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A organizacdo estrutural dessa dissertacdo se apresenta da seguinte forma:
Capitulo I, Capitulo 11 e Capitulo I11. O capitulo | é intitulado de “Patologias cutaneas e
renais em cées infectados por Leishmania spp. e tratamentos existentes.” Trata-se da
revisao bibliogréafica, aceita para compor o livro de doengas infecciosas e parasitarias Ed
IV, e serd publicado em fevereiro de 2023 pela Editora Pasteur, acerca do assunto
abordado na dissertacdo. O capitulo Il “Histopatologia da pele de orelhas de cées
infectados naturalmente com Leishmania infantum e submetidos a protocolo de
tratamento” foi organizado conforme a Revista de ciéncia Veterinaria e satude publica
— ISSN - 1413-0130 de Qualis B4 em Medicina Veterinaria e encontra-se submetido. O
Capitulo Il intitulado de “Histopatologia do rim de caes infectados naturalmente com
Leishmania infantum e submetidos a protocolo de tratamento” foi organizado
conforme a “Revista Brasileira de Medicina Veterinaria.” Qualis B3 em Medicina

Veterinaria.
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca de curso cronico, de carater zoonotico e que constitui um
grave problema de satde publica mundial, especialmente em regiGes tropicais e subtropicais.
Endémica em 27 paises europeus e em 12 paises das Américas, no qual o Brasil é responsavel
pelo maior nimero de casos notificados, tendo como agente etiolégico, protozoarios
intracelulares do género Leishmania (TORRES-GUERRERO et al., 2017; OPAS/OMS, 2020).
A transmissao se da através do repasto sanguineo da fémea infectada de um flebotomineo do
género Lutzomyia (OPAS/OMS, 2020).

Os cdes, Canis Lupus familiares, sdo considerados o principal reservatorio e elo no ciclo
domestico da doenca (TRAVI, 2014), em virtude da alta carga parasitaria na pele,
principalmente nas regides de orelha e espelho nasal. Mesmo na auséncia de sintomatologia
clinica (MOURA et al., 2008), esses cdes assintomaticos podem ser tdo infectantes para o vetor
como cdes sintomaticos, assim a infeccao do inseto vetor e por consequéncia a transmissdo para
0 homem é favorecida (MOURA et al., 2008). A resisténcia ao desenvolvimento de infecgdo
ativa com manifestacdo de sinais clinicos é consequéncia do padrdo de resposta imunologica
expressa pelo céo infectado (SOLANO-GALEGO et al., 2011). Dessa forma, 0s anticorpos que
protegeriam o hospedeiro da infeccdo, produzidos de forma intensa, tornam-se prejudiciais,
participando de processos inflamatérios e responsaveis por diversos sinais clinicos
(KOUTINAS & KOUTINAS, 2014; CANTOS-BARREDA et al., 2018). Essa abundancia de



anticorpos ndo é capaz de controlar a infeccdo e € ainda deletéria, resultando muitas vezes na
formacédo de complexos imunes (BARBIERI, 2006).

A leishmaniose canina pode envolver qualquer érgdo e tecido, com manifestacfes
clinicas inespecificas, como anemia progressiva, esplenomegalia, linfadenopatia local ou
generalizada, lesbes oculares, ulceras crostosas em pontas de orelha, cauda e focinho,
despigmentacdo, alopecia, hiperqueratose, quadros de glomerulonefrite e doencga renal crénica
(ORDEIX et al., 2017; SILVA et al., 2017).

O tratamento da leishmaniose é realizado de acordo com o estadiamento da doenga no
paciente, sendo utilizado drogas leishmanicidas, leishmaniostatico e imunomoduladores. No
Brasil também é realizado protocolos de tratamento utilizando a associacdo desses grupos de
drogas (RIBEIRO & TABANEZ, 2017).

Esse trabalho visa realizar uma breve revisdo bibliografica acerca da leishmaniose com

enfoque em lesGes de pele, rins e eficacia de tratamentos testados.

METODO

O presente trabalho trata-se de uma revisao bibliografica sistematica, no qual realizou
levantamento das principais literaturas acerca do assunto, dentre as fontes destacam-se livros
sobre parasitologia, fisiologia, clinica veterinaria e artigos coletados nas seguintes bases de
dados: Scientific Eletronic Library (SCIELO), Public Medline (PubMed) e periddicos CAPES,
no periodo de outubro/2021 a outubro/2022. Os descritores utilizados foram: “Leishmaniose
canina”, “alteracOes patoldgicas cutineas”, “patologias renais caninas”, “imunoterapia”,
“leishmaniostatico”. Como critérios de inclusdo adotou-se: artigos publicados nos idiomas de
inglés e portugués; artigos completos disponiveis na integra; artigos que abordassem o tema
central da pesquisa. Apos leitura dos titulos e resumos foram selecionados os artigos que dao
embasamento para a presente revis&o.

A revisdo foi subdivida em sec¢Bes onde a primeira aborda os aspectos clinicos da
leishmaniose no céo, em seguida tem-se uma abordagem sobre as alteragdes patoldgicas em
orelha de cées com leishmania, aspectos fisiopatologicos da doenca renal em cdes com
leishmaniose e por fim o uso de drogas leishmaniostaticas e imunoterapia como tratamento da
leishmaniose.

RESULTADOS E DISCUSSAO



Aspectos clinicos da leishmaniose no céo
Os cdes, Canis lupus familiares, sdo considerados o principal reservatério e elo no ciclo

doméstico da doenca (TRAVI,2014), sendo, por esta razdo, um dos alvos do programa de
controle da doenca no Brasil. (SOLANO-GALLEGO, 2011). A leishmaniose canina é uma
doenca de caracterizagdo multissistémica, essencialmente cronica, com sinais clinicos
variaveis. Fatores nutricionais, imunossupresivos, espécie de Leishmania envolvida, resposta
imunolégica de cada hospedeiro, estdo diretamente ligados as manifestacdes e progresséo da
doenca. (VASCONCELOQOS et al., 2017; ATTIPA et al., 2018).

A leishmaniose possui um acentuado polimorfismo antigénico, desencadeando no
hospedeiro reagdes imune do tipo celular e humoral (SALGADO-FILHO et al., 2003). A
resisténcia ao desenvolvimento de infeccdo ativa com manifestacdo de sinais clinicos, €é
consequéncia do padrdo de resposta imunoldgica expressa pelo cdo infectado (SOLANO-
GALEGO et al., 2011). Dessa forma, os anticorpos que protegeriam o hospedeiro da infecgéo,
produzidos de forma intensa, tornam-se prejudiciais, participando de processos inflamatérios e
responsaveis por diversos sinais clinicos. (KOUTINAS & KOUTINAS, 2014; CANTOS-
BARREDA et al., 2018). Essa abundancia de anticorpos resulta muitas vezes na formacao de
complexos imunes, compostos principalmente por IgG e IgM em diferentes zonas anatémicas
(especialmente nos rins e olhos) (BARBIERI, 2006).

