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RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios do género Leishmania de grande impacto
na salde publica. A doenca pode ocorrer na forma tegumentar ou visceral, a depender da espécie
de Leishmania e a transmissdo se da pela picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae,
popularmente denominados flebotomineos. Nas américas, o Brasil concentra a maioria dos casos
notificados de ambas as formas. Felinos domésticos e silvestres sdo hospedeiros das espécies do
protozoario que sao mais incidentes no Brasil, com relatos de gatos infectados principalmente em
areas de intensa transmissdo da doenca. Apesar de serem considerados mais resistentes, os felinos
infectados podem apresentar alteracfes cutaneas na leishmaniose tegumentar e alteracdes em
diferentes 6rgaos como pele, figado, baco, linfonodos e pulmao na leishmaniose visceral. A anélise
histopatoldgica € uma forma de diagnéstico que pode auxiliar na compreensdo dos danos causados
ao hospedeiro e poucos sdo os estudos histopatoldgicos realizados em felinos domésticos
naturalmente parasitados até 0 momento. Este trabalho objetivou avaliar a aplicacdo de diferentes
métodos de coloracdo na analise de tecido cutaneo de felino domeéstico naturalmente parasitado por
Leishmania amazonensis e relatar as alteracGes renais provocadas pela infeccdo por Leishmania
infantum em gato. Para as analises, amostras de nddulos cutaneos de um gato positivo para L.
amazonensis foram coletadas e submetidas a processamento histologico, seguida de coloragédo
pelos corantes hematoxilina-eosina (HE), &cido periédico de Schiff (PAS), fontana Masson, fast
green e tricromio de Mallory e a qualidade da coloracdo avaliada. Amostras de rins de 5 gatos
positivos para L. infantum e 5 gatos negativos foram coradas por HE e PAS e foram analisadas e
comparadas. Dentre os corantes analisados em tecido nodular cutaneo, a coloracdo hematoxilina e
eosina demonstrou melhor performance para a visualizagdo do protozoario e dos componentes
teciduais. As outras coloracdes mesmo ndo tendo o resultado da hematoxilina e eosina, ainda de
maneira dificultosa foram capazes de revelar o parasita no tecido. Alteracfes renais foram
observadas em 100% dos gatos positivos e negativos. A alteracdo glomerular mais frequente foi a
glomerulonefrite membranosa, presente em todos os animais negativos e 80% dos animais
positivos, porém com grau de intensidade diferente (P<0,05). Animais positivos para Leishmania
apresentaram nefrite intersticial, que ndo foi encontrada em gatos negativos (P<0,05). Os resultados
obtidos mostram que a coloragcdo hematoxilina e eosina foi 0 melhor método de coloragdo para a
visualizacdo das Leishmanias e dos aspectos do tecido de pele, além disso, foi evidenciado que 0s
gatos também desenvolvem lesdes viscerais da leishmaniose, como demonstrado nesse estudo pela
ocorréncia significativa de lesGes renais.

Palavras-chave: Gatos. Histopatologia. Leishmaniose. Renal. Histoquimica.



ABSTRACT

Leishmaniases are zoonoses caused by protozoa of the genus Leishmania, with significant impact
on public health. The disease can occur in tegumentary or visceral form, depending on the
Leishmania species, and transmission is through the bite of female sandflies of the family
Psychodidae, commonly known as phlebotomine sandflies. In the Americas, Brazil concentrates
the majority of reported cases of both forms. Domestic and wild felines are hosts of the protozoa
species that are most incident in Brazil, with reports of infected cats mainly in areas of intense
disease transmission. Despite being considered more resistant, infected felines may present
cutaneous alterations in tegumentary leishmaniasis and alterations in different organs such as skin,
liver, spleen, lymph nodes, and lungs in visceral leishmaniasis. Histopathological analysis is a
diagnostic method that can aid in understanding the damage caused to the host, and few
histopathological studies have been conducted in naturally parasitized domestic felines to date.
This study aimed to evaluate the application of different staining methods in the analysis of
cutaneous tissue of naturally parasitized domestic felines by Leishmania amazonensis and report
the renal alterations caused by Leishmania infantum infection in cats. For the analyses, samples of
cutaneous nodules from a cat positive for L. amazonensis were collected and subjected to
histological processing, followed by staining with hematoxylin-eosin (HE), periodic acid-Schiff
(PAS), Fontana-Masson, fast green, and Mallory's trichrome, and the staining quality was
evaluated. Samples of kidneys from 5 cats positive for L. infantum and 5 negative cats were stained
with HE and PAS and were analyzed and compared. Among the stains analyzed in cutaneous
nodular tissue, hematoxylin and eosin staining showed better performance for visualizing the
protozoa and tissue components. The other stains, although not yielding the same result as
hematoxylin and eosin, still managed to reveal the parasite in the tissue, albeit more difficultly.
Renal alterations were observed in 100% of positive and negative cats. The most frequent
glomerular alteration was membranous glomerulonephritis, present in all negative animals and
80% of positive animals, but with different intensity grades (P<0.05). Positive animals for
Leishmania presented interstitial nephritis, which was not found in negative cats (P<0.05). The
results obtained show that hematoxylin and eosin staining was the best staining method for
visualizing Leishmania and skin tissue aspects. Additionally, it was evidenced that cats also
develop visceral lesions of leishmaniasis, as demonstrated in this study by the significant
occurrence of renal lesions.

Keywords: Cats. Histopathology. Leishmaniasis. Renal. Histochemistry.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca de ampla distribuicdo e importancia, pois trata-se de uma
zoonose e, consequentemente, traz impactos a saude publica. A doenca pode manifestar tanto a
forma visceral quanto a forma cutanea, dependendo da espécie do protozodrio infectante (Sundar
e Singh, 2018). Nas Américas, a leishmaniose tem como principal vetor Lutzomyia longipalpis
infectado (Maia et al., 2015a).

No Brasil, o cdo (Canis familiaris) é considerado o principal reservatorio doméstico da
doenca, porém, outras espécies de animais vém sendo apontadas como potenciais reservatorios
(Oliveira et al., 2021). Os gatos (Felis catus) sdo hospedeiros das principais espécies de
Leishmania que ocorrem no Brasil (Carneiro et al., 2020a; Costa-Val et al., 2020a), porém o papel
destes animais na cadeia epidemiolégica das leishmanioses ainda ndo € totalmente esclarecido
(Vides et al., 2011).

Existem varios estudos relatando a infeccdo de felinos por Leishmania, principalmente em
regides de intensa transmissdo da doenca (Baneth e Solano-Gallego, 2022; Headley et al., 2019;
Pasa et al., 2015; Pereira e Maia, 2021a; Rivas et al., 2018). Pesquisas sugerem que a resposta
imune dos felinos frente a leishmaniose seja competente para controlar a infecgdo ou reter os
parasitas dentro de 6rgaos, mantendo baixo o nivel de parasitas na corrente sanguinea, tornando a
espécie felina mais resistente a leishmaniose, quando comparada a espécie canina (Camprigher et
al., 2019a).

Quando parasitado, o gato doméstico pode apresentar alteracdes em diferentes 6rgaos como
pele, figado, baco e pulmédo, devido ao tropismo desses protozoarios por macréfagos presentes
nesses tecidos (Coura et al., 2018a; Leiva et al., 2005a).

O diagnostico das leishmanioses é baseado em reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
sorologia, imuno-histoquimica (IHC), histologia, citologia ou cultura (Pennisi et al., 2015a). Em
areas endémicas, a leishmaniose deve ser considerada como diagndstico diferencial para felinos
que apresentam alopecia, laceracOes e dermatites ulcerativas (Mattos, 2005).

Na avaliagdo histopatolégica de 6rgdos parasitados por Leishmania a coloragdo mais

utilizada é a hematoxilina-eosina (Giunchetti et al., 2008a; Lima et al., 2004), no entanto, outros



corantes sdo Uteis na diferenciacdo de células e tecidos que podem auxiliar no diagnéstico das
formas amastigotas e na avaliacdo de alteracGes (Alturkistani, Tashkandi e Mohammedsaleh,
2015a), porem o desempenho de outros corantes é pouco relatado, destacando-se apenas o PAS,
Picrosirius, tricromio de Masson (Costa et al., 2003a; Duarte et al., 1986; Tafuri et al., 2001a).
Devido a crescente proximidade de cédes e gatos com 0 homem, essa enfermidade tem
gerado preocupacdes, pois apresenta riscos a sanidade animal e a saude publica e, apesar de ndo
se conhecer ainda o real papel do gato na cadeia epidemiolégica da doenga, estes animais padecem
com a progressdo da doenca e o diagndstico precoce permite um acompanhamento prévio do
animal, adocdo de tratamento e medidas preventivas que melhoram a qualidade de vida do animal

e permitem um convivio harménico e seguro com 0s seres humanos.



2 OBJETIVOS
2. 1 Objetivo geral

Avaliar a aplicacéo de diferentes métodos de coloragdo histologica na andlise de tecido
cutaneo de felino doméstico parasitado por Leishmania amazonensis e descrever as alteracdes

renais provocadas pela infec¢do por Leishmania infantum em gato.

2. 2 Objetivo especifico

e Avaliar diferentes metodos de coloracao utilizadas no estudo histopatolégico de pele de
felinos parasitados por Leishmania.
e Descrever os achados histopatologicos em rins de gatos naturalmente infectados por L.

infantum.

e Classificar os tipos e o grau das lesGes observadas em rins de gatos positivos para L.
infantum.



3 REVISAO DE LITERATURA
3. 1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por parasitas protozoarios do género Leishmania,
capazes de infectar mamiferos domésticos, silvestres e seres humanos, podendo apresentar variadas

manifestacdes clinicas (Mcgwire e Satoskar, 2014).

3. 1. 1 Etiologia

S0 doencas causadas por protozoarios do género Leishmania pertencentes a ordem
Kinetoplastida e familia Tripanossomatidae (Auwera e Dujardina, 2015). Sado protozoarios
flagelados e possuem uma Unica mitocéndria ramificada que se estende pelo citoplasma e uma
regido rica em DNA mitocondrial chamada cinetoplasto (Fidalgo e Gille, 2011; Souza, Attias e
Rodrigues, 2009).

Aproximadamente 53 espécies de Leishmania ja foram descritas, incluindo subgéneros e
complexos, e destas, 31 espécies sdo parasitas de mamiferos (Figura 1) (Akhoundi et al., 2016a;
Schoch et al., 2020; WHO, 2010a).

Figura 1- Classificacdo taxonémica do género, subgénero, complexos e espécies de Leishmania

SPpp.
Familia Trypanosomatidae
Género Crithidia  Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania  Sauroleishmania ITrypanesoma Phytomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Mundinia Viannia
Complexos L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana L lainsoni L naiffi L braziliensis L. guyanensis
- - l l l l . i i i l L brzzLiensiJ L l i
Espécies L. chagasi ) L L. amazonensis L. chancei L laimsoni L naifft : . EUVanensis
L. donovani ~ L- tropica LR achiop I e L. enriettii L peruviana L. panamensis
L. infantum L. pifanoi L. macropodum L. colombiensis L. shawi
L. orientalis L. equatorensis
L. procaviensis
L. mundinia

Fonte: Adaptacdo de WHO (2010) e Schoch CL et al. NCBI Taxonomy (2020).



Este protozoario durante o ciclo de vida pode alternar sua forma entre promastigota,
adaptado para a vida extracelular dentro do vetor, e amastigota especializado para a vida
intracelular dentro de macréfagos de mamiferos (Gluenz, Ginger e McKean, 2010). As formas
promastigotas medem cerca de 15-30 pum de comprimento e 2-3um de largura, sdo alongadas e
possuem flagelo, caracteristica essa que confere mobilidade ao protozoario. Ja as formas
amastigotas sdo arredondadas, ndo possuem flagelo sendo imoéveis e medem cerca de 2-6 um de
diametro (Gluenz, Ginger e McKean, 2010; Shokouhy et al., 2022).

3. 1.2 Ciclo de vida

O ciclo bioldgico das espécies de Leishmania spp. é heterdxeno necessitando, portanto, de
dois hospedeiros, um invertebrado que é o vetor e no qual a Leishmania se multiplica na forma
promastigota, e um hospedeiro mamifero, onde o protozoario invade macréfagos e se multiplica
na forma amastigota (Grunebast et al., 2021).

As fémeas dos flebotomineos se infectam quando ingerem as formas amastigotas do
protozoario presentes no hospedeiro vertebrado infectado, durante o repasto sanguineo. No
intestino do vetor as formas amastigotas sofrem alteragdes em sua morfologia transformando-se
em promastigotas prociclicas e depois promastigotas metaciclicas sendo essa a forma infectante do
protozoario. Quando passam para promastigotas metaciclicas, essas formas migram para a zona
préxima ao aparelho bucal do vetor e a transmissdo ocorrera quando a fémea infectada inocular as
formas infectantes no hospedeiro vertebrado. Neste, as formas serdo fagocitadas pelos macr6fagos
e diferenciam-se em amastigotas. As formas amastigotas multiplicam-se por fissdo binaria dentro
dos fagolisossomos dos macrofagos os quais irdo se romper liberando amastigotas que irdo infectar

novas células (Figura 2) (Teixeira et al., 2013).



