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Desafios do diagnostico
da leishmaniose visceral
canina: relato de caso

Challenges in the diagnostic of canine visceral
leishmaniasis: case report

Resumo

A leishmaniose visceral € uma zoonose causada por protozodrios que
parasitam o sistema monocitico fagocitério, e tem o cdo como princi-
pal reservatério urbano. O diagnéstico é dificil de ser realizado devido
a diversidade de sinais clinicos e & ocorréncia de casos assintomaticos.
Deste modo, a confirmagdo desta doenca é obtida com o emprego
de métodos laboratoriais. Este estudo relata um caso de leishmaniose
visceral canina, no qual o paciente apresentava ampla variagdo de si-
nais clinicos, sendo necessério o conhecimento do médico-veterinario

sobre a doenga para o estabelecimento do diagnéstico correto.
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Abstract

Visceral leishmaniasis is a zoonotic disease caused by the protozoa
of the mononuclear phagocyte system, having dogs as its main
urban host. Clinical diagnosis is difficult to perform because of
the diversity of clinical signs and the occurrence of asymptomatic
cases. Thus, the disease is confirmed by employing laboratory
methods. This study reports a case of canine visceral leishmaniasis
in which the patient presented several clinical signs, and the
veterinarian's knowledge about the disease was necessary to
establish the correct diagnosis.
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s leishmanioses sdo doencas de notifica¢io compulsdria

e que requerem ampla investigacdo epidemioldgica para
/ definir as estratégias de controle (BRASIL, 2003). Elas
Palavras-chave podem se apresentar sob diferentes formas clinicas e
Zoonose. Cao. Diagnbstico diferencial. sdo genericamente divididas em dois grandes grupos: a leishmaniose
Keywords tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV). A LV ¢ considerada
Zoonosis. Dog. Differential diagnosis. a forma mais grave, uma zoonose que tem no cao seu principal reser-

vatorio no ciclo peri-doméstico (FEITOSA et al., 2000).

No Brasil, a LV ¢é causada pelo agente Leishmania infantum chagasi,
protozodrio que parasita o sistema monocitico fagocitario do hospedeiro.
Os flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis, também conhecida
por mosquito-palha, birigui ou tatuquira, se constituem no principal vetor
relacionado a dispersao do agente (CAMARGO et al., 2007).

A prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC) variade 2,5 a
46,6% em areas endémicas. No Brasil, a doenca antes restrita as dreas
rurais do Nordeste, avangou para outras regides indenes alcangando,
inclusive, grandes centros urbanos (BRASIL, 2006).

No céo, os sinais clinicos mais frequentes da LV incluem: dificul-
dade locomotora, emagrecimento progressivo, onicogrifose, apatia,
anorexia, diarreia, epistaxe, melena, sinais de insuficiéncia renal, como-
-politria, polidpsia e vomito, sendo que 90% dos caes também apresentam
algum envolvimento cutaneo, como nddulos intradérmicos e ulceras
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(FEITOSA et al., 2000). Dentre os achados do exame fisico
merecem destaque a linfoadenomegalia, onicogrifose, caque-
xia, hipertermia, hepatoesplenomegalia, uveite e conjuntivite
(SALZO, 2008). A variabilidade das manifestacoes clinicas
da doenca, bem como a ocorréncia de casos assintomaticos,
dificulta o diagnéstico, o qual é confirmado por métodos
laboratoriais (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

O diagndstico laboratorial da LVC era inicialmente
realizado pelas técnicas sorologicas de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e por ensaio imunoenzimatico (ELISA), de
acordo com determinag¢do ministerial (BRASIL, 2006). A
partir de 2012, o Ministério da Satide passou a recomen-
dar o uso do teste rapido (DPP), seguido do teste ELISA
(EIE-ELISA), ambos do Biomanguinhos, para confirma-
¢ao do diagndstico. Entretanto, a sorologia ndo apresenta
100% de sensibilidade e especificidade, podendo ocorrer
resultados falso-negativos e falso-positivos decorrente do
estagio de evolucdo da doenga ou mesmo reagdes cruzadas
com outros agentes (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

Os exames de citologia tém sido utilizados como testes
confirmatdrios do diagnostico sorologico. A observagao
de formas amastigotas de Leishmania spp. em esfregagos
de aspirados citologicos de medula dssea ou linfonodos
permitem, diante da identificagdo do parasito, confirmar
e garantir a seguranca no diagndstico e na defini¢ao da
conduta clinica (ALVAR et al., 2004).

A técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
também tem sido utilizada, por permitir identificar e ampli-
ficar, seletivamente, fragmento de DNA do parasita, a partir
de diferentes tipos de amostras bioldgicas, como sangue,
aspirados de medula ou linfonodos, bidpsias de pele, urina
e suabe conjuntival (ALVAR et al., 2004).

Porém, a realizacao de técnicas moleculares requer labo-
ratdrios bem equipados e habilidade técnica (BRASIL, 2003).

Este trabalho relata um caso de LVC, abordando os aspectos
clinicos apresentados e os recursos diagnosticos empregados,
discutindo a interpretagdo correta de cada um, objetivando,
assim, auxiliar médicos-veterinarios a entenderem melhor
esta doenga e a considera-la em seus diagnosticos diferenciais.

Descricao do caso

Um céo da raga teckel, macho, com seis anos de idade
e pesando 11 kg, foi atendido no Hospital Veterinario
Universidade Brasil, em Fernanddpolis/SP, apresentando
quadro clinico de claudicagdo em membro toracico direito,
anorexia, vOmito e diarreia hd uma semana, com histdrico
deja ter sido acometido por erliquiose ha cinco meses. Ao
exame fisico o cao se mostrou apético; 0 membro tora-
cico direito em regido de carpo estava edemaciado, com
dor a palpagdo; linfonodos popliteos e submandibulares
aumentados de tamanho (reativos).
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Para auxiliar o diagnostico, foram solicitados exames
laboratoriais e de imagem, que incluiam hemograma
completo, avaliacdo bioquimica da fun¢io renal (creatinina)
e hepatica (alanina aminotransferase e fosfatase alcalina),
urinalise e ultrassonografia abdominal, respectivamente.

O eritrograma apresentou anemia normocitica e normo-
cromica, nao regenerativa, com a contagem de eritrocitos
abaixo dos valores de referéncia (eritrdcitos: 4,68 x 108/mm?;
referéncia: 5-8 x 10°/mm?). O leucograma estava dentro
do padrdo de normalidade (14 x 10°/mm?®), bem como a
contagem de plaquetas (plaquetas: 200 x 10*/mm?; referéncia:
200-400 x 10°/mm?®). Observou-se ainda hiperproteinemia
(proteina plasmatica total: 10,4g/d; referéncia: 6-8g/d). As
demais avaliagdes bioquimicas estavam dentro dos valores
de referéncia.

As alteraces encontradas na urindlise foram relacionadas
as analises quimicas, nas quais o pH urinario apresentou-se
acido, com proteindria (++) e glicostria (+). Na andlise
microscopica do sedimento urinario foram observados
varios tipos de cilindros (granulosos, hialinos e céreos).
Por refratometria foi avaliada a densidade urindaria (1.012),
estando abaixo dos valores esperados a um céo higido (refe-
réncia: 1.020-1.045), indicando isostenuria (1.007-1.013).

Na ultrassonografia foi constatado espleno e hepatomega-
lia, figado com ecogenicidade diminuida e arquitetura vascular
com calibres dilatados, sugerindo sinais de congestao. Os
rins estavam com ecogenicidade elevada e discreta perda da
definigao/relagdo cortico-medulares, sinais estes sugestivos de
glomerulonefrite ou insuficiéncia renal. A vesicula urinaria
se apresentou com paredes discretamente espessadas e sedi-
mentagao ecogénica moderada, mas sem evidéncias de litfase.

Diante dos achados, a suspeita clinica recaiu sobre
diabetes melito, doenga renal ou LVC. Logo, para a obten-
¢do de um diagnostico preciso, indicou-se a realizagao de
outros exames complementares: relagdo proteina/creatinina
urinaria (UPC), dosagens de glicose sérica, sorologia espe-
cifica para leishmaniose e citologia aspirativa por agulha
fina (CAAF) dos linfonodos reativos.

