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CORRELACAO ENTRE A PRESENCA DE ANTIGENOS DE LEISHMANIA
sp, LINFOCITOS T CD3+ E B CD79+ E ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS NO
TECIDO RENAL DE CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - O presente estudo teve por objetivo correlacionar as alteracdes
laboratoriais, histopatolégicas e a presenca de linfocitos T CD3+ e linfécitos B
CD79+, com a presenga de Leishmania sp no tecido renal de c&es naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral. Para tanto foi utilizado um grupo (G1)
constituido por 24 animais com formas amastigotas de Leishmania sp. no tecido
renal, e outro (G2) composto por 43 cdes sem evidéncias imuno-histoquimicas da
presenca do parasito nos rins. A prevaléncia de doenca renal na populacéo
estudada foi de 100% nos animais de G1 e 56,09% de G2. Todos os cées de G1 e
53,6% dos cédes de G2 possuiam relacdo proteina/creatinina urinaria (P/C U) maior
que 0,5, evidenciando-se uma correlacdo positiva entre a ocorréncia de proteinuria
intensa e a presenca de Leishmania sp. no tecido renal (p<0,001). Todos os caes de
G1 e 88,4% dos cées de G2 apresentavam alteracbes glomerulares, sendo que a
presenca do parasito nos rins esteve correlacionada com uma maior prevaléncia e
intensidade das lesGes (p<0,001). Imunomarcacdes para linfécitos T CD3+ foram
observadas em 100% dos caes do grupo 1 e 97,7% do grupo 2, havendo uma
correlacdo entre a presenca de formas amastigotas no tecido renal e a intensidade
do infiltrado inflamatorio (p<0,0005). Imunomarcacdes para linfécitos B CD79+ foram
observadas em todos os caes do grupo 1 e em 55,8% do grupo 2 (p < 0,0001). Nos
cées com parasitos no tecido renal observou-se uma maior intensidade do infiltrado
de linfocitos B (p<0,0001). A presenca de Leishmania sp, linfécitos T CD3+ e de
linfécitos B CD79+ nos rins de caes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral confirmam a participacdo do parasita, da imunidade celular e da imunidade

humoral na patogénese da lesé&o renal.

Palavras- Chave: imuno-histoquimica, Leishmania infantum chagasi, rim



CORRELATION BETWEEN THE PRESENCE OF ANTIGENS OF LEISHMANIA sp,
CD3+T CELLS AND CD79+B CELLS AND HISTOPATHOLOGICAL CHANGES IN
RENAL TISSUE OF DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

ABSTRACT - The aim of this study was to correlate the laboratory and
histopathological changes and the presence of CD3+T and CD79+ B cells with the
presence of Leishmania sp in the renal tissue of dogs naturally affected by visceral
leishmaniasis. For this purpose two groups were used: G1 with 24 dogs with
amastigotes of Leishmania sp. in the renal tissue, and G2 consisting of 43 dogs with
no immunohistochemical evidence of the presence of the parasite in the kidneys. The
prevalence of renal disease in the population studied was 100% in G1 and 56.1% in
G2. All dogs from G1 and 53.6% of the dogs from G2 had urine protein/creatinine
ratio (U/PC) > 0.5, demonstrating a positive correlation between the occurrence of
severe proteinuria and the presence of Leishmania sp. in renal tissue (p <0.001). All
dogs from G1 and 88.4% of the dogs from G2 had glomerular lesions, and the
presence of the parasite in the kidney was correlated with a higher prevalence and
intensity of the lesions (p <0.001). Immunostaining for CD3+ T cells were observed in
100% of the dogs from G1 and in 97.7% of G2. There was a correlation between the
presence of amastigotes in renal tissue and the intensity of the inflammatory infiltrate
(p <0.0005). Immunostaining for CD79+ B cells were observed in all dogs from G1
and in 55.8% of the dogs from G2 (p <0.0001). Dogs with parasites in the renal tissue
presented a greater intensity of B cells infiltrate (p <0.0001). The presence of
Leishmania sp, CD3+ T cells and CD79+ B cells in the kidney of dogs naturally
affected by visceral leishmaniasis confirmed the participation of the parasite, cellular

immunity and humoral immunity in the pathogenesis of renal injury.

Keywords: immunohistochemistry, Leishmania infantum chagasi, kidney



1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral, zoonose causada por protozoarios do género
Leishmania, pode acometer diversas espécies animais. No entanto, o cdo apresenta
singular importancia epidemiolégica, por se tratar do principal reservatorio da doenca
no ambiente doméstico.

Em animais que desenvolvem sinais clinicos € comum a ocorréncia de lesdes
renais. Mais ainda, o desenvolvimento de doenca renal cronica em cées infectados
esta associado a elevadas taxas de mortalidade. O estudo mais aprofundado do
comprometimento renal na leishmaniose visceral canina torna-se relevante devido a
similaridade entre as lesGes que ocorrem no cdo e no homem. Deste modo, os cées
servem como modelo experimental para o estudo dos mecanismos patogénicos
envolvidos na nefropatia associada ao calazar humano.

Ainda existem duvidas com relacdo a etiopatogenia das lesGes renais na
leishmaniose visceral. Apesar de muitos autores indicarem a deposicdo de
imunocomplexos como o principal mecanismo de desenvolvimento das lesfes, ha
indicios de que a fisiopatogenia do dano renal possa ser mais complexa, com
possivel ativacdo de mecanismos imunes no parénquima, bem com a participacdo
direta do protozoario na leséo.

Com o objetivo de verificar se a presenga de Leishmania sp. nos rins
apresenta correlagdo com a ocorréncia e intensidade das lesdes renais, o presente
estudo avaliou as alterag6es histopatolégicas e a imunomarcacgao de linfocitos T e B
no tecido renal com e sem parasitas, em cées naturalmente acometidos por

leishmaniose visceral.



2. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose visceral é uma doenca de grande impacto em saude publica,
uma vez que, ocorre de forma endémica em 70 paises do mundo, sendo que 90%
dos casos notificados ocorrem na india, Suddo, Bangladesh e Brasil. A enfermidade
apresenta-se em expansao e estima-se uma incidéncia de 500 mil casos por ano
(WHO, 2012). Esta afeccdo é causada por protozodrios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania. Na América Latina a
enfermidade, causada pela Leishmania infantum chagasi, € conhecida como
leishmaniose visceral americana ou calazar neotropical (GENARO, 1993; MAURICIO
et al., 2000; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

A transmissdo da doenca se da durante o repasto sanguineo de fémeas de
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis ou Lutzomyia cruzi em um
hospedeiro suscetivel. Apesar de haver descricdo de outras espécies infectadas
pelo protozoario, tais como felinos, equinos, bovinos e roedores, os cées ainda
representam o principal reservatério da doenca (BANETH; SOLANO-GALLEGO,
2012; MULLER et al., 2009; LOBSIGER et al., 2010, VIDES et al., 2011). Por esta
razdo, e pela semelhanca das alteracdes clinicas entre cées e seres humanos, esta
€ a espécie mais estudada servindo, inclusive, como modelo experimental para o
homem.

Durante o repasto sanguineo formas promastigotas do parasito sao
inoculadas na epiderme do hospedeiro. Elas sédo fagocitadas por células do sistema
mononuclear fagocitario e, no interior dos macréfagos, perdem o flagelo dando
origem as formas amastigotas. As sucessivas divisées bindrias do parasito
promovem a lise dos macréfagos, com posterior disseminacdo linfatica e
hematogena de leishmanias para varios orgdos (NOLI, 1999; BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2012).

A capacidade do hospedeiro em controlar a infeccéo esta associada com o
tipo de resposta imune. Esta, por sua vez, é dependente de fatores, tais como o
mecanismo de apresentacdo do antigeno, a dose infectante, a via de inoculacéo e o
padrdo genético do hospedeiro (FERRER, 2002; CIARAMELLA; CORONA, 2003;



BARBIERI, 2006; KRAMER et al., 2006). Os macréfagos, as células dendriticas e as
células de Langerhans infectadas por parasitos atuam como apresentadoras de
antigenos aos linfécitos T auxiliares CD4+. Os macréfagos realizam a fagocitose e
secretam citocinas (IL-1, IL6 e IL-12 e fator de necrose tumoral) que favorecem a
atividade das células fagocitarias e dos linfocitos citotoxicos (ROITT et al., 1993;
ENGWERDA et al., 2004; BARBIERI, 2006). Em resposta aos antigenos protéicos
dos parasitos, o linfécito T auxiliar CD4+ produz interleucinas que permitem sua
diferenciacdo em células efetoras Tal ou Ta2 (FEITOSA et al., 2000; MACHADO et
al., 2007).

As células efetoras Tal, ativadas pela secregdo de interleucina 12 (IL-12),
produzem citocinas proé-inflamatérias tais como o fator de necrose tumoral (TNF), a
interleucina 2 (IL-2) e o interferon gama (IFN-y), que aumentam a eficiéncia das
células fagociticas e de linfécitos citotdxicos. O IFN-y, por sua vez, induz a formacao
de superoxido e oOxido nitrico pelos macréfagos, o que favorece o controle da
infeccdo e a eliminacdo do parasito (PINELLI et al., 1994; FERRER, 2002;
BARBIERI, 2006; MACHADO et al., 2007).

As células efetoras Ta2 produzem interleucinas tais como IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13, que levam a proliferacdo de linfocitos B e produgcdo de imunoglobulinas. A
resposta humoral esta associada a formacdo de imunocomplexos que, quando
circulantes, sdo passiveis de ocasionar danos em diversos 0rgaos. A partir dessas
observacfes, considera-se que a progressao da doenca esta relacionada com a
resposta imune do tipo Ta2 e seu controle esta correlacionado com a resposta Tal
(CIARAMELLA; CORONA, 2003; BARBIERI, 2006).

