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RESUMEN. La glomerulonefritis de tipo mesangioproliferativa y/o membranoproliferativa; asi como los
cambios en médula dsea que contribuye al desarrollo de anemia severa asociada a trombocitopenia, es
comunmente observada en animales con leishmaniasis visceral canina (LVC). El objetivo fue determinar
la relacién de los cambios morfométricos macro y microscopicos del rifién y médula 6sea (MO) con el
numero de amastigotes de Leishmania sp/mm’ en MO. Se evaluaron 47 canes de diferentes edades y sexos,
infectados naturalmente con Leishmania sp; que fueron agrupados segun el nimero de Leishmania
sp/mm” en MO como: carga baja, moderadamente baja, moderadamente alta y alta. Los parametros
morfométricos macroscopicos medidos en rifidn fueron: longitud del rifién; anchura de rifién y espesor
del rifién; los microscépicos: numero de glomérulos renales/mm?* didmetro de glomérulos renales en
corteza; espesor de la cApsula Bowman del rifién y porcentaje de tejido conjuntivo en riiién y en médula
Osea: el porcentaje de tejido hematopoyético y estroma. Se observé una significativa diferencia entre los
grupos segun el nimero de amastigotes de Leishmania sp en MO/mm’ (p< 0.0002). No se observo
relacion entre los parametros morfométricos macro y microscopicos del riéon y MO con la carga
parasitaria (R*< 0.06). Estos resultados indican una amplia magnitud de lesiones macro y microscépicas
enrifién y MO en perros con LVC independiente del nimero de Leishmania sp/mm’en MO.

Palabras clave: Leishmaniasis visceral canina, cambios morfométricos, rifion, médula ésea, carga
parasitaria, Leishmania sp, caninos

ABSTRACT. Mesangioproliferative or membranoproliferativa glomerulonephritis; as the changesin bone
marrow, which contributes to the development of severe anemia associated with thrombocytopenia are
observed in animals with leishmaniasis canine visceral (LCV). The aim was to determine the relation
between morphometric macroscopic and microscopic changes of kidney and bone marrow (BM) with the
number of amastigotes of Leishmania sp in BM. Forty-seven dogs of different ages and sexes, naturally
infected with Leishmania sp were evaluated and grouped according to the number of Leishmania sp/mm®
in BM: low load, moderately low load, moderately high load and high load. Macroscopic morphometric
parameters were measured in kidney: length, width and thickness; microscopic parametrec: number of
glomeruli in kidney/mm’, diameter of glomeruli in cortex, Bowman capsule thickness and percentage of
stroma; and in bone marrow: the percentage of hematopoietic tissue and stroma. A significant difference
was observed between the groups according to the number of amastigotes of Leishmania sp/mm’ BM
(p< 0.0002).Norelationship between the macro and microscopic morphometric parameters kidney and
BM with parasite load (R’< 0.06). These results suggest a wide magnitude of macro and microscopic
lesions inkidney and BM in dogs with LVC are an independent of the number of Leishmania sp/mm” BM.

Keywords: Canine Leishmaniasis, morphometry changes, kidney, bone marrow, parasite load,
Leishmania sp, dog
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INTRODUCCION

La Leishmaniasis visceral canina (LVC) es
considerada una zoonosis importante con una
patogenia compleja, transmitida por un vector
biolégico del género Lustzomia (América) y
Phlebotomus (Viejo Mundo) (1). Estd ampliamente
distribuida en todos los continentes a excepcién de
Oceania. En América del Sur, la prevalencia de
Leishmania sp en los perros puede variar
ampliamente, reportandose cifras desde 25% hasta
de 75% (2). En Paraguay, el 45% de los canes son
serologicamente positivos y son considerados como
principal reservorio de la enfermedad (3).

