); ou sintomatica, caracterizada por hipergamaglobulinemia,
hipoalbuminemia, hiporexia, perda de peso, linfadenopatia local ou generalizada,
onicogrifose, lesdes cutaneas e oculares (ceratoconjuntivite, Ulcera de cornea, hifema e
conjuntivite), epistaxe, claudicacdo, anemia, insuficiéncia renal, diarréia (FERRER,
1999), descamacédo furfuracea 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 doenga imunomediada, devido a formacéo 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 classica,
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 esponténea, ao contrario do que se observa nos casos em
animais sintomaticos, com quadro agudo e grave, levando a morte dentro de semanas
(ETTINGER et al., 1997; BRASIL, 2004).

A imunossupressdo, causada pela infeccdo, ao acometer as espécies susceptiveis
faz com que o parasito se distribua, também, para 6rgaos que ndo pertencem ao sistema
fagocitico mononuclear (SFM) (NICKOL e BONVENTRE, 1985). Nos rins, apesar de
ser rara a presenca de parasitos, as lesdes séo freqlientes tanto no homem (ANDRADE e
IABUKI, 1972; DUARTE et al, 1983; DUTRA et al, 1985) quanto no céo



(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
proteinuria, hematlria e aumento dos niveis de uréia e creatinina (ETTINGER, 1997,
COSTA et al., 2003).

A nefrite intersticial € uma alteragdo importante (OLSEN et al., 1986), pois
parece existir uma correlacdo maior entre 0 comprometimento da fungédo renal e as
alteracOes tubulo-intersticiais, do que com as lesbes glomerulares (BOHLE et al., 1987).
Corresponde a uma reacdo inflamatoria do intersticio e tabulos renais, caracterizada por
infiltracdo de células exdgenas mononucleares, degeneracdo e necrose do epitélio
tubular e, dependendo da gravidade e duragdo da injuria, a lesdo pode progredir para
uma nefrite intersticial crénica (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 exposicao 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 infeccdo natural por Leishmania (L.) chagasi, é causa
frequente de lesBes renais que podem ocorrer concomitantemente a nefrite intersticial
devidaaLV.

Muitas pesquisas mostram que a maioria das doencas renais S&o
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 ativacdo da resposta imune celular (FILLIT e ZABRISKIE, 1982;
van ALDERWEGEN et al., 1997) ou pela participacdo 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 0os mecanismos patogénicos das nefropatias revelam a
participacdo de células T na patogénese da doenca renal (KELLY, 1997; COSTA et al.,
2001). O emprego de anticorpos monoclonais especificos tem possibilitado a
identificacdo de populagdes de células T CD4" e T CD8" no tecido renal (BOUCHER et



al., 1986). Estas células sdo necessarias para a indugdo da resposta humoral e a0 mesmo
tempo sdo necessarias para a defesa e eliminacdo de patdgenos extracelulares e
intracelulares (ABBAS et al., 1997).

Apesar de alguns estudos sobre nefropatias, ainda ndo ha uma definicdo 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 caes naturalmente infectados
e em hamster infectados experimentalmente pela Leishmania (L.) chagasi, pode trazer
contribuicbes importantes sobre 0s aspectos imunopatogénicos da nefropatia da LV
canina e em modelo experimental que, num futuro, poderdo ser validados para o

homem, tendo em vista a semelhanca do problema no homem e no céo.

Este estudo teve como objetivo analisar as alteragcdes tubulo-intersticiais e
investigar a patogéneses da nefrite intersticial em cdes infectados naturalmente e em
hamsteres infectados experimentalmente por Leishmania (L.) chagasi, de modo a
classificar as lesdes, identificar populaces celulares, a dindmica da evolucdo das
alteracdes e seus reflexos sobre a fungéo 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 “Lesdes 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 Veterinaria e Zootecnia, estruturados de acordo com as normas da revista;

considerac0es finais e referéncias bibliograficas gerais.
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RESUMO

A Leishmaniose visceral (LV) é causada no Brasil pelo protozoario Leishmania
(Leishmania) chagasi. O parasito acomete principalmente 6rgdos ricos em células do
sistema fagocitico mononuclear, mas outros 6rgdos também podem ser comprometidos,
dentre eles, os rins. Neste estudo foi avaliado 0 comprometimento tubular e intersticial
renal de 55 cées infectados naturalmente por Leishmania (L.) chagasi, de cinco cées
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 analise histopatoldgica, analise morfométrica e estudo ultra-estrutural por
microscopia eletrénica de transmissdo. Em 11 cdes foram realizadas dosagens de
creatinina no soro e proteina e creatinina na urina. Nefrite intersticial foi observada em
45 e lesdes tubulares em 51 cdes, em intensidade variando de minima a severa. A
analise 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 éarea 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 pos-infeccdo. Dos 11 cdes em que foram realizadas prova de funcdo renal, seis
revelaram proteinuria 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 infeccdo e podem
provocar perda da funcéo renal.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, nefrite intersticial, cdo, 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 protozoario
Leishmania (Leishmania) chagasi (Lainson e Shaw, 1987). Apés a infec¢do inicial o
parasito dissemina-se pelo organismo, comprometendo, principalmente, érgdos do
sistema fagocitico mononuclear (SFM), onde a presenca do parasito € 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 lesées sdo
frequentes tanto no homem (Andrade e labuki, 1972; Duarte et al., 1983; Dutra et al.,
1985) quanto no cdo (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 proteiniria, hematdria 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 alteragdes
renais tObulo-intersticiais, em seus aspectos histopatoldgicos, morfométricos e ultra-
estruturais (Caravaca et al., 1991).

A nefrite intersticial, do ponto de vista fisiopatoldgico, é uma alteracdo
importante (Olsen et al., 1986), pois parece existir uma maior correlacdo entre o
comprometimento da funcdo renal e as alteragdes tubulo-intersticiais, do que entre o
comprometimento da funcdo 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¢éo 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 infeccdo natural por Leishmania (L.) chagasi, é causa freqliente
de lesdes renais, que podem ocorrer concomitantemente a nefrite intersticial devida a
LV.

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

reflexos sobre a funcdo renal e a dindmica da evolucgdo das alteraces.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foi analisado tecido renal de 60 cdes, 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 raca definida, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
do municipio de Teresina no estado do Piaui e selecionados de uma populacédo estimada
em 61.536 cdes em 1998 (Fundacdo Municipal de Saude, 1998), quando esse material
foi colhido para realizacdo 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 pds-
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infeccdo. Os grupos foram compostos, respectivamente, por oito, seis e 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 diagndstico de leishmaniose visceral canina (LVC) foi confirmado pela
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania no soro, por teste de imunofluorescéncia
indireta (Collins, 1995) e ELISA (Evans et al., 1990) e exame parasitologico em
esfregaco de pele, baco e linfonodo popliteo e cultura de material da medula 6ssea
esternal, baco e linfonodo popliteo (Evans et al., 1990; Berman, 1997). De dois animais,
foram isoladas leishménias e enviadas ao Instituto Evandro Chagas de Belém do Para
para caracterizacdo do parasito, por meio de anticorpos monoclonais. Em hamsteres, o
diagnostico 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 concentracdo de proteina na
urina foi avaliada pelo método de Bradford modificado (Bradford, 1976) e com o uso do
“kit” LABTEST (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) foram avaliadas
as concentragdes de creatinina (catalogo N°35) e colesterol (catalogo N°60) no sangue e
creatinina na urina (catalogo N°35).