A leishmaniose visceral canina € uma doenca de evolugcdo crdnica e
progressiva. A auséncia de sinais patognomonicos durante o curso da infeccéo
dificulta o estabelecimento dos principais sinais clinicos relacionados com a
enfermidade. No entanto, estudos conduzidos em areas endémicas demonstram que
uma linfoadenopatia periférica, perda progressiva de peso, hipertermia,
hepatoesplenomegalia, lesdes oftalmicas, dermatolégicas, onicogrifose e problemas
renais sdo as alteracbes mais comumente observadas nos animais que
desenvolvem sinais clinicos da doenca (GENARO, 1993; FERRER, 1999; NOLI,
1999; FEITOSA et al.,, 2000; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Dependendo



dos sistemas acometidos, pode-se observar também alteracbes digestorias,
cardiorrespiratorias, locomotoras e neurologicas (BLAVIER et al.,, 2001; FERRER,
2002; ALVAR et al., 2004; SILVA et al., 2007; MARCONDES, 2009).

O envolvimento renal na leishmaniose visceral € um achado clinico
comumente observado nas infeccbes naturais em seres humanos e em caes
(DUARTE et al., 1983; POLI et al.,1991; PRIANTI et al., 2007). Estudos pretéritos
demonstraram que a prevaléncia da doenca renal crénica em caes varia de 30% a
54% (COSTA et al., 2003; PLANELLAS et al., 2004; CORTADELLAS et al., 2006;
FRANCESHI et al., 2007).

A maior prevaléncia de doenca renal crbnica em caes naturalmente
acometidos por leishmaniose é descrita por COSTA e colaboradores (2003) ao
diagnosticarem a mesma em 6/11 (54%) cdes. PLANELLAS e colaboradores (2004),
avaliando 116 c&es com leishmaniose visceral, obtiveram evidéncias laboratoriais de
doenca renal crénica em 30% dos animais. Em uma populacdo de 105 caes,
CORTADELLAS e colaboradores (2006) observaram que 52 (49,5%) apresentavam
diagnostico laboratorial de doenca renal crénica, e enquanto 17 (32,7%) deles
demonstravam somente proteinaria, 35 (67,3%) apresentavam azotemia.
FRANCESHI e colaboradores (2007), por sua vez, encontraram uma prevaléncia de
52,5% em uma populacéo de 40 caes naturalmente infectados.

A doenca renal cronica é caracterizada pela perda progressiva dos néfrons
com declinio da taxa de filtracdo glomerular, sendo causa importante de morbidade
e mortalidade em céaes (LESS, 2004; GRAUER, 2005; SMETS et al., 2010).
Mecanismos compensatérios sdo ativados na tentativa de manter a taxa de filtragdo
glomerular adequada, a despeito da presenca de lesbes no parénquima renal. A
ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona promove mudancas
hemodinamicas nos capilares glomerulares, permitindo que estes aumentem a taxa
de filtracdo individual dos néfrons remanescentes. Este mecanismo baseia-se na
ativacao da angiotensina 2, que promove vasoconstriccdo da arteriola renal eferente
com consequente aumento da pressao hidrostética intraglomerular, responsavel pela
manutencdo da taxa de filtracdo glomerular global (HILGERS; MANN, 1996;
GUYTON, 2002; POLZIN et al., 2005; MAXIE; PRESCOTT, 2007).



Entretanto, a estimulacdo cronica deste mecanismo resulta em sobrecarga
funcional dos néfrons. A angiotensina e a aldosterona atuam como mediadores pro-
inflamatorios, estimulando a proliferacdo das células glomerulares, com consequente
aumento do consumo de oxigénio e liberacao de radicais livres, que, por sua vez,
promovem a morte celular precoce e a fibrose glomerular. Ainda, a hipertenséo
glomerular crénica promove lesdes nos capilares favorecendo a passagem de
proteinas para o ultrafiltrado glomerular (EDDY, 2001; GRAUER, 2005a).

A proteindria persistente causa lesdo glomerular e tubulo-intersticial
resultando em perda progressiva dos néfrons. As proteinas plasméaticas que
atravessam a parede dos capilares glomerulares podem acumular-se no tufo
glomerular e estimular tanto a proliferacdo das células mesangiais, como 0 aumento
da producdo de matriz mesangial (JERUMS et al.,, 1997; TANG et al., 1999;
GRAUER, 2005). Sabe-se que as células epiteliais do tubulo contorcido proximal
normalmente reabsorvem a pequena fracdo protéica presente no ultrafiltrado
glomerular por meio de endocitose. As proteinas reabsorvidas acumulam-se nos
lisossomos e sdo degradadas em aminoacidos. O excesso de proteina na luz tubular
leva a uma sobrecarga no processamento lisossomal com ruptura de vacuolos
repletos de enzimas proteoliticas, o que pode culminar em morte celular (OLBRICHT
et al., 1986; GRAUER, 2011).

A quantificacdo da proteindria é fundamental, uma vez que permite avaliar a
severidade das lesdes renais e a progressao da doenca. A mensuracao da proteina
excretada ao longo de 24 horas € o teste padréo ouro para avaliagdo da proteinaria,
no entanto, sua realizagcdo torna-se limitada devido a metodologia empregada no
procedimento (LESS, 2004; GRAUER, 2005). Na tentativa de facilitar a mensuragao
da proteina eliminada na urina pode-se utilizar a determinacdo da relacdo
proteina/creatinina urinaria (P/C U). O uso desta relacdo baseia-se na premissa de
gue a excrecdo de creatinina urinaria se da de forma constante ao longo do dia.
Portanto, ao relaciona-la com o valor de proteina presente na urina, em uma Unica
amostra, hd uma correlagdo com a quantidade de proteina excretada em um periodo
de vinte e quatro horas. Cabe ressaltar, que as variacdes no volume e na densidade

especifica da urina nao interferem neste exame (CENTER et al., 1985).



Estudos apontam para a importancia da determinacdo da relacdo proteina-
creatinina urinaria na doenca renal crénica. JACOBS e colaboradores (2005)
observaram uma correlacdo positiva entre a intensidade da proteindria e a taxa de
mortalidade de caes com doenca renal cronica e, ainda, em seu estudo animais com
valores de P/C U > 1,0 apresentaram riscos de crises urémicas, ou de mortalidade,
trés vezes maior do que caes com valores de P/C U < que 1,0.

SYME & ELLIOTT (2003) observaram que a sobrevivéncia de gatos com
doenca renal crbnica estava relacionada com a severidade da proteindria. A
elevacdo da proteindria associou-se com aumento nas concentracdes séricas de
creatinina e da pressao arterial sistémica. Gatos com valores de P/C U > 0,4
apresentaram pior prognostico, independente de outros fatores agravantes.

Atualmente a Sociedade Internacional de Interesse Renal (“International
Renal Interest Society”) preconiza a realizacdo do estadiamento da doenca renal
cronica em cédes e gatos, com a finalidade de auxiliar no diagnostico precoce e
propor diretrizes para o0 monitoramento da doenca. A determinacéo da concentracao
sérica de creatinina e dos valores de P/C U sdo os principais critérios para o
estadiamento dos animais. No estigio 1 os caes apresentam valores de creatinina
dentro dos limites de normalidade, no entanto, apresentam indicios de lesdo renal,
como por exemplo, proteinuria. No estagio 2 estéo inclusos os animais azotémicos,
com valores de creatinina sérica inferiores a 2,0 mg/dl. No estagio 3 os valores de
creatinina variam de 2,1 a 5,0 mg/dl e, no estagio 4, esses valores sdo superiores a
5,0 mg/dl (IRIS, 2011).

A partir do estadiamento inicial, a determinacdo da intensidade da proteinuria,
por meio da relacdo proteina-creatinina urinaria, € recomendada para todos caes,
independente do estagio da doenca. Valores de P/C U superiores 0,5 sdo indicativos
de proteinuria. A magnitude dos valores de P/C U est4 relacionada com o tipo de
lesé@o renal e com a evolucao da doenca. A identificacdo de valores de P/ICU > 2,0 é
extremamente sugestiva de lesdo glomerular, enquanto nas lesdes tabulo-
intersticiais sdo observados valores menos intensos (LESS et al., 2005; GRAUER,
2011; VADEN, 2011).

BOYD e colaboradores (2008), em um estudo retrospectivo, determinaram a

sobrevida de 208 gatos de acordo com o estagio da doenca renal. Enquanto os



gatos com doenca renal crénica no estagio 2 apresentaram uma sobrevida média de
1151 dias, os animais no estagio 4 apresentaram uma sobrevida média de 35 dias, a
despeito das medidas terapéuticas empregadas. POLZIN e colaboradores (2010)
utilizaram o estadiamento da doenca renal cronica inclusive para propor condutas
terapéuticas destinadas a cada estagio da doenca.

A leishmaniose visceral canina também apresenta um sistema de
estadiamento clinico da doengca. SOLANO-GALLEGO e colaboradores (2009)
propuseram novos critérios em detrimento ao antigo sistema de classificacdo dos
cdes em assintomaticos, oligossintoméaticos e polissintomaticos. Isto se deve ao fato
de que, ao basear-se exclusivamente na apresentacao clinica, o antigo sistema nao
considerava que disfuncdes organicas graves pudessem ocorrer mesmo na
auséncia de sinais clinicos. A glomerulonefrite secundaria a leishmaniose visceral
ilustra esta situacdo, uma vez que os cdes podem apresentar proteindria discreta a
moderada sem quaisquer manifestacbes clinicas (GRAUER, 2005; LESS e
colaboradores, 2005; VADEN, 2011).

No esquema proposto por SOLANO-GALLEGO e colaboradores (2009), além
da avaliagdo fisica dos animais infectados, os resultados de exames sorologicos e
das alteragbes laboratoriais devem ser avaliadas. Desta forma, observa-se que a
presenca e a intensidade da doenca renal sdo os principais indicadores de
gravidade do quadro clinico. Sendo assim, definem-se quatro estagios da doenca:

1) Estagio 1: cées apresentam sinais clinicos discretos, como por exemplo
linfoadenomegalia e dermatite papular. Os valores de creatinina sao
inferiores a 1,4 mg/dle o P/C U <0,5.

2) Estagio 2: cdes apresentam diversos sinais clinicos, tais como lesdes
cutdneas alopécicas e descamativas, ulceragdes em juncdes
mucocutaneas, onicogrifose, perda de peso, hipertermia e epistaxe. As
alteracdes laboratoriais incluem anemia arregenerativa, hiperglobulinemia
e hipoalbuminemia. No sub-estagio A, apresentam valores de P/C U < 0,5
e, no sub-estagio B, apresentam valores de P/C U entre 0,5-1.