As alteracdes cutaneas nos cédes sdo bastante comuns e variaveis quanto a caracterizacdo
e extenséo. E caracterizada, frequentemente, por nodulacdes, muitas vezes repletas de parasitos,
quadros de hiperceratose, caracterizado pelo espessamento excessivo da epiderme com
descamacado, Ulceras crostosas em ponta de orelha e focinho, despigmentacdo e onicogrifose
(ORDEIX etal., 2017). Doencas oftalmologicas, tais como ceratoconjuntivite, blefarite e uveite
também sao frequentemente relatadas (PIETRO et al., 2016), bem como alteracdes renais, como
as glomerulonefrites. (SOLANO-GALEGO, 2009; KOUTINAS & KOUTINAS, 2014).

As principais alteracfes em exames urinarios sao proteindria persistente e aumento da relagédo
proteina/creatinina urinaria (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; MARTINEZ-SUBIELA et al.,
2013). Deve-se ressaltar que nem todo céo infectado ira necessariamente desenvolver as
manifestacdes clinicas, porém ambos os cées, assintomaticos e sintomaticos, podem ser

infecciosos para os flebotomineos e transmissores da leishmaniose (RIBEIRO et al., 2018).

Alteragdes patologica em orelha de cdes com leishmaniose
A pele ¢é considerada a porta de entrada e 0 maior reservatorio de parasitas, tanto em
cdes infectados sadios como em animais doentes (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2004).



10

Corresponde a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos, injurias fisicas e quimicas.
Ela é formada por epiderme, derme e hipoderme, sendo as duas primeiras camadas relacionadas
com a resposta imunoldgica e manutencdo da homeostase cutanea, por meio de uma variedade
de células imunes especializadas e mediadores pro-inflamatorios (NESTLE et al., 2009;
BELKAID & TAMOUTOUNOUR, 2016). As orelhas dos cées aparecem como o principal sitio
cuténeo de infeccdo, provavelmente por serem areas com maior exposicdo e facilidade de
acesso do vetor para inoculacéo do parasita (FIGUEIREDO, 2010).

No que diz respeito ao parasitismo cutaneo e a correlacdo com aspectos histologicos da
pele, alguns estudos mostram que na grande parte dos casos em que ha presenca de intenso
parasitismo na derme, ndo ha correspondéncia com os processos inflamatérios observados,
apesar de relatar casos em que houve essa correlacdo direta. Isso demonstra que a resposta ao
parasito esta diretamente ligada a resposta imune do hospedeiro frente a infec¢do. Uma vez que
alguns animais se apresentam assintomaticos, mas com uma alta carga parasitéaria, enquanto
outros podem apresentar uma carga parasitaria menor, mas com lesGes clinicas evidentes
(FIGUEIREDO, 2010; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Em animais infectados onde ha presenca de sintomatologia clinica, acontece pela
incapacidade dos individuos em produzir IFN-y e ativar macrofagos, a leishmania dissemina-
se e, na dependéncia da espécie, causa a leishmaniose visceral ou a leishmaniose cutanea difusa.
Acontece, por vezes, na leishmaniose cutanea e na leishmaniose mucosa, situacdes nas quais
existe um forte desvio de Thl e, embora 0 nimero de parasitas no tecido seja escasso ou até
ausente, ha desenvolvimento de lesdo (CARVALHO et al., 2018).

Os achados mais comuns em orelhas de cées infectados por leishmania,
histologicamente falando, em um estudo feito por Figueiredo (2010), foram alteracdes
degenerativas nas células epidérmicas basais e em células dos foliculos pilosos, quadros de
dermatite cronica em cées sintomaticos e assintomaticos, hiperceratose, acantose, paraceratose,
papilomatose, espongiose, vacuolizacdo das células epidérmicas e em menor nimero necrose
intersticial e lesbes ulcerativas. Ja foi relatado, de forma menos comum, quadros de dermatite
perigladular, dermatite liquendide, nodular ou pustular intraepidérmica, paniculite lobular e
foliculite supurativa (SOLANO-GALLEGO et al., 2004). No que diz respeito a reagédo
inflamatdria, a predominancia foi de infiltrado celular no intersticio composto por macréfagos,
plasmacitos e linfocitos, apresentando se de forma difusa na derme superficial e de forma focal
ao redor de vasos, glandulas e foliculos pilosos (FIGUEIREDO, 2010).

Aspectos fisiopatoldgicos da doenga renal em cées com Leishmaniose
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A leishmaniose canina pode envolver qualquer 6rgédo e tecido, e quando se refere a
deposicdo de imunocomplexos, 0s rins sdo os 6rgdos mais afetados. O envolvimento renal,
intersticial e/ou glomerular é bem conhecido em infec¢bes causadas por leishmania, sendo a
insuficiéncia renal a principal causa de morte desses animais infectados (SOLANO-GALEGO
etal., 2011; TORRES et al., 2013).

A formacédo de imunocomplexos esta associada a ativacdo policlonal de linfécitos B e
producdo excessiva de anticorpos, decorrente da resposta imune humoral decorrente da infec¢éo
por leishmania (SOLANO-GALEGO et al., 2011; KOUTINAS & KOUTINAS, 2014), quando
estes séo produzidos de forma exacerbada, acabam por gerar doenga (DAY, 2007).

Os rins sdo Orgdos afetados em todos os animais com leishmaniose, sejam eles
sintomaticos ou assintomatico, onde muitas vezes a demonstracdo clinica estd somente em
alteracdes renais (COSTA et al., 2003). Apdés a grande producdo de anticorpos e
imunocomplexos, estes se depositam em varios tecidos e érgdos, dando origem a processos
inflamatorios como poliartrite, glomerulonefrite e uveite (KOUTINAS & KOUTINAS, 2014).
Nas glomerulonefrites, ha dilatacdo da membrana basal glomerular nos rins e consequente
perda de proteinas pela urina (COSTA et al., 2003). Dessa forma, a filtracdo glomerular fica
comprometida, podendo chegar a perder 75% dos seus néfrons, com o avanco da doenca,
resultando em sinais como anorexia, polidipsia e politria (SOLANO-GALEGO et al., 2011;
KOUTINAS & KOUTINAS, 2014).

De acordo com alguns estudos, os achados histopatologicos mais encontrados foram,
glomerulonefrite proliferativas e membranoproliferativa cronica, nefrite intersticial, infiltracdo
de leucdcitos nos lumens capilares, degeneracdo e necrose tubular, edema intersticial, nefrite
intersticial, hipertrofia e fibrose tubular (COSTA et al., 2003).

Uso de drogas leishmaniostaticas e imunoterapia como tratamento da leishmaniose

No Brasil, o tratamento para a leishmaniose visceral canina com produtos de uso
humano, de acordo com a portaria interministerial n° 1.426 de 11/07/2008, é proibido, porém
de acordo com a nota técnica conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, o medicamento Miltefosina
(MilteforanTM, Virbac) foi licenciado, sendo permitido o uso do mesmo para o tratamento da
leishmaniose canina. No entanto, o custo desse medicamento tem se tornado oneroso para
alguns tutores, dificultando assim o acesso ao mesmo, dessa forma a sociedade vem buscando
alternativas para solucionar a doenga nos seus animais (NOLI & AUXILIA, 2005).