Os fragmentos de rins foram fixados em Duboscqg-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), acido periddico de Schiff (PAS), tricrémico de
Masson (TM), &cido periodico prata metanamine (PAMS) e vermelho-congo (VC).

Cortes de rim de cées de aproximadamente 3 a 4 um de espessura, corados com
H-E, foram submetidos a analise morfométrica utilizando analisador de imagem
computadorizado Leica Qwin D-1000, versdo 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 analise morfométrica do infiltrado inflamatério
intersticial em cées controles ndo infectados e cdes com padrbes diversos de

glomerulonefrite, previamente diagnosticadas e descritas por Costa et al. (2003):
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glomerulonefrite de alteragdes minimas (GNAM), glomeruloesclerose segmentar focal
(GESF), glomerulonefrite proliferativa mesangial (GNPM) e glomerulonefrite
membranoproliferativa (GNMP). Nos campos selecionados foram mensuradas as areas
correspondentes a presenca de células inflamatdrias em comparacao a area total de cada
campo, previamente definida pelo programa de analise de imagem.

Tecido renal de cdes e de hdmsteres 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, cddigo 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 contracoloragdo com hematoxilina de Harrys.

Na avaliacdo histopatologica, ao microscopio Optico, foram analisadas as
alteracOes renais tubulo-intersticiais de cées infectados naturalmente pela Leishmania
(L.) chagasi e controles, de forma semi-quantitativa, de acordo com a localizag&o,
distribuicdo 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 cédo foi fixado em glutaraldeido a 2% em tampéo fosfato a 0,1
M, pH 7.4, posteriormente pds-fixados em tetréxido de 6smio a 1%, lavados em solucgédo
salina e incubados “overnight” em solu¢do aquosa de acetato de uranila a 0,5%. As
amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona e embebidas em
araldite 502 (Polysciences, Warrington, PA). Os cortes ultrafinos foram corados com
citrato e acetato de uranila para analise em microscépio eletrdnico de transmissao
(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
analise de variancia; b) método de Mann-Whitney para comparacao entre dois grupos.
Havendo diferenca significante, aplicava-se o teste de Dunn, para comparacdo maltipla

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 manifestacdes clinicas e
revelaram dentre elas, lesdes cutaneas (alopecia, eczemas furfurdceos, escabioses,
Ulceras), conjuntivite, onicogrifose; outros oligossintomaticos apresentaram somente
aumento dos linfonodos popliteos, emagrecimento, apatia, febre e alguns
assintomaticos, de acordo com a classificacdo 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 ndo
apresentou relacdo com as manifestagdes clinicas da enfermidade, pois animais com
baixa titulagdo apresentavam sintomas evidentes da doencga e animais com alta titulagao
apresentavam poucos sintomas ou eram assintomaticos. A presenca de Leishmania foi
observada em esfregacos de linfonodos popliteos ou medula 0ssea esternal de cdes com
sorologia positiva para LV e em esfregacos de baco e figado de hamsteres. Nos animais
controles, ndo 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 funcdo 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 proteindria, creatinemia e
hipercolesterolemia, nefrite intersticial e alteracdes tubulares, também, estavam
presentes. Na auséncia de nefrite intersticial e alteracBes tubulares, mesmo com
presenca de glomerulonefrite, ndo havia alteracdes da funcédo renal, conforme revelado
pelas provas de funcdo renal. A literatura registra que em injarias do tecido renal, é
observada uma maior relacdo entre as alteragdes tubulo-intersticiais e a presenca de
insuficiéncia renal do que entre a severidade da lesdo glomerular e 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 alteracbes nos

parametros bioquimicos analisados.
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Dentre as lesGes tubulo-intersticiais observadas no estudo histopatolégico, dos
60 animais, somente dois (3,3%) ndo apresentaram alteracdes. 45 (75,0 %) casos
apresentaram nefrite intersticial e 51 (85 %) apresentaram alteracOes tubulares. Lesbes
simultaneas de nefrite intersticial e lesdes tubulares foram observadas em 49 (81,7%)
animais. As alteracfes nos casos controles limitaram-se a um infiltrado de células
inflamatorias intersticiais de intensidade minima. As lesGes observadas nos cées
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, cortico-medular e medular. As lesdes

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

periglomerular e perivascular (Fig.1).

{

Figura 1. Rim. Cao infectado naturalmente pela Leishmania (L.) chagasi. Infiltrado
inflamatoério 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 inflamatorio mononuclear era severo e apresentava-se com
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distribuicdo difusa. Na maioria dos casos, os focos inflamatorios apresentavam-se
intercalados por regides de fibrose intertubular e perivascular na regido cortical (Fig.2) e
raros casos de calcificacdo dos tubulos coletores na regido medular.

Figura 2. Rim. Cdo infectado naturalmente pela Leishmania (L.) chagasi. Proliferacao
de tecido conjuntivo intersticial na cortical, de intensidade severa (setas). TM. 140 x.

Dos 51 animais com alteracGes tubulares, trés (5%) apresentaram calcificacéo,
vinte e cinco (41,6%) apresentaram degeneracao hialina goticular, trinta e cinco (58,2%)
apresentaram cilindros hialinos (Fig.3), vinte e oito (46,6%) degeneracdo hidrdpica
(Fig.4), trinta e oito (63,2%) atrofia tubular (Fig.5) e sete (11,6%) com dilatacdo

tubular.
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Figura 3. Rim. Céo infectado naturalmente pela Leishmania (L.) chagasi. Presenca de
cilindros hialinos (setas) em tabulos renais. PAS. 140 x.

Figura 4. Rim. Cdo infectado naturalmente pela Leishmania (L.) chagasi. Células
epiteliais tubulares com degeneracéo hidropica (setas). PAS. 140 x.
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Figura 5. Rim. Cao mfectado naturalmente pela Lelshmanla (L) chaga3| Atrofia de
tubulos renais (setas). PAS. 140 x.

A analise ultra-estrutural do intersticio renal de cdo revelou a presenca de
fibroblastos em atividade com producdo de fibras colagenas e presenca de células
necréticas (Fig.6). No epitélio dos tubulos proximais foi observado a presenca de

material eletro-denso (gotas protéicas) (Fig.7) e edema de mitocondria (Fig.8).