3) Estagio 3: caes com evidéncias laboratoriais de doenca renal cronica, com

valores de P/C U > 1 e/ou valores de creatinina entre 1,4 - 2 mg/dl.



4) Estagio 4: cdes apresentam evidéncias laboratoriais de doenca renal

cronica avancada, com valores de creatinina > 2 mg/dl.

Quando da avaliacdo histopatoldgica, estudos demonstram que as alteragdes
sugestivas de doencga renal cronica podem estar presentes em 100% dos caes com
leishmaniose visceral (COSTA et al., 2003; ZATELLI et al., 2003). No que diz
respeito a estas alteracdes, trabalhos conduzidos na Espanha (NIETO et al., 1992) e
na Franca (BENDERITTER et al., 1998) utilizando 11 e 10 animais, respectivamente,
identificaram lesbes glomerulares em todos os caes, sendo que a glomerulonefrite
membranoproliferativa foi o Unico padréo histopatoldgico descrito.

POLI e colaboradores (1991), ao avaliarem as alteracfes histopatolégicas nos
rins de 34 caes naturalmente infectados por Leishmania infantum verificaram lesbes
glomerulares em todos os animais e alteracdes tubulares em 31 (91,2%) deles. As
alteracdes glomerulares foram classificadas como glomerulonefrite mesangio-
proliferativa (21/34 caes) e glomerulonefrite membranoproliferativa (12/34 céaes).

ZATELLI e colaboradores (2003) avaliaram a presenca de alteracGes
histopatoldgicas nos rins de 41 caes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral. Lesdes glomerulares estavam presentes em todos 0s animais e foram
histologicamente classificadas em glomerulonefrite membranoproliferativa (29,3%),
glomerulonefrite  membranosa (26,8%), glomerulonefrite proliferativa mesangial
(21,9%) e glomeruloesclerose segmentar focal (19,5%). Lesfes tubulo-intersticiais,
evidenciadas em 23/41 (56%) animais, ndo foram consideradas lesdes primarias,
pois em todos 0s casos estavam associadas a presenca de lesdes glomerulares.

COSTA e colaboradores (2003) descreveram as alteragdes renais em um
grupo de 55 caes naturalmente infectados por Leishmania chagasi. Lesbes
glomerulares foram observadas em todos os animais e classificadas segundo o
critério da Organizacdo Mundial da Saude para as glomerulonefrites (CHURG et al.,
1985). Assim, seis padrbes distintos foram descritos; glomerulonefrite
membranoproliferativa (32,7%), glomerulonefrite mesangio-proliferativa (30,9%),
glomeruloesclerose segmentar focal (18,2%), glomerulopatia com alteracdes
minimas (14,5%), glomerulonefrite em crescente (1,8%) e glomerulonefrite crénica
(1,8%). Nefrite intersticial foi observada em 53 (96,3%) caes e caracterizou-se pela

presenca de um infiltrado inflamatério linfoplasmocitario mais proeminente no cértex



renal. Alteracfes tubulares foram descritas em 43 (78,2%) animais, sendo a
degeneracao e a necrose tubulares as lesbes mais observadas.

FERRARI e colaboradores (2010), ao pesquisarem antigenos de Leishmania
sp. no tecido renal de 20 caes naturalmente infectados, identificaram o parasita no
infiltrado inflamatdrio intersticial e na regido mesangial de trés deles (15%), os quais
possuiam como padrdo de lesdo glomerular uma glomerulonefrite
membranoproliferativa. Em virtude da baixa prevaléncia de imunomarcacdes, néo foi
possivel estabelecer um correlacdo com o tipo e intensidade das alteracfes renais.

Se, atualmente, as lesdes renais que acompanham a leishmaniose visceral
canina estdo bem caracterizadas, a caréncia de informa¢des quanto as correlacées
entre alteracdes histopatoldgicas e alteracbes laboratoriais indicativas de doenca
renal limita a compreensdo dos mecanismos patogénicos envolvidos na leséo
(COSTA et al., 2003; CORTADELLAS et al., 2008).

O primeiro estudo correlacionando os valores séricos de creatinina e uréia
com as alteracdes histopatologicas foi realizado por NIETO e colaboradores (1992),
0S quais utilizaram dez cdes naturalmente infectados. Os autores observaram
elevagdes nas concentracdes sericas de creatinina e de uréia em 30% e 70% dos
animais respectivamente, sendo que o aumento desta Ultima enzima correlacionou-
se com a intensidade da proliferacdo das células glomerulares.

COSTA e colaboradores (2003) determinaram os valores de P/C U e
creatinina sérica de 11 caes com leishmaniose visceral e identificaram P/C U > 1,0
em seis deles (54,5%) e creatinina sérica > 1,0 mg/dl em trés (27,3%). Valores de
P/C U > 1,0 foram observados em cées com glomerulonefrite membranoproliferativa,
glomerulonefrite cronica, glomeruloesclerose segmentar focal e glomerulonefrite
mesangio-proliferativa. Por outro lado, a azotemia foi observada na glomerulonefrite
segmentar focal, glomerulonefrite membranoproliferativa e na glomerulonefrite
cronica.

Um importante estudo foi realizado por CORTADELLAS e colaboradores
(2006), que avaliaram laboratorialmente a ocorréncia de doenga renal por meio das
determinacdes da concentracdo sérica de creatinina e da intensidade da proteinaria
em 105 cades com leishmaniose visceral. Dos animais avaliados, 52 apresentavam

algum grau de doenga renal. Proteindria e azotemia foram observados em 34



(65,3%) e 35 (67,3%) caes, respectivamente. No entanto, por se tratarem de
pacientes encaminhados a clinicas e hospitais veterinarios, ndo foi realizada a
avaliacdo histopatologica dos rins destes animais.

Apesar de existirem diversas pesquisas sobre as alteragBes histopatoldgicas
dos rins de caes com leishmaniose visceral, a literatura ainda € escassa no que diz
respeito a etiopatogenia da lesdo. Até a década de 90, a grande maioria dos autores
considerava que a patogénese da lesao renal, tanto na leishmaniose visceral canina
guanto na humana, fosse decorrente da deposicao de imunocomplexos, acarretando
uma injuria glomerular (TAFURI et al., 1989; COSTA et al., 2000). Entretanto, o
infiltrado celular observado nos rins desses pacientes ndo era compativel com esta
hipotese. Além disso, existem evidéncias cada vez maiores da participacdo de
imunidade celular em alguns tipos de glomerulonefrite imunomediada (VAN
ALDERWEGEN et al., 1997; COSTA et al., 2000).

A pesquisa de antigenos de Leishmania sp. por meio da técnica de imuno-
histoquimica em amostras de tecido renal tem sido realizada na tentativa de elucidar
se ocorre uma participacdo direta do parasita na etiopatogenia das lesdes.
Enquanto alguns estudos encontraram imunomarcacao variando entre 90 e 98% dos
caes infectados (COSTA et al., 2003; COSTA et al., 2010), outros referem-se a taxas
da ordem de 15% (FERRARI et al., 2010).

O padrao de resposta imunolégica do tecido renal tem sido pesquisado por
meio da reacdo de imuno-histoquimica com o intuito de compreender a
etiopatogenia das lesbes (COSTA et al., 2000; LIM et al., 2001; IKEZUMI et al.,
2004; TIPPING; TIMOSHANKO, 2005). Os linfécitos expressam um grande ndmero
de imunomarcadores em suas membranas, que podem ser utilizados para distinguir
varias subpopulacdes celulares. O sistema CD (cluster of differention) refere-se a
grupos de anticorpos monoclonais que se ligam especificamente a um determinado
marcador celular. O CD3+ é uma importante molécula do complexo receptor
antigénico (TCR) presente na membrana de linfécitos T, responsavel pela
transmisséo dos sinais a célula quando o receptor TCR se conjuga com 0 antigeno
(ROITT et al., 1993).

Enquanto as moléculas CD3+ encontram-se presentes em todas as

subespécies de linfocitos T, o CD4+ pode ser observado em receptores de células T



auxiliares, neutrofilos e macrofagos, e o CD8+ em receptores de linfécitos T
citotoxicos (ROITT et al, 1993). O receptor de linfécitos B consiste de
imunoglobulinas de superficie ligadas a moléculas, como o CD79+. No entanto, a
expressao de superficie para receptores de IgG ou do complemento também podem
auxiliar na identificacdo destas células (ROITT; DELVES, 2004). Desta forma, a
deteccdo de algumas moléculas em tecidos de animais infectados permite
determinar se a resposta imunologica desenvolvida pelo cdo é do tipo celular ou
humoral (TORRES-NETO et al., 2008).

Por meio da reacdo de imuno-histoquimica, COSTA e colaboradores (2000),
avaliando rins de seis cdes com leishmaniose visceral, verificaram a presenca de
linfécitos T CD4+ em 4/6 (66,6%), T CD8+ em 1/6 (16,6%) e IgG em 4/6 (66,6%). As
imunomarcacdes para linfocitos T foram observadas em areas com infiltrado
inflamatdrio, na regido glomerular e intersticial e, as de IgG encontravam-se ao redor
de capilares. Trés (50%) dos seis animais apresentavam marcagao antigénica
apenas para CD4+ e em um deles também foi observada imunomarcacédo para
CD8+. Sendo assim, a participacdo de CD8+ na patogénese da glomerulonefrite por
leishmaniose visceral canina ainda € incerta.

COSTA e colaboradores (2010) estabeleceram uma correlagéo positiva entre
a presenca de antigenos do parasito e a presenca do infiltrado de células T do tipo
CD4+ no tecido renal. Os autores sugeriram que 0s parasitos podem atuar de forma
direta nas lesbes glomerulares e, que a presenca do protozoario nos rins pode
favorecer a migracdo das células inflamatorias. Em vista dos resultados conflitantes,
0 papel das leishmanias no desenvolvimento das lesdes renais continua incerto.