Figura 2- Esquema ilustrativo do ciclo biol6gico de Leishmania spp.
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Fonte: Assis (2023).

3. 1. 3 Epidemiologia
3.1. 3.1 Vetor

As leishmanioses sdo transmitidas por vetores que pertencem ao filo Arthropoda, classe
Insecta, ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Psychodidae. A familia Psychodidae esta
dividida em seis subfamilias (Bruchomyiinae, Trichomyiinae, Horaiellinae, Psychodinae,
Sycoracinae e Phlebotominae), sendo os flebdtomos participantes da subfamilia Phlebotominae
(Akhoundi et al., 2016b).

Existem mais de 1000 espécies e subespécies de flebotomineos descritas pelo mundo
(Shimabukuro, Andrade, De e Galati, 2017), porém poucas sdo capazes de transmitir a doenca. Os
géneros Phlebotomus e Lutzomyia sdo os responsaveis pela transmissédo das espécies de Leishmania

no Velho Mundo e no Novo Mundo, respectivamente (Killick-Kendrick, 1990; Lainson, Ryan e
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Shaw, 1987). S6 nas Americas ja foram registradas cerca de 500 espécies, e destas, mais de 100
s8o suspeitas de agirem como vetores para as leishmanioses (Lainson e Rangel, 2005).

A distribuicdo geogréafica dos flebotomineos estd associada a fatores como: vegetacéo,
luminosidade, pluviosidade, temperatura, barreiras fisicas, umidade e presenca de hospedeiros
vertebrados (Arias et al., 1985; Erguler et al., 2019). No ambiente urbano, a presenca de animais
no peridomicilio tem papel fundamental para a manutengéo dos flebotomineos no local, pois além
de servirem como fonte de alimento, algumas espécies, como aves, produzem matéria organica que
serve de substrato para a postura dos ovos de flebotomineos, favorecendo a manutencédo do ciclo
(Oliveira et al., 2010; Teodoro et al., 2007).

Os flebotomineos sdo insetos de regido de mata, porém com o aumento da urbanizacgdo e
acdo antropica, houve um desequilibrio que afetou a diversidade, habitos e habitat desses insetos,
levando algumas espécies, como a Lutzomyia longipalpis a se adaptar ao ambiente peridomiciliar
e domiciliar de areas urbanizadas, o que resultou no aumento no nimero de casos de leishmaniose
visceral em grandes centros urbanos (Costa et al., 2007; Queiroz et al., 2012).

Esses insetos sdo pequenos e medem de 2 a 4 mm de comprimento (Figura 3). Os adultos
séo de cor palha ou acastanhados, possuem muitos pelos, asas grandes que se mantem eretas em
formato de “V”’ quando estdo em repouso e fazem voos de saltos (Aguiar e Medeiros, 2003; Killick-
Kendrick, 1999).

O desenvolvimento dos flebotomineos é holometabolo, apresentam estagios de ovo, larva
(4 estégios larvais), pupa e forma adulta (Figura 4) (Killick-Kendrick, 1999). As formas imaturas
possuem grande mobilidade, vivem em ambientes terrestres ricos em matéria organica em

decomposicdo, principalmente matéria vegetal (Aguiar e Medeiros, 2003).
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Figura 3- Fotomicrografia de fleb6tomo (L. longipalpis) fémea adulto (A), macho adulto (B). 20x
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Fonte: Laboratdrio de Parasitologia Veterinaria — UFNT, (2023).

Figura 4- Ciclo de vida dos flebotomineos
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Os machos e fémeas possuem aparelho bucal do tipo picador sugador que permite a eles se
alimentarem de agucares vegetais, e simultaneamente a isso, as fémeas em periodo reprodutivo sdo
hematdfagas, e necessitam de pelo menos um repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado para
que possam maturar seus ovos e completar o ciclo (Forattini, 1973).

Grande parte dos flebotomineos possuem héabitos crepusculares ou noturnos, onde realizam
a hematofagia, e seus periodos de atividades sdo fortemente influenciadas pelo clima (Lane e
Roger, 1993). Durante o repasto sanguineo os flebtomos liberam a saliva que contém diferentes
substancias como anticoagulantes e vasodilatadores, permitindo assim sua alimentagédo
(Abdeladhim, Kamhawi e Valenzuela, 2014; Kamhawi, 2006; Mondragon-Shem et al., 2020).

A preferéncia alimentar dos flebotomineos em relacdo ao hospedeiro vertebrado pode
variar, e 0 comportamento pouco seletivo de algumas espécies podem levar algumas espécies a se
alimentarem de humanos, funcionando como vetores de vérias doengas, inclusive a leishmaniose
(Campolina et al., 2020; Maia et al., 2011; Oshaghi, Chavshin e Vatandoost, 2006).

A diversidade de matéria organica, presenca de variados animais, microclimas, umidade e
abrigo, que sdo caracteristicos da flora tropical, propiciam um ambiente favordvel para o
desenvolvimento dos flebotomineos, mesmo que algumas espécies sejam mais especificas em

relacdo ao habitat (Feitosa e Castelldn, 2006; Silva, Freitas e Franco, 2007).

3. 1. 3. 2 Hospedeiros e reservatorios

Aproximadamente 70 espécies de mamiferos sdo consideradas hospedeiros do protozoario
leishmania em todo o mundo (WHO, 2010b). Entre elas estdo os canideos (Roque e Jansen, 2014a),
roedores (Tsakmakidis et al., 2017), marsupiais (Montoya et al., 2016), quiropteros (Rezende et
al., 2017), lagomorfos (Tsokana et al., 2016), felideos (Dahroug et al., 2011), primatas (Malta et
al., 2010), procionideos (Lainson, 2010a), xenartros (Araujo et al., 2013).

Embora as diferentes espécies de Leishmania spp. sejam capazes de infectar varias espécies
de mamiferos, inclusive o ser humano, o cdo doméstico (Canis familiaris) foi considerado por
muito tempo o principal reservatorio da doenga peridomiciliar e domiciliar (Asfaram, Fakhar e
Teshnizi, 2019b; Weigle e Saravia, 1996). Atualmente o cenario de hospedeiros vem mudando, e
cada vez mais surgem relatos de outras espécies sendo infectadas, como por exemplo os gatos

domésticos (Felis catus) (Pennisi e Persichetti, 2018b).
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Apesar do papel dos felinos na natureza ainda néo ser claro, a alta taxa de soroprevaléncia
para Leishmania e a deteccdo do DNA do parasito, indica que esses animais sdo frequentemente
picados por flebdtomos infectados (Camprigher et al., 2019a). Alguns estudos relataram
preferéncia alimentar de flebotomineos por gatos em comparacao com outras espécies (Colmenares
et al., 1995; Johnson et al., 1993; Sawaf, el et al., 1989). Em seu estudo, Mattos et al. 2004,
observaram Lutzomyia migonei infectado apds ter se alimentado em um gato que foi
experimentalmente inoculado com Leishmania braziliensis, confirmando que os felinos sdo fonte
de infeccdo para o flebotomineo e potenciais reservatorios de L. braziliensis.

Até o momento foram identificadas parasitando gatos domésticos e selvagens no mundo,
cerca de 7 espécies de Leishmania pertencentes ao subgénero Leishmania e uma do subgénero
Viannia, as quais se encontram listadas na figura 5 (Pereira e Maia, 2021b).

Figura 5- Distribuicdo mundial da infec¢do por Leishmania em gatos (Felis spp.).
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Um dos primeiros casos de leishmaniose felina relatados no brasil foi em Belo Horizonte,
Minas Gerais (Passos et al., 1996), em um gato doméstico que apresentava lesdes interdigitais em
membro pélvico esquerdo. Atualmente, a prevaléncia estimada de casos de leishmaniose em felinos
é cerca de 8% e foram relatadas L. braziliensis, causadoras da leishmaniose cutanea (LC) e
mucocutanea (LMC) no homem, Leishmania amazonensis, causadora de LC e leishmaniose
cutanea difusa (LCD), e L. infantum responsavel pela forma visceral (LV) (Asfaram, Fakhar e
Teshnizi, 2019c; Carneiro et al., 2020b; Costa-Val et al., 2020b; Figueiredo et al., 2009a;
Nascimento et al., 2021; Schubach et al., 2004; Souza et al., 2005a).

Acredita-se que 0 aumento no nimero de casos de leishmaniose felina relatado na ultima
década esteja relacionado ao maior cuidado que os tutores estdo dispensando a estes animais, que
amplia a possibilidade de diagnéstico durante consulta veterinaria (Cantacessi et al., 2015).

A LV pode ser transmitida de gatos infectados para cées por via vetorial, indicando que eles
fazem parte da cadeia epidemioldgica desta doenca, atuando como hospedeiros e reservatorios da

leishmaniose visceral e cutnea (Batista et al., 2020; Trevisan, Lonardoni e Demarchi, 2015).

3. 1. 3. 3 Formas de Transmissao

Existem duas formas de transmissao vetorial da doenca: forma antropondtica (transmitida
pelo vetor infectado a partir de alimentacdo em seres humanos) e a forma zoondtica (transmitida
pelo vetor a partir de um animal infectado) (Figura 6). Dentre essas formas, a zoonética € a mais
comum em todo o mundo (Ready, 2010).

Os flebotomineos sdo os Unicos artropodes adaptados para a transmissdo bioldgica da
Leishmania, no entanto outras formas de transmissdo sdo comprovadas sem a atuacdo dos
flebotomineos no ciclo, que incluem infeccdo por meio de produtos de derivados de transfusdo de
sangue, a partir de doadores de sangue portadores da infecgdo (Franca et al., 2018), transmisséo
vertical e venérea (Adam et al., 2018; Franssen et al., 2022; Galindo-Sevilla e Mancilla-Ramirez,
2019; Naucke e Lorentz, 2012). Existem ainda meios de transmissdo suspeitos, porém nao
comprovados como a transmissdo direta entre cdes através de mordidas ou feridas, e a transmissao

por artropodes hematdfagos como carrapatos e pulgas (Solano-Gallego et al., 2011).
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Figura 6- Formas de transmisséo vetorial da doenca.
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3. 1. 3. 4 Distribuicdo geogréafica

As leishmanioses visceral e cutanea sdo zoonoses de ampla distribuicdo geogréafica, sendo
motivo de preocupacdo para a salde publica (OPAS, 2020; Schallig et al., 2002).

O Brasil é 0 pais que possui 0 maior nimero de casos anuais registrados de LV e LT na
América Latina (BVSMS, 2022), sendo a regido Nordeste considerada a principal zona endémica
de leishmaniose (Grafico 1). A leishmaniose tegumentar no Brasil esta mais concentrada na regido
Norte do pais, porém h& registros de infeccdo em varios municipios das Unidades Federadas
(Grafico 2) (SVSA/MS, 2022).

A dificuldade no controle e expansao de casos dessas enfermidades para a zona urbana, tem
gerado discussdes entre pesquisadores e profissionais ligados a area da satde publica, pois levanta
0 questionamento de outros possiveis reservatorios domésticos da doenca, entre eles, os felinos
(Simdes-Mattos et al., 2005).
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Gréafico 1- Casos de leishmaniose visceral em humanos por regido no Brasil, 2013 a 2022.
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Gréfico 2- Casos de leishmaniose tegumentar em humanos por regido no Brasil, 2013 a 2022.
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Estudos relacionados a soroprevaléncia da infeccdo por LV na populagéo felina de areas
endémicas, apresentam diferentes resultados e ndo permitem concluir se os gatos possuem alguma
resisténcia natural a leishmaniose, ou se as diferencas se referem aos diferentes métodos
soroldgicos utilizados (Coura et al., 2018b; Martin-Sanchez et al., 2007; Sousa et al., 2019). Em
um estudo realizado em 200 felinos domésticos da cidade de Aracatuba-SP, Costa et al. (2010),
identificaram 34 gatos positivos para LV em pelo menos uma das técnicas de diagndstico
utilizadas, sendo que 23 deles foram detectados pela técnica de ELISA indireto.

No Estado do Tocantins, no ano de 2022 foram confirmados 118 casos de LV humana
(Tabela 1), dos quais 0os municipios de Araguaina, Palmas e Porto Nacional apresentaram 0s
maiores numeros de casos, respectivamente (DATASUS, 2022). No municipio de Araguaina-TO,
foi observado em cées alta frequéncia de infeccdo por Leishmania spp. (40,7%), evidenciando o
carater endémico da regido (Santos et al., 2017).

Frequéncia de anticorpos anti-Leishmania spp. de 26,2% foi observada em felinos no
municipio de Araguaina (Sousa, 2017), mostrando a participacdo destes animais na cadeia
epidemioldgica da leishmaniose no municipio.