Figura 6. Rim. Cao infectado naturalmente por Lelshmanla (L.) chaga5| Necrose
intersticial, restos celulares (seta larga) e proliferacdo de colédgeno (setas finas). ME.
Aumento: 19648 x.
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Figura 7. Rim. Céo infectado naturalmente por Leishmania (L.) chagasi. Citoplasma de
células epiteliais tubulares com material eletrondenso no citoplasma (gotas protéicas)
(seta). ME. Aumento:19520 x.
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Figura 8. Rim. Céo infectado naturalmente por Leishmania (L.) chagasi. Edema de
mitocondria (7). ME. Aumento: 10000 x.

A andlise histopatoldgica e ultra-estrutural revelou que muitas lesoes,
destacando-se o infiltrado inflamatério, atrofia e fibrose, eram de natureza grave,
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provocando alteracGes celulares (Tisher e Brenner, 1994), que levaram seis dos 11
animais infectados, em que foi realizado prova de funcdo renal, a manifestarem
proteindria.

Em hamsteres as lesbes tubulo-intersticiais eram progressivas e similares as
encontradas em cées, como a presenca de infiltrado inflamatdrio intersticial (Fig.9)
observada nos caes, mas, diferentemente do que foi observado nesta espécie, no grupo
de hadmsteres com 90 dias de infeccdo, havia deposicdo de amildide na parede dos

tabulos contorcidos proximais (Fig.10).

Figura 9. Rim. Hamster infectado experimentalmente por Leishmania (L.) chagasi.
Infiltrado inflamatorio intersticial (seta). H-E. 140 X.

A diferenca no padrdo da alteracdo intersticial observada no cdo e no modelo
experimental de hamster, no qual foi observado amiloidose, parece estar relacionada a
fatores como: superestimulagdo do sistema reticulo-endotelial do hamster com o
aparecimento de amiloidose inespecifica (Brito et al., 1975); alta dose de antigeno
usado na indugdo da infeccdo experimental (Benderitter et al., 1988), ou a via de
inoculacdo intracardiaca (Sartori et al., 1987) ou intraperitonial (Duarte, 1978) usada

para reproduzir a doenca. Tais vias sdo completamente diferentes da via de infeccéo
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natural que € feita através da pele por um vetor, a Lutzomyia longipalpis (Magil, 1995),

que possui propriedades intrinsecas importantes na definicdo da doenca (Donnelly et al.,
1998; Yin et al., 2000).

Figura 10. Rim. Hamster infectado expeientalmente porLeishmania (L.) chagasi.
Parede de tubulos com deposito de amiloide (setas). VC. 140 x.

Deve-se salientar, por outro lado, que nefrite intersticial em cées € uma lesao
frequentemente encontrada, pois a mesma esta presente no decurso de varias
enfermidades que acometem essa espécie ao longo da vida (Jubb et al., 1994; Oliveira et
al., 2005; Camargo et al., 2006), mas no presente estudo tais lesbes estavam associadas
a leishmaniose visceral, pois em todos os casos foi detectada a presenca de antigeno de
leishmania em células do infiltrado inflamatdrio intersticial e em células epiteliais
tubulares, tanto em cdo quanto em hamsteres, ndo sendo encontrado nos animais
controles. Além disso, mesmo ndo tendo sido possivel um controle ou conhecimento
prévio das condigdes sanitarias e nutricionais em que viviam os cées deste estudo, pois
se tratavam de animais de rua que foram capturados para o controle da leishmaniose
visceral e raiva urbana, o estudo em hamsteres, em que tal controle péde ser feito,
apresentou alteracbes tubulo-intersticiais, demonstrando que a nefrite intersticial

observada é propria da leishmaniose visceral.
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Observaram-se, também, em tecido renal de cdo, células epiteliais tubulares de
tamanho reduzido, hipercoradas, provavelmente devido a condensacao citoplasmatica,
cariélise e picnose nuclear, o que permitiu classifica-las, pelo aspecto morfoldgico,
provavelmente, como células em apoptose, conforme definido por Zeiss (2003). A
participacdo de apoptose no mecanismo de lesdo é um evento bem conhecido em varios
processos patoldgicos renais (Wong et al., 2001). Apoptose é evidente nos rins em casos
de cisto renal, inflamacéo intersticial e glomerulonefrite, cicatrizacdo e esclerose renal
(Mené e Amore, 1998), tendo grande importancia na regulacdo do nimero de células
durante a inducgéo e resolucdo de uma lesdo (Ortiz et al., 2000). A caracterizacdo de
apoptose apenas pela analise histopatoldgica ndo € a técnica mais adequada, em funcéo
disso, estudos posteriores serdo realizados com aplicacédo de técnicas imunoistoquimicas
especificas, para melhor esclarecimento desta questdo. Contudo deve ser enfatizado que
em outras enfermidades, como na leptospirose tem sido observado apoptose de celulas
epiteliais tubulares de rim (Carvalho, 2005).

A anélise morfomeétrica realizada em tecido renal corado com H-E de 47 cées
revelou que o infiltrado inflamatério intersticial ocupava uma area maior da regido
cortical (p = 0,00; teste de Mann-Whitney) (Fig.11) e da regido medular (p = 0,00; teste

de Mann-Whitney) nos animais infectados, comparados aos animais do grupo controle.
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Figura 11. Andlise morfométrica da area de infiltrado inflamatorio intersticial em
tecido renal de cdes controles ndo infectados e infectados por Leishmania (L.)
chagasi. Analisados 50 campos da regido cortical / caso. N = nimero de casos por
grupo. *01 p=0,00. (Teste de Mann-Whitney).
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A andlise realizada entre os animais controles ndo infectados e os diversos
grupos de animais infectados com padrdes de glomerulonefrite previamente definida
por Costa et al. (2003), revelou que a &area ocupada pelo infiltrado inflamatério
intersticial era maior nos grupos de glomerulonefrite membranoproliferativa (p = 0,002;
teste de Kruskal-Wallis e Dunn) e glomerulonefrite de alteracGes minimas (p = 0,002)

quando comparados ao grupo controle (Fig.12).
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Figura 12. Analise morfométrica da area de infiltrado inflamatério intersticial
renal em cdes controles ndo infectados e infectados por Leishmania (L.)
chagasi. Analisados 50 campos da regido cortical / caso. N = nimero de casos
por grupo. * p = 0,002 em relacdo ao grupo controle ndo infectado. (Testes de
Kruskal Wallis e Dunn).