SOLANO-GALLEGO e colaboradores (2003) descreveram pela primeira vez a
presenca de imunoglobulina G na urina de caes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral. Com o objetivo de investigar a origem desta imunoglobulina,
0s autores correlacionaram sua presenga com as concentracées seéricas de IgG e
com a intensidade das lesbes renais. Apesar da origem da imunoglobulina ter sido
principalmente sistémica em decorréncia das lesbes renais, 0s autores sugeriram
que, ainda que em menor extensdo, possa ocorrer producdo local de
imunoglobulinas. Em estudo semelhante envolvendo a detec¢do de imunoglobulina

A na urina de cdes com leishmaniose, TODOLI e colaboradores (2009) sugeriram



gue a producao local de imunoglobulina possa refletir a ocorréncia de uma resposta
imunoldgica in situ devido a presenca do parasita no tecido renal.

COSTA e colaboradores (2010) pesquisaram a ocorréncia de depdsitos de
IgG, IgM e IgA, no tecido renal de 26 cées naturalmente infectados por Leishmania
chagasi e em cinco cées nao infectados. Os autores verificaram imunomarcacgédo das
trés imunoglobulinas em 21 animais infectados e em todos os caes do grupo

controle, sem diferenca significativa entre os grupos.



3. OBJETIVOS

Diante do que foi exposto, 0 presente estudo teve por objetivos correlacionar
as alteracdes histopatoldgicas, o estadiamento clinico e a presenca de linfécitos T e
B, com a presenca de Leishmania sp no tecido renal de cdes naturalmente

acometidos por leishmaniose visceral.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais utilizados:

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados dois grupos de cées
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, encaminhados ao Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista,
UNESP, Campus de Aracatuba, durante o periodo compreendido entre janeiro e
dezembro de 2010. O diagnéstico da doenca foi confirmado por meio de exame
parasitoldgico direto, pela puncédo bidpsia aspirativa de linfonodo e/ou medula 6ssea.
O critério para a divisdo dos grupos foi a deteccdo do parasito no tecido renal, por
meio da reacdo de imuno-histoquimica. Sendo assim, o primeiro grupo foi
constituido por 24 caes que apresentavam formas amastigotas de Leishmania sp.
nos rins e, o segundo, composto por 43 caes sem evidéncias do parasito no tecido
renal.

Com o objetivo de melhor avaliar os resultados obtidos, os animais foram
classificados em trés estagios de doenca renal, de acordo com o protocolo proposto
pelo “International Renal Interest Society” (IRIS), modificado por Cortadellas e
colaboradores (2008). Esta classificacdo baseia-se nos valores séricos de creatinina
e na relacdo de proteina-creatinina urinaria, de modo que no estagio 1 encontram-se
0s caes com valores de creatinina < 1,4 mg/dl e P/C U > 0,5; no estagio 2 os céaes
gue possuam valores séricos de creatinina de 1,4 a 2,0 mg/dl e, no estagio 3
aqueles com valores de creatinina > 2,1 mg/dl (quadro 1).

Cédes com anormalidades ao exame fisico especifico do sistema
cardiovascular ou portadores de doengcas que pudessem levar a um
comprometimento da funcao renal, tais como erliquiose, dirofilariose, diabete melito

e hiperadrenocorticismo, foram excluidos do presente estudo.



Quadro 1 — Estadiamento da doenca renal crénica de acordo com o protocolo

proposto pelo “International Renal Interest Society” (IRIS), modificado
por Cortadellas (2008).

_ Variaveis
Estadiamento — _
Creatinina sérica (mg/dl)
Estagio 1 <1,4 >0,5
Estagio 2 14a20 >0,5
Estagio 3 >2,1 >0,5

4.2 Delineamento experimental:

Apos a confirmacdo do diagnoéstico de leishmaniose visceral foram colhidas
amostras de sangue e de urina de todos os caes. As amostras de sangue foram
obtidas por puncdo da veia jugular, e mantidas a temperatura ambiente até a
retracdo visivel do coagulo. Em seguida, foram centrifugadas a 1720 x g, durante 10
minutos, para obtencdo do soro. Este, por sua vez, foi transferido em aliquotas de
1,5mL para microtubos e armazenado a -20°C até o momento de seu
processamento, para determinacdo dos niveis de creatinina sérica e pesquisa de
anticorpos anti-Ehrlichia canis e antigenos para Dirofilaria immitis. A urina foi obtida
por cistocentese e avaliada imediatamente apds a colheita por exame de urina tipo |
e para a determinacdo da relacdo proteina-creatinina urinaria.

Apoés a colheita das amostras os animais foram submetidos a eutanasia, em
cumprimento ao Decreto n°® 51.838 do Ministério da Saude do Brasil, de 14 de marco
de 1963. Inicialmente foi administrada acepromazina® na dose de 0,05 mg/kg, por via
intravenosa, como medicacao pré-anestésica e, apés 15 minutos, os animais foram
anestesiados com tiopental sédico? na dose de 12,5 mg/kg por via intravenosa. Com
0os caes em plano anestésico foi aplicada uma ampola de cloreto de potassio a
19,1%° por via intravenosa. O método de eutandsia empregado seguiu as
recomendacdes da Resolucédo n® 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal

de Medicina Veterinaria.

! Acepran 0,2%°, Univet
% Thiopentax 1g°®, Cristalia
® Cloreto de potassio 19,1%°, Isofarma



Os cées foram, entdo, submetidos a necropsia e colheram-se amostras de
tecido renal para posterior realizacdo do exame histopatolégico e da reacdo de
imuno-histoquimica. O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA - protocolo 002856-2011, FCAV-UNESP).

4.3 Pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp. em linfonodo e/ou
medula 60ssea

Os exames citolégicos de linfonodo e de medula 6ssea foram realizados por
meio de pungdo aspirativa com agulha fina. Para a colheita de amostras de
linfonodos foram utilizadas agulhas hipodérmicas 25x7, acopladas em seringas de
10 mL. Na colheita das amostras de medula éssea, mediante puncéo na crista iliaca,
foram utilizadas agulhas hipodérmicas 40x12, acopladas a seringas de 20 mL.
Imediatamente apds as colheitas foram confeccionados esfregacos, corados com
corante hematolégico®. A pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp. foi
realizada por meio da observacdo em microscopia de luz, com objetiva de 100x. Os
animais negativos na pesquisa do parasito em 6rgaos linféides foram excluidos do

presente estudo.

4.4 Pesquisa de anticorpos anti-Ehrlichia canis e anti-Dirofilaria immitis
A pesquisa de anticorpos anti-Ehrlichia canis e antigenos para Dirofilaria
immitis e foi realizada por meio do kit comercial SNAP 4DX®test®, segundo as

recomendacdes do fabricante.

4.5 Exame de urina tipo |

O exame fisico da urina foi realizado por meio da observacdo macroscopica,
estabelecendo-se resultados para aspecto e cor. A densidade urinaria foi mensurada
por refratdmetro de ABBE®. A analise quimica de urina foi realizada por meio de fita
reagente comercial’, de acordo com as recomendaces do fabricante. Para a
sedimentoscopia, as amostras foram centrifugadas a 500 x g, durante cinco minutos,
desprezando-se o0 sobrenadante com posterior analise do sedimento em microscopia

Optica. O exame de urina tipo | foi utilizado para selecionar os animais com

* Corante Panético Rapido®, Laborclin, Pinhais, Brasil
°>IDEXX® Laboratories, Maine, EUA

® ATAGO® Co. LTDA, Tokyo, Jap&o

" Combur 10 Test®, UX, Roche, S&o Paulo, Brasil



evidéncias laboratoriais de infeccédo do trato urinario a fim de exclui-los do estudo,

devido a sua interferéncia com os valores de P/C U.

4.6 Determinacédo das concentragfes séricas de creatinina

A concentracdo sérica de creatinina foi determinada pelo método cinético -
Picrato em meio alcalino®, utilizando-se um analisador bioquimico automatizado®. Os
valores de referéncia foram considerados segundo KANEKO e colaboradores
(2008).

4.7 Relacdo proteinal/creatinina urinéaria (P/C U)
Para a obtencdo da relacdo proteina/creatinina urinaria (P/C U) foram

determinadas as concentracfes de proteina urinaria pelo método colorimétrico de

1
[ 0

vermelho de pirogalol™ e de creatinina pelo método cinético de picrato em meio

alcalino™. A andlise das amostras foi realizada por meio de um analisador

bioquimico automatizado®, previamente calibrado com calibrador comercial®?

|13 |l4

e
controles niveis 1" e |
4.8 Exame histopatolégico

Os cédes foram necropsiados pela técnica empregada rotineiramente no
Servico de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria, UNESP, Campus de
Aracatuba. Para o presente estudo foram colhidos dois fragmentos de cada rim,
abrangendo a regiao cortical e a medular, segundo VALENTINE; MCGAVIN (2007).
Logo apdés a colheita os fragmentos foram fixados em formol tamponado com
fosfatos a 10% por 24 horas, transferidos para alcool 70% e processados pelas
técnicas habituais para inclusdo do tecido em parafina e posterior obtencdo de
cortes histoldgicos.

Os cortes histolégicos foram corados por hematoxilina e eosina (HE) para
avaliacdo dos aspectos morfoldgicos do tecido renal. As alteragcdes observadas no
exame histopatolégico foram classificadas, de acordo com sua intensidade, em

discreta (+), moderada (++) e acentuada (+++), atribuindo-se escores variando de

® kit Creatinina® Biosystems, Barcelona, Espanha

® Analisador automatico BTS, mod. 370 plus, BioSystems, Barcelona, Espain
19kit Microprote Pirogalol 50° Doles, Goiania, Brasil

! kit Creatinina® Biosystem, Barcelona, Espanha

12 Calibrator serum, C6d.18011, BioSystems, Barcelona, Espain.

13 Assayed control serum level |, Céd. 18005, BioSystems, Barcelona, Espain.
4 Assayed control serum level Il, Céd. 18007, BioSystems, Barcelona, Espain.



uma a trés cruzes, que foram substituidas por nimeros de 1 a 3 para a realizacdo da
analise estatistica. As lesfes foram classificadas segundo a padronizacéo
estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para doencas glomerulares
(CHURG e colaboradores, 1985).