A UPC apresentou-se em valor superior ao de referéncia
(0,63 mg/dl > 5 mg/dl) demonstrando quadro de doenga
renal glomerular. A glicose sérica (77 mg/dl) estava dentro
dos valores de referéncia (70-110 mg/dl), sugerindo falha
na absor¢ao de glicose pelos tubulos renais.

Foi realizada a sorologia para LVC por meio do método
de ensaio imunoenzimatico ELISA (ELISA/S7 - Biogene)
e a técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI), que
expressam os niveis de anticorpos especificos circulantes.
Ambos os resultados foram reagentes a Leishmania spp.
(RIFI-titulagdo: 1:640; ponto de corte: 1:40/ELISA; densi-
dade optica: 0,402; ponto de corte: 0,239).

A CAAF dos linfonodos reativos obteve resultado posi-
tivo, com presenca de formas amastigotas de Leishmania
spp. livres e no interior de mondcitos (Figura 1).



Figura 1 - Fotomicrografia dos esfregagos da CAAF de linfonodos reativos do cdo.
Fonte: Laboratdrio de Patologia Clinica, Universidade Brasil, Fernanddpolis/SP.
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Nota: Podemos observar formas amastigotas de leishmanias spp., ovais e pequenas (2 a 4 microns) — (setas), livres pelo esfregago (A) e dentro do monécito (B). As formas amastigotas
possuem um nticleo oval e roxo-claro, com cinetoplasto pequeno e roxo-escuro, em forma de bastdo (Panético Rapido, aumento de 100x, imersdo).

Diante da confirmagao do diagnoéstico, a conduta do
médico-veterindrio responsavel foi realizar a notificagio,
como previsto pela lei. O tutor do paciente foi orientado
da melhor forma, esclarecendo as possibilidades de trata-
mento controlado, o prognéstico muito reservado de cura,
podendo ocorrer recidivas, além dos riscos por ser uma
zoonose. Devido a condi¢do geral do animal o tutor optou
pela eutanasia.

A eutanasia foi realizada por meio de uma anestesia
geral prévia com propofol intravenoso, seguida de cloreto
de potassio, método que cientificamente produz uma morte
humanitaria. Na necropsia do animal, o trato gastroin-
testinal encontrava-se com contetido mucoide, sugestivo
de um quadro de gastroenterite: o figado e o bago, com
dimensoes severamente aumentadas. Ao corte transver-
sal dos rins pode-se observar perda da defini¢ao/relagdo
cortico-medulares. Devido as condi¢des financeiras do
tutor, ndo foi possivel prosseguir com as analises histo-
patologicas das amostras coletadas.

Discussao

A anemia observada pode ser classificada como leve a mode-
rada (eritrdcitos: 4,68 x 105/mm3 e hematdcrito: 32%), assim
como outros autores, que ja observaram valores médios na
contagem de eritrdcitos (4,96 x 10°/mm” e hematdcrito: 33,33%)
para casos de leishmaniose visceral canina (MEDEIROS et al.,
2008). O quadro anémico com carater nao-regenerativo gera
um prognostico desfavoravel, pois a produgdo eritrocitaria na
medula dssea encontra-se comprometida.

Um achado frequente em caes com leishmaniose
visceral é a hiperproteinemia, decorrente da produgdo
elevada de anticorpos (y globulina), o que eleva a proteina
plasmatica total a valores que podem exceder 10 g/dL
(IKEDA-GARCIA et al., 2003).

Ao que se refere a leucometria, por se tratar de um
processo cronico, a resposta leucocitaria se modifica
de acordo com a evolugdo da doenca. No tocante a
contagem de plaquetas, a trombocitopenia pode ser
explicada por uma alteragao da parede vascular devido
a vasculite, disturbios de trombocitopoiese, aumento
na destruicao plaquetdria ou como consequéncia do
comprometimento do funcionamento renal e/ou hepa-
tico (SCHULTZE, 2000).

Embora os parametros de func¢ao renal e hepatica
estivessem dentro do padrao de normalidade, oscilagdes
dos niveis de constituintes séricos em cdes com LVC tém
sido registradas a medida que progride o quadro clinico
e devem ser consideradas quando se avaliam infecgoes
cronicas (TRYPHONAS et al., 1977).