Na Europa, diferentes tipos de protocolos sdo utilizados no tratamento da leishmaniose

visceral canina, utilizando drogas como antimonial pentavalente, anfotericina B, sulfato de
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aminosidina, alopurinol, pentamidina, marbofloxacina e metronidazol, isoladamente ou em
combinacdo, cuja escolha do medicamento depende do estado clinico-patologico do animal
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; PEREIRA, 2017; RIBEIRO et al., 2018).

O Alopurinol é um farmaco classificado como leishmaniostatico, no tratamento da LV
em cées, sendo assim muito utilizado nos protocolos de tratamento da leishmaniose (RIBEIRO,
2018), ele interrompe a sintese proteica do parasito, resultando na inibigdo da sua multiplicacéo
e na morte (JERICO et al., 2015). Esse medicamento tem apresentado uma boa aceitacdo por
possuir baixo custo, além da facilidade de acesso a compra e administracdo ao animal (NOLI
& AUXILIA, 2005).

A imunoterapia se concentra na inducdo de resposta imune efetiva para controlar
rapidamente a doenca (AKBARI et al., 2021). Nascimento et al. (2020) demonstrou a eficacia
no uso associado de vacinas de segunda geracdo com adjuvantes e alopurinol, apresentando
melhora clinica mesmo apds a conclusdo do tratamento e em relacdo a carga parasitaria, a
monoterapia com alopurinol apresentou uma reducdo transitéria quando comparado com a
associacdo com imunizantes, produzindo uma eliminacao de parasitas mais sustentada, além de
apresentar potenciais na reducdo da transmissao da leishmaniose pelo reservatorio canino em
regides endémicas. Vieira & Figueiredo (2021) avaliaram o tratamento de cées utilizando
associacdo de Alopurinol, Domperidona onde foi constatado que todos os animais sofreram
recidiva da infeccdo apds o término do tratamento. Ademais, pesquisas avaliaram a utilizacdo
de vacinas quiméricas com sistemas adjuvantes, apresentando reducdo da carga parasitaria
esplénica em camundongos infectados, sendo necessario mais estudos para comprovar sua
eficacia (OSTOLIN et al., 2021).

Os tratamentos da Leishmaniose canina precisam ser capazes de promover uma reducao
significativa da carga parasitaria dos animais a ponto de torna-se indetectavel nos testes
diagnosticos e perdurarem apds o término do tratamento empregado para se dizer eficaz. A
diminuicdo dessa carga parasitaria € importante devido a LVC ser uma zoonose e ser
considerada um grande problema de satde publica e mostra-se em expansdo para zona urbana

(JERICO, 2015).

CONCLUSAO
Diante do exposto, nota-se que a orelha de cées € um orgdo alvo importante na infeccéo

e patogenia da Leishmaniose, apresentando diferentes alteracbes macroscopicas e

microscopicas relevantes que podem ser indicativos da doenca.
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Os rins mostram-se como 6rgdos importantes na avaliacdo clinica de um animal com
Leishmaniose, por ser considerado o 6rgdo com maior risco de agravamento, causa mortis e
determinacéo do tratamento de escolha em animais positivos.

Os tratamentos demonstrados em pesquisas com drogas leishmaniostaticas e
imunoquimioterapia mostram-se eficazes em relacdo a carga parasitaria e consequentemente
sintomatologias clinicas, porém ainda necessitam de estudos que demonstrem as caracteristicas
microscopicas desses Orgdos apos esses protocolos de tratamento, buscando investigar
alteracdes causadas pelas drogas ou permanéncia de alteracfes patoldgicas devido a infecgéo,
para que assim possamos entender algumas sequelas causadas nesses 6rgdos alvo e poder

realizar ajustes nos protocolos de tratamento.
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OBJETIVO

Objetivo geral:

e Realizar estudo histopatologico da pele de orelha e rim de cées infectados naturalmente
por Leishmania infantum submetidos a protocolo de tratamento.

Obijetivos especificos:

e Analisar a histologia do rim dos animais de forma qualitativa empregando a microscopia
Optica

e Analisar a histologia da pele da orelha dos animais de forma qualitativa empregando a
microscopia optica

o Identificar e avaliar a predominancia de processos inflamatorios

o Identificar processos patoldgicos nos rins dos animais ndo tratados e tratados

e Avaliar a evolugdo da pele e rim dos animais ap6s protocolo de tratamento
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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca de curso cronico, de carater zoonotico e endémica em
diversos paises, sendo o Brasil o maior responsavel pelo nimero de casos notificados. A pele é
a porta de entrada e reservatdrio dos parasitas em cées infectados sadios e doentes. O objetivo
desse trabalho foi analisar e comparar histologicamente a pele da orelha de cées infectados
naturalmente por Leishmania infantum no qual foram divididos em 4 grupos de 6 animais cada,
onde o grupo 1 ndo foi tratado, o grupo 2 foi tratado com alopurinol via oral em monoterapia,
o0 grupo 3 foram imunizados por injecdes subcutaneas com a formulacdo Leish-F2 + SLA-SE,
6 doses, mais o0 alopurinol na dose de 20 mg/kg, 1x ao dia, durante 90 dias e 0 grupo 4 que
foram imunizados por injecdes subcutaneas com a formulacdo Leish-F2 + SLA-IMQ-SE, 6
doses, mais o alopurinol na dose de 20 mg/kg, 1x ao dia, durante 90 dias. Ap0s a eutanasia, aos
360 dias, foi feito a coleta da pele para a analise histopatoldgica. Foi observado um infiltrado
linfohistioplasmocitario em todos os cées dos dois grupos, com graus de intensidade diferentes,
variando de discreto a intenso, com predominio da regido Perifolicular e Periglandular,
apresentando como lesdo ndo inflamatdria, Espongiose, Hiperqueratose paraqueratotica,
Hiperplasia epidérmica, Papilomatose e Hemangioma. A partir da analise histopatologica pode-
se notar que 0s animais néo tratados apresentaram graus de inflamacao mais intenso, bem como
alteracdes nao inflamatorias ndo vista em animais que receberam algum tipo de tratamento.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease with a chronic course, zoonotic and endemic in several countries,
with Brazil being the main responsible for the number of reported cases. The skin is the port of
entry and reservoir for parasites in healthy and sick infected dogs. The aim of this study was to
histologically analyze and compare the ear skin of dogs naturally infected by Leishmania
infantum in which they were divided into 4 groups of 6 animals each, where group 1 was not
treated, group 2 was treated with oral allopurinol in monotherapy, group 3 were immunized by
subcutaneous injections with the formulation Leish-F2 + SLA-SE, 6 doses, plus allopurinol at
a dose of 20 mg/kg, 1x a day, for 90 days and group 4 who were immunized by subcutaneous
injections with the formulation Leish-F2 + SLA-IMQ-SE, 6 doses, plus allopurinol at a dose of
20 mg/kg, 1x a day, for 90 days. After euthanasia, at 360 days, the skin was collected for
histopathological analysis. A lymphohistioplasmacytic infiltrate was observed in all dogs of
both groups, with different degrees of intensity, ranging from mild to intense, with a
predominance of the Perifollicular and Periglandular region, presenting as a non-inflammatory
lesion, Spongiosis, Parakeratotic Hyperkeratosis, Epidermal Hyperplasia, Papillomatosis and
Hemangioma. From the histopathological analysis it can be noted that the untreated animals
showed more intense degrees of inflammation, as well as non-inflammatory changes not seen
in animals that received some type of treatment.

