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RESUMO

Embora os principais reservatorios mamiferos de Leishmania descritos nas Américas sejam roedores,
gambas, endentados, equinos, caninos e primatas, tem-se discutido o papel do gato como hospedeiro
de Leishmania em razio do encontro de felinos infectados nos tiltimos anos. Este trabalho teve como
objetivo estudar o comportamento histopatologico das lesdes caracteristicas de leishmaniose cutinea em
camundongos infectados, com uma amostra de Leishmania amazonensis isolada de um gato em Ribas
do Rio Pardo, Mato Grosso do Sul, Brasil. A avaliagdo histopatologica foi realizada de acordo com a
intensidade e a composi¢ao do infiltrado inflamatério e a quantidade de parasitos. O estudo mostrou um
elevado grau de parasitismo cutineo na pata 20 dias ap6s a infec¢do dos camundongos, demonstrando
a elevada e rapida infectividade da amostra. Associado a infeccdo, foi observado um infiltrado
inflamatdrio linfo-histiocitario, eosinofilico intenso e difuso e necrose moderada e difusa. E importante
salientar que, no gato de origem, ndo foram detectadas doengas com caracteristicas imunossupressoras.
Nao se verificou a ocorréncia de visceralizagdo, uma vez que nao foram observados parasitos no figado
e no bago. Apesar disso, constatou-se reagdo inflamatoria focal e perivascular no figado.

DESCRITORES: Leishmania amazonensis. Gato. Modelo murino. Histopatologia.
INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ uma doenca caracterizada
por lesdes de pele, cartilagem e mucosas do trato respiratorio superior, causada
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por protozodrios do género Leishmania (Ross, 1903) e transmitida ao homem pela
picada de insetos flebotomineos (Gontijo & Carvalho, 2003). Nos tltimos anos, tem
aumentado o numero de casos e ampliado sua ocorréncia geografica. Atualmente
¢ encontrada em todos os estados brasileiros sob diferentes perfis epidemiologicos
(Basano & Camargo, 2004, Brasil, 2007). A multiplicidade de espécies do parasito,
de insetos vetores e de animais reservatorios em diferentes ambientes propicia a
existéncia de varias modalidades clinicoepidemiolégicas da infeccdo (Marzochi &
Marzochi, 1994). Uma das espécies causadoras da LTA no Brasil ¢ a Leishmania
(Leishmania) amazonensis, responsavel pelas formas cutinea, cutaneo-mucosa e
cutaneo-difusa, esta lltima considerada o polo anérgico da LTA (Barral et al., 1991).

Embora os principais reservatorios mamiferos de Leishmania descritos nas
Américas sejam roedores, gambas, endentados, equinos, caninos e os primatas, tem-se
discutido o papel do gato como hospedeiro de Leishmania em virtude do encontro
de varios felinos infectados nos tltimos anos. A leishmaniose cutinea ¢ a forma
mais frequentemente encontrada nos felinos e vem sendo descrita em varios paises,
inclusive no Brasil (Brumpt, 1936; Mello, 1940; Passos et al., 1996; Schubach et al.,
2003, 2004; Souza et al., 2005, 2009; Simdes-Mattos et al., 2005). Os sinais clinicos
sdo inespecificos e incluem lesdes nodulares ou ulceradas (no focinho, 1abios, orelhas
e palpebras) e alopecia (Mancianti, 2004). Conforme consta na literatura, os gatos
infectados geralmente apresentam envolvimento dos linfonodos e do sangue, indicando
adisseminacao de Leishmania nos hospedeiros felinos. O papel epidemioldgico do gato
nao estd ainda bem claro por causa da auséncia de estudos com base no xenodiagnostico
(Mancianti, 2004). Acredita-se que esta espécie apresente um alto grau de resisténcia
natural ao parasito, como se observou em infecgao experimental (Simdes-Mattos et al.,
2005). Alguns gatos afetados eram positivos para o virus da imunodeficiéncia felina
(FIV) e/ou virus da leucemia felina (FeLV), e tanto essas viroses quanto o estresse
podem induzir danos a resposta imunologica mediada por células (Grevot et al., 2005).
Apesar disso, a resisténcia do gato a leishmaniose pode depender também de fatores
genéticos ndo relacionados a resposta celular (Mancianti, 2004).

Este trabalho teve como objetivo verificar, no modelo murino, o
comportamento histopatoldgico das lesdes cutaneas induzidas por uma amostra de
L. (L.) amazonensis isolada de um gato do Mato Grosso do Sul (Souza et al., 2009).
Este estado vem se confirmando como area endémica de leishmaniose cutinea e
visceral (Brasil, 2007).