Com relagéo as alteragdes urinarias, o pH acido ja foi
relatado em estudo de Dias (2008), o qual demonstrou
que animais acometidos pela LVC costumam apre-
sentar um pH mais acido. A cilindruria e proteindria
podem indicar principalmente afec¢des glomerulares,
enquanto a glicosuria e isostenuria indicam que a lesdo
tem envolvimento tubular (THRALL et al., 2017). A
glomerulonefrite na LVC se origina da deposi¢ao de
imunocomplexos nos rins, podendo levar a insuficiéncia
renal (FEITOSA et al., 2000).

Os resultados do exame ultrassonografico e de necropsia
foram compativeis as alteragdes sistémicas mais comuns
em casos de LVC. A gastroenterite pode ser consequéncia
da insuficiéncia renal ou resultado de um dano parasitario
direto. As leishmanias se multiplicam em macroéfagos do
tigado e bago, resultando em hepatoesplenomegalia e
hepatite (FEITOSA et al., 2000).

A RIFI revelou elevado titulo de anticorpos no soro
(1:640). Em caes, o resultado é considerado reagente
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quando igual ou superior ao ponto de corte (1:40). No
teste soroldgico de ELISA o resultado reagente é aquele que
apresenta o valor da densidade 6ptica igual ou superior ao
ponto de corte (BRASIL, 2006). Neste caso, o valor da densi-
dade 6ptica de 0,402 foi superior ao ponto de corte: 0,239,
ou seja, 0 cdo apresentava anticorpos anti-Leishmania.

Na CAAF foi observada a presenga de formas amastigo-
tas de Leishmania spp. associadas a padroes de celularidade
descritos na literatura, com presenca de neutrofilos,
macrdfagos, linfocitos e plasmocitos, encontrando-se
varias formas amastigotas dentro de macréfagos e/ou
livres na lamina (COWELL et al., 2009). O exame citold-
gico caracteriza-se pela facilidade e rapidez de execugao,
baixa agressao tecidual e elevada especificidade (BRASIL,
2003). No entanto, em muitos casos, especialmente em
cdes assintomaticos, nos quais poucas formas amastigotas
estao presentes, podem ocorrer resultados falso-negativos.

Apesar da PCR ser um método que vem demons-
trando grande sensibilidade para a detecgdo de DNA de
Leishmania spp. em uma variedade de materiais biolo-
gicos, o teste ainda nao ¢ indicado pelos programas de
vigilancia e controle da LV instituidos pelo Ministério
da Saude. Atualmente, a PCR ¢ utilizada em pesquisas e
individualmente, para elucidagdo de casos inconclusivos
da doencga, principalmente em novos focos (GOMES et
al., 2007). Para utilizagdo em larga escala, ajustes sao
necessarios para padronizagdo da técnica e diminuigao
do custo operacional (GONTIJO; MELO, 2004).

Neste relato de caso, as alterag¢des clinicas e labo-
ratoriais foram sugestivas de LVC e a associagdo dos
sinais clinicos com os achados laboratoriais (anemia,
hiperproteinemia, glicosuria, proteinuria e isostenuria),
bem como as alteragdes em baco, figado e rins, auxiliaram
no diagnostico. A LVC tem sempre sido considerada
entre os diagnodsticos diferenciais na rotina dos médicos-
-veterinarios na cidade de Fernanddpolis, noroeste do
estado de Sao Paulo, por fazer parte de uma regiao consi-
derada endémica para a leishmaniose (HIRAMOTO et
al., 2019). Vale ressaltar que o diagnoéstico da LVC s6
deve ser estabelecido apds combinag¢ao da sintomatologia
clinica apresentada pelo cao, da situagdo epidemiolégica
da regido e dos resultados de exames complementares
(ALVAR et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Conclusao

Cabe ao médico-veterinario conhecer a multiplicidade
de sinais clinicos e a correta interpretagdo dos métodos
de diagndstico, suas limitagdes e indicagdes, aplicando-os
corretamente para a obten¢do de um diagndstico preciso e
seguro. Por se tratar de um caso atendido em uma regiao
endémica, a LVC é sempre uma doenga a ser incluida nos
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diagndsticos diferenciais, mas que precisa ser considerada
sempre pelos clinicos de todo o pais. ©
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