A prevaléncia estimada de leishmaniose felina no brasil é de 7 a 8% baseada em
diagnosticos soroldgicos e moleculares, e as principais espécies relatadas sdo Leishmania
braziliensis, L. infantum, e Leishmania amazonensis (Carneiro et al., 2020a; Costa-Val et al.,
2020a; Figueiredo et al., 2009b; Souza et al., 2005b).
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Tabela 1. Casos confirmados de Leishmaniose Visceral em humanos no estado do Tocantins em

2022.

Municipio de Notificacéo

Numeros de casos confirmados

ARAGUAINA

PALMAS

PORTO NACIONAL
AUGUSTINOPOLIS

PARAISO DO TOCANTINS
ARAGUATINS

COLINAS DO TOCANTINS
MIRACEMA DO TOCANTINS
TOCANTINOPOLIS

NAZARE

AGUIARNOPOLIS
BRASILANDIA DO TOCANTINS
COUTO MAGALHAES
DIANOPOLIS

GOIANORTE

GUARAI

GURUPI

ITAPORA DO TOCANTINS
MONTE SANTO DO TOCANTINS
PEQUIZEIRO

SAMPAIO

SAO MIGUEL DO TOCANTINS
XAMBIOA

39

w
($)]

R T e e = T T = T = T = S S S S CR JURN /S SO R SV NS BN & BN

TOTAL

118

Fonte: DATASUS, 2024

3. 1. 4 Patogenia, sinais clinicos e alteragdes teciduais

Varios estudos feitos com cédes demonstraram que a infeccao por Leishmania infantum esta

diretamente ligada a resposta imune do hospedeiro. A progressao da doenca em cées suscetiveis é

caracterizada por altos niveis de anticorpos, porém sem capacidade para montar uma resposta

imune adequada e competente o suficiente por células interferon-gama, fator de necrose tumoral

alfa e interleucina 2 (Maia e Campino, 2018; Utsunomiya et al., 2015; Vasconcelos et al., 2016).
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No caso dos felinos, ainda existem poucos estudos sobre a patogenia da doenca, e alguns
ensaios experimentais que foram realizados envolvendo a inoculagéo intravenosa/ intraperitoneal
de formas promastigotas, revelaram que o0s gatos sdo menos suscetiveis a desenvolver a doenca
quando comparado aos cdes, mesmo apresentando um periodo prolongado de parasitemia
(Akhtardanesh et al., 2018; Kirkpatrick, Farrell e Goldschmidt, 1984).

Priolo et al. (2019), demonstraram que gatos expostos naturalmente a infeccdo por L.
infantum produziram interferon gama apos o estimulo antigénico da infecgdo pelo protozoario, do
mesmo modo que ocorre em cdes (Solano-Gallego et al., 2016). Esta descoberta é importante para
destacar a resposta imune protetora mediada por essa citocina em gatos.

Segundo o estudo conduzido por Tirado et al. (2021), os gatos apresentaram
comportamento diferente na ativacdo do sistema complemento, que é ativado pela via das lectinas,
que por sua vez esta associada a menor suscetibilidade a leishmaniose. No caso de caes e humanos,
0 sistema complemento € ativado pelas vias classica e alternativa havendo um alto consumo de
proteinas pelo protozoario, o que caracteriza maior suscetibilidade dessas espécies (Akhtardanesh
etal., 2018).

Os principais sinais clinicos observados em felinos positivos para Leishmania spp. sdo
lesBes cutaneas ulceradas e nodulares em nariz e orelhas (Craig et al., 1986), sugerindo alta carga
de parasitas na pele. Entretanto, muitos gatos ndo manifestam a forma clinica da doenca, tornando-
se hospedeiros silenciosos (Navarro et al., 2010a).

As anormalidades laboratoriais mais frequentes em gatos incluem anemia (geralmente
normocrémica, normocitica) (Marcos et al., 2009), hiperproteinemia com hipergamaglobulinemia
e proteinuria (Leiva et al., 2005b; Ozon et al., 1998).

As manifestaces clinicas da leishmaniose felina ndo sdo bem definidas e podem facilmente
ser confundidas com doencas infecciosas ocasionadas por virus, protozoarios, fungos e bactérias
(Simdes-Mattos et al., 2004).

A forma cuténea dessa enfermidade apresenta quadros de dermatite e alopecia ulcerativa,
crostosa, nodular ou escamosa (Ozon et al., 1998), enquanto a forma visceral envolve 6rgéos e
tecidos como figado, baco, linfonodos, rins, pulmdes, medula dssea e olhos, visto que o parasita se
desenvolve em macrdfagos que estdo presentes nesses tecidos (Pennisi et al., 2015b).

Em um estudo envolvendo 15 gatos com LV, Navarro et al. (2010), encontraram inflamacéo

granulomatosa em 13 felinos, e essas lesdes foram observadas em diferentes regifes como pele,
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olhos, musculatura estriada esquelética e 1 caso com comprometimento sistémico, evidenciando
que ndo ha um padréo definido de regido das lesGes.

Pereira e Maia. (2021), destacaram que a leishmaniose felina causada por L. infantum, é
relatada principalmente em gatos adultos com idade média de 7 anos, pelo curto e residentes em
areas endémicas. Aproximadamente um terco dos felinos domésticos com leishmaniose
apresentam doengas concomitantes, principalmente de carater infectocontagioso como do virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e do virus da leucemia felina (FeLV) (Hervas et al., 2001).

Estudos apontam que a dermatite nodular é a lesdo mais frequentemente associada com
casos de leishmaniose visceral felina (Hervas et al., 2001; Leal et al.,, 2018; Richter,
Schaarschmidt-Kiener e Krudewig, 2014) e a onicogrifose muito frequente em cées, é pouco
relatada em gatos (Silva et al., 2010).

Os achados relatados em 6rgéos de felinos parasitados por Leishmania spp. incluem edema
pulmonar, esplenomegalia (Poli et al., 2002), renomegalia, infiltrado inflamatério nodular em
diferentes tecidos, lipidose hepética, glomerulonefrite, nefrose, linfadenomegalia, (Pimenta et al.,
2015a), porém sem excluir a hip6tese de que essas alteragdes possam estar associadas também a
outras enfermidades que ndo foram diagnosticadas no animal.

Apesar da leishmaniose ser uma doenca sistémica grave que acomete diferentes 6rgéos,
existem ainda poucos estudos descrevendo alteracdes teciduais em felinos afetados por Leishmania
spp. (Giunchetti et al., 2008b). As alteracOes celulares e teciduais da leishmaniose estdo associadas
principalmente & hipertrofia e hiperplasia das células do sistema fagocitario mononuclear, sendo
que o macrofago € o alvo principal do protozoario. Assim, érgdos como rins, figado, bago, pulméo

e pele, que sdo ricos em macrdfagos, sdo altamente atingidos (Moreira, 2013).

3. 1. 5 Diagndstico

O diagnostico as vezes pode ser desafiador por conta de niveis baixos ou negativos de
anticorpos anti-Leishmania spp., mas é baseado principalmente em técnicas de sorologia, reacdo
em cadeia da polimerase (PCR), citologia, histologia, imuno-histoquimica (IHC) ou cultura
(Oliveira et al., 2015; Poli et al., 2002).

O diagndstico parasitologico baseia-se na observacdo direta das formas amastigotas do
protozoario Leishmania spp. a partir do material biolégico obtido de pungdes hepaticas, linfonodos,

medula 0ssea, esplénica e biopsia ou escarificacdo de pele. Alguns desses procedimentos podem
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ser mais invasivos que outros, cabendo ao executor da técnica avaliar o mais adequado a cada caso
e tipo de paciente para a realizagdo segura e confidvel do método de diagnostico (BRASIL, 2006;
Hong et al., 2020).

A pesquisa de anticorpos no soro foi a principal ferramenta utilizada para diagnosticar a
leishmaniose felina em pesquisas, pois apresentam baixo custo comparado a outras técnicas, boa
sensibilidade e facilidade para obtencdo de amostras de sangue de animais (Neto et al., 2015, 2011).
A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) € um método amplamente utilizado, no entanto, o
ensaio de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA) parece ter maior sensibilidade (Coelho et al., 2011).

Em seu estudo molecular de Leishmania spp., Bezerra et al. (2019), usando PCR de
amostras de sangue, obteve resultados negativos de felinos soropositivos para leishmaniose,
levantando a hip6tese de animais soropositivos com PCR negativos terem reagdes cruzadas com
anticorpos contra outros parasitos (Soares, Duarte e Sousa, 2015).

N&o ha consenso entre 0s autores sobre 6rgaos ideais para obter amostras para o diagndstico
molecular ou citoldgico da leishmaniose (Coura et al., 2018b), porém alguns autores sugerem a
aspiracdo de células de linfonodo (Costa et al., 2010b), ou bidpsia de pele (Chatzis et al., 2014).

A técnica de histopatologia raramente é positiva em casos de leishmaniose cutanea e tanto
o imprint quanto a cultura devem ser realizados, pois as lesdes podem ser positivas em cultura
mesmo que no imprint sejam negativas (Weigle et al., 1987).

Na rotina da clinica médica, a técnica mais utilizada é a pesquisa direta dos parasitos,
juntamente com histérico e sinais clinicos do paciente (Camargo e Barcinski, 2003).

3. 2 Histologia e patologia das leishmanioses em pele e rim de gatos
3. 2. 1 Coloragdes histologicas

A histopatologia é uma ciéncia antiga utilizada para o estudo e diagndstico de doencgas, e
com o passar do tempo, grandes mudancas foram feitas nas técnicas de coloragdes quimicas,
moleculares e imunoldgicas, facilitando cada vez mais o estudo de tecidos e 6rgados (Shostak, 2013;
Titford, 2006a).

Para o estudo histologico, a coloracdo dos tecidos é uma etapa fundamental e consiste
geralmente em corar em diferente cores e intensidade estruturas presentes nos tecidos, que apos
preparacdo histoldgica estdo incolores. Nos processos mais usuais de coloragdo, 0os componentes

tissulares podem combinar-se com um corante assumindo a sua cor (Junqueira e Carneiro, 2023,
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2013). Para a visualizacdo das formas amastigotas de Leishmania sdo relatados diferentes tipos de
coloracOes que apresentam bons resultados e permitem o correto diagnéstico como hematoxilina e
eosina (HE), acido periodico de Schiff (PAS), Giemsa e tricrbmico de Gomori (Alves et al., 2010;
Tafuri et al., 2001b).

A coloracdo (HE) é o método mais utilizado na histologia classica e esta presente na maioria
dos estudos histopatoldgicos da leishmaniose (Tabela 3), sendo uma técnica répida de executar,
com baixo custo e com bom resultado para diferentes tecidos, oferecendo boa interpretagéo aos
patologistas (Titford, 2009a). A hematoxilina é um corante azul-violeta, de caracteristica basica,
rico em cargas elétricas positiva (Catidnico), que cora grupamentos acidos como os grupos fosfato
(-PO4 2-) dos &cidos nucleicos, enquanto a eosina é um corante de cor rosa, com caracteristicas
acida, rico em cargas negativas (anidnico), que se liga a grupamentos com cargas positivas do
tecido, como os radicais amino (-NH3 +) das proteinas basicas do citoplasma (Chan, 2014a;
Freudiger et al., 2012; Javaeed et al., 2021).

Grande parte das organelas celulares e da matriz extracelular sdo eosinofilicas, ou seja,
possuem afinidade pela eosina, e outras como 0s ribossomos e nlcleo sdo basofilicos tendo
afinidade pela hematoxilina como mostra o quadro 1.

Existem varias técnicas de coloracdo, muitas sdo modificacdes de métodos classicos que
visam a identificacdo especifica de componentes celulares ou extracelulares (Ribeiro, 2012). As
coloragdes especiais sdo utilizadas para marcar componentes teciduais que ndo puderam ser
identificados ou distinguidos pelo HE, oferecendo propriedades de coloracéo particulares a cada
componente do tecido alvo estudado, sendo uma ferramenta extra no diagnostico histopatol6gico
(Maxie e Miller, 2016).

O (PAS) é uma técnica de coloracdo indicada para revelar polissacarideos complexos,
incluindo o glicogénio, glicoproteinas, &cido hialurdnico e fosfatideos (Alturkistani, Tashkandi e
Mohammedsaleh, 2015b). Esta técnica baseia-se na capacidade do acido periddico oxidar ligacbes
carbono-carbono das sequéncias 1-2 glicol dos hidratos de carbono, produzindo aldeidos, que serdo

revelados pelo reagente de Schiff em cor vermelha (Junqueira e Carneiro, 2023).
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Quadro 1. Propriedades de coloracdo por hematoxilina e eosina (HE) em constituintes celulares e

extracelulares.

Basofilico Eosinofilico Sem coloragéo

. _ Membrana celular e
Nucleo e heterocromatina ) o
microvilosidades

Reticulo endoplasmatico

Cilios
rugoso
Ribossomo Mitocdndrias
Gréanulos de zimogénio de _
Lisossoma

células acinares
Vacuolos lipidicos

Maioria dos granulos

Granulos de catecolaminas neurosecretores

Reticulo endoplasmatico liso

Nucléolo

Proteinas

Miofilamentos e microtubulos

Glicosaminoglicanos Fibras colagenas

Fonte: Chan, (2014).

