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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram verificar, em uma populacéo de caes com
leishmaniose visceral, atendida em um hospital veterinario de area endémica para a
doenca no Brasil, as principais alteracdes clinicas observadas, os métodos utilizados
para confirmar o diagnéstico, o tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e o
diagnostico e a utilizacdo de métodos de prevencao da doenca. Os prontuarios dos
caes atendidos durante o periodo do estudo foram avaliados afim de selecionar
aqueles que possuiam diagnéstico da doenca. Na populacédo estudada machos e caes
de racas definidas apresentaram uma maior predisposicdo ao desenvolvimento da
doenca. Dentre as alteracdes clinicas mais frequentemente observadas destacam-se
linfoadenomegalia, lesbes dermatoldgicas, alteracfes gastrointestinais, anorexia ou
hiporexia, perda de peso e alteracdes oftdlmicas. Mais de 80% dos cdes apresentava
hiperproteinemia. Em 59,52% dos animais o diagndstico foi confirmado apenas por
meio de exame parasitologico direto, sendo em 56,34% por citologia de puncéo
biopsia aspirativa de linfonodos. O tempo de evolucdo da doenca no momento da
primeira consulta no hospital veterinario variou de uma semana a mais de um ano,
com 42,86% dos animais apresentando sintomas entre um e 12 meses. Cerca de
metade dos cées ja havia recebido algum tipo de tratamento para os sintomas, sem
diagnostico de leishmaniose visceral canina. Somente quatro cdes faziam uso de
coleiras inseticidas como método preventivo. Os achados permitem afirmar que
muitos animais doentes ndo séo diagnosticados precocemente e nem incluidos como
suspeitos para a doenca, agravando a situacdo epidemiolégica pais. Ainda, chama

atencao a quase completa auséncia de métodos preventivos para a doenca.

Palavras-chave: Leishmania infantum. Caes. Sintomas. Diagnoéstico. Prevencao.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to verify, in a population of dogs with visceral
leishmaniosis referred to a veterinary teaching hospital in an area endemic for the
disease in Brazil, the main clinical signs observed, the time elapsed between onset of
symptoms and diagnosis, the methods used to confirm the diagnosis, and the use of
preventive methods. The medical records of the dogs attented during the study period
were evaluated in order to select those who had a diagnosis of the disease.In the
studied population, males and pure breed dogs showed a greater predisposition to the
development of the disease. Among the most frequently observed clinical signs are
lymphadenomegaly, anorexia or hyporexia, weight loss, dermatological,
gastrointestinal and ophthalmic alterations. More than 80% of the dogs had
hyperproteinemia. In 59.52% of the animals the diagnosis was confirmed only by
means of direct parasitological examination, and in 56.34% by cytology of lymph
nodes. Symptoms lasted from one week to more than one year at the moment of the
consultation at the veterinary hospital, with 42.86% of the dogs presenting symptoms
between one and 12 months. About half of the dogs had already received some sort
of treatment for the symptoms, with no diagnosis of canine visceral leishmaniasis. Only
four dogs used insecticidal collars as a preventive method. The findings allow to afirm
that many diseased animals are not diagnosed early and nor included as suspects for
the disease, aggravating the country epidemiological situation. Still, it calls attention to

the almost complete absence of preventive methods for the disease.

Keywords: Leishmania infantum. Dogs. Clinical signs. Diagnosis. Prevention.
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1. INTRODUCAO

Leishmaniose é uma doenca cosmopolita, zoondtica, de carater tropical,
negligenciada, que afeta milhares de pessoa todos os anos. Em seres humanos,
pode ser classificada como tegumentar ou visceral, 0 que confere quatro formas
de apresentacdo clinica: cutanea, mucocutanea, cutanea difusa e visceral, a
ultima mais grave e fatal quando nao tratada (WHO, 2018). Causada por
protozoarios do género Leishmania, a doenca é transmitida por meio da picada
de fémeas de fleotomineos que inoculam o protozoario quando fazem o repasto
sanguineo. Mas condi¢cbes sanitarias estdo relacionadas com o aumento dos
casos de leishmaniose, uma vez que criam condicbes para aumentar a
proliferacdo de fleb6tomos (BANETH; SOLLANO-GALLEGO, 2015)

Sob o ponto de vista epidemiolégico o cdo € considerado o principal
reservatorio urbano de Leishmania infantum (syn Leishmania chagasi), agente
causador da leishmaniose visceral nas Américas (SOLLANO-GALLEGO et al.
2011). Dado que corrobora com o fato de que em uma regido endémica o
aumento da prevaléncia da doenca em cées pode estar relacionado ao aumento
daincidéncia de casos humanos (BELO et al., 2013; BRASIL, 2006; CAMARGO-
NEVES et al., 2001; CARNEIRO et al.,, 2004). Dessa forma, salienta-se a
importancia do conhecimento das varias formas de apresentacdo clinica da
leishmaniose visceral canina (LVC), bem como de métodos de diagndstico,
tratamento e prevencado, de modo a minimizar o niumero de cées infectados em

uma populacéo.

Em virtude da importancia desta zoonose em saude publica, o objetivo do
presente trabalho foi realizar um estudo retrostropectivo dos casos de
leishmaniose visceral canina atendidos, evidenciando o tempo decorrido entre o
inicio dos sintomas e o diagnostico, os métodos utilizados para confirmar o
diagndstico, as principais alteracdes clinicas observadas e a utilizacdo de
meétodos de prevencdo da doenca de uma populagdo canina atendida em um
hospital veterinario de area endémica para leishmaniose visceral no estado de

Sao Paulo, Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose é uma enfermidade zoonotica, de grande importancia
mundial, causada por protozoarios tripanosomatideos do género Leishmania.
Infecta anualmente 700.000 a um milhdo de pessoas em todo mundo (WHO,
2018). Consiste em uma enfermidade tropical negligenciada, transmitida por
vetores, com mais de 90% dos casos da forma visceral, a mais severa da
doenca, concentrando-se no Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia, Suddo e
Sudéo do Sul (WHO, 2018).

