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RESUMO

A Leishmanwse Visceral Canina (LVC) ¢ uma doenga cromica grave, que acomete,
pnncipalmente, os cies ¢ tambem o ser humane, provocando lesdes em varios orgios, por
eaemplo, figado ¢ nns. As anommahdades da fungio repal levam ao aumento da
concentragdo de ureia, créatiming ¢ outros compostos nitrogenados nido proleicos na
comenle sanguinea, resultando em wm quadro de arzotemia. Nesse trabalho, foram
utthzados 20 cies adultos positives para LVC, mediante reagio de imunofluorescéncia
mdireta {RIFT) & Enzyvme Linked Inmine Sorbent Assay (ELISA), provenientes do Centro
de Controle de Zoonoses — CCZ da cidade de Forlaleza - Ceard. Foram coletadas amostras
de sangue ¢ urina dos animais, para dosagem de creatinina serica e realizagio da urinalise,
respectivamente. Apos o obito, ambos os rins foram retirados e processados para o exame
histopatolbgico convencional. WNa unnalise, foram observadas, principalimente, profeimina,
cilindniria ¢ bacteriuna. O exame hstopatologico revelon fibrose intersticial discreta em
A5 (T720) das amostms, glomenilogsclerose mulufocal e nefrite  intersticial
linfoplasmocitania cronica em 20% (4200 do total de nins avaliados. Tais lestes
histepatologicas remais e alteraghes na sedunentescoma 530 compativers com o que tem
sido descrite na literatura para cies ponadores de LVC. Contudo, & maior porcentagem de
clies em estidio 1, de acordo com a International Remal Interest Socien (IRIS), demonstrou
que as alteragdes histopatologicas renais ndo foram seguidas por grandes mudangas nos
vialores de creatinina sérica. O objetivo do presente trabalho fol estudar e caractencar as
pancipats lesdes renms, através de unnahise e nstopatologicas em clies soroposilivos para
Leistmania spp e estabelecer o estadiamento da doenca renal crémca, mediante dosagem
de creatining sérica.

Palavras chave: Leisimnania; cies; glomerulonairie

ABSTRACT

Camne visceral leishmamazis (LVC) 15 a severe chronie disease that aftects dogs and the
human being. causing lesions i several organs. for esample. liver and lkidpeys.
Abnormalities of renal function lead to an increasing concentration of urea, creatinine, and
other non-protein nitrogen compounds in the bloodstream. resulting in azotemia, In this
screntrtie article, 20 adult dogs from the Center for Zoonoses Control (CCZ) i the city of
Fortalesa, Ceara, were positive to LVC by indirect immunofluorescence reaction {RIFI)
and Enzyme Linked Imnmpo Sorbent Assav (ELISA). Blood and unne samples were
collected
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from the ammals for serum creatinine dosage and unnalysis, respectively, After cuthanasia,
both kidnevs were removed and processed for conventional histopathological analysis. In
the urinalysis, proteinuna. evlindrory and bacterniuna were observed. Histopathological
analysis revealed a discreet interstitial fibrosis i 35% (7/20) of the samples, multifocal
glomerulosclerosis and chronie lvmphoplasmacytic mterstitial nephntis in 20% (4.20) of
the total kidneys evaluated. Such histopathological lesions and alterations in the
sedimentation are compatible with what has been described in the literature for dogs with
LVC. However, a ligher percentage of dogs in stage L according to Jeternartonal Renal
Inrevest Sociery (IRIS), it demonstrated that histopathological changes were not followed
by large changes in creatinine values Serum. The objective of the present paper was to
study and charactenze the main renal lesions through unnalysis and histopathology i dogs
seroposilive o Leishmama spp. and staging the chronic renal disease by serum crealimne,
Keywords: Leislmrania; dogs; glomerulonephritis.