A coloracdo Fontana Masson € uma técnica utilizada principalmente para destacar
pigmentos de origem melanocitica, como granulos citoplasmaticos de tumores, alguns granulos
neurosecretores e para diagnostico de infec¢bes por fungos que produzem melanina (Carriel et al.,
2011; Guarner e Brandt, 2011; Santos et al., 2018; West, Proia e Puri, 2017). A reacdo ocorre em
uma solucéo de prata amonia e sais de ouro que conferem ao tecido alvo uma cor preta ou marrom
escuro. Nesta coloragéo células acidofilas coram-se em tom de rosa claro a vermelho e ndcleos em
vermelho. A matriz de colageno cora-se em tons de vermelho, assim como eritrocitos (Smith et
al., 2018).

A técnica de coloracdo Fast Green é utilizada principalmente como contracorante, e tem
indicacdes para o estudo de tecidos rigidos ricos em glicoproteinas como 0ssos e cartilagens (Leung
et al., 2009a). Geralmente esta técnica esta associada a outros corantes como a Safranina,
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proporcionando o estudo mais detalhado e a visualizacdo de mais componentes teciduais (Leung
et al., 2009Db).

As coloragdes tricromicas séo coloragdes mais complexas, e foram desenvolvidas buscando
eficiéncia em diferenciar tecidos (Alturkistani, Tashkandi e Mohammedsaleh, 2016; Musumeci,
2014a). A técnica de coloracdo do Tricromio de Mallory, desenvolvida por Frank Burr Mallory é
utilizada para diferenciagdo de diversos tecidos como as fibras de coldgeno que coram em azul
escuro, tecido conjuntivo em azul, fibrilas de elastina e eritrécitos em rosa ou amarelo, e cromatina,
nucleos, citoplasma basofilico e citoplasma de células musculares em vermelho (Jones, 2010;
Wotun-Cholewa et al., 2010a).

Em resumo, a variedade de corantes e suas finalidades permitem analisar diversos materiais
biolégicos com afinidades diferentes, podendo serem utilizados como corante Unico ou

contracorante de outras coloragcbes como mostra a tabela 2.

Tabela 2. Corantes histologicos especiais e de rotina e afinidades teciduais.
Corante Afinidade Contracorantes Referéncias

(Arenales, Eckstein,
Azevedo, Reginaldo, G.,

Eosina, PAS, Fast

Hematoxilina Nucleos celulares Green, Tricémico de etal., 2018)
Mallory N
_ Citoplasma, - .
Eosina membrana celulares HeSrr;?rt;Jr)](ilrI]?a, (Pimenta et al., 2015b)
e microvilosidades
Pr?itfgg:éigpnosse Safranina, (McConkey et al., 2002)
Fast Green glicop Hematoxilina, Orange (Hayer et al., 2021)
(abundantes em G
cartilagem)

(Gazzoni, Pegas e Severo,

Fontana Masson Pigmentos de origem  PAS, Hematoxilina, 20082)

melanocitica Fast Green (Walsh e Gough, 1989)
Glicogénio, Hematoxilina, Fucsina .
PAS fosfatideos e Acida, Orange G, Azul (Rigo etal., 20132)
glicoproteinas Alciano

Fonte: Assis, (2023).
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3. 2. 2 Macroscopia e histopatologia da leishmaniose

De maneira geral as les6es causadas por L. infantum nos diferentes 6rgéos caracterizam-se
por infiltrado de grandes macrofagos, com citoplasma repleto de formas amastigotas e em alguns
casos a fibrose pode acompanhar o infiltrado (Jones, Hunt e King, 2000).

Na leishmaniose cutanea causada por L. tropica e L. major a infeccdo caracteriza-se por
Ulceras ou nédulos solitarios ou multiplos na pele com lento desenvolvimento, e que habitualmente
cicatrizam espontaneamente. Nas lesGes sdo observadas infiltrados dérmicos de macrdfagos,
linfécitos e plasmacitos e raramente eosinofilos. As lesdes de longa duracdo geralmente estdo
circunscritas por tecido fibroblastico o que Ihe confere um aspecto de granuloma (Jones, Hunt e
King, 2000).

Na L. braziliensis a infeccdo assemelha-se a leishmaniose do velho mundo, mas além da
pele, Ulceras cronicas nas jun¢bes mucocutaneas sao frequentemente encontradas, podendo ocorrer
também na cavidade oral e nasal, porém ndo é considerada frequente em animais (Jones, Hunt e
King, 2000).

Por ser uma doenca que pode manifestar tanto a forma cutanea quanto a forma visceral, a
leishmaniose ndo possui um padrdo de sinais clinicos podendo ocasionar alteraces em varios
orgdos (Grevot et al., 2005a). Como o protozoario causador dessa doenca se multiplica em
macrofagos e estas células estdo presentes em todo o organismo, o diagnostico histopatolédgico é
feito baseado na visualizacéo direta das formas amastigotas nos tecidos, que podem ser reveladas
em coloracdes de rotina, ou com o uso de corantes especiais (Anderson e Rolls, 2012; Tafuri et al.,
2001Db).

Dentre os sinais clinicos relatados em gatos infectados, lesbes cutaneas (como péapulas,
nodulos, Ulceras, eritema e alopecia) no corpo e principalmente na cabeca (face, nariz ou orelhas),
perda de peso, linfadenomegalia, lesbes oculares como uveites e conjuntivites, alteracbes do
sistema respiratorio (descarga nasal, bronquite, dispneia, estertor), caquexia, febre, polidria,
polidipsia e diarreia (Garcia-Torres et al., 2022a; Silva et al., 2023a). A histopatologia das lesdes
cutaneas de felinos mostra principalmente dermatite granulomatosa difusa com macrofagos
contendo muitas formas amastigotas do parasito., perifoliculite granulomatosa e reacéo tecidual
liguenoide, inflamac&o granulomatosa em figado e nos rins (Pennisi et al., 2013a).

Em cdes infectados geralmente s&o observadas alteracbes como linfadenomegalia,

esplenomegalia, hepatomegalia, anemia e lesdes cutaneas, sendo o figado e o bago o0s 6rgdos mais
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afetados. Na histopatologia do baco, é possivel observar atrofia folicular, reducéo das delimitagdes
do tecido linfoide, reacdo inflamatoria granulomatosa, alta infestacdo parasitaria, fibrose,
hiperplasia e hipertrofia celular. Nos linfonodos é comum a hiperplasia e hipertrofia das regides
cortical e medular, inflamacdo granulomatosa e fibrose (Magalhdes et al., 2021).
Macroscopicamente em figado € possivel evidenciar padrao lobular e bordas arredondadas (Silva,
2019).

As alteracOes em rins de cdes e gatos positivos para leishmaniose ocorrem principalmente
em decorréncia da deposi¢do de imunocomplexos no parénquima renal. Essa deposi¢cdo ocorre
devido a infeccdo persistente e prolongada, que podem ocasionar variados graus de les@es renais
(Moreno et al., 1999; Rigo et al., 2013Db).

A deposicdo de complexos autoimunes, as células T, mecanismos de hipersensibilidade do
tipo 111 e a ativacdo de moléculas de adesdo sao mecanismos importantes relacionados a lesdo na
glomerulonefrite. Esses mecanismos estdo diretamente relacionados com as altas concentracdes de
imunoglobulinas séricas (Crivellenti, Giovaninni e Ribeiro, 2021).

As alteracdes relacionadas a glomerulonefrite levam inicialmente & proteindria, resultado
da doenca tubulointersticial que compromete a reabsorcdo das proteinas do filtrado glomerular. Se
causada por lesdes na parede capilar, hipertensdo intraglomerular ou lesdes tubulointersticiais,
quantidades excessivas de proteinas no filtrado glomerular podem exacerbar as lesdes
preexistentes, bem como se estender para o intersticio e tibulos levando a perda de mais néfrons
(Crivellenti, Giovaninni e Ribeiro, 2021).

Apesar da semelhanca de varios fatores envolvendo a leishmaniose em cées e gatos, a
resposta imune dos felinos em relacéo a doenca é diferente, fazendo com que estes animais sejam,
na maioria dos casos, oligossintomaticos e desenvolvam com menor frequéncia a forma grave da
doenca quando comparados aos cées (Attipa et al., 2017; Noé et al., 2015).

Estudos histopatolégicos em 6rgdos de felinos positivos para a leishmaniose ainda séo
escassos, porém, os estudos em cées e outras espécies sdo utilizados como base de comparacao
para as alteragdes entre as espécies (Grevot et al., 2005b; Hepburn, 2003).

A invaséo do protozoario em 6rgéos alvos, desencadeia uma resposta granulomatosa difusa
caracterizada por infiltrado de células do sistema imune, predominantemente de macrofagos
contendo um elevado nimero de formas amastigotas intracitoplasmaticas. Em érgdos como o rim

essa reposta inflamatoria pode desencadear quadros de nefrite tubulointersticial e glomerulonefrite
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por imunocomplexos e quadro de lesdo renal aguda (LRA) (Garrido, 2012; Maia e Campino, 2011;
Plevraki et al., 2006).

A glomerulonefrite é a alteracdo renal que aparece com maior frequéncia associada a
leishmaniose visceral em cdes e gatos. Os tipos mais recorrentes dessa alteracdo sdo a
glomerulonefrite mesangioproliferativa e membranoproliferativa (GNMP), glomerulonefrite
membranosa (GNM), além de glomeruloesclerose focal segmentar (GEFS), havendo varia¢6es na
gravidade do quadro (Navarro et al., 2010b; Oliveira et al., 2011; Rigo et al., 2013b).

A deposicdo de imunocomplexos na superficie subendotelial (entre a célula e a membrana
basal glomerular) da parede capilar, causam lesbes endoteliais, espessamento das al¢as dos
capilares e hipercelularidade levando ao desenvolvimento da  glomerulonefrite
membranoproliferativa. Os depodsitos mesangiais lesionam e ativam as células mesangiais,
estimulando a sua proliferacdo e a sintetizacdo de mais matriz mesangial por meio da producéao do
fator de crescimento B, conferindo o padrdo de glomerulonefrite mesangioproliferativa. No caso
dos depdsitos subepiteliais, a patogenia envolve lesdo dos poddcitos associada a auséncia de reacdo
inflamatéria devido a separacdo do espaco subepitelial da circulacdo pela membrana basal
glomerular, caracterizando glomerulonefrite membranosa (Crivellenti et al., 2021).

A glomerulonefrite membranoproliferativa (GNMP) é considerada o padrdo mais comum
de glomerulonefrite mediada por imunocomplexos em caes. Em gatos a nefropatia membranosa ou
glomerulonefrite membranosa GNM), € o padrdo prevalente na espécie, sendo frequentemente
associada a infeccgdo pelo virus da leucemia felina (FeLV), virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
e 0 virus da peritonite infecciosa felina (PIF) (Vilela et al., 2022).

A formacdo de crescentes pode ser observada em alguns casos de glomerulonefrite
membranoproliferativa (GNMP) e é indicativa de ruptura da membrana basal glomerular associada
a exsudacdo de fibrina no espaco urinario, induzindo a proliferacdo de células epiteliais viscerais,
parietais e infiltracdo de macrofagos e/ou neutréfilos (Crivellenti et al., 2021).

A manifestagdo da glomerulonefrite pode estar ou ndo associada a hipertrofia tubular,
cilindros intratubulares, infiltrado inflamatdrio, esclerose focal segmentar e fibrose (Fogo, 1998a;
b, 1999; Hervas et al., 1999b). Outras alteracdes relatadas no rim séo o depdsito amiloide, nefrite
tubular, arteriosclerose e infiltrado intersticial de linfécitos, histiocitos e plasmdcitos (Dettwiler et
al., 2010; Efstratiadis et al., 2006). As formas amastigotas raramente foram visualizadas no rim
(Silva Junior, Barros e Daher, 2014).
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A glomeruloesclerose focal segmentar € uma podocitopatia, podendo ser resultante de
causas genéticas dos poddcitos ou anormalidades idiopaticas, ou originaria de causa secundaria,
quando a lesdo dos poddcitos ocorre devido a injarias como hipertrofia glomerular e hiperfiltracéo,
hipertensdo sistémica e outros fatores que prejudicam secundariamente os poddcitos. Como 0s
podacitos sdo células diferenciadas, a capacidade de proliferacao € limitada ou as vezes inexistente,
levando aos poddcitos restantes responderem por expansao intraglomerular e perda de fungéo
(Crivellenti et al., 2021).

Ao contrario da glomerulonefrite que envolve deposicdo de imunocomplexos, a nefrite
intersticial esta associada a presenca dos parasitos. O parasitismo ou as enzimas liberadas por ele
contribuem para a evolugéo e o agravamento da leséo renal. Essa ocorréncia pode estar relacionada
a ativacdo policlonal de células B, assim como supressdo de células T, em funcdo de intensa
plasmocitose observada nos rins e pela presenca de maior carga parasitaria (Crivellenti, Giovaninni
e Ribeiro, 2021).

