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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca de distribuicdo mundial causada
pelo protozoario Leishmania infantum. No Brasil, o principal vetor é o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis, responsavel por abrigar a forma promastigota infectante. O cdo,
por sua proximidade com o homem, é considerado o principal reservatorio para a
doenca. Varios 6rgédos e sistemas podem ser afetados, incluindo o sistema urinario. O
objetivo deste trabalho foi avaliar as lesdes histopatologicas que ocorrem no sistema
urinario, as alterages bioquimicas e correlacionar com a carga parasitéria e deteccéo do
parasito. Foram utilizados 30 caes positivos para a doenca, com presenca do parasito em
aspirado de medula déssea, provenientes da rotina do Hospital Veterinario da UFRPE.
Foi coletado sangue para analise bioguimica com dosagem de ureia, creatinina, calcio,
fésforo e albumina, em seguida os animais foram submetidos a eutanasia. Amostras dos
rins, ureteres, bexiga e urina foram coletadas para avaliacdo estrutural,
imunohistoquimica e molecular. No estudo, as principais alteracbes observadas foram
glomerulonefrite membranosa, glomerulonefrite membranoproliferativa,
glomerulonefrite proliferativa, glomerulonefrite cronica, nefrite intersticial e nefrose.
Imunomarcacdo de formas amastigotas de L. infantum foram observadas em todos os
6rgdos do sistema, exceto nos ureteres. Foi possivel observar que existe relacdo entre a
carga parasitaria e o grau de lesdes e imunomarcacdo. Por outro lado, esta mesma carga
parasitaria ndo influencia nos pardmetros bioquimicos de avaliagdo renal.

Palavras chave: Cdes, leishmaniose, rins, bexiga, glomerulonefrite, imunohistoquimica,
gPCR.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a worldwide distribution of disease caused by
Leishmania infantum. In Brazil, the main vector is the sand fly Lutzomyia longipalpis,
which sheltered the infective promastigote form. The dog, due to its proximity with the
man, can be considered the main reservoir for the disease. Various organs and systems
can be affected, including the urinary system. The aim of this study was to establish a
relationship between the histopathological lesions in the urinary system, biochemical
changes and parasite load and IHQ detection of the parasite. Thirty positive dogs from
Veterinary Hospital of UFRPE were used in this experiment. Blood was collected and
the serum was used to obtain the levels of urea, creatinine, calcium, phosphorus and
albumin. After the euthanasia procedures, the tissue samples of the kidneys, ureters,
bladder and urine were collected to evaluate structural, immunohistochemistry and
molecular changes arising from leishmaniasis. In the study, the main histopathological
changes were membranous glomerulonephritis, membranoproliferative
glomerulonephritis, proliferative glomerulonephritis, chronic glomerulonephritis,
interstitial nephritis and nephrosis. Immunostaining of amastigotes of L. infantum were
observed in all organs of the system, except in the ureters. It was observed that there is a
relationship between parasite load and the degree of injury and immunostaining. On the
other hand, the parasite load does not influence biochemical parameters of renal
evaluation.

Keywords: Dogs, leishmaniasis, kidneys, bladder, glomerulonephritis,
immunohistochemistry, gPCR.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, na rotina da clinica veterinaria tem aumentado muito a incidéncia
de casos de Leishmaniose Visceral (LV) e muitos destes com sinais clinicos de

insuficiéncia renal.

Causada pelo protozoario do género Leishmania, esta doenca € uma zoonose que
ocorre em diversas partes do mundo, sendo relatada em mais de 98 paises (ALVAR et
al., 2012) . A doenga acomete ndo s6 o homem como também outras espécies de
mamiferos como: cdes, gatos, canideos silvestres, marsupiais e roedores. Porém o céo,
pelo seu contato mais proximo ao homem, tornou-se o principal reservatorio e fonte de
infeccdo e transmissao desta importante doenca (GARCIA & MARCONDES, 2007).

A transmissdo entre hospedeiros vertebrados ocorre primariamente por meio
vetorial através do flebotomineo do género Lutzomyia. No Brasil, encontramos o L.
longipalpis e o L. cruzi, que ao realizar o repasto sanguineo veiculam as formas
promastigotas do parasita de animais infectados para animais suscetiveis e,
eventualmente, 0 homem. Este vetor é popularmente conhecido, dependendo da regido,
como mosquito-palha, tambaqui, birigui, cangalhinha. E um inseto muito pequeno que
costuma reproduzir-se em locais com muita matéria organica em decomposicdo e
ambientes sombrios. (COSTA, 2011); Estes flebotomineos tem intensa atividade
crepuscular e pos-crepuscular, porém podem atacar durante o dia caso sejam
perturbados em suas tocas (ROSYPAL et al.,2003).

Em éreas endémicas os cdes tem grande importancia na manutencdo do ciclo da
LV, assim sdo considerados um importante elo na cadeia de transmissdo da doenca.
(GARCIA & MARCONDES, 2007).

A LV em cées é um grave problema de saude publica devido a sua incidéncia e
letalidade nas Américas, Europa, Africa, Asia e Oriente Médio. No continente
americano, ela ocorre desde o México até a Argentina, porém, quase 90% dos casos
humanos descritos provém do Brasil (MONTEIRO et al., 2005; MARCONDES et al.,
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2013). Ela pode se apresentar de uma forma assintomética até uma grave forma

sistémica, muitas vezes levando o paciente a dbito.

Os sinais viscerais mais comumente observados sdo: linfadenomegalia,
emaciacdo, neuralgia, poliartrite, polimiosite, insuficiéncia renal (polidria, polidipsia,
vomitos e convulsdes), hepato-esplenomegalia, febre, epistaxe, uveite, emagrecimento,
apatia, diarreia. Além dos sinais clinicos cutdneos como onicogrifose, dermatite seca,
alopecia, hiperqueratose, ulceras (TILLEY & SMITH JR., 2008; BRITO et al., 2004).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Epidemiologia

A LV é uma doenca de distribuicdo mundial, causada por um protozoario da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomidae e género Leishmania (DESJEUX,
2004). Hoje, vérias espécies sdo encontradas em todo o mundo resultando em maltiplos
sinais clinicos (NOLI, 1999).

No velho mundo, predomina a L. infantum em toda a regido do mediterraneo
(Franca, Italia, Grécia, Portugal, Espanha), Asia, China e Norte da Africa (PRATA &
SILVA, 2005). Na América Latina e no Brasil, a L. chagasi é o causador da doenca
tanto em cdes quanto no homem (GARCIA & MARCONDES, 2007). Porém, ap0s
alguns estudos bioquimicos e moleculares, pesquisadores consideraram que a L. chagasi
e L. infantum sdo a mesma espécie (DANTAS-TORRES, 2006).

No Brasil, o principal vetor da LV, também conhecida como Calazar, é o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis, responsavel por abrigar a forma promastigota
infectante. Por sua vez, os hospedeiros vertebrados sdo animais selvagens (roedores,
gambas, tamanduas, tatus, primatas, raposas, pregui¢as), animais domésticos (caes,
gatos, equinos) e o homem. O cdo, por sua proximidade com o homem, é considerado o
principal reservatorio para a doenca. (FEITOSA, 2006; SOARES et al.,2013).
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Fig. 1- Lutzomyia longipalpis. Foto: Ray
Wilson, Liverpool School of Tropical
Medicine

A forma amastigota é encontrada no hospedeiro vertebrado, sendo parasitos
intracelulares obrigatorios de células do sistema fagocitario mononuclear, notadamente
macrofagos (ALENCAR et al., 1991).

Fig. 2 - Amastigotas de Leishmania em
puncdo de medula de cdo (seta). Obj. 40x.
Fonte: Acervo Pessoal.

O ciclo biolégico do Lutzomyia longipalpis se dd em ambiente terrestre e divide-
se em quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto, levando o ciclo completo
aproximadamente 30 a 40 dias. As fémeas sdo hemat6fagas e responsaveis pela
transmissdo da doenga, vivem cerca de 20 dias e alimentam-se de vérias espécies de
animais vertebrados (BRASIL, 2006).


http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2014/02/Lutzomyia-longipalpis.jpg
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Ao realizarem 0 repasto sanguineo em cdes ou outros mamiferos silvestres
infectados, as fémeas dos flebotomineos albergam o protozoario. No intestino destas, o
protozoario passa da fase amastigota para promastigota tornando-se infectante. Ao
realizar novo repasto sanguineo, estas formas promastigotas serdo inoculadas na pele
dos hospedeiros (KILLICK-KENDRICK, 1999; BRASIL, 2006).

Flebétomos fazem repasto sanguineo

S Veor e ~ Mamiferos

Promastigotas dividem-se nos intestinos
e migram para probéscide

Promastigotas s3o fagocitadas
por macréfagos

%

Amastigotas transformam-se em
promastigotas no intestino

Promastigotas transformam-se
em amastigotas dentro de
macréfagos

S A @
W

Amastigotas multiplicam-se
v em células de vérios tecidos

I Ingestdo de células parasitadas I

Flebétomos fazem repasto sanguineo
(ingerem macrdfagos infectados com amastigotas)

Fonte: Prof. Dr. Valdemiro Amaro da Silva Junior
Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE

Nos cdes, o Lutzomyia longipalpis alimenta-se principalmente na pele das

orelhas, focinho e areas inguinais e perianais. Estes cdes, ao serem infectados, poderdo
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ou ndo apresentar sinais, dependendo de sua resposta imune (ALVAR et al., 2004).
Quando inoculadas na pele, os parasitos sdo fagocitados por macréfagos do hospedeiro
e dentro do vacuolo, sao liberados éxido nitrico e hidrolases lipossomais tentando assim
eliminar o parasito. Porém, alguns mecanismos de evasdo desenvolvidos pelo
protozodrio podem permitir a fuga das defesas do hospedeiro, o que leva a

sobrevivéncia e multiplicacdo dentro dos macrofagos (ALVAR et al., 2004).