INTRODUCAOD
A Leshmaniose Visceral Canminn

{(LVC)., popularmente conhecida como
Calazar, ¢ uma doenga cronica grave, que
acomete  diferentes especies  amimais,
meclusive seres humanos (MOREIRA e
al., 2010% O clo minda seria considerado
como o prnncipal reservatorio da doenga
(NOE e af, 2015). Leishmania sp @ um
paraciis itracelular,
mtrodugzido no  hospedeiro  através da
picada de um vetor infectado (TAFURI er
al, 2001},

0z nns foram extremamente

protosodano

afetados, no curse da LVC, Alpuns
achados apontaram como a provavel
causa da patologia renal uma deposicio
de complexos anligeno/anbicotpo  nas
estruturas remais ¢ a0 intenso nfiltrado
milamatono plasmocitinoe  (MACHADO
et al., 2007y, Deposigio de
mmunocomplexos ao longo da membrana
basal glomerular e twbular eventualmente

resultava em glomerulonefrite

membranoproliferativa [ nefrite
mtershicial, o que podia levar 4 uma
msuficiencia renal; sendo essa, muitas
vezes, a pnncipal causa de morte em cles
com Leshmamose (SILVA, 2007 A
glomerulonefrite @ a nefrite  tbulo
mtershicial foram as alteragdes patologicas
identificadas com  maor  frequencia;
podendo, em raras ocasides, ser detectada
amiloidose (SOLANO-GALLEGO et al.,
2009; BARBOSA, 2011), Atualmente, ha
evidéncias que a resposta imune celular
também esteja envolvida na patogénese da
nefropatia da doenga (COSTA & al,
20040).

O comprometimento renal ma LVC
pode levar a protetmiria, hemamna e ao
aumento sérico de wréia e creatinina
(ETTINGER. 2004: GOMES e al.
2008 Amnda, a nivel remal, pode-se
observar uma glomerulonefrite
proliferativa difusa @ um aumento na
celulanidade dos tufos glomerulares, esse

ultimo devido a proliferagio de celulas
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endotelials, epitelials ou mesangials,
Observou=s2, ainda, wm espessamento da
cipsula de Bowman nas lesdes cromicas
progressivas, o que geralmente estava
associado 4 presenga de contendo proteico
no espapn glomemlar (TAFURI er af,
2001,

Por se tratar de uma afecgio
cromica, o estadiamento da deenca renal
em cées acometdos peln LVC se loma
mmpreseindivel. Esse foi realizado de
acordo com as diretrizes da fefernational
Renal Imterest Socieny (IRIS), com base na
concentragio de creatining no plasma ou
no sor (ELLIOTT e WATSOMN, 2010},
Com 1550, 0 objetivo do presente trabalho
for estudar e carsclerzar as principais
lesbes renmis, através de unnalise e
histopatologia em ces sOMposItivos para
eslabelecer o

mediante

Leisfomamia  spp ¢
da doenga.

dosagem de creatinina serica.

estadiamento

MATERIAL E METODOS

Os expenmentos fornm realizados
de acordo com os Principios Eticos de
Expenmentagio Animal, adotados pelo
Comite de Enca para o Uso de Ammais -
CEUA da Umiversidade Estadual do
Ceara, sendo aprovado em 31 de Agosto
de 2012 (proocolo 1158871 7/L0):
assegurando, assum, todos o cudados

HEeCessaros Com 05 ammas envalvidos mo

estudo,

Foram utilizados 20 ches adultos,
de diferentes ragas e ambos 05 sexos,
positivos para Lewhmania sp. mediante
RIFI ¢ ELISA, onundes do Centro de
Controfe de Zoonoses -~ CCZ da cidade de
Fortaleza, Ceardi. Foram coletadas
amostras de sangue ¢ uring dos animais,
unediatamente apds a emtandsia, para
dosagem de creatimmna sérica ¢ uringlise.
Estes animais foram classificados de
peordo  com  a  Jetermationa!l  Renal
Inrerested  Soctery (IR15) para doenga
renal, mediante o valor dos nivels séncos
de creatinina (CreS): Estagio 1, animais
que apresentaram valores de CreS abaixo
de 1.4 mg/dL; Estagio 2, amimais ¢om
Cres entre 1.4 - 2.0 meg'dL; Estagio 3, 30
compreendidos com CreS entre 2,1 a 5,0
mg/dL; e Estagio 4, valores acima de 3.0
mg/dL (IRIS, 2015).