4.9 Reacao de imuno-histoquimica para pesquisa de Leishmania sp., linfécitos
T eB.

A reacdo de imuno-histoquimica para deteccdo de formas amastigotas de
Leishmania sp. e de linfocitos T CD3+ e B CD79+ foi realizada em cortes incluidos
em parafinas que foram desparafinizados e hidratados em banhos de xilol e de
alcool em concentra¢cdes decrescentes (100°, 95°, 70° e 50°), com posterior imersao
em agua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solugéo

de peréxido de hidrogénio (30 volumes) a 3% diluida em metanol*

por 45 minutos,
seguido de lavagem em solucéo tampéao fosfato (PBS) em pH 7,2 a 7,4, por trés
vezes de cinco minutos cada. A recuperacao antigénica foi feita com tratamento dos
cortes em solucdo tampao de citrato de sodio (pH 6,0), aquecido em banho-maria
entre 95° a 99°C, durante 30 minutos. Apos o resfriamento, determinado por um
periodo de 20 minutos, foi realizado uma lavagem com PBS. Posteriormente,
realizou-se o bloqueio de ligacdes inespecificas utilizando-se leite em p6 desnatado
3%*°, durante 30 minutos, em temperatura ambiente.

Em seguida, foi realizada a incubacao por 12 a 15 horas em temperatura de
4°C, em camara Umida, com anticorpo primario diluido em PBS. Para pesquisa de
formas amastigotas utilizou-se soro hiperimune de cdo acometido por Leishmania
chagasi, na diluicdo de 1:100 (TAFURI et al., 2004). Para a detecc¢éo de linfocitos T
CD3+ utilizou-se um anticorpo policlonal anti-CD3+ humano produzido em coelho®’,
na concentracao de 1:150 e, para B CD79+ um anticorpo monoclonal anti-CD79acy
humano produzido em camundongo®, na diluicdo de 1:100.

ApOGs incubacdo com o anticorpo primario os cortes foram lavados com
solucdo tampao PBS, trés vezes de cinco minutos cada, e submetidos a nova
incubacdo com anticorpo secundério biotinilado®®, em temperatura ambiente, por 45
minutos. Foram entdo submetidos a lavagem com tampédo PBS por trés vezes e

. I I I . I. . I 19 I .
5 vetec Quimica Fina — cod 102

6 Molico — Nestlé Brasil
7 A0452 - Dako North America, Inc. — Via Real, CA

8 \M7051 - Dako North America, Inc. — Via Real, CA
19 Kit LSAB - Dako North America, Inc — ref KO690



por mais 45 minutos. As laminas foram lavadas com PBS por trés vezes e a reacao
final foi revelada com peroxido de hidrogénio (H.O,) na presenca de 3,3-
diaminobenzidina (DAB)?. O tecido foi contra-corado com hematoxilina de Harris
durante 30 segundos. ApGs a desidratacdo dos cortes, as laminas foram montadas
com laminulas, utilizando-se balsamo do Canad&?!, e observadas em microscopia
de luz para avaliacdo da presenca e localizacdo dos parasitos e das células
marcadas. Para confirmar a auséncia de reacdo inespecifica, para cada anticorpo
foram utilizados controles negativos, onde foi omitida a utilizacdo do anticorpo
primario.

Os resultados da marcacgao da reacao de imuno-histoquimica foram avaliados
com auxilio de um sistema de analise de imagem computadorizada utilizando-se o
software de anélise de imagens Image-Pro Plus 6.1%°. Uma vez calibrado o sistema,
realizou-se a captura de imagens, em objetiva de 40x, com microscépio 6ptico®.
Foram avaliadas seis areas distintas, totalizando 407.277,15 yum2. Para avaliar a
percentagem total das areas imunomarcadas atribuiu-se a coloracdo vermelha para
as areas coradas em marrom e a coloracdo amarela para as demais areas contra-

coradas com hematoxilina (figura 1).

% Kit LSAB - Dako North America, Inc — ref K0690
2 DAB — Biosystem ref. K047B

%L vetec Quimica Fina — cod 498

2 Media Cybernetics, Maryland, EUA

* OLYMPUS BX50



Figura 1 — Fotomicrografia de rim de cao naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, evidenciando a imagem por andalise de captura, onde a
coloracdo vermelha indica as areas coradas em marrom e a coloracéo
amarela indica as demais areas contra-coradas, em objetiva de 40x

(Barra = 50um).

4.10 Analise Estatistica

As comparagOes entre os grupos foram efetuadas por meio do teste néo
paramétrico de Mann Whitney, usado para variaveis numéricas cuja tendéncia
central foi mais adequadamente representada pela mediana. O teste exato de Fisher
foi utilizado para analisar as variaveis categoricas nominais (dicotdmicas 0-1), e as
variaveis categoéricas ordinais (escore) foram analisadas pelo teste de Mann-
Whitney. A associacdo entre as variaveis foi avaliada por meio do teste exato de
Fisher. As estatisticas foram consideradas significativas quando p < 0,05. As
andlises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa SAS (Statistical

Analysis System).



5. RESULTADOS

5.1 Animais

Foram incluidos no presente estudo um total de 67 caes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, com diagnostico confirmado por meio de
exame parasitoldgico direto de linfonodo e/ou medula 6ssea. O primeiro grupo foi
constituido por 24 caes com formas amastigotas de Leishmania sp nos rins e o
grupo 2 foi composto por 43 cies com auséncia de imunomarcagdo renal para o
parasito. Os cées do presente estudo possuiam idade variando entre seis meses e
nove anos, com meédia de trés anos, e peso entre trés e 30 quilos. As principais
caracteristicas da populacdo avaliada, subdividida de acordo com 0s grupos
estudados, encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Todos os animais apresentavam sinais clinicos da doenca. Os achados de
exame fisico mais frequentemente observados foram a presenca de linfoadenopatia
em 50/67 (74,6%) cées, lesdes dermatologicas em 49/67 (73,1%), perda de peso em
48/67 (71,7%), lesdes oftdlmicas em 44/67 (65,7%), esplenomegalia em 13/67
(19,4%) e desidratacdo em 10/67 (14,9%) (figura 2). As lesdes dermatoldgicas mais
visualizadas foram uma descamacéo generalizada; areas de ulceragéo localizadas
nas superficies das extremidades de pavilhdo auricular, nas jun¢cdes mucocutaneas
e sobre protuberancias 6sseas (figura 3), alopecia e hiperpigmentacdo. Em relacéo
as alteracBes oftalmicas verificou-se ceratoconjuntivite seca, ceratite, conjuntivite,

ceratite ulcerativa e uveite.



Tabela 1 - Distribuicdo quanto ao sexo, raca e faixa etaria de 67 caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral,
subdivididos em dois grupos de acordo com a presenca
(Grupo 1) e auséncia (Grupo 2) de formas amastigotas de

Leishmania sp. no tecido renal. Numero absoluto e

percentagem.
Variavel Grupo Categoria Numero  Percentagem
Fémea 14 58,3%
Gl
Macho 10 41,7%
Fémea 26 60,5%
G2
Macho 17 39,5%
6 meses — 1 ano 4 16,6%
Gl 1 ano — 4 anos 13 54,2%
FAIXA 4 anos — 9 anos 7 29,2%
ETARIA 6 meses — 1 ano 7 16,3%
G2 1 ano — 4 anos 23 53,5%
4 anos — 9 anos 13 30,2%
Sem raca
o 20 83,3%
definida
Gl
Poodle 3 12,5%
Pit Bull 1 4.2%
Sem raca
o 35 81,4%
definida
Poodle 4 9,4%
G2 Cocker 1 2,3%
Dalmata 1 2,3%
Pinscher 1 2,3%
Teckel 1 2,3%




14,90%
19,40%

74,60% Blinfoadenopatia
65,70% Blesbes dermatol6gicas
Operda de peso
73,10% Blesbes oftalmicas
71,70% DOdesidratacéo

Besplenomegalia

Figura 2 - Distribuicdo, em percentagem, segundo as alteracfes de exame fisico, de

67 cées naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Figura 3 — LesOes dermatoldgicas observadas em c&o naturalmente acometido por
leishmaniose visceral. Notar a presenca de ulceracdo e deposicdo de
crostas hemorragicas na face (a) e no membro pélvico (b).

A prevaléncia de doenca renal, determinada por meio de analise dos valores
sericos de creatinina e dos valores de P/C U, foi de 46/64 (71,9%). De acordo com o
sistema de classificacdo da doenca renal cronica proposto pela “International renal
interest society”, modificado por Cortadellas e colaboradores (2008), observou-se

que o estagio 1 foi o mais representativo, com 34/46 (73,9%) dos animais. No



estagio 2 e no estagio 3 foram inclusos 4/46 (8,7%) e 8/46 (17,4%) animais,

respectivamente (figura 4).

W Estagio 1
O Estagio 2
O Estagio 3

Figura 4 - Distribuicdo, em percentagem, segundo o estadiamento de doenca renal
cronica proposto pela International renal interest society (IRIS), modificado
por Cortadellas e colaboradores (2008), de 45 caes naturalmente

acometidos por leishmaniose visceral.

Com relagdo a doencga renal crbnica, observou-se que a mesma foi mais
prevalente nos animais com imunomarcacdo para o0 parasito no tecido renal
(p<0,0001). Enquanto no G1 100% (23/23) dos animais apresentavam diferentes
graus de doenca renal cronica, no G2 verificou-se uma prevaléncia de doenca renal
da ordem de 56,09% (23/41). O numero e a percentagem de animais de acordo com
o estadiamento de doenca renal crénica nos dois grupos avaliados encontram-se

apresentados na tabela 2.



Tabela 2 — NUumero absoluto e percentagem de cées naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, subdivididos em
dois grupos, de acordo com a presenca (Grupo 1) e
auséncia (Grupo 2) de formas amastigotas de
Leishmania sp no tecido renal, baseado no estadiamento
de doengca renal cronica (DRC) proposto pela
International renal interest society (IRIS), modificado por
Cortadellas (2008).