Né&o se observa predilecdo sexual, racial, ou faixa etaria para o desenvolvimento
da infeccdo, porém acredita-se que animais de porte pequeno sejam menos afetados por
viverem dentro dos domicilios e desta forma estarem menos expostos a acdo dos
flebotomineos (CIARAMELLA et al., 1997; AMUSATEGUI et al., 2003).

2.2. Imunopatologia e Sinais Clinicos

Depois da inoculacdo do parasito no cdo, os animais resistentes a infeccédo irdo
promover ativagio de células TCD4" Thi, e produzirdo citocinas interferon gama
(IFNYy), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucinas (IL) 2 e 12, ativando
macrofagos que destruirdo as formas amastigotas intracelulares. Ha fortes evidéncias
que células TCD8" citotoxicas também estdo envolvidas na resisténcia a doenca
(PINELLI et al., 1995).

Ja nos animais que desenvolvem sinais clinicos, ha uma diminuicdo de células
TCD4" Thl e aumento de TCD4" Th2, produzindo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
promovendo proliferacdo de células B e consequentemente, producdo de grande
quantidade de anticorpos (PINELLI et al., 1994, 1999). Esses anticorpos ndo protegem
e, muitas vezes sdo prejudiciais, pois formam imunocomplexos que se depositam nas
membranas basais de diversos 6rgdos (SLAPPENDEL, 1988; MARTINEZ-MORENO
et al., 1995). Desta forma, as citocinas produzidas pelas células Th, a depender da
resposta imunoldgica do hospedeiro, poderdo ativar mecanismos que resultam tanto em
protecdo, quanto na exacerbacdo da doenca (PINELLI et al., 1999).

Os cées, quando sdo infectados, podem ser assintomaticos ou apresentar uma
grande diversidade de sinais clinicos. Os animais assintomaticos respondem por 20 a
40% do total de soropositivos, sendo que destes, cerca de 80% irdo desenvolver a
doenga (MORETTI et al., 1995).
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Os sinais clinicos da doenca sdo amplos, devido aos Vvarios mecanismos
patogénicos do parasito, diversidade de resposta imunoldgica apresentada e dos
diferentes 6rgdos afetados (SOLANO-GALLEGO & BANETH, 2008). A doenca pode
ainda ser classificada como aguda, subaguda ou crénica, de acordo com o quadro
evolutivo, sendo as formas subaguda e aguda raras em comparacdo a forma cronica,
apresentando uma evolucdo entre 3 a 4 semanas e 2 a 3 meses, respectivamente
(CAMPILLO et al., 1999).

Na forma cronica, do periodo de incubacdo até o aparecimento dos primeiros
sinais, 0 tempo pode variar de 3 meses até 6 anos (ROZE, 2005). Inicialmente, hd uma
alteracdo do estado geral do animal, com perda de peso progressiva, apatia, anorexia e
hipertermia, o que pode confundi-la com qualquer outra doenca, j4 que 0s sinais sdo
inespecificos (CAMPILLO et al., 1999). Histologicamente, observa-se uma reacao
inflamatdria intensa, granulomatosa, devido a acdo da L. infantum nos Orgaos,
principalmente, pele, figado, baco, linfonodos, rins, olhos, ossos e intestinos. Ha
também a acdo indireta do parasito, com deposicdo de imunocomplexos nas
articulages, vasos, olhos e rins (BUENO, 2006; NOLI et al., 2006).

LesBes cutaneas sdo frequentes na LV em cées e possuem caracteristicas
diversas (CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999). Estas lesdes estdo presentes em
cerca 81 a 89% dos animais sintomaticos, podendo ocorrer isoladamente ou em
conjunto com outros sinais ou alteragdes laboratoriais (BANETH et al., 2008;
BOURDEAU 2009). Os principais padrdes de lesbes sdo: alopecia e descamacdo,
ulceracgdes, nddulos e dermatite pustular. Ainda, € comum a apresentacdo de mais de um
padrdo de leséo (NOLI et al., 2006).

A alopecia e descamacgdo estdo presentes em cerca de 60% dos cdes com
alteracdes cutdneas, normalmente se apresentam simétricas, na cabeca, proeminéncias
Osseas, extremidade de membros e ponta da cauda, podendo chegar a uma alopecia
generalizada. Na cabeca, esta alopecia ocorre principalmente na regido periocular dando
um aspecto de “6culos”, além de lesdes no focinho e nos pavilhdes auriculares. O pelo
fica fraco e quebradico, a descamacgdo € seca. Ao corte histoldgico, observa-se
hiperqueratose e dermatite difusa ndo supurativa com infiltragdo de linfocitos, células

plasmaticas e macrofagos, sendo alguns, parasitados. Os cdes que apresentam este



23

padrdo de lesdo sdo tidos como os mais imunocompetentes, ja que foi identificado um
namero apropriado de células de Langerhans nessas lesdes (ALEXANDRE-PIRES &
CORREIA, 2008).

A dermatose ulcerativa atinge aproximadamente 23% dos animais e caracteriza-
se pela presenca de Ulceras, sem tendéncia para cicatrizacdo, principalmente em
proeminéncias 0sseas, extremidade dos membros e jungdo muco-cutaneas.
Histologicamente, notam-se Ulceras limitadas por hiperplasia da epiderme e infiltrado
celular misto (neutrofilos, macrofagos, linfécitos e eosindfilos) e ainda, alguns
protozoarios. Estes animais sdo considerados como de imuno competéncia intermediaria
(NOLI et al., 2006; ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008).

Ja a forma nodular atinge cerca de 12% dos animais acometidos, ha a formacéo
de nddulos, por vezes ulcerados, com consisténcia variavel e didmetro que vai de alguns
milimetros até 10 centimetros, com distribuicdo generalizada, atingindo a regido
toréacica, lombar e falanges. Na histologia observam-se focos de necrose e infiltracdo de
macrofagos, linfécitos, plasmocitos e células gigantes multinucleadas com grande
namero de parasitos. Nao se observam células de Langerhans contribuindo para resposta
imunitaria ineficaz (NOLI et al., 2006; ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008).

Outras lesdes a serem destacadas sdo a hiperqueratose, despigmentacdo do
focinho e onicogrifose, que ocorre em aproximadamente 20 a 31% dos caes
sintomaticos. Estas lesfes sdo devidas a presenca de L. infantum na matriz ungueal e
hipersensibilidade dos coxins plantares e palmares, dificultando o desgaste natural, além
de inflamacéo da base ungueal e pele adjacente (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA,
2008; BANETH et al., 2008).

As lesdes oftalmoldgicas sdo frequentes, podendo ocorrer isoladamente ou ainda
serem a principal manifestacdo clinica de cdes com LV (BRITO et al., 2006). As
principais lesdes sdo: conjuntivites, ceratites, uveites, blefarite ulcerativa, conjuntivite
granulomatosa refrataria a tratamento, uveite granulomatosa, edema de cérnea, esclerite
e hemorragia de retina (NOLI, 1999; PENA et al., 2000; GELLAT, 2003). Poréem, em
casos avancados pode haver ceratoconjuntivite seca, atrofia de iris, descolamento de
retina, Ulcera, glaucoma, catarata e exolftalmia (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA,
2008).
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A conjuntivite decorre de uma reagdo inflamatéria devido a deposicdo de
imunocomplexos e presenca da L. infantum no local (ALEXANDRE-PIRES &
CORREIA, 2008; BRITO et al., 2004). A ceratoconjuntivite seca decorre da destruicao
das glandulas lacrimais e obstrucdo das vias lacrimais causadas pela inflamagéo
piogranulomatosa local e hipoestesia da cornea lesionada que levam a uma reducgéo da
producdo e secrecao de lagimas (BRITO et al., 2006).

Nas palpebras podem-se encontrar lesdes granulomatosas semelhantes as
alteracbes da conjuntiva ou ainda as lesbes de pele, havendo formacdo de blefarite
furfuracea e alopecia (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008).

As lesdes musculares, articulares e dsseas podem surgir em animais com bom
estado clinico levando a claudicacdes e enfraguecimento dos membros (ALEXANDRE-
PIRES & CORREIA, 2008). H4 uma atrofia muscular seguida de caquexia, esta atrofia
tem inicio nos musculos da cabeca e decorre da infiltracdo de células fagocitarias, da
deposicdo de imunocomplexos e presenca de anticorpos contra as fibras musculares
(ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008). Nos 0ssos observam-se lesdes peridsticas
e intramedulares, assim como ostedlise cortical e medular (BANETH et al., 2008);
enquanto que, nas articulacdes, devido a deposicdo de imunocomplexos, ha a ocorréncia
de sinovites, poliartrites, polimiosites e lesbes 6sseas podem ocorrer, causando dor,
claudicacdo e atrofia muscular (SPRENG, 1993; KOUTINAS et al., 1999;
McCONKEY et al., 2002; KOHN, 2007).

A LV afeta o sistema gastroentérico provocando gastrite e enterite que tanto
podem ser causadas pelas alteracGes hepéticas e renais quanto pela lesdo direta do
parasito. As lesdes gastroentéricas sdo acompanhadas por uma sindrome de ma
absorcéo, diarreia, hematoquesia, melena (NOLI et al., 2006; ALEXANDRE-PIRES &
CORREIA, 2008). Outros sinais atipicos que podem surgir sdo nédulos na lingua e
gengiva (ROZE, 2005; PARPAGLIA et al., 2007).