Amostras de sangue, obfidas por
puncio da veia jugular, com auxilio de
uma sennga de 3 ml acoplada a agulha
de cabibre 25x7 e acondicionadas em
fubos de 4 mlL sem EDTA foram
procedulas  para separacio de soro e
posterior  realizagiio da  dosagem  de
creatinina serica, As amostras de urina,
foram obiidas por  cistoceniess, em
seringa de Sml acoplada a agulha de
calibre 25x7; essas foram acondicionadas
em lubos tipo Falconestéreis de 10mlL,

sendo resinadas em isopor com gelo

g
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reciclavel, em temperatura de 28 °C, para
postenor unmilise.

Para a dosagem seérica de
creabining, a mensuracio foo reabizada
com kits comerciais (Bioclin®), pelo
metodo  cimético  colorimétrico,  por
espectofotometria, conforme mstmgdes
do fabricante,

Na urindlise, foram avaliados os
aspectos liSico, Quimico ¢ microscopico
da unna. O exame fisico compreendenu a
avaliagio do volume, da cor, do aspecto e
da densidade, O exame quimeco avaliou a
urina, por meio  de  flas-reagente
{Labtest™), caracterizado por um sistema
midiador. onentado por coloragdes de
referéncia tabeladas e determinadas pelo
fabricante. MNeszas fitas de reagentes
foram  avabados  |eucocilos,  nitnlos,
urcbilinogénio, proteinas, pH, sangue,
densidade, cetonas, bibimubing e glicose.
A avahagio mecroscopica for realizada,
apos centrifugaciio da amostra de urina a
15300 rpoy, por 5 punuies, O sobrenadante
foi descartado e do precipitado colocou-se
uma pequena porgio sohre uma lamina,
recoberia  por uma  laminula,  para
postenor observagio a0 mucroscopo de
luz, nos sumentos de 100 e 400 vezes, em,
pelo menos. 10 campos, verificando-se a
umformidade de  distoibucdo dos
elementos visualizados,

0s rins direito ¢ esquerdo foram

coletados de cada ammal, apds o abito,

pela técnica de nefrectomia. Estes orgios
foram medidos por uma régua, avaliados
macroscopicamente e acondicionados,
mmersos em selucio de formaldedo a 1085
por 48h. Fragmentos dos nns de
aproximadamente 1,5em' foram lavados
em agua comente por | hora, para
eliminacio de residuos de formol. Em
seguida, foram transferidos para etanol a
70%, permanecendo imerso por 24 horas,
imciando-se,  assim, o processo  de
desidratagio em  sucessivas  diluighes
de  etanol,
diafanizacio (unlizandoe xilol a 100%) e

cortados em microlomo. na espessura de

crescentes segurda . da

dum. Procedeu-se a coloragio do matenal
por Hematoxilina-Fosina (HE), Acido
peniddico de Schaff (PAS) e Tneromio de
Masson. As imagens foram analisadas no
microscopie  de  lue  Mohe BA3IND
(Seftware Motic Image Plus 2.0.)

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A classificagho da IRIS, referente
a0 estadiamento da doenca renal cronica
(DRC), segunde a dosagem de creatmina,
no presente traballo, mostrou gue G0%
(12200 dos cies foram perfencentes ao
estadic 1. No
classificados 25% dos ammats (520) e

10% (2/20) foram pertencentes ao estadio

eathdio 2 foram

3. Bomente 3% (1/20) perfenceu ao
estidio 4.
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Ap exame fisico da wnina, foram
avalisdos o volume, a cor, © aspecto e a
densidade  unndria,. Com  relagdo  ao
volume, foram coletados 5 ml de unpa de
cada animal. A avaliagio da coloragdo
mostron que 30% (10:20) das amosiras
apresentaram cor amarelo-citrina, 35%
{7720} cor amarelo-ambar, 10% (2720}
amarclo-clara e 5% (1/20) apresentou
coloraciio amarelo escura. O aspecto das
amostras  anpalizadas revelow que  40%
(8/20) das mesmas apresénlamm-se
limpidas e &0% (12/20) turvas, vanando
de ligeiramente a muito mrva. A média de
densidade unnaria for de 1030