No Brasil a LV encontrava-se originalmente limitada a regido nordeste,
principalmente em ambientes rurais; no entanto, ao longo do tempo, houve uma
transicdo epidemiologica, com incidéncias crescentes em areas urbanas,
associada a colonizacdo por fleb6tomos e a disseminacdo e adaptacédo de
reservatorios naturais a esses ambientes domeésticos, com a doenca se
espalhando para o centro-oeste, sudeste e sul do pais (MARCONDES: DAY,
2019). Sao Paulo é o estado brasileiro mais rico e populoso, com mais de 45
milhdes de habitantes em 2018 (IBGE, 2018). De 1999 a 2017 foram notificados
7328 casos de leishmaniose visceral em humanos no estado de S&o Paulo, com
uma meédia anual de 150 casos e uma letalidade de 8,6% (BEPA 2019).
Aracatuba foi o primeiro municipio do estado a confirmar casos autoctones de
LV canina e humana, em 1998 e 1999, respectivamente (COSTA et al., 2018). O
municipio localiza-se na regido noroeste do estado, e em 2017 possuia cerca de
195 mil habitantes (IBGE, 2018). Nos ultimos 15 anos Aracatuba tem sido
considerada uma area altamente endémica para a doenca em humanos (BEPA
2019) e em cédes (COSTA et al., 2018).

Sob o ponto de vista epidemiolégico o céo representa o principal
reservatorio doméstico do parasito e potencial fonte de infec¢do para os seres
humanos (SHAW, 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011), observando-se uma
associacao entre a ocorréncia da infeccdo em cées e o risco da ocorréncia da
doenca em seres humanos (BELO et al.,, 2013; BRASIL, 2006; CAMARGO-
NEVES et al., 2001; CARNEIRO et al., 2004). Os vetores responsaveis pela
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transmissdo da leishmaniose visceral (LV) séo flebtomineos do género Lutzomya
no Novo Mundo. Embora outras espécies tenham sido identificadas, a Lutzomyia
longipalpis € considerada a principal transmissora da LV no Brasil (BRASIL,
2014). A prevaléncia da LVC no Brasil, em média, varia de 1,9 a 35% em areas
endémicas, podendo alcancar até 53,4% em algumas regifes (BARATA et al.
2013; DANTAS-TORRES et al., 2006; FUJIMORI et al., 2016; LOPES et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2010; PIMENTEL et al., 2015).

A cadeia epidemioldgica inicia-se com o repasto sanguineo de fémeas
infectadas com as formas promastigotas, que sao inoculadas na epiderme do
hospedeiro e fagocitadas pelo sistema fagocitico monocuclear. No interior do
macrofago diferenciam-se em formas amastigotas (aflageladas) e multiplicam-
se por intensa divisao binaria. Os macrofagos repletos rompem-se e as formas
livres passam a ser fagocitadas por novas células, disseminando-se para varios
orgaos como figado, baco, linfonodos e medula Ossea, dentre outros,
estabelecendo-se a infeccao sistémica (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2015).

A evolucédo e os sintomas da enfermidade estdo associados a resposta
imune desenvolvida pelo hospedeiro frente a infeccdo. Um estudo demonstrou
gue cerca de 60% dos caes que vivem em area endémica tiveram contato com
0 protozoario, constatado através da deteccdo de anticorpos ou demonstrado
através de resposta celular especifica (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Assim,
a imunidade protetora € mediada por células (CD4 +) e depende do fenétipo do
linfocito T auxiliar ativado. Se forem ativadas preferencialmente as células T
auxiliares tipo 1 (Tal) ocorre uma resposta imune predominantemente celular,
podendo haver controle do parasitismo e auséncia de quadro clinico da doenca.
Em contraste, quando a infeccdo esta associada com a ativacao preferencial de
linfocitos T auxiliares do tipo 2 (Ta2), ocorre a proliferacdo de células B com
subsequente producdo de imunoglobulinas e desenvolvimento da doenca
(CIARAMELLA; CORONA, 2003; PINELLI et al.,1994). Os complexos imunes
formados podem agravar a doenca por serem depositados em diversos 6rgaos
e tecidos, como rins e articulagcdes, levando a uma lesdo renal com

desenvolvimento de poliuria e polidipsia, e a quadros de poliartrite, dentre outros
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(CIARAMELLA et al.,1997; CIARAMELLA; CORONA, 2003; PENA et al., 2008).
A doenca renal pode ser uma das Unicas manifestacbes nos pacientes
infectados, e € a principal causa de 6bito em cdes com LV (GRAUER, 2005;
ROURA et al., 2013; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Alteracfes oftalmicas,
como blefarite, ceratoconjuntivite e uveite sdo comumente observadas e podem
ser causadas por acao direta do parasito ou por deposicao de imunecomplexos
(BRITO et al., 2010; FREITAS et al., 2017; MANNA, 2009).

