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RESUMO

Sendo a Leishmaniose Visceral uma doenca emergente e de grande importancia em
salde publica, e as alteracBes renais que a mesma provoca um fator importante na sua
morbidade e mortalidade. Buscou-se caracterizar histopatologicamente, as lesdes renais
causadas pelo parasita, utilizou-se material de 100 caes naturalmente infectados com
Leishmania (L.) chagasi, e material renal 5 cdes também naturalmente infectados para
avaliar as lesbes apos 21 dias de tratamento com antimoniato. As glomerulonefrites e
lesGes tubulointersticiais foram classificadas segundo critérios da Organizacdo Mundial
de Saude e Banff modificado. O acometimento renal mostrou-se freqiiente nos casos
estudados e o padréo de lesdo renal foram a glomerulonefrite membranoproliferativa e a
membranosa, sendo também freqlientes as alteracdes tubulointersticiais. O modelo de
doenca em cdes reproduziu as alteracdes renais causadas pelo parasita descritas em
humanos, assim como as lesfes observadas com o uso de antimoniato; com tendéncia a
normalizacdo da fungdo renal no decorrer do pds-tratamento, desde que ndo exista
grande comprometimento da funcdo renal antes do tratamento. Concluiu-se que é de
extrema importancia na leishmaniose humana a avaliacdo da funcdo renal tanto no
momento do diagnostico assim como no decorrer do tratamento desta doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Leishmaniose visceral canina, antimoniato,

nefropatia na leishmaniose.



ABSTRACT
Renal histopathological findings in visceral leishmaniasis (kala-azar): the model
disease in dogs
Visceral leishmaniasis is an emerging disease of great importance in Public Health and
renal alterations it causes a major factor in morbidity and mortality. We sought to
characterize histopatologically, the renal lesions caused by the parasite; using material
was renal hundred dogs naturally infected with Leishmania (L.) chagasi, and material
renal five dogs naturally infected also to evaluate the lesions after treatment for twenty-
one days with antimony. The glomerulonephritis and tubulointerstitial lesions were
classified according to criteria of the World Health Organization and modified Banff.
The renal involvement showed up frequently in the cases studied and the pattern of
renal lesion were glomerulonephritis membranoproliferative and membranous; being
too frequent alterations tubulointerstitial. The model reproduced the disease in dogs
renal alterations caused by the parasite described in humans; as well as the lesions
observed with the use of antimony; with tendency to normalization of renal function
during the post treatment, since there is not severely compromised renal function before
it. We conclude that the assessment of renal function becomes of relevant importance
not only for the diagnosis as well as during the disease.
Keywords: Visceral leishmaniasis, Canine visceral leishmaniasis, Antimoniate,

Nephropathy in leishmaniasis.
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INTRODUCAO GERAL

A leishmaniose visceral ou calazar € uma doenca causada por um protozoario,
pertencente a ordem Kinetoplastidae, familia Tripanosomatidae e género Leishmania.
Tem uma distribuicdo cosmopolita, endémica, com alta morbidade e mortalidade; de
acometimento sistémico, e como vetor principal no Brasil o flebotominio Lutzomia
longipalpis e o hospedeiro principal o cdo doméstico. Existem trés formas de
manifestacdo clinica da doenca: cutdnea, mucocutanea e visceral. Sendo uma doenca
emergente e de grande importancia em sadde ptblica®.

As medicacOes utilizadas para o tratamento da leishmaniose visceral tém como
um dos efeitos colaterais a nefrotoxicidade, a exemplo do antimoniato, medicacdo de
escolha no Brasil. Estudos tém demonstrado que a leishmaniose causa lesdes tanto a
nivel glomerular como tubulointersticiais. Sendo a insuficiéncia renal uma das
principais complicagOes da leishmaniose visceral.

Pela similaridade no desenvolvimento da doenga no cdo e no homem, e pelas
contra-indicacbes de estudo in vivo no tecido renal humano, utiliza-se o cdo como
modelo de doenca. O presente estudo visa 0 melhor entendimento das alteracdes renais
tanto no homem como no cdo, decorrentes da propria doenca e de seu tratamento. Para
tal estudou-se o material renal proveniente da necropsia de 100 cdes naturalmente
infectados, e de cinco cdes, também naturalmente infectados, tratados por 21 dias com
antimoniato. Para melhor realcar os tipos de les6es estudadas o material foi corado pelas
técnicas de hematoxilina-eosina, acido periédico de schiff, tricromo de Masson e
picrosirius.

As lesbes glomerulares e tubulointersticiais encontradas no estudo estdo
compativeis com as da literatura revisada. Demonstrando que o cdo é um 6timo modelo

para este tipo de estudo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na Figura 1 temos a representacdo das estruturas renais.

Segundo Barros et al (1999) ? a anatomofisiologia renal é caracterizada:

No humano os rins estdo localizados no espaco retro peritoneal, pesando em média 125-170g no
homem e 115-155g na mulher, medindo 11-12 cm de comprimento, 5-7,5 cm de largura e 2,5-
3,0 de espessura. Revestidos por uma forte capsula fibrosa, facilmente destacavel.

“Em um corte transversal, distinguem-se duas regifes bem distintas. Regido externa: palida,
corresponde a cortex renal, onde se encontram os glomérulos e os tlbulos proximais e distais.
Regido medular: escura, no homem, é dividida em 8 a 18 massas conicas estriadas, em forma de
piramides. No vértice de cada piramide temos a abertura de 10 a 25 orificios que representam o
final dos tdbulos coletores. O rim é bem vascularizado pela artéria renal, dividida em ramo
anterior e posterior. O ramo anterior divide-se em trés segmentos ou artérias lobares.”

O néfron é a unidade funcional do rim, sendo constituido por: glomérulo, tdbulo proximal, alca
de Henle, tdbulo distal e segmento coletor. Cada rim possui aproximadamente 1 milhdo de
néfrons, originados embriologicamente do blastoma metanéfrico.

O sistema coletor formado pelo tlbulo coletor inicial, ducto coletor cortical no raio medular e 0s
segmentos medular interno e externo, que ndo sdo considerados parte do néfron por terem
origem embrionéria diferente, a partir do broto ureteral. No entanto, do ponto de vista didatico,
considera-se todo o sistema tubular coletor como parte do néfron, assim como o aparelho
justamedular.

O corpusculo renal é formado por varias estruturas: as células endoteliais, que revestem o capilar
glomerular; as células mesangiais com sua matriz, o epitélio visceral, a membrana basal e a
camada de células parietais da cépsula de Bowman. O glomérulo é responsavel pela
ultrafiltracdo glomerular. A barreira de filtragdo entre o sangue e 0 espago urinario é composta
de um endotélio fenestrado, membrana basal e um diafragma poroso entre 0s podécitos.

O aparelho justaglomerular é constituido de um componente vascular, tubular e de células
mesangiais e sua matriz. Esta localizado no polo vascular do glomérulo, onde uma porgdo do
néfron distal entra em contato com as arteriolas glomerulares. O componente vascular é
composto pela porg¢do terminal da arteriola aferente e inicial da arteriola eferente. O componente
tubular é formado pela macula densa, que é a porgdo do ramo espesso ascendente em contato
com o componente vascular.

No componente vascular temos dois tipos de células: células granulares justaglomerulares,
também chamadas de mioepiteliais ou epitelidides; e as células mesangiais extraglomerulares
agranulares. As células granulares estdo localizadas nas paredes das arteriolas aferentes e
eferentes, assim como na regido mesangial extraglomerular, e produzem renina e 6xido nitrico;

importantes mediadores na hemodinamica renal.
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Figura 1- Representacao das estruturas de um rim.

A nivel renal, estudos tém demonstrado que na leishmaniose héa
comprometimento renal principalmente as glomerulonefrites do tipo mesangial e
membranoploriferativa focal e difusa e também lesdes tubulointersticiais. Estas
alteracfes sdo responsaveis pela ocorréncia de proteindria, alteracbes do sedimento
urinério e perda da funcdo renal. Além disso, os medicamentos usados no tratamento do
calazar também s&o nefrotoxicos.