0 aumento da creatimina em cies
com LVC tem sido relatado por varos
autores, sendo esse aumento observado
em 2 a 308 de cies acometidos com LY
(NIETO et @i, 1992; CIAMARFLLA ef
al, 1997 MOURA e af, 2002;
AMUSATEGUI er of , 2003; COSTA er
al , 003; SOARES ef of, 2005, Apesar
de 60%0 das amostras pérencersm oo
estadio |. que demonstraram doenga em
fase imicial e poucas alteragdes da
capacidade  de concentragfio  unnana

{densidade LICIMArIa N, 5 achados

histopatologicos
compromeiimentoe  renal, com  lesdes

demonstraram

cromcas, com nstalacdo deé areas de
fibrese renal. Resultados  semelbantes
fornm obtidos por Gomes (2008}, que
mostrou alteracio da fungiio renal de 11

ammals ¢ detectou wm  aumento  de
creatiuna em 3 deles. Duas (2008), em vm
estido com 27 cles com LVC, observou
essa alteracdo em [53% dos ammais
assintomanicos e em 21% dos animais do
ErUpo SInioEiic,

08 achados das andlises quimicas
das unnas dos cdes mostraram que em
90% (1820) das amostras analisadas, o
pH unnano apresentou-se acido (menor
oun gual a 6,5) Protemaria (3 cruzes)
estava  presente em  40% (820) dos
ammais, Das amostras, T0% { 14/20) ndo
demonstraram  allemgdes hepaticas, por
ndo  apresentarem  bilirmubinemia  na
avaliagdo quumica. Uma bacteriina for
observada em 4084 (8/20) das amostras de
uring. Foi observada uma presenca de
leucocitos em 20% (4200 das unnas ¢
hemamiria em 200 (6/20), Glicose, corpos
urobilimogenme  loram

encomtrados em algumas amostras. Nio

celonicos o

foi observada presenga de nitrito em
nenhuma das amostras analisadas.

Em cerca de 90% das andlises
quimicas das unnas dos cdes o pH
urinario apresentou-se acido (os valores
na fita foram meénores ol gums & 6.5),
concordande assim esse achado com wm
estudo de Dhas (2008), o qual, afirmou
que  animais  acomeldos  pela LVC
costumavam apresentar um pH mais dcido
que ammms higdos. Em  relagiéo a
proteinina visualizada na fitas de urina,
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fol observada uma ccorreéncia de 2 cruses
em 40% (8/20) dos animais, concordando
com Zatells ef &l {2003), gue observaram
em grande parte dos ammais sigmficativa
proteintiria e alteragdes glomerulares no
exame de urina. Da mesma forma, Gomes
{2007}y a encontrou de forma elevada em 6
amimais, deatro de um grupo de 11 A
patologia &
frequentemente observada. guando havia

presenca dessa

doenca  glomerular, sendo reflexo do
aumento  da  permeamhbdade  capilar
glomerular as proteinas  do  plasma,
especialmente & albumuna (POLI er al,
1991; NIETO of af, 1992; MOLURA or
al, 2002; COSTA ef al, 2003; SOARES
el al, 2005), A perda de proteinas pela
unna ¢ mms elevada em  anumais
sintomaticos, acometidos pela LVC, gue
em anmats assinfomaticos (DIAS, 2008).

Uma analise microscopica do
sedimento urinarno demonstrou cilindmira
em 33 (11/20) das amostras, sendo
estes, cilindros pranulosos e lualimos.
Cnstaliria  também
imporiante em 40% (8/20) das amosiras,

foi um achado

com presenga abundante de cnstais de

estruvita, seguidos  de  enstus  de

bilirrubina ¢ oxalato de calcio (Figura 1),

A presenca de leucocitos em quantidades
significativas  na  wrina  indica  lesio
mflamatoria, a0 longo do trato wnnano
{(OSBORNE eral, 1995), Tal alteracho fou

evidenciada em 20% (4/20) das amostras,
Fol observada, também, bematisia em 30%
(620} das amostras, achados comuments
vislos em caes com envolvimento renal na
LY {GRAUER e DIBARTOLA, 1997,
DIAS, 2008) Presenca de leuchoitos na
urina & um indicativo de lesdo inflamatiria,
a0 longe do trato urinaro (OSBORNE er
al., 1995)