No que concerne aos achados dermatoldgicos, a forma cutanea classica
€ uma dermatite esfoliativa ndo pruriginosa, que acomete principalmente a
regido periocular, ponte nasal e borda dos pavilhdes auriculares, podendo ser
difusa por todo o corpo. Esta pode ser acompanhada de areas de rarefacéo
pilosa ou alopecia, com presenca de papulas eritematosas. Pode-se observar
também uma dermatite ulcerativa, relacionada a vasculite ou a uma acao direta
do parasito, particularmente em saliéncias 0sseas, cabeca, juncdes muco-
cutaneas e coxins. Formas atipicas como dermatite nodular e dermatite papular,
sdo menos frequentemente observadas. Muitos cées apresentam onicogrifose
devido a presenca do parasito estimulando a matriz ungueal (BANETH et al.,
2008; CIARAMELLA et al., 1997; FREITAS, et al., 2012; KOUTINAS et al., 2010;
LOMBARDO, et al, 2014; MARCONDES, 2016; SARIDOMICHELAKIS;
KOUTINAS, 2014). Embora com menor frequéncia, é possivel observar
alteracdes hepaticas (CIARAMELLA et al., 1997), cardiacas (MELENDEZ-LAZO,
2018) e neuroldgicas (LIMA et al., 2003; MACAU et al., 2017) em pacientes com
LVC.

Apesar de a LVC desencadear uma gama de alteracfes clinicas, grande
parte dos caes infectados permanecem assintomaticos. Esse fato &
preocupante, visto que varios estudos demonstraram que caes assintomaticos
permanecem com capacidade infectiva ao vetor (BORJA et al., 2016; LAURENTI
etal., 2013; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016), tendo sido igual ou até superior
gue a de caes sintomaticos em dois deles (BORJA et al., 2016; LAURENTI et al.,
2013).
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Os achados laboratoriais frequentemente encontrados nesses pacientes
compreendem alteracoes bioquimicas como hiperproteinemia
(hiperglobulinemia), hipoalbuminemia, aumento da atividade de enzimas
hepéticas e azotemia (CIARAMELLA et al., 1997; GIUDICE; PASSANTINO,
2011; KOUTINAS et al., 2001; PALTRINIERI et al., 2010; PALTRINIERI et al.,
2016; PETANIDES et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Naqueles que
apresentam doenca renal, é frequente a observacéo de proteinuria relacionada
a glomerulonefrite (BRAGA et al., 2015; KOUTINAS et al., 2001). Muitos caes
apresentam uma anemia nao regenerativa decorrente de doenca inflamatoria
cronica (reducao de ferro sérico por retencdo anormal deste composto pelos
macroéfagos, tipicos da anemia de distarbios crénicos), disfuncao (hipoplasia ou
aplasia) da medula 60ssea com eritropoiese reduzida devido ao parasitismo neste
local, como consequéncia da doenca renal crénica e diminui¢do da producao de
eritropoetina e, finalmente, por um aumento da hemdlise pelo baco e figado,
associado a uma resposta a infeccdo por L. infantum (DIAS et al., 2012,
MELENDEZ-LAZO et al., 2018; MOMO et al., 2014; NICOLATO, et al., 2013;
TOMMASI et al., 2014).

Em referéncia ao leucograma, tanto leucopenia quanto leucocitose
podem ser encontradas (CIARAMELLA et al., 1997). Uma leucocitose por
neutrofilia pode ser observada quando ha infeccdo bacteriana secundaria,
enquanto linfopenia, linfocitose ou eosinofilia aparecem ocasionalmente
(NICOLATO et al.,, 2013). Ademais, pode-se observar uma monocitose,
relacionada a estimulacdo antigénica crénica, como observado em outras
doencas transmitidas por vetores incluindo anaplasmose e erliquiose (HARRUS
et al., 1999). Trombocitopenia € um achado comum em cées infectados por L.
infantum, supostamente por sequestro plaquetario e consumo durante o
processo de coagulacédo, producédo de megacariocitos diminuida ou prejudicada,
e, também, decorrente de processos imunomediados (GIUDICE; PASSANTINO,
2011; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

O diagnostico definitivo da LVC constitui-se um desafio. Existem métodos

considerados “diretos”, os quais permitem visualizar a forma amastigota do
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parasito e, os “indiretos”, que avaliam a resposta imune do hospedeiro frente a
infeccdo, através da deteccdo de anticorpos seéricos (GOMES et al., 2008;
GRAMICCIA, 2011). Ainda, a amplificacdo do DNA do parasito pode ser
realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O teste
parasitolégico € considerado o “teste ouro” para o diagnéstico da doenca. Tal
avaliacdo microscopica pode ser realizada por meio de exames citologicos de
aspirados de linfonodos, baco, medula 6ssea ou lesdes cutaneas (ALVAR et al.,
2004; GIUNCHETTI et al., 2008, SOLANO-GALLEGO et al., 2009), em que séao
visualizadas formas amastigotas do parasito. A sensibilidade depende do grau
de parasitemia, do tipo de material biologico coletado e da experiéncia do
avaliador com a leitura de lamina. Em alguns pacientes a visualizacdo de
parasitos € muito laboriosa e os resultados negativos ndo sao incomuns,
especialmente em animais assintomaticos (IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006), ja
gue a sensibilidade diminui significativamente nestes (SARIDOMICHELAKIS, et
al. 2005). Um estudo comparando métodos de diagndstico para LVC demonstrou
uma sensibilidade de 75,61% e 39,13% em caes sintomaticos e assintomaticos,
respectivamente, quando realizaram exame citologico de linfonodo (MOREIRA,
et al. 2007).

A deteccao de anticorpos anti-L. infantum pode ser realizada por meio de
ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA), por reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), e por testes imunocromatograficos, dentre outros. Animais
doentes desenvolvem principalmente uma resposta imune humoral e produzem
altos titulos de IgG anti-Leishmania. A soroconversao pode ocorrer em um
periodo que varia de trés meses a dois anos apds a infeccdo e os titulos
permanecem elevados por, pelo menos, dois anos (OLIVA et al., 2006).
Entretanto, os testes sorologicos devem ser interpretados com cautela, uma vez
gue nado sdo 100% sensiveis e falham em detectar caes infectados no periodo
pré-patente e antes da soroconversao, caes que nunca fardo soroconversao, e
caes soropositivos que se convertem em soronegativos mas ainda permanecem
infectados (IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006).