Os rins sdo 6rgdos que possuem grandes reservas funcionais e a manifestacdo de
insuficiéncia renal somente é observada quando % ou ¥% do tecido renal de ambos os
rins estdo comprometidos (Tisher e Brenner, 1994). No presente estudo, a andlise
morfométrica realizada em 47 animais, revelou a presenca de nefrite intersticial em
todos, entretanto, a prova de funcdo renal, realizada em 11 animais, revelou
manifestacdo de insuficiéncia renal em apenas seis animais (54,5%), como previamente

mostrado por Costa et al. (2003), o que demonstra que em quase metade dos animais
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(45,5%), a lesdo ndo foi suficientemente extensa para comprometer a fungdo renal.
Tendo em vista que ndo foi possivel avaliar o tempo de infeccdo dos cdes, por se tratar
de infeccdo natural, ndo foi possivel estabelecer relacdo entre a gravidade da leséo renal
e a progressdo da infeccdo; mas no modelo experimental de hamster, onde a lesdo se
agravou com o tempo de infeccdo, essa relacdo pdde ser observada, o que permitiu
inferir que o comprometimento renal pode ser causa de morte de cdes com leishmaniose
visceral, como tem sido sugerido por outros autores (Keenan et al., 1984). N&o foi
observada diferenca significante da area de nefrite intersticial nos grupos com padrdes
distintos de glomerulonefrite, o que leva a acreditar que a nefrite intersticial ndo esta
relacionada com o tipo de glomerulonefrite presente.

Sem descartar totalmente que outras infecgdes subclinicas pudessem estar
presentes nos casos estudados, tanto nos cdes como nos hamsteres, considera-se que as
lesGes renais foram causadas por Leishmania (L.) chagasi, pois, a presenca de antigeno
de Leishmania foi expressiva em todos e os exames clinicos e de necropsia ndo
mostraram quadros sugestivos de outras infeccdes e 0s animais ndo foram submetidos a
qualquer tratamento com drogas que pudessem causar alteracdes renais.

Os resultados obtidos revelaram que a leishmaniose visceral provoca lesbes
renais tabulo-intersticiais graves que progridem com o tempo de infec¢cdo e sdo capazes

de comprometer area de tecido renal suficiente para provocar perda da funcao.
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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVVC) € uma doenca sistémica causada no Brasil
pelo protozoario Leishmania (L.) chagasi. Ainda que a presenca de Leishmania sp nos
rins seja rara, antigenos parasitarios sdo freqiientemente encontrados nesses 6rgéos em
associacgdo as lesbes renais. Contudo, pouco se conhece do mecanismo de lesao renal na
LVC. No presente trabalho foi analisado a patogenia da nefrite intersticial em cées
naturalmente infectados e em hamsteres infectados experimentalmente com Leishmania
(L.) chagasi. Os resultados revelaram a presenca de antigeno em células fagociticas do
infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial e em celulas epiteliais tubulares
ocupando uma area maior nos animais infectados do que nos controles ndo infectados (p
= 0,0016; teste de Mann Whitney). Células T CD4" (p = 0,0073; teste de Mann
Whitney) e CD8" (p = 0,0445; teste de Mann Whitney) estavam presentes em maior
namero nos animais infectados do que nos animais controles. A area ocupada por
células T CD4" foi maior nos padrdes de glomerulonefrite proliferativa mesangial e
glomerulonefrite de alteracbes minimas, quando comparados aos casos com
glomeruloesclerose segmentar focal e grupo controle (p = 0,0343; teste Kruskal-Wallis
e Dunn). Os resultados mostraram que células T participam do mecanismo de lesdo
tubulo- intersticial na LVC.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is a systemic disease caused, in Brazil, for protozoan
Leishmania (L.) chagasi. The presence of Leishmania sp in the kidneys is rare, but
parasite antigens are frequently finding in association to the renal lesions. However the
mechanism of renal lesion in the LVC, still, is few known. In the present study was
analyzed the pathogenesis of the interstitial nephritis in naturally infected dogs and
experimentally infected hamsters with Leishmania (L.) chagasi. The results revealed the
presence of antigen in both dogs and hamsters in phagocyte cells of the interstitial
inflammatory 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 compared to the non-infected controls. The area with CD4" T cells was
higher in the groups of dogs with mesangial proliferative glomerulonephritis and minor
glomerular abnormalities, when compared to the cases of focal segmental
glomerulosclerosis and control group. The results showed that T cells participate of the
mechanism of tubule interstitial lesions in the LVC.

Key-words: Visceral leishmaniasis, interstitial nephritis, pathogenesis, dog.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca sistémica causada no Brasil
pelo protozoario Leishmania (Leishmania) chagasi (Lainson e Shaw, 1987). Durante o
repasto sanguineo o flebotominio Lutzomyia longipalpis infectado inocula formas
promastigotas do parasito na pele do hospedeiro susceptivel (Lanzaro e Warburg, 1995),
de onde se transformam em formas amastigotas e disseminam-se, provocando lesdes,
principalmente, nos 6rgaos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear (SFM)
(Duarte, 2000).

A doenca ¢ mediada imunologicamente e a imunossupressdo, causada pelo
parasito, ao acometer as espécies susceptiveis faz com que o parasito se distribua,
também, para 6rgdos que ndo pertencem ao SFM (Nickol e Bonventre, 1985).

Ainda que a presenca de Leishmania sp nos rins seja rara, antigenos parasitarios
sdo frequentemente encontrados nesses O0rgaos em associacdo as lesbes renais, como
observado no céo (Costa et al., 2000) e no homem (Duarte et al., 1983). Contudo pouco
se conhece do mecanismo de leséo renal na LVC. De um modo geral sabe-se que as
lesdes renais séo mediadas imunologicamente (McCluskey e Bhan, 1982), mas o tipo de

mediacdo imunoldgica seja por ativagdo da resposta imune humoral (Weisinger et al.,
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1978), seja por ativagcdo da resposta imune celular (Fillit e Zabriskie, 1982; van
Alderwegen et al., 1997) ainda ndo é bem conhecido.

Na nefropatia da LVVC foi observada, em uma amostra pequena de animais, a
presenca de células T CD4" em tecido renal de quatro animais e de células T CD8" em
dois animais, permitindo a conclusdo de que células T CD4" estdo envolvidas no
processo de lesdo renal na LVC (Costa et al., 2001).

No presente trabalho foi avaliado uma amostra bem maior de cdes naturalmente
infectados por Leishmania (L.) chagasi e de hamsteres infectados experimentalmente
com Leishmania (L.) chagasi, com enfoque especifico sobre a participacdo de antigeno
de Leishmania, e células T CD4" e CD8" na patogénese da lesdo tdbulo-intersticial na
LVC.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados tecidos renais de vinte cdes naturalmente infectados por
Leishmania (L.) chagasi, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses da cidade de
Teresina no estado do Piaui. Cinco caes eram negativos para leishmaniose visceral. Os
animais eram todos adultos, machos ou fémeas, de idades e racas diferentes e muitos
ndo apresentavam raca definida. Os animais foram selecionados de uma populacéo
estimada em 61.536 cdes em 1998 (Fundacdo Municipal de Salude, 1998), quando esse
material foi colhido para realizacdo de estudo sobre nefropatia da leishmaniose visceral
canina (Costa et al., 2003).