A amalise macroscopica dos rins
demonstron  um  tamanho medio  de
5.8x3.8cm, peso médio de 3T64p e
presenga de arcas arroacadas nas regides
corticais ¢ medulares, sugestivas  de
congestio em alguns animais,

As principais alteragoes
histologicas encontradas a nivel glomemlar
foram: espessamento glomerular em 73%
(15200 das amostras renms analisadas,
vanando  de

glomemuloesclerose em  35%

discrele & SCVETO,
(7/20),
formacio de sinegqumas em 25% (5/20),
glomerulonefrite em 15% (37200, fibrose
pericapsular com espessamento da capsula
de Bowman em 15% (320) ¢ atrofia
glomerular em 3% { L'20) (Figuras 2 e 3.
Com  relagéo  as
hustopatologicas,  95%

alteragoes
dos  anumass
apresentaram pelo menos uma alteragio
glomerular. Esse dado vai de acordo com o
encontrado por Nieto of af (1992), Costa ef
al. (2003) e Zatelh er af (2003} que
observaram frequéncia de acometimento

glomerular em cies com LY em 100%0 dos
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Figura 1. Folomicrografiss de sedimento unindrio de cies soropositivos para Leishmaniose Visceral.
A} Cilindro hialino; B) Cilindro granoloso ¢ cnstais de estruvita; C) Crstais de oxalate de cilcio ¢
cristms amorfos; Dy Cristal de bilisrubinn. 400x,

Figura 2, Fotomicrografia do rim de ¢fio soropositivo para Leishmaniose Viscernl Conmp, A ¢ B)
spessamento glomemnlar por depbsite de proteina; © e D) Esclerose glomemnlar e infilirado
periglomendar. A e C) HE, 200x; B e [} Tricrdmio de Masson, 200%,

i
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Figura 3. Fotomicrografia de rim de cdo soropositivo para Leishmaniose Visceral. A) Glomérulo

apresentando sinéquin. HE, 400x; B) Espessamento do folheto parietal da Capsula de Bowman

{Seta); C ¢ D) Glomeruloesclerose e espessamento glomenlar. Trcromio de Masson. 200x.

casos;  enquanto Rige er al  (2013)
relataram ter encontrado lesfio glomerular
em 52% dos ammaus analisados. Na Italia,
um estudo com 41 cdes natwalmente
infectados por L igfentem demonstron
29.3% dos animais com glomemulonefrite
membmnoproliferativa,  2608%  com
glomerulonetnte membranosa, 22% com
glomeruloesclerose segmentar focal e 22%
com glomerulonefrite

mesangial (ZATELLI ef o, 2003 ).

profiferativa

Além dessas alteragoes
glomerulares, foram obseérvadas  uma
presenca  de glomenuloescleroze  35%

{7/20) focal e multifocal ¢ glomerulonefrite
15% (3/20). Em relagio as alteragocs
intersticiais, foram observadas infiltracio
lnfoplasmocitaria multifocal em  70%
(14200 dos anumais, varende de discreta a
moderada ¢ presenga de arcas de fibrose

intersticial discretas emy 35% (11200 das

pmnstras renas analisadas. T8 com relacio

principal
histopatologica encontrada fou a tumefagho

aos  tibulos, a alteracio
furva ou degeneracio hidropica. estando
presente em 0% (18720) dos amimais e
variando de discreta a moderada, seguida
pela caleificagio tubular, observada em
35% (7/20) das amostras ¢ hipentrofia de

mbulo contarcido proximal €m apeas wina

amostra { Figura 4),
Glomemloesclerose  scgmentar
focal e glomemionefrite membranosa

foram considermdas padroes maros na LVC
(POLL er wl., 1991} Apesar de existirem
muilas diferencas enire as frequéncias ¢ o3
padrdes de alteracio glomemilar nos
diversos estudos das nefropatias na LV,
08 ammals do  presepte  estudo
apresentaram carsctéristicas semelhantes a
de outros relatos da literatura (COSTA e

al. 2003 ZATELLL ef al, 2003).