El resultado de la infestaciéon varia
dependiendo del vector, el parasito y el huésped (4,5).
En pacientes susceptibles a la enfermedad, el
agotamiento de los linfocitos T en los 6rganos
linfoides, se compensa con proliferacion excesiva de
linfocitos B, posteriormente activadas a células
plasmaticas, asi como proliferacion de histiocitos y
macréfagos. Este fendmeno puede explicar la
linfoadenomegalia, esplenomegalia e
hiperglobulinemia policlonal consideradas
caracteristicas clinicas tipicas en canes con LVC (5).
Por otra parte la hiperglobulinemia no es protectora,
sino perjudicial, con unaaccién directa o indirecta con
generacion de auto-anticuerpos, anticuerpos anti-
histona, y/o complejos inmunes circulantes
generados en cantidades considerables que seran
depositados en diversos tejidos y 6rganos (6,7). Las
principales alteraciones organicas observadas en LVC
son patologias dérmicas, renales, oculares y
sanguineas.

En ocasiones la enfermedad renal es la tnica
alteracion clinica observada y la principal causa de
muerte en canes con este padecimiento (8). Los
estudios histopatoldgicos de los rifiones de pacientes
con LVC casi siempre revelan glomerulonefritis, tipo
mesangioproliferativas y/o membranoproliferativas
y nefritis tubulointersticial; mientras que la
amiloidosis es rara de observar. (9,10). Las lesiones
tubulos intersticiales son secundarias a la lesion
glomerular, inflamacién mediada por complejos
inmunes y fibrosis renal. (11). Mientras que el
depédsito de inmuno-complejo es el principal
mecanismo para la induccién de la glomerulonefritis,
la inflamaci6én granulomatosa caracterizada por una
infiltracion y proliferacion de macrofagos, histiocitos,
linfocitos y células plasmaticas, es la principal
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responsable de las alteraciones histoldgicas
observadas en otros érganos como ser linfonodulos,
bazo, higado, intestinos y médula ésea (MO) (5).Enla
MO, el nimero de amastigotes suele ser alto y la
inflamacién granulomatosa va asociada a la
hiperplasia eritroidea linfoplasmocitica, una
hipoplasia y/o displasia megacariocitica, un aumento
de la relacién mieloide/eritroide y eritrofagocitosis,
que en conjunto contribuyen al desarrollo de una
anemia severa con frecuencia asociada a
trombocitopenia (12). Ademas, el establecimiento de
la anemia en pacientes con leishmaniasis canina se ve
favorecida por el dafio renal, considerando que el
rifidon es el sitio principal de produccion de la
hormona eritropoyetina, la cual es responsable de la
formacion de eritocitos.

Todos los estudios referenciados describen
los cambios microscopicos renales y en MO de
animales que padecen leishmaniasis canina; dichas
evaluaciones estan enfocadas a observaciones
descriptivas e independientes; sin la asociaciéon entre
ambos 6rganos y/o correlacién de las alteraciones
con la cantidad de parasitos; por lo que el presente
estudio tiene como objetivo general determinar la
relacién de los cambios morfométricos macro y
microscopicos del rifion y médula dsea con el nimero
de amastigotes de Leishmania sp en MO en canes
infectados naturalmente con Leishmaniasis visceral
canina.

MATERIALES Y METODOS
Animales y muestras

Fueron analizadas un total de 47 muestras de
rin6én y 47 muestras de médula 6sea obtenidos de
canes seroldgicay citolégicamente positivos a LVC, sin
distincion de edad, raza y sexo, procedentes del
Hospital Veterinario "Prof. Dr. José Vicente Nufiez",
del Programa Nacional de Zoonosis y Centro
Antirrabico Nacional (CAN) y clinicas veterinarias
privadas del Departamento Central-Paraguay. Dichos
animales fueron eutanasiados humanitariamente con
una sobredosis de tiopental sd6dico (BIOSANO S.A.) via
endovenosa (250 mg/kg) y sometidos a necropsia en
el Departamento de Ciencias Patoldgicas de Ia
Facultad de Ciencias Veterinarias-UNA, previa
autorizacion firmada por los propietarios. A la
necropsia, los animales fueron pesados y se
obtuvieron frotis de medula 6sea, que se fijaron con
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metanol p.a. (Biopack, Argentina), luego se realizé la
evaluacion de los parametros macroscopicos y
finalmente se obtuvieron fragmentos de ambos
riflones que incluyeron corteza y médula renal;
ademas, medula dsea procedente de estérnebra que
fueron fijadas en solucién bufferada de formaldehido
al 10% (Lasca, Paraguay).