Foram analisados também tecido renal de hamsteres (Mesocricetus auratus),
infectados por inoculacéo intraperitonial com 2 x 10° amastigotas de Leishmania (L.)
chagasi, amostra MHOM/BR/72/cepa 46 e sacrificados aos 7, 15 e 90 dias pds-
infeccdo. Os grupos foram compostos, respectivamente, por oito, seis e oito animais,
com idades, entre 45 e 60 dias, mantidos no biotério do CCA-UFPI (Centro de Ciéncias
Agrérias-Universidade Federal do Piaui), recebendo &gua e racao a vontade.

O diagnostico de leishmaniose visceral canina (LVC) foi confirmado pela
deteccdo 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, baco e linfonodo popliteo e cultura de material da medula dssea esternal, bago e

linfonodo popliteo, para pesquisa de Leishmania (Evans et al., 1990; Berman, 1997). De



36

dois animais, leishmanias foram isoladas e enviadas ao Instituto Evandro Chagas de
Belém do Para para caracterizacdo do parasito, por meio de anticorpos monoclonais.
Em hamster, o diagndstico de leishmaniose visceral (LV) foi determinado pela presenca
de amastigotas em esfregacos de baco e figado corados por Giemsa.

Os fragmentos de rins fixados em Duboscq-Brasil por 60 minutos e
posteriormente conservados em formol a 10% tamponado com fosfato 0,01M pH 7,4
(formol tamponado), foram processados segundo técnicas de rotina e 0s cortes corados
com hematoxilina-eosina (H-E), acido perioédico de Schiff (PAS), tricromico de Masson
(TM), &cido periddico prata metanamine (PAMS) e vermelho-congo (VC).

Cortes de tecidos incluidos em parafina foram desparafinados em xilol e
hidratados em concentracGes decrescentes de alcool etilico; foram submetidos a
blogueio de peroxidase enddgena, com peroxido de hidrogénio 0,03%, em metanol por
30 minutos no escuro e tratados em forno de microondas (Sanyo, Brasil), poténcia
méaxima, em solucdo Tris-HCI, pH 1,0, sucessivamente por 10 e 5 minutos. Apos
lavagem com solucdo de PBS, os cortes de tecido renal de cdo foram tratados com
reagentes do “Blocking Kit” segundo o protocolo do fabricante, seguidos de lavagem
em PBS. O bloqueio de reac6es inespecificas foi realizado com “protein block” segundo
0 protocolo do fabricante, nos cortes de tecido renal de cdo, e com soro normal de
coelho, nos cortes de tecido renal de hamsteres. Apos essa etapa foi realizada incubacéo
dos cortes com anticorpo policlonal de camundongo anti-Leishmania (L.) amazonensis
na diluicdo de 1:1600 em solucdo salina tamponada com fosfato 0,01M, pH 7,2 (PBS) e
anticorpos monoclonais de camundongo anti-CD4" (VMRD, hibridoma DH29A, Lote
1089, Pullman, USA) e anti-CD8" caninos (VMRD, Inc., hibridoma CADO46A, Lote
0395-0598, Pullman, USA) na dilui¢do de 1:500 em PBS, “overnight,” em temperatura
de 2° C. Seguiram-se as etapas de amplificacdo da reacdo utilizando o sistema
“Catalyzed Signal Amplification (CSA)”, peroxidase (Dako Corporation cddigo K1500,
Carpinteria, USA), nos testes de deteccéo de antigeno de Leishmania, células T CD4" e
CD8", para tecido renal de cdo, e o sistema “EnVision, peroxidase” (Dako Corporation
cddigo K4000, Carpinteria, USA), no teste de deteccao de antigeno de Leishmania, para
tecido renal de hamsteres. As amostras foram incubadas em atmosfera Umida

intercaladas por lavagens em PBS e a revelacdo feita com 0,3 mg/ml de 3,3’-
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diaminobenzidina (Sigma Chemical, USA) em PBS com 0,06% de perdxido de
hidrogénio e contracoloracdo com hematoxilina de Harrys.

Cortes de rim de cées de aproximadamente 3 a 4 um de espessura, corados com
imunoperoxidase, foram submetidos a andlise morfométrica utilizando analisador de
imagem computadorizado Leica Qwin D-1000, versdo 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 a andlise morfométrica de antigeno de Leishmania e do
infiltrado inflamatério de células T CD4" e CD8", em correspondéncia aos padrdes de
glomerulonefrite de alteragdes minimas (GNAM), glomeruloesclerose segmentar focal
(GESF), glomerulonefrite proliferativa mesangial (GNPM) e glomerulonefrite
membranoproliferativa (GNMP), conforme previamente classificadas por (Costa et al.,
2003). Nos campos selecionados foram mensuradas as areas correspondentes a presenca
de antigeno e de células T em comparacdo & érea total (um? x 10°%) de cada campo,
previamente definida pelo programa de anélise de imagem.

Os resultados foram analisados, no programa estatistico Sigma Stat, por testes
ndo-paramétricos: a) método de Kruskal-Wallis para analise de variancia; b) método de
Mann-Whitney para comparacdo entre dois grupos. Havendo diferenca significante,
aplicava-se o teste de Dunn para comparagdo multipla de grupos. Adotou-se o nivel de

significancia de p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi analisado 0 comprometimento dos tdbulos e intersticio renal, de
caes naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi, com padrdes de
glomerulonefrite previamente definidos por Costa et al. (2001), que investigou a
patogenia da lesdo glomerular na LVC, utilizando os mesmos animais, e de hamsteres
infectados experimentalmente e sacrificados aos 7, 15 e 90 dias pos-infeccdo. A anélise
da presenca de antigeno de Leishmania, de células T CD4" e de células T CD8", nos
tubulos e intersticio renal, foi realizada em 20 cées infectados e em cinco cdes nao

infectados. Em hamsteres foi analisada apenas a presenca de antigeno de Leishmania,
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visto que ndo havia anticorpos especificos, disponiveis para detecgdo de células T CD4"
e CD8" para aplicacdo em tecido renal dessa espécie. Em todos os cies infectados e nos
hamsteres com 15 e 90 dias p6s-infeccdo, havia presenca de nefrite intersticial, variando
de intensidade minima a severa. Nos cdes controles ndo infectados, nefrite intersticial,
também estava presente, mas era de intensidade minima.

Antigeno de Leishmania foi detectado no intersticio renal em 95% dos cées
infectados e em todos os hamsteres. O antigeno apresentava-se principalmente sob
padrdo celular em células fagociticas do infiltrado mononuclear intersticial (Fig.1A e

1B) e em menor proporgdo, como material extracelular particulado.

Figura 1A. Rim. Céo infectado naturalmente por Leishmania (L.) chagasi. Antigeno de
Leishmania (T) no padrdo celular em células fagociticas do infiltrado inflamatério
intersticial. Imunoperoxidase. 140x.
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Figura 1B. Rim. Hamster infectado experimentalmente por Leishmania (L.) chagasi.
Antigeno de Leishmania no padrdo celular em células fagociticas do infiltrado
inflamatorio intersticial (seta larga) e em células do epitélio tubular (seta fina).
Imunoperoxidase. 140 Xx.