A linfoadenomegalia € comum e esta presente em mais de 62% dos caes
sintomaticos, sendo os mais acometidos: submandibulares, cervicais, pré-escapulares,
axilares e popliteos. Histologicamente, observa-se uma deplecdo de linfécitos e uma
reacdo proliferativa de plasmécitos e macréfagos estando este ultimo com o citoplasma
repleto de L. infantum. Geralmente a carga parasitaria destes linfonodos ndo tem

correlagdo com o tipo e gravidade de outras lesdes, sendo comum a regressdo da
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adenopatia @ medida que a doenga evolui (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008;
BANETH et al., 2008). A linfadenopatia € um sinal bastante consistente, porém pode
estar ausente em alguns casos (NOLI, 1999).

A esplenomegalia ocorre em 10 a 53% dos animais sintomaticos e esta
relacionada com a proliferacdo de mondcitos e macrofagos e modificagbes no tecido.
Ha o desenvolvimento de vénulas e veias pulpares e desaparecimento de grande parte
dos sinusdides que envolvem a polpa branca, bem como o aumento das fibras
reticulares (BANETH et al., 2008). Assim, na fase aguda, o bago apresenta-se
congestionado e aumentado de tamanho, jA na fase cronica apresenta a cépsula
espessada, atrofia e aumento de consisténcia (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA,
2008).

A medula 6ssea apresenta diminuicdo de consisténcia, aumento de plasmacitos e
formagdo de granulomas ricos em macrofagos, granuldcitos e linfocitos T
(ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008).

A lesdo hepética mais caracteristica é a inflamacao croénica proliferativa, onde ha
lesdo vascular, degeneracdo dos hepatocitos e infiltragdo celular, podendo haver
hiperplasia, hipertrofia e mobilizacdo das células de Kupffer. O infiltrado celular pode
se apresentar de forma difusa ou em microgranulomas. Com a evolucdo da doencga, as
alteracdes e degeneracBGes levam a necrose e formacdo de tecido fibroso, podendo
chegar a cirrose (CAMPILLO et al., 1999; ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008).
Ja a hepatite cronica pode levar a hepatomegalia, vomito, poliuria, polidipsia, anorexia e
perda de peso (NOLI et al., 1999). Colite ulcerativa crénica com diarreia profusa e
melena, além de enterite aguda hemorragica ja foi associada a LV (FERRER et al.,
1991; DENEROLLE, 1996).

No miocérdio, ha formacdo de granulomas ricos em macrdfagos, granuldcitos e
linfocitos T (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008; MENDES et al., 2014).

Nos pulmdes, ha alteracbes vasculares e pneumonia do tipo exsudativo, com
infiltracdo linfoplasmocitaria, observa-se a presenca de macrofagos parasitados, na
clinica ocorre dispneia e hemoptise (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008).

Caso a mucosa das fossas nasais apresente poucas lesdes, o Unico sinal clinico
sera 0 de espirros persistentes. A epistaxe esta presente em 6 al0% dos animais
sintomaticos, podendo ser uni ou bilateral (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008).
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A epistaxe € comum e ocorre devido as leses ulcerativas na mucosa nasal e/ou
coagulacao diminuida (SLAPPENDEL, 1988). Rinites também podem estar presentes
(NELSON & COUTO, 2010).

No aparelho reprodutor, nos machos, destaca-se orquite intersticial
linfoplasmocitica, epididimite e balanopostite (DINIZ et al., 2005; ROSYPAL et al.,
2005).

Em relacdo aos sinais neuroldgicos, pode-se destacar: hipoestesia, hiperestesia,
paresia e paralisia, que pode se apresentar de forma paraplégica ou afetando nervos
periféricos, como o nervo ciatico (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008).

As lesdes normalmente sdo discretas, estando associadas a deposicdo de
imunocomplexos no plexo coroide, podendo predispor a uma degeneracdo neuronal,
mobilizacdo de células da glia e acimulo de substancia amiloide. Até agora ainda nao
foram isoladas formas amastigotas no sistema nervoso central (LIMA et al., 2003;
NOLI et al., 1996).

2.3. LesOes Renais

H& um frequente envolvimento renal, sendo muitas vezes a doenca renal a Unica
manifestacdo clinica apresentada, podendo ir de uma proteindria assintomatica até uma
grave sindrome nefrética ou insuficiéncia renal cronica (IRC), esta causando uma
degradacdo do estado geral e sendo a principal causa de morte em cdes acometidos
(ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008; BOURDEAU, 2009; MILLER, 1995;
FONT et al.,, 1993). Entre as alteracdes histopatoldgicas, as mais comuns s&o:
glomerulonefrite e nefrite tubulo-intersticial, raras vezes detecta-se amiloidose
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

J& foi descrita a insuficiéncia renal aguda, rapida e fatal, mesmo sem a presenca
de outros sinais clinicos (CIARAMELLA et al., 1997). Apesar das lesdes renais em
cdes e humanos com LV serem similares, nesta ultima, a patogénese ainda ndo foi
elucidada (COSTA et al., 2003). As lesdes glomerulares decorrem da deposi¢do de
imunocomplexos circulantes na membrana basal glomerular (TAFURI et al., 1989).

Inicialmente ocorrem alteracfes nos tubulos renais, levando a degeneracao
hidropica e hialina, atrofia ou dilatacdo tubular, ha presenca de cilindros hialinos,
calcificacdo e necrose que progridem de acordo com o avanco da doenca (CAMPILLO
et al., 1999; GOMES et al., 2008).
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A nefrite intersticial aguda ou crénica é comum, pode haver edema, degeneracao
tecidual, fibrose, infiltrado linfoplasmocitario e alguns macrofagos parasitados com L.
infantum (GOMES et al., 2008). Por haver a identificacdo de depdsitos de
imunoglobulinas e fracbes do complemento, acredita-se que haja uma origem
imunolégica (SOARES, MORAIS & MORAIS, 2009). J4 a interacdo dos antigenos de
leishmania, existentes no intersticio renal com os linfocitos T foi descrita como o
mecanismo bésico das lesdes tubulo-intersticiais e € mediada por macréfagos do
infiltrado inflamatdrio e células epiteliais tubulares, as quais apresentam atividade
fagocitaria e atuam como APC (GOMES, 2007). E importante notar que a nefrite
intersticial parece ndo ter relacdo ou influéncia com o tipo de glomerulonefrite
apresentada (GOMES et al., 2008).

A glomerulonefrite est4 associada a deposicao de imunocomplexos (BANETH et
al.,, 2008). Alguns estudos mostraram que ha a presenca de depositos de
imunoglobulinas, principalmente Giga e Gim e da fracdo C do complemento, o que
reforca a importancia das reacdes imunoldgicas na patogenia das lesdes (PIRES et al.,
2012). Os linfécitos T CD4" também foram implicados no desenvolvimento da
glomerulonefrite (COSTA et al., 2000).

Apbs haver a deposicdo dos imunocomplexos nas paredes dos capilares
glomerulares é que ocorre a ativacdo do complemento, a infiltracdo de neutréfilos, a
agregacdo plaquetaria, ativacdo da cascata de coagulacdo e deposicdo de fibrina. Nos
glomérulos pode haver a proliferagdo celular, espessamento da membrana basal e,
eventualmente, hialinizacédo e esclerose (NELSON & COUTO, 2010).

Os critérios de classificacdo das glomerulonefrites pela Organizacdo Mundial de
Saude sdo: Glomerulopatia com alteracbes minimas; glomeruloesclerose segmentar
focal;  glomerulonefrite  membranoproliferativa;  glomerulonefrite  proliferativa
mesangial; glomerulonefrite membranosa; glomerulonefrite crescéntica;
glomerulonefrite cronica (CHURG et al., 1985).

Na glomerulopatia com alteragdes minimas, os glomérulos apresentam-se
normais ou com alteragdes muito discretas a miscropia de luz, podendo haver ligeira
expansdo da matriz mesangial com ou sem proliferacdo celular e os capilares podem

apresentar um aspecto rigido (GODOY, 2000).
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Na glomeruloesclerose segmentar focal, os glomérulos apresentam esclerose
parcial (segmentar) em um ou mais l6bulos (GODOY, 2000). Acomete principalmente
glomérulos da regido justaglomerular (ANTONOVYCH & MOSTOFI, 1980; GODOY,
2000). Ha espessamento da cédpsula de Bowman e presenca de areas com aspecto
hialino, as quais se mostram positivas na coloracao do acido periddico de Schiff (PAS),
na porcdo glomerular afetada (COSTA et al., 2003).

A glomerulonefrite membranoproliferativa também € chamada de
glomerulonefrite capilar mesangial, observam-se alteracdes pronunciadas no mesangio e
nas alcas capilares glomerulares (GODOQY, 2000), h4 espessamento e duplicagdo da
parede dos capilares glomerulares (visualizada na coloracdo Prata-Metamina PAMS),
associada a lobulacdo e proliferacdo celular acentuada do tufo glomerular porque ha
proliferacdo das células mesangiais e aumento da matriz do mesangio
(ANTONOVYCH & MOSTOFI, 1980; COSTA, 2003).

A principal caracteristica da glomerulonefrite proliferativa mesangial € a
proliferacdo global e difusa de células mononucleares no mesangio, o que leva a uma
expansdo e um aumento da matriz mesangial. O tufo glomerular preenche quase todo o
espaco da capsula de Bowman (COSTA, 2003).

