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RESUMO

ALVES, G. B. B. Soro-conversdo e avaliacdo das alteracbes renais em caes recem-
infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. 2011. 53f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Programa de Pds Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do
Piaui, Teresina, 2011.

Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose causada por protozoarios do género Leishmania,
sendo Leishmania (Leishmania) chagasi a espécie que causa a doenca na América Latina. Em
cdes a LV é caracterizada por uma resposta imune com altos niveis de anticorpos IgG anti-
Leishmania. Marcadores de infeccdo tém sido amplamente investigados em cées com LV, sendo
a sorologia um dos mais utilizados para esta finalidade. Cdes com mais de trés sinais clinicos
mostram titulos de anticorpos maiores quando comparados com animais sem sinais clinicos, e a
severidade da doenca é relacionada com maiores titulos de IgG total e altos titulos estdo
associados com parasitismo ativo. Cées com LV quase sempre apresentam alteracdes renais. Mas
falha renal é evidente somente quando a maioria dos néfrons tornam-se afuncionais.
Glomerulonefrite e nefrite tObulo intesticial sdo achados comuns e a deposicdo de
imunocomplexos nos glomérulos pode ser a causa dessas patologias. No presente estudo dentre
40 cédes negativos para LVC acompanhados, 62,5% apresentaram sorologia positiva (soro-
conversdo) no periodo de um ano. Dos 25 cdes que se tornaram positivos para LV, 60%
tornaram-se soro-positivos dentro do periodo de trés meses (22 coleta); 20% dentro de seis meses
(32 coleta); e 20%, num intervalo de nove meses (4% coleta). O percentual de animais com
manifestagdes clinicas (72%) foi maior que o de animais sem sinais clinicos. Em nosso estudo,
linfoadenopatia e lesdes de pele foram mais frequentes e a maioria dos cédes apresentou titulos
entre 1:40 e 1:80, independente da condicdo clinica. Dentre os soro-positivos, 88% apresentaram
hiperproteinemia, 84% apresentaram hiperglobulinemia e 20%, hipoalbuminemia. De um modo
em geral, observou-se niveis mais elevados de proteinas totais e globulinas, e niveis mais baixos
de albumina nos animais infectados, quando comparados aos animais controles. Caes com sinais
clinicos apresentaram niveis mais elevados de proteinas totais (88,8%) e niveis de albumina
(83,3%) mais baixos que os controles negativos. Os animais infectados apresentaram niveis de
uréia e creatinina mais elevados em relacdo aos cdes negativos. No exame histopatologico foi
observado infiltrado inflamatdrio perivascular mononuclear na regido cortico-medular e na
regido cortical, de localizacdo perivascular e peritubular de intensidade minima a média;
cilindros hialinos; atrofia de tdbulos e expansdo do mesangio de intensidade média. As
alteragcBes glomerulares foram caracterizadas como glomerulonefrite de alteragbes minimas,
glomerulonefrite mesangioproliferativa, glomérulo-esclerose segmentar focal e glomerulonefrite
membranoproliferativa. Baseado nos resultados, concluiu-se que em Teresina a soro-conversao
para leishmaniose visceral canina ocorre em pouco tempo. A maioria dos cées recém-infectados
apresentam sinais clinicos, mas ndo apresentam altos titulos de anticorpos anti-Leishmania. Cées
recém-infectados apresentam alteragcdes estruturais renais que comprometem a fungéo renal. A
Soro-conversao precoce contribui para a manutencdo da endemia em Teresina.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral. soro-conversao. caes. rim.



ABSTRACT

ALVES, G. B. B. Serum-conversion and evaluation of renal alterations in dogs newly
infected by Leishmania (Leishmania) chagasi. 2011. 53f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Programa de P6s Graduacdao em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui,
Teresina, 2011.

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis caused by protozoa of the genus Leishmania and
Leishmania (Leishmania) chagasi is the causes of the disease in Latin America. In dogs the VL
is characterized by an immune response with high levels of IgG antibodies to Leishmania.
Markers of infection have been extensively investigated in dogs with VL, being the serology
used for this purpose. Dogs over three signs show higher antibody titers when compared to
animals without clinical signs and disease severity is associated with higher total IgG titers and
high titers are associated with active parasitism. VL dogs almost always have renal disorders.
But kidney failure is evident only when the majority of nephrons become denied.
Glomerulonephritis and intesticial nephritis are common findings and deposition of immune
complexes in glomeruli may be the cause of these pathologies. In the present study among 40
dogs that were negative for LVC followed, 62.5% tested positive (seroconversion) during the
period of one year. Of the 25 dogs that became positive for VL, 60% became positive within
three months (2nd collection), 20% within six months (3rd sampling) and 20% in an interval of
nine months ( 4 th collection). The percentage of animals with clinical manifestations (72%) was
higher than that of animals without clinical signs. In our study, lymphadenopathy and skin
lesions were more common and most dogs had antibodies titers between 1:40 and 1:80,
regardless of the clinical status. Among the positive, 88% had hyperproteinemia, 84% had
hypergammaglobulinemia, and 20% had hypoalbuminemia. In a general way, we found higher
levels of total protein and globulin, and lower levels of albumin in the infected animals when
compared to controls. Dogs with clinical signs had higher levels of total protein (88.8%) and
albumin levels (83.3%) lower than the negative controls. The infected animals showed levels of
urea and creatinine higher compared to negative dogs. On histopathology was observed
perivascular mononuclear inflammatory infiltrate in the cortico-medullary region and in the
cortical region, perivascular and peritubular location of minimum to mean intensity; hyaline
casts, atrophy of tubules and mesangium expansion of medium intensity. The glomerular
alterations were characterized as minimal change glomerulonephritis, mesangioproliferative
glomerulonephritis, focal segmenta glomerulosclerosis, membranoproliferative
glomerulonephritis. Based on these results, we concluded that in Teresina seroconversion for
canine visceral leishmaniasis occurs in a short time. The majority of the infected dogs show
clinical signs, but do not have high titers of anti-Leishmania antibodies. Newly infected dogs
have renal structural changes that compromise renal function. Seroconversion early contributes
to the maintenance of the disease in Teresina.

Key words: Visceral Leishmaniasis. serum-conversion. dogs. kidney.
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses ameagam cerca de 350 milhdes de homens, mulheres e criangas em 88
paises. Atualmente, cerca de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas, com 1 a 2 milhdes de novos
casos estimados a cada ano. Existem trés formas de leishmanioses, cuja classificacdo é baseada
no quadro clinico apresentado pelo hospedeiro: leishmaniose cutanea, mucocutanea e visceral. A
forma cutdnea é a mais comum, onde h& o aparecimento de Ulceras na pele; ja na forma
mucocutanea, ha destruicédo total ou parcial das mucosas do nariz, boca e tecidos circundantes. A
forma visceral é a mais grave, onde uma grande quantidade de 6rgdos vitais € afetada (WHO,
2010).

Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose causada por protozoarios do género
Leishmania, da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (ALVAR; YACTAYO,;
BERN, 2006) pertencentes ao complexo Leishmania donovani, que compreende as espécies
Leishmania (Leishmania) donovani, causadora de LV na india e no leste da Africa; Leishmania
(Leishmania) infantum, importante na China, Asia Central e nos paises mediterraneos da Europa
e Africa, e Leishmania (Leishmania) chagasi presente na América Latina (LAINSON; SHAW,
1987; LAINSON; SHAW, 1992; BERMAN, 1997).

Atualmente, ndo esta totalmente esclarecido se L. chagasi e L. infantum sdo a mesma
espécie. Por isso varios estudos vém sendo realizados com a finalidade de confirmar ou ndo esta
possibilidade. A anélise genética com amplificacdo de DNA polimérfico, analise de seqliencia de
gp63, e hibridizacdo de L. chagasi e L. Infantum, demonstrou que ndo existe diferenca entre
ambas e por essa razdo devem ser consideradas como sindnimos (Leishmania infantum = L.
Chagasi) (MAURICIO et al., 1999). Assim, sugere-se que para fins didéaticos, o nome do agente
etioldgico deve ser escrito: L. infantum (= L. chagasi) (DANTAS-TORRES, 2006). Por outro
lado, com base em pequenas diferengas fenotipicas e genotipicas, outros autores também
acreditam que estes parasitas sejam diferentes e decidiram separd-los em duas subespécies:
Leishmania infantum infantum e Leishmania infantum chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005).
No Brasil, a LV é causada por protozoarios da espécie Leishmania chagasi, também denominada
por alguns autores como Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (SHAW, 2002; SHAW,
2006).

No Velho Mundo, Leishmaniose Visceral é transmitida por flebotomineos do género
Phlebotomus, enquanto que no Novo Mundo, vetores do género Lutzomyia assumem importancia
no ciclo (HERWALDT, 1999; WHO, 2010), sendo transmitida principalmente por insetos da
espécie Lutzomyia longipalpis (CARRERA, 1991; MARCONDES, 2001), mas hé relatos de que



Lutzomyia cruzi também tenha participagdo na cadeia de transmiss@o no Brasil, sendo encontrada
na area de Corumba e Ladario, no estado de Mato Grosso do Sul (SANTOS et al, 1998), além de
ocorrerem em 71% dos municipios do estado de Mato Gosso (MISSAWA; LIMA, 2006) e
também em outras regides onde Lutzomyia longipalpis esta presente, como é o caso das regides
Nordeste e Sudeste (BRASIL; GOMES, 2003).

Flebotomineos podem infectar mamiferos tanto em meio silvestre quanto em meio
urbano. Em ambiente silvestre, raposas e marsupiais sdo tidos como principais reservatorios; ja
em meio urbano, cdes domésticos assumem importancia na cadeia epidemioldgica da LV
humana (DEANE; DEANE, 1954; MOLINA et al, 1994;. GIUNCHETTI et al, 2006).