Morfometria macroscopicarenal. Parametros:
1.Pesodelanimal y riflones, en gramos

2.Longitud, anchuray espesor derifiones, cm

3. Longitud de médula y corteza, al corte transversal
encm

Citologia e histopatologia

Los frotis de médula 6sea fueron tefiidos con
una soluciéon bufferada de Giemsa al 5% (Biopack,
Argentina) durante 30 min y lavados con agua
corriente hasta eliminar el exceso de colorante. Los
fragmentos de tejido renal y médula ésea fueron
procesados mediante la técnica histolégica de rutina,
cortados a 4 micras y teflidos con hematoxilina y
eosina (H&E). El tricromico de Masson (Biopack,
Argentina) se utilizo para la identificacién de tejido
conjuntivo denso en el intersticio renal.

Para la cuantificacidn citolégica de la carga
parasitaria en médula 6sea y formacion de grupos de
estudio, el nimero de amastigotes de Leishmania sp
independiente a su localizaciéon intra y/o
extracelular en las muestras citologicas de MO
fueron valoradas en 40 campos consecutivos no
superpuestos con objetivo de 0,2 mm® La
conformacién de los grupos se realizo mediante la
utilizacién de los estadisticos: mediana, minima,
maximay cuartiles 1y 3. Tabla 1.

Morfometria microscoépicarenal

La medicion microscopica de los rifiones se
realiz6 en 25 campos consecutivos no superpuestos
de 0,05 mm® evaluados mediante la utilizacién del
software de imagen, Imagen ] (Version 1.49 23 June
2015. The Research Services Branch, National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA).

Parametros:

1.Espesordelacapsulade Bowman, en pm.

2. Numero de glomérulos y didmetros, en nimero
ordinalesy pm respectivamente.

ISSN 2226-1761

3. Estroma intersticial renal con tincién tricromico
de Masson, en porcentaje de area.

Morfometria microscépica delaMO

Se realizaron en campos de 0,02 mm’ consecutivos
no superpuestos, valorados con el software de
imagen Imagen ] (Versién 1.49 23 June 2015. The
Research Services Branch, National Institute of
Mental Health, Bethesda, Maryland, USA).

Parametros:
1. Tejido hematopoyético, en um®.
2.Tejido de sostén, en porcentaje.

Valoracion delos resultados

Los resultados obtenidos se expresaron en
mediana con desvio estdndar (Mn%SD). Todas las
mediciones realizadas fueron analizadas mediante el
software estadistico GraphPad Prism5 (San Diego,
California. USA), utilizando los test estadisticos
Kruskall-Wallis y el Mann Whitney. El analisis
comparativo se realiz6 entre cada grupo de estudio:
carga baja, moderadamente baja, moderadamente
altay alta, conlos parametros macro y microscopicos
del rifiébn y médula 6sea. Los resultados fueron
considerados estadisticamente significativos cuando
p present6 un valor p £ 0.05. Para determinar la
relacion existente entre las variables en estudio se
utilizé el Coeficiente de Regresion.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Cuantificacion citologica de la carga parasitaria
enmédula dsea

Con relacién al nimero de amastigotes de
Leishmania sp. independiente a su localizacion intra
y/o extracelular en MO/mm2, los caninos infectados
se agruparon en 4 categorias. Figura y Tabla 1. Los
categorizados como de baja carga, se constituyeron
por siete caninos. Clinicamente uno fue considerado
asintomatico y seis oligosintomaticos. El segundo
grupo, con carga moderadamente baja representado
por 13 caninos; uno asintomatico, diez
oligosintomaticosy dos sintomaéticos. El tercer grupo
categorizado como moderadamente-alta fueron 13
canes, uno asintomatico, once oligosintomaticos y
uno sintomatico y el grupo con alta carga con 13
caninos, dos asintomaticos, ocho oligosintomaticos y
tres sintomaticos.
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Figura 1. Citologias de médula 6sea de canes: A: grupo de
baja carga. B: grupo de moderada-baja carga. C: grupo
moderada-alta carga. D: grupo de alta carga parasitaria.
Tincién Giemsa. Amastigotes de Leishmania sp de
localizacion intracelular especialmente en macréfagos
(fecha amarilla) y otras de localizacién extracelular
(fechanegra).