Antigeno foi observado, também, em células epiteliais tubulares, o que leva a
acreditar que tais células tenham atividade fagocitica e atuem como apresentadoras de
antigeno, conforme preconizado por Martin et al. (1989). Essa possibilidade confere,
portanto, as celulas epiteliais tubulares, em casos de infeccdo por Leishmania (L.)
chagasi, a capacidade de envolvimento real no processo de lesdo tubulo-intersticial,
pois ha interacdo entre essas células (como apresentadoras de antigeno) e células T
CD4" presentes no infiltrado inflamatorio intersticial dos animais analisados, durante o
processo de reconhecimento de antigenos extracelulares, conforme se conhece da
literatura pertinente (Abbas et al., 1997). Amastigotas integras no intersticio renal ndo
foram detectadas em nenhum dos casos, revelando que a presenca do parasito no rim é
bastante rara. Visto que ndo foram detectadas amastigotas no rim, nem por
histopatologia e nem por imunoistoquimica, a presenca do antigeno de Leishmania foi
fundamental para estabelecer relacdo entre a infeccdo leishmaniotica e as lesdes
intersticiais no tecido renal dos animais analisados.

A anéalise morfométrica, realizada em tecido renal da regido cortical de céo,

revelou um numero maior de células expressando antigeno por area do infiltrado
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inflamatorio intersticial (p = 0,0016; teste de Mann Whitney) (Fig.2), nos animais
infectados em relagdo ao grupo dos animais controles ndo infectados. Esse resultado
revelou que, muito embora ndo tenha sido detectada a presenca de amastigotas, antigeno
de Leishmania estava presente no rim, indicando sua participacdo no processo de lesao
intersticial, pois o antigeno estava presente em todos 0s casos onde havia infiltrado
inflamat6rio, enquanto nos animais controles ndo havia essa relagéo.

A area ocupada por antigeno no infiltrado inflamatério intersticial da regido
cortical, era maior nos animais com glomerulonefrite membranoproliferativa,
glomerulonefrite proliferativa mesangial e glomerulonefrite de alteragdes minimas (p =
0,0077; testes de Kruskal Wallis e Dunn), quando comparada ao grupo controle, mas
ndo havia diferenca entre a &rea ocupada por antigeno nos animais com
glomeruloesclerose segmentar focal e o grupo controle (Fig.3). Esse resultado indicou
que ndo existia relacdo da presenca de antigeno de Leishmania no intersticio renal com
0 padréo de glomeruloesclerose segmentar focal. Por outro lado, foi observado,
também, que ndo existia diferenca da area ocupada por antigeno, no infiltrado
inflamatdrio intersticial, associada aos diversos padrbes de lesdo glomerular, quando
comparados entre si, sugerindo que a presenca do antigeno no intersticio renal nao

define o tipo de lesdo glomerular.
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Figura 2. Andlise morfométrica da area de antigeno de Leishmania no
infiltrado inflamatdrio intersticial em cées controles ndo infectados e
infectados naturalmente por Leishmania (L.) chagasi. N= n°® de casos por
grupo. * p = 0,0016 (teste de Mann-Whitney).
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Figura 3. Andlise morfométrica da area de antigeno de Leishmania no infiltrado
inflamtério intersticial de rim, em cées controles ndo infectados e infectados
naturalmente por Leishmania (L.) chagasi, com diferentes padrGes de
glomerulonefrite (GN). N= n® de casos por grupo. * p = 0,0077 (teste de Kruskal-
Wallis e Dunn).

Células T CD4" (Fig.4) estavam presentes no intersticio renal da regido cortical
de 17 (85%) cées naturalmente infectados e em 15 (75%) animais, na regido medular,
revelando que células T CD4" estavam presentes na cortical e medular sem diferenca
significante. Células T CD8" (Fig.5) foram detectadas no intersticio renal da cortical em
12 (60%) animais e em nove (45%) animais na regido medular. As células T
distribuiam-se no infiltrado inflamatorio, onde havia presenca de outras células nédo
marcadas (Fig.4). No grupo de animais controles, células T ndo foram observadas.
Constatou-se que células T CD4" (p = 0,0073; teste de Mann Whitney) e CD8" (p =
0,0445; teste de Mann Whitney) estavam presentes em maior nidmero nos animais
infectados do que nos animais controles, demonstrando que tais células, tém
participacdo no mecanismo de lesdo renal na LVC, visto que linfocitos T podem causar

injaria celular e regular a resposta imune (Neilson et al., 1980).
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Fgura 4. Rim. Céo infectado naturalmente por Leishmania (L.) chagas. Célula T

CD4" no intersticio renal (setas finas). Célula nio marcada (seta larga).
Imunoperoxidase. 140x.

Figura 5. Rim. Céo infectado naturalmente por Leishmania (L.) chagasi. Marcacgdo de
células T CD8" no intersticio renal (seta). Imunoperoxidase. 140x.
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Quando comparamos a area do intersticio renal ocupada por células T, foi
verificado que células T CD4" ocupavam uma area maior do que células T CD8" (p =
0,0222; teste de Mann Whitney), sugerindo maior participacdo de células T CD4" no
processo de lesdo intersticial (Fig.6). Sabe-se que células T no intersticio renal estdo
envolvidas no reconhecimento de antigeno e no recrutamento de leucdcitos,
especialmente macréfagos, com uma fase efetora que inclui células T CD8™; estas com
capacidade de causar injaria celular direta (Main et al., 1992).
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Figura 6. Analise morfométrica da area de células T CD4" e CD8" no
infiltrado inflamatério intersticial renal, em cées infectados naturalmente por
Leishmania (L.) chagasi e controles ndo infectados. N = nimero de casos por
grupo. [ p=0,0222 (teste de Mann Whitney e Dunn).

A érea ocupada por células T CD4" foi maior nos padrdes de glomerulonefrite
proliferativa mesangial e glomerulonefrite de alteraces minimas, quando comparados
ao grupo de glomeruloesclerose segmentar focal e grupo controle (p = 0,0343; teste
Kruskal-Wallis e Dunn) (Fig.7). Entretanto ndo existia diferenca quando a comparacgédo
foi feita entre os diversos padrbes de glomerulonefrite, evidenciado que a presenca de
células T CD4" nio estd relacionada com o desenvolvimento do tipo de leséo

glomerular.
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Figura 7. Andlise morfométrica da area de células T CD4" no infiltrado
inflamato6rio intersticial em cdes controles ndo infectados e infectados
naturalmente por Leishmania (L.) chagasi, com padr&es diversos de GN. N =
numero de casos por grupo. * p = 0,0343; teste Kruskal-Wallis e Dunn)