19

Por fim, as ferramentas moleculares sdo meios precisos para abordagem
diagnéstica. A amplificacdo do DNA do parasito por PCR pode ser realizada em
varios tecidos tais como sangue, linfonodos, medula éssea, baco, pele e
conjuntiva. A sensibilidade diagndstica depende da técnica e do tecido
empregado (MAIA et al., 2009; SOLLANO-GALLEGO et al., 2007, 2009).
Atualmente, considera-se a PCR em tempo real (QPCR) como um dos métodos
mais sensiveis para o diagnostico da LVC, uma vez que esta técnica é capaz de
identificar niveis extremamente baixos de parasitos e, ainda, pode fornecer a
guantificacdo da carga parasitaria, util para avaliar a resposta ao tratamento
(MANNA et al., 2008; PENNISI et al., 2005).

Até 2011, os testes de triagem e confirmacdo adotados pelo MS em
inquéritos soroldégicos caninos para LV eram, respectivamente, ELISA (kit EIE-
LVC; Bio-Manguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), e RIFI (kit IFI-LVC; Bio-
Manguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), ambos utilizando antigenos de
promastigotas de Leishmania major (LIRA et al., 2006). Em dezembro de 2011,
devido a limitacdes dessas técnicas, as autoridades de saude publica brasileiras
substituiram os métodos usados para diagnosticar a LVC, que passaram a ser
um teste rapido imunocromatografico que utiliza como antigeno uma proteina
recombinante (rk28) derivada da expresséo de rk9, rk26 e rk39, TR DPP® LVC
(Bio-manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) como teste de triagem, e o
teste de ELISA (kit EIE-LVC; Bio-Manguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil),
como confirmatdrio, em um esforco para aumentar a especificidade, precisdo e
velocidade do diagnéstico de LVC (BRASIL, 2011).

No que diz respeito ao tratamento da doenca em cées no Brasil, devido a
recomendacdo de eutanasia de animais soropositivos, o tratamento ndo era uma
opcao possivel. Para reforcar esse fato, em 2008 foi publicada uma Portaria
Interministerial, do Ministério da Saude (MS) e do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), proibindo o tratamento de cdes com LV com
medicamentos de uso humano e que nao estivessem licenciadas pelo MAPA
(portaria MAPA 1.426 de 11/07/2008). Entretanto, em setembro de 2016 o MAPA
concedeu uma licenca (001/2016 — MAPA/MS) para a venda de Mitelforan®
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(Virbac Saude Animal, Brasilia-DF, Brasil), o primeiro medicamento para o
tratamento de LVC no Brasil, & base de miltefosina, que passou a ser
comercializado a partir de janeiro de 2017.

Medidas preventivas para evitar a infecgao de cées por L. infantum séo
indispensaveis, visto o potencial zoonético da enfermidade. Assim, a prevencao
deve incluir medidas direcionadas ao animal e ao meio ambiente (OTRANTRO;
DANTAS-TORRES, 2013). O uso de inseticidas no local onde encontra-se o
hospedeiro pode auxiliar na reducéo da populacéo de flebotomineos porém, os
locais naturais de descanso e oviposi¢cao dos flebétomos podem ser dificeis de
encontrar (MAROLI et al., 2010). Estes fazem oviposi¢cdo em locais ricos em
matéria organica, portanto, a limpeza de quintais & essencial como medida de
prevencdo da doenca (CLABORN, 2010). O uso de produtos a base de
piretroides € 0 meio mais eficaz para prevencao da infeccdo de caes. Estes
possuem acao repelente, anti-alimentacdo e inseticida, evitando o repasto
sanguineo e provocando a morte do fleb6tomo (OTRANTRO; DANTA-TORRES,
2013). As coleiras impregnadas com deltametrina a 4% ou com flumetrina 4,5%
sdo medidas de escolha utilizadas para reduzir a transmisséo da infec¢ao para
caes (OTRANTO et al., 2013).

A vacinacao pode auxiliar na protecao individual de caes, no entanto nédo
possui uma acgao efetiva no controle epidemiologico da doenca, uma vez que
caes vacinados podem se infectar mesmo sem o desenvolvimento de sintomas,
e permanecer com capacidade infectiva a vetores (REGINA-SILVA et al., 2006).
Por essa razéo, o controle da doenca deve ser baseado no uso de inseticidas
topicos, e as vacinas sao apenas uma ferramenta a mais para auxiliar na
protecdo de cdes (MARCONDES; DAY, 2019). Atualmente, no Brasil, existe
apenas uma vacina canina licenciada para comercializa¢do, cujo antigeno é a
proteina recombinante A2 de Leishmania donovani associada a saponina (Leish-
Tec®, CEVA Salde Animal Ltda, Paulinia-SP, BRASIL). Um experimento a
campo conduzido em uma area endémica para a doenca, demonstrou que a
eficacia vacinal foi da ordem de 71,4% quando foram levados em consideracéo

os resultados de exames parasitologicos realizados por meio de impresséo
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citolégica, cultura, histopatologia de pele, linfonodos, baco e medula éssea.
Quando os autores associaram os resultados de xenodiagnéstico aos exames
parasitolégicos a eficacia vacinal passou a ser de 58,1% (REGINA-SILVA et al.,
2006).