) Grupo 1 Grupo 2
Variavel Escore
% N %
Ausente - - 18 43,9
Estagio 1 14 60,9 20 48,8
DRC 2 3 13,0 1 2,4
3 6 26,1 2 49

Teste Mann-Whitney (P<0,0001)

5.2 Determinacéo das concentragdes séricas de creatinina

No grupo 1 os valores de creatinina sérica variaram de 0,38 a 4,31 mg/dl e a
azotemia foi observada em 9/24 (37,5%) animais. No grupo 2, as concentracdes
séricas de creatinina variaram de 0,19 a 4,73 mg/dl e 3/43 (7%) estavam
azotémicos. Observou-se diferenga significativa entre os grupos, sendo que animais
com evidéncias do parasita nos rins apresentaram concentracdes séricas de
creatinina mais elevadas (p=0,0189). Os valores médios, as medianas e os desvios-
padrées da concentracdo sérica de creatinina nos caes dos grupos 1 e 2 estdo
dispostos na tabela 3. Os valores individuais das concentracdes séricas de

creatinina dos cées dos dois grupos encontram-se apresentados nos anexos A e B

5.3 Relacgéo proteina/creatinina urinaria (P/C U)
A determinacdo da relacdo proteina-creatinina urinaria foi realizada em 63

animais. Os outros quatro cdes do estudo apresentavam sinais clinicos e



laboratoriais de infeccdo do trato urinario e, portanto, a determinacdo de P/C U
nestes cdes nao seria fidedigna para a avaliacado da proteinuria. Sendo assim, para
a determinacédo desta variavel, o grupo 1 foi constituido por 22 caes e o grupo 2 por
41.

Todos os animais do grupo 1 apresentaram valores de P/C U > 0,5, com
indices que variaram de 0,76 a 5,6. Além disso, 17/22 (77,2%) cées possuiam P/C U
> 2. Por outro lado, no grupo 2, 22/41 (53,6%) caes tinham P/C U > 0,5, com indices
que variaram de 0,16 a 2,79. Entretanto, apenas 1/41 (2,4%) animal apresentou
valor superior a 2. A presenca de formas amastigotas nos rins apresentou uma
associacdo positiva com a ocorréncia de proteindria intensa, detectada pela
mensuracdo da P/C U (p<0,001). Os valores médios, as medianas e 0s desvios-
padrées da relacdo proteina/ creatinina urinaria nos caes dos grupos 1 e 2
encontram-se dispostos na tabela 3. Os valores individuais da P/C U dos cées dos
dois grupos encontram-se apresentados nos anexos A e B.

Tabela 3 — Valores da média (X), desvio-padrdo (S) e mediana (Md) da
concentracdo sérica de creatinina (mg/dl) e da relagédo
proteina/creatinina urinaria (PC/U), de caes naturalmente acometidos
por leishmaniose visceral, com (Grupo 1) e sem (Grupo 2) a presenca

de formas amastigotas do parasito no tecido renal.

G1 G2

Variavel _ _ pd
X+S Md X+S Md

Creatinina 156+1,21 1,03 0,84+0,73 0,73 0,0189

P/CU 3,11+131 3,18 0,80+0,63 0,55 < 0,0001

@) Teste Mann-Whitney

5.4 Exame histopatoldgico de tecidos renais

Por meio da avaliacdo histopatolégica do tecido renal, foi possivel identificar
alteracdes glomerulares em 92,5% (62/67) dos cées, sendo 100% (24/24) dos
animais do grupo 1 e 88,4% (38/43) dos cdes do grupo 2. Segundo os critérios de
classificacdo das lesdes glomerulares da Organizacdo Mundial da Saude, foram



identificados padrfes histopatologicos de glomerulonefrite membranoproliferativa em
30/67 (44,8%) caes, glomerulonefrite membranosa em 19/67 (28,4%),
glomerulonefrite proliferativa em 11/67 (16,4%) e glomeruloesclerose segmentar
focal em 2/67 (3%) (figura 5). O nimero absoluto e a percentagem de animais de
acordo com o tipo e a intensidade das alteracdes histopatologicas glomerulares, nos

grupos 1 e 2, encontram-se apresentados na tabela 4 e na figura 6.

Tabela 4 - Numero absoluto e percentagem de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com (Grupo 1) e sem (Grupo 2) formas
amastigotas do parasita no tecido renal, de acordo com as alteracdes
histopatolégicas glomerulares e a intensidade da lesdo. (GP =
glomerulonefrite proliferativa; GM = glomerulonefrite membranosa; GMP

= glomerulonefrite membranoproliferativa; GSF= glomeruloesclerose

segmentar focal).
) Grupo 1 Grupo 2
Variavel Escore P
N % N %
Ausente 24 100 32 74,4
GP 1 - - 8 18,6  <0,0076 W
2 - - 3 7,0
Ausente 15 62,6 33 76,7
1 2 8,3 10 23,3 X
GM 0,0743%
2 2 8,3 -
3 5 20,8 - -
Ausente 10 427 27 62,8
1 - - 7 16,3 )
GMP 0,0070%
2 6 25 8 18,6
3 8 33,3 1 2,3
Ausente 23 95,8 42 97,7 )
GSF 1,0000®
1 1 4.2 1 2,3

DTeste Mann-Whitney @ teste exato de Fisher
1= discreto; 2 = moderado; 3 =acentuado
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Figura 5 — Percentagem de distribuicdo de lesdes glomerulares, segundo critérios
estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude, de 62 caes naturalmente

acometidos por leishmaniose visceral.
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Gl. GIl. Membranosa Gl. Proliferativa Glomeruloesclerose
Membranoproliferativa segmentar focal
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Figura 6 - Porcentagem de distribuicdo dos padrdes histopatolégicos evidenciados
nas lesBes glomerulares de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com (Grupo 1) e sem (Grupo 2) a presenca de

formas amastigotas do parasito no tecido renal.



A glomerulonefrite membranoproliferativa, caracterizada por proliferacdo de
células do mesangio associada ao espessamento da membrana basal e capsula de
Bowman (figuras 7 e 8) foi a lesdo glomerular predominante nos dois grupos de
caes, tendo sido observada em 14/24 (58,3%) caes do grupo 1 e em 16/43 (37,2%)
animais do grupo 2. Ja a glomerulonefrite membranosa (Figura 9), com
espessamento difuso da membrana basal glomerular sem evidéncias de proliferacao
celular, foi evidente em 9/24 (37,5%) animais do grupo 1, e em 10/43 (23,2%) do
grupo 2.

Nenhum cao do grupo 1 possuia glomerulonefrite proliferativa (figura 10),
contrapondo-se aos resultados da avaliacao histopatolégica dos animais do grupo 2,
onde esta alteracdo foi observada em 11/43 (25,6%) animais. Ainda em relacdo as
alteracdes glomerulares, uma glomeruloesclerose segmentar focal foi o padrdo
menos observado, uma vez que apenas um cao de cada grupo, 4,2% dos caes do

grupo 1 e 2,3% do grupo 2, apresentava esta alteragéo.

Figura 7 - Fotomicrografia de rim de céo (G1l) naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, evidenciando a presenca de glomerulonefrite

membranoproliferativa. Hematoxilina e eosina. (Barra = 50um)



Figura 8 - Fotomicrografia de rim de cédo (G1l) naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, evidenciando a presenca de glomerulonefrite
membranoproliferativa e nefrite intersticial (setas). Hematoxilina e

eosina. (Barra = 50um)

Figura 9 - Fotomicrografia de cdo (G1) naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, evidenciando a presenca de glomerulonefrite membranosa.

Hematoxilina e eosina. (Barra = 50um)



Figura 10 - Fotomicrografia de rim de cédo (G1) naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, evidenciando a presenca de glomerulonefrite

proliferativa. Hematoxilina e eosina. (Barra = 50um)

Verificou-se uma diferenga significativa entre a intensidade das lesbes
glomerulares observadas nos cées dos dois grupos experimentais. Enquanto 13/24
(54,2%) cades do grupo 1 apresentaram lesdes de intensidade severa, apenas em
1/38 (2,6%) cao do grupo 2 possuia a mesma intensidade de lesédo (p<0,001). Desta
forma, a presenca do parasito no tecido renal associou-se com maior prevaléncia e
intensidade das lesdes glomerulares (p<0,001).

Os doze animais com elevagbes nas concentracdes séricas de creatinina
apresentavam lesdes glomerulares, caracterizadas por glomerulonefrite
membranoproliferativa em 8/12 (66%), glomerulonefrite membranosa em 3/12 (25%)
e glomeruloesclerose segmentar focal em 1/12 (8,4%) caes. Ainda lesbes
glomerulares classificadas como severas foram observadas em 7/12 (58,3%)
animais azotémicos.

Dentre os animais com valores de P/C U> 0,5, 40/44 (91,8%) apresentaram
lesGes glomerulares. O padrdo de lesdo mais observado foi a glomerulonefrite
membranoproliferativa, identificada em 22/40 (55%), seguido pela glomerulonefrite
membranosa em 13/40 (32,%) animais. As alteragbes menos frequente nos animais

proteinuricos foram a glomerulonefrite proliferativa e a glomeruloesclerose



segmentar focal, visualizadas em 4/40 (10%) e 1/40 (2,5%) animais,
respectivamente.

Uma nefrite intersticial (figura 11) foi identificada em 44/67 (65,7%) dos
animais avaliados. As células inflamatérias apresentaram um  perfil
predominantemente composto por linfocitos, seguidos de plasmacitos e histidcitos.
Esse infiltrado foi observado no intersticio, com distribuicdo periglomerular,
perivascular e peritubular. Verificou-se uma diferencga significativa entre os grupos
(p<0,001), com 23/24 (95,8%) caes do grupo 1 e 21/43 (48,8%) do grupo 2
apresentando esse tipo de leséo (figura 12).

Ainda, os animais com presenca do parasito no tecido renal possuiam lesbes
de maior intensidade quando comparados aos cées do grupo 2 (p<0,001). Enquanto
no grupo 1 20/24 (83,3%) animais apresentaram nefrite intersticial de grau moderado
a severo, no grupo 2 apenas 10/43 (23,2%) caes possuiam lesdes de intensidade
moderada (tabela 5), evidenciando que a nefrite intersticial foi mais prevalente e de
maior grau de intensidade nos animais que apresentavam formas amastigotas de

Leishmania sp nos rins.