No presente estudo verificou-se, pela andlise histopatoldgica, que havia
macrofagos no infiltrado inflamatorio intersticial e, por andlise imunoistogquimica,
presenca de células T CD8" em menor quantidade que células T CD4", confirmando
participacdo de células T no mecanismo de lesdo na nefrite intersticial em caes
naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi. Vérias pesquisas mostram que
muitas doencas renais resultam da deposicdo de complexo imune circulante ou de
complexo imune “in situ”, decorrente da reacdo entre anticorpos e antigenos renais ou
antigenos estranhos, inclusive na LV (Macianti et al., 1989). Contudo, cabe destacar que
a patogénese da lesdo renal tubulo-intersticial ainda ndo esta totalmente esclarecida,
mas 0 mecanismo imunoldgico mediado por células é considerado tanto para homem
(Boucher et al., 1986) quanto para modelos experimentais (Neilson et al., 1984), o que
deve ser considerado, também, para a nefrite intersticial na LVVC, conforme resultados

obtidos neste trabalho.
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Apesar de ndo ter sido possivel realizar imunomarcagdo de outros tipos e
subtipos celulares, presentes no infiltrado inflamatério do tecido renal analisado,
especialmente por indisponibilidade de anticorpos especificos para cdes, a analise
imunoistoquimica associada a analise histopatoldgica, foram importantes para
caracterizar o infiltrado inflamatério constituido, basicamente, por linfécitos T e
macrofagos, respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos, a presenca de antigeno de Leishmania no
intersticio renal, sua interacdo com células T, mediada por macrofagos do infiltrado
inflamatorio e pelas células epiteliais tubulares, constitui-se 0 mecanismo béasico de

lesdo renal tubulo-intersticial na L\ C.
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CONCLUSOES GERAIS
o As lesbes renais tabulo-intersticiais sdo préprias da leishmaniose visceral,
. Células epiteliais dos tdbulos renais fagocitam antigeno de leishmania e

participam do processo de lesdo renal;

o A presenca de antigeno de leishménia no tecido renal, provoca lesdo renal
tubulo-intersticial,

o O mecanismo imune celular esta presente na nefrite intersticial da leishmaniose
visceral, com maior participacdo de células T CD4+ do que células T CD8+;

o As lesdes renais tubulo-intersticiais, na leishmaniose visceral, progridem com o

tempo de infeccdo e provocam perda de funcéo renal.
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ANEXO



Anexo 1A. Andlise semi-quantitaiva (escores) das alteracdes renais de 60 amostras de rins de cées infectados naturalmente com Leishmania (L.)chagasi e controles ndo infectados

Regido cortical

Tubulo Intersticio

AN. N° Padrdes GN [ Calcif. | Deg. Hial. | Cil. Hial. | Necrose | Deg. Hidr. | Atrofia | Dilat. | Hipert. | Nefrite | Fibrose | Edema | Hemorr. | F. cells| Deg. Pigm. | Congest.
64 CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
65 CN 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
66 CN 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
67 CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
68 CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MEDIANA 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 GNAM 0 2 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 3 0
6 GNAM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 GNAM 0 1 1 0 0 2 0 0 3 3 0 0 0 0 3
15 GNAM 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 3
16 GNAM 0 4 1 0 3 0 0 0 5 3 0 0 0 0 3
1/125 GNAM 0 0 0 0 0 2 0 0 0 3 0 0 0 1 0
5/129 GNAM 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0
15A GNAM 0 3 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 1
48 GNAM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MEDIANA 0 0 0 0 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
4 GESF 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 2 0
13 GESF 0 0 3 0 0 2 0 0 2 3 0 0 0 0 0
26 GESF 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0 3
27 GESF 0 2 1 0 3 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
28 GESF 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 4
29 GESF 0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0
3/127 GESF 0 2 1 0 3 1 0 0 1 0 0 0 0 3 2
4/128 GESF 0 0 2 0 3 2 0 0 0 1 0 0 0 0 2
17A GESF 0 0 1 0 0 1 0 0 2 1 0 0 0 1 0
MEDIANA 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0
3 GNPM 0 1 0 0 3 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
10 GNPM 4 0 0 0 2 0 0 0 1 0 0 0 0 5 3




0
0
0
0
0
0
0
0
0
3
2
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0

GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM

GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP

11A

14

17

18
18A

22
23

31

32

43

44
45

47

55
56

MEDIANA

8A

12A

20
33
35
36
37

39
40

41

42

50
51

52




54 GNMP 0 1 2 0 1 0 0 3 1 0 0 0 0 0
62 GNMP 1 0 3 0 2 3 0 1 0 0 0 0 1 0
MEDIANA 0 1 2 0 2 0 0 2 1 0 0 0 0 0
Anexo 1B. Analise semi-quantitaiva (escores) das alteracdes renais de 60 amostras de rins de caes infectados naturalmente com Leishmania (L.) chagasi e controles néo
infectados
Regido Medular
Tubulo Intersticio
F.

AN N° | Padrdes GN | Calcif | Deg. hial. | Cil. hial. | Necrose | Deg. hid. | Atrofia | Dilat. | Hipert. | Nefrite | Fibrose | Edema | Hemor. | cells | Deg. pigm. | Congest.
64 CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
65 CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
66 CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
67 CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
68 CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIANA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 GNAM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

6 GNAM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

11 GNAM 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

15| GNAM 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3

16 GNAM 0 0 2 0 1 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
1/125( GNAM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5/129| GNAM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15A| GNAM 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1
48 GNAM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MEDIANA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 GESF 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

13 GESF 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




0
0
0
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0
0
0
0
2
0
0
2
0
1
0
0

0
0
0
0
0
0

GESF

GESF

GESF

GESF

GESF

GESF

GESF

GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM
GNPM

GNPM
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP
GNMP

26
27
28
29

3/127

4/128

17A

MEDIANA

3
10

11A

14
17

18
18A

22
23
31

32
43

44
45

47

55
56

MEDIANA

2
8

8A

12A

20
33




35 GNMP 0 0 3 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
36 GNMP 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
37 GNMP 0 0 3 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0
39 GNMP 2 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
40 GNMP 3 2 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
41 GNMP 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
42 GNMP 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 GNMP 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
51 GNMP 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
52 GNMP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
54 GNMP 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
62 GNMP 3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 4
MEDIANA 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

Anexo 2 - Andlise morfométrica das alteragdes renais de 47 cdes naturalmente infectados com Leishmania (L.) chagasi

e controles ndo infectados. H-E.
Infiltrado inflamatdrio intersticial
Cortical Medular Campos
Animal Padrdes ) ) )
de GN Area total (um?x10°) Area (um?x10°%) Area (um?x10%) | Cortical | Medular

64 CN 1980,8 x 50c = 99040 0 0 50 30

65 CN 1980887.75 3,3 0 35 30

66 CN 1980887.75 2,6 0 50 30

67 CN 1980887.75 0 0 50 30

68 CN 1980887.75 6 0 50 45




MEDIANA 1980887.75 2,6 0 50 30
1| GNAM 1980887.75 475,1 141,2 50 30

11| GNAM 1980887.75 4828,3 1297,8 50 50

15| GNAM 1980887.75 1820,4 4117 50 27

16| GNAM 1980887.75 8289,8 855,3 50 50
15A| GNAM 1980887.75 2666,9 332,3 50 50
48| GNAM 1980887.75 136,9 12,5 30 20
MEDIANA 1980887.75 2243,6 372 50 40
13| GESF 1980887.75 2894,4 147,6 50 38