Tabla 1. Distribucién en categorias de los animales en
estudio seglin el nimero de amastigotes de Leishmania sp
delocalizaciénintray extracelular en MO/mm’

Nimeros de amastigotes

Categorfas  Leishmania sp.en médula  Simbolos  Grados \Gaelor
Osea por mm? P

Negativo 0 0 0 -
Baja 01-07 + 1 0.002
Modera-baja 08-16 +H 2 0.002
Modera-alta 17-130 + 3 0.002
Alta 131-1980 +HHt 4 0.002

La virulencia del parasito y la respuesta
inmunolégica del hospedador son los que
determinan la presencia o la ausencia de signos
clinicos existiendo asi portadores asintomaticos y
sintomaticos (14,15). Aunque exista una buena
correlacion entre la intensidad de la reaccion
inflamatoria, la carga parasitaria y el estatus clinico
de la enfermedad (16); en este estudio se observd
una amplia variabilidad de sintomas, sin que las
misma se correlacionen con la carga parasitaria.

Morfometria macroscopicarenal

El peso del tejido renal con relacién al peso
corporal ylarelacién corteza/médula en las diversas
categorias en estudio: carga baja, moderadamente-
baja, moderadamente-alta y alta; asi como los
parametros morfométricos macro y microscépicos
evaluados en dicho 6rgano, segun las categorias en
estudio, no son estadisticamente significativas
cuando se comparan entre si. Aunque, los animales
categorizados como de alta carga parasitaria en MO
presentaron las menores medianas de los
parametros macroscépicos. Figura 2 y Grafico 1.

I Compend. . vt. 2015,06 (0151116

r~ @

Figura 2. Rifiones de canes: Ay B: grupo de bajacarga.Cy
D: grupo de moderada-baja carga. E y F: grupo moderada-
alta carga. Gy H: grupo de alta carga parasitaria. Todos los
rifiones a excepcion del grupo de alta carga con una
coloracion normal de tonalidad variada y superficie lisa.
Al corte transversal todos con una relacion
corteza/médula normal: 1:2 y los rifiones del grupo
moderada-alto con estriaciones blanquecinas corticales
y el grupo de alta carga con calcificacién préxima a la
crestarenal.
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Grafico 1. Distribucién del nimero caninos con LVC
segln sus manifestaciones clinicas y categorias. San
Lorenzo, Paraguay 2015.
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Morfometria microscopica renal y de médula
Osea

Con relaciéon a los valores microscopicos
correspondientes a los caninos del grupo de alta
carga, presentaron menor nimero de glomérulos por
mm’ en corteza renal, con aumento del didmetro de
los mismos, del espesor de la Capsula de Bowman, y
del porcentaje de tejido conjuntivo renal. Los
resultados demostraron que, cuando menor fue el
nimero de glomérulos por mm’ en corteza renal,
mayor fue el didmetro de los mismos, atribuible a un
fenémeno de adaptacion/compensacion fisiolégica
del 6rgano para el proceso de funcion glomerular del
plasma sanguineo Figura 3.

Figra 3. Cortes histolégicos: Rifion de canes. Fila 1.a al
5.a: H&E.Fila 2.b al 5.b: Tricromico de Masso. Médula 6sea

de canes. Fila 1.c al 5.c: H&E. Correspondiente a animales
del grupo de alta carga parasitaria. Glomérulos renales (*),
didmetro (-), infiltrado inflamatorio (fecha roja), tejido
conjuntivo color azul (flecha blanca), tejido hemopoyético
(fechanegra) y tejido adiposo (fecha amarilla). Se observa
en este grupos como ejemplo del estudio que los rifiones y
medula 6sea presentan variados cambios morfométricos.

