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-NOTA -

RESUMO

A leishmaniose visceral canina é uma doenga grave
e a morte ocorre por faléncia renal, considerando que os métodos
diagnosticos convencionais ndo possibilitam a classificagdo
clinica do animal. O objetivo deste estudo foi associar a carga
parasitaria renal aos achados clinicos e histopatologicos
em cdes com leishmaniose visceral. A andlise microscopica
revelou predominio de nefrite intersticial mononuclear de graus
variados em 59,3% dos cdes avaliados. Entretanto, ndo houve
diferenca entre a carga parasitaria renal de sintomaticos e
oligossintomaticos (P= 0,35). As lesdes renais foram de ordem
inflamatoria e a quantidade de parasitos ndo influenciaram na
caracteristica dessas lesdes e nem nas alteragdes bioquimicas,
mesmo em cdes com diferentes classificagoes clinicas.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is a severe disease
and the death occurs from renal failure, whereas conventional
diagnostic methods do not allow the animal clinical staging.
The aim of this study was to associate the renal parasite load
to clinical and histopathological findings in dogs with visceral
leishmaniasis. Microscopic analysis revealed a predominance of
mononuclear interstitial nephritis of varying degrees in 59, 3%
of dogs evaluated. However, no difference was found between
the renal parasite load of symptomatics and oligosymptomatics
(P= 0,35). Renal lesions were inflammatory order and amount
of parasites not influenced the characteristics of theses lesions
nor biochemical changes, even in dogs with different clinical
classifications.
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A leishmaniose visceral canina (LVC) é
uma doenga insidiosa grave e frequentemente resulta
na morte por falénciarenal. O co atua como principal
reservatério da Leishmania chagasi para 0 homem
e, embora muitos testes tenham sido desenvolvidos
para prover um eficiente método de controle e
diagnostico, os mesmos ndo sao satisfatorios na
determinacéo do estado clinico do animal (COSTA-
VAL et al., 2007; SARIDOMICHELAKIS, 2009).

Considerando o0s testes disponiveis
para diagndstico da leishmaniose e os métodos
convencionais de avaliagcdo clinica, como anélise
hematoldgica, bioquimica e histopatoldgica, atécnica
molecular baseada na PCR quantitativa (qQPCR)
tem importante valor na detec¢do, quantificagdo
e diferenciacdo das espécies de Leishmania,
permitindo a deteccdo de DNA independente do
estagio clinico (COSTA-VAL et al., 2007; MANNA
et al., 2009).

Como a doenca renal se apresenta como
uma manifestacdo final da leishmaniose visceral no
cdo, baseado na sensibilidade da qPCR o objetivo do
estudo foi associar a carga parasitaria dos rins aos
achados clinicos e histopatologicos em cdes com
leishmaniose visceral.

Amostras de soro e fragmentos dos rins
foram coletadas de 30 cdes soro reagentes para
leishmaniose visceral (IFI/ ELISA) determinados
através de kit Biomanguinhos (FIOCRUZ). Estes
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cdes constituiram o Grupo com Leishmaniose
Visceral Canina (GLVC), onde a L. (L.) chagasi foi
caracterizada por PCR- RFLP (ANDRADE et al.,
2006) de medula 6ssea, linfonodo e sangue.

O GLVC consistiu de 15 machos e 15
fémeas com idade variando de oito meses & 14
anos, das racas Pinscher (4/ 30), Pastor Belga (1/
30), Pit Bull (6/ 30), Rottweiler (1/ 30) e os sem
definigdo racial (18/ 30). Os cdes desse grupo foram
classificados clinicamente como sintomaticos,
oligossintomaticos e assintomaticos de acordo com
MANCIANTI et al. (1988).

Um grupo controle (GC) constituido por
13 cées (nove machos e quatro fémeas), com idade
variando de dois a seis anos, das racas Poodle (3/
13), Lhasa Apso (3/ 13), Boxer (1/ 13) e os sem raca
definida (6/ 13), foi formado para referéncia dos
parametros bioquimicos de ureia, creatinina, célcio,
fosforo e albumina. Estes cdes foram considerados
sadios apos exame clinico, laboratorial e PCR para
Leishmania sp., Ehrlichia canis e Anaplasma platys.

As amostras de soro obtidas foram
submetidas ao teste pelo método cinético/
colorimétrico em  analisador  semiautomatico
(CELM SB-190°) utilizando kits comerciais para
dosagem de ureia, creatinina, calcio, fésforo e
albumina (FINCO, 1997).

Apobs eutandsia e necropsia dos cdes do
GLVC dois fragmentos dos rins foram coletados, um
fixado em solugdo de formalina a 10%, processado
rotineiramente e corado com hematoxilina e eosina
(HE) e outro fragmento para quantificagdo parasitaria
por gPCR.

Aandlise do qCR foi realizada em triplicata
através do Sistema de Deteccdo da Sequéncia
Step One™ Real- Time PCR Systems (Applied
Biosystems) utilizando como alvo a mesma sequéncia
de DNA empregada na PCR convencional. A curva
padrdo foi estabelecida utilizando quantidades
conhecidas de plasmideos a partir do DNA de
Leishmania sp. extraido de 2,8 x 10® moléculas/
pL, variando de 10 a 107 parasitos em cada reacao
para obter o limite de detec¢do, de acordo com
QUARESMA et al. (2009).

Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise baseados no teste nao paramétrico de Mann-
Whitney, teste Tuckey e correlagdo com auxilio do
programa estatistico GraphPad Prism v. 4.0.

No GLVvC predominaram 0S
oligossintomaticos (18/ 30), seguido dos sintomaticos
(12/ 30) com resultados de IFI variando de 1:80
a 1:640, observando maiores titulagbes em caes
sintomaticos. Os achados clinicos mais frequentes
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nos caes oligossintomaticos foram descamacédo
furfurécea, linfadenomegalia e perda de peso,
enquanto os sintomaticos, além destes ja citados,
apresentavam também anorexia, esplenomegalia,
uveite e caquexia.

MANNA et al. (2009) demonstraram que
cdes com sintomatologia mais severa produzem
anticorpos especificos que podem ser facilmente
detectados, indicando uma relacdo entre a carga
parasitaria e a manifestacdo clinica. Entretanto,
quando comparadas as cargas parasitarias dos rins
(P= 0,35) entre os sintomaticos e oligossintomaticos,
ndo houve diferenca, possivelmente como resultado
do tamanho da amostra em cada grupo clinico.
Essa diferenca também pode ser atribuida ao
tecido de escolha, j& que os parasitos sdo mais bem
estabelecidos na medula 6ssea, onde as amastigotas
tem tempo suficiente para estimular o sistema imune
(QUARESMA et al., 2009).

O DNA de Leishmania sp. foi detectado
nos rins de 12 cdes, seis sintomticos e seis
oligossintomaticos, até a concentragdo de 0,1 fg/ pL
semelhante aos resultados obtidos por QUARESMA
et al. (2009), evidenciando a alta sensibilidade desta
técnica molecular o que possibilita determinar a
extensdo de infecgdes subclinicas, fator importante na
detec¢do da doenca principalmente em assintomaticos.
Apesar da ampla variacdo, grandes quantidades de
parasitos foram encontradas no tecido renal.

Quando comparados sintomaticos
e oligossintométicos, nao houve diferenga nos
resultados da bioquimica sérica. As alteracfes
encontradas no GLVC foram hipoalbuminemia,
hiperfosfatemia com consequente hipocalcemia e
aumento nos niveis séricos de ureia e creatinina,
resultados ja amplamente relatados na leishmaniose
visceral canina devido a inflamagdo cronica e doenca
renal concomitante (SARIDOMICHELAKIS, 2009;
CORTADELLAS et al., 2010).

Na histopatologia, 0s rins apresentaram
lesoes inflamatorias e degenerativas. Dez caes
(33,33%) ndo apresentaram alteracBes renais,
nos demais, a presenca de proteina (18,51%),
degeneragéo tubular multifocal leve (3,70%), nefrite
intersticial mononuclear em graus variados (59,25%),
glomerulonefrite membranosa (18,51%) e fibrose
intersticial e periglomerular (18,51%) também
descritas por COSTA et al. (2003), encaminharam o
diagnostico para insuficiéncia renal, em associagdo
aos achados bioguimicos. A relagdo das cargas
parasitarias dos animais do GLVC, com a presenga de
lesdes histopatoldgicas e alteragdes bioquimicas esta
exposta na tabela 1.
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Tabela 1 - Valores médios da carga parasitaria renal (CPR) e
bioquimica sérica de acordo com a lesdo
histopatoldgica encontrada nos rins de cdes com
leishmaniose visceral (GLVC).

Varidvel = ----mmeemeeeee| Presenca de lesdo------------------
Né&o Sim

CPR 4,92 4,1°

Albumina 1,5° 1,78

Célcio 9,3° 9,4°

Creatinina 1,4° 1,28

Fosforo 4,2° 4.8°

Ureia 96,5 52,8°

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao
nivel nominal de 5% de significAncia pelo teste de Mann-
Whitney.

N&o houve relagdo entre a carga parasitaria
com os achados de IFI e as diferentes caracteristicas
histopatoldgicas descritas (p= 0,82). COSTA et al.
(2003) consideram que anefropatia estdmaisassociada
a deposicdo de imunocomplexos na membrana
basal glomerular e ao envolvimento da resposta
imune celular. Entretanto, SOLANO-GALLEGO
et al. (2007), encontraram DNA de Leishmania na
urina de cdes com insuficiéncia renal, evidenciando
a presenca do parasito no trato urinario de cdes
clinicamente doentes.

Este estudo buscou correlacionar a presenca
de parasitos nos rins ao desenvolvimento de alterac6es
clinicas e laboratoriais. A gPCR no tecido investigado
mostrou-se altamente sensivel. As lesbes renais
decorrentes da LVC sdo de ordem inflamatdria ¢ a
quantidade de parasitos nio influencia na caracteristica
dessas lesbes e nas alteracdes biogquimicas, mesmo
em cdes com diferentes classificagdes clinicas, de
forma que a inflamacdo e a vasculite decorrentes da
infecgdo podem influenciar mais no surgimento de tais
alteracdes do que a presenca do parasito no érgao. No
entanto, como a insuficiéncia renal ¢ a principal causa
de morte na leishmaniose, é importante investigar 0s
fatores que contribuem para o desenvolvimento da
doenca renal nestes cdes.
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