Ja na glomerulonefrite membranosa, ha um acentuado espessamento e
duplicacdo da membrana basal dos capilares glomerulares, ndo ha aumento de
celularidade mesangial (FIGUEIREDO, 1994). Porém, a arquitetura glomerular se
mantém preservada e as alteracBes acometem os glomérulos de forma homogénea
(SOARES et al, 2005), com a progressao da lesdo, a espessura das paredes das alcas vai
aumentando, até estreitar ou fechar completamente o Iimen capilar (ANTONOVYCH
& MOSTOFI, 1980).

Na glomerulonefrite crescéntica, ha proliferacdo extracapilar de células epiteliais
parietais, células mononucleares e fibroblastos, ocupando parcial ou totalmente o espaco
de Bowman de modo segmentar ou circunferencial, fechando o tufo capilar seja em
maior ou em menor intensidade (COSTA et al., 2003).

E por fim, a glomerulonefrite crénica (atrofia glomerular), que é o estagio final
das diversas glomerulonefrites descritas (GODOY, 2000). Nesta, boa parte dos
glomérulos exibe uma intensa proliferacdo da matriz mesangial e obstrugdo do Iumen

capilar (esclerose capilar), o tufo glomerular transforma-se em uma massa amorfa,
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atrofica, hipocelular ou até mesmo acelular (ANTONOVYCH & MOSTOFI, 1980;
COSTA et al., 2003). Ha fibrose, atrofia tubular e infiltrado inflamatorio severo
mononuclear (FIGUEIREDO et al., 1994; COSTA et al., 2003).

J& a glomeruloesclerose segmentar focal ocorre principalmente nos glomérulos
justamedulares, onde se pode observar a proliferacdo de colégeno, alteragdes dos
podaocitos e hipercelularidade ao redor das zonas de esclerose glomerular (COSTA et
al., 2003).

A amiloidose é descrita em um namero reduzido de cdes sintomaticos, podendo
ser responsavel pelo aparecimento de lesdes glomerulares e IRC (SOLANO-GALLEGO
et al., 2009). Na microscopia pode-se identificar a deposicdo de material amiloide
através da visualizacdo de material amorfo, acelular, de aspecto vitreo, geralmente
eosinofilico e que se cora em rosa no vermelho congo (REIS et al., 2001).

A LV provoca lesdes renais intersticiais e tubulares graves, estreitamente
relacionadas com a alteracdo da funcéo renal, independendo da presenca de alteracGes
glomerulares (GOMES et al., 2008; COSTA et al., 2003; ZATELLI et al., 2003). Por
sua vez, a presenca de lesdes glomerulares irreversiveis que sdo causadas pela
amiloidose ou pela glomerulonefrite vai contribuir para uma perda de funcéo do néfron
sendo substituido por tecido fibroso. Por consequéncia, a reducdo do numero de
néfrons, leva a uma reducdo da taxa de filtracdo glomerular levando a retencéo de sédio
e hipertensdo sistémica, enquanto isso, 0s néfrons restantes tentam compensar,
aumentando a taxa individual de filtracdo glomerular, porém esta “hiperfiltragao”
agrava ainda mais as lesbes (NELSON & COUTO, 2010).

Mesmo sendo alta a prevaléncia de patologia renal, a azotemia, tipica em falha
renal € um achado laboratorial incomum e se torna evidente apenas quando mais de
75% dos néfrons estdo afuncionais o que costuma ocorrer apenas em fase mais tardia da
doenca e quando os dois rins ja estdo seriamente comprometidos (GRAUER, 2005;
COOK & COWGILL, 1996; LOPES et al., 2007).

Como consequéncia deste processo, ha perda urinaria de proteinas plasmaticas,
como a albumina, que ocorre pelo aumento da permeabilidade da membrana basal
glomerular, resultando em aumento das lesdes glomerulares e tubulo-intersticiais o que
pode acarretar o surgimento de alteragGes clinicas que sdo compativeis com a sindrome

nefrética, como hipoalbuminemia, ascite, edema de membros e hipercolerestemia. A
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ascite e 0 edema sdo resultados da diminuic¢do da pressdo oncotica plasmética e aumento
da atividade da aldosterona que leva a retencéo de sodio e por consequéncia de agua. Ja
a hipercolerestemia € resultado do aumento da sintese hepatica de proteinas e
lipoproteinas e diminuicdo de catabolismo (NELSON & COUTO, 2010).

A glomerulonefrite esta frequentemente associada a deposicdo de
imunocomplexos e quando estd presente é do tipo membranoproliferativa e
mesangioproliferativa (PLEVRAKI et al., 2006).

A deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos pode ser a causa da
glomerulonefrite membranoproliferativa e da nefrite intersticial com comprometimento
da funcéo renal (LOPES et al., 1996). A nefropatia pode ser causada pelo infiltrado de
células TCD4" (COSTA et al., 2000; COSTA et al., 2010). A doenca renal pode ser a
Unica patologia apresentada pelos cdes com LV, o que pode progredir da proteindria
leve a sindrome nefrética chegando a um quadro de falha renal, sendo esta uma das
principais causas de morte dos cdes com LV (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Desta forma, torna-se essencial a avaliacdo da funcdo renal dos cdes com LV, de
forma a diagnosticar precocemente a doenca renal, podendo assim prolongar a vida
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A IRC é caracterizada quando ha perda progressiva definitiva e irreversivel da
massa funcional e estrutural dos rins, onde se observa uma queda na taxa de filtracdo
glomerular de 50% (WAKI et al., 2010). Clinicamente, s se observa quando 75% dos
rins estdo comprometidos (GOMES et al., 2008). Os sinais clinicos de IRC mais
caracteristicos sdo: Perda de peso, letargia, anorexia, polilria, polidipsia, palidez das
mucosas, desidratacdo, vomitos, sendo mais raro Ulceras, estomatite, hematémese,
melena, diarreia, hipertensao arterial, descolamento de retina, estupor e ataxia (ELLIOT
& LETEBVRE, 2008).

Durante a evolucado clinica da doenca nos animais naturalmente infectados, ha
alteracOes sorologicas, parasitologicas, bem como nos parametros bioquimicos, estando
estes diretamente relacionados com a situacdo clinica do animal, sendo, portanto, de
extrema importancia a averiguacdo destes parametros na rotina clinica (REIS et al.,
2006).

Nos achados laboratoriais hematoldgicos, a anemia normocitica normocrémica

arregenerativa € frequente em cdes acometidos (FEITOSA et al., 2000; MOURA et al.,
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2002; SOARES et al., 2005; REIS et al, 2006; AGUIAR et al., 2007; COSTA-VAL et
al., 2007; DIAS et al., 2008). Enquanto que AMUSATEGUI et al.(2003), encontrou
uma correlacdo entre anemia e a severidade dos sinais clinicos apresentados pelos
animais.

Na série leucocitaria podem ser encontradas tanto leucocitose (SLAPPENDEL et
al., 1988; CIAMARELLA et al., 1997; MOURA et al., 2002; AMUSATEGUI et al.,
2003; SOARES et al., 2005; AGUIAR et al., 2007) quanto leucopenia (AMUSATEGUI
et al., 2003; SOARES et al., 2005); H& um aumento no nimero de bastonetes (AGUIAR
et al.,, 2007) e eosinofilia associada as alteracdes cutdneas (DIAS et al., 2008).
Trombocitopenia também ja foi descrita (MOURA et al., 2002; SOARES et al., 2005).

Como principal alteracdo, encontra-se a hiperglobulinemia, isso ocorre porque
ha a ativacdo de células B policlonais produzindo anticorpos (RAMOS et al., 1994;
NOLI et al., 1999; MOURA et al., 2002; AMUSATEGUI et al., 2003; ALMEIDA et
al., 2005). Encontra-se uma hipoalbuminemia decorrente das perdas renais, doencas
hepaticas ou desnutricdio (RAMOS et al., 1994, AMUSATEGUI et al.,, 2003;
ALMEIDA et al., 2005); Observa-se também um aumento das proteinas totais séricas
devido a hiperglobulinemia, porém esta proteina total sérica pode estar dentro da
normalidade se, paralelo a hiperglobulinemia houver uma hipoalbuminemia intensa
(LAPPIN,2004). Na eletroforese das proteinas totais observa-se uma caracteristica
tipica da doenca, a diminuigdo da albumina, junto com um aumento da 3 e y-globulinas
(CIAMARELLA et al., 1997; AMUSATEGUI et al., 2003). As globulinas -1 e -2
aumentam principalmente na fase inicial da doenga, em seguida, aumentam as -3 e y-
globulinas a medida que a infeccdo evolui (AMUSATEGUI et al., 2003; ALMEIDA et
al., 2005).

Quanto a azotemia e uremia, estas tem sido relatadas em frequéncia que variam
de acordo com a evolucdo da doenca renal causada pelo parasito (SOARES et al.,
2005). A proteindria é frequentemente diagnosticada com consequéncia da doenga renal
sendo ocasionada pelo aumento da permeabilidade capilar glomerular a proteina do
plasma, em especial, a albumina (NIETO et al., 1992; MOURA et al., 2002; COSTA et
al., 2003; SOARES et al., 2005).
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No exame de sedimentos da urina pode-se encontrar também: hemécias e
leucdcitos (NIETO et al., 1992; MOURA et al., 2002; COSTA et al., 2003; SOARES et
al., 2005).

Ja foi relatada a presenca de DNA da Leishmania spp em urina de cées
acometidos, numa frequéncia de 25% em um estudo realizado com 40 animais, no
entanto, ainda ndo esta esclarecida nem a origem nem o que define a presenca ou nao na
urina (FRANCESCHI et al., 2007).

2.4. Métodos Diagndsticos

Quanto aos métodos diagnosticos para deteccdo da LV existem trés principais
que sdo: parasitolégico, sorolégico e molecular (NOLI, 1999; GONTIJO & MELO,
2004).