Palavras-chave: patologias, leishmaniose, tratamentos
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca de curso crénico, que constitui um grave problema de saude
publica mundial, especialmente em regides tropicais e subtropicais. Endémica em 27 paises
europeus e em 12 paises das Américas, sendo o Brasil responsavel pelo maior nimero de casos
notificados, tendo como agente etioldgico, protozoarios intracelulares do género Leishmania
(TORRES-GUERRERO et al., 2017; OPAS/OMS, 2020). A transmissdo se da através da
picada da fémea infectada de um flebotominio do género Lutzomyia. (OPAS/OMS, 2020). Os
caes, Canis lupus familiares, sdo considerados o principal reservatorio e elo no ciclo doméstico
da doenga (MARZOCHI et al., 1985; TRAVI, 2014).) em virtude da alta carga parasitaria na
pele, principalmente nas regibes de orelha e espelho nasal. Mesmo na auséncia de
sintomatologia clinica (DEANE, 1955; MOURA et al., 2008), esses caes assintomaticos podem
ser tdo infectantes para o vetor como cdes sintomaticos (GUARGA et al, 2000; LAURENTI et
al, 2013), dessa forma a infecgdo do inseto vetor e por consequéncia a transmisséo para o
homem é favorecida (MOURA et al., 2008; FIGUEIREDO, 2012).

A pele € considerada a porta de entrada e 0o maior reservatério de parasitas, tanto em cées
infectados sadios como em animais doentes (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; SOLANO-
GALLEGO et al., 2004). Corresponde a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos,
injurias fisicas e quimicas (KEMP et al, 1997). Ela é formada por epiderme, derme e hipoderme,
sendo as duas primeiras camadas relacionadas com a resposta imunoldgica e manutencao da
homeostase cutanea, por meio de uma variedade de células imunes especializadas e mediadores
pré-inflamatérios. (NESTLE et al., 2009; BELKAID & TAMOUTOUNOUR, 2016). As
orelhas dos cdes aparecem como o principal sitio cutaneo de infeccéo, provavelmente, por
serem areas com maior exposicdo e facilidade de acesso do vetor para inoculacdo do parasita
(XAVIER et al., 2006; TRAVI et al., 2014).

No que diz respeito ao parasitismo cutdneo e a correlacdo com aspectos histologicos da pele,
alguns estudos mostram que na grande parte dos casos onde ha presenca de intenso parasitismo
na derme, ndo sdo observados processos inflamatorios, embora ha relatos que expressam
correlagéo direta. (TORRES-GUERRERO et al., 2017) Isso demonstra que a resposta ao
parasito esta diretamente ligada a resposta imune do hospedeiro frente a infec¢do, uma vez que
alguns animais se apresentam assintomaticos, mas com uma alta carga parasitaria, enquanto
outros podem apresentar uma carga parasitaria menor, mas com lesdes clinicas evidentes
(FIGUEIREDO, 2009; ROSSI, 2013; TORRES-GUERRERO et al., 2017).
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A imunoterapia se concentra na indugdo de resposta imune efetiva para controlar rapidamente
a doenca (AKBARI et al., 2021). Nascimento et al. (2020) demonstrou a eficicia no uso
associado de vacinas de segunda geracdo com adjuvantes e Alopurinol, apresentando melhora
clinica mesmo apos a conclusao do tratamento.

O Alopurinol é um farmaco utilizado na terapia LV em cdes devido a sua acdo
leishmaniostatico, (AMUSATEGUI, 1998; RIBEIRO, 2007), ele interrompe a sintese proteica
do parasito, resultando na inibicao da sua multiplicacio e na morte (JERICO et al., 2015). Esse
medicamento tem apresentado uma boa aceitacdo por possuir baixo custo, além da facilidade
de acesso a compra e administracdo ao animal. (CAVALIEIRO et al., 1999; NOLI; AUXILIA,
2005). Logo, o presente estudo visa analisar e comparar amostras de pele de orelha de caes

naturalmente infectados com Leishmania infantum. e submetidos a protocolo de tratamento.

MATERIAIS E METODOS

Etica:

Esta pesquisa seguiu os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
experimentacdo animal, foi aprovado e registrado no Comité de Etica no Uso de Animais -
CEUA da Universidade Federal do Piaui com protocolo n°® 093/15.

Populacao de estudo:

A pesquisa foi realizada inicialmente no Canil de experimentacdo animal do Centro de Ciéncias
Agrérias, e foi dada continuidade no Laboratdrio de Morfologia, Centro de Ciéncias da Salde,
da Universidade Federal do Piaui. Foram utilizados 24 animais naturalmente infectados por
Leishmania infantum e obtidos através da Geréncia de Zoonoses, da Fundacdo Municipal de
Saude. Os canideos eram adultos, machos e fémeas, com idades desconhecidas, com ou sem
raca definida e peso variavel. Os animais incluidos na pesquisa, foram cées submetidos a testes
parasitologico, com aspirados de linfonodo, pele e/ou medula 6ssea, com resultado positivo.
N&o foram incluidos no estudo animais soro-reagentes diagnosticados por testes sorologicos
rapido para Ehrlichia canis (Alere Erliquiose Ac test KIT®) e cinomose canina (Alere
Cinomose Ag test kit ®, Sado Paulo, Brasil). N&o tendo outras patologias ou nenhuma
adversidade que impeca a forma oral de tratamento e coleta de amostra, os animais foram
microchipados (AnimallTag) para identificacdo, além de receberem vermifugacdo (Dauverm
Plus, Vansil®) e vacina contra outras viroses de rotina (Vanguard HTLP 5/CV-L; Pfizer Animal
Health, New York, USA) (Nascimento et al., 2020).
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Grupos experimentais:

Os 24 caes selecionados foram divididos em 4 grupos experimentais. Grupo |: composto de 6
caes gque ndo receberam medicacao; Grupo Il: composto de 6 cédes que receberam o Alopurinol
em monoterapia por via oral na dose 20 mg/Kg, 1x ao dia, durante 90 dias; Grupo I1l: composto
de 6 cées que foram imunizados por inje¢des subcutaneas com a formulagéo Leish-F2 + SLA-
SE (20 pg cada), 6 doses, com intervalo de 3 semanas mais o Alopurinol na dose de 20 mg/kg,
1x ao dia, durante 90 dias e o Grupo IV: composto de 6 cdes que foram imunizados por inje¢oes
subcutaneas com a formulagédo Leish-F2 + SLA-IMQ-SE (20 pg cada), 6 doses, com intervalo
de 3 semanas mais o alopurinol na dose de 20 mg/kg, 1x ao dia, durante 90 dias (Nascimento
et al., 2020).