Os vetores estdo presentes principalmente em regides tropicais e sdo mais ativos nos
meses mais quentes, tendo atividade durante todo o ano na América do Sul. Sua atuacdo €
crepuscular e noturna, entre 15 e 28 °C e sempre associada a alta humidade e auséncia de chuvas
ou ventos (KILLICK-KENDRICK,1999; SHARMA; SINGH, 2008). Assim, LV ocorre
principalmente em &reas com clima seco e precipitacdo pluviométrica anual inferior a 800 mm
(BRASIL, 2006)

Os registros de LV no mundo indicam que 90% dos casos ocorrem em Bangladesh,
Brasil, india, Nepal e Suddo (WHO, 2010). Nas Américas a LV foi notificada pela primeira vez
em 1913 como uma doenga tipicamente rural (ALENCAR, 1959), mas na atualidade existe
também nas areas urbanas, principalmente na periferia dos grandes centros (COSTA et al, 1990;
BRASIL, 1999; BRASIL, 2006; COSTA, 2008; QUEIROZ et al, 2009). Na América Latina,
atualmente Lutzomyia longipalpis esta bem adaptada ao ambiente peridomiciliar, onde participa
do ciclo urbano (ZELEDON; MURILLO; GUTIERREZ, 1984; CARRASCO; MORRISON;
PONCE, 1998; MORRISON et al, 1995; LAINSON; RANGEL, 2005; SALOMON;
ORELLANO, 2005)

No Brasil a partir de 1980, mudancas epidemiologicas ocorreram: a transmissdo da
doenca em areas urbanizadas nas grandes cidades; a sua rapida difusdo no Nordeste e em varias
cidades da regido Norte, Centro-Oeste e Sudeste (JERONIMO et al., 1994; COSTA et al, 1995;
SILVA et al, 2001). Além da urbanizacdo e difusdo rapida da doenga, houve uma grande
proporcao de casos urbanos e rurais, bem como o surgimento de grandes epidemias urbanas com
ciclos de dez anos (SHERLOCK, 1996). Estas caracteristicas na distribuicdo da Leishmaniose
Visceral demonstram a existéncia de uma nova grande escala epidemioldgica, uma vez que a

urbaniza¢do mudou as caracteristicas eco-epidemioldgicas da doenga (COSTA, 2008). Em areas
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endémicas, a prevaléncia de leishmaniose visceral canina (LVC) é alta e geralmente precede a
ocorréncia de casos humanos (BRASIL, 1999).

Em 2007 no estado do Piaui, foram registrados 252 casos humanos e no Nordeste 1.726
casos foram notificados. Em Teresina no ano de 2009, foram registrados 72 casos de LV humana
e 3.332 casos de Leishmaniose Visceral Canina (PIAUI, 2009; TERESINA, 2009). Estes casos
ocorreram na periferia urbana da cidade, em éareas limitrofes de floresta verde e areas de
pastagens (WERNECK et al., 2002). Tambem foi observado que em habitacbes com maior
numero de moradores, localizadas em areas com maior incidéncia da doenca, ha risco aumentado
para a transmissdo (COSTA et al., 2005). Embora o tipo de habitacdo e fornecimento de agua
ndo tenham sido relacionados a como fatores de risco, a falta de esgotos ou de coleta de lixo
regular foram associados a uma maior incidéncia da doenca. Além desses fatores, uma analise
mostrou que nivel socioecondémico (pobreza) e grandes areas de vegetacdo, foram associados
com maior incidéncia em humanos, como também amplificou a associacdo com a infeccdo
canina antes e durante a epidemia humana (WERNECK et al., 2007). A associagdo com &reas
verdes periurbanas indica que os ciclos de transmissao urbanos dependem de uma relacdo com o
ambiente silvestre, existindo duas razfes para essa dependéncia: (1) um aumento no grau de
contato entre as fontes de infeccdo e individuos suscetiveis, mediada pelo aumento da exposi¢do
ao vetor na periferia, (2) e a existéncia de um ciclo de transmissdo silvestre ligado as periferias
urbanas por meio de mamiferos selvagens, ou seja, 0s reservatérios de L. (L.) chagasi que
habitam as imedia¢des das areas urbanas, como a raposa e 0 gamba. Em raposas provenientes da
periferia de Teresina foi observada a presenca de niveis elevados de anticorpos contra a saliva do
vetor; uma evidéncia de infeccé@o natural (GOMES et al., 2007).

Teresina atualmente € uma area endémica sendo dividida em areas de intensa e moderada
transmissdo para leishmaniose visceral, baseado no nimero de casos humanos por ano, onde sao
implantadas medidas de controle mais enérgicas. Bairros com uma média de casos maior que
4,4, sdo considerados de intensa transmissdo e aqueles que possuem média entre 2,4 e 4,4, séo
considerados como area de transmissdao moderada. O bairro de Santa Maria da Codipi (Zona
Norte) é considerado de transmissdo intensa, pois possui uma média de 5 casos/ano. Ja 0s
Bairros Pedra Mole (Zona Norte), Santo Antonio, Angelim e Esplanada (Zona Sul) e Satélite
(Zona Sudeste), sdo classificados como areas de moderada transmissibilidade (TERESINA,
2010).

O ciclo bioldgico da Lutzomyia longipalpis se processa no ambiente terrestre e

compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto, decorrendo um periodo
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de aproximadamente 30 a 40 dias da fase de ovo até o estagio adulto. As fémeas possuem
longevidade de 20 dias e sdo hematdfagas obrigatdrias, alimentando-se em varias espécies de
animais vertebrados (BRASIL, 2006). Ao fazerem o repasto sanguineo em cées ou mamiferos
silvestres infectados, passam a albergar o protozoario e uma vez infectadas, ao se alimentarem
novamente, inoculam na pele dos hospedeiros formas infectantes do parasito (KILLICK-
KENDRICK,1999; BRASIL, 2006).

A Leishmania é um parasito difasico que completa seu ciclo vital em dois hospedeiros:
no inseto vetor, onde se encontra na forma promastigota do protozoario, flagelada e extracelular;
e no hospedeiro mamifero, que alberga a forma amastigota intracelular (KILLICK-
KENDRICK,1999). A infecgéo do inseto ocorre quando a fémea alimenta-se no vertebrado, onde
juntamente com o sangue, ingere macrofagos parasitados por formas amastigotas. Durante o
trajeto pelo trato digestivo anterior ou ao chegarem ao estdmago do inseto, os macrofagos se
rompem liberando as amastigotas. Estas sofrem uma divisdo binaria e transformam-se
rapidamente em promastigotas, que também por processos sucessivos de divisdo, multiplicam-se
ainda no sangue ingerido. As formas promastigotas das espécies pertencentes ao subgénero
Leishmania, multiplicam-se livremente ou aderidas as paredes do estdmago do vetor, migrando
em seguida para a regido anterior, onde transformam-se em paramastigotas colonizando o
esdfago e a faringe. Nestes locais, diferenciam-se novamente em promastigotas metaciclicas, as
formas infectantes. O tempo necessario para que o ciclo se complete varia entre trés e cinco dias
para diferentes espécies animais (NEVES et al., 2005).

Em cées, Lutzomyia longipalpis alimenta-se principalmente na pele da orelha, do focinho
e areas inguinais e perianais. Estes, quando infectados podem ou ndo apresentar sinais, variando
seu status clinico de leve ou ausente até doenca severa, 0 que depende de sua resposta imune
(ALVAR et al., 2004). Ao serem inoculadas na pele de cdes, as leishmanias sdo fagocitadas
pelos macréfagos do hospedeiro e dentro do vacuolo, sdo liberados dxido nitrico e hidrolases
lipossomais na tentativa de eliminar o parasito. No entanto, mecanismos de evasdo
desenvolvidos pela Leishmania podem permitir sua fuga das defesas do hospedeiro,
possibilitando sua sobrevivencia e multiplicagdo nos macréfagos (ALVAR et al., 2004).

A resisténcia a LVC tem sido associada com a ativagdo de células T helper 1 (Thl),
produtoras das citocinas Interferon-y (IFN-y), Interleucina-2 (IL-2) e Fator de Necrose Tumoral-
o (TNF-a) (PINELLI et al., 1994; PINELLI et al., 1995), envolvidas na ativagdo de macrofagos
para eliminar amastigotas intracelulares por atuagdo do Oxido nitrico, mecanismo este que é tido

como o principal efetor da resposta imunoldgica protetora nos cées infectados com L. (L)



12

infantum (VOULDOUKIS, 1996; PANARO et al., 2001). O papel da IL-12 na inducdo e
manutencdo de uma resposta do tipo Thl tem sido pouco estudado na LVC. A expressdo
simultanea de mRNA de IL-12p40, de IL-2 e IFN-y, foi observada em um curto periodo de
tempo em cées experimentalmente infectados com L. (L.) infantum indicando que estas citocinas
podem estar envolvidas num atraso do estabelecimento da doenga nesses animais (SANTOS-
GOMES et al, 2000). Além disso, foi observado que IL-12 aumentou a producéo de IFN-y por
células mononucleares de cdes com mais de 3 sinais clinicos, experimentalmente ou
naturalmente infectados, o que indica a possibilidade de terapia com citocinas em caes
(STRAUSS-AYALLI et al, 2005). IL-12 também foi detectada em células de linfonodos de cées
vacinados contra L. (L.) infantum (RAMIRO et al, 2003); resultados semelhantes também tem
sido observados com IL-18 (CHAMIZO; MORENO; ALVAR, 2005).

Poucos estudos tém demonstrado o envolvimento de células T CD8+ na resisténcia a
LVC. Estas células foram detectadas em cdes sem sinais clinicos experimentalmente infectados
com L. (L) infantum, mas ndo foram detectados em cdes com mais de 3 sinais clinicos, sugerindo
que a lise direta dos macrdfagos infectados pelos linfécitos T citotoxicos representam um
mecanismo efetor adicional na resiténcia a LV (PINELLI et al, 1995).