Si bien, no existe diferencia estadistica
significativa entre los porcentajes de mediciones
morfométricas en MO entre las categorias: carga baja,
moderadamente-baja, moderadamente-alta y alta;
las medianas de la categoria de alta carga parasitaria
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presenté el menor porcentaje de tejido
hematopoyético en MO. Grafico 2.
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Grafico 2. Medianas y Desvio Estandar de los parametros
morfométricos macroscopicos (Longitud: L/Anchura:
A/Espesor: E) del rifén en los diferentes grupos en
estudios. San Lorenzo, Paraguay 2015.
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Estos hallazgos no se registran de manera
constante entre si, al evaluar en todas las categorias
en estudio, quizas sea debido a una respuesta inmune
Th1 / Th2 mixta, la cual da lugar a dafios tisulares a
través de diferentes mecanismos patoldégicos, como
ser: reacciones inflamatorias granulomatosa,
deposicién de inmunes complejos, y/o la produccién
de autoanticuerpos. Este es un mecanismo de
compensacién, aunque perjudicial generado
principalmente por la incapacidad de los macréfagos
para eliminar al parasito en animales susceptible. (6)

Cuando se relaciona la carga parasitaria con
los parametros morfométricos del rinén y médula
Osea en todos los animales en estudio no se observo
relaciéon. Tabla 2y 3.

-

Tabla 2. Param etros morfométricos macroscopicos en riién R”
Longitud del rifion =0.0198
Anchura del rifién =0.0003
Espesor del rifién =0.0005
Parametros morfom étricos microscépicos en riién R?
Numero de glomérulos por mm” en rifién =00144
Diametro de glomérulos en corteza renal =0.0644
Espesor de la capsula Bowman del rifion =0.0103
Porcentaje de tejido conjuntivo en rifion =0.01617
Tabla 3. Param etros m orfométricos microscopicos en medula 6sea R
Tejido hematopoyético =0.0108
Estroma =0.0108

Llamativamente, se pudo observar que:

* Cuando aumenta el nimero de Leishmania sp en
MO/mm’* disminuye la longitud de los rifiones. Este
fendmeno se distinguid claramente en los animales
que conforman el grupo de baja y alta carga
parasitaria.

* Cuando aumenté el nimero de Leishmania sp
MO/mm’ en los animales en estudio, aumenté el
didmetro de los glomérulos renales, con una
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disminucién del nimero por mm’ Ademds se
observdo un aumento del porcentaje de tejido
conjuntivo renal y el espesor de la capsula de
Bowman. Si se relacionan los parametros del grupo
de baja carga se observa una tendencia mas
pronunciada al aumento del espesor de la capsula de
Bowman, acompainado de una disminucién del
didmetro delos glomérulos.

* Mientras que en el grupo de moderadamente-baja
carga, se observd una fuerte tendencia entre el
aumento del porcentaje de tejido conjuntivo renal y el
numero de Leishmania sp en MO/mm’.

* Por ultimo, si se relacionan los parametros
morfométricos de MO, en los animales considerados
de baja carga se observa una tendencia a disminuir el
tejido hematopoyético y aumenta el estroma en dicho
organo.

CONCLUSION.

Estos resultados demuestran una amplia
variabilidad de manifestaciones clinicas, diversidad y
magnitud de lesiones macro y microscépicas en rifion
y MO en animales infectados naturalmente con
Leishmania sp; ademas, la falta de asociacion entre el
numero de amastigotes de Leishmania sp/mm’en MO
y estaslesiones.

No se descarta la posibilidad de que exista
asociacion cuando se evaluén los parametros
morfométricos del rifién con el ndimero de
Leishmania sp presente en este 6rgano y/o cuando se
asocie con el tipoy cantidad de infiltrado inflamatorio
del intersticio renal. Con relacion a la MO, a pesar de
realizar asociacion entre parametros morfométricos
y el nimero de Leishmania sp/mm’ tampoco se
descarta unarelacion positivay/o negativa cuando se
cuantifiquen lineas celulares, como ser la mieloidea y
eritroidea; por lo que estudio sobre estos puntos
serian adecuado para mejor entendimiento de la
patogeniadelaenfermedad.
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