Um modelo matematico usado para comparar a eficacia de medidas de
controle para LV (vacinas, eutanasia de cées soropositivos e uso de coleiras
impregnadas com inseticida), demonstrou que as trés medidas, em coberturas
diferentes, estavam associadas a diminuicdo na prevaléncia de infeccdo em
cées e pessoas. No entanto, o uso de coleiras impregnadas com inseticida teve
o mais alto nivel de eficacia (SEVA et al., 2016). Quando usadas na quase
totalidade da populacéo de cées, as coleiras impregnadas com inseticida foram
capazes de diminuir grandemente a prevaléncia da doenca em cées e a
incidéncia da doenca em humanos (CAMARGO-NEVES et al., 2004; GAVGANI
et al., 2002). Em areas endémicas, todos os caes deveriam fazer uso de coleiras
inseticidas, inclusive os tratados e vacinados, uma vez que permanecem com
capacidade infectiva ao vetor (MARCONDES, 2016).

A eutanéasia de caes soropositivos, uma das medidas de controle da LV
no Brasil (BRASIL, 2014), é uma medida controversa. A experiéncia brasileira
mostrou que essa pratica ndo esta associada a reducdo do numero de casos
humanos e caninos (COURA-VITAL et al.,, 2014; COURTENAY et al., 2002;
DIETZE et al., 1997; MARCONDES; DAY, 2019). Em contrapartida, 0 niamero
total de casos humanos no pais aumentou e a doenca tornou-se um grave
problema de saude publica (MARCONDES, DAY; 2019).

Um dos grandes problemas enfrentados no controle da LV no Brasil € a
falta de conhecimento da populacédo no que diz respeito a métodos preventivos,
gue deveriam ser utilizados particularmente em areas endémicas para a doenca.
Um estudo retrospectivo longitudinal, caso-controle, conduzido por Borges e
colaboradores (2008) em Belo Horizonte, area endémica para LV e LVC,
ressaltou que o conhecimento da populagao sobre medidas preventivas contra
as duas enfermidades € infimo, demonstrando a importancia de orientar

adequadamente a populagéo.



22

Assim, o0s objetivos do presente trabalho foram realizar um estudo
retrospectivo e verificar, em uma populacdo canina atendida em um hospital
veterindrio de area endémica para leishmaniose visceral no estado de S&o
Paulo, o tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico, os métodos
utilizados para confirmar o diagnéstico, as principais alteragbes clinicas

observadas e a utilizacdo de métodos de prevencéo da doenca pelos tutores.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Durante o periodo de 2007 a 2016 foram atendidos 18.285 cdes no
Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira” da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista, UNESP, campus de Aracatuba.
Nesse periodo o hospital veterinario ndo possuia um sistema informatizado para
preenchimento dos dados clinicos dos animais. Por essa razéo, do total de caes
atendidos no periodo, foi possivel obter com seguranca apenas informacdes
como o diagnostico, sexo e padrao racial (raca definida ou sem racga definida).
Apesar de a idade dos animais constar nos prontuarios, o sistema computacional
ndo permitiu fazer um levantamento de faixa etaria de todos os animais no
periodo. Assim, foram identificados todos os cades com diagndstico de LV durante
o periodo de 10 anos. Os prontuéarios foram cuidadosamente avaliados a fim de
selecionar os animais para o presente estudo, e os dados de resenha,
anamnese, exame fisico, exames complementares e condutas pos-diagnostico
foram tabulados individualmente.

Utilizou-se como critério de inclusdo animais que possuiam diagndéstico
da doenca confirmado pela presenca de formas amastigotas do parasito
identificadas em: exame citologico obtido por meio de puncéo biopsia aspirativa
de linfonodos, medula 6ssea e/ou nddulos cutaneos; citologia de conjuntiva
ocular, efusdo peritoneal e/ou esfregaco sanguineo; exame histopatolégico de
biopsia de lesdo cutadnea; aqueles com resultado positivo em técnicas
sorolégicas, a saber, ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) e/ou TR DPP®
LVC (Bio-manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), ou naqueles em que foi
amplificado o fragmento do DNA de Leishmania spp. por meio de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real em sangue ou medula éssea. O teste
rapido TR DPP® LVC (Bio-Manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) s6 esteve
disponivel para utilizacdo no hospital veterindario por um periodo de

aproximadamente um ano, entre os anos de 2014 e 2015.
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3.2 Colheita de sangue total

Durante o atendimento hospitalar, apds a antissepsia do local, era colhida
uma amostra de sangue por meio de venopunc¢ao de jugular. O material obtido
era armazenado em microtubos contendo EDTA para realizagdo de hemograma
completo, e em tubos de ensaio sem anticoagulante para separacao de soro por
centrifugacgéo (3000 rpm por 5 minutos), para dosagem de creatinina e realizacao

de técnicas soroldgicas.

3.2.1 Anélise hematoldgica

A contagem total de eritrécitos e leucocitos, e a determinacao do teor de
hemoglobina foram realizadas no laboratorio clinico do hospital veterinario, em
contador eletrénico de células sanguineas (Celm — CC530 Veterinario, Barueri,
Sao Paulo, Brasil). O volume globular foi determinado pelo método microcapilar
de Strumia em centrifuga para microhematdcrito (Centrifuga Micro Evlab
EV:024, Londrina, Parana, Brasil). A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada em esfregacos sanguineos corados com corante hematologico
(Pandtico Rapido®, Laborclin, Pinhais- PR, Brasil). As proteinas plasmaticas
foram determinadas por refratometria e confirmadas pelo sistema colorimétrico
de proteinas totais (Labtest®). Valores de referéncia foram considerados de
acordo com Meinkoth e Clinkenbeard (2000).