MATERIAL E METODOS
Animais
Foram utilizados camundongos Swiss Webster com idade de 4 a 6

semanas, fémeas, provenientes do biotério da Anhanguera-Uniderp, livres de
patogenos especificos e alimentados ad /ibitum. O experimento foi aprovado pela
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Comissdo de Etica em Pesquisa da Universidade para o Desenvolvimento do Estado
e da Regido do Pantanal.

Parasitos e infec¢ao experimental

Foi utilizada uma amostra de L. (L.) amazonensis isolada de lesdo cutanea
de um gato (Felis catus) proveniente da cidade de Ribas do Rio Pardo, estado do
Mato Grosso do Sul. O animal apresentava lesoes ulceradas no focinho e nddulos
nas bordas das duas orelhas (Souza et al., 2009). A amostra foi identificada apds
isolamento em meio de cultivo axénico, pela técnica de anticorpos monoclonais
(Shaw et al., 1989), no Instituto Evandro Chagas, Belém, Para. Desde o isolamento
até a infecgdo murina experimental, a cepa foi mantida in vivo através de cinco
passagens seriadas em hamsters (Mesocricetus auratus), realizadas de quatro
em quatro meses. Para a infec¢do dos camundongos, uma suspensio de formas
amastigotas foi inoculada (0,05mL) por via subcutdnea no coxim plantar das
patas anteriores esquerdas de quatro camundongos. Os animais foram observados
semanalmente e aqueles nos quais apareceram lesdes no local da inoculagdo foram
eutanasiados por indu¢do em cdmara de CO, e necropsiados para retirada das
patas lesionadas. Depois de 60 dias da infecg@o, dois animais foram necropsiados,
apls a eutanasia, para retirada do figado e do baco e verificagdo de possivel
visceralizacao.

Estudo histopatologico

Fragmentos de pele das patas e das visceras foram fixados em formalina
a 10% tamponada até o processamento histologico, que consistiu em clivagem,
processamento histotécnico, inclusdo em parafina histologica e corte de 4 um
de espessura. Apés a desparafinizagdo em estufa, os cortes foram corados por
Hematoxilina-Eosina (HE) e examinados em microscopio de campo claro com
objetivas de 10x, 40x e 100x.

As altera¢des observadas foram avaliadas quanto a intensidade e
composi¢ao do infiltrado inflamatorio e a quantidade de parasitos.

RESULTADOS

No presente estudo, foram observadas nos camundongos lesdes cutaneas
compativeis coma LTA a partir de 20 dias apds a inoculagdo com L. (L.) amazonensis.
O estudo histopatologico das lesdes cutineas das patas mostrou intenso parasitismo
na derme, com a presenca de muitas formas amastigotas no interior de macroéfagos
(Figura 1). Observou-se infiltrado inflamatodrio linfo-histiocitario, eosinofilico
intenso e difuso (Figura 2) associado a necrose moderada e difusa (Figura 3). Foram
observados alguns mastocitos (Figura 2).
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Figura 1. Derme (pata de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis, 20
dias apds a inoculaggo do parasito): formas amastigotas no interior de
macrofagos (setas). HE, obj. 40x.

Figura 2. Infiltrado inflamatdrio linfo-histiocitario, eosinofilico (seta fina) intenso
e difuso na pata de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis,
20 dias apds a inoculagdo do parasito. Observam-se mastocitos no
infiltrado (seta grossa). HE, obj. 100x.

No figado dos camundongos infectados por L. (L.) amazonensis,
verificou-se que o parénquima hepatico apresentava aspecto normal. Foram
observados infiltrados inflamatorios discretos, perivasculares, de natureza
mononuclear com a presenga de eosinofilos (Figura 4). Da mesma forma,
observou-se infiltrado inflamatdrio focal discreto e mononuclear, com grande
quantidade de eosindfilos (Figura 5). Os bagos observados apresentaram aspecto
microscopico normal da polpa branca e da polpa vermelha.
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Figura 3. Necrose moderada e difusa associada ao infiltrado inflamatorio
linfo-histiocitario, eosinofilico intenso e difuso na pata de um
camundongo infectado por L. (L.) amazonensis 20 dias apos a
inoculagdo. HE, obj. 40x.