Avaliacdo clinica dos animais:

Os animais foram avaliados clinicamente por 3 médicos veterinarios, considerando sinais
sistémicos, alteragdes cutaneas e oculares atribuiveis a infec¢do por Leishmania (Nascimento

et al., 2020). As avaliacdes foram feitas nos dias zero, 63, 180 e 360.

Coleta de amostra:

Os animais foram acompanhados clinicamente por 360 dias e ao final do periodo de
monitoramento, todos os cédes foram sedados por injecdo intravenosa de cloridrato de xilazina
(1 mg / kg) (Xilazin®, Syntec, Brasil) e cloridrato de cetamina (10 mg / kg) (Cetamin®, Syntec,
Brasil) e, ap6s10 min, o anestésico geral tiopental de sddio 2,5% foi administrado por via
intravenosa na dose de 0,5 mL / kg. Ao atingir o plano anestésico adequado, foi administrado
0 T-61® (Hoechst Roussel Vet), e a morte foi confirmada pela auséncia de batimento cardiaco
e frequéncia respiratoria (Nascimento et al., 2020) Entdo, realizou-se uma incisdo no terco
superior da orelha, coletando uma parte do tecido higido e outro da lesdo, caso houvesse.
Outrossim foram colhidos fragmentos do rim de cada animal. As amostras foram imersas em
solugédo tamponada de formaldeido a 10%para fixacdo, pH 7,6, em um volume quarenta vezes

maior que o volume das amostras, por 48 h.

Histopatologia:
Apos a fixacdo, as amostras biologicas foram encaminhadas ao Laboratorio de Pesquisa em
Ciéncias Morfologicas, pertencente ao Departamento de Morfologia-UFPI, e submetidas a

processamento histologico, obtendo se¢des de 5 um de espessura e coradas com Hematoxilina-
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Eosina (HE) (Fonseca et al., 2017). As andlises dos cortes histolégicos foram realizadas sob
microscopio Optico para avaliacdo das alteragdes apresentadas.
Anélise estatistica:

Os dados foram analisados descritivamente e as alteracdes clinicas expressas em

(porcentagem/média)

RESULTADOS

Lesdes ulcerativas em regido de focinho foram observadas em 4/6 (66,6%) animais do
grupo | (animais infectados ndo tratados) sendo a mais prevalente e apenas 1/6 (16,6%) animal
apresentou lesdo em ponta de orelha. Quanto aos animais do grupo Il (animais tratados com
Alopurinol) 2/6 (33,3%) apresentaram lesao ulcerativa em focinho ap0s o tratamento e apenas
1 (16,6%) animal apresentou lesdo em orelha. Nos grupos Il e IV as lesdes em orelha foram
mais prevalentes 2/6 (33,33%), sendo vistas mesmo ao final dos tratamentos (Gréfico 1).

ALTERAGCOES MACROCOPICAS DE PELE

B FOCINHO mPONTA DE ORELHA

ALOPURINOL + LEISH-F2+SLA/IMQ-SE
ALOPURINOL + LEISH-F2+SLA/SE
ALOPURINOL

INFECTADO

Gréafico 1 — Prevaléncia das alteragdes macroscopicas de pele por grupo.

Apos andlise histopatoldgica, observou-se que a dermatite crénica foi a alteragdo mais frequente
entre todos os animais avaliados (grupos de animais ndo tratados e animais tratados), sendo que
apenas 6 animais dos 24 cdes apresentavam lesdo macroscopica em regido de orelha. A reacdo
inflamatdria foi caracterizada por infiltrado celular no intersticio composto principalmente por
macrofagos, plasmaocitos, linfocitos e células gigante multinucleada, (figura 1) que variava de
discreta a intensa. Em geral, foi difuso na derme superficial e focal ao redor de vasos, glandulas

e foliculos pilosos na derme profunda (figura 2).



23

Figura 1 — A: Processo inflamatério linfohistioplasmocitario. HE 80um. B: Processo inflamatorio com presenca

de neutrdfilos (seta preta) plasmadcitos (seta branca) e células gigante multinucleada (cabega de seta). HE 80um.

Figura 2 — Corte histologico da pele de orelha de um cédo naturalmente infectado por Leishmania infantum nao

tratados. Observar processo inflamatério linfohistioplasmocitario moderado perianexial. HE 50um.

Com frequéncia observou-se macrofagos epitelidides, sem parasitos, no infiltrado celular. Com
excecdo de um animal do grupo 2, em que foi visualizado forma amastigota de Leishmania

infantum ao final de um foliculo piloso (figura 3A).
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Figura 3 — A- G2 Corte histoldgico da pele de orelha de um cdo naturalmente infectado por Leishmania infatum
e tratado com Alopurinol. Observar reacdo inflamatoria difusa em derme superficial (UD) e focal discreta
perifolicular, com presenca de forma amastigota (seta) ao final do foliculo. DD significa derme profunda, P
significa Pelo, BV significa vaso sanguineo. HE. 500pum. B- G1 Observar reacdo inflamatdria difusa em derme
superficial (UD) e focal moderada ao redor de glandula sebacea (SG), com presenca de hiperqueratose
paraqueratética (seta). DD significa derme profunda, CT significa tecido cartilaginoso. HE 500um. C- G3 Corte
histoldgico da pele de orelha de céo tratado com Leish —F2 SLA —SE. Notar processo inflamatdrio difuso ao redor
dos anexos. (asteriscos) HE. 50um. D- G4 Corte histologico da pele de orelha de céo tratado com Leish —F2 SLA
—IMQ. Presenca de proliferacdo benigna de vasos sanguineos caracterizada como Hemangioma. HE/50um.

O grupo | além das alteracbes inflamatdrias apresentou alteracdes morfolégicas como:
hiperceratose paraqueratética 1/6 (16,6%) (figura 3B), papilomatosel/6 (16,6%), hiperplasia
epidérmica 1/6 (16,6%) e espongiose 3/6 (50%) em células epidérmicas basais e foliculo piloso.
Ja o grupo Il teve predominio de espongiose 4/6 (66,6%) em células epidérmicas basais e

foliculo piloso, seguido de hiperplasia de epiderme 3/6 (50%), no grupo trés metade dos
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animais também apresentaram hiperplasia de epiderme 3/6 (50%), e no grupo IV metade dos
animais 3/6 (50%) apresentardo quadros de espongiose (figura 2). Assim todos 0s animais
apresentaram processos inflamatorio, variando apenas a intensidade e cada animal apresentou

mais de uma alteracéo.