Ja naresposta T helper 2 (Th2), o papel das citocinas envolvidas na susceptibilidade a LV
ainda ndo foi definido (BARBIERE, 2006). IL-4 tem sido citada como uma das citocinas
relacionadas com a progressdo da doenca (PINELLI et al., 1999; QUINNELL et al., 2001,
PINHEIRO et al., 2005), ja IL-10, que em humanos infectados tem relacdo com a progressdo da
patologia (GHALIB et al., 1993), no céo, dados sobre a sua participacdo ainda sdo controversos.
(BARBIERI, 2006). Evidéncias de uma resposta mista Th1/Th2 tem sido reportada em estudos
com células mononucleares do sangue periférico (CMSP) antigeno-estimuladas de cées
infectados sem sinais clinicos, onde observou-se transcricdo de mRNA de IL-2 e IFN- y
(relacionadas com a infeccdo assintomatica) e IL-10 (relacionada a infeccdo severa em
humanos), porém neste estudo IL-10, ndo pdde ser relacionada a infeccdo sintomatica em cées
(SANTOS-GOMES et al, 2000). Mas, outros estudos com CMSP de cdes com mais de 3
sinais clinicos infectados com L.(L.) chagasi demonstraram altos niveis de IL-10
detectados através de ELISA. Em contrapartida, baixos ou indetectaveis concentracfes
desta citocina foram encontrados em sobrenadantes de CMSP de cées com poucos sinais

clinicos e cées sem sinais clinicos respectivamente (PINHEIRO et al, 2005).
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Embora IL-10, secretada por células T reguladoras CD25+CD4+ tenham sido
relatadas na Leishmaniose murina e humana, o envolvimento destas células em cées ndo
tem sido explorado. Quanto a IL-4, expressdo de mMRNA néo foi detectada em CMSP de
caes sem sinais clinicos estimuladas por antigenos de Leishmania soliveis (CHAMIZO;
MORENO; ALVAR, 2005). Em outros estudos, expressio de mRNA de IL-4 foi
detectada em CMSP de cdes com mais de 3 sinais clinicos (PINELLI et al, 1999) e em
aspirados de medula 6ssea de cdes com 0s mais severos sinais clinicos (QUINELL et al,
2001). Além disso, deteccdo de IL-4 por ELISA no sobrenadante de CMSP de cdes
estimulados com cisteina proteinase recombinante de L. (L.) chagasi mostraram niveis
significantes desta citocina no sobrenadante de cdes com mais de 3 sinais clinicos, ao
passo que esta citocina ndo foi detectada em sobrenadantes de animais com poucos ou
com nenhum sinal clinico (PINHEIRO et al, 2005), dados estes que remetem a
participacdo desta IL-4 na progressédo da LVC.

Além disso, a participacdo de células T reguladoras, relatadas como tendo funcéo
imunossupressora na leishmaniose murina e humana, ainda néo tem sido muito explorada na
LVC (BARBIERI, 2006). A resposta imune em LVC, também, é caracterizada por um aumento
da regulacdo policlonal de células B e uma resposta clonal de imunoglobulinas especificas
(QUINELL et al., 2003). Assim, cdes infectados podem apresentar resposta imune ativa, com
altos niveis de anticorpos 1gG anti-Leishmania mas que ndo conferem protecdo ao animal
(GRADONI, 2002). E estimado que o tempo entre a infeccdo e a soro-conversio varie de 3
meses a 7 anos (BANETH, 2006).

Possiveis marcadores de infeccdo tém sido amplamente investigados em cdes com
leishmaniose visceral, sendo a sorologia um dos mais utilizados para esta finalidade (ASHFORD
et al.,1995; REIS et al., 2006a; DOS-SANTOS et al., 2008). A descoberta das subclasses de 1gG
tem levantado muitas questdes entre pesquisadores (BARBIERI, 2006), pois tem sido proposto
gue IgG1 e 1gG2 possam ser utilizadas como indicadores do status clinico do cdo (QUINELL et
al, 2003; DE AMORIM et al., 2010); densidade parasitaria (REIS et al., 2006b); infectividade
para Lutzomya longipalpis (DA COSTA-VAL et al., 2007) e resposta ao tratamento (SOLANO-
GALEGO et al., 2001).

Uma correlagdo direta entre a indugdo de altos niveis de anticorpos 1gG1 anti-Leishmania
e 0 aparecimento de sinais clinicos, foi demonstrada em cées infectados com L.(L.) infantum,

enguanto que anticorpos 1gG2 foram associados com infeccdo sem sinais clinicos (NIETO et al.,
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1999), semelhante ao que ocorre em humanos infectados (ANAM et al., 1999). Dados mais
recentes também mostraram uma alta expressédo de IgE, além de 1gG1, em cdes com mais de 3
manifestacbes clinicas de diferentes areas endémicas, abrindo perspectivas para seu uso
potencial como marcadores de doenga ativa (ALMEIDA et al., 2005; INIESTA et al., 2005).

Pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), foi observado que cdes com mais de
trés sinais clinicos mostraram titulos de anticorpos mais elevados quando comparados com
animais sem sinais clinicos e a severidade da doenca foi correlacionada com maiores titulos de
IgG total (GIUNGETTI et al., 2008). Sorologia positiva com altos titulos foi associada com
parasitismo ativo e a presenca de sinais clinicos da doenga em cdes infectados com L (L).
chagasi, e por isso foi associada a susceptibilidade a infeccdo (DOS SANTOS et al., 2008),
havendo alta chance de deteccdo do parasito pelos exames parasitoldgicos (DYE; VIDOR;
DEREUFE, 1993; PINELLI et al., 1994; QUINELL et al., 2003). Assim, sugere-se que a
sorologia pode ser usada como um marcador de susceptibilidade ou resisténcia em LVC (DOS
SANTOS et al., 2008).

Alguns cdes com sorologia negativa podem albergar leishmanias, possivelmente
indicando um estado inicial da doenca e nessa fase, cdes infectados com L. chagasi podem
desenvolver linfadenomegalia e dermatite sem outros sinais de LV (ABRANCHES et al., 1991),
vindo a apresentar quadro clinico mais severo com o passar do tempo de infeccdo, com perda de
apetite, febre, perda de peso, alopecia, ulceracdes de pele, onicogrifose, uveites, sangramentos,
diarréia, poliartrites, e insuficiéncia renal (ALENCAR, 1959; BETTINI; GRADONI, 1986;
ABRANCHES et al., 1991; MOLINA et al., 1994). Os titulos de anticorpos em cées variam de
1:40 a 1:40.960, denotando que os animais encontram-se em fases de infeccdo diferentes, o que
também pode explicar o teste parasitoldgico negativo em alguns animais (MADEIRA et al.,
2009).

Grande nimero de animais com teste parasitolégico positivo sdo observados com titulos
mais altos na sorologia, ao passo que animais com teste parasitolégico negativo apresentam
titulos de 1gG menores. Uma grande variagdo da carga parasitaria em cées soropositivos tem sido
observada, 0 que pode estar relacionado, também, ao tipo de diagndstico, a area investigada ou
mesmo ao curso da doenca no animal (DYE; VIDOR; DEREUFE, 1993; DOS SANTOS et al.,
2008). A positividade ao teste parasitologico é diretamente associada com o crescimento dos
titulos de 1gG detectados por Imunofluorescéncia Indireta (IFI) (MADEIRA et al., 2009). Além
disso, um crescimento exponencial de parasitos no baco é associado com o crescimento dos

niveis de anticorpos, uma vez que a quantidade de parasitas pode determinar a intensidade da
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resposta de anticorpos (REIS et al .2006a). Mas, apesar do esforco para identificar esses
marcadores, baseado no perfil de resposta imune anti-parasitaria em combinacdo com a clinica e
dados parasitoldgicos, nenhum dos parametros relatados é ainda definitivo. O entendimento da
distribuicdo desses pardmetros na infec¢do por L.(L.) chagasi, pode ajudar a contribuir para
avaliacdo de novas terapias e vacinas (DOS SANTOS et al, 2008).

A LV atinge com maior intensidade 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear (SFM)
como figado, baco, medula 6ssea e linfonodos, mas outros rgdos como rins, trato gastrintestinal
e pele, também, sdo acometidos (COUTINHO et al., 2005). Ap6s 0s protozoarios serem
inoculados pelo vetor, a pele é o primeiro ponto de contato do protozoario com o hospedeiro.
Estudos descreveram varios aspectos macroscopicos de lesGes de pele (descamacdo, alopecia,
dermatite pustular, dermatose nodular ulcerativa) que podem estar associadas com a resposta
imune (ADLER; THEODOR, 1932; CUNHA, 1938; TORRES, 1941; FERRER et al., 1988).
Histopatologicamente, na pele de cdes infectados por Leishmania, as células inflamatorias
predominantes sdo macrdfagos. Linfécitos e plasmocitos sdo o segundo tipo de células mais
frequentes. Contudo, infiltrado inflamatério é um achado comum na pele de caes,
independentemente da presenca de parasitas ou evidéncia de infeccdo por Leishmania. No
entanto, o parasitismo na pele sempre esta associada a inflamagdo (DOS-SANTOS et al., 2004;
VERCOSA et al 2008). Cdes com manifestacfes clinicas apresentam intenso infiltrado
inflamatdrio dérmico difuso, com uma elevada carga parasitaria (GIUNCHETTI et al., 2006),
sendo que macrdfagos infiltrados (GIUNCHETTI et al., 2006) ou macrofagos e neutrofilos
(VERCOSA et al., 2008), sdo mais frequentemente associados a presenca de leishmanias.