Segundo Kirsztajn (1999) * a glomerulonefrite membranoproliferativa (GNMP)

Também conhecida como mesangiocapilar, denominacédo preferida por alguns e que descreve o
acometimento histol6gico, caracterizado por anormalidades acentuadas na regido mesangial e de
alcas capilares. Caracteriza-se morfologicamente por aumento das células endocapilares,
principalmente mesangiais, expansdo mesangial secundaria a um aumento de células e matriz,
algas capilares tem aspecto caracteristico de “duplo contorno” ou “trilho de trem”, & microscopia
Optica. Crescentes epiteliais estdo variavelmente presentes. Inflamagdo intersticial cronica e
fibrose sdo focais no inicio, generalizando-se posteriormente.

Tem prognostico reservado, mas ndo se sabe ao certo que fatores determinam a evolucéo para
insuficiéncia renal cronica terminal ou até mesmo a morte do paciente. Do ponto de vista de
sobrevida renal a glomerulonefrite membranoproliferativa é uma das glomerulonefrites que mais
evoluem para insuficiéncia renal terminal. Em adultos a sobrevida renal em 10 anos esta entre

54% e 64%. Enquanto, em criancas esta sobrevida é de 50% a 60%. A Glomerulonefrite
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membranoproliferativa  freqlentemente se associa as doencas infecciosas como:
esquistossomose, hepatite B ou C, hanseniase e sifilis, alem da leishmaniose visceral.

Segundo Soares et al (1999) “ a glomerulonefrite membranosa (GNMB) é:

Uma das principais causas da sindrome nefrética em adultos. Caracteriza-se por espessamento
difuso da membrana basal glomerular, sendo o espessamento variavel em intensidade e
dependente da gravidade e da fase da evolucédo da doenca.

A coloracdo especifica de eleicdo para analise do espessamento é o acido periddico de Schiff
(PAS). As alteragbes da membrana basal estdo relacionadas a depositos de imunocomplexos,
neoformagdo de membrana com deposicdo de colageno e glicoproteinas, evoluindo com
incorporagdo dos depdsitos na membrana basal glomerular.

As alteracdes tubulares de degeneracdo hialinogoticular sdo secundarias a reabsorcdo de
proteinas plasmaticas e lipoproteinas filtradas pelos glomérulos lesados. Em fase avancada da
doenga, os tubulos podem sofrer atrofia, havendo diminui¢do do volume celular e espessamento
da membrana basal glomerular.

Fibroelastose das artérias caracterizada por fibrose da camada intima e hialinizacdo das
arteriolas, podem estar presentes em fase avangada da doenca. Infiltrado inflamatorio intersticial
geralmente é discreto, demonstra o predominio de mondcitos e leucocitos TCD4+ . Macrofagos
xantomatosos podem estar presentes no intersticio e decorre da fagocitose de lipoproteinas.
Pode-se observar nimero aumentado de miofibroblastos no intersticio, que precedem o
aparecimento de fibrose e apresentam correlagdo com o grau de proteindria e funcdo renal na
evolugdo da doenca. O surgimento dessas células poderia ser utilizado como marcador precoce

da progressao para cronicidade.

Segundo Dantas e Costa et al (1999) ° a glomeruloesclerose segmentar e focal
(GESF) é:

O termo utilizado para descrever e classificar uma lesdo glomerular caracterizada por colapso
vascular e esclerose mesangial envolvendo, ao menos na fase inicial ou intermediaria da
evolugdo da doenca, um segmento do glomérulo, mas sem envolver o glomérulo como um todo
(segmentar), e apenas alguns glomérulos, mas ndo todos eles (focal). As vezes, inicia-se pelo
polo vascular dos glomérulos justamedulares e caracteriza-se por aumento da matriz mesangial
associado a colapso das alcas capilares, focos de nefrite tibulo intersticial cronica inespecifica,
caracterizados por atrofia tubular, com ou sem dilatacdo do ldmem, fibrose e infiltrado
mononuclear do intersticio; costumam acompanhar o acometimento glomerular; geralmente em
intensidade correspondente. Esclerose arteriolar hialina, conseqiiente a insudagdo de proteinas

plasmaticas na camada intima das arteriolas, pode acompanhar a lesdo glomerular.

A leishmaniose visceral tem uma distribuicio cosmopolita, ocorrendo na Asia,
Europa, Oriente Médio, Africa e nas Américas. Na América Latina, onde é denominada
leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neo-tropical, foi descrita em 12

paises sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil®.
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Nas Ameéricas 0 agente responsavel pela leishmaniose é a L. (L.) chagasi.
Considerada uma zoonose, tem 0 homem como hospedeiro acidental. E transmitida ao
hospedeiro vertebrado através da picada do inseto Lutzomya longipalpis, pertencente a
Ordem Diptera, familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae™’.

O primeiro registro da doenca no Brasil ocorreu em 1913, quando Migone®, no
Paraguai, descreveu o primeiro caso em material de necropsia de um paciente vindo de
Boa Esperanca, Mato Grosso®.

Desde entdo, a transmissdo da doenca vem sendo descrita em varios municipios,
de todas as regides do Brasil. Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos
notificados de leishmaniose visceral ocorriam na regido Nordeste do Pais. A medida que
a doenca se expandiu para outras regides a situacao vem se modificando. No periodo de
2000 a 2002, a regido Nordeste reduziu a sua participacao de 90% para 70% dos casos
no Pais. A doenca tem apresentado mudancas importantes no padrédo de transmissao:
inicialmente predominaram as caracteristicas de ambientes rurais e periurbanos, mas
mais recentemente surgiu em centros urbanos como Rio de Janeiro, RJ; Belo Horizonte,
MG:; Aracatuba, SP; Palmas, TO; Trés Lagoas, Corumba e Campo Grande, MS®.

O envolvimento do cdo domeéstico, no ciclo de transmissdo, foi sugerido pela
primeira vez por Nicole e Comte na Tunisia, em 1908'. No Brasil, o primeiro caso de
leishmaniose visceral canina foi relatado no Estado do Cear4, por Chagas, em 1938™.
Mais tarde, em 1951*%, Deane confirmou o papel do cdo como reservatério. No Mato
Grosso do Sul, na década de 80, o calazar canino foi relatado no municipio de Corumba,
estudos posteriores relatam também a infeccéo de canideos silvestres pela L. chagasi®®.

As drogas utilizadas no tratamento da leishmaniose visceral tém potencial
nefrotdxico. Sendo elas: os antimoniais pentavalentes, que inibem seletivamente as
enzimas glicoliticas da via oxidativa dos &cidos graxos do parasito levando-o a morte; a
aminosidina, um aminoglicosidio que inibe a funcdo ribossémica normal e causa a
producdo de proteinas anormais; a anfotericina B, que atua de forma irreversivel
ligando-se ao ergosterol, componente da membrana celular do parasito, causando
ruptura da membrana celular e a morte do parasito; e o alopurinol, tem efeito
leishmaniostatico, € um analogo da hipoxantina, que atua incorporando-se ao RNA do
parasito alterando a sintese de proteinas induzindo a formacdo de proteinas anormais,
diminuindo a replicacdo do parasito, mas como 0s mamiferos sdo capazes de sintetizar

purinas, sdo de baixa toxicidade para os mesmos™*.
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A evolucdo da infeccdo depende do vetor, do parasito e do hospedeiro. A falha
no hospedeiro vertebrado em controlar a infeccdo estd relacionada a habilidade de
algumas cepas de Leishmania sp resistirem ao efeito microbicida dos macrdofagos
ativados e a falha da resposta imune celular protetora do hospedeiro™.

A resposta imune protetora contra leishmaniose é mediada por células T,
manifestada por uma forte resposta proliferativa por linfocitos do sangue periférico aos
antigenos do parasita e mediadas por citocinas, como o interferon-gama, e fator de
necrose tumoral alfa, aos quais sdo necessarios a ativacdo de macrofagos e posterior
destruicdo do parasito intracelular'®. Os diferentes padrdes de reacio e desenvolvimento
da doenca dependem da resposta das células T.