W HIPERQUERATOSE M PAPILOMATOSE HIPERPLASIA DE EPIDERME
ESPONGIOSE B P. INFLAMATORIO DISCRETO ~ m P. INFLAMATORIO MODERADO
m P. INFLAMATORIO INTENSO ® HEMANGIOMA

66,67%

00%

50,00%
50,00%
50,00%
50,00%
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INFECTADO ALOPURINOL ALOPURINOL + LEISH- ALOPURINOL + LEISH-
F2+SLA/SE F2+SLA/IMQ-SE

Gréafico 2 — AlteracGes histopatoldgicas inflamatoéria e ndo inflamatdria presentes na
pele da orelha de cdes infectados naturalmente com Leishmania Infantum, submetidos a

protocolo de tratamento.

DISCUSSAO
A pele € considerada a porta de entrada e 0 maior reservatério de parasitas, tanto em cées
infectados sadios como em animais doentes (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; SOLANO-
GALLEGO et al., 2004). Segundo Solano - Gallego, 2004 entre as alteracfes macroscopicas de
pele mais prevalentes, estdo lesdes ulcerativas e dermatite esfoliativa, 0 que corrobora com o
presente estudo, onde as lesdes ulcerativas em regido de focinho foram predominantes em
ambos os grupos. Esse estudo objetivou analisar as alteracdes histopatoldgicas da pele de orelha
de cdes naturalmente infectados por leishmania infantum, por ser considerado um dos principais
alvos de infeccdo (TRAVI et. al., 2001; Xavier et. al., 2006), embora as regides coletadas ndo

apresentassem sintomatologia clinica evidente, Xavier et. al., 2008 e Solano — Galeno et. al.,
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2001, demonstram a presenca de alteracbes microscopicas e parasitismo tecidual em animais
assintomaticos, reforcando a importéncia desses animais no ciclo de transmiss&o.

O padrao inflamatério do tipo crénico com predominio de macrofagos/ histidcitos, plasmaocitos
e linfocitos relatado nesse estudo, foi 0 mesmo encontrado por outros autores (FIGUEIREDO,
2009; Gonzélez et al. 2018; Sandoval et al.2021). A presenca desse tipo de reacdo inflamatoria
pode estar ligada a presenca ou destruicdo do parasita, mesmo com auséncia de leséo
macroscopica aparente (ESTERRE et al. 1991; SANTOS et al. 2004). Alguns pesquisadores
relatam que a formacdo de um granuloma esta diretamente ligada pela indugdo do
microrganismo e corresponde a varios nicleos de macrofagos fusionados, parasitados e rodeado
por células mononucleares (MURRAY, 2011), porém no presente estudo nao foi observado
presenca de parasita em células gigantes multinucleadas. A regido onde o infiltrado encontrava-
se de forma moderada a intensa foi ao redor de glandulas e foliculo piloso, o que corrobora com
0 descrito na literatura (QUEIROZ et al. 2011; CAMARGOS, 2015)

O Alopurinol é um farmaco com agdo leishmaniostatica utilizado no tratamento da LV em cées
(AMUSATEGUI, 1998; RIBEIRO, 2007), ele interrompe a sintese proteica do parasito,
resultando na inibicdo da sua multiplicacdo e na morte (Jerico et al., 2015). Nascimento em sua
tese analisou por PCR a carga parasitaria da medula dssea e da pele dos animais infectados
naturalmente por Leishmania infatum e tratados com allopurinol em monoterapia e observou-
se que com o fim do tratamento até os 360 dias, a carga parasitaria desses animais voltou a subir
(NASCIMENTO, 2019), isso justifica o processo inflamatério crénico encontrado na pele da
orelha desses animais, bem como a visualizacéo de forma amastigota de Leishmania infantum,
uma vez que o alopurinol inibe a multiplicacdo do parasito, estando susceptivel ao aumento da
carga  parasitaria  com a  descontinuidade do  tratamento = (DENEROLLE;
BOURDOISEAU,1999; CAVALIERO et al., 1999).

Os imunoquioterapicos sdo utilizados com o intuito de promover uma resposta imune mais
efetiva (AKBARI et al., 2021), e segundo estudos feitos por NASCIMENTO, 2019, sdo
eficientes quando se fala em reducéo de carga parasitaria e sintomatologia clinica, porém nesse
estudo viu-se que o0s animais mesmo tratados com imunoquimioterapicos podem voltar
desenvolver processos inflamatorios cronicos, o que poderia sugerir um grau de reinfeccdo
desses animais.

A alteracdo nédo inflamatoria mais vista nesse estudo foi a espongiose, seguido por hiperplasia
epidérmica. A espongiose é caracterizada pelo edema intercelular e pode estar correlacionada
com o prurido gerado pela picada de inseto e consequente processo inflamatério gerado na

regido, dessa forma com a injuria causada pelo processo mecénico do prurido, aliado ao
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processo inflamatorio desencadeado, o aumento da camada epidérmica pode acontecer
(BARROS, 2011; CONCEICAO et al., 2016; VASCONCELOS et al, 2017).

CONCLUSAO
A partir da analise histopatoldgica pdde-se notar que os animais ndo tratados apresentaram
graus de inflamacdo mais intenso, bem como altera¢6es nao inflamatdrias ndo vista em animais
que receberam algum tipo de tratamento. Outrossim, os animais dos grupos I, 111, IV mesmo
realizando tratamentos, continuaram a desenvolver processos inflamatérios, mesmo néo

apresentando sintomatologia clinica.
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CAPITULO Il

Histopatologia renal de cées infectados naturalmente com Leishmania infantum e
submetidos a protocolo de tratamento

Renal histopathology of dogs naturally infected with Leishmania infantum and
submitted to a treatment protocol
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RESUMO

O presente trabalho objetivou analisar e comparar histologicamente o rim de cées
infectados naturalmente por Leishmania infantum no qual foram divididos em 4 grupos de 6
animais cada, onde o grupo 1 ndo foi tratado, o grupo 2 foi tratado com alopurinol via oral em
monoterapia, o grupo 3 foram imunizados por inje¢fes subcutaneas com a formulagéo Leish-
F2 + SLA-SE, 6 doses, mais o alopurinol na dose de 20 mg/kg, 1x ao dia, durante 90 dias e 0
grupo 4 que foram imunizados por injecBes subcutaneas com a formulagéo Leish-F2 + SLA-
IMQ-SE, 6 doses, mais o alopurinol na dose de 20 mg/kg, 1x ao dia, durante 90 dias. Apds a
eutanasia, aos 360 dias, foi feito a coleta do rim para a analise histopatolégica. Apds analise
histopatoldgica, observou-se que a Glomurulonefrite Membranoproliferativa foi a alteracéo
glomerular mais frequente, seguida por Nefrite tubulointersticial, no qual esses processos
inflamatorios se caracterizavam por um infiltrado inflamatério do tipo linfoplasmocitario em
regido do intersticio e tubulos. Concluindo dessa forma que a Leishmaniose leva ao quadro de
doenca renal cronica e mesmo apds a reducdo da carga parasitria com os tratamentos
propostos, as lesbes renais perduraram.