O teste parasitologico consiste na identificacdo das formas amastigotas livres ou
dentro de macrofagos em aspirados de linfonodos, baco ou medula d&ssea,
posteriormente corados com Wright ou Giemsa (LAPPIN, 2004; REIS et al., 2006).
Estas formas amastigotas sdo identificadas por sua morfologia que vai de esférica a
ovoéide e tamanho de 2-5um, possuindo um nucleo arredondado e um cinetoplasto
alongado, sdo visualizadas ao microscopio de luz, em aumentos de 400x ou 1000x
(SLAPPENDEL & FERRER, 1998; SUNDAR & RAI, 2002). A presenca de um Unico
parasito ja é suficiente para o diagnostico da doenca (GONTIJO & MELO, 2004).
Vantagens da técnica: Fé&cil, rapida, barata e baixa lesdo tecidual (FERRER, 1999).
Entretanto, os parasitos ndo sdo sempre encontrados com esta técnica, especialmente em
casos cronicos (MILLER, 1995). A especificidade do teste é de 100%, porém a
sensibilidade é baixa, variando de 50 a 70% nos esfregacos de medula 6ssea e menos de
30% em esfregagos de linfonodos (CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999);
porém, quando se usa a imunohistoquimica, aumenta bastante a sensibilidade (FERRER
et al., 1988). A principio, parece ndo haver relacdo entre a severidade dos quadros
clinicos e o numero de parasitos encontrados (DENEROLLE, 1996). Pode-se também
semear 0 material coletado em meio de cultura especifico (BRASIL, 2006; PRATA &
SILVA, 2005), ha a desvantagem da necessidade de um periodo de 3-5 dias para que
haja o inicio do crescimento das formas promastigotas e também laboratérios

especificos, sem contar a baixa sensibilidade, sobretudo no inicio da doenga (REALE et
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al., 1999). Mesmo sendo util, o isolamento do parasito ndo é feito rotineiramente
(FERRER, 1999).

Testes sorologicos detectam anticorpos circulantes anti-leishmania (LAPPIN,
2004; QUEIROZ et al.,, 2010) . Os testes mais utilizados atualmente sé&o 0 ensaio
imunoenzimético (ELISA); a reagcdo de imunoflorescéncia indireta (RIFI) (BRASIL,
2006); a imunocromatografia; o teste de aglutinacdo direta; a técnica de Western Blot.
Os primeiros, no entanto, tem baixa especificidade possibilitando a reacdo cruzada com
outras espécies da familia Trypanosomatidae e também com organismos
filogeneticamente distantes (SILVA et al., 2014; QUEIROZ et al., 2010; GONTHO &
MELO, 2004). Quanto a interpretacdo dos testes, esta deve ser feita de forma cautelosa,
ja que pode haver falha em detectar caes infectados no periodo pré-patente antes da soro
conversdo, também em animais que nunca fardo a soro conversdo e ainda naqueles
positivos que se converteram em soronegativos, porém ainda sao infectados (FERRER
et al, 1995; LEONTIDES et al., 2002). O ELISA apresenta sensibilidade de 95 a 99,5%
e especificidade de 97,1 a 100% (BADARO et al., 1996). J4 a RIFI apresenta
sensibilidade de 90 a 100% e especificidade de 80% (ALVES & BEVILACQUA,
2004). A imunocromatografia € uma técnica qualitativa, rapida e de facil execucéo.
Apresenta especificidade de 93% e sensibilidade de 97% (ASSIS et al., 2008).

Hoje ha Kkits comerciais constituidos por tiras de papel de nitrocelulose
impregnadas com antigenos recombinantes, por exemplo, a proteina rk39 e com anti
anticorpos com outro coloidal. Os anticorpos anti-leishmania especificos, sdo detectados
sendo que o resultado positivo é demonstrado por duas linhas (controle e amostra);
quando o resultado € negativo aparece apenas a linha de controle e caso a linha de
controle ndo seja visivel, o teste € considerado como invalido (OTRANTO et al., 2005;
CLWG, 2007).

No teste de aglutinacdo direta, é utilizada uma solucéo diluente para facilitar a
incubacdo do soro em estudo com o antigeno figurado, é feita a leitura visual do
resultado em alguns minutos. Este teste tem alta sensibilidade e especificidade, baixo
custo, é de simples execucdo, ndo ha necessidade de equipamentos especificos, permite
detectar baixos niveis de anticorpos mesmo durante a fase inicial da doenca ou ainda

nos casos assintomaticos. Encontram-se, no mercado, testes rapidos baseados nessa
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técnica (CAMPILLO et al., 1999; GONZALEZ, 2007; PEREIRA DA FONSECA &
VILLA DE BRITO, 2008).

A técnica de Western Blot consiste em detectar os anticorpos anti-Leishmania, e
também determinar a sua especificidade junto a diferentes fracdes do antigeno. E
bastante sensivel e especifica, importante na deteccdo de fases iniciais da doenca e de
portadores assintomaticos, quando a producéo de anticorpos é mais reduzida, identifica
também reacbes cruzadas com outras infeccdes. E um método complexo, caro, requer
um profissional habilitado, por isso se restringe a investigacGes laboratoriais, ndo é
utilizado na rotina de laboratdrio (CAMPILLO et al., 1999; GONZALEZ, 2007).

Ha também os métodos de avaliacdo da resposta imunitaria celular, utilizados
nos animais onde ha manifestacdes clinicas da LV ou ainda no estudo de casos onde ha
resisténcia a doenga. Sdo elas: Reacdo de Montenegro e Citometria de Fluxo. Na
Reacdo de Montenegro é indicada sobretudo para estudos epidemiolégicos e avaliagcdo
qguanto a evolucdo da doenca durante o tratamento, para isso, inocula-se por via
intradérmica, o antigeno da Leishmania e apds 72 horas realiza-se a medicao o diametro
do eritema formado. Quando negativo, quer dizer que ndo houve contato com o
protozoario, ou ainda, imunossupressdo, 0 que é comum em caes sintomaticos. Nos
animais assintomaticos, ha uma forte reacdo (GONZALEZ, 2007; PEREIRA DA
FONSECA & VILLA DE BRITO, 2008).

J& na Citometria de Fluxo, se faz a contagem de diferentes subpopulacbes de
linfocitos CD3" ou CD5" (linfocitos T), CD21" (linfocitos B), CD4" (linfocitos T helper)
e CD8" (linfécitos T citotoxicos). Pode ser til no diagndstico de LV, uma vez que ha
reducio do niimero de linfécitos B, das células T CD4" em animais com manifestacdes
clinicas. Quando do tratamento, ha a descricdo de aumento do nimero e porcentagem de
linfocitos TCD4", o que leva a crer que estes parametros podem ser bons indicadores do
prognostico. Porém, sé é utilizado na investigacdo cientifica, ndo estando disponivel na
rotina (FERRER, 2002; CLWG, 2007).

A biologia molecular permite realizar o exame de identificacdo de DNA do
parasito, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (REALE et al., 1999;
GOMES , 2007).

E um método sensivel para deteccio do parasita, independe da condigdo
imunoldgica ou histdria clinica do animal (GONTIJO & MELO, 2004). Apresenta
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sensibilidade e especificidade muito alta, proximas a 100% (ASHFORD et al., 1995;
FERRER, 1999). E possivel detectar DNA e amplificar quantidades minimas do
parasito em uma grande variedade de tecidos, incluindo sangue, medula dssea, aspirados
de linfonodos, bidpsia cutanea e cortes histologicos de tecidos parafinados, utilizando
para isto sequéncias especificas (primers) (MAIA, 2005; XAVIER et al., 2006;
GOMES et al.,, 2007; PEREIRA DA FONSECA & VILLA BRITO, 2008) uma
desvantagem é o alto custo e a necessidade de laboratorios bem equipados e habilidade
técnica (FERRER, 1999). Em amostras de medula éssea a PCR tem apresentado
melhores resultados em relacéo ao sangue e a pele, uma vez que nas amostras de sangue
a sensibilidade é baixa, 0 que pode ser devido ao numero de parasitos presentes no
sangue periférico (GARCIA & MARCONDES, 2007).

Os dados obtidos com a PCR devem sempre ser relacionados com a clinica do
animal, exames fisicos, laboratoriais e soroldgicos (SOLLANO-GALEGO et al., 2009).
No entanto, a PCR ainda precisa se tornar uma técnica mais simples e ter seu custo
diminuido de forma que seu uso seja difundido na rotina clinica (GONTIJO & MELO,
2004).
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

O presente trabalho tem como objetivo identificar e avaliar as lesGes
histopatoldgicas ocorridas tanto nos rins, quanto nas vias urinarias de cées naturalmente
infectados por Leishmania infantum sejam eles sintométicos ou nédo; estabelecendo uma

correlacdo entre a carga parasitaria e as lesdes renais.
3.2. Especificos

- Demonstrar positividade da doenca através de exames parasitolégicos e

soroldgicos;

- Descrever as alteracfes bioquimicas decorrentes ou provenientes da doenca em
questdo, analisando os seguintes parametros: Ureia, creatinina, calcio, fdsforo e

albumina;

- Descrever as alteracdes histopatolégicas ocorridas nas vias urinarias dos

animais infectados;

- Realizar IHQ — Imunohistoquimica para deteccdo de amastigota no parénquima

renal;

- Realizar PCR em tempo real das amostras para deteccdo de Leishmania

infantum.