A resposta humoral tem pouca importancia como defesa. Por ser um parasita
intracelular de células do sistema fagocitario mononuclear, causa destruicdo das
mesmas causando uma supressdo reversivel e especifica da imunidade mediada por
células, permitindo sua multiplicacdo e disseminacdo. S6 uma pequena parcela de
individuos infectados desenvolve a doenca. A infeccdo e a doenca ndao determinam
imunidade permanente ao individuo. Apo6s a infeccdo, mesmo que o individuo nao
desenvolva a doenca, esta podera vir a se manifestar se o individuo vier sofrer algum
tipo de imunossupressao®.

Estudos tém demonstrado que em pacientes com calazar hd ocorréncia de
proteindria, alteraces no sedimento urinario e da funcéo renal*"*2,

Estudo realizado por Salgado Filho et al'® em humanos demonstrou a presenca
de proteindria em 90,9% dos pacientes, hematuria em 63,3% e leucocitiria em 54,5%.
Na avaliacdo do grau de comprometimento tubular proximal, verificou-se que 45,4%
dos pacientes apresentavam aumento da proteina carreadora de retinol e 81,8%
apresentavam niveis elevados de microalbuminuria.

Através da creatinina sérica e da proteindria qualitativa, é possivel, de forma
indireta, avaliar a funcéo renal®®#%,

Em estudo prospectivo?® com 50 pacientes com LVA, as anormalidades
laboratoriais sugestivas de envolvimento renal foram frequientes. A proteindria ocorreu
em 57% dos pacientes. Anormalidade do teste de acidificacdo urinéria foi demonstrada
em 12 dos 18 pacientes estudados, antes da terapia com n-metil glucamina. Interessante
foi a demonstragéo do envolvimento tubulo-intersticial e glomerulonefrite proliferativa
na histologia renal de 7 pacientes avaliados. A reversdo da lesdo renal foi vista, em

geral, um més ap0s tratamento e cura da LVA.
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Rai et al®

estudando 27 pacientes, que apresentaram disfuncdo renal apos
terapia com antimoniato, observaram 18 destes com comprovacdo diagnostica de
calazar, os demais com outras patologias. Em 10 que foram submetidos a bidpsia renal,
6 tinham necrose tubular, 1 proliferacdo mesangial e 3 biopsias normais. A insuficiéncia
renal aguda ocorre com freqiiéncia em pacientes com LVA e esta relacionada a
morbidade e mortalidade na doenca; podendo ser atribuida & presenca de danos diretos
causados pelo parasito e quando associada ao tratamento é potencializada pela
toxicidade do medicamento®?°,

Achados histopatoldgicos de biopsia renal em 21 pacientes com LVA
demonstrou infiltrado inflamatério intersticial difuso de linfécitos e células plasmaticas,
sendo que no geral os glomérulos ndo mostraram nenhuma alteracdo importante. Estas
alteracdes intersticiais normalmente parecem ndo determinar manifestacdes clinicas?’,
uma vez que os achados -clinicos-laboratorias estdo relacionados ao grau de
comprometimento glomerular.

Achados constantes em pacientes com calazar sdo a hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia®. A hipergamaglobulinemia presente em todos os pacientes
com calazar decorre da grande producdo de anticorpos da classe 1gG, IgM, e IgA,
resultantes da ativacdo policlonal dos linfocitos B. Como resultado temos uma formagao
excessiva de anticorpos especificos e inespecificos. Sinais da ativacdo da cascata do
complemento sdo observados em 70% dos pacientes estudados. Em 43,4% destes casos
havia queda simultanea das fracdes C3, C4 e CH100, sugerindo a ativacdo da via
classica do complemento. Evidéncias de consumo de C3 e C4 foram também
observadas em paciente com calazar que apresentou quadro de insuficiéncia renal
aguda, demonstrando a presenca de imunocomplexos circulantes no calazar®?°3%3,

A Leishmaniose Visceral Canina — LVC é imunologicamente mediada e parece
se desenvolver de acordo com o modelo anérgico, induzindo supressao das células T
ativacdo das células B policlonais, producdo de anticorpos especificos e ndo especificos,
culminando na formacdo de altos niveis de anticorpos anti-leishmania e
imunocomplexos circulantes®**2,

InfeccBes cronicas pela Leishmania estdo frequentemente associadas a formacao
de imunocomplexos que podem se depositar nos glomérulos e regido tabulo-intersticial,
produzindo glomerulonefrite e nefrites intersticiais com comprometimento da funcao

renal®°,
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Depdsitos mesangiais, hiperplasia de células mesangiais e tumefacao de células
endoteliais dos glomeérulos foram encontradas em estudos em humanos, alteracfes estas
que justificam a proteindria encontradas nestes pacientes®®’.

Os eventos imunologicos relacionados com a resisténcia e susceptibilidade para
a LVC ndo estdo bem definidos, mas parecem ser mediados por células T33%839
Imunidade celular especifica é observada em cdes assintomaticos naturalmente
infectados com Leishmania infantum®®*'.

Um estudo experimental longitudinal na LVC mostrou uma mistura de resposta
de Thl e Th2, na qual o controle da replicacdo do parasito, a progressdo da doenca ou a
cura, é determinada pelo balanco entre esses dois padrdes de resposta*.

Por outro lado, alguns estudos tém mostrado que a resposta protetora em caes

estd relacionada com a imunidade celular associada com a ativacdo das células Thl

produzindo IFNY, IL2, TNFa e anticorpos especificos IgG2. Os macrofagos ativados

pela Thl (IFNY) levando a eliminagdo das formas intracelulares da leishmania assim

como a ativacao de células CD8+T que também estdo relacionadas com a resolucao da
doenca; levando a auséncia de sinais clinicos, pelos baixos niveis de anticorpos anti-
leishmania, pela baixa carga do parasito e pela presenca de forte resposta
linfoproliferativa ou resposta de hipersensibilidade tipo tardia para antigeno da

leishmania na pele®®*.

O IFNY tem mostrado ser um mediador de resisténcia ao parasito, devido a sua

habilidade para induzir & morte dos parasitos pelos macréfagos®.

O rim é um 6rgdo frequentemente afetado no curso da LVC. Estudo com 55 cées
naturalmente infectados verificou a presenca de glomerulonefrite em 100% e nefrite
intersticial em 78,2% dos casos, ambos em cdes sintomaticos e assintomaticos. Os
achados foram relacionados a presenca de antigeno da leishmania. Analise bioguimica
realizada no soro e urina de 11 destes cdes mostraram alterac6es na fungéo renal de 6
cdes. Estas alteracfes foram observadas somente nos cédes que tinham concomitante
nefrite intersticial e glomerulonefrite®.

O envolvimento renal na LVVC é considerado uma frequente causa de morte dos
animais*’. Cées com severa lesdo renal sdo aqueles com doenca ativa e também sdo
aqueles com grande poder para infectar o vetor.

O rim responde a infeccdo com ativacdo do sistema imune humoral e celular, e

ele ndo esta relacionado nem a resisténcia nem a susceptibilidade a doenca, assim como
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se observa na resposta sistémica, no entanto esta resposta sistémica esta relacionada
com o mecanismo de lesdo renal, como observado na nefropatia em geral*®*°.

Além disso, tem sido sugerido que uma predisposicdo genética para
susceptibilidade e resisténcia para que ocorra a LVC*%. Dois genes tém sido envolvidos
na susceptibilidade para LVC: DLA (dogs leukocyte antigen)-RB1*01502 alelo em cées

no Brasil*®

e gen haplotipo canino Slc 11al na Espanha™.

Em material histopatoldgico proveniente de cdes naturalmente infectados por
Leishmania sp observou-se o desenvolvimento de glomerulonefrites tipo mesangial e
membrano proliferativa focal ou difusa, aumento da matriz mesangial e, & microscopia
eletrdnica, presenca de dep6sitos de imunocomplexos contendo 19G, IgM e C3°%°2,

Outro estudo em cdo demonstrou a presenca de depoésito granular em regido
subendotelial, intramembranosa e subepitelial, sugerindo que a nefrite intersticial foi
causada pela presenca de elementos do parasito no intersticio renal, assim como o
envolvimento glomerular poderiam ser causados pelo depésito de imunocomplexos®.