Palavras- chave: alteracOes estruturais, doenca renal, leishmaniose, alopurinol, vacinas

SUMMARY

The present study aimed to histologically analyze and compare the kidneys of dogs
naturally infected by Leishmania infantum in which they were divided into 4 groups of
6 animals each, where group 1 was not treated, group 2 was treated with oral
allopurinol in monotherapy, the group 3 were immunized by subcutaneous injections
with the formulation Leish-F2 + SLA-SE, 6 doses, plus allopurinol at a dose of 20
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mg/kg, 1x a day, for 90 days and group 4 who were immunized by subcutaneous
injections with the Leish-F2 + SLA-IMQ-SE formulation, 6 doses, plus allopurinol at a
dose of 20 mg/kg, 1x a day, for 90 days. After euthanasia, at 360 days, the kidney was
collected for histopathological analysis. After histopathological analysis, it was
observed that Membranoproliferative Glomurulonephritis was the most frequent
glomerular alteration, followed by Tubulointerstitial Nephritis, in which these
inflammatory processes were characterized by an inflammatory infiltrate of the
lymphoplasmocytic type in the interstitium and tubules. Concluding in this way that
Leishmaniasis leads to chronic kidney disease and even after reducing the parasitic
load with the proposed treatments, the kidney lesions persisted.

Keywords: structural changes, kidney disease, leishmaniasis, allopurinol, vaccines

INTRODUCAO
A leishmaniose € uma zoonose causada por protozoarios do género Leishmania, afetando
principalmente canideos silvestres e domésticos (OPAS/OMS, 2020). Suas formas clinicas séo
variaveis, dependendo da resposta imune do hospedeiro e da cepa do parasita, caracterizando-
se frequentemente pelo desenvolvimento de lesdes na pele de animais infectados com
acometimento visceral nas formas graves da doenca (SILVA, 2007). O acometimento renal é a
principal causa de morte de cdes com LV, onde as manifestacfes neste érgdo podem variar
desde de uma sindrome nefrética com leve proteinuria, até uma total parada renal (TORRES et
al., 2017). Sendo imprescindivel a avaliacdo da funcdo renal como forma de diagnéstico
precoce, permitindo prolongamento da vida de cies em regifes endémicas (CAMARA, 2017).
Os rins sd@o um dos principais 6rgdos que mais sofrem com a deposicdo de imunocomplexos,
dessa forma, os mecanismos de lesdo relacionados a resposta inflamatoria de carater crénico
sdo determinantes na evidenciacdo de sintomatologia clinica da doenca renal (SOLANO-
GALEGO et al., 2011). A alta producdo de anticorpos facilita a formacdo de complexos
antigeno-anticorpo que invadem a circulaco sistémica e se depositam na microvasculatura de
varios tecidos e 6rgéos, dando origem aos processos inflamatdrios descritos na Leishmaniose,
como vasculite em extremidades corporais e pele, poliartrite e glomerulonefrite (KOUTINAS
E KOUTINAS, 2014). A deposicdo de imunocomplexos e posterior espessamento da
membrana basal glomerular resultam em perda de proteinas por meio da urina, o qual é uma
consequéncia do desenvolvimento de glomerulonefrites (COSTA et al., 2003; PLEVRAKI et
al., 2006). Desencadeando uma filtracdo glomerular deficiente e, no decorrer do tempo, alguns

glomérulos deixam de funcionar (AREZU et al., 2010).
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O Alopurinol € uma droga leishmaniostatica, e se mostra como um bom aliado no tratamento
da leishmaniose canina, uma vez que é de facil acesso, baixo custo e geralmente resulta em
remissdo progressiva dos sinais clinicos e baixa na carga parasitaria (RIBEIRO, 2018). No céo,
efeitos adversos como xantinuria e formacdo de urdlitos sdo incomuns (BANETH, 2002) e
estudos demonstram que animais tratados com Alopurinol, mesmo apresentando ja um quadro
de proteindria, ndo sofrem piora e muitas vezes até regularizam a funcéo renal (KOUTINAS
2001; PLEVRAKI et al., 2006).

O tratamento com Alopurinol também tem sido utilizado de combinada (KOUTINAS
2001). A imunoterapia se concentra na indugdo de resposta imune efetiva para controlar
rapidamente a doenca (AKBARI et al., 2021). Nascimento et al. (2020) demonstrou a eficacia
no uso associado de vacinas de segunda geracdo com adjuvantes e alopurinol, apresentando
melhora clinica mesmo apo6s a conclusdo do tratamento. Diante da importancia clinica da
Leishmaniose e 0s avancos no tratamento, propde-se analisar e comparar histologicamente o
rim de cées infectados naturalmente por Leishmania infantum e tratados com Alopurinol e

imunoterapia.

MATERIAIS E METODOS

Etica:

Esta pesquisa seguiu 0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
experimentacdo animal, foi aprovado e registrado no Comité de Etica no Uso de Animais -
CEUA da Universidade Federal do Piaui com protocolo n® 093/15.

Populacgéo de estudo:

A pesquisa foi realizada inicialmente no Canil de experimentacgdo animal do Centro de Ciéncias
Agrérias, e foi dada continuidade no Laboratdrio de Morfologia, Centro de Ciéncias da Saude,
da Universidade Federal do Piaui. Foram utilizados 24 animais naturalmente infectados por
leishmania infantum e obtidos através da Geréncia de Zoonoses, da Fundagdo Municipal de
Saude. Os canideos eram adultos, machos e fémeas, com idades desconhecidas, com ou sem
raca definida e peso variavel. Os animais incluidos na pesquisa, foram cdes submetidos a testes
parasitologico, com aspirados de linfonodo, pele e/ou medula éssea, com resultado positivo.
Foram desprezados animais soro-reagentes diagnosticados por testes sorolégicos rapido para

Ehrlichia canis (Alere Erliquiose Ac test KIT®) e cinomose canina (Alere Cinomose Ag test
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kit ®, Sdo Paulo, Brasil). N&o tendo outras patologias ou nenhuma adversidade que impeca a
forma oral de tratamento e coleta de amostra, os animais foram microchipados (AnimallTag)
para identificacdo, além de receberem vermifugacdo (Dauverm Plus, Vansil®) e vacina contra
outras viroses de rotina (Vanguard HTLP 5/CV-L; Pfizer Animal Health, New York, USA)
(Nascimento et al., 2020).

Grupos experimentais:

Os 24 caes selecionados foram divididos em 4 grupos experimentais. Grupo |: composto de 6
caes que nédo receberam medicacdo; Grupo Il: composto de 6 cées que receberam o Alopurinol
em monoterapia por via oral na dose 20 mg/Kg, 1x ao dia, durante 90 dias; Grupo I1l: composto
de 6 cdes que foram imunizados por injecdes subcutaneas com a formulacao Leish-F2 + SLA-
SE (20 pg cada), 6 doses, com intervalo de 3 semanas mais o Alopurinol na dose de 20 mg/kg,
1x ao dia, durante 90 dias e o Grupo IV: composto de 6 cdes que foram imunizados por inje¢des
subcutaneas com a formulagdo Leish-F2 + SLA-IMQ-SE (20 pg cada), 6 doses, com intervalo
de 3 semanas mais o alopurinol na dose de 20 mg/kg, 1x ao dia, durante 90 dias. (Nascimento
et al., 2020).