3
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Diferengas s padries de

glomerulomelinies podem estar
relacionpdas ao pequeno oumero de casos
usados, diferengas entre as especies de

Leislmnaria sp envolvidas ou ainda pela

resposta mune mdividual do hospedeiro
(COSTA eral., 2003).
Estudos  sobre  descricdo  de
alterngoes  glomerulares 1em sido
amplamente descntas em cdes acometidos

pela LV.

[ . ; ;
Figura 4, Fotomicrografia de rim de clo soropositivo para Leishmaniose Visceral Capina, A e H)

Infiltrado linfopdasmocitanio e fbrose intersticial. HE. 200x; C) Fibrose intersticeal. Tricramo de
Masson, 200x; D) Calcificagdo mbular. HE. 200x; E) Tumefacio turva wmbular. HE. 200x: F)

Hiperrodfia do epiiédio mbalar contorcido proximal. HE, 400x

Em uvma analise, realizada por Costa er al
(2003}, A% alteragbes

glomerulares descritas em 55 cées com LY

PrInCpags

glomerulonetrite
(32,7%),

foram:

mesangioproliferativa
glomerulopefrite  membrapoproliferativa
(30.9%). segmentar

focal [ 18,2%), glomerulonetnte crescéntica

glomeruloescleross

{1.8%%) e glomervlonefrite cromica (1.8%) e

nenhum caso  com  glomerulonefnte
membranosa.

No presente  estudo, alem  da
glomerulonefrite & da glomeruloasclerose
antenormente desentas, foram encontradas
putras alteragdes acometendo o glomémlo,
presenia

glomerular

como B de  sinequis,

28Pessamento (discrets  a

severo) ¢ fibrose pencapsular, com

Bk
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espessamento da capsula de Bowman,

Alleragoes de
glomerulare

sImequia,
espessamento fibrose
pencapsular com espessamento da capsula
de Bowman também ja foram descritas em
outros estudos em ches acometidos pela
LYV (DIAS,
glomserular

acometidos pela LVC foi decomente da

2008). Um espessamenio
observade em  anumnais
deposicdo de material proteico ou de
anticorpos.  Acrediia-se que as  lesdes
glomerulares ocomdas na LV seam
provenicntes da deposicio de
imunocomplexos cuculantes m membrana
basal glomerular. Porem, ha evidéncias de
que & resposta imune celular fambém esteja
envolvida na patogénese da nefropatia
(TAFURI er al, 1989; COSTA & ol,
200H0).

Em 802 (1620) dos animais
formm observadas alteragbes intersticials.
As principais alteracies dessa natureza
observadas foram fibrose 35% (10720) e
miiltragio hintoplasmocitana 70% {14720)

Em relagio as alteragtes tubulares, foram

encontradas  hiperplasia  de  tibulo
contorcido  proximal - 3% (1/20),
caleificagdo tubular - 35% (7/20) e
degenermcio dromca - W0% (18200
Alem do acometimento
glomerular, alteragies  inlersticias e

tubulares também estiveram presentes na
nefropatia da LVC (COSTA er al.. 2003;
SOARES eral. 2005).Uma degeneragio

hidropica é um achado bastante descrito
em ches com LV (POLI er al, 1991;
COSTA of il , 2003, SOARES et al , 2005,
DIAS, 2008).

Dias (2008) relatou a presenca de
fibrose intersticial em 11,1% dos casos em
seu estudo, estando esta altersgdo presente
apenas em ammais do grupo sintomatico.
Uma nefrte intersticial. caracterizada pela
presenga de infiltrado Enfoplasmocitano, &
um componente comum na nefropatia da
LVC (TAFURI e @i, 1939). Fibrose
itersticial
presente (MOURA er al., 2002). Poli er al
(1991} e Soares ef ol (2005), detectaram

frequéncias de nefnte mtersticial — em

tambem costumava estar

91.2% e 96,1 %, respectivamente.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que os ¢ies do

presente  estudo  apresentaram  Jesdes
listopatologicas renais compativess com a
deserigo da literatura para cies portadones
de  Leishmamiose  Visceral Canina.
Entretanto, & malor porcentagem de cées
em estadio 1 demonstrou que as alteragtes
histopatologicas renais ndo foram seguidas
por grandes mudancas nos wvalores de

creatifing sérica.
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