As diferentes manifestacdes clinicas dependem de complexas interacBes entre as
diferentes espécies de Leishmania e o sistema imune do hospedeiro infectado. A
resisténcia as infeccdes causada pelas espécies de leishmania necessita da resposta
imunolégica mediada por células, que induz a morte do parasita pelos macréfagos
através da secrecdo de radicais ativos de oxigénio e radicais nitrogenados,
principalmente 6xido nitrico™. Estudos em modelos caninos demonstram que a
producdo de uma imunidade protetora contra a leishmaniose ¢ mediada por células

T°05738 o citocinas como interferon gama e fator de necrose tumoral alfa, as quais sdo

requeridas para a ativacdo de macréfagos e eliminagdo dos parasitas intracelulares®*°.

Estudos recentes demonstram claramente que alguns cdes podem desenvolver uma

resposta celular protetora, levando a resisténcia imunolégica natural®®.

Os estudos realizados em sub-populacGes de linfocitos periféricos de cées

460,61

sintométicos indicam uma diminuicdo significativa dos niveis de células CD , que

pode ser explicada pela inducdo a apoptose pelo parasita® ou em consequéncia da
migracdo destas células para outros 6rgaos®™®.

Na grande maioria dos casos, o curso fatal da LVA canina se deve ao
comprometimento renal®*®*. A principal lesdo renal em cdes®® e no homem com

3437 & a glomerulonefrite. No entanto, nefrite intersticial, nefropatia tubular

leishmaniose
e amiloidose glomerular em conjunto com glomerulonefrite também podem ser

observadas®®.
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As lesdes renais de humanos e cées infectados sdo similares, mas sua patogénese
ainda ndo estd bem definida. Ha crescentes evidéncias da participacdo da resposta

imune celular na patogénese desta glomerulonefrite imunomediada®°7:%897°,
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OBJETIVOS
Geral
Caracterizar as alteracOes renais em cées naturalmente infectados por

Leishimania (L.) chagas..

Especificos
1) Demonstrar as lesfes histopatoldgicas renais em cédes naturalmente infectados
por Leishmania (L.) chagasi.
2) Demonstrar as lesdes histopatoldgicas renais pos-tratamento com antimoniato
em cdes naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi.
3) Demonstrar marcadores da funcdo renal como creatinina sérica e proteindria

qualitativa na leishmaniose.
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SUMMARY

Histopathological renal findings in dogs with visceral leishmaniasis

Visceral leishmaniasis affects various organs including the kidneys; which can lead to
renal failure and death. In order to verify this renal involvement, material was evaluated
from 100 dogs naturally infected and with serological diagnosis of canine visceral
leishmaniasis (CVL). Inflammatory changes were present in 25.3% of the tubules, in
67.0% of interstitium and in 52.0% of glomeruli. There was no significant difference
(P> 0.05) between the presence of glomerulonephritis in symptomatic and
oligosymptomatic  dogs. = The  membranous  and membranoproliferative
glomerulonephritis were the most frequent, both with 18.0% frequency followed by
focal segmental glomerulosclerosis with 14.0%. Changes were observed such as
cylindruria; tubular and fibrosis hypertrophy; periglomerular inflammatory infiltrate;
and multifocal and diffuse peritubular inflammatory infiltrate. The findings agree with

those of other authors indicating that renal involvement is common in CVL and the
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standards of membranous and membranoploriferative glomerulonephritis, as well as the
tubulointerstitial involvement s are frequent.

Keywords: Histopathology renal; Visceral leishmaniasis; Dogs.

RESUMO

Achados histopatoldgicos renais em cédes com leishmaniose visceral
A leishmaniose visceral acomete varios 6rgdos entre eles os rins; o que pode levar a
insuficiéncia renal e a morte. Com o objetivo de verificar este acometimento renal
foram avaliados materiais de 100 cdes naturalmente infectados e com diagnosticos
sorologicos de leishmaniose visceral canina - LVC. As alteragdes inflamatorias estavam
presentes em 25,3% dos tdbulos, em 67,0% do intersticio e em 52,0% dos glomérulos.
N&do houve diferenca significativa (P>0,05) entre a presenca de glomerulonefrite em
cdes sintomaticos e oligossintomaticos. As glomerulonefrites membranosa e membrano
proliferativa foram as mais freqientes, ambas com 18,0% de frequéncia seguidas da
glomeruloesclerose segmentar e focal com 14,0%. Foram observadas alteragdes como
cilindruria, hipertrofia tubular e fibrose e infiltrados inflamatorios periglomerulares e
peritubulares multifocais e difusos. Os achados concordam com 0s de outros autores
indicando que o acometimento renal € comum na LVC e que os padrdes de
glomerulonefrites membranoploriferativa e membranosa; assim como o acometimento
tubulointesticial sdo freqlientes.
Palavras-Chave: Histopatologia renal; Leishmaniose visceral; Caes.

INTRODUCTION

The numerous species of Leishmania are geographically defined, with a high
prevalence in regions of Latin America, Southern Europe and the Middle East. There
are three forms of clinical manifestation of the disease: cutaneous, mucocutaneous and
visceral.

Brazilian leishmaniasis became urbanized in the 90°s, with the dog as the main
component in the cycle of human transmission; the disease then became of great
importance in public health®. By developing the disease in a similar manner to man, the
dog can serve as model for human studies®.

Renal involvement is common being the cause of renal failure and death%,
Renal involvement is very common in dogs with canine visceral leishmaniasis (CVL)
due to the deposition of immunocomplexes in the basal membranes of the renal

parenchyma. This is caused by persistent infection associated with prolonged
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antigenemy'’. Symptomatic and asymptomatic dogs can have varying degrees of renal
lesions’, as some studies have shown that nearly 100% of dogs with CVL have macro-
or microscopic renal lesions®*®. Clinical signs of renal dysfunction, however, appear
only with extensive tissue injury’. Canine visceral leishmaniasis is usually associated
with hyperimmunoglobulinemia with high IgG levels, circulating immune complexes
and high titers of rheumatoid factor and cryoglobulin. Together with the presence of
immunoglobulins in the glomeruli, this suggests the pivotal role of polyclonal B-cell
activation and “classical” B-cell activation in the pathogenesis of leishmanial
nephritis®’.

The objective of this study was to demonstrate renal lesions caused by this
parasitic infection. Histopathological studies were carried out with renal tissue of dogs
naturally infected by Leishmania L. chagasi, proceeding from the Zoonosis Control

Center, in the city of Campo Grande, MS, Brazil, in July and August 2010.

MATERIAL AND METHODS

Kidney tissue was obtained from 100 dogs of different breeds, adults of both
sexes, positive in ELISA and indirect immunofluorescence (1IF) tests for leishmaniasis,
collected at the Zoonosis Control Center, in the city of Campo Grande, Mato Grosso do
Sul State (MS), Brazil, in July and August 2010. The dogs were euthanized with the
application of intravenous thiopental 50mg/kg, following anesthesia with a lethal dose
of potassium chloride (2mmol/kg, flask of 19.1% KCI: 2,56mEg/ml)’. The material was
preserved in 10% formalin, embedded in paraffin, sliced with a microtome to a
thickness of 5um and stained by the following methods: hematoxylin and eosin for the
visualization of nuclear and cytoplasmic alterations, PAS for changes of the glomerular
basal membrane, and Masson trichrome for fibrosis. The slides were evaluated with
light microscopy, where the classification of the histopathological findings was made
according to the criteria of the World Health Organization® and the Banff classification
1997, updated in 2007%.

To classify and grade the lesions in the renal fragments, those with 10 or more
glomeruli, and 2 or more sections of arteries, were considered adequate. The interstitial
areas were evaluated for the presence of fibrosis, tubular atrophy and mononuclear

infiltrate, quantifying these alterations relative to the extension of the renal cortex.
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Weight loss is an important clinical sign that accompanies the evolution of the
disease, being part of the clinical diagnosis and used in the classification of the animals
for the presence of clinical signs®. Since there was no record of weight loss in the
records of the animals, their condition at the moment of euthanasia was used to classify
them into groups: Group #1 oligosymptomatic, 35 animals, all with good corporal
conditions, all being relatively mild and of a form common to leishmaniasis, such as:
hyperkeratosis, local alopecia, popliteal lymphadenopathy and opacity of coat. Group
#2 , 65 symptomatic animals with poor corporal conditions, with the signs listed above,
but more advanced, and associated with onychogryphosis, skin ulcers, increased
abdominal volume, indicative of hepatomegaly and/or splenomegaly; clinical signs
more characteristic of the disease.