3.2.2 Determinacdo de creatinina sérica

A determinacdo da concentracdo sérica de creatinina foi realizada no
laboratorio clinico do hospital veterinario pelo método cinético - Picrato em meio
alcalino (kit Creatinina® Biosystems, Barcelona, Espanha), com o uso de um
analisador bioquimico automatizado (Analisador automatico BTS, mod. 370 plus,
BioSystems, Barcelona, Espanha). Os valores de referéncia foram considerados

de acordo com Kaneko e colaboradores (1989).
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3.3. Diagnéstico

3.3.1 Exames citoldgicos e histopatologicos

3.3.1.1 Exame citolégico de nédulos cuténeos, linfonodos e medula 6ssea

Os exames citolégicos eram realizados nos ambulatérios de atendimento
do hospital veterinario, por meio da punc¢dao aspirativa por agulha fina de nédulos
cutaneos ou linfonodos popliteos e/ou pré-escapulares, ou com a utilizagédo de
agulha hipodérmica 40x16 mm para obtencdo de medula 6ssea, mediante
puncdo na crista iliaca. Os esfregagos do material obtido eram realizados
imediatamente apds a colheita, secos ao ar e corados com kit Panético Rapido®
(Laborclin, Pinhais-PR, Brasil), para posterior observacao ao microscopio optico,
com objetiva de 100x, em imersdo, e pesquisa de formas amastigotas de

Leishmania spp.

3.3.1.2. Exame citoldgico de sangue periférico e efuséo peritoneal

Os esfregacos de sangue periférico foram realizados a partir de amostra
de sangue colhida na veia jugular encaminhada para realizacdo de hemograma
completo. O exame citolégico de liquido peritoneal foi realizado por meio de
colheita da amostra por abdominocentese realizada na linha alba, seguida de
centrifugacéo e confeccéo do esfregaco. Os esfregacos foram corados com kit
Pandtico Rapido® (Laborclin, Pinhais-PR, Brasil), para posterior observacéo ao

microscopio Optico, com objetiva de 100x, em imersao.

3.3.1.3. Exame histopatoldgico de lesdo cutanea

As biopsias cutaneas foram colhidas com o auxilio de um “punch” e uma
pinca anatdbmica, abrangendo area integra e lesionada, apds sedacdo e
anestesia local. O fragmento foi encaminhado ao servico de patologia da

Faculdade de Medicina Veterinaria da Unesp, Campus de Aracatuba, e
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processado de acordo com a rotina do servigo, com coloracao por hematoxilina-
eosina (HE).

3.3.2 Provas Sorologicas

3.3.2.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A técnica de ELISA foi realizada conforme descrito por Lima e
colaboradores (2003). As microplacas eram sensibilizadas com antigeno total de
Leishmania chagasi (MHOM/BR/72) numa concentracdo de 20 ug/mL em
tampéo carbonato 0,05 M e pH 9,5. Foram utilizados como anticorpo secundario
e revelador, respectivamente, a Proteina A marcada com peroxidase (Sigma-
Aldrich Brasil LTDA, cod. P8651) e a solucdo de tetrametilbenzidina
dihidroclorada TMB 0,4 mg/ml (BD-TMB substrate reagent cod. 555214). A
reagdo era interrompida com H>SO4 2N e a densidade optica (D.O.) avaliada
com o leitor de ELISA a 450nm (Labsystems Multiskan EX). Os resultados foram
expressos pela média da densidade Optica obtida dos soros em duplicata. Foram

considerados positivos os titulos de anticorpos com valores acima de 0,270.

3.3.2.2 Teste Rapido TR DPP® LVC

Para a realizac&o do teste imunocromatografico rapido de duplo percurso,
TR DPP® LVC (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro- RJ, Brasil) utilizou-se

amostras de soro dos animais, de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.3.3 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR)

Para a realizacdo da técnica de PCR em tempo real foram colhidas
amostras de sangue ou medula éssea. As amostras eram encaminhadas para o
Laboratério de Diagndéstico Molecular Veterinario (LDMVET-Botucatu, S&o
Paulo), onde foram processadas como descrito por Roldo e colaboradores
(2004).
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3.4 Andlise estatistica

O conjunto de dados foi analisado com a estatistica descritiva e
inferencial. O teste qui-quadrado foi utilizado para verificar associagao entre a
presenca e auséncia de infec¢do por Leishmania spp. com as variaveis sexo e
raca dos animais. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Animais

Do total de cades atendidos no periodo de 10 anos, 56,83%
(10.391/18.285) eram fémeas, 43,17% (7.894/18.285) machos, 62,47%
(11.423/18.285) possuiam raca definida e 37,53% (6.862/18.285) néo
apresentavam definicdo racial. N&o foi possivel obter a faixa etaria do total de
pacientes uma vez que 0 programa computacional do Hospital Veterinario nao
fornece essainformacédo. A prevaléncia de casos de LVC na populagéo avaliada
foi de 2,75% (504/18.285), destes 87,50% (441/504) viviam area urbana e
12,50% (63/504) em area rural. Entre os cdes com diagndstico de LV, 51,19%
(258/504) era fémeas e 48,81% (246/504) machos, 56,94% (287/504) possuiam
definicdo racial e 43,05% (217/504) ndo possuiam raca definida. Ainda, 9,72%
(49/504) possuiam menos de um ano, 53,37% (269/504) possuiam de um a cinco
anos, 26,19% (132/504) de cinco anos e um més a 10 anos, e 10,71% (54/504)
apresentavam mais que 10 anos. A distribuicdo dos animais atendidos no
periodo e daqueles com diagndstico de leishmaniose visceral, segundo o0 sexo,
raca e faixa etaria, encontram-se apresentados na Tabela 1. De acordo com 0s
prontuarios avaliados, 6,74% (34/504) dos cdes com LV possuiam contactantes
com sintomas da doenca, porém nem todos com o diagnéstico definitivo da
enfermidade. Machos (p <0.0109) e cdes com raca definida (p<0.0107)

apresentaram uma predisposi¢ao para o desenvolvimento de LVC.
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Tabela 1 — Numero e percentagem, segundo o sexo, padréo racial e faixa etaria do
total de pacientes e de cdes com leishmaniose visceral (LV), atendidos no Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, Aracatuba em um
periodo de 10 anos (2007-2016). (Aracatuba-SP, 2019)