No figado, a avalicdo imunopatoldgica associada com parasitismo e os achados
bioquimicos tém sido utilizados para melhor entender a génese da hepatomegalia na LVC
(GIUNCHETTI et al., 2008a). Intensa reacdo das células de Kupffer, inflamacdo da céapsula e do
espaco porta, com presenca de granuloma intralobular é observado nos diferentes grupos
clinicos. Os animais com manifestacdes clinicas apresentam maior frequéncia de parasitismo em
relacdo aos sem manifestacOes clinicas; as alteracdes inflamatdrias sdo mais intensas nos cées
com manifestagdo clinica e sdo associadas ao parasitismo. Estes resultados indicam uma
associacdo entre alteracdes hepaticas (infiltracdo de células inflamatdrias da capsula hepatica,
inflamacdo do espaco porta, hiperplasia e hipertrofia de células de Kupffer) e alteracdes
bioquimicas (hiperglobulinemia), de acordo com a progressao clinica de LVC (REIS et al., 2009)

O baco aumenta de volume, devido & hipertrofia e hiperplasia das células do SFM, com

alto grau de parasitismo e com grande diferenciacdo plasmocitaria (MARZOCHI et al., 1981).
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As alteracOes apresentam graus variados de intensidade e 0 aspecto macroscopico das lesdes esta
relacionado com a evolucdo da doenca, como fibrose da capsula, acompanhada por periesplenite
e hiperplasia da polpa branca, que normalmente ocorre nos casos com manifestacoes clinicas de
evolucdo cronica, nos quais o baco apresenta uma consisténcia firme, capsula espessa e rugosa e
parénquima granular grosseiro. Em outros casos o 6rgdo apresenta capsula tensa, deixando
transparecer a hiperplasia da polpa branca (KRAUSPENHAR et al., 2007). Essas alteracdes sdo
mais intensas nos cdes com manifestacGes clinicas do que naqueles sem manifestacfes (REIS et
al., 2009). Observa-se, também, hipertrofia e hiperplasia da polpa vermelha em todos os grupos
infectados, devido a infiltrado mononuclear de células, principalmente plasmdcitos, e na polpa
branca h& substituicdo de macrdfagos por linfocitos em decorréncia de hipertrofia e hiperplasia
desta regido (REIS et al., 2009).

Na medula 6ssea, os histiocitos parasitados vao gradativamente substituindo o tecido
hematopoiético (REY, 2001). No linfonodo, apesar de ser um dos tecidos linféides mais
envolvidos na interacdo parasita-hospedeiro durante a infeccdo por L. (L.) chagasi, a base celular
e molecular da resposta imune nesse 0rgao, bem como as alteracdes estruturais microscopicas,
ndo estdo completamente estabelecidas. Ha poucos estudos focados no linfonodo no curso da
LVC (KEENAN et al., 1984; MARTINEZ-MORENO et al., 1993;. TAFURI et al., 2001.; LIMA
et al., 2004; GIUNCHETTI et al, 2008b). Uma detalhada analise histopatoldgica do linfonodo
demonstra hipertrofia e hiperplasia das zonas cortical e medular nos animais sem manifestaces
clinicas, enquanto que atrofia da zona cortical é a caracteristica predominante em cées com
manifestacdes clinicas (REIS et al., 2009). Tem sido demonstrado que todos os linfonodos nos
cdes infectados com L. chagasi exibem uma linfadenite cronica, com hipertrofia e hiperplasia das
zonas cortical e medular (LIMA et al., 2004). No entanto, o status clinico ou a carga parasitaria
tecidual, ndo pode ser diretamente relacionada a intensidade das lesGes, uma vez que animais
sem manifestacBes clinicas apresentam maior parasitismo que aqueles com manifestacOes
clinicas (GIUNCHETTI et al., 2008a), muito embora esta questdo mere¢a maiores investigacoes.

Cées com Leishmaniose Visceral quase sempre apresentam alteragdes renais (COSTA et
al., 2003; ZATELLLI et al., 2003). Apesar da alta prevaléncia de patologia renal, azotemia, tipica
de falha renal, € um achado laboratorial incomum, sendo evidente somente quando a maioria dos
néfrons tornam-se afuncionais, o que ocorre numa fase mais tardia da doencga, quando 2/3 ou 3/4
do tecido renal funcional de ambos os rins, estdo comprometidos (GRAUER, 2005; COOK e
COWGILL, 1996; LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007). Glomerulonefrite e nefrite tdbulo

intesticial sdo os achados patologicos mais comuns, enquanto que amiloidose € mais rara
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(COSTA et al., 2003; ZATELLI et al., 2003). Glomerulonefrite é frequentemente associada com
deposicdo de imunocomplexos e, quando presente, € principalmente membranoproliferativa ou
mesangioproliferativa (PLEVRAKI et al., 2006). Outros tipos de doenca glomerular (doenca
glomerular de alteragdes minimas, glomeruloesclerose segmentar focal, glomerulonefrite
membranosa e glomerulonefrite cronica) tem sido também descritas (COSTA et al., 2003;
ZATELI et al, 2003; PLEVRAKI et al, 2006), sendo que a glomerulonefrite
membranoproliferativa é a mais frequentemente associada com falha renal cronica. Em cées sem
evidéncia clinico-patolégica de doenca renal, a avaliacdo histopatologica geralmente revela
lesbes mesangioproliferativas e glomerulonefrite de alteracbes minimas (PLEVRAKI et al.,
2006).

A deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos pode ser a causa de glomerulonefrite
membranoproliferativa e nefrite intersticial, com comprometimento da funcédo renal (LOPEZ et
al., 1996). Além disso, a nefropatia pode ser causada, também pelo infiltrado de células T CD4+
detectadas na regido glomerular e intersticial dos rins de cées naturalmente infectados com L.
(L.) chagasi (COSTA et al.,, 2000; COSTA et al.,, 2010). A doenca renal pode ser a Unica
manifestacdo em cdes com LV, podendo progredir de leve proteinuria a sindrome nefrotica, até o
estagio de falha renal, a principal causa de morte entre os cdes com LV (SOLANO-GALLEGO
et al., 2009). Por isso, € essencial a avaliacdo da funcdo renal em cdes com LV, sendo o
diagnostico precoce de doenca renal benéfico ao cdo e pode prolongar a sua vida (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009). A evolucdo clinica de LV em cdes naturalmente infectados promove
alteracOes sorologicas, parasitologicas e dos parametros bioquimicos, os quais sdo diretamente
correlacionados com o status clinico do animal e a investigacdo destes parametros laboratoriais,
juntamente com o aspecto clinico, é extremamente importante a ser considerado na rotina clinica
(REIS et al., 2006a).

Cées infectados podem desenvolver manifestacbes clinicas, enquanto que outros
permanecem sem manifestacdes, ou desenvolvem poucas manifestacGes (até trés sinais clinicos),
sendo classificados como oligossintomaticos. O quadro clinico da LV em cées inclui
linfoadenopatia, anemia, diarréia, alopecia, dermatite, onicogrifose, perda de peso, caquexia,
problemas de locomocao, conjuntivite e epistaxe (CIARAMELA et al., 1997). Outros autores
relataram que sinais clinicos como aumento de tamanho de linfonodos, dermatite na regido
periorbital e nasal ou em outras regides do corpo, sdo observados inicialmente; opacidade de
pélos e edema de membros também podem aparecer juntamente com outros sinais como febre,

apatia, hemorragia intestinal, perda de peso, hepatoesplenomegalia, hiperqueratose, ulceracdo
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cutanea, em particular nas orelhas, e ceratoconjuntivite, embora ndo necessariamente presentes
em todos os animais (GENARO et al., 1988;. DIAS et al., 1999).

Em éareas endémicas, baseado em estudos com LV natural ou experimental, com
utilizacdo de diversas técnicas soroldgicas e moleculares, cdes apresentam perfis diversos: caes
saudaveis ndo-infectados, ndo apresentam nenhuma resposta celular e a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) € negativa; cdes infectados, porém, resistentes, apresentam sorologia variavel
(de negativa a niveis médios); cdes com presenca de resposta celular e PCR positiva ou ndo; ou
cdes com doenca clinica: altamente soropositivos, com baixa imunidade celular e PCR positiva
(SOLANO-GALEGO et al., 2009).

Tanto os cédes naturalmente e experimentalmente infectados, apresentam alteracoes
bioquimicas, como aumento dos niveis séricos de proteinas totais. Tal fato parece estar associado
a uma resposta imune humoral policlonal, o que leva a niveis de proteinas aumentados no soro
(MARZOCHI et al., 1985). Também é observado hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, com
decréscimo da razdo albumina/globulina (CARDOSO; CABRAL, 1998; STRAUSS-AYALI;
BANETH, 2001).

O diagnostico clinico de LVC é complexo devido a grande variedade dos sinais clinicos
que sdo inespecificos e as altas proporcdes de animais sem manifestac@es clinicas. E observado
que animais com altos niveis de anticorpos e parasitismo nos tecidos sdo mais efetivos para
infectar o vetor (ABRANCHES et al., 1991; PALATNIK-DE-SOUSA et al.,, 2001;
COURTENAY et al., 2002). Para diagnosticar a infeccdo, testes parasitoldgicos, sorolégicos e
moleculares sdo utilizados. Em animais com sinais clinicos e ou anormalidades clinico-
patoldgicas compativeis com Leishmaniose, 0 método diagnostico indicado é a deteccdo de
amastigotas em esfregacos de lesdes cutaneas, linfonodos, medula dssea e baco (ALVAR et al.,
2004). A demonstracdo de leishmanias na cultura de células confirma a infec¢do, mas a sorologia
é o diagnostico padrdo em areas endémicas, pelo baixo custo e pela consideravel sensibilidade
(REITHINGER; DAVIS, 1999).

O diagnostico soroldgico de leishmaniose canina €é geralmente realizado por
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Ensaio imunoenziméatico (ELISA), associado aos dados
clinicos e epidemioldégicos (SOLANO-GALEGO et al., 2009). Tanto IFI quanto ELISA séo
técnicas recomendadas pelo Ministério da Salde para avaliacdo da soro prevaléncia em
inquéritos caninos amostrais e censitarios, sendo que o ELISA é recomendado para a triagem de
caes sorologicamente negativos e a IFl para a confirmagdo dos cées soro-reagentes ao teste
ELISA (BRASIL, 2006).