A hipertenséo arterial (HA) em cdes positivos para leishmaniose, demonstra correlagéo
positiva entre a elevacdo da razdo proteina creatinina urinaria e da pressdo arterial sistémica,
contribuindo para a perda progressiva de néfrons e o agravamento das lesdes glomerulares pela
elevacdo da pressdo intraglomerular (Braga et al., 2015; Cortadellas et al., 2006; Sousa et al.,
2016).

No geral, as alteragdes encontradas em humanos e animais afetados pela leishmaniose e a
gravidade da doenca, dependerdo da resposta imunoldgica do hospedeiro e da capacidade do
protozodario em resistir ao sistema imune e aos tratamentos (Grimaldi e Tesh, 1993; latta et al.,
2021). O curso dessa doenga concomitante com outras imunossupressoras, como FIV e FeLV nos
felinos, pode agravar o estado do paciente, visto que o sistema imunoldgico ja se encontra
debilitado por outra enfermidade (latta et al., 2019; Priolo et al., 2022).
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CAPITULO 2

ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DE RIM DE GATOS DOMESTICOS
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania infantum

RESUMO

A leishmaniose visceral € uma zoonose endémica e traz grandes impactos a saude publica. Nas
américas, é causada pela espécie Leishmania infantum e tem como principal vetor Lutzomyia
longipalpis infectado. O cédo é considerado o principal reservatério domestico desta enfermidade,
porém outras espécies de animais domeésticos sdo apontadas como potenciais reservatorios.
Existem varios relatos de gatos infectados por L. infantum, principalmente em areas de intensa
transmissao da doenca, esta espécie, quando parasitada, pode apresentar alteraces em 6rgdos como
pele, rim, figado, baco e pulmao, devido ao tropismo destes protozoarios por macréfagos presentes
nesses 6rgdos. O diagndstico pode ser feito por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sorologia,
imuno-histoquimica (IHC), histopatologia, citologia ou cultura. Este estudo objetivou avaliar as
alteracOes decorrentes do parasitismo por L. infantum em rim de gatos domésticos naturalmente
parasitados. Foram analisadas amostras de rins de 5 animais positivos e 5 animais negativos para
Leishmania em exame parasitoldgico e reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Os fragmentos de
rim foram submetidos a processamento histolégico de rotina e corados com hematoxilina-eosina e
acido periodico de Schiff. Imagens de 10 campos de observacao de cada amostra foram obtidas em
microscopio de luz com camera digital acoplada e analisadas. AlteracGes renais foram observadas
em 100% dos gatos positivos e negativos. A alteracdo glomerular mais frequente foi a
glomerulonefrite membranosa, presente em todos os animais negativos e 80% dos animais
positivos, porém com grau de intensidade significativamente maior em gatos positivos (P=0,032).
Animais positivos para Leishmania apresentaram nefrite intersticial, que nao foi encontrada em
gatos negativos (P=0,043). A partir desse estudo, foram descritas alteracdes renais decorrentes do
parasitismo por Leishmania infantum em felinos, que constituem importante contribuicdo para a
compreensdo de nefropatias e alteragdes intersticiais decorrentes da leishmaniose visceral felina.

Palavras-chave: Felinos. Histopatologia. Leishmaniose. Renal.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is an endemic zoonosis with significant impacts on public health. In the
Americas, it is caused by the species Leishmania infantum, with Lutzomyia longipalpis being the
main infected vector. Dogs are considered the primary domestic reservoir for this disease, although
other species of domestic animals are identified as potential reservoirs. Several reports indicate the
infection of cats by L. infantum, especially in areas with intense disease transmission. When
parasitized, these felines may exhibit alterations in organs such as the skin, kidneys, liver, spleen,
and lungs, owing to the tropism of these protozoa for macrophages present in these organs.
Diagnosis can be achieved through polymerase chain reaction (PCR), serology,
immunohistochemistry (IHC), histopathology, cytology, or culture. This study aimed to assess the
alterations resulting from parasitism by L. infantum in the kidneys of naturally infected domestic
cats. Kidney samples from 5 positive and 5 negative animals for Leishmania in parasitological
examination and PCR were analyzed. Routine histological processing was performed on kidney
fragments, which were stained with hematoxylin-eosin and periodic acid-Schiff. Images of 10
fields of view for each sample were captured using a light microscope with an attached digital
camera and subsequently analyzed. Renal alterations were observed in 100% of both positive and
negative cats. The most frequent glomerular alteration was membranous glomerulonephritis,
present in all negative animals and 80% of positive animals, but with a significantly higher intensity
in positive cats (P=0,032). Leishmania-positive animals exhibited interstitial nephritis, which was
not found in negative cats (P=0,043). This study describes renal alterations resulting from
parasitism by Leishmania infantum in felines, providing a significant contribution to understanding
nephropathies and interstitial changes resulting from feline visceral leishmaniasis.

Keywords: Felines. Histopathology. Leishmaniasis. Renal.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de grande importancia causada pelos
protozoarios Leishmania donovani e Leishmania infantum, afetando diversas regides do mundo,
como Asia e Africa, e Oriente Médio, Asia Central, América do Sul e América Central,
respectivamente (Dantas-Torres et al., 2019). Os cdes sdo 0s principais reservatorios de L.
infantum e desempenham um papel critico no ciclo de transmissdo da LV urbana. Em paises
desenvolvidos, cédes infectados sdo submetidos a diferentes protocolos de tratamento que
melhoram a condic¢do clinica, mas ndo eliminam o protozoario, enquanto nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, a eutanasia dos animais continua sendo a recomendacao adotada
pelos 6rgdos de saude (Travi et al., 2018).

Embora o céo seja considerado o principal reservatorio domeéstico da doenca, nas Gltimas
décadas, varios estudos confirmaram a participacdo dos gatos (Felis catus) na epidemiologia da
leishmaniose, sendo considerada como uma doenca emergente em felinos na atualidade (Asfaram,
Fakhar e Teshnizi, 2019a; Nascimento et al., 2022; Pennisi et al., 2015c). A doenca tem como
principal agente transmissor fleb6tomos do género Lutzomyia infectados, especialmente
Lutzomyia longipalpis e, em &reas com elevada frequéncia de cées infectados por L. infantum, é
possivel que os gatos sejam uma alternativa alimentar para os Lu. longipalpis e tenha maior risco
de infeccdo (Pennisi et al., 2015d). No entanto, pesquisas sugerem que a espécie felina é mais
imunocompetente quando comparada aos caes, sendo capazes de restringir ou conter a infeccédo
em 6rgédos, mantendo a parasitemia baixa (Camprigher et al., 2019b).

Os sinais clinicos mais comumente observados em gatos infectados por L. infantum
incluem linfadenomegalia, alteracfes respiratorias e medulares, e lesdes hepaticas, esplénicas e
cuténeas (Garcia-Torres et al., 2022b). Além disso, podem ocorrer lesdes oculares, especialmente
uveite, sindrome de gengivoestomatite cronica felina, lesdes renais, lesdes mucocutaneas
ulcerativas ou nodulares, hipergamaglobulinemia e, em alguns casos, leve anemia normocitica
normocrémica. E importante destacar que a presenca desses sinais clinicos geralmente esta
associada a uma imunocompeténcia comprometida, como ocorre em casos de coinfeccGes
retrovirais ou administracao de terapia imunossupressora (Silva et al., 2023Db).

O diagnostico da leishmaniose é fundamental para a saude publica, bem como para a satde
e 0 bem-estar dos animais acometidos (Fujisawa et al., 2021), e deve ser considerado como

diagnostico diferencial em felinos que apresentem lesdes caracteristicas desta enfermidade. Os
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métodos de diagndstico mais utilizados incluem métodos diretos e indiretos como: parasitologicos
(exames histopatoldgicos e cultura), reacdo em cadeia da polimerase (seja PCR, rtPCR ou qPCR),
ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
(Morales-Yuste, Martin-Sanchez e Corpas-Lopez, 2022).

A histopatologia desempenha um papel fundamental no processo de identificacdo e
caracterizacdo das lesdes decorrentes da infeccdo por Leishmania, bem como em determinar a
presenca ou ndo do agente nos tecidos. Para o preparo histoldgico sdo utilizados diferentes métodos
de coloracdo como eosina e hematoxilina (HE), &cido periodico de Schiff (PAS), Picrosirius,
Giemsa, Wright e imuno-histoquimica (Munford, 2016), sendo o HE o mais utilizado na rotina
prética (Giunchetti et al., 2008a; Lima et al., 2004) e, a depender do tecido ou 6rgéo a ser avaliado
e do método de coloracdo, a visualizacdo das formas amastigotas pode ser mais fécil ou dificil.

O estudo histopatologico em 6rgaos de gatos positivos para leishmaniose permite conhecer
quais os impactos da doenca na saude do animal, possibilitando entender o curso da doenca,
estabelecer o diagndstico e principalmente buscar meios de tratamento e prevengdo. Além disso,
gatos domeésticos com frequéncia apresentam doencas renais como a doenca renal crénica (DRC)
(Brown et al., 2016; Cowgill et al., 2016), insuficiéncia renal aguda (IRA) (Chen et al., 2020),
urolitiase (Kopecny et al., 2021), doenca policistica renal (Schirrer, Marin-Garcia e Llobat, 2021),
e a leishmaniose pode aumentar o risco de agravamento destas (Crivellenti, Giovaninni e Ribeiro,
2021).

Devido a escassez de informacdes sobre as lesbes renais que acometem o0s gatos com
leishmaniose, e a conhecida ocorréncia de diversas nefropatias na especie, este estudo objetivou

descrever e avaliar lesGes renais apresentadas por gatos acometidos por L. infantum.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Local de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Araguaina, situado na regido norte do estado do
Tocantins, Brasil. O municipio possui uma extensdo territorial de 4000,4 Km2, altitude de 236 m e
o clima é do tipo Tropical Umido, com temperatura média de 28° C. Sua populacéo estimada em
2021 era de 186 245 habitantes (IBGE, 2021).
2. 2 Animais do estudo

As amostras de rim foram coletadas de carcacas de felinos provenientes da Clinica
Veterinaria Universitaria da Universidade Federal do Norte do Tocantins (CVU-UFNT), de
clinicas particulares e do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) que cederam as carcagas para
estudo. Foram coletadas amostras de rim de gatos de diferentes idades, machos e fémeas, que
compuseram uma amostra por conveniéncia, com analise de amostras de 5 animais positivos para
L. infantum e 5 negativos. O grupo de animais negativos foi composto por animais que vieram a
Obito por causas ndo infecciosas ou parasitarias e que apresentaram resultado negativo para
FIV/FeLV, Toxoplasma sp. e Neospora spp.

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais da Universidade
Federal do Tocantins sob o processo CEUA -UFT n° 23101.001759/2016-42.

2. 3 Diagnostico da leishmaniose

O diagnostico parasitologico foi realizado por meio de imprint de linfonodo corado com
panoptico rapido, onde foram visualizadas formas amastigotas do protozoario. Um fragmento de
orgao de cada animal foi coletado e armazenado a -20°C e posteriormente submetido a extracdo de
DNA.

O DNA extraido foi submetido a PCRc (reagdo em cadeia de polimerase) convencional,
utilizando os primers LITSR (5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’) e L5.8S (5°-
TGATACCACTTATCGCACTT-3") (Schonian et al., 2003). A reacgéo foi realizada com volume
final de 50 pl, contendo 2 pl de amostra de DNA, 45 ul Master Mix (Invitrogen™, CA, EUA) e 3
ul (10 pmol/ microl) de cada primer. A amplificagdo foi realizada em termociclador (BioRad T100
theral cycler) nas seguintes condicgdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos e 35 ciclos de:

94°C por 1 minuto; 55°C por 30 segundos; 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos.
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A amplificacdo foi submetida a eletroforese horizontal em gel agarose 1,5% (Agarose LE,
Uniscience®, Brasil), utilizando marcador de 100 pares de base e a visualizagdo dos produtos da
PCR foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta. O produto esperado foi de 300-350bp
dependendo da espécie de Leishmania spp.

O produto da reacdo de PCR foi purificado com o reagente EXoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup (Applied Biosystems), quantificados no equipamento Nanodrop 2000 c¢ (Thermo
Scientific) e sequenciado em sequenciador automatico AB 3500 analisador genético (ACTGene
Analises Moleculares, Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS). As sequéncias obtidas
foram analisadas e alinhadas utilizando o programa Bioedit versdo 7.0.5.3 (HALL, 1999) e o Blast

Nucleotide NStandard software (blast.ncbi.nlm.nih.gov).

2. 4 Pesquisa de Leishmania e alteracGes em 6rgaos de felinos

Durante a necropsia de cada animal, os rins foram analisados visualmente e as alteracdes
macroscopicas anotadas. De cada rim foram coletados 3 fragmentos com espessura aproximada de
0,5 cm e transferidos para placa de Petri contendo solucdo fisioldgica. As amostras foram extraidas
da regido que apresentou alteragBes macroscopicas e, em animais sem alteragdes, as amostras
foram selecionadas de regides aleatdrias.