Populacéo total Cées com LV
(n=18.285) (n=504)
Sexo
Fémeas 10.391 (56,83%) 258 (51,19%)
Machos 7.894 (43,17%) 246 (48,81%)
Raca
Raca definida 11.423 (62,47%) 287 (56,94%)
Sem raca definida 6.862 (37,53%) 217 (43,05%)
Idade
<1lano - 49 (9,72%)
1-5anos - 269 (53,37%)
> 5 anos — 10 anos - 132 (26,19%)
>10 anos - 54 (10,71%)

4.2 Alteracdes clinicas

De todos os pacientes atendidos com diagnéstico de LVC, apenas quatro
ndo apresentavam sintomas da doenca. Estes foram diagnosticados por
apresentarem alteracdes em exames laboratoriais. Dos quatro, trés foram
levados ao hospital veterinario para procedimentos cirdrgicos e um por

escorpionismo.

Dentre as alteracdes clinicas mais frequentemente observadas destacam-
se a linfoadenomegalia em 72,22% (364/504) dos cées, lesbes dermatoldgicas
em 64,09% (323/504), alteracbes gastrointestinais (émese, diarreia,
hematoquezia, melena, regurgitacdo e disquezia) em 47,42% (239/504),
anorexia ou hiporexia em 42,66% (215/504), emagrecimento em 38,49%
(194/504) e alteracdes oftalmicas (conjuntivite, blefarite, uveite e
ceratoconjuntivite) em 33,73% (170/504).
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Com relacdo as alteragbes dermatoldgicas, verificou-se com maior
frequéncia areas de alopecia e/ou rarefacdo pilosa em 35,91% (116/323) dos
animais, seguida de lesdes ulceradas/crostas em 35,60% (115/323),
descamacgéo cutanea em 34,67% (112/323), lesdes descamativas e ulceradas
em ponta de orelha em 22,60% (73/323), onicogrifose em 17,46% (56/323) e
lesdes nodulares em 0,18% (1/504). Dos animais com lesdes cutaneas, 27,83%
(90/323) apresentavam prurido. A respeito da localizacao dessas lesdes, 55,11%
(178/323) dos caes possuiam lesBes generalizadas, 31,58% (102/323)
apresentavam lesdes apenas em cabeca, 20,74% (61/323) em membros e
8,97% (29/323) na cauda. Alguns pacientes apresentavam lesées em mais de
uma regido. Em um céo (0,18%) foram observados nédulos em flanco, regiédo

dorsal e regido parapeniana.

Ainda, 25,79% (130/504) dos animais apresentavam mucosas palidas,
21,03% (106/504) apatia, 10,91% (55/504) alteracdes respiratorias (secrecao
nasal, espirro, dispneia, tosse), 10,71% (54/504) hipertermia, 9,13% (46/544)
esplenomegalia, 5,75% (29/504) alteracbes do volume urinario
(poliaria/polidipsia, oliguria), 4,17% (21/504) epistaxe, 3,77% (19/504)
hepatomegalia, 3,37% (17/504) atrofia muscular, 2,78% (14/504) poliartrite,
1,79% (9/504) edema de membros, 1,79% (9/504) diateses hemorragicas
(petéquias/ecmose/sufusdes), 1,59% (8/504) ictericia e 0,99% (5/504) ascite.

Nos 13,29% (67/504) dos animais que apresentaram sinais neurolégicos,
0os mais frequentemente observados foram ataxia em 26,86% (18/67) e
convulsdes em 16,41% (11/67), com evolucdo precisa indeterminada pelos
tutores. Do total de cdes com diagndstico de LV, em 0,99% (5/504) foi confirmada
coinfeccdo com o virus da cinomose. No entanto, nos outros 62 animais com
alteracdes neuroldgicas ndo foi avaliada uma possivel coinfeccdo com agente
etiolégico ou ocorréncia de lesGes encefalicas que pudessem justificar o quadro
neuroldgico, uma vez que nao houve o consentimento do tutor em realizar outros

exames complementares e os animais foram submetidos a eutanasia sem



30

realizacdo de necropsia. Deste modo, ndo é possivel afirmar que as alteracfes

neuroldgicas eram decorrentes de LVC.

questdo encontram-se apresentadas na Figura 1.

As alteracdes clinicas mais frequentemente observadas na populacdo em

Figura 1- Principais alteragdes clinicas observadas em 504 cdes com diagndstico de
leishmaniose visceral, atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria da UNESP, Aracatuba, em um periodo de 10 anos (2007-2016).
(Aracatuba- SP, 2019).
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4.3 Exames complementares

Em 68,25% (344/504) dos caes realizou-se hemograma e determinacao
da proteina plasméatica total. As alterac6es hematoldgicas mais frequentemente
observadas foram anemia e trombocitopenia, em 77,03% (265/344) e 43,02%
(148/344) dos caes, respectivamente. No que se refere a anemia, em 72,83%
(193/265) dos casos ela foi do tipo normocitica normocrémica. Também se
observou linfopenia em 28,78% (99/344), neutropenia em 22,09% (76/344),
leucocitose por neutrofilia em 11,92% (41/344) e monocitose em 11,34%
(39/344) dos pacientes avaliados. Ainda, em 1,38 % (7/504) animais foram
observadas formas amastigotas do parasito em esfregaco de sangue periférico.
Hiperproteinemia foi identificada em 85,17% (293/344) dos cées. As principais
alteracoes hematologicas observadas nos cades com LV encontram-se
apresentadas na Figura 2.