Differences between the groups were analysed by Chi-square and Fishers exact
tests for a frequency (p < 5).

All procedures were carried out with the approval of the University Ethics
Committee, protocol #74/2008B.

RESULTS

In 74.7% of the material evaluated, there was no tubular inflammatory infiltrate,
while in 67% there was some degree of interstitial involvement and in 52% glomerular
lesions was found (Table 1).

Figure 1 demonstrates the principal glomerulonephritis type encountered. In
membranoproliferative glomerulonephritis, an increase in the cells in the glomerular
tophus was observed and an increase in the thickness of the basal glomerular membrane,
with a characteristic doubled outline. In the case of membranous glomerulonephritis the
basal membrane was thickened, without an increase in the cells in the glomerular
tophus. In the case of segmental and focal glomerulonephritis, the capillary loops
collapsed, present as a partial form within the same glomerulus (segmental) or in only a

few glomeruli (focal).
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Table 1 - Distribution of renal morphological findings, according to Banff
classification* in 100 dogs naturally infected with Leishmania sp,
Campo Grande, MS, July-August 2010.

Criteria %

Quantitative of tubulitis

No tubular mononuclear cells 75.0
Foci with 1-4 mononuclear cells per tubular section 22.0
Foci com 5-10 mononuclear cells per tubular section 0.0
Foci with >10 mononuclear cells per tubular section 3.0

Quantitative of interstitial inflammation

No significant inflammation 33.0
10-25% of cortical interstitial inflammation 43.0
26-50% of cortical interstitial inflammation 11.0
>50% of cortical interstitial inflammation 13.0

Quantitative of glomerulonephritis

No glomerulonephritis 48.0
Glomerulonepbhritis in up to 25% of glomeruli 4.0
Glomerulonephritis in within 25-75% of glomeruli 21.0
Glomerulonephritis in up to >75% of glomeruli 27.0

* Banff Classification 97/ Banff 2007 update

The most frequent types of glomerulonephritis were membranoploriferative
glomerulonephritis and membranous glomerulonephritis, 18.0% respectively (Table 2).

In the group of oligosymptomatic dogs, 54.3% had some degree of glomerular
lesions, and in the symptomatic dogs, 50.8% had no significant difference between the

two groups (p> 0.05).
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Figure 1 - 1 and 2 Segmental and focal glomerulosclerosis — GESF (40x), showing the collapse of the
capillary loop, A with HE and B with Masson trichrome; 3 and 4 Membrano-proliferative
glomerulonephritis — GNMP (40x), thickening of the glomerular basal membrane 3A (HE) and 4B (PAS),
hypertrophy of the capillary tuft in 3A; 5 and 6 Membranous glomerulonephritis- GNMB (10x) showing
thickening of the basal glomerular membrane without increase in glomerular cells, A with HE and B with
PAS

When using the histopathological classification of glomerular lesions, there was

a significative difference (p <0.05) between the groups; in cases of focal segmental

glomerulosclerosis and chronic glomerulonephritis.
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Table 2 — Percentage distribution of glomerulonephritis found in dogs naturally
infected with Leishmania sp, according to the presence of clinical
symptoms, Campo Grande, MS, July-August 2010.

Classification of glomerulonephritis Symptoms Presence Total

Oligosymptomatic ~ Symptomatic (n=100)

(n=35) (n=65)
Without glomerulonephritis 45.7 49.2 48.0
Membranous glomerulonephritis 22.9 154 18.0
Membranoproliferative 22.9 154 18.0
glomerulonephritis
Focal segmental glomerulosclerosis 8.6 16.9 14.0
Chronic glomerulonephritis 0.0 3.1 2.0

Table 3 shows that in the presence of membranous glomerulonephritis there was
tubular hypertrophy, isolated or associated with intratubular cylinders, in 50.0% of the
sample; in 16.0% there was present of fibrosis, and in 11.0% associated of the fibrosis
and inflammatory infiltration in the sample. In  membranoproliferative
glomerulonephritis there was greater presence of cylinders, isolated or associated with
hypertrophy, and inflammatory infiltration, 27.8% and 22.2%, respectively. In cases of
focal segmental glomerulosclerosis there was a 64.3% incidence of cylinders, isolated
or associated with tubular hypertrophy, and fibrosis areas, isolated or associated with
inflammatory foci, was observed in 58.2%. Even in the materials of normal glomeruli
there was a presence of inflammatory infiltration cylinders in 47.9% and 33.4%,

respectively.

27



Table 3 — Tubulointerstitials findings, according to the glomerulonephritis found

in dogs naturally infected with Leishmania sp, Campo Grande, MS,

July-August 2010
Structure/Injury % by glomerulonephritis type
MGN PMGN FSGS Normal
(n=18) (n=18) (n=14) (n=48)
Tubules
Hypertrophy 33.3 111 14.3 10.4
Cylinders 5.6 22.2 14.3 22.9
Hypertrophy and 16.7 5.6 50.0 25.0
cylinders
Interstice
Fibrosis 16.6 11.1 29.6 4.2
Infiltrate 11.1 22.2 21.4 27.1
Infiltrate and fibrosis 111 0.0 28.6 6.3

MGN - membranous glomerulonephritis; MPGN — membranoproliferative glomerulonephritis; FSGS -

focal segmental glomerulosclerosis and Normal -Normal glomeruli.

DISCUSSION

Regardless of the existence of clinical signs, the kidneys are often affected in
canine visceral leishmaniasis’. TAFURI et al®’ stated that the occurrence of
glomerulonephritis was considered the principal cause of mortality in VCL — these
findings confirm the importance of renal damage in leishmaniasis.

In a study of kidney material from 12 dogs, 91.7% of interstitial inflammatory
alterations and 83.3% of glomerulosclerosis were seen®; rates above those found in this
study - 24.7% of interstitial alterations and 31.3% of glomerular alterations.
Histological alterations found in host animals depend on the inflammatory response to
the infection, influenced by the ability of the parasite to resist macrophage action and
the capacity to inhibit the cellular immune response of the host™. Histochemical studies
are more indicated to confirm these responses, but microscopic observations of the renal
tissue studied here, with inflammatory infiltrate in 25.3% of the samples, suggest the

participation of the immunological response in the pathology of the disease.
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Lymphocytes from symptomatic dogs proliferated against specific leishmania
antigens and asymptomatic dogs can evolve to spontaneous healing, presenting a
positive cellular immune response®. Canine visceral leishmaniasis is thought to be an
immune-mediated disease; where the presence of humoral response is associated with
clinical disease, while the cellular response has been observed in asymptomatic
animals™’. A study of dog kidney fragments showed significant differences between
membranoproliferative glomerulonephritis and the presence or absence of symptoms®.
In the present study there was no significant difference between the presence of
glomerulonephritis in symptomatic and oligosymptomatic groups, assuming that the
renal alterations are more related to immune status and immune cell response of dogs
than the presence of signs and symptoms and exposure time®. In visceral leishmaniasis
activation of the immune system occurs and lesions in non-lymphoid organs, including
kidneys, occur not only by immune complex deposition, but there is also the
participation of macrophages, T cells, cytokines and immunoglobulins, by mechanisms
not yet clear**?’,

In the present study the histological pattern was found equal to membranous
(18.0%) and membranoproliferative glomerulonephritis (18%), followed by segmental
and focal glomerulosclerosis (14%). An experimental model showed histological
alterations from 7-14 days post infection®. Since the animals in this study were
naturally infected, there was no control over the time of infection, which may influence
the degree of the alterations described here. The pattern of membranoproliferative
glomerulonephritis was the most frequent in studies on renal damage in CVL?%'%.
POLI et al® found 61.8% of proliferative mesangial focal or diffuse glomerulonephritis
in 61.8% and 35.3% membranoproliferative in the animals studied. SOARES?® found
the mesangial proliferative pattern in 64.7% of asymptomatic dogs, while the
symptomatics showed 61.7% with membranoproliferative glomerulonephritis. A study
by BENDERITTER at al® found 72.7% with glomerular lesions characterized by acute
and membranous glomerulonepthritis. Studies using mice®* and hamster?> models
observed mesangial proliferative glomurolonephritis.