4. ARTIGO

49



50

4.1 Artigo
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AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS, ALTERACOES
ESTRUTURAIS, IMUNOMARCAGCAO E CARGA PARASITARIA EM
ORGAOS DO SISTEMA URINARIO DE CAES COM INFECCAO NATURAL
POR Leishmania (Leishmania) infantum (Nicolle, 1908)
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Resumo: A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca de distribuicdo mundial causada
pelo protozoario Leishmania infantum. No Brasil, o principal vetor é o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis, responsavel por abrigar a forma promastigota infectante. O céo,
por sua proximidade com o homem, é considerado o principal reservatorio para a
doenca. Varios orgédos e sistemas podem ser afetados, incluindo o sistema urinario. O

objetivo deste trabalho foi avaliar as lesdes histopatoldgicas que ocorrem no sistema
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urinario, as alterages bioquimicas e correlacionar com a carga parasitéaria e deteccdo do
parasito. Foram utilizados 30 caes positivos para a doenca, com presenca do parasito em
aspirado de medula dssea, provenientes da rotina do Hospital Veterinario da UFRPE.
Foi coletado sangue para analise bioquimica com dosagem de ureia, creatinina, calcio,
fosforo e albumina, em seguida os animais foram submetidos a eutanasia. Amostras dos
rins, ureteres, bexiga e urina foram coletadas para avaliagdo estrutural,
imunohistoquimica e molecular. No estudo, as principais alteracbes observadas foram
glomerulonefrite membranosa, glomerulonefrite membranoproliferativa,
glomerulonefrite proliferativa, glomerulonefrite cronica, nefrite intersticial e nefrose.
Imunomarcacdo de formas amastigotas de L. infantum foram observadas em todos os
orgdos do sistema, exceto nos ureteres. Foi possivel observar que existe relacdo entre a
carga parasitaria e o grau de lesGes e imunomarcacao. Por outro lado, esta mesma carga

parasitaria ndo influencia nos pardmetros bioquimicos de avaliagdo renal.
Palavras-chave: Rins, leishmaniose, glomerulonefrite, imunohistoquimica, qPCR.

Abstract: Visceral leishmaniasis (VL) is a worldwide distribution of disease caused by
Leishmania infantum. In Brazil, the main vector is the sand fly Lutzomyia longipalpis,
which sheltered the infective promastigote form. The dog, due to its proximity with the
man, can be considered the main reservoir for the disease. Various organs and systems
can be affected, including the urinary system. The aim of this study was to establish a
relationship between the histopathological lesions in the urinary system, biochemical
changes and parasite load and IHQ detection of the parasite. Thirty positive dogs from
Veterinary Hospital of UFRPE were used in this experiment. Blood was collected and
the serum was used to obtain the levels of urea, creatinine, calcium, phosphorus and
albumin. After the euthanasia procedures, the tissue samples of the kidneys, ureters,
bladder and urine were collected to evaluate structural, immunohistochemistry and
molecular changes arising from leishmaniasis. In the study, the main histopathological
changes were membranous glomerulonephritis, membranoproliferative
glomerulonephritis, proliferative glomerulonephritis, chronic glomerulonephritis,
interstitial nephritis and nephrosis. Immunostaining of amastigotes of L. infantum were
observed in all organs of the system, except in the ureters. It was observed that there is a

relationship between parasite load and the degree of injury and immunostaining. On the
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other hand, the parasite load does not influence biochemical parameters of renal
evaluation.

Keywords: Kidneys, leishmaniasis, glomerulonephritis, immunohistochemistry, qPCR.
1. Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca de distribuicdo mundial causada
pelo protozoario Leishmania infantum (DESJEUX, 2004). No Brasil, o principal vetor
é o flebotomineo Lutzomyia longipalpis, responsavel por abrigar a forma promastigota
infectante. (FEITOSA, 2006). Por sua vez, os hospedeiros vertebrados séo animais
selvagens (roedores, gambas, tamanduas, tatus, primatas, raposas, preguicas), animais
domeésticos (cdes, gatos, equinos) e o0 homem. Dentre eles, o cdo, por sua proximidade
com o homem, é considerado o principal reservatério para a doenca (FEITOSA, 2006;
SOARES et al.,2013).

Os sinais clinicos da doenca sdo amplos devido aos varios mecanismos
patogénicos do parasito, diversidade de resposta imunoldgica apresentada e dos
diferentes 6rgdos afetados (SOLANO-GALLEGO E BANETH, 2008). Sendo assim,
podem-se encontrar lesbes em diferentes 6rgdos e sistemas, dentre eles, o sistema
tegumentar, muasculo-esquelético, nervoso central e 6rgdos como coragdo, pulmdes e
olhos (NOLI et al., 2006; ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008 ; FEITOSA,
2006). Hepatoesplenomegalia e linfadenopatia sdo sinais bastante consistentes, porém,
podem estar ausentes em alguns casos (NOLI, 1999).

Dentre os 6rgdos afetados, incluem-se os rins, sendo muitas vezes a doenga renal
a Unica manifestacdo clinica apresentada, podendo se observar desde uma proteindria
assintomatica até uma grave sindrome nefrética ou insuficiéncia renal crénica (IRC).
Desta forma, as lesdes renais causam uma degradacdo do estado geral e constituem a
principal causa de morte em cdes acometidos por LV (ALEXANDRE-PIRES &
CORREIA, 2008; BOURDEAU, 2009; MILLER, 1995; FONT et al., 1993). Por outro
lado, ja foi descrita a insuficiéncia renal aguda (IRA), rapida e fatal, mesmo sem a
presenca de outros sinais clinicos (CIARAMELLA et al., 1997).

Entre as alteracGes histopatoldgicas, a glomerulonefrite e nefrite tubulo-
intersticial sdo comumente encontradas, raras vezes detecta-se amiloidose (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009). Apesar das lesdes renais em cdes e humanos com LV serem

similares, nesta Ultima, a patogénese ainda nao foi elucidada (COSTA et al., 2003).
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Em cées, as lesdes glomerulares decorrem da deposi¢do de imunocomplexos
circulantes na membrana basal glomerular (TAFURI et al., 1989; BANETH et al.,
2008). Por sua vez, a nefrite intersticial aguda ou cronica € comum, podendo haver
edema, degeneracdo tecidual, fibrose, infiltrado linfoplasmocitario e alguns macréfagos
parasitados com L. infantum (ALEXANDRE-PIRES & CORREIA, 2008; GOMES et
al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as lesdes histopatologicas que ocorrem no
sistema urinario, as alteracGes bioquimicas e correlacionar com a carga parasitéaria
(QPCR) e detecgdo do parasito (IHQ). O estudo destes pardmetros seria de grande
importancia no estabelecimento do grau de comprometimento da funcdo renal, uma vez
que os protocolos de tratamento recentemente utilizados para o tratamento da LVC séo
potencialmente nefrotoxicos podendo levar ao agravamento do quadro clinico dos

animais infectados sintomaticos e assintomaticos.

2. Material e Métodos
2.1 Amostras bioldgicas

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA),
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sob ndmero
23082.005355/2014.

Foram utilizados 30 caes, todos soropositivos (Rifi> 40) e com presenca de
formas amastigotas de L. infantum na biopsia de medula 6ssea. Os animais foram
provenientes da rotina do Hospital Veterinario da UFRPE. Os cédes foram recebidos,
tendo sido coletado 3 ml sangue venoso para posterior centrifugacéo, obtencéo de soro
e realizacdo de exames de bioquimica. Posteriormente, os animais foram submetidos a

eutanasia de acordo com a resolucdo 1000/2012 do CFMV.

Ap0s a constatacdo do Obito por criteriosa ausculta e observagdo de auséncia de
todos os reflexos/sinais vitais, iniciou-se a necropsia onde foram coletadas amostras dos
rins (direito e esquerdo) em suas porcdes cortical e medular, ureteres e bexiga, além de
urina. O material coletado foi devidamente armazenado em tubos de polipropileno de

2mL e congelados a temperatura de -20°C para posterior analise de gPCR e uma parte
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deles, em recipientes plasticos com formalina tamponada a 10%, para posterior

processamento laboratorial e analise histopatoldgica.

2.2 Analise bioquimica

As amostras de soro obtidas foram submetidas aos testes pelo método
cinético/colorimétrico em analisador semiautomatico (THERMO PLATE) utilizando
Kits comerciais (laboratorio Koles®) para dosagens de ureia, creatinina, calcio, fosforo e
albumina (FINCO, 1997).

Os valores de referéncia utilizados no trabalho foram os descritos por BUSH,
2004.

2.3 Histopatologia

Feita a coleta, 0 material foi colocado em tubos de polipropileno e fixado em
formalina tamponada a 10% por 48 horas. Apdés a fixacdo, as amostras foram
submetidas ao processamento rotineiro para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes
de 5um os quais montados em lamina e corados por Hematoxilina e Eosina (HE),
Tricromico de Gomori e Acido Periddico de Schiff (PAS) (TOLOSA et al., 2003). Os
cortes foram analisados em microscopio de luz e as patologias encontradas foram
descritas quanto a presenca de infiltrados inflamatérios e classificacdo das patologias

existentes segundo a Tabela 1.

Tabela 1. Intensidade das reacGes inflamatérias e o comprometimento do 6rgéao
avaliado para a varidvel HE e para a determinacdo do nimero de formas amastigotas

imunomarcadas através da IHQ.

“Score” HE IHQ
0 Nenhuma inflamacéo Nenhuma forma amastigota detectada
1 Inflamacdo discreta 1 — 3 formas amastigotas por campo de

maior amplificacdo microscopica

2 Inflamacdo moderada 4 — 10 formas amastigotas por campo de

maior amplificacdo microscopica
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Continuacdo Tabela 1.