Cada fragmento coletado foi fixado em formalina tamponada a 10% por 24 horas e
transferidas para alcool 70°GL ap6s 24 horas, onde foram mantidas até a preparacdo. As amostras
foram submetidas a processamento histolégico de rotina, que consistiu na desidratagdo em
concentracgdes crescentes de alcool a partir de alcool a 70% até o alcool absoluto; diafaniza¢do em
xilol; inclusdo em parafina liquida a 60°C e posterior emblocagem em parafina histologica (Becak
e Vanrell, 1970).

De cada bloco foram obtidas fatias de 5 um em micrétomo rotativo, que foram depositadas
em lamina e posteriormente coradas por hematoxilina eosina (HE) e acido periddico de Schiff
(PAS), seguindo os protocolos descritos por (Tolosa et al., 2003) e montadas em resina (Entellan™,
Merck, Alemanha). A avaliagdo histoldgica foi realizada em microscopio de luz com camera digital
acoplada Olympus LS BX43. Foram fotografados 10 campos contendo glomérulos em objetiva de
40x e 100x, de cada rim de cada gato.

A avaliacdo histopatoldgica foi realizada utilizando método semiquantitativo onde

inicialmente foram identificadas as lesGes presentes nos campos avaliados e em seguida estas foram
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classificadas por meio de um escore com valor numérico que variou de 0 a 4, dependendo do grau
e incidéncia da lesdo, assim determinados: grau O (auséncia de lesdes), grau 1 (lesdes minimas),
grau 2 (lesdes leves), grau 3 (lesbes moderadas) e grau 4 (lesdes marcadas) (Jones, Hunt e King,
2000; Racusen et al., 1999; Schwaiger et al., 1997; Zachary, Breshears e Confer, 2021).

2.5 Anélise estatistica

O teste Shapiro-Wilk foi aplicado para testar a normalidade dos dados e em seguida o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney para amostras independentes com nivel de significancia de 5%
foi utilizado para comparacdo dos grupos. As analises foram realizadas utilizando-se 0 SPSS
Statistics versdo 29.0.0.0 (IBM SPSS Statistics 29.0, 2022).

3 RESULTADOS

As sequéncias de nucleotideos dos gatos positivos para Leishmania spp. na PCR,
apresentaram > 99% de identidade com subunidade ITS-1 (Internal Transcribed Spacer 1) e 5.8S
de RNA ribossdmico de L. infantum isolado 50-ITS (GeneBank acesso nimero MK510941).

A avaliacdo histopatologica das amostras de rim dos gatos naturalmente infectados,
evidenciou que a glomerulonefrite membranoproliferativa (Figura 1C), foi a lesdo mais frequente
encontrada em rim de todos os gatos examinados, seguida da glomerulonefrite membranosa
(FiguralD) que ocorreu em 4 gatos positivos e 5 dos gatos negativos, ambas com variados graus
de intensidade. A glomeruloesclerose focal segmentar (Figura 1B) foi observada em 4 gatos
positivos e 3 gatos negativos e crescente glomerular (Figura 1E) em apenas 1 gato positivo para
leishmaniose.

Dentre as lesdes intersticiais, a fibrose (Figura 2B) foi observada em 2 gatos, sendo 1
positivo para leishmaniose e 1 negativo, e a nefrite intersticial em 2 gatos positivos (Figura 2A).

Das lesdes tubulares as alteracfes encontradas foram a hipertrofia em 4 gatos positivos e 3
negativos, seguida de atrofia (Figura 2C) em 3 gatos positivos e 2 negativos. Cilindros hialinos
(Figura 2D) foram observados em 2 gatos, um positivo e outro negativo.

Apesar das alteragdes renais terem sido observadas tanto em animais negativos, quanto em
animais positivos para Leishmania, a avaliagdo do grau das alteragdes revelou diferencas entre os
grupos. A glomerulonefrite membranosa foi mais intensa nos gatos positivos (P=0,032), quando

comparada aos animais negativos, assim como a nefrite intersticial (P=0,043). Para as demais
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alteracbes nao houve significancia estatistica entre os animais positivos e negativos (P>0,05)
(Figura 3).

Figura 1- Avaliacdo histopatoldgica de rins de gatos naturalmente infectados por L. infantum.

- s

(A) Glomérulo renal sem alteragﬁe, HE 1000x. (é) Glomeruloeclero focl segtar mostrando colapso das alcas
capilares (tracejado), HE 1000x. (C) Glomerulonefrite membranoproliferativa evidenciando hipercelularidade de
células do tufo glomerular (seta), HE 1000x. (D) Glomerulonefrite membranosa evidenciando leve espessamento da
membrana basal dos capilares sem aumento significativo de células glomerulares (seta), PAS 1000x. (E)
Glomerulonefrite crescente (seta), HE 1000x.
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Figura 2- AlteracOes intersticiais e tubulares.
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(A) Ne ial linfoplasmocitéria (seta), HE 400x. (B) Fibrose intersticial leve (seta), HE 400x. (C) Atrofia

tubular renal (seta), PAS 400x. (D) Cilindro intratubular (seta), PAS 400x.
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Figura 3 — Classificacao das alteragdes observadas em rim de gatos positivos e negativos para
Leishmania infantum
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Glomerulonefrite:  membranosa (GNM), glomeruloesclerose focal segmentar (GFS), glomerulonefrite

membranoproliferativa (GMP), crescente glomerular (CG), nefrite intersticial (NI), fibrose intersticial (FI), atrofia
tubular (AT), hipertrofia tubular (HT), cilindros (C), p ou n ao final da sigla significa positivo e negativo,
respectivamente. (0) Auséncia de alteracGes, (1) lesdo minima, (2) leséo leve, (3) lesdo moderada, (4) lesdo marcada.
Resultados significantes (P<0,05) entre animais positivos e negativos no teste de Mann-Whitney séo representados

pela letra a e b para a comparagéo do grau das alteragcdes no grupo positivo e negativo.

4 DISCUSSAO

Os sinais clinicos mais comuns relatados na leishmaniose visceral felina por L. infantum,
incluem lesdes cutaneas, mucocutaneas e linfadenomegalia, porém, alguns gatos apresentam
simultaneamente sinais clinicos cutaneos e sistémicos (Arenales et al., 2018; Dalmau et al., 2008;
Pennisi et al., 2013b, 2015c; Pennisi e Persichetti, 2018a; Pocholle et al., 2012). Apesar de serem
registrados com menor frequéncia, os sinais clinicos sisttmicos indicam quadros de evolugdo
visceral da doenca em gatos, concordando com os achados histopatolégicos renais observados
nesse estudo.

As glomerulonefrites em cées e gatos sdo ocasionadas principalmente por mecanismos
imunomediados, ou seja, pela deposi¢do de imunocomplexos contra a membrana basal glomerular,
ocorrendo em consequéncia de doencas como a leishmaniose, erliquiose, peritonite infecciosa
felina, leucemia (Alok e Yadav, 2024; Vilela et al., 2022). No presente estudo, foram identificadas
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alteracdes glomerulares em gatos positivos e negativos, com a glomerulonefrite membranosa ou
nefropatia membranosa, apresentando-se de forma significativamente mais intensa (P=0,032) no
grupo de animais positivos para leishmaniose, evidenciando o comprometimento renal em animais
parasitados por L. infantum concordando com os resultados de Hervas et al. (1999).

A glomerulonefrite membranosa ¢é a les@o renal de maior ocorréncia em felinos e esta
relacionada a deposicdo de imunocomplexos no espaco subepitelial, caracteristica essa
frequentemente observada também na leishmaniose (Crivellenti et al., 2021). No presente trabalho
a glomerulonefrite membranosa foi Unica alteracdo glomerular com significancia em relacdo a
leishmaniose nos gatos, reforcando o padréo de leséo diferente entre as espécies, em que 0s caes
apresentam com maior frequéncia glomerulonefrite do tipo membranoproliferativa e os gatos
glomerulonefrite do tipo membranosa (Vilela et al., 2022; Xavier Janior et al., 2016).

Em relacdo as lesdes intersticiais descritas nesse estudo, a nefrite foi a Unica alteracdo
observada com significancia maior (P=0,043) nos gatos positivos em detrimento dos negativos. A
nefrite intersticial com infiltrado linfoplasmocitario também é um achado relatado em cées com
LV (Xavier Junior et al., 2016). Nos casos em que ha injuria renal persistente, como € o caso da
presenca inflamatdria do protozoario e deposicdo de imunocomplexos na leishmaniose, além do
infiltrado de células inflamatdrias também podem estar presentes fibrose intersticial e atrofia
tubular em diferentes graus (Crivellenti et al., 2021), caracterizando o quadro crdnico da
leishmaniose visceral, justificando as demais les6es encontradas nos animais parasitados (Gomes
et al., 2008).

Dentre as alteracGes tubulares, a hipertrofia e a atrofia foram as lesGes de maior ocorréncia
nos gatos positivos, porém sem diferenca estatistica. Na leishmaniose, as disfuncGes tubulares sao
oriundas da deposicdo amiloide e degeneracdo albuminosa ou gordurosa na parede dos tubulos
renais, apoptose e presenca do protozoario em células epiteliais tubulares (Crivellenti, Giovaninni
e Ribeiro, 2021), e ja foram relatadas associadas a leishmaniose em cées naturalmente infectados
(Costa et al., 2003b; Rigo et al., 2013b). Entretanto, apesar da associagdo destas alteragcdes
tubulares com a leishmaniose, a ocorréncia de lesfes nos tubulos, observadas nos animais negativos
para LV, sugere que também podem estar associadas a outras nefropatias nestes animais.

Cilindros hialinos geralmente sdo decorrentes da precipitagdo de proteinas e elementos
formados no Iimen tubular, sugerindo quadros de obstrucéo tubular distal (Crivellenti et al., 2021),

podendo serem formados também em quadros de febre, exercicios e congestdo renal (Freitas,
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Veado e Carregaro, 2014). No presente estudo foram constatados cilindros hialinos em apenas dois
animais, sendo um gato positivo e um gato negativo, porém nesse uUltimo associado a causa
desconhecida.

Em relacdo aos gatos, a existéncia de coinfeccdes ou doencas concomitantes pode
influenciar no grau de manifestagédo clinica da doenca e agravar o quadro de salde do animal
(Pennisi et al., 2013c). A leishmaniose visceral por si € uma doenga agravante aos felinos, e a
ocorréncia de multiplas lesdes e grau de severidade maior nos animais positivos em detrimento dos
animais negativos, justifica os achados histopatologicos no grupo doente analisado.

Entretanto, é importante salientar a predisposicdo dos felinos a doencas e alteracdes renais,
que podem ser ocasionadas por questdes de estresse, mudanga de ambiente, introducdo de novos
animais a casa e fatores idiopaticos, gerando quadros de injuria renal, que a longo prazo podem
levar a doenca renal cronica, revelados pelos achados histopatologicos nos animais negativos para

leishmaniose.

5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que gatos parasitados por L. infantum desenvolvem
glomerulonefrite membranosa e nefrite intersticial, reforcando a ideia de que animais acometidos
padecem com a doenca. Diante disso, recomenda-se a insercdo da leishmaniose visceral como
diagnéstico diferencial na clinica médica de felinos que apresentam sinais de doenca renal,
principalmente em regites endémicas, bem como o tratamento de gatos positivos para L. infantum

como possiveis nefropatas.
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CAPITULO 3

ASPECTOS HISTOLOGICOS DE NODULOS CUTANEOS NA LEISHMANIOSE
FELINA CAUSADA POR Le[shmania amazonensis: UM ESTUDO PARA AVALIAR
METODOS DE COLORACAO

Resumo

A leishmaniose tegumentar € uma zoonose, de ampla distribuicédo e traz grandes impactos a salde
publica. No Brasil, tem como principais agentes etiolégicos a Leishmania braziliensis e
Leishmania amazonensis. A doenca é transmitida pela picada de fémeas de dipteros da familia
Psychodidae, popularmente denominadas flebotomineos. Nos animais a doenca cursa de forma
crbnica causando lesBes cutaneas de dificil cicatrizacdo, lesdes orais, oculares e nddulos cutaneos
geralmente em regido de cabeca e pescoco. O diagnostico pode ser feito por meio de rea¢do em
cadeia polimerase, imuno-histoquimica, citologia, histologia e cultura. Embora a leishmaniose
tegumentar seja uma doenca endémica em varias regides, poucos sao os estudos que descrevem 0s
aspectos histologicos da doenca em felinos. Este trabalho objetivou descrever os aspectos
histopatoldgicos de tecido nodular cutaneo parasitado por formas amastigotas de Leishmania
amazonensis submetido a diferentes protocolos de coloracdo, visando indicar coloragdes que
melhor realcem o protozoario. Um fragmento de tecido nodular foi submetido a processamento
histoldgico de rotina e corado com hematoxilina e eosina, acido periodico de Schiff, fast green,
Fontana Masson e tricromio de Mallory. A avaliagéo foi realizada por meio de fotomicrografias
obtidas em 5 campos de observacdo. A coloracdo hematoxilina e eosina foi considerada a melhor
para visualizacdo do protozoéario e diferenciacdo das demais estruturas teciduais. Em todos os
cortes avaliados foram observados infiltrados dérmicos linfoplasmocitario moderado e macréfagos
com citoplasma repleto de amastigotas.