Figura 11 - Fotomicrografia de rim de cédo (G1) naturalmente acometido por
leishmaniose visceral, evidenciando a presenca de nefrite intersticial
com infiltrado inflamatério mononuclear (setas). Hematoxilina e

eosina. (Barra = 50um)



Figura 12 — Percentagem da presenca de nefrite intersticial em cortes histolégicos de

caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com (Grupo 1)

e sem (Grupo 2) formas amastigotas de Leishmania sp. nos rins.

Tabela 5 - Numero absoluto e percentagem de cdes naturalmente

acometidos por leishmaniose visceral, com (Grupo 1) e

sem (Grupo 2) formas amastigotas do parasita no tecido

renal, de acordo com a intensidade (escore) da nefrite

intersticial.
Variavel Escore Grupo 1 Grupo 2
N % N %
_ Ausente 1 4,2 22 51,1
Nefrite
_ . 3 12,5 11 25,6
intersticial
15 62,5 10 23,3
3 5 20,8 - -

Teste Mann-Whitney (P<0,0001)



LesBes tubulares, caracterizados pela presenca de nefrose, necrose e
cilindros hialinos, foram observadas em 25/67 (37,3%) animais. Nao foi verificada
diferenca significativa entre os grupos quanto a evidéncias de lesbes tubulares,
exceto no que diz respeito a presenca de cilindros, encontrados em 13/24 (54,2%)
animais do grupo 1 e 4/43 (9,3%) do grupo 2 (p<0,0001).

5.5 Reacédo de imuno-histoquimica para formas amastigotas de Leishmania sp.,
linfocitos T CD3+ e linfécitos B CD79+
Imunomarcacgdes para Leishmania sp. foram observadas em 24/67 (35,8%)

caes do presente estudo (figura 13), que compuseram o grupo 1.

|

Figura 13 — Fotomicrografia de rim de c&o naturalmente acometido por leishmaniose
visceral evidenciando a presenca de imunomarcacéo para Leishmania
sp. (setas) no infiltrado inflamatério intersticial. Complexo

Estreptavidina-Peroxidase) (Barra = 50um)

Imunomarcacgfes para linfécitos T CD3+ (figura 14) foram observadas em
24/24 (100%) cdes do grupo 1 e 42/43 (97,7%) do grupo 2 (figura 15). Nos cdes com
parasitos no tecido renal a percentagem de area marcada, avaliada pela analise de
captura, variou de 1,52% a 13,63%, enquanto no grupo 2 a variacao foi de 0% a

9,67% (figura 16). Verificou-se uma associacao positiva (p=0,0005) entre a presenca



de formas amastigotas no tecido renal e a intensidade do infiltrado inflamatério
constituido de linfocitos T CD3+. Os valores médios, desvio-padréo e a mediana das
percentagens de areas com imunomarca¢do de linfécitos T CD3+ encontram-se
dispostos na tabela 6. Os valores individuais da porcentagem de areas com
imunomarcacédo para linfocitos T CD3" dos animais dos dois grupos encontram-se

apresentados nos anexos C e D.

Figura 14 — Fotomicrografia de rim de céo naturalmente acometido por leishmaniose
visceral, evidenciando a presenca de imunomarcacao para linfocitos T
(setas) no infiltrado inflamatdrio intersticial. Complexo Estreptavidina-

Peroxidase) (Barra = 50um)



Figura 15 — Percentagem de caes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral, com (Grupo 1) e sem (Grupo 2) formas amastigotas de
Leishmania sp. nos rins, em que foi observada imunomarcagao para

linfécitos T CD3+ no tecido renal.
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Figura 16 — Percentagem da area marcada para linfocitos T CD3+ em tecidos renais
de cédes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com
(Grupo 1) e sem (Grupo 2) formas amastigotas de Leishmania sp. nos

rins.



Imunomarcacgfes para linfocitos B CD79+ (figura 17) foram observadas em
24/24 (100%) cées do grupo 1 e 24/43 (55,8%) do grupo 2 (figura 18) (p < 0,0001).
Nos cades com parasitos no tecido renal a porcentagem de area marcada variou de
1,02% a 12,81%, enquanto no grupo 2 a variacao foi de 0% a 3,15% (figura 19), com
distribuicdo difusa no parénquima renal. A presenca de formas amastigotas do
parasito no tecido renal apresentou associacdo positiva com a intensidade do
infiltrado de linfocitos B (p<0,0001). Os valores médios, desvio-padrdo e a mediana
para as imunomarcacado de linfocitos B CD79+ estdo dispostos na tabela 6. Os
valores individuais da porcentagem de areas com imunomarcacao para linfécitos B

CD79" dos animais dos dois grupos encontram-se apresentados nos anexos C e D.

Figura 17 — Fotomicrografia de rim de céo naturalmente acometido por leishmaniose
visceral evidenciando a presenca de imunomarcacao para linfécitos B
CD79+ (setas) no infiltrado inflamatério intersticial. Complexo

Estreptavidina-Peroxidase). (Barra = 50um)



Figura 18 - Percentagem de cdes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral, com (Grupo 1) e sem (Grupo 2) formas amastigotas de
Leishmania sp. nos rins, em que foi observada imunomarcacao para
linfocitos B CD79+ no tecido renal.

14% -
12% |
10% |
8% |
6% |
4% -

2% -

0% -

Grupo | Grupo Il

Figura 19 - Percentagem da &rea marcada para linfécitos B CD79+ em tecidos
renais de caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral,
com (Grupo 1) e sem (Grupo 2) formas amastigotas de Leishmania sp.

nos rins.



Tabela 6 — Valores da média (X), desvio padrdo (s) e mediana (Md) da
percentagem de area com imunomarcacao de linfocitos T e de
linfécitos B no tecido renal de cdes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, com (Grupo 1) e sem (Grupo 2) a presenca

do parasita nos rins.

Variavel G 1 (n=24) G 2 (n=43) pw

X *s Md X ts Md
Linfécitos T 565+301 547 2,66+281 154  0,0005
Linfécitos B 442+328 313 0,80+1,08 0,25  <0,0001

@ Teste Mann-Whitney



6. DISCUSSAO

A escolha por utilizar cdes nefropatas acometidos por leishmaniose visceral
baseou-se no interesse dos autores em pesquisar a real presenca do parasito no
tecido renal e averiguar as consequéncias decorrentes desta deposi¢cdo. A média de
idade dos cées avaliados foi de trés anos, reforcando a constatacdo de NUNES e
colaboradores (2008), que ao acompanharem a dinamica populacional canina de
area endémica para leishmaniose visceral observaram uma significativa reducao na
faixa etaria dos cédes parasitados, fato este relacionado com a eliminacdo de animais
infectados e a alta taxa de reposicao de cades jovens susceptiveis no meio.

No que diz respeito aos sinais clinicos todos os animais do presente estudo
eram sintomaticos, o que difere das proporces estimadas de 20 a 40% de cées
assintomaticos em uma populacao infectada descritas por NOLI (1999) e SOLANO-
GALLEGO e colaboradores (2009). Tal discrepancia se deve ao fato dos cées
utilizados terem sido encaminhados ao setor de clinica médica do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria para atendimento ambulatorial.

Os principais achados de exame fisico compreenderam a linfoadenopatia
periférica, lesbes dermatoldgicas e perda de peso observados em 74,6%, 73,1% e
71,7% dos caes respectivamente. Tais alteracdes foram semelhantes as referidas
por CIAMARELLA & CORONA (2003), KOUTINAS e colaboradores (1999),
FEITOSA e colaboradores (2000) e BANETH (2006).

O diagnoéstico de doenca renal crbénica foi estabelecido, por meio de exames
laboratoriais, em 46/64 cdes (71,9%), prevaléncia maior do que a descrita em
estudos pretéritos (COSTA et al., 2003; PLANELLAS et al., 2004; FRANCESHI et al.,
2007). A discrepancia entre os resultados obtidos pode ser justificada ao notar que
estes estudos utilizaram valores de P/C U> 1 como indicadores de lesdo renal,
enquanto o presente estudo utilizou critérios mais rigorosos, ou seja, P/C U> 0,5,
segundo as orienta¢des da Sociedade Internacional de interesse renal. (IRIS, 2011).
Nossos resultados ressalvam a validade deste critério para detecgéo laboratorial da
lesé@o renal, uma vez que dos 44 animais que apresentaram valores de P/C U> 0,5,
somente em quatro deles ndo houve confirmacdo das lesdes renais quando da

avaliacdo histopatologica.



O estadiamento da doenca renal cronica foi determinado em todos os cées
com intuito de avaliar a intensidade do comprometimento renal. Observou-se o
predominio do estagio inicial, caracterizado pela ocorréncia de proteindria e
auséncia de azotemia, observado em 34/46 (73,95) dos caes. Estdgio avancado da
enfermidade, caracterizado pela presenca de azotemia, foi observado em 12/46
(26,1%). Tais resultados divergem dos achados de CORTADELLAS e colaboradores
(2006) que observaram maior porcentagem de animais azotémicos.

Todos os animais com Leishmania sp. no rim apresentavam doencga renal
cronica, enquanto no grupo sem presenca de parasitos o quadro foi verificado em
56% dos cées. Tais achados reforcam a hip6tese de participacéo direta do parasita
no desenvolvimento da injdria renal, concordando com os achados de COSTA e
colaboradores (2010) e discordando de TAFURI e colaboradores (1989) e COSTA e
colaboradores (2000) que sugeriram que a leséo renal é decorrente da deposicédo de
imunocomplexos no glomérulo.

Animais com parasitas nos rins possuiam concentracdes séricas de creatinina
mais elevadas em relacéo ao grupo 2, sugerindo maior gravidade das lesdes, que foi
confirmada quando da avaliacdo histopatoldgica, uma vez que 13/24 (54,2%) caes
do grupo 1 e 1/38 (2,6%) cédo do grupo 2 possuiam lesdes glomerulares severas.
Tais observacdes corroboram com os relatos de COSTA e colaboradores (2010).

Todos os animais com parasitas nos rins apresentaram proteindria enquanto
a mesma foi observada em apenas 53,6% dos cdes do grupo 2. Verificou-se uma
associagcdo entre a presenca de leishmanias no rim e a ocorréncia de proteinuria.
Até onde é de nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avaliou a
associacao entre a presenca do parasito com a ocorréncia de proteinuria.