As in this study, others observed segmental and focal in the second place®*.
Studies with dogs naturally and experimentally infected with (L) chagasis found focal
or diffuse mesangial glomerulonephritis and proliferation of mesangial cells, interstitial
nephritis with heavy infiltration of plasma cells and tubular dilatation®. Increased

intensity of interstitial inflammatory infiltrate was observed in the cortical and
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medullary region, mainly in the kidneys of dogs with glomerulonephritis and
membranoproliferative glomerulonephritis with minimal alterations®®.

Alterations such as cylindruria, tubular hypertrophy and fibrosis, as well as
periglomerular inflammatory infiltrates and multifocal and diffuse peritubular, were
present, as reported in other studies™**.

The present study may indicate that renal involvement is common in CVL and
that the membranous and membranoproliferative glomerulonephritis patterns, as well as
tubulointerstitial involvement, are frequent. Therefore renal lesions are important
factors in the evolution of the disease** Using the dog as a model, this type of lesion
should be evaluated in the diagnosis of the disease and taken into consideration in its

treatment.
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Resumo

Para caracterizar as lesdes renais na leishmaniose visceral canina e seu
tratamento com antimoniato foram utilizados 5 cdes naturalmente infectados e mantidos
em baias isoladas. Receberam doses diaria de 20 mg/kg de antimoniato de n-
metilglucamina, por via intravenosa, por 21 dias. Foram coletadas amostras de sangue
para dosagem de creatinina sérica e de urina para dosagem de proteinas, antes de iniciar
o tratamento e 30 dias apds o inicio do mesmo, onde 0s animais foram eutanasiados e
coletado fragmentos renais para histopatologia. Foram encontradas alteragOes
glomerulares compativeis com glomeruloesclerose segmentar e focal em dois cées, 0s
niveis séricos da creatinina mantiveram-se dentro da normalidade e a presenca de
proteindria no inicio do experimento, em todos 0s animais, demonstrava haver
comprometimento na filtracdo glomerular, a qual tendeu a ser revertida apds o
tratamento. Concluiu-se que o modelo canino reproduziu as alteracbes descritas em
humanos, bem como a lesdo causada pelo antimoniato. As alteracbes produzidas
inicialmente pelo parasita e posteriormente pela droga tendem a se normalizar com o
tempo, com excec¢do aos casos onde ja exista um comprometimento maior da funcao
renal.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, glomerulonefrite, antimoniato

Abstract

Five dogs, naturally infected with canine leishmaniasis were kept in isolated
pens in order to characterize their renal lesions and their treatment with antimoniate.
The dogs received daily intravenous doses of 20mg/kg of antimoniate of n-
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methylglucamine for 20 days. Blood samples were collected to determine serum
creatinine, and urine samples for protein levels, before starting treatment and 30 days
after their initiation, when the animals were euthanized and renal fragments taken for
histopathology. Glomerular alterations, compatible with segmental and focal
glomerularsclerosis were found in two dogs; the serum creatinine levels remained
within normal limits, the presence of protineuria at the start of the experiment, indicated
involvement of the glomerular filtration, which tended to revert after treatment. It was
concluded that the canine model reproduces the changes described in humans, as well as
injury caused by antimoniate. The alterations produced initially by the parasite and
afterwards by the medication tend to normality with time, with exception of those cases
with previous major damage to the renal function.

Keywords: Visceral leishmaniasis, glomerulonephritis, antimoniate.

Introducgéo

No Brasil a medicacdo de primeira escolha para o tratamento da Leishmaniose
Visceral é antimoniato de N-metilglucamina®, comercializado com o nome
Glucantime® (Sanof-Aventis). O medicamento provoca regressao rapida das
manifestacdes clinicas e hematoldgicas da doenca, e diminuicdo rdpida da carga
parasitaria’. Tratamentos descontinuos e dosagens inadequadas levam a ocorréncia de
resisténcia a terapia®®. A dosagem preconizada nio deve ultrapassar 20mg/Kg/dia, até o
limite total de 850 mg de antiménio, devido sua elevada toxicidade; mialgias, dores
abdominais, alteracBes hepaticas, renais e cardiacas sdo efeitos colaterais deste
medicamento®.

Devido & excrecdo dos antimoniais ser preferencialmente renal (90%)*, o seu
principal efeito adverso é a diminuicdo na capacidade de concentracdo urinaria, por
competicdo da medicacdo com o horménio antidiurético nos tabulos coletores renais.
Estando, portanto, contra-indicado seu uso em qualquer grau de insuficiéncia renal®.

O antimoniato foi descrito como responsavel pela insuficiéncia renal aguda e
aumento da creatinina sérica durante tratamento de leishmaniose em humanos®’®. As
complicagOes renais desta droga podem contribuir na morte destes pacientes’.
Adicionalmente sua nefrotoxicidade foi demonstrada em animais de laboratério™.

Por desenvolver a doenca de maneira similar ao homem, o cdo pode servir de
modelo para estudos em humanos**. O acometimento renal é fregiiente na leishmaniose

visceral canina, sendo causa de insuficiéncia renal e morte'>!3, Cies sintomaticos e
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assintoméaticos podem ter diferentes graus de lesdo renal** e estudos tem demonstrado
que quase 100% dos cdes com LVC tém lesdo renal macro ou microscopica®®*®.

O objetivo deste estudo foi demonstrar as lesdes histopatoldgicas renais pos-
tratamento e as alteracdes laboratoriais encontradas na creatinina sérica e exame
qualitativo de urina, como surgimento de proteindria, no inicio e no pds-tratamento com
antimoniato, em cdes naturalmente infectados por Leishmania L. chagasi, procedentes
do Centro de Controle de Zoonoses, do municipio de Campo Grande, MS, Brasil, nos

meses de julho e agosto de 2010.

METODOLOGIA

Foram utilizados 5 cdes adultos jovens provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Campo Grande, MS, naturalmente infectados com Leishmania sp
identificados durante inquérito epidemioldgico para leishmaniose visceral canina por
meio de testes de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico (Elisa),
classificados como sintomaticos (exibindo os sinais classicos da doenca como:
alteracOes cutaneas como alopecia, dermatite exfoliativa seca ou Ulceras, onicogrifose;
ceratoconjutivite, perda de peso e anemia). O critério de inclusdo foi o exame
parasitologico positivo (esfregaco medular ou puncéo de linfonodo popliteo).

Os animais selecionados foram vermifugados com anti-helmintico oral de largo
espectro, em duas doses com intervalo de 7 dias, tratados com produto tépico de efeito
antiectoparasitério prolongado (Top Line, MERIAL Saude Animal) e receberam coleira
antiectoparasitaria (Scalibur, Intervet). O experimento foi realizado no canil
experimental do Hospital Veterinario da Universidade Catélica Dom Bosco - UCDB.
Os animais foram distribuidos em baias individuais, higienizadas diariamente equipadas
com comedouro e bebedouro contendo agua potavel e racdo comercial balanceada
fornecida “ad libitum”.