Palavras-chave: Gatos. Corantes histoldgicos. Histopatologia. Protocolos de coloragdes.
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Abstract

Cutaneous leishmaniasis is a zoonosis with widespread distribution and significant impacts on
public health. In Brazil, the main etiological agents are Leishmania braziliensis and Leishmania
amazonensis. The disease is transmitted by the bite of female sandflies of the Psychodidae family,
commonly known as phlebotomine sandflies. In animals, the disease manifests chronically, causing
cutaneous lesions that are difficult to heal, as well as oral, ocular lesions, and cutaneous nodules
usually in the head and neck region. Diagnosis can be made through polymerase chain reaction,
immunohistochemistry, cytology, histology, and culture. Despite cutaneous leishmaniasis being
endemic in various regions, few studies describe the histological aspects of the disease in felines.
This study aimed to describe the histopathological aspects of cutaneous nodular tissue parasitized
by amastigote forms of Leishmania amazonensis using different staining protocols, with the
objective of identifying the stains that best enhance the protozoan. A nodular tissue fragment
underwent routine histological processing and was stained with hematoxylin and eosin, periodic
acid-Schiff, fast green, Fontana Masson, and Mallory trichrome. Evaluation was conducted using
photomicrographs obtained from 5 fields of view. Hematoxylin and eosin staining was considered
the most effective for protozoan visualization and differentiation from other tissue structures. In all
evaluated sections, moderate lymphoplasmacytic dermal infiltrates and macrophages with
cytoplasm filled with amastigotes were observed.

Keywords: Cats. Histological dyes. Histopathology. Staining protocols.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas zoondticas, de ocorréncia mundial, causadas por
protozoarios do género Leishmania e transmitidas pela picada de fémeas de diptero da familia
Psychodidae, denominados flebotomineos (Choi e Lerner, 2001). O protozoario parasita
macrofagos e a doenca pode se apresentar na forma visceral ou tegumentar, a depender da espécie
de Leishmania transmitida. A leishmaniose tegumentar (LT) é a forma decorrente da infec¢éo por
espécies de Leishmania dermotropicas, que se multiplicam em macréfagos da pele e possuem
maultiplas formas de apresentacéo clinica, devido a fatores inerentes a resposta imune do hospedeiro
e ao agente etioldgico (Azeredo-Coutinho e Mendonga, 2014). No Brasil as espécies Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonensis sdo as principais causadoras de LT no homem e nos
animais, apesar de serem conhecidas outras espécies, que foram relatadas com menor frequéncia
(Lainson, 2010).

No homem a LT pode causar deformidades que impactam na vida social e econémica dos
individuos afetados, podendo ocasionar 6bito se ndo tratada (BRASIL., 2024). Nos animais
domésticos a LT apresenta-se como uma doenca crénica, com manifestacfes cutaneas como feridas
na pele que ndo cicatrizam, ulceras na boca, focinho e olhos e nédulos cutaneos, geralmente na
cabeca e pescoco (Lago et al., 2019). Apesar de ser uma zoonose, 0s animais domésticos nao sdo
considerados reservatorios de LT, cabendo este papel a animais silvestres (Roque e Jansen, 2014).

O diagnostico da leishmaniose tegumentar pode ser feito por métodos diretos como reacgao
em cadeia polimerase (PCR), imuno-histoquimica (IHC), citologia, histologia e cultura, sendo 0s
métodos soroldgicos pouco aplicados nesta forma da doenca (Mohebali et al., 2023; Niknafs, Daei-
Parizi e Ahmadi, 1993; Pennisi et al., 2015; Sharifi et al., 2017; Solano-Gallego et al., 2001). A
identificacdo da espécie causadora é possivel utilizando técnicas moleculares e sequenciamento de
DNA (Moreira, Yadon e Cupolillo, 2018; Odiwuor et al., 2011; Satow et al., 2013).

A histopatologia oferece a possibilidade de descrever com detalhes as alteracdes celulares
e teciduais causadas pelo protozoario com menor custo e riqueza de detalhes, permitindo avaliar o
grau de comprometimento dos 6rgéos e seu impacto na saude do hospedeiro (Batista et al., 2023).

Na rotina histopatologica, a coloracdo mais utilizada € hematoxilina e eosina (HE) que, de
forma geral, se comporta muito bem em diferentes tecidos e tem baixo custo, sendo também a
coloragéo mais utilizada nos estudos da leishmaniose (Batista et al., 2023; Haan et al., 2021; Liu
etal., 2017).
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Colorages especiais podem ser usadas como forma complementar de diagndstico e sao
recomendadas em tecidos, células ou microrganismos mais especificos, que necessitam de
diferenciacdo além da oferecida pela hematoxilina e eosina (Musumeci, 2014).

Nas leishmanioses, a confirmacdo do diagndstico pela histopatologia é baseada na
visualizacdo direta das formas amastigotas de Leishmania spp. no citoplasma de macréfagos
presentes nos tecidos (Maia et al., 2015; Navarro et al., 2010), porém a descrigdo de tecidos
parasitados por Leishmania spp., submetidos a diferentes coloracfes, ainda s&o incipientes,
especialmente no estudo histopatoldgico de tecidos felinos.

O objetivo deste estudo foi descrever os aspectos histopatoldgicos de tecido nodular
cutaneo felino parasitado por Leishmania amazonensis, submetido a diferentes protocolos de
coloracdo, visando indicar coloragcbes que melhor realcem o protozoéario, facilitando e

complementando o diagnostico da doenca.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Comité de ética e coleta de amostras

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais da Universidade
Federal do Tocantins sob o processo CEUA -UFT n° 23101.001759/2016-42. As amostras foram

coletadas da carcaca de um felino fémea, adulto, sem raca definida (SRD) doada para o estudo.

2. 2 Diagnostico molecular e sequenciamento

Um fragmento de nddulos presente na pele do animal foi coletado e armazenado a -20°C e
posteriormente submetido a extragdo de DNA utilizando o kit PureLink®Kits (Invitrogen™, EUA)
de DNA genoémico. O DNA extraido foi submetido a PCRc (reagdo em cadeia de polimerase
convencional), utilizando os primers LITSR (5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3") e L5.8S (5°-
TGATACCACTTATCGCACTT-3") (Schonian et al., 2003). A reacéo foi realizada com volume
final de 50 pl, contendo 2 pl de amostra de DNA, 45 ul Master Mix (Invitrogen, CA, EUA) e 3 pul
(10 pmol/ microl) de cada primer. A amplificacéo foi realizada em termociclador (BioRad T100
theral cycler) nas seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos e 35 ciclos de:
94°C por 1 minuto; 55°C por 30 segundos; 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos.

A amplificagdo foi submetida a eletroforese horizontal em gel agarose 1,5% (Agarose LE,

Uniscience®, Brasil), utilizando marcador de 100 pares de base e a visualizagdo dos produtos da
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PCR foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta. O produto esperado foi de 300-350 bp
dependendo da espécie de Leishmania spp.

Para o sequenciamento, o produto da reacdo foi purificado com o reagente EXoSAP-IT™
PCR Product Cleanup (Applied Biosystems, EUA), quantificados no equipamento Nanodrop
2000c (Thermo Scientific, EUA) e sequenciado em sequenciador automatico AB 3500 analisador
genético (ACTGene Analises Moleculares, Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS).
As sequéncias obtidas foram analisadas e alinhadas utilizando o programa Bioedit versédo 7.0.5.3
(Hall, 1999) e o Blast Nucleotide Standard software (blast.ncbi.nlm.nih.gov).

2. 3 Processamento histolégico

Nodulos presentes na borda da orelha e patas do animal foram coletados e fixados em
formalina tamponada a 10% por 24 horas e em seguida transferidos para alcool 70%, onde foram
mantidos até o momento da preparacdo. As amostras foram submetidas a processamento
histoldgico de rotina, que consiste na desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool a partir
de alcool a 70% até o alcool absoluto; diafanizacdo em xilol; inclusdo em parafina liquida a 60°C
e posterior emblocagem em parafina histoldgica (Santos et al., 2021).

De um nédulo foram obtidos cortes histologicos de 5 um em micrétomo rotativo, que foram
depositados em laminas e submetidas as seguintes coloracdes: Acido periodico de Schiff (PAS),
fast green, Fontana Masson, tricromio de Mallory e Hematoxilina e Eosina (HE).

A coloragéo PAS foi realizada segundo Tolosa et al. (2003) com as seguintes adaptacdes:
acido periodico por 15 min, o reativo de Schiff por 45 min, e a hematoxilina por 2 min.,

A coloracdo fast green foi realizada segundo Becak e Vanrell (1970) com as seguintes
adaptacdes: hematoxilina de Harris por 3 min, fast green durante 2 min e 30 s, e safranina durante
6 min.

A coloracdo Fontana Masson foi realizada segundo Tolosa et al. (2003) com as seguintes
adaptacg0es: nitrato de prata amoniacal por 1h em estufa a 56,5 °C, cloreto de ouro 0,2 % por 30
min, tiossulfato de sddio 5% por 5 min, e Safranina por 2 min e 30 s.

A coloracdo Hematoxilina e Eosina foi realizada segundo Tolosa et al. (2003) com as
seguintes adaptac¢des: 2 min com Hematoxilina de Harris e 1 min em eosina.

O tricromio de Mallory foi realizado segundo Tolosa et al. (2003) com as seguintes

adaptacdes: 2 min em hematoxilina de Harris; solu¢do A por 5 min, e solugéo B por 15 min.
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2. 4 Avaliacao colorimétrica

Para avaliacdo de cada corte histologico, nas diferentes coloracdes, foram obtidas e
analisadas fotomicrografias de 5 campos de observacdo na objetiva de 100X em microscopio
Olympus BX43. As analises histologicas foram realizadas por trés examinadores, totalizando 15
classificagdes para cada corante, e a coloracdo e visualizacdo das formas amastigotas e dos
componentes do 6rgao foram classificadas de forma qualitativa em uma escala de 1 a 4, assim
definida: 4- quando o protozoario se apresentasse nitido na ldmina corada, permitindo a
diferenciacdo de nucleo, citoplasma e cinetoplasto e o citoplasma foi facilmente diferenciado dos
componentes celulares e extracelulares; 3- nitida visualizacdo do protozoario no tecido corado,
permitindo diferenciacdo de nucleo e citoplasma, mas pouca visualizacdo do cinetoplasto e foi
possivel diferenciar o citoplasma dos demais componentes celulares e extracelulares do tecido; 2-
qguando ndo foi possivel diferenciar facilmente nicleo e citoplasma do protozoario e havia
dificuldade em diferenciar o citoplasma do protozoario dos demais componentes celulares e
extracelulares do tecido; 1- quando ndo foi possivel visualizar o protozoario claramente e
diferencia-lo das demais estruturas teciduais. O valor médio obtido para cada corante nos quesitos
avaliados foi calculado e usado para compor uma escala quantiqualitativa, assim definida: valores

médios de 0 a 1 (ruim), >1 a 2 (regular), >2 a 3 (bom) e >3 (6timo).

3 RESULTADOS

A sequéncia de nucleotideos do protozoario apresentou 99,3% de identidade com
subunidade 5.8S de RNA ribossémico de L. amazonensis, isolado MHOM/BR/2012/ER256 no
(GeneBank) acesso numero MT523027.

Na avaliacdo histolégica, o tecido cutaneo analisado apresentou grande quantidade de
macréfagos vacuolizados e repletos de formas amastigotas e infiltrado linfoplasmocitario
moderado.

A classificagdo atribuida para cada corante estd demonstrada no quadro I. O corante que
apresentou melhor clareza para identificacdo das formas amastigotas do protozoario foi a
hematoxilina e eosina. Devido a caracteristica basica da hematoxilina, estruturas como nucleos das
células coraram com destaque em relacdo aos outros componentes, e a caracteristica &cida do

corante eosina permitiu a boa visualizacéo dos citoplasmas e fibras extracelulares do tecido (Figura
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1). A visualizacdo do protozoario foi considerada Otima por ser possivel identificar ndcleo e

cinetoplasto de algumas formas amastigotas.

Quadro 1- Avaliacdo quantiqualitativa de tecido cutaneo de felino parasitado por amastigotas de

Leishmania amazonensis submetidos a diferentes coloracdes histologicas.