A presenca de lesdes renais foi identificada em 92,5% dos caes, valores
semelhantes aos descritos por POLI e colaboradores (1991), NIETO e
colaboradores (1992) e COSTA e colaboradores (2003). Tais achados ressalvam a
alta sensibilidade da avaliacdo histopatolégica quando comparada ao
estabelecimento do diagnostico de doenca renal por meio de exames laboratoriais,
gue determinou a presenca da enfermidade em apenas 71,9% dos animais.

No presente estudo as alteracbes glomerulares foram mais prevalentes do

gue as alteracbes tubulos-intersticiais, corroborando com os achados de POLI e



colaboradores (1991) e COSTA e colaboradores (2003). Quando presente, as les6es
tubulos-intersticiais estavam sempre acompanhadas de alteracdes glomerulares,
concordando com os achados de ZATELLI e colaboradores (2003). Esta
constatacdo ressalta os efeitos deletérios da proteindria apontados por GRAUER
(2005).

Diferente de NIETO e colaboradores (1992) e BENDERITTER e
colaboradores (1998) que s6 identificaram um padrdo histopatolégico em lesbes
glomerulares de cées com leishmaniose visceral, no presente estudo foram
observados quatro padrbes, semelhante ao descrito por ZATELLI e colaboradores
(2003). A alteragdo mais frequentemente observada foi a glomerulonefrite
membranoproliferativa, identificada em 30/67 (44,7%) cédes, concordando com 0s
relatos de COSTA e colaboradores (2003) e ZATELLI e colaboradores (2003) que
verificaram 0 mesmo padrdo histopatologico em 32,7% e 29,3% dos animais,
respectivamente.

No que diz respeito as lesGes tubulos-intersticiais, a prevaléncia de 65,7% de
nefrite intersticial e de 37,3% de alteracdes tubulares foi inferior a observada por
COSTA e colaboradores (2003), que avaliando 55 cées naturalmente infectados por
Leishmania chagasi identificaram nefrite intersticial e lesbes tubulares em 78% e
80% dos animais, respectivamente. Ainda, a presenca de formas amastigotas do
parasito foi evidenciada predominantemente em regido intersticial, observando-se
uma associacao entre a existéncia da imunomarcacdo com a gravidade da nefrite
intersticial. As células inflamatérias foram identificadas nas regifes periglomerular,
perivascular e peritubular, confirmando as observagdes de COSTA e colaboradores
(2000), que sugeriram que o infiltrado inflamatério pode ser decorrente da presenca
de antigenos parasitarios. No que tange as lesdes tubulares, cilindros hialinos foram
comumente visualizados nos caes do grupo 1, sendo facilmente explicado devido a
intensa proteindria observada nos animais deste grupo.

Os doze animais azotémicos apresentavam glomerulonefrite, sendo a
glomerulonefrite membranoproliferativa o padrdo mais comum, concordando com
COSTA e colaboradores (2003) que observaram correlacdo entre a presenca de

azotemia e a intensidade da proliferacdo das células glomerulares.



No presente estudo a prevaléncia de caes infectados com presenca de
parasita no tecido renal foi de 35,8% (24/67), valores estes inferiores aos
observados por COSTA e colaboradores (2003) e COSTA e colaboradores (2010) e
superiores aqueles relatados por FERRARI e colaboradores (2010).

A ocorréncia de imunomarcacoes para linfécitos T CD3+ no tecido renal foi
elevada em ambos os grupos, entretanto com maior intensidade nos caes com
parasitos no tecido renal, sugerindo uma participagdo da imunidade celular no
desenvolvimento das lesfes renais, conforme salientado por VAN ALDERWEGEN e
colaboradores (1997) e COSTA e colaboradores (2000) quando da avaliagdo de
cdes com leishmaniose visceral, e de LIM e colaboradores (2001) e TIPPING &
TIMOSHANKO (2005) que avaliaram a participacdo de células T nas
glomerulonefrites de humanos. Embora nao tenha sido avaliada, no presente estudo,
a presenca de linfécitos T CD4" e CD8", estudo pretérito sugere a participagdo maior
de linfécitos T CD4" (COSTA et al., 2010).

Apesar de haver evidéncias da participacdo da imunidade celular na
etiopatogenia das lesbes renais em caes com leishmaniose visceral, h4 que se
considerar também o envolvimento de imunidade humoral. No presente estudo todos
0s cdes do grupo 1 e 55% dos cdes do grupo 2 possuiam imunomarcagdo para
linfécitos B CD79", como maior intensidade nos animais do primeiro grupo,
sugerindo que a presenca do parasita pode favorecer a formacdo local de
anticorpos, e ndo sO a deposicdo de imunocomplexos circulantes como sugeriram
TAFURI e colaboradores (1989) e COSTA e colaboradores (2000). Tais resultados
discordam dos relatos de COSTA e colaboradores (2010) que n&o verificaram
diferenca estatisticamente significativa entre depositos de imunoglobulinas nos rins
de cdes com leishmaniose visceral e de cdes ndo infectados, mas confirmam as
observacdes de SOLANO-GALLEGO e colaboradores (2003) e TODOLI e
colaboradores (2009).



7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo, nas condicdes do presente experimento,

permitiram concluir que:

- A prevaléncia de doenca renal crbnica na populacdo estudada foi de 72,9%,
evidenciando-se uma associacdo entre a presenca de formas amastigotas de

Leishmania sp nos rins e a severidade da nefropatia;

- A presenca do parasito nos rins esteve associada a uma elevagdo das

concentracdes séricas de creatinina e da relacao proteina/creatinina urinaria;

- Existiu uma associag¢ao positiva entre a identificacdo do parasito no tecido renal e

uma maior prevaléncia e intensidade das les6es glomerulares e intersticiais;

- Cées com presenca do parasito nos rins apresentaram uma maior intensidade de

infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos T CD3+ e de linfécitos B CD79+;

- A presencga de Leishmania sp, linfocitos T CD3+ e de linfocitos B CD79+ nos rins
de caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral confirmam a
participacéo do parasita, da imunidade celular da imunidade humoral na patogénese

da lesao renal.
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APENDICES

Anexo A - Valores individuais de creatinina sérica (mg/dl) e de P/C U dos 24

animais inclusos no grupo 1.

Animal Creatinina sérica (mg/dl) P/ICU
1 4,31 ;
2 3,13 1,5
3 0,95 3,05
4 0,5 1,75
5 0,72 0,78
6 1,58 4,52
7 0,45 2,76
8 2,71 4,89
9 0,63 2,11
10 2,79 2,43
11 0,74 3,18
12 2,92 2,45
13 0,78 3,03
14 1,08 5,6
15 0,42 3,25
16 3,6 -
17 0,46 3,66
18 0,43 3,89
19 3,32 3,32
20 1,36 5,04
21 0,98 0,76
22 1,99 3,84
23 0,38 3,49
24 1,16 ~




Anexo B - Valores individuais de creatinina sérica (mg/dl) e de P/C U dos 43

animais inclusos no grupo 2.

Animal Creatinina sérica (mg/dl) P/C U
1 0,69 0,21
2 0,82 1,29
3 0,84 0,23
4 0,79 1,14
5 0,66 0,24
6 0,68 0,16
7 0,87 0,21
8 0,82 0,4
9 0,74 0,4
10 11 0,22
11 0,98 0,79
12 0,82 0,79
13 0,94 1,69
14 0,19 1,98
15 0,53 0,46
16 0,75 0,93
17 0,69 0,52
18 0,64 0,87
19 0,98 2,79
20 1,74 0,43
21 4,73 0,55
22 0,73 0,37
23 1,31 0,43
24 0,45 0,37
25 0,44 ~
26 0,42 0,77
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27 0,87 1,6
28 0,42 1,53
29 0,45 0,32
30 0,45 0,74
31 0,39 1,9
32 0,72 0,61
33 0,81 0,33
34 2,56 0,57
35 0,31 1,84
36 0,34 0,95
37 0,36 1,85
38 0,82 -

39 0,78 0,77
40 0,57 0,41
41 0,65 0,41
42 0,51 0,42
43 0,75 0,21




Anexo C - Percentagem de area imunomarcada para linfécito T CD3+ e para

linfécito B CD79+ no tecido renal dos 24 animais inclusos no grupo 1.

Animal CD3+ CD79+
1 5,18 3,26
2 2,18 4,76
3 1,62 1,67
4 3,61 2,65
5 3,95 2,55
6 3,44 7,41
7 1,52 1,89
8 3,67 7,8
9 6,16 6,57
10 13,63 3,18
11 5,15 2,34
12 3,61 2,09
13 8,67 1,02
14 8,68 1,77
15 2,84 1,04
16 6,34 1,26
17 6,83 3,08
18 5,76 5,0
19 7,12 2,12
20 6,54 5,1
21 7,96 10,37
22 2,91 12,81
23 11,35 10,13
24 6,95 6,31

Anexo D- Percentagem de &area imunomarcada para linfocito T CD3+ e para
linfécito B CD79+ no tecido renal dos 43 animais inclusos no grupo 2.



Animal CD3+ CD79+

1 0 0
2 0,9 0
3 5,27 0,52
4 0,81 0
5 1,99
6 0,18
7 1,23 0
8 8,72 0,97
9 0,07 0
10 0,69 0
11 9,67 0,8
12 8,6 2,55
13 6,47 0
14 8,02 0,24
15 2,38 0
16 2,9 3,01
17 0,28 0
18 1,03 0
19 3,21 3,15
20 1,54 0
21 0,78 3,06
22 5,16 1,6
23 8,46 3,0
24 5,68 2,48
2R Nn12 0

— coEEi’nuagéo... o 0
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29 0,14 0

30 0,71 0,12
31 3,08 2,54
32 0,19 0

33 0,24 0

34 3,83 1,84
35 1,65 0,46
36 1,36 2,12
37 2,02 0,35
38 0,65 0,34
39 4,53 2,07
40 4,88 0,59
41 3,29 0,43
42 0,11 0,25
43 1,07 0,5
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