Foram coletadas amostras de sangue para dosagem de creatinina sérica e de
urina para dosagem de proteinas, logo que os animais foram recepcionados. Inciou-se 0
tratamento com antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®, Rhodia Farma LTDA)
na dose de 20 mg/kg/dia, por via intravenosa, que durou trés semanas. Apds o
tratamento, uma segunda coleta de sangue e urina foi feita. A anéalise de sangue foi
realizada pelo analisador de estimacio Reflotron Plus® e a de urina pelo analisador
Urisys 1100®, ambos da empresa Roche. Apés 30 dias do inicio do tratamento, o0s
animais foram submetidos a eutanasia conforme Resolu¢do N°714, de 20 de junho de
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2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria'’, que dispde sobre os
procedimentos e métodos de eutanésia em animais. O procedimento incluiu sedagdo dos
animais com acepromazina, na dosagem de 0,2 mg/kg via intramuscular profunda e
apos 10 minutos, aplicacdo de anestésico geral, tiopental, na dose de 25 mg/kg via
intravenosa. Depois de atingido o plano anestésico adequado foi administrado uma dose
letal de cloreto de potassio (2 mmol/kg, apresentacdo do frasco de KCI 19,1%: 2,56
mEg/mL). Apds a comprovacdo da morte do animal relizou-se a necropsia e retirada dos
Orgdos a serem analisados que foram preservados em formol tamponado a 10%, pH 7,2.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o Comité de Etica da
Universidade Catdlica dom Bosco N 74/2008B.

As amostras dos tecidos foram fixadas em formalina tamponada 10%,
processadas pelos métodos convencionais e embebidos em parafina para rotina
histologica. Cortadas em seccdes seriadas de 3 um de espessura, desparafinadas em
xilol e hidratadas com concentracdes decrescentes de alcool. Coradas pelos métodos:
Hematoxylin-Eosin (HE) para visualizacdo das alteracbes morfoldgicas; Periodic-acid
schiff (PAS) para alteracfes de membrana basal; e Picrosirius para evidenciacdo de
fibrose. A leitura das laminas realizada em microscopia de luz.

Para descrever os achados histopatoldgicos renais a microscopia Optica,
utilizaram-se as classificacdes segundo critérios da Organizacdo Mundial de Satde?.
Para as analises comparativas 0s caes foram divididos em dois grupos: os que
apresentaram lesdo glomerular e 0s que ndo apresentavam leséo.

A andlise estatistica foi feita através do Teste t pareado para as médias das
variaveis proteinuria e creatinina, antes e ap0s o tratamento, para 0s cinco animais; € 0
Teste t para medias independentes, quando comparados 0s grupos (com alteracdo
glomerular e glomérulo normal). As diferencas consideradas estatisticamente
significativas para p<0,05.

RESULTADOS

Na histopatologia foram encontradas alteracdes glomerulares compativeis com
glomeruloesclerose segmentar e focal (Figura 1) em material de dois cées, nos outros
trés os glomérulos estavam normais. Na Tabela 1 estdo apresentadas as alteragdes
tubulointersticiais observadas, de acordo com as alteracdes glomerulares. Os animais
sem alteracGes glomerulares apresentavam tdbulos normais e em um havia pequena
presenca de infiltrado inflamatério. J& nos casos de glomeruloesclerose segmentar e

focal os tubulos apresentavam-se dilatados (Figura 2), sendo que em um havia também
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a presenca de cilindros; ambos apresentavam também infiltrado inflamatério

periglomerular e areas de fibrose (Figura 2).

Figura 2 — Infiltrado periglomerular e areas de fibrose, picrosirius 10x

Tabela 1 — AlteragBes tubulointersticiais e niveis iniciais e finais de proteindria e creatinina
sérica, de acordo com a presencga de lesdo glomerular, em cdes tratados com antimoniato
(N=5).

Proteindria Creatinina sérica
Glomérulo Tubulo Intersticio Inicial Final Inicial  Final
Sem lesdo  Normal Normal 75 0 1,05 0,675
Semlesdo  Normal Normal 25 0 1,150 0,612

37



Sem lesdo  Normal Infiltrado inflamatério 25 500 0,500 0,678

perivascular

GESF Hipertrofia Infiltrado inflamatdrio e 500 25 0,645 0,730
fibrose peritubular
GESF Hipertrofia Infiltrado inflamatdrio 150 150 0,960 0,815

e cilindros  periglomerular

GESF: Glomeruloesclerose segmentar e focal.

Na Tabela 1 estdo os valores absolutos da proteinUria e creatinina sérica, no
inicio e ao final do experimento, dos cinco cdes, de acordo com os achados de alteracdo
glomerular, avaliado no exame histopatoldgico pds-eutanasia.

Os valores absolutos demonstram uma grande variabilidade da proteindria, entre
0s grupos e mesmo dentro do grupo. Variabilidade esta observada tanto nos dados
iniciais como nos finais. Assim como, nos valores da creatinina inicial. 1sso leva a um
grande distanciamento entre a média do conjunto (N=5) comparado a média dos grupos
isolados — normais (N=3) e glomeruloesclerose segmentar e focal (N=2);
conseqilentemente uma grande variancia dos resultados. Com isso, ndo se observou
diferenca estatistica significativa quando comparados os valores iniciais e finais das

variaveis analisadas, nem na comparacao destes valores entre 0s grupos.

DISCUSSAO

Por serem os animais do experimento sintomaticos, debilitados e com risco de
sangramento e consequente risco de vida, optou-se por néo realizar uma biopsia renal
antes do tratamento. Como parametro de lesdo renal antes do tratamento utilizou-se
estudo®® realizado em material renal de 100 cées provenientes da mesma instituicdo que
0s 5 cdes deste estudo, o qual revelou 48% de glomérulos normais, 18% de
glomerulonefrite membranosa, 18% de glomerulonefrite membranoproliferativa, 14%
de glomerulonefrite segmentar e focal e 2% de glomerulonefrite cronica. Estes dados
inferem que uma amostra de cdes com LVC provenientes do CCZ tem uma
probabilidade de 48% de ndo terem alteragdo histopatologica renal, ou seja, havia a
possibilidade de j& no inicio do tratamento alguns cdes do experimento apresentarem
histopatologia normal e outros com algum grau de alteracdo histopatologica a nivel

renal.
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No presente estudo, as alteracdes histoldgicas observadas nos glomerulos foram
de GESF. Dentre as alteracdes glomerulares na leishmaniose visceral canina as mais
comumente encontradas sao a glomerulonefrite membranoproliferativa e a membranosa,
seguidas da glomeruloesclerose segmentar e focal.

Costa et al®

em estudo com 55 cées encontraram lesGes glomerulares menores,
glomeruloesclerose segmentar e focal, glomerulonefrite proliferativa mesangial,
glomerulonefrite membranoproliferativa, glomerulonefrite crescentica e
glomerulonefrite crénica. Estudo em cées natural e experimentalmente infectados com
L(L) chagasis encontrou glomerulonefrite mesangial focal ou difusa e com proliferacéo
de células mesangiais, nefrite intersticial com intenso infiltrado de plasmocitos e
dilatacdo tubular®.

Alteracbes como cilindrdria e hipertrofia tubular, assim como infiltrados
inflamatdrios periglomerulares e peritubulares estavam presentes neste estudo, sendo as
mesmas alteracdes ja previamente relatadas™ %,

A GESF caracteriza-se por areas de fibrose no tecido renal, sendo estas
irreversiveis.

Os niveis séricos da creatinina mantiveram-se dentro da normalidade (0,5 a 1,5
mg/dL) desde o inicio do experimento. A presenca de proteindria no inicio do
experimento demonstrava haver comprometimento na filtragdo glomerular, e foi
observada em ambos 0S grupos; mesmo nos cdes que apresentavam glomerulos
normais. Em dois animais deste grupo ocorreu a desaparecimento da proteindria no pés-
tratamento.

Amostras pequenas e que apresentam grande variancia podem levar a erros
estatisticos e de interpretacdo dos resultados®. Portanto, no conjunto das analises,
qguando se comparou os valores iniciais e finais da proteinaria e creatinina de todos os
animais e entre os grupos, ndo foi possivel estabelecer significancia estatistica; mesmo
que 0s numeros absolutos demonstrem uma melhora nos dados coletados. Como esta
melhora foi mais observada em cédes sem lesdo glomerular pode-se inferir que as
alteracdes sejam mais dependentes da presenca de lesdo glomerular antes do tratamento.