26| GESF 1980887.75 537,1 762,8 50 30
28| GESF 1980887.75 14271 945,6 50 37

29| GESF 1980887.75 613,5 0 50 30
3/127| GESF 1980887.75 590,6 106,3 50 50
4/128| GESF 1980887.75 851,6 450,3 50 50
17A| GESF 1980887.75 929,5 1583,6 50 34
MEDIANA 1980887.75 851,6 450,3 50 37
10| GNPM 1980887.75 65,7 0 50 50
11A| GNPM 1980887.75 4988,1 2697,1 50 20
14| GNPM 1980887.75 844,2 229,7 50 50

17| GNPM 1980887.75 1978,3 0 50 21

18] GNPM 1980887.75 10729,9 14778 50 40
18A| GNPM 1980887.75 507,6 140,4 50 50
22| GNPM 1980887.75 4946 3131,3 50 50
23| GNPM 1980887.75 843,8 117,5 50 30
31| GNPM 1980887.75 1706,9 656,7 50 20
32| GNPM 1980887.75 1544,3 3149,9 50 50
43| GNPM 1980887.75 237 332,5 50 50




441 GNPM 1980887.75 13245 2120,6 50 50
45| GNPM 1980887.75 1893,6 2715 50 50
471 GNPM 1980887.75 6600,5 11798,9 50 50
55| GNPM 1980887.75 684,4 1472,9 50 30
56| GNPM 1980887.75 286 399,5 50 50
MEDIANA 1980887.75 1434,4 528,1 50 50
8| GNMP 1980887.75 272015 715,3 50 50
8A| GNMP 1980887.75 1079,9 246,4 50 40
20| GNMP 1980887.75 6526,5 6534 50 50
33| GNMP 1980887.75 1930,9 465,1 50 50
35| GNMP 1980887.75 755,7 2978 50 50
36| GNMP 1980887.75 1290,3 1284,1 50 50
37| GNMP 1980887.75 5153 3469,2 50 50
39 GNMP 1980887.75 832 37,8 50 20
40| GNMP 1980887.75 2303,4 2220,6 50 30
41 GNMP 1980887.75 1459,7 851,4 50 15
42| GNMP 1980887.75 2346,1 2202,8 50 15
50 GNMP 1980887.75 3539 4916,2 50 50
62| GNMP 1980887.75 8761,3 1612,8 50 50
MEDIANA 1980887.75 2303,4 1612,8 50 50
CAPITULO 2

Anexo 1A. Analise morfométrica das alteracGes tubulares e intersticiais da regido cortical do rim de 20 cées
naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi e em cinco cdes ndo infectados, corados por
imunoperoxidase.




Antigeno de Leishmania Célula T CD4" Célula T CD8"
Animais | Padroes de
GN Area Células Area Células Area Células
(Umx10%) (Umx10%) (Um°x10%) (um’x10%) | (um*x10®) | (um?x10°%)

9 CN 0 0 0 0 0 0

10 CN 0 0 0 0 0 0

64 CN 0 0 0 0 0 0

65 CN 0 0 0 0 0 0

66 CN 0 0 0 0 0 0

Mediana 0 0 0 0 0 0

1 GNAM 1745 54 123,5 52 0 0
1/125 GNAM 4808,6 1282 1554,1 302 45,5 29

5/129 GNAM 479,2 216 129,5 73 26,4 8
15 GNAM 61,1 20 39,3 17 11,7 15
16 GNAM 383,9 137 569,9 174 46,7 19
Mediana 383,9 137 129,5 73 45,5 19

3.127 GESF 478,5 221 133,0 57 0 0
4 GESF 9,7 6 101,8 47 148,5 63

4,128 GESF 383,3 136 87,5 33 0 0

17 A GESF 0 0 0 0 0 0
29 GESF 40,5 17 0 0 54,8 18

Mediana 40,5 17 87,5 33 0 0
3 GNPM 103,4 39 43,8 29 65,9 34
11A GNPM 9130,1 1386 870,3 351 441,1 76

17 GNPM 392,1 113 25,8 14 0 0
18 GNPM 806,4 159 367,4 145 588,0 198
31 GNPM 724,6 237 2559,6 462 76,9 51
Mediana 724,6 159 367,4 145 76,9 51

2 GNMP 827,7 230 421,8 111 0 0

8 GNMP 8142,1 1540 137,1 68 0 0
12 A GNMP 339,8 108 2072,5 553 377,1 133
20 GNMP 68,7 9 39,4 11 24,3 14

50 GNMP 14,3 8 0 0 0 0

Mediana 339,8 108 137,1 68 0 0




Anexo 1B. Andlise morfométrica das alteracfes tubulares e intersticiais da regido medular do rim de 20 cées
naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi e em cinco cdes ndo infectados, corados por
imunoperoxidase.

Antigeno de Leishmania Célula T CD4" Célula T CD8"

Animais | Padrdes de

GN Area Células Area Células Areas Células
(Umx10%) (Umx10%) (Um’x10%) | (um?x10?) (Um’x10%) | (um?x10%)

9 CN 0 0 0 0 0 0

10 CN 0 0 0 0 0 0

64 CN 0 0 0 0 0 0

65 CN 0 0 0 0 0 0

66 CN 0 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0 0

1 GNAM 229,7 67 14,2 7 0 0

1/125 GNAM 3428,4 525 1054,0 195 0 0

5/129 GNAM 342,7 125 9,03 5 0 0

15 GNAM 0 0 0 0 0 0

16 GNAM 959,3 256 3054,8 182 731,1 24
Mediana 342,7 125 14,2 7 0 0

3.127 GESF 104,1 59 121,8 32 0 0

4 GESF 0 0 19,2 12 23,5 14

4,128 GESF 738,7 216 44,7 23 0 0

17 A GESF 112,4 35 23,0 9 0 0

29 GESF 10,6 7 0 0 0 0
Mediana 104,1 35 23,0 12 0 0

3 GNPM 27,4 8 0 0 0 0

11A GNPM 1401,0 275 1654,6 379 20,6 11

17 GNPM 549,6 151 56,1 24 0 0

18 GNPM 4607,5 255 1269,3 271 1741,3 417

31 GNPM 22,0 12 1401,9 264 245,8 79
Mediana 549,6 151 1269,3 264 20,6 11

2 GNMP 406,5 110 65,9 10 14,4 7




8 GNMP 246,1 82 0 0 0 0
12 A GNMP 657,7 179 264,3 83 121,7 47
20 GNMP 0 0 151,9 49 49,8 21
50 GNMP 27,4 33 0 0 5,4 5

Mediana 246,1 82 65,9 10 14,4 7