Coloracéo N Média pesvio Classificagao
padréo
HE- nucleo/cinetoplasto 15 3,93 ,258 Otimo
HE- citoplasma 15 3,40 507 Otimo
Fast green- nucleo/cinetoplasto 15 3,00 ,000 Bom
Fast green- citoplasma 15 2,87 ,352 Bom
PAS- nucleo/cinetoplasto 15 2,87 ,640 Bom
PAS- citoplasma 15 2,27 ,458 Bom
T. Mallory- nlcleo/cinetoplasto 15 2,47 ,516 Bom
T. Mallory- citoplasma 15 2,60 ,507 Bom
F. Masson- ndcleo/cinetoplasto 15 2,00 ,535 Bom
F. Masson- citoplasma 15 2,07 ,458 Regular

HE= Hematoxilina e eosina, PAS= Acido periddico de Schiff, T. Mallory= Tricromio de Mallory, F. Masson= Fontana
Masson.
Fonte: Assis (2023).

A coloracédo Fast Green corou o citoplasma de célula e fibras teciduais em tom de verde e
os nucleos em azul. O nacleo da forma amastigota do protozoario foi corado em azul escuro, assim
como nucleo das demais células do tecido. A coloracdo permitiu a visualizacdo das formas
amastigotas intracelulares e a diferenciacdo desta de outros componentes teciduais, como células
inflamatorias (Figura 2).

Na coloracdo PAS, foram visualizadas formas amastigotas intracitoplasmaticas com
nacleos corados em roxo e citoplasma claro, ndo apresentando destaque em relagéo ao tecido em
geral. Os nucleos celulares foram corados em roxo escuro e a matriz extracelular em roxo mais
claro, o que dificultou a diferenciagdo entre protozoario, células e tecido (Figura 3).

O tricrémio de Mallory coloriu 0 nucleo das formas amastigotas e das células em rosa

escuro, o citoplasma em rosa e as fibras colagenas em azul. Esta coloragéo facilitou a diferenciacéo
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das formas amastigotas dos componentes fibrosos da matriz, devido ao contraste da coloracéo,
porém a coloracao de nucleo e citoplasma na mesma tonalidade, pode dificultar a diferenciacdo das
formas amastigotas de outras células ou estruturas celulares (Figura 4).

Na coloracdo Fontana Masson, as formas amastigotas foram diferenciadas com dificuldade.
Os nucleos foram corados em tons vermelho escuro e os citoplasmas e fibras extracelulares em
tons de roxo, produzindo pouco contraste entre as amastigotas e 0s demais componentes teciduais.
Nesta coloragcdo pigmentos de prata permaneceram depositados em alguns pontos do tecido e em
nucleos do protozoario, o que pode causar confusdo ao observador durante o diagnostico,
considerando que essa deposicao possivelmente ocorreu em consequéncia do processamento da
amostra e nao por afinidade, pois as estruturas do parasito ndo possuem caracteristicas argentafins
ou melanocitica, que sdo substancias que mostram positividade granular e cor marrom escurecida

guando coradas por Fontana Masson (Figura 5).
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Figura 1- (A) Nodulo cutaneo de felino positivo para L. amazonensis em coloracdo hematoxilina
e eosina (retangulo indica area ampliada). (B) Ampliacdo do nddulo cuténeo (setas indicam
formas amastlgotas de Lelshmama retangulo vermelho amplia formas indicadas).
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Fonte: Assis, (2023).
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Figura 2 - (A) Nodulo cutaneo de felino positivo para L. amazonensis em coloragéo fast green
(retdngulo indica &rea ampliada). (B) Ampliacdo do nodulo cuténeo (setas indicam formas
amastigotas de Leishmania, retangulo vermelho amplia formas indicadas).

R ".‘ i .‘*.‘.‘ _‘3 2

Fonte: Assis, (2023).
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Figura 3 - (A) Nodulo cutaneo de felino positivo para L. amazonensis em coloragdo PAS
(retdngulo indica &rea ampliada). (B) Ampliacdo do nodulo cuténeo (setas indicam formas
amastigotas de Leishmania, retangulo vermelho amplia formas indicadas).

A MR AT i B T 2

Fonte: Assi, (023).
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Figura 4 - (A) Nodulo cutaneo de felino positivo para L. amazonensis em coloragdo Tricromio de
Mallory (retangulo indica &rea ampliada). (B) Ampliacdo do nodulo cuténeo (setas indicam
formas amastigotas de Leishmania, retangulo vermelho amplia formas indicadas).
- s B oy

Fonte: Assis, (2023).



Figura 5 - (A) Nédulo cutaneo de felino positivo para L. amazonensis em coloracdo Fontana
Masson (retangulo indica area ampliada). (B) Ampliacdo do nddulo cuténeo (setas indicam
formas amastlgotas de Leishmania, retangulo vermelho amplla formas |nd|cadas)
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Fonte: Assis, (2023).
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4 DISCUSSAO

A eficacia das coloracfes pode ser influenciada pelo tipo e tempo de fixacdo do tecido,
espessura, temperatura e acessibilidade do alvo. Portanto, o uso do corante mais adequado em
relacdo ao tecido onde o parasita esta instalado, é fundamental para facilitar sua identificacdo para
qualquer avaliador no diagnostico.

Ao longo dos anos, foi desenvolvida uma variedade de corantes, a partir das necessidades
diagndsticas e para o estudo de diferentes tecidos e estruturas. No geral, a coloragcdo hematoxilina
e eosina (HE) sempre foi amplamente utilizada e considerada de rotina ou técnica padrdo, mesmo
havendo uma variedade de coloracGes com propriedades para destacar diferentes constituintes dos
tecidos (Titford, 2005).

A coloracdo HE fornece ao pesquisador uma visdo detalhada do tecido por colorir bem
nucleos, citoplasma, organelas e componentes extracelulares (Fischer et al., 2008). Isso ocorre
devido as caracteristicas basica e &cida da hematoxilina e eosina, respectivamente, que em
aplicacdo sequencial, resultam em nucleos corados de azul, citoplasmas e matriz extracelular
corados em rosa (Chan, 2014). No presente trabalho o corante HE mostrou-se eficaz na
identificacdo dos componentes teciduais e do protozoario Leishmania spp., sendo um bom corante
para o diagnostico histopatoldgico da leishmaniose, corroborando com os resultados encontrados
por (Calabrese et al., 2010), que tiveram boa visualizacdo das formas amastigotas em pele de cées
naturalmente infectados por Leishmania sp e corados por HE.

Resultados semelhantes foram observados no estudo de lesdo cutanea no focinho de um
cdo, onde os nucleos das formas amastigotas coraram em tom basofilico e o citoplasma em tom
eosinofilico, resultando em boa visualizagdo e diferenciacéo do protozoario pelo HE em relacdo ao
tecido (Baneth et al., 2016).

As coloragdes especiais sdo utilizadas de maneira mais especifica e considerando a
afinidade do material a ser corado, podendo ter como base de comparacao o corante HE (Titford,
2009). Ao rotular diferentes constituintes bioquimicos, a busca por coloragdes com marcadores
especificos se tornou cada vez maior, uma vez que, baseados em caracteristicas particulares de
cada tecido, essas coloracdes especiais oferecem detalhes que um corante basico ndo oferece
(Titford, 2006; Venkatesh e Malaichamy, 2019).

A coloracdo PAS confere reacdo positiva em tecidos constituidos por polissacarideos

complexos como o glicogénio, &cido hialurdénico, mucoproteinas e glicolipideos (Alturkistani,
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Tashkandi e Mohammedsaleh, 2015; Bai et al., 2023; Jessica et al., 2017). A avaliacdo histologica
do tecido cutaneo realizada nessa pesquisa, revelou nicleos corados em roxo, tecido conjuntivo em
rosa e o citoplasma das células em roxo claro. Em relacéo as formas amastigotas, elas apresentaram
tonalidade semelhante a outros componentes celulares pobres ou que nao possuem os radicais
revelados pelo &cido periodico de Schiff, pouco se destacando no tecido, porém, ainda sendo
possivel a sua visualizacéo.

O Fast Green é um corante muito utilizado associado a Safranina no estudo de tecido dsseo
e cartilaginoso, por que tem afinidade pelo colageno, abundante na matriz extracelular desses
tecidos, tornando possivel o estudo e a avaliacdo morfoldgica dessas fibras e do tecido como um
todo (Chubinskaya et al., 2007; Li et al., 2022; Pauli et al., 2012). Em relagdo ao tecido cutaneo
neste estudo, houve um bom destaque do protozoario em relacdo ao tecido conjuntivo, permitindo
a visualizacdo das formas amastigotas e, mesmo ndo havendo estudos de leishmaniose com esse
corante, a boa diferenciacdo do protozoario pode indicar alternativas para estudos de alteragdes
0sseas observadas em animais positivos para a doenca.

O tricrdbmio de Mallory é uma técnica utilizada principalmente para analisar tecidos
conjuntivos e glandulas, e em decorréncia da associagéo de trés corantes, permite boa diferenciacéo
das fibras de coldgeno que coram em azul escuro, eritrécitos em laranja, nacleos em cor vermelho
ou rosa escuro e citoplasmas de rosa claro ou vermelho claro (Gopalakrishnan et al., 2018; Wotun-
Cholewa et al., 2010). Como este estudo foi desenvolvido em tecido nodular de pele, que é rica em
tecido conjuntivo, fibras de diferentes tipos de colageno e glandulas, resultou em uma boa
diferenciacdo desses componentes, corando os nicleos e matriz extracelular em rosa escuro e fibras
de colageno da derme em azul forte. Apesar da boa diferenciacdo dos componentes teciduais, as
formas amastigotas tiveram seu nicleo corado em rosa forte e seu citoplasma em rosa claro,
dificultando a visualizacdo devido ao baixo contraste de cores para o diagnostico histopatoldgico
da leishmaniose.

A técnica Fontana Masson € frequentemente utilizada para revelar estruturas melanociticas
e pigmentos argentafins, como ocorre em algumas neoplasias e infec¢fes por alguns protozoarios
como criptococos (Cohen e Zito, 2023; Gazzoni, Pegas e Severo, 2008). Neste tipo de coloracéo
nacleos se coram em vermelho e o citoplasma e matriz de coldgeno em tons de rosa claro a

vermelho (Smith et al., 2018). Apesar de maior dificuldade em identificar as formas amastigotas,
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estas foram visualizadas no citoplasma de macrofagos, porém em tecidos com menor carga
parasitaria a visualizagdo pode ser comprometida.

Os resultados obtidos com a coloragdo Fontana Masson indicam que esta técnica de
coloracdo pode ser util no diagnostico histoldgico diferencial da leishmaniose tegumentar e de
carcinoma de células escamosas em gatos, considerando que ambas as doencas apresentam lesdes

cuténeas, principalmente nos casos de animais residentes em areas endémicas a leishmaniose.

5 CONCLUSAO

Dentre os corantes testados, a hematoxilina e eosina (HE) foi considerada a melhor para
identificacdo de formas amastigotas na pele de gatos com leishmaniose tegumentar, permitindo
diferenciar melhor o protozoario das demais estruturas do 6rgdo. As coloracdes Fast Green,
Tricrédmio de Mallory e PAS foram consideradas satisfatdrias e podem ser Uteis quando se deseja
analisar alteracGes causadas pela Leishmania em tecidos especificos. A coloracdo Fontana de
Masson ndo permitiu boa visualizacdo das formas amastigotas, porém pode ser indicada para
estudos da leishmaniose associada a doencgas tumorais em pele de gatos ou no diagnostico

diferencial destas.
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CAPITULO 4

Considerac0es Finais

As nefropatias em felinos infectados por Leishmania infantum representam uma area
significativa de investigacdo, com impactos tanto na clinica médica veterinaria quanto na saude
publica, pois os felinos estdo cada vez mais presentes como pets no ambiente familiar, e a
leishmaniose por ser uma zoonose, é importante que seja monitorada e compreendida em todo o
seu ciclo bioldgico, principalmente em como 0s animais fazem parte dele.

O presente estudo contribuiu para a compreensdo aprofundada das alteracdes renais
associadas a leishmaniose em gatos, oferecendo recursos valiosos que podem ser aplicados na
pratica veterinaria, no tratamento e controle da doenca. A deteccdo precoce dessas alteracdes renais
pode aprimorar o diagndstico principalmente em éareas endémicas a doenca, possibilitando
intervencdes terapéuticas mais eficazes.

Com base nos resultados obtidos, também é possivel estabelecer novos protocolos
terapéuticos especificos para as nefropatias em gatos com leishmaniose melhorando a qualidade de
vida desses animais e conscientizar os médicos veterinarios sobre a importancia de considerar as
alteracfes renais em gatos com leishmaniose, incentivando a inclusdo desses exames nos
protocolos de monitoramento.

E importante ressaltar também que 6rgdos de vigilancia devem considerar a inclusdo dos
felinos nos programas de controle da leishmaniose, reconhecendo seu papel como reservatdrios e
focando em estratégias de prevencdo, e também € crucial incentivar pesquisas adicionais,
abrangendo outros 6rgdos afetados pela leishmaniose em gatos, dada a escassez de informacdes

cientificas disponiveis para essa espécie.