Figura 4. Figado de camundongo infectado por L. (L.) amazonensis 60 dias apos
a inoculacgo do parasito. A — Infiltrados inflamatorios perivasculares
discretos. Aumento de 100x. B — Com maior aumento, visualiza-se
a natureza mononuclear do infiltrado inflamatorio e a presenca de
eosindfilos. HE, obj. 40x.

by = W,

Figura 5. Figado dos animais infectados por L. (L.) amazonensis 60 dias apos a
inoculagdo do parasito. A—Infiltrado inflamatério focal discreto. Aumento
de 400x. B — Com maior aumento, visualiza-se a natureza mononuclear
do infiltrado focal e a presenca de eosinéfilos. HE, obj. 100x.
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DISCUSSAO

Torna-se cada vez mais evidente que o complexo clinicopatologico das
leishmanioses ¢ um protdtipo de doencgas infecciosas cronicas, em que a reagao
imunologica mediada por células é predominante ¢ de fundamental importancia
para a imunidade do hospedeiro a infecgdo ou a reinfec¢@o (Garnham & Humphrey,
1969, Bryceson, 1970, 1976, Bryceson et al., 1970, Turk & Bryceson, 1971,
Dumonde, 1973, Behin et al., 1977). A leishmaniose cutdnea murina tornou-se um
modelo para o estudo do desenvolvimento e controle das respostas imunoldgicas
mediadas por células (Pearson & Wilson, 1988, Wilson & Pearson, 1990). A
susceptibilidade a Leishmania é geneticamente determinada entre as diferentes
linhagens de camundongos; porém, tanto em linhagens murinas sensiveis quanto
nas resistentes ocorre o recrutamento de neutrdfilos, eosindfilos, macrofagos,
linfécitos e mastocitos apds a infecgdo experimental (Andrade et al,. 1984, Pearson
etal., 1987, Bogdan & Rollinghoff, 1999, Venuprasad et al., 2002).

No presente estudo, o intenso parasitismo e o infiltrado inflamatério
encontrados apenas 20 dias apos a inoculagdo da amostra de L. (L.) amazonensis,
isolada inicialmente do gato, demonstram sua alta e rapida infectividade. E importante
salientar que ndo foram detectadas, no gato de origem, doengas com caracteristicas
imunossupressoras, como as causadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina e pelo
Virus da Leucemia Felina (Souza et al., 2009).

Abreu-Silva et al. (2004a) verificaram, 20 dias ap6s a infecgdo por L.
(L.) amazonensis em camundongos BALB/c, um infiltrado inflamatério discreto,
composto por eosindfilos, linfocitos e raros macrofagos parasitados. Decorridos 90
dias da infecgdo, a derme apresentava areas de tecido necrosado, grande numero de
células mononucleares e macrofagos vacuolizados contendo amastigotas.

Neste trabalho, ndo foram encontrados sinais de visceralizagdo, uma
vez que nio foram observados parasitos no figado e no bago dos animais. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por Cardozo (2004), que verificou
auséncia de parasitos, porém reacdo inflamatoria focal e perivascular da mesma
natureza em camundongos infectados experimentalmente com L. (L.) amazonensis
90 dias apds a inoculagdo. Abreu-Silva et al. (2004a) verificaram a presenga de um
infiltrado inflamatdrio multifocal discreto em figados de camundongos BALB/c 90
dias apds a infecg@o por L. (L.) amazonensis.
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ABSTRACT

Biological behavior of Leishmania (L.) amazonensis isolated from a cat (Felis
catus) from Mato Grosso do Sul State, Brazil

Even though the main mammalian reservoirs of Leishmania described in the
Americas are rodents, opossums, horses, canines, and primates, the role of the cat
as a host of Leishmania has also been discussed. This work was performed in order
to study the histopathology of cutaneous lesions of mice infected with Leishmania
(L.) amazonensis isolated from a cat in Ribas do Rio Pardo, Mato Grosso do Sul,
Brazil. The histopathological analysis comprised an assessment of the intensity
and composition of the inflammatory infiltrate, as well as parasite load. Mice
exhibited a high degree of cutaneous parasitism in the paw, at 20 days post infection,
demonstrating the high and rapid infectivity of the sample isolated from the cat.
An intense and diffuse lymphohistiocytic, eosinophilic inflammatory infiltrate and
a diffuse, moderate necrosis were observed at the site of infection. It is important
to note that the original cat presented no sign of immunosuppressive disease. The
occurrence of visceralization was not observed, since no parasites were found in the
liver or spleen 60 days after infection. Nonetheless, the liver presented focal and
perivascular inflammatory reactions.

KEY WORDS: Leishmania amazonensis. Cat. Murine model. Histopathology.
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