19

A IFI tem sido amplamente utilizada para o diagnostico de vérias doencas parasitarias.
No diagnostico de LV, o cdo € considerado soro-reagente quando o titulo de anticorpos é igual
ou superior ao ponto de corte (1:40); ja a positividade de ELISA é vista pela leitura da densidade
Optica (DO) por meio de espectrofotobmetro. Em IFI geralmente é utilizado antigeno de
promastigotas de Leishmnia, o que torna a técnica altamente sensivel e especifica para detectar
LV clinica, mas pode ter baixa sensibilidade para detectar cées infectados clinicamente saudaveis
(METTLER et al., 2005). A sensibilidade e especificidade de ELISA depende muito dos
antigenos, estes incluem extrato de promastigotas solUveis e proteinas recombinantes purificadas
(MIRO et al., 2008).

Em Teresina, apesar das medidas empregadas, ha alta prevaléncia e incidéncia de
leishmaniose visceral (DRUMMOND; COSTA, 2011), tal fato reforca a necessidade de novas
avaliacBes e medidas de controle. Novos estudos sdo necessarios para avaliar o programa de
controle da LV e determinar que fatores possam estar contribuindo para os altos indices da
doenca, inclusive determinar a importancia epidemioldgica do cdo para a manutencdo da
enfermidade em areas endémicas, especialmente em Teresina.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: uma introducdo geral com revisao
de literatura e objetivos, capitulo | contendo o artigo, intitulado “Sore-conversao e avaliacédo
das alteracBes renais em caes recém-infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi” a ser
encaminhado para publicacdo na Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science

estruturados de acordo com as normas técnicas da revista.
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Introducgédo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose causada por protozoérios do género Leishmania.” Na

América Latina, Leishmania (Leishmania) chagasi é a principal espécie causadora da doenca’?"?®

, também
denominada por alguns autores como Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. **** No Novo Mundo, o
flebotominio Lutzomyia longipalpis é a espécie mais importante na transmisséo da enfermidade. **** Porém,
Lutzomyia cruzi também tem participacdo na cadeia de transmissdo no Brasil, particularmente no estado de Mato
Grosso do Sul® e Mato Gosso.®

No Brasil, a doenca esta presente principalmente na Regido Nordeste. Em Teresina, no ano de 2009,
foram registrados 72 casos de LV humana * e 3.332 casos de Leishmaniose Visceral Canina (LVC).*’

Cées infectados podem apresentar marcada resposta imune humoral, caracterizada por altos niveis de
anticorpos 1gG anti-Leishmania que ndo conferem protecdo ao animal. * E estimado que o tempo entre a
infeccéo e a soro-conversdo varia de 3 meses a 7 anos. °

Possiveis marcadores de leishmaniose visceral canina (LVC) estdo sendo amplamente investigados,
sendo a sorologia um dos mais utilizados para esta finalidade. 23 Pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta
(IFI), cdes com mais de 3 sinais clinicos mostram titulos de anticorpos mais elevados comparado com aqueles
sem manifestagdes clinicas, e a severidade da doenca é correlacionada com maiores titulos de 1gG total. ?* Altos
titulos de anticorpos estdo associados ao parasitismo ativo e & presenca de sinais clinicos,?® com alta chance de
deteccdo do protozoario pelos exames parasitolégicos. “*?*" Dessa forma, tem sido sugerido que sorologia pode
ser usada como um marcador de susceptibilidade ou resisténcia em LVC.%

Na LV 6érgdos do sistema fagocitico mononuclear sdo afetados com maior intensidade, mas outros
6rgdos como os rins, também sdo acometidos. *’ Cées com LV quase sempre apresentam alteracdes renais, 14.62
mas, apesar da alta prevaléncia de patologia renal, azotemia, tipica de falha renal, ¢ um achado laboratorial
incomum, sendo evidente somente quando 2/3 ou 3/4 do tecido renal funcional de ambos 0s rins, estdo
comprometidos. ¥ Glomerulonefrite e nefrite tibulo intesticial s&o os achados patolégicos mais comuns. ¢
Glomerulonefrite é frequentemente associada com deposicdo de imunocomplexos, “® mas outros mecanismos,
envolvendo células T, também, sdo considerados.™>°
Em Leishmaniose Visceral Canina, a doenca renal pode progredir de leve proteindria a sindrome

nefrotica, até o estagio de falha renal, a principal causa de morte entre os cdes com LV, * e por isso é essencial a

avaliacdo da funcdo renal, pois diagnéstico precoce de doenca renal é benéfico ao animal e pode prolongar a sua
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vida. > Portanto, a evolugdo clinica da LV em cées naturalmente infectados promove alteragdes sorolégicas,
parasitologicas e dos parametros bioquimicos, os quais sdo diretamente correlacionadas com o status clinico do
animal. A investigacdo destes pardmetros laboratoriais, juntamente com o aspecto clinico, é extremamente
importante a ser considerado na rotina clinica. *

Desse modo, o presente estudo objetiva conhecer a distribuicdo de cdes naturalmente infectados por
Leishmania (L.) chagasi em zonas urbanas de Teresina; o periodo de tempo em que um céo se torna positivo
para leishmaniose visceral na area endémica de Teresina e 0 comprometimento estrutural e funcional dos rins no

periodo recente apds a infecgdo

Material e Métodos

Oitenta e oito cdes com idades variando entre 8 meses a 9 anos, machos e fémeas de racas indefinidas,
oriundos do Hospital Veterindrio Universitario (HVU) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), de uma
populacdo estimada em 5.799 cées atendidos no ano de 2010, foram utilizados neste estudo. Foi firmado com os
proprietarios dos cdes, um termo de compromisso com a finalidade de garantir sua participacdo até o final do
estudo (em anexo). Os animais foram avaliados clinicamente e submetidos a coleta de sangue, puncao de medula
ossea e linfonodo popliteo, para diagnéstico de leishmaniose visceral canina (LVC). Animais com sorologia e
parasitoldgico negativos constituiram o grupo de estudo.

Os soros dos cdes foram armazenados em ependorfs de 1000 ul; congelados a -20 °C e destinados a
sorologia pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IF1), nas dilui¢cGes de 1:40, 1:80, 1:160 e 1:320. A IFI foi
realizada no Laboratério de Sanidade Animal (LASAN-UFPI), com o Kit IFI Fiocruz Biomanguinhos, enquanto
gue o exame parasitoldgico foi realizado no Setor de Patologia Animal (UFPI), em esfregacos de aspirado de
linfonodo popliteo e medula 6ssea, corados com Giemsa e examinados em microscopio de luz convencional.
Apos a confirmacdo do diagndstico sorolégico e parasitoldgico negativos, o monitoramento dos cédes foi
realizado em domicilio por um periodo méximo de 1 ano, onde a cada 3 meses, foram visitados para coleta de
material (Fig. 1 e Fig. 2) e avaliacdo clinica, levando em consideragdo sinais como linfadenopatia, alteragdes de
pele, onicogrifose, apatia, palidez de mucosas, edema, conjuntivite, e emagrecimento (ficha clinica anexa). Este
procedimento foi repetido até 0 momento da soro-conversdo, quando os caes foram separados em 3 grupos: caes

sem sinais clinicos de LV; cdes com até trés sinais, e cdes com mais de trés sinais clinicos.
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Para o0 exame bioquimico, amostras de soros foram submetidas a dosagem de uréia (Kit Labtest n°® 104-
4), creatinina (kit Labtest n® 35), proteinas totais (Kit Labtest n® 99) e albumina (Kit Labtest n® 19 através), por
meio do método semi-automatizado SB 190.

Foram monitorados 40 cdes negativos para LVC, distribuidos em diversos bairros da cidade de
Teresina-PI, inclusive em Bairros de moderada transmissdo (Santo Antonio, Angelin, Satélite). *® No total, 27
bairros da cidade de Teresina foram visitados para a coleta de material, distribuidos em 5 zonas urbanas: Centro,
Norte, Leste, Sul e Sudeste. *°

Teresina esta a 72 metros acima do nivel do mar, numa latitude 05 © 05' Sul e longitude 42 ° 48' oeste.
O clima é tropical, com temperatura média de 27 © C e precipitagdo total anual de 1300 mm. A vegetacdo
predominante é constituida por gramineas, arbustos esparsos, mangueiras e palmeiras. ® A variagdo de
temperatura é pequena quando sdo comparados meses mais frios e mais quentes, as vezes ultrapassando 40 °C. A
menor temperatura é raramente inferior a 20 °C. A chuva tem uma influéncia consideravel na temperatura da
cidade, 0os meses mais frios (dezembro-abril) sdo também os mais chuvosos. Em abril chove durante quase todo
0 més cerca de 287 milimetros. Os meses mais secos (junho-setembro) tém as mais altas temperaturas, sendo que
agosto é 0 més mais seco, com uma precipitagio muito baixa (cerca de 13 mm). *

Cées com sorologia ou parasitoldgico positivo foram recolhidos mediante assinatura de termo de
autorizacdo (em anexo) pelos proprietarios, os quais foram informados sobre todos os procedimentos a serem
realizados no animal. Apds a liberacdo, os cées foram levados ao setor de Patologia Animal da UFPI, onde foram

anestesiados com Tiopental sédico 25 mg/kg i.v. %%

eutanasiados e submetidos a necropsia para a coleta de
fragmentos de rim da regido cortical e medular. Os fragmentos foram conservados em formol tamponado com
fosfato 0,01M pH 7,4 (formol tamponado) e posteriormente foram processados e corados com H-E, PAS e
Massom. *