3 Inflamacdo intense >10 formas amastigotas por campo de

maior amplificacdo microscopica

2.4 Imunohistoquimica

O material destinado a imunohistoquimica foi processado para imuno-deteccéo
de formas amastigotas de acordo com a metodologia descrita por Tafuri et al., 2004,
com a utilizacdo de soro de cdo hiperimune como anticorpo primario de um sistema de
deteccdo a base de estreptavidina-biotina-peroxidase disponivel comercialmente
(LSAB+ kit, Dako USA). A marcacéo foi revelada com diaminobenzidina (DAB).

O numero de formas amastigotas imunomarcadas foi pontuado de 0 a 3 segundo

numero de formas amastigotas por campo de maior ampliacdo microscopica (Tabela 2).

2.5 Diagndstico molecular

Extracdo de DNA

O DNA genémico do material coletado foi extraido utilizando-se 0 DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen® Hilden-Germany), de acordo com as instrucdes do
fabricante.

PCR

A reacdo para deteccdo de DNA de L. infantum foi realizada utilizando-se 0s
primers Linf.1-23F: 5’-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3" and Linf.1-154R: 5’-
TTACACCAACCCCCAGTTTC-3’ e reagentes SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, CA, USA) 1x descritos por Cavalcanti et al., 20009.

A reacdo de qPCR foi realizada utilizando o ABI PRISM 7500 system (Applied
Biosystems). O protocolo de amplificagdo constituiu-se de uma desnaturacdo inicial
passo a 95° C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de amplificagdo (95° C/15 s, 60° C/1
min). Todos os ensaios foram conduzidos em duplicata contendo em cada bateria de
reagcdo controle negativo (Non-template controls) e positivo (curva-padrdo de L.

infantum).
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2.6 Anélise estatistica

Para a analise dos dados, utilizou-se uma estatistica descritiva, atraves das
frequéncias relativas, absolutas e medias e desvios padrdo. Além disso, realizou-se uma
anélise de normalidade dos valores quantitativos através dos testes de Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk. Para a comparacdo entre as variaveis foram utilizados os
testes ndo paramétricos de Qui-quadrado, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney U. A analise
de correlacdo entre os parametros bioquimicos e os resultados da gPCR (positiva e
negativa) foi feita através do teste de Spearmen (SAMPAIO, 1998) e a concordancia
entre a qPCR, IHQ e HE através do teste de Kappa (THRUSFIELD, 2004). O programa
IBM SPSS Statistics 19.0 — Statistical Package for the Social Science, foi utilizado para

a execucao dos calculos estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

3. Resultados

Com relacdo a analise bioquimica dos parametros de avaliacdo renal (ureia,

creatinina, célcio, fosforo e albumina), os dados encontrados foram os seguintes:

Dos animais estudados, 53,3% (16/30) apresentaram valores de ureia menor que
40 mg/dl; 6,7% (2/30) apresentaram valores entre 40 e 60 mg/dl; 30% (9/30)
apresentaram valores entre 60 e 90 mg/dl e 13,3% (4/30), valores superiores a
100mg/dl. Em relacdo a creatinina, 13,3% (4/30) dos animais estudados apresentaram
creatinina abaixo de 0,5 mg/dl; 36,7% (11/30) entre 0,5 e 1,5 mg/dl e 50% (15/30),
valores acima de 1,5 mg/dl. (LOPEZ et al., 1996; KANEKO et al., 1997).

Para o célcio, os nimeros foram os seguintes: 73,3% (22/30), apresentaram
valores abaixo de 12 mg/dl, e apenas 26,7% (8/30) dos animais tiveram valores acima
dos valores de referéncia, revelando uma hipocalcemia em boa parte dos animais
estudados. Em relacdo ao fosforo, 16,7% (5/30), tiveram valores dentro da faixa de
referencia e 83,3% (25/30) tiveram valores superiores a 5 mg/dl, apresentando portanto

hiperfosfatemia.

Na albumina, 86,7% (26/30) dos animais apresentaram valores inferiores ao
minimo esperado da faixa referéncia e apenas 13,3% (4/30) dos animais apresentaram

valores normais.
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Quanto as alteragbes histopatologicas, foram observadas glomerulonefrite
membranoproliferativa, glomerulonefrite  proliferativa,  atrofia ~ glomerular
(glomerulonefrite crénica) e nefrite intersticial com infiltrados inflamatorios
linfohistioplasmocitarios variando de discreto, moderado a intenso, além de fibrose e
nefrite intersticial. (figura 1).

Todos os orgdos do sistema urinario de cdes naturalmente infectados por L.
infantum apresentaram lesdo (Tabela 2), sendo os ureteres aqueles que apresentaram
menor numero de lesdes. Com relacdo ao tipo e intensidade das lesGes inflamatdrias,
todos os Orgdos, a excecdo dos ureteres, apresentaram lesdes variando de discreto a
intenso. Os ureteres foram 0s Unicos 6rgdos que apresentaram somente lesdes discretas
(Tabela 3).

Com relagdo a imunohistoquimica, todos os 6rgdos do sistema urinario
apresentaram deteccdo de formas amastigotas de L. infantum, a excecdo dos ureteres
(Tabela 2) (Figura 2).

Em relacdo aos resultados da gPCR, foi observado em 96,7% dos animais DNA
de L. infantum em pelo menos um dos 6rgédos avaliados. Nos rins, foi observado DNA
em 60% (18/30), da porcéo cortical do rim direito e na por¢do medular, 76,7% (23/30).
Em relacdo ao rim esquerdo, foi observado DNA em 53,3% (16/30) e 56,7% (17/30),
nas porcdes cortical e medular, respectivamente. No que diz respeito aos ureteres, o
direito apresentou maior numero de positividade (66,7% - 20/30) em relacdo ao
esquerdo (60% - 18/30). Enquanto a bexiga apresentou 66,7% (20/30) de positividade e
a na urina foi encontrado DNA em 30% (9/30).

Tabela 2. Deteccdo de DNA de L. infantum por gPCR, imunomarcagdo e lesdes
histopatologicas em diferentes 6rgdos do sistema urinario de cées naturalmente

infectados.

Variaveis N gPCR IHQ HE Valor P

Rim direito cortical 30  60,0%(18)aB  46,7% (14)aB  96,7% (29)a <0,001*
Rim direito medular 30  76,7%(23)aA  50,0% (15)aB  96,7% (29)a <0,001*
Rim esq cortical 30 53,3%(16)abB 33,3%(10)bB  83,3% (25)a <0,001*
Rim esq medular 30 56,7% (17)aB  33,3% (10)bB  90,0% (27)a <0,001*
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Continuacdo Tabela2

Ureter direito 30 66,7% (20)aA 0,0% (0)cB 23,3% (7)b  <0,001*
Ureter esquerdo 30 60,0% (18)aA 0,0% (0)cB 6,7% (2)b <0,001*
Bexiga 30 66,7% (20)aA 13,3% (4)bB  73,3% (22)a <0,001*
Urina 30 31,0% (9)b - - -

Valor P 0,034* <0,001* <0,001*

Convencdes: N- Numero de amostras; gPCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real; IHQ- Imunohistoquimica; HE- Histopatologia; *Significancia do teste de
Qui-Quadrado; Letras minasculas diferentes na mesma coluna indica diferenca
estatistica no teste de Mann-Whitney U; Letras mailsculas diferentes na mesma linha

indica diferenca estatistica no teste de Mann-Whitney U.

Tabela 3. Distribuicdo das frequéncias relativas e absolutas dos escores de HE nos

Orgdos do sistema urinario de cdes naturalmente infectados.

HE
Estruturas

0 1 2 3
Rim direito cortical 3,3% (1) 26,7% (8) 33,3% (10)  36,7%(11)
Rim direito medular 3,3% (1) 40,0%(12) 33,3% (10)  23,3% (7)
Rim esquerdo cortical 16,7% (5) 26,7% (8) 26,7% (8) 30,0% (9)
Rim esquerdo medular 10,0% (3) 26,7% (8) 33,3% (10) 30,0% (9)
Ureter direito 76,7% (23) 23,3% (7) 0,0% (0) 0,0% (0)
Ureter esquerdo 93,3% (28) 6,7% (2) 0,0% (0) 0,0% (0)
Bexiga 26,7% (8) 30,0% (9) 36,7% (11) 6,7% (2)
Valor P <0,001*

Convencoes: HE - Histopatologia; *Associagéo significativa no teste de Qui-Quadrado.

Todos os oérgdos apresentaram uma carga parasitaria estatisticamente
semelhante. A urina, por sua vez, apresentou uma carga parasitdria menor quando
comparada aos 0rgéos, exceto, da regido cortical do rim esquerdo. Apesar de a regido
ter sido a que apresentou a maior concentracdo de parasitos, seu desvio padréo foi

bastante elevado devido a heterogeneidade da distribuigcdo dos resultados. (Tabela 4).
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Tabela 4. Analise quantitativa dos resultados da qPCR nos érgdos/urina de cées

naturalmente infectados por L. infantum.

Estruturas gPCR

Rim direito cortical 2,78x10'+4,61x10™
Rim direito medular 1,30x107+3,28x10"
Rim esquerdo cortical 4,38x10"+5,12x10"ab
Rim esquerdo medular 1,19x107+3,32x10™
Ureter direito 1,76x10°+6,46x10™
Ureter esquerdo 3,84x10°+8,31x10%
Bexiga 1,49x10%+3,59x10°%
Urina 1,26x10%+3,74x10°b
Valor P 0,012*

Convencbes: gPCR- Reagcdo em Cadeia da Polimerase em tempo real;
*Significancia do teste de Qui-Quadrado; Letras minusculas diferentes na
mesma coluna indica diferenca estatistica no teste de Mann-Whitney U.