A determinacdo dos parametros da funcdo renal (creatinina e uréia séricas e
proteindria) € Util para avaliar o grau de les@o renal e monitoramento clinico durante o
tratamento. O fato de a creatinina sérica persistir elevada durante o tratamento sugere
um progndstico reservado®. Este dano renal é causado pela deposicio de

imunocomplexos IgG e IgM%.
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Os parametros da creatinina aqui encontrados ficaram proximos aos resultados

encontrados por Freitas et al®

, No grupo de cdes subclinicos com LVC e que nédo
apresentavam alteragdes clinicas e laboratoriais. No estudo de Costa et al*® os cdes com
lesbes glomerulares minimas ndo apresentavam proteindria e a creatinina serica estava
normal, mas nos cdes com alteracBes glomerulares estes indicadores apresentaram
alteracOes, além disso, estes autores afirmam que apesar das diferencas peculiares das
espécies e maior evolucdo da doenca no céo, as lesbes glomerulares e intersticiais séo
semelhantes na doenca no cdo e no homem.

Cées que foram tratados com Glucantime® e que néo apresentavam insuficiéncia
renal, tiveram uma probabilidade 75% maior de sobrevivéncia por 4 anos®’. J4 em cées
com disfuncéo renal, o uso do antimoniato ndo melhorou a funcé renal®®. Estes relatos
demonstram que quanto mais grave a lesdo renal pior serd a evolugdo da doenca.

Estudo em humanos com diagnostico de leishmaniose visceral, internados no
Hospital Universitario/lUFMS, indicou um risco relativo maior de persisténcia dos
niveis elevados de creatinina sérica naqueles pacientes que apresentavam niveis altos de
creatinina isolada ou associada a proteinuria ja na admissao, sendo que um més apds o
término do tratamento estes niveis tenderam a normalidade?®.

A proteindria esteve presente em 57%% e 90,9%* dos pacientes com
leishmaniose visceral avaliados, demonstrando o comprometimento da funcdo renal. A
proteindria tendeu a normalidade ap6s um més de tratamento™.

Estudo realizado em trés hospitais de referencia para tratamento da leishmaniose
visceral em Campo Grande, MS, demonstrou que, entre 0s pacientes tratados com
antimoniato, 58,2% apresentaram reac0es adversas, sendo a insuficiéncia renal aguda a
causa mais frequente, presente em 53,4% destes casos; assim como a causa de 6bito em
20% dos pacientes estudados®.

Em dois estudos, no Hospital Universitario/lUFMS também em Campo Grande,
MS: o primeiro demonstrou mortalidade de 85,0% nos pacientes que apresentavam
comorbidades como: insuficiéncia renal, hepatica ou cardiaca, sendo estas,
contraindicagdes ao uso do antimoniato®. No segundo, de 13 pacientes tratados com
antimoniato 61,5% apresentaram insuficiéncia renal e destes 75,0% evoluiram a 6bito®*.

Em caso humano a suspensdo do Glucantime® por uma semana e posterior

retorno ao tratamento, reverteu a nefropatia intersticial no seguimento do paciente®.
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Experimento utilizando o dobro da dose usual do antimonial causou
nefrotoxicidade, mas o seguimento dos pacientes revelou tendéncia a normalizagdo da
funcdo renal ap6s 30 dias do termino do tratamento®®.

Embora o seguimento dos animais ter sido curto no presente estudo, verificou-se
também uma tendéncia a reducdo dos indicadores de nefropatia, principalmente nos
animais sem alteragéo glomerular.

Com este estudo pode-se inferir que as alteracfes renais provocadas tanto pela
doenca, como pelo seu tratamento com antimoniato sao similares no cao e no homem. E
que as alteracbes provocadas inicialmente pelo parasita e posteriormente pelo
antimoniato tendem a se normalizar com o tempo, com excecao dos casos onde ja exista
um comprometimento maior da funcédo renal. Através de um estudo imunohistoquimico
e/ou imunofluorescéncia podera ser obtido um preditor de prognostico da evolugdo da
lesdo renal e do individuo com leishmaniose, dependendo dos imunocomplexos obtidos

a nivel renal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Pelo fato do céo desenvolver a doenca de maneira similar ao homem, e devido as
contra indicacGes de estudo histopatoldgico in vivo, o cdo pode ser utilizado como
modelo para estudo da leishmaniose visceral. E que as leses renais existem mesmo em
periodos iniciais da doenca e nas formas assintomaticas e oligossintomaticas da doenca.

Conclui-se que a avaliacdo da funcdo renal no momento do diagndstico e no
decorrer do tratamento da doenca em humanos; é fundamental para o progndéstico da
mesma.

No poés-tratamento com antimoniato as lesbes encontradas nos cdes foram
glomeruloesclerose segmentar e focal e nefrite tubulointersticial, lesbes estas também
descritas em humanos tratados com este medicamento.

Por tanto, é de extrema necessidade a utilizacdo de marcadores da fungdo renal
como, creatinina sérica e proteindria qualitativa, no inicio e durante o tratamento para
avaliacdo do prognostico da evolucdo da doenca.

No entanto, maiores estudos através da realizacdo de imunofluorescéncia e ou
imunohistoquimica, auxiliardo na determinacdo de prognoéstico da doenca, dependendo

dos depositos de imunocomplexos encontrados a nivel renal.
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ANEXOS

CLASSIFICACAO DE BANFF

Categoria

Categoria

1. Normal

2. Alteracoes mediadas por anticorpos: DSA
positivo + C4d ou histologia compativel

C4d positivo sem alteracoes histologicas

Rejeicao aguda mediada por anticorpos:
I. Alteracoes similares a necrose tubular
aguda com inflamacao minima

II. Inflamacao capilar e/ou glomerular e/ou
tromboses

. Arterial (v3)

Rejeicao cronica ativa mediada por

anticorpos

3. Borderline

t1,2o0u3+i0ouil/t1 +i1, 2

ou 3

4. Rejeicao mediada por celulas T

Rejeicao aguda mediada por celulas T:

Tipo 1A t2 +i2 ou 3
Tipo IB t3+i20u3
Tipo lIA Qualquer t/i; v1
Tipo 11B Qualquer t/i; v2
Tipo Il Qualquer t/i; v3

Rejeicao cronica ativa mediada por celulas T

5. FI/AT sem evidencias de etiologia
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especifica

6. Outras alteracoes, nao atribuiveis a

rejeicao

A) Critérios quantitativos de tubulite (t)

t0 Sem mononucleares tubulares

t1 Focos com 1-4 mononucleares por secao tubular

t2 Focos com 5-10 mononucleares por secao tubular
t3 Focos com >10 mononucleares por secao tubular
C) Critérios quantitativos de glomerulites (g)

g0 Sem glomerulites

g1 Glomerulites em ate 25% dos glomerulos

g2 Glomerulites em ate 25%-75% dos glomerulos

g3 Glomerulites em > 75% dos glomerulos

B) Critérios quantitativos de inflamacao intersticial (i)

i0 Sem inflamacao significante

i1 10%-25% de inflamacao intersticial cortical

i2 26%-50% de inflamacao intersticial cortical

i3 50% de inflamacao intersticial cortical

DSA: anticorpo especifico contra o doador

Fonte: Sementilli , A., et al. Patologia do transplante renal: achados morfologicos principais e como
laudar as biopsias ¢ J Bras Patol Med Lab ¢ v. 44 e n. 4 + p. 293-304 + agosto 2008

CLASSIFICACAO DE CHURG
Classificacdo OMS/ISKDC, 198214.

la Normal sob todas as técnicas

Ib Normal a MO; depésitos a IF e/ou ME

I I a GN mesangial, com hipercelularidade / expansao mesangiais
discretas

I I b GN mesangial, com hipercelularidade / expansdo mesangiais
moderadas

[lla GN segmentar e focal com lesbes necrotizantes ativas

llIb GN segmentar e focal com lesdes ativas e esclerosantes

Illc GN segmentar e focal com lesbes esclerosantes

IVa GN difusa, sem lesbes segmentares

IVb GN difusa, com lesbes necrotizantes ativas

54



IVb GN difusa, com lesdes ativas e esclerosantes
Va GN membranosa difusa pura

Vb GN membranosa associada a classe |l

Vc GN membranosa associada a classe Il

Vd GN membranosa difusa associada a classe IV
VI GN esclerosante avancada

Fonte: Churg J, Sobin LH. Renal disease: Classification and atlas of
glomerular diseases. New York/Tokyo: Igaku-Shoin; 1982.
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