Na avaliacdo histopatologica ao microscopio de luz, foram analisadas as alteragdes utilizando-se as
diferentes coloragfes histoquimicas. As alteracBes renais foram classificadas de acordo com os critérios
definidos pela Organizagdo Mundial de Salde para a classificagdo dos padrbes morfolégicos de

glomerulonefrites. **

A localizagdo, distribuicdo e intensidade das lesdes foram classificadas semi-
quantitativamente, em tecido renal com espessura de 3 a 4 um, numa escala de 0 a 5, onde 0 = normal, 1 =
minima ou duvidosa; 2 = média; 3 = moderada; 4 = moderadamente severa e 5 = severa. ® Os dados obtidos

foram tabulados e representados em gréficos e analisados por meio de estatistica ndo-paramétrica (Teste U de

Mann-Whitney).
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Resultados e Discussao

De uma populacdo de 88 cées atendidas no HVU, 57 (64,7%) cées negativos para LVC, de ambos 0s
sexos, idades variadas e racas indefinidas, constituiu o grupo apto a ser incluido no estudo de soro-conversao.
Deste total, apenas 40 cées (70,1%) foram acompanhados em domicilio a cada 3 meses, devido a ocorréncia de
Obito de alguns animais; viagens longas dos proprietarios que impossibilitaram a coleta de material em
domicilio; mudanca dos proprietarios para outras cidades e, mesmo, desisténcia dos proprietarios em continuar
no trabalho. Este fato constituiu-se numa dificuldade no acompanhamento de todos os animais e parece ser um
entrave neste tipo de trabalho, tendo sido vivenciado, também, em outros estudos. **

Entre os 40 cdes negativos para LVC acompanhados, 25 (62,5%) apresentaram teste sorolégico positivo
no periodo de um ano, mas apenas 1 animal apresentou exame parasitologico positivo, possivelmente, devido
serem animais recentemente infectados. ** Um estudo semelhante baseado, também, na soro-converséo pela IFl,
na area endémica do Rio de Janeiro, apresentou resultado semelhante; de 60 cdes acompanhados, apenas 50% se
tornaram soropositivos no periodo de 1 ano. ** De um modo em geral, os estudos sobre 0 momento em que um
cdo se torna positivo para LV se baseiam apenas no teste sorolégico pela IFI, pois a medida de controle da LVC
é baseada, também, apenas por meio deste teste. Dos 25 cdes que apresentaram soro-conversao, 15 (60%) se
tornaram soro-positivos dentro do periodo de trés meses (22 coleta); cinco (20%) tornaram-se soro-positivos
dentro de seis meses (3% coleta); e cinco (20%) se tornaram soro-positivos num intervalo de nove meses (42
coleta). Tais resultados demonstraram que a maioria dos cées na &rea endémica de Teresina tornam-se infectados
dentro de um curto periodo de tempo. Resultados semelhantes foram encontrados num estudo com 23 cées, de
uma area endémica para Leishmaniose Visceral na Italia, no qual 19 cées foram PCR ou IFI positivos com 8
meses e 4 foram positivos 12 meses apés a infeccdo. ** Os resultados sobre a soro-conversdo deste estudo
constituem um parametro epidemioldgico singular para a area endémica de Teresina, podendo contribuir para o
aprimoramento do servico de controle da LVC pela orientacdo da freqiéncia de coletas para andlise,
identificacdo mais rapida de animais positivos e, consequentemente, a retirada desses animais da éarea foco de

163540414253 s resultados

transmissdo. Apesar de existirem alguns trabalhos semelhantes em outras regides,
encontrados em uma area endémica ou regido, apresentam peculiaridades proprias, pois cada area tem suas
caracteristicas especificas, relacionadas a populagéo canina, condigdes socio-econdmicas da populagdo humana,

condigdes sanitarias, de saneamento béasico e densidade de populagdo de vetores diferentes.
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Em 12 meses de acompanhamento dos cées que se tornaram soro-positivos, 11 (44%) desenvolveram
mais que trés sinais clinicos; 7 (28%) apresentaram até trés sinais clinicos, e 7 (28%) ndo desenvolveram sinais
clinicos . Estudo com 12 cées infectados experimentalmente com Leishmania infantum, acompanhados por um
periodo de 6 meses, mostrou que todos os cdes se tornaram soro-positivos 4 meses ap6s a infeccdo, apresentando
sinais clinicos como linfoadenomegalia e lesdes de pele, mas 4 cdes ndo mostraram sinais clinicos, tendo sido
constatado que a maioria dos animais desenvolveram sintomatologia clinica de LV em um curto periodo pds-
infecgdo, ** o que guardou similaridade com o presente estudo, pois dos 25 caes, 15 (60%) se tornaram positivos
para LVC dentro de 3 meses apo6s o inicio do acompanhamento.

Cabe ressaltar, também, que o percentual de animais que se tornaram positivos para LV, sem
manifestacdes clinicas, foi menor (28%) do que o de animais com manifesta¢Ges clinicas (72%), o0 que esta de
acordo com resultados de outro estudo realizado em Teresina, em que o percentual de animais infectados sem
manifestacéo clinica foi de 10%, menor, também, do que o percentual de cdes com manifestacdes clinicas, % mas
diferiu de estudos realizados em outras areas endémicas, onde alta prevaléncia de animais infectados sem
manifestacdes clinicas (60 a 80%) foram observadas. ®%#*%® Essa diferenca provavelmente seja devido as
condicBes higiénico-sanitarias, ambientais e sddio-econdmicas dos proprietarios onde vivem essas populagdes de
animais. Na Europa, onde existe um maior percentual de cées infectados sem manifestagdes clinicas, as
condigdes de alimentacdo, exposicdo a diversas enfermidades e o perfil imunoldgico dos animais é bem diferente
dos que vivem no Brasil e, particularmente em Teresina. Em nosso estudo, sinais clinicos como linfoadenopatia
e lesbes de pele foram os mais frequentes (Fig. 3 e Fig. 4), semelhante a outro estudo, também, realizado em
Teresina. >

Apesar de ainda ndo estar bem definido o papel de cées sem manifestacfes clinicas na transmisséo da
LV, cdes com manifestacGes clinicas sdo, seguramente, fontes de infecgdo para o vetor e de transmissao da LV
para 0 homem e outros animais. *"** Em nosso estudo, dos 18 cdes com manifestacdes clinicas de LV (11 com
mais de trés manifestacGes clinicas e sete com até trés manifestacbes), 10 tornaram-se positivos num intervalo de
trés meses (sete com mais de trés sinais clinicos e 3 com até trés sinais clinicos); e no grupo dos cdes sem
manifestacBes clinicas, cinco tornaram-se positivos, também, num intervalo de trés meses. Assim, Nnossos
resultados sugerem que, mesmo com pouco tempo de infec¢do e considerando, que a presenca de manifestacdes
clinicas esta4 mais relacionada com a transmissdo de LV, como tem sido demonstrado em vaérios estudos, 3%

cdes em Teresina tornam-se infectados num curto espaco de tempo o que pode contribuir fortemente para a
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intensificacdo do ciclo infeccioso da doenca. Este fato necessita de maiores investiga¢des, contudo os resultados
deste trabalho contribuem para o entendimento da alta incidéncia de LVC em Teresina.

O maior nimero de cées que se tornaram positivos para LV no periodo de estudo, foram aqueles de
bairros localizados nas zonas urbanas Norte (24%) e Sul (24%), seguido por bairros do Centro da cidade (20%) e
da zona Leste (16%) e Sudeste (16%) (Fig. 5). Atualmente, medidas de controle mais intensas (controle de
vetores através da borrifagdo com inseticidas) tem sido empregadas em seis bairros da zona urbana Teresina,
dois localizados na zona urbana Norte (bairros Santa Maria da Codipi e Pedra Mole), trés na zona urbana Sul
(bairros Santo Antdnio, Angelim e Esplanada) e um na zona Sudeste (bairro Satélite). Nesses bairros ha
notificacéo de uma média de trés a cinco casos/ano de leishmaniose visceral humana, * confirmando a sua alta
transmissibilidade. Os fatores relacionados & alta incidéncia da doenga nessas zonas urbanas foram relacionados
com o deficiente sistema de saneamento basico, cabendo destacar que dos 169.771 domicilios de Teresina,
apenas 22.108 (13,06%) apresentam rede geral de esgoto ou pluvial. * Nessas areas sdo registrados também,
altos niveis de pobreza, traduzidos por baixo poder aquisitivo, moradias em casebres, ruas sem pavimentacéo,
sistema de lagoas fluviais, como observado na regido Norte, envoltas por favelas, com pouquissima infra-
estrutura, contribuindo para a alta transmissibilidade de LV registrada. *®

Areas com condigdes socio-econdmicas precarias como existentes em Teresina, foram associadas tanto
com a abundancia do vetor, ** quanto com a incidéncia de LV humana e canina. ®* Foi observado, que pessoas
que viviam em casas com inadequado sistema de esgotos e sem coleta regular de lixo, apresentaram risco
significativamente elevado (risco de quatro e seis vezes, respectivamente) de desenvolverem leishmaniose

visceral. **

Além disso, essas areas apresentaram um efeito amplificador entre a infec¢do canina e a incidéncia de
LV humana. ®