Avaliagdo clinica dos animais:
Os animais foram avaliados clinicamente por 3 médicos veterinarios, considerando sinais
sistémicos, alteracbes cutaneas e oculares atribuiveis a Infeccdo por Leishmania (Nascimento

et al., 2020). As avaliacdes foram feitas nos dias zero, 63, 180 e 360.

Coleta de amostra:

Os animais foram acompanhados clinicamente por 360 dias e ao final do periodo de
monitoramento, todos os cdes foram sedados por injecdo intravenosa de cloridrato de xilazina
(1 mg / kg) (Xilazin®, Syntec, Brasil) e cloridrato de cetamina (10 mg / kg) (Cetamin®, Syntec,
Brasil) e, ap6s10 min, o anestesico geral tiopental de sodio 2,5% foi administrado por via
intravenosa na dose de 0,5 mL / kg. Ao atingir o plano anestésico adequado, foi administrado
0 T-61® (Hoechst Roussel Vet), e a morte foi confirmada pela auséncia de batimento cardiaco
e frequéncia respiratoria (Nascimento et al., 2020) Entdo, realizou-se uma incisdo no tergo
superior da orelha, coletando uma parte do tecido higido e outro da lesdo, caso houvesse.
Outrossim foram colhidos fragmentos do rim de cada animal. As amostras foram imersas em
solucéo tamponada de formaldeido a 10%para fixacéo, pH 7,6, em um volume quarenta vezes

maior que o volume das amostras, por 48 h.
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Histopatologia:

Apbs a fixacdo, as amostras bioldgicas foram encaminhadas ao Laboratério de Pesquisa em
Ciéncias Morfoldgicas, pertencente ao Departamento de Morfologia-UFPI, e submetidas a
processamento histolégico, obtendo se¢des de 5 um de espessura e coradas com Hematoxilina-
Eosina (HE) (Fonseca et al., 2017). As andlises dos cortes histolégicos foram realizadas sob

microscopio optico para avaliacdo das alteracdes apresentadas.

Andlise estatistica:
Os dados foram analisados descritivamente e as alteracBes clinicas expressas em

(porcentagem/média)

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteragdes renais podem ser divididas em glomerulares e tubulointersticiais. Quando se trata
de alteracdes glomerulares, no estudo realizado foi visto que o grupo I, no qual ndo recebeu
nenhum tratamento, apresentou predominancia de diminuicdo de tamanho dos glomérulos com
hialinizacdo, correspondendo assim ao diagnostico de gloméruloesclerose (5/6 — 83%). A
Glomeruloescrelose € vista como o estagio final da glomerulonefrite e caracteriza um quadro
de doenca renal cronica pela consistente deposicdo de imunocomplexos nos animais positivos
para Leishmaniose (GRAUER, 2005). Cianciolo et al., (2016), encontraram a
glomeruloesclerose como lesdo predominante em biopsia renal de cdes infectados com
Leishmania spp. corroborando com o presente estudo.

Mas quando se fala de lesdes mais prevalentes levando em consideragdo os grupos de animais
ndo tratados e tratados, a hipercelularidade nos glomérulos junto com o espessamento da
capsula de Bowman foi a lesdo mais vista, equivalendo assim ao diagnostico de
Glomerulonefrite Membranoproliferativa. No qual o grupo 1V (4/6 — 66%) (tabela 1) apresentou
0 maior numero de animais com esse tipo de lesdo glomerular. Outros autores também
encontraram esse tipo de alteracdo em maior nimero (BRAGA et al., 2015; CIANCIOLO et
al., 2016). CIANCIOLO et al., 2016, viu que a Glomerulonefrite Membranoproliferativa esta
associada a deposicdo de imunocomplexo em cées.

E quanto aos processos presentes em regido tubulo intersticial, notou-se que 16 dos 24 animais
apresentaram processo inflamatoério do tipo linfoplasmocitario, sendo o Grupo | compondo
100% dos animais com essa lesdo. Outras lesdes encontradas em menor nimero foram necrose

epitelial, cilindros hialinos, hialinose arteriolar e deposito de hemossiderina.
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Em geral os animais dos 4 grupos (nédo tratados e tratados) apresentaram algum tipo de leséo
renal, alguns apresentaram mais de um tipo de alteracdo, tanto glomerular, quanto
tubulointersticial.

E sabido que os rins sdo 6rgéos alvos na Leishmaniose canina quando se trata da deposicéo de
imunocomplexos (SOLANO-GALEGO et al., 2011). A persisténcia das lesdes nos grupos
tratados pode sugerir uma cronicidade da infec¢do no 6rgao, embora ao final do experimento a
carga parasitaria tenha se apresentado reduzida (NASCIMENTO, 2020). O uso de adjuvantes,
que possuem a capacidade de estimular receptores TRL4 e TRL7, que induzem uma ativagédo
do sistema imune, aumentando assim a produgdo de citocinas pré inflamatoria, podem ter
desencadeado uma resposta excessiva e consequente maior deposi¢do de imunocomplexos nos
rins dos animais tratados, justificando assim a persisténcia e piora das leses encontradas. O
tempo da infeccdo até o inicio do tratamento, e a gravidade do quadro clinico desses animais
sdo fatores que também podem influenciar na permanéncia dos danos e na funcionalidade dos
orgdos. Logo, a apresentacdo de sinais clinicos ainda frequentes no Grupo IV pode estar

relacionado a tais fatores.

Tabela 1: Diagndsticos histopatologicos mais prevalentes

Diagndésticos Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
histopatoldgicos N (%) N (%) N (%) N (%)
GN Membranoproliferativa 3/6 (50%) 3/6 (50%) 2/6 (33%) 4/6 (66%)
Glomeruloesclerose 5/6 (83%) 1/6 (16%) 2/6 (33%) 3/6 (66%)
GN Proliferativa 1/6 (16%) 3/6 (50%) 4/6 (66%) 0
GN Membranosa 0 0 0 2/6 (33%)
Amiloidose 0 2/6 (33%) 0 2/6 (33%)

Nefrite Tubulointesticial 6/6 (100%) 4/6 (66%) 2/6 (33%) 4/6 (66%)
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Figura 1 — A- G1 Observar nefrite intersticial e gloméruloesclerose. HE. 50um. B- G2 Observar glomerulonefrite
membranoproliferativa e discreta nefrite intersticial. HE 500um. C- G3 Notar glomerulonefrite proliferative e
moderada nefrite intersticial. HE. 50um. C- G4 Observar intensa nefrite intersticial e presenca de cilindros
hialianos. HE/50um.

CONCLUSAO

Concluindo dessa forma que a Leishmaniose leva ao quadro de doenca renal crénica e mesmo
apos a reducdo da carga parasitaria com os tratamentos propostos, as lesdes renais perduraram.
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