No teste de Mann-Whitney, foi possivel observar que em relacéo a IHQ, a maior
carga parasitaria foi encontrada nos escores 2 e 3. Em relacdo a HE, as maiores

concentracdes de parasitos foram observadas no escore 3 (Tabela 5).

Tabela 5. Relacdo entre os escores da IHQ e HE com a gPCR.

IHQ HE
Escores

N gPCR N gPCR
0 84 8,22x10° + 2,67x10"bc 29  3,20x10° + 1,68x10"b
1 24 1,27x10" +3,37x10'b 31  3,33x10° + 8,92x10°b
2 15  4,10x10" + 4,99x10a 35  8,74x10° +2,68x10'b
3 3 3,33x10" + 5,77x10ab 31  4,20x10’ +5,01x10"a
Valor P <0,001* <0,001*

ConvencgOes: N- Numero de amostras; qPCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real; IHQ- Imunohistoquimica; HE- Histopatologia; *Significancia do teste de
Kruskal-Wallis; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no

teste de Mann-Whitney.
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Pela correlacdo de Spearman, foi possivel observar que a carga parasitaria ndo

influenciou os parametros bioguimicos de avaliacéo renal.

4. Discussao

Os achados dos parametros bioquimicos da avaliagdo renal do presente estudo
sdo descritos comumente em doencgas renais avancadas (AMUSATEGUI et al., 2003;
BUSH, 2004), onde os animais apresentam diminuicdo da capacidade de filtracdo
glomerular (SARIDOMICHELAKIS 2009; CORTADELLAS et al., 2010). Por
consequéncia, a hipoalbuminemia que a maioria dos animais apresentou € decorrente

desta causa.

O aumento de ureia e a consequente queda da taxa de filtracdo glomerular (TFG)
levam ao aumento da creatinina e fésforo, além da queda do calcio, caracterizando a
IRC (BUSH, 2004).

A hiperfosfatemia 83,3% (25/30) observada nos animais deste trabalho, seguida
de hipocalcemia 73,3% (22/30), reiteram os resultados de POLZIN et al. (2005) e de
CORTADELLAS et al. (2012), demonstrando que nos individuos com hiperfosfatemia

devido & insuficiéncia renal, ocorre concomitantemente uma hipocalcemia.

Os resultados bioguimicos obtidos demonstram que a LV em cédes leva a uma
perda progressiva da funcdo renal. Posteriormente, a progressdo da doenca desencadeara

uma grave sindrome nefrotica (TORRES et al, 2013).

A deteccdo dessas alteracBes é importante para o esclarecimento da evolugdo da
doenca e elaboracdo de prognéstico, em conjunto com os sinais clinicos, podem ser

sugestivos da doenca em areas sabidamente endémicas (MENDONCA et al., 2015).

As lesdes histopatoldgicas descritas no trabalho sdo semelhantes as encontradas
por Rigo et al. (2013), indicando que o envolvimento renal € comum na LV em cées e
0s padrdes de glomerulonefrite membranosa e membranoproliferativa sdo frequentes. O
comprometimento renal € muito comum em cdes com LV devido a deposicdo de
imunocomplexos nas membranas basais do parénquima renal, principalmente nos
glomérulos renais. Isso é causado por infeccdo persistente associada com antigenemia

prolongada (MORENO et al., 1999). As condigdes encontradas no presente estudo
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podem levar a insuficiéncia renal, que é considerada a principal causa de morte entre 0s
animais com LV (TAFURI et al., 2001).

As lesBes renais, além de comuns em cdes com LV, sdo alteracdes que ocorrem
nos primeiros estagios da infeccdo, independentemente dos sinais clinicos apresentados.
As diferencas nos padrdes de lesdes renais encontradas no presente estudo podem
indicar que tais alteracdes podem ser resultantes de diferencas individuais na resposta
imunitaria por parte dos hospedeiros ou ainda pode ser a partir de alteracdes clinicas no

mesmo animal durante a evolugdo da doenga (CIARAMELLA et al., 1997).

Durante algum tempo, acreditou-se que a semelhanca do homem, lesGes renais
em LV canina seriam predominantemente localizadas na regido cortical (DUARTE et
al., 1983). Contrapondo este fato, os resultados obtidos demonstram que as lesdes renais

ocorrem em alta frequéncia tanto na regido cortical quanto medular.

As lesdes histopatolégicas encontradas na bexiga foram muito frequentes
(73,3%). Por outro lado, cistite tem sido relatada em cées infectados por L. infantum
como uma doenca oportunista (FEITOSA, 2001; CAVALCANTI et al., 2005).
Entretanto, como a LV é uma doenca sistémica com manifestacBes clinicas graves,

pouco valor ainda tem sido dado para alteracfes urinarias.

Os resultados do trabalho confirmam que a IHQ é um procedimento importante
para detectar L. infantum em diferentes 6rgaos (TASCA et al., 2009), uma vez que, foi
demonstrado a imunomarcacdo de formas amastigotas do parasito em todos os 6rgaos, a
excecdo dos ureteres. Os ureteres foram os 6rgdos que também apresentaram 0 menor
namero e intensidade de lesGes histopatoldgicas, demonstrando ndo ser um 6rgédo alvo

para pesquisa do parasito.

O DNA de L. infantum foi detectado em mais da metade das amostras de cada
Orgdo, com a maior carga parasitaria sendo observada na regido medular do rim direito
(76,7%), evidenciando a alta sensibilidade desta técnica molecular o que possibilita
determinar a extensdo de infec¢bes subclinicas. Apesar da ampla variacdo, grandes
quantidades de parasitos foram encontradas em todos os 6rgaos. Somente na urina, o
numero de amostras positivas diferiu estatisticamente das demais. Neste trabalho, nédo
foi feita uma correlagéo entre gravidade de lesGes renais e presenca de DNA do parasito

na urina, porém, Solano-Gallego et al. (2007), realizando este tipo de estudo,
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demonstrou que cdes com danos renais graves apresentam carga parasitaria maior na

urina.

No teste de Mann-Whitney, foi possivel observar que tanto em relacdo a IHQ
quanto & HE, a carga parasitaria determinada através de gPCR foi encontrada nos
maiores escores. Desta forma, € possivel deduzir que a carga parasitaria influencia
positivamente na imunomarcacao de formas amastigotas de L. infantum, bem como,
uma maior quantidade de parasitos induz a processos inflamatérios de maior
intensidade. Estes resultados sdo dignos de nota, uma vez que, sd0 0S primeiros na

literatura que indicam este tipo de associacéo.

Por outro lado, pela correlacdo de Spearman, foi possivel observar que a carga
parasitaria ndo influenciou os parametros bioguimicos de avaliacdo renal. Desta forma,
0s resultados sdo similares aos obtidos por Torres et al. (2013), onde observaram que a
quantidade de parasitos nao influenciaram na caracteristica das alteragcdes bioquimicas,

independente dos sinais clinicos apresentados pelos animais.

5. Conclusédo

Cées naturalmente infectados com L. infantum apresentam perda progressiva da
funcdo renal além de lesdes histopatologicas e marcacdo imunohistoquimica de formas
amastigotas do parasito de forma muito frequentes. Associado a estes fatos, nos 6rgaos
do sistema urinario, constatou-se presenca marcante do parasito, onde € possivel
observar que existe relacdo entre a carga parasitaria e o grau de lesdes e
imunomarcacao. Por outro lado, esta mesma carga parasitaria ndo influencia nos

parametros bioquimicos de avaliacdo renal.
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Figura 1. Achados histopatologicos de rins de cdes naturalmente infectados por L.
infantum.

Figura 1A. Observar atrofia glomerular (seta) e infiltrado linfohistioplasmocitario
difuso (estrela). HE. Barra = 200pum.

Figura 1B. Presenca de glomerulonefrite membranoproliferativa. HE. Barra =
sS0um.

Figura 1C. Observar glomerulonefrite proliferativa com presenca de congestdo
(estrela). HE. Barra = 50um.

Figura 1D. Presenca de glomerulonefrite membranosa. HE. Barra = 50pum.

Figura 1E. Notar glomerulonefrite proliferativa com dilatacdo capilar e material
proteinaceo (seta). HE. Barra = 50um.

Figura 1F. Observar atrofia glomerular (seta) infiltrado linfohistioplasmocitario
(estrela). PAS. Barra = 50um.

Figura 1G. Atrofia glomerular (estrela) e presenca de material proteinaceo
subcapsular (seta). Tricrémico de Gomori. Barra = 50um.

Figura 1H. Fibrose cortical com atrofia de tdbulos renais (seta) e material
proteindceo no lume dos tabulos néfricos (estrela). Tricrdmico de Gomori. Barra =

50um.
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Figura 2. Detec¢do imunohistoquimica de formas amastigotas de L. infantum em 6rgéos
do sistema urinario de cées naturalmente infectados.

Figura 2A. Bexiga. Formas amastigotas de L. infantum lamina prépria (seta). Complexo
estreptavidina-peroxidase. Barra = 50um.

Figura 2B. Regido medular do rim. Formas amastigotas de L. infantum (seta). Complexo
estreptavidina-peroxidase. Barra = 50pum.

Figura 2C. Regido medular do rim. Formas amastigotas de L. infantum (seta).
Complexo estreptavidina-peroxidase. Barra = 50um.

Figura 2D. Regido medular do rim. Formas amastigotas de L. infantum (seta).
Complexo estreptavidina-peroxidase. Barra = 20um.

Figura 2E. Regido cortical do rim. Formas amastigotas de L. infantum (seta). Complexo
estreptavidina-peroxidase. Barra = 50um.

Figura 2F. Regido cortical do rim. Formas amastigotas de L. infantum (seta). Complexo

estreptavidina-peroxidase. Barra = 20um.
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