Para avaliar os principais indicadores de comprometimento da salde destes animais que contribuem
para a progressdo da doenga, foram realizados exame sorolégico, andlises fisiopatologicas, prova de funcao renal
e exame histopatol6gico de tecido renal. De um modo em geral, € observado que 0s animais que tornam-se
positivos para LV e sdo mais susceptiveis para a doenca, apresentam altos titulos de anticorpos IgG anti-
Leishmania. 2 Em nosso estudo, a maioria apresentou titulos entre 1:40 e 1:80, independente da condicdo clinica
(infectados com e sem manifesta¢Ges da doenga). Sobre a resposta de anticorpos anti-Leishmania, ha citagdes da
existéncia de dois perfis sorolégicos para cdes: um perfil em que os animais apresentam baixos titulos de

anticorpos e permanecem assim por longo tempo; e outro perfil, onde os cées iniciam com baixos titulos de

anticorpos, tendendo a aumentarem com o tempo de infeccdo. > Nosso estudo aponta nessa direcdo, pois a
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maioria dos caes apresentou titulos baixos quando se tornaram positivos para LV. O fato da maioria dos cées nao
terem apresentado exame parasitologico positivo, pode ser justificado pelos baixos niveis de anticorpos
observados, pois a positividade do teste parasitologico esta diretamente relacionado com o aumento dos titulos
sorolégicos de anticorpos. ***%" Essa questdo ainda carece de maior aprofundamento, pois é observado que cdes
sem manifestagdes clinicas, também, apresentaram altos titulos de anticorpos, mas nenhum apresentou
positividade parasitolégica na cultura com aspirado de linfonodo popliteo. **

Os resultados das dosagens bioquimicas de animais infectados e controles, assim como os valores
padrdes estdo apresentados na Tabela 1. Dos 25 cdes soro-positivos, 88% apresentaram hiperproteinemia,
devido a hiperglobulinemia, observada em 84% (21/25) dos cées e hipoalbuminemia foi observada em 20%
(5/25) dos caes infectados. Dos 11 cdes controles, oito, também, apresentaram hiperproteinemia, devido a
hiperglobulinemia em cinco cées, contudo, em niveis mais baixos do que nos animais infectados. Em apenas um
animal controle foi observado hipoalbuminemia. De um modo em geral, observou-se niveis mais elevados de
proteinas totais e globulinas, e niveis mais baixos de albumina, nos animais infectados, quando comparados aos
animais controles (Fig. 6). A hiperproteinemia nos animais controles pode ser devido a outros fatores como
desidratacdo ou diarreia, comuns em animais de rua. ® Estes resultados mostram, que mesmo cées recém-
infectados, ja apresentam alteracfes dos niveis de proteinas, confirmando a importancia da hiperproteinemia e,
especialmente, da hiperglobulinemia como um marcador a ser considerado no diagnéstico da LVC, como tem
sido observado por outros autores. 8%

Os cdes com sinais clinicos apresentaram niveis mais elevados de proteinas totais (16/18, 88,8%),
representados principalmente por hiperglobulinemia, e niveis de albumina (15/18, 83,3%) mais baixos que 0s
controles. Dos cdes sem sinais clinicos, 57,1% (4/7) apresentaram niveis de proteinas totais, representada,
principalmente, por hiperglobulinemia, mais elevados, e niveis de albumina (5/7, 71,4%), mais baixos do que os
cdes controles. Estudos mostraram que os sinais clinicos foram significativamente relacionados com o titulo de
anticorpos e alteragBes nas proteinas séricas. Caes sem manifestacBes clinicas apresentaram menores titulos de
anticorpos, menores niveis de proteinas totais, menores valores de globulina e maior razéo albumina-globulina. ®
De um modo em geral, 0s nossos resultados séo coincidentes com os estudos realizados, exceto no que diz
respeito aos titulos de anticorpos, em que ndo foi observado predominancia de valores maiores ou menores entre

caes com e sem manifestacBes clinicas de LV, muito embora os animais se apresentavam em uma fase de

infeccdo recente.



28

A prova de funcdo renal ndo revelou diferenga estatistica significante entre cdes infectados com e sem
manifestagBes clinicas em relagdo aos controles. Contudo, dos 25 cdes positivos, dois (8%) apresentaram niveis
de uréia e creatinina acima dos valores normais. De um modo em geral, animais infectados apresentaram niveis
de uréia e creatinina mais elevados em relacdo aos cdes negativos (Fig. 7). Em termos médios, 13 cdes (52%)
apresentaram niveis de uréia e 14 (56%) mostraram niveis de creatinina maiores que os observados nos caes
negativos, muito embora estivessem dentro da variacdo normal. Animais com manifestacBes clinicas
apresentaram niveis de uréia (7/18, 38,8%) e creatinina (12/18, 66,6%) aumentados em relagdo aos controles.
Entre os cdes sem manifestagdes clinicas, seis (85,7%) tiveram niveis de uréia maiores e 2 (28,6%) apresentaram
niveis de creatinina maiores do que os controles negativos. Estes resultados refletem fortemente uma tendéncia
de cées com LV apresentarem alteragdes na fungdo renal, j& a partir da infeccdo recente, sendo esta considerada
uma importante causa de 6bito nos animais com a progresséo da doenca. >° Estudos realizados em cdes com
infeccdo cronica da &rea endémica de S&o José de Ribamar-MA, revelaram taxas elevadas de uréia, mas nédo
houve alteragées nos valores de creatinina. *® Os niveis mais elevados de uréia em um maior niimero de animais,

% 0 que n3o podemos descartar nos animais deste estudo.

pode ser decorrente de uma patologia hepética,
Amusategui et al. * afirmaram que, num estagio avancado de LVC, os valores médios de uréia e creatinina sio
altos, ao passo que os animais na fase inicial apresentaram menores niveis de anticorpos e os valores de uréia e
creatinina ndo diferiram dos encontrados nos animais controles, o que se assemelha aos resultados do presente
trabalho. A avaliagdo de parametros bioquimicos no soro de cdes com LV deve ser levado em consideracéo para
o diagnéstico e avaliacéo da progressio da infeccdo como tem sido sugerido. 2

Seis animais soro-positivos, recém-infectados foram eutanasiados para a realizagdo de exame
histopatolégico com a finalidade de avaliar as les6es renais. Todos os cdes apresentavam dois ou mais sinais
clinicos de leishmaniose visceral, tais como emagrecimento, queratinizagdo no focinho, conjuntivite, lesdes de
pele, seborréia, linfonodos aumentados, onicogrifose e alopecia. O baixo nimero de animais eutanasiados foi
justificado por algumas dificuldades, também, relatadas por Silva et al. *, que, como nés, constataram que a
eliminacdo de animais aparentemente saudaveis é dificil, uma vez que os proprietérios frequentemente os
escondem, prevenindo que sejam testados e examinados, evitando seu recolhimento. Além disso, observamos
gue muitos proprietarios de animais doentes, preferiam alguma forma de tratamento ao invés de aceitar a
eutanasia dos seus caes.

Pela coloracao de H-E observou-se infiltrado inflamatério perivascular mononuclear na regido cortico-

medular e na cortical, de localizacdo perivascular e peritubular de intensidade minima a média (Fig. 8A).
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Cilindros hialinos foram observados em dois cées que apresentaram niveis normais de uréia e creatinina (Fig.
8B), demonstrando, que proteindria pode ocorrer mesmo sem alteragBes funcionais dos rins como é o caso de
glomerulonefrite de alteragdes minimas e glomeruloesclerose segmentar focal diagnosticadas neste estudo. Pela
coloracdo de PAS, observou-se atrofia de tdbulos de média intensidade, com distribuicdo focal, em um céo.
Expansdo do mesangio de intensidade média foi observada pela coloragdo do Tricrémico de Massom em um céo
(Fig. 8C). Glomerulonefrites estavam presentes nos seis cdes em que foram analisados fragmentos de rim,
caracterizadas como glomerulonefrite de alteragbes minimas em dois cdes, glomerulonefrite
mesangioproliferativa em um cdo, glomérulo-esclerose segmentar focal em um cdo e glomerulonefrite
membranoproliferativa (Fig. 8D) em dois cées. Estes padrbes de lesées glomerulares estdo descritos em Costa et
al. ¥, As lesdes glomerulares observadas foram focais e de intensidade média. Estes resultados revelam que as
lesbes glomerulares estdo presentes na fase recente de cées naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi,
muito embora ndo possamos descartar completamente a possibilidade dos animais estarem acometidos por outras
infeccBes, mesmo se tratando de animais domiciliados. Estes animais ndo apresentavam alteragdes nos niveis de
uréia e creatinina, mas apresentavam hiperproteinemia, devido a hiperglobulinemia. Em conjunto, as alteracdes
renais tUbulo intersticiais e glomerulares foram de baixa intensidade, ainda ndo suficientes para provocar
alteragBes da funcéo renal, o que estd de acordo com resultados de outras pesquisas realizadas, que enfatizam
gue muito embora os rins apresentem alteragdes morfoldgicas, alteragdes funcionais somente sdo observadas
quando 2/3 ou 3/4 partes do tecido de ambos 0s rins séo comprometidos. % 243

Baseado nos resultados deste estudo, constatamos que em Teresina a soro-conversdo para leishmaniose
visceral canina ocorre em pouco tempo (dentro de 3 meses) de exposi¢do. A maioria dos cdes recém-infectados
apresentam sinais clinicos de LV, mas ndo apresentam altos titulos de anticorpos anti-Leishmania. Cées recém-
infectados ja podem participar da cadeia epidemiolédgica da Leishmaniose Visceral em Teresina, contribuindo
para a manutencdo da endemia. Apesar de recém-infectados, cées naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi apresentam alteracdes nas proteinas séricas, alteracfes na funcdo e estruturas renais. Os
resultados indicam que os levantamentos soro-epidemioldgicos da LVC em Teresina, devem ser feitos dentro de

um menor espaco de tempo que o atualmente adotado (anual).
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Resumo

Leishmaniose Visceral (LV) € causada por protozoarios do género Leishmania e o cdo doméstico é o principal
reservatorio da doenca. O presente estudo objetivou conhecer o periodo de tempo em que um cdo se torna
positivo para LV na &rea endémica de Teresina e o comprometimento estrutural e funcional dos rins no periodo
recente apo6s a infeccdo. Cdes negativos para LV canina foram analisados clinicamente a cada 3 meses,
submetidos a sorologia, exame parasitolégico, e dosagens bioquimicas até 0 momento da soro-conversao.
Fragmentos de rim de cées soro-positivos foram processados e corados com H-E, PAS e Massom. e as lesdes
foram classificadas com base numa escala variando de normal a severa. Dos 40 cdes acompanhados, 64,7%
tornaram-se positivos em 1 ano de acompanhamento. Dos 25 cées positivos, 60% tornaram-se positivos nos
primeiros 3 meses. A maioria dos cées positivos apresentaram titulos entre 1:40 e 1:80, e 72% apresentaram
manifestacdes clinicas. De um modo em geral, observou-se niveis mais elevados de proteinas totais e globulinas,
e niveis mais baixos de albumina nos animais infectados, comparados aos controles. Além disso, apresentaram
niveis de uréia e creatinina mais elevados em relacdo aos cées negativos. Glomerulonefrites com intensidade
média estavam presentes nos cdes do estudo. Baseado nestes achados sugere-se que em Teresina a Soro-
conversdo para Leishmaniose Visceral Canina ocorre com pouco tempo apds a infec¢do, e apesar de recém-
infectados, cdes naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi apresentam alteragBes nas

proteinas séricas, nas provas de funcao renal e alteragGes estruturais nos rins.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral. Soro-conversdo. Caes. Rim.

Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is caused by protozoa of the genus Leishmania and the domestic dog is the main

reservoir of the disease. This study investigated the period in which the dog becomes positive for VL in the
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endemic area of Teresina and functional and structural alterations of the kidneys in the recent period pos-
infection. Dogs negative for canine VL were available clinically every three months for serological and
biochemical tests, until the soroconversion. Fragments of kidney from positive dog were processed and stained
with HE, PAS and Massom, and lesions were classified based on a scale ranging from normal to severe. From 40
dogs studied, 64.7% became positive within 1 year of follow-up. From 25 positive dogs, 60% became positive in
the first three months. Most dogs had positive titers between 1:40 and 1:80, and 72% showed clinical signals. In
a general way, we found higher levels of total protein and globulin, and lower levels of albumin in the infected
animals when compared to controls. Additionally, showed levels of urea and creatinine higher than negative
dogs. Glomerulonephritis with medium intensity were present in dogs in the study. These data suggest that in
Teresina seroconversion for Canine Visceral Leishmaniasis occurs soon after infection, and although recently

infected, dogs with VL have abnormal serum proteins and function and structural changes in the kKidneys.

Key words: Visceral Leishmaniasis. Sero-conversion. Dogs. Kidney.



Fig. 1. Acompanhamento trimestral de cdo em domicilio. Coleta de sangue em veia
jugular.
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Fig. 2. Acompanhamento trimestral de cdo em domicilio. Pungdo de medula 6ssea.
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Fig. 3. Sinais clinicos observados em cdes naturalmente infectados por Leishmania (L.)

chagasi num periodo recente pds-infeccéo.
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Fig. 4. Sinais clinicos observados em cdes naturalmente infectados por L (L.) chagasi
num periodo recente pés-infecgdo. Fig. 2A. Onicogrifose e lesdes de pele (regido dos
digitos). Fig. 2B. Linfonodo popliteo aumentado de tamanho. Fig. 2C. Lesfes de pele
(orelha). Fig. 2D. Lesdes de pele (focinho).
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Fig. 5. Distribui¢do de cées naturalmente infectados por Leishmania (L) chagasi em zonas
urbanas de Teresina.
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Tabela 1. Resultado de dosagens bioguimicas de cdes naturalmente infectados por Leishmania (L)
chagasi num periodo recente pos-infeccao, e de animais ndo infectados.

Uréia Creatinina  Proteinas  Albumina  Globulina
Animais Totais
Valores mg/dI mg/dI g/di g/dl g/dl
21-60 05-15 54-71 2,6-33 2,7-44
Padrbes™

1 23,5 0,7 7,7 2,90 4,80

2 434 16,2 15,2 2,70 12,50

3 8,0 0,9 10,3 1,73 8,57

4 21,0 1,0 94 2,82 6,58

5 15,0 15 8,6 3,12 5,48
?L‘i'r:';?fc‘l’%rincga's d g 58,0 09 93 3,16 6,14
7 27,0 1,4 8,9 2,91 5,99

8 21,0 08 9,7 2,94 6,76

9 13,0 1,0 9,5 3,18 6,32

10 54,0 16 9,8 2,38 7,42

1 26,0 1,2 9,0 2,73 5,25

12 57,0 11 9,1 3,39 5,71

13 42,1 1,4 8,2 2,10 6,10

14 28,0 1,2 10,7 3,42 7,28
Animais com até 3 15 55,0 13 8,2 3.49 471
16 15,0 11 8,8 3,16 5,64

17 8,0 1,2 8.4 2,80 5,60

18 56,0 11 7,2 2,87 4,33

19 38,4 1,0 10,8 2,87 7,95

20 92,0 0,9 10,2 4,63 5,57

21 44,1 1,2 6,5 2,90 3,60

Sm:'c‘gf sem sinais 22 30,2 1,0 84 2,30 6,10
23 69,0 1,0 6,0 3,21 2,79

24 48,0 13 6,9 2,26 4,64

25 38,0 1,0 8,4 4,50 3,84

1 28,3 13 9,6 2,90 6,73

2 473 1,0 7,0 3,93 3,07

3 42,6 0,9 9,6 3,36 6,27

4 32,3 1,0 6,6 3,81 2,79

5 41,3 1,0 7.8 3,51 4,35
gt
7 31,6 0,9 8,2 2,70 5,56

8 14,6 11 9,0 1,97 7,05

9 26,0 1,0 9,5 3,03 6,47

10 20,6 11 7,7 3,36 4,40

1 43,0 1,2 6,7 3,40 3,29

*KANEKO et al, 1997
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Fig. 6. Valores médios de proteinas totais, aloumina e globulina em cdes naturalmente
infectados por Leishmania (L) chagasi num periodo recente pds-infeccdo, e em animais
controles.
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Fig. 7. Valores médios de uréia e creatinina em cdes naturalmente infectados por
Leishmania (L) chagasi num periodo recente pds-infec¢éo, e em animais controles.
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nonuclear
(seta) em cdo com mais de 3 manifestagdes clinicas (cdo n° 8). Coloracdo: H-E. Aumento: 40x. Fig. 5B.
Cilindros hialinos (setas) em cdo com 3 sinais clinicos (cdo n°16). Coloracdo: PAS. Aumento: 40x. Fig. 5C.
Expansdo do mesangio em caso de Glomeruloesclerose Segmentar Focal (seta) em cdo com 3 manifestacdes
clinicas (céo n° 13). Coloragdo: Tricromico de Massom. Aumento: 40x. Fig. 5D. Espessamento da membrana
basal do capilar gloerular (seta) em caso de Glomerulonefrite Membranoproliferativa em cdo com mais de 3
sinais clinicos (cdo n° 8). Coloragdo: PAS. Aumento: 40x.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CLINICA E CIRURGIA VETERINARIA

FICHA DE AVALIACAO CLINICA

Identificacéo
Animal n°

Sexo: Macho () Fémea ( ); Cor:

Peso: Kg; ldade:

Procedéncia:

Exame clinico
Emagrecimento: Sim ( ) N&o ()
Alopecia: Sim () Néo ()
Descamacéo furfuracea na pele (seborréia): Sim () Néo ( )
Queratite: Sim () Nao ( )
Lesdes de pele: Sim ( ) Nao ( )

- Localizacdo: Focinho ( ) Orelha ( ) Extremidades ( ) Outros

Queratinizagdo no focinho Sim: () N&o ()
Ulceracdes de pele Sim () N&o ()

- Localizacdo: Focinho ( ) Orelha ( ) Extremidades ( ) Outros

Onicogrifose: Sim ( ) Néo () Nodulos Subcutaneos: Sim () Nao ()
Conjuntivite: Sim ( ) Néo ()

Mucosas palidas: Sim () Néo ()

Edema: Sim ( ) Néo (

Epistaxe: Sim () Né&o ()

Diarréia: Sim ( ) Nao ()

Fezes sanguinolentas: Sim () Néo ( )

Apatia: Sim () Néo ()

Paresia do trem posterior: Sim () Nao ( )

Incoordenacdo motora: Sim () N&o ()

Hiperestesia: Sim ( ) Nédo ( )
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TERMO DE AUTORIZACAO

Eu ,  proprietdrio(@) do animal

denominado , da raca , idade , autorizo a equipe do Setor de

Patologia Animal - UFPI, sob a responsabilidade do professor Dr. Francisco Assis Lima Costa, a realizar em meu
animal, coleta de sangue bem como aspirado de medula éssea e linfonodo popliteo. Autorizo também a realizacdo
de exame citol6gico, bioquimico e soroldgico a cada 3 meses, durante 1 ano, para diagnéstico de Leishmaniose
Visceral Canina (“Calazar”). Declaro que estou ciente dos procedimentos, e que me foi explicado em detalhes todas
as condutas a serem realizadas em meu animal. Comprometo-me a receber esta equipe em minha residéncia para 0s

referidos procedimentos, durante todo o tempo necessério, possibilitando assim a conclusdo desta pesquisa.

Teresina, de de

NOME COMPLETO DO(A) PROPRIETARIO(A)

ASSINATURA DO(A) PROPRIETARIO(A)

RG
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TERMO DE LIBERACAO DO ANIMAL

Eu , proprietario (@) do animal denominado

, daraca , espécie canina e idade , autorizo a equipe do Setor de Patologia Animal-

UFPI, sob a responsabilidade do professor Dr. Francisco Assis Lima Costa, a recolher meu animal apds estar ciente

do resultado positivo para Leishmaniose Visceral Canina (“Calazar”), para que nele seja realizada a eutanasia, com

todos os requisitos humanitarios. Declaro que estou ciente dos procedimentos, e que me foi explicado em detalhes
todas as condutas a serem realizadas.

Teresina, de de

NOME DO(A) PROPRIETARIO(A)

ASSINATURA DO(A) PROPRIETARIO(A)

RG