Em 24,60% (124/504) dos cédes foi realizada a determinacdo das
concentracfes de creatinina sérica. Destes, em 36,29% (45/124) verificou-se

elevacao de creatinina sérica, compativel com quadro de insuficiéncia renal.
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Figura 2 - Principais alteragc6es hematol6gicas observadas em 344 caes com
leishmaniose visceral, atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria da UNESP, Aracatuba, em um periodo de 10 anos (2007-
2016). (Aracatuba- SP, 2019)
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4.4 Diagnéstico

No tocante ao diagndstico, em 77,18% (389/504) dos animais a suspeita
clinica de que se tratava de LVC ocorreu durante a primeira consulta no hospital
veterinario. Nos outros 22,8% (115/504) a suspeita foi levantada durante, ou
apos, o segundo atendimento. Do total de cdes com LV, em 59,52% (300/504) o
diagndstico foi confirmado apenas por meio de exame parasitologico direto,
sendo 56,34% (284/504) por citologia de puncao biopsia aspirativa de linfonodos;
2,18% (11/504) por citologia de medula 6ssea e 0,99% (5/504) por exame
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citolégico dos dois tecidos. O diagnéstico da doenca baseou-se exclusivamente
em técnicas sorolégicas em 20,04% (101/504) dos caes, sendo que em 16,26%
(82/504) somente nos resultados de ELISA; em 1,78% deles (9/504) apenas nos
resultados do TR DPP® LVC e em 1,98% (10/504) nos resultados dos dois testes
sorolégicos. Todos os pacientes diagnosticados exclusivamente por métodos
sorolégicos apresentaram diversas manifestacées clinicas, exceto por dois; um
cuja avaliacdo sorologica foi realizada como parte de exame pré-operatorio e 0
outro que foi atendido por escorpionismo, e apresentava alteracOes
hematoldgicas compativeis com LVC. Ambos apresentavam soroconversao nas
duas técnicas sorolégicas. Em 17,86% dos casos (90/504) o diagndstico
sorologico foi confirmado por meio de exame parasitologico direto (citologia de
linfonodos, medula 6ssea, citologia de nédulos cutaneos, impresséo citologica

de lesbes cutaneas) ou PCR em tempo real de sangue.

Em 0,59% dos caes (3/504) o diagnéstico baseou-se exclusivamente no
achado de formas amastigotas do parasito em esfregaco de sangue periférico
durante realizacdo de hemograma; em 0,19% (1/504) em impressao citologica
de lesbBes cutaneas; em 0,19% (1/504) em exame citologico de noédulos
cutaneos; em 0,19% (1/504) em exame citoldgico de liquido ascitico e em 0,19%
(1/504) em exame histopatologico de lesédo cutanea. Houve a necessidade de
realizacdo da técnica de PCR em tempo real para confirmacéo do diagndstico
da doenca em 0,59% (3/504) dos caes, sendo que em dois cades houve
amplificacdo do DNA de Leishmania spp. em medula éssea e em um em sangue
periférico. Em 0,99% (5/504) dos caes o diagnostico baseou-se na associacéo
de duas ou mais técnicas citoldgicas, como citologia de linfonodos e de nédulos
cutaneos em um céo, ou citologia de medula 6ssea e achado de amastigotas em
esfregaco sanguineo em quatro animais. No total, em 1,38% (7/504) dos cées
foram observadas formas amastigotas em esfregaco de sangue periférico. Os
métodos utilizados para confirmar o diagndstico da doenca nos caes do presente

estudo encontram-se apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Métodos utilizados para o diagnostico de leishmaniose visceral em 504
caes atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinéaria da
UNESP, Aracatuba, em um periodo de 10 anos (2007-2016). (Aracatuba- SP, 2019)

Métodos diagndsticos n % n %
Linfonodos 284 56,3
Citologia de 6rgaos linfoides Medula dssea 11 2,2 300 59,52
Linfonodos + medula 6ssea 5 1,0
ELISA 82 16,2
Sorologia TR DPP®LVC 9 1,8 101 20,04
ELISA + TR DPP® LVC 10 2,0
Citologia de n6dulos cutaneos 1 0,2
Impresséo citologica de lesbes cutaneas 1 0,2
Citologia de esfregaco sanguineo 3 0,6
Citologia de liquido ascitico 1 0,2
Duas ou + técnicas citoldgicas 3 0,6
Citologia + sorologia 90 17,9
Histopatologia de pele 1 0,2
PCR em tempo real 3 0,6
Total 504 100
4.5 Profilaxia

Dos animais que compuseram o estudo, somente 0,79% (4/504) dos caes

fazia uso de coleiras inseticidas, entretanto os tutores ndo souberam informar o
intervalo de tempo entre as trocas de coleiras e nem o nome do produto utilizado.
Por outro lado, 5,36% (27/504) receberam vacina contra LVC. Desses, nenhum
tutor soube informar com quantos meses aplicou-se a primeira dose, ha quanto

tempo fez-se a Ultima aplicacdo e nem o nome da vacina utilizada.

4.6 Tempo de evolucédo da doenca e tratamentos anteriores

O tempo de evolucdo da doenca no momento da primeira consulta no
hospital veterinario variou de uma semana a mais de um ano, sendo que 48,80%
(246/504) dos caes ja havia passado por consulta em clinico particular antes de

procurarem o hospital veterinario. De acordo com a informacéo fornecida pelos
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tutores, 16,67% (84/504) dos caes apresentavam sintomas ha menos de uma
semana, 24,80% (125/504) de duas semanas a um més, 29,17% (147/504) entre
um a trés meses, 8,53% (43/504) de trés a seis meses, 5,16% (26/504) entre
seis meses e um ano e 2,78% (14/504) ha mais de um ano. Nao foi possivel
determinar o tempo de evolugédo dos sintomas em 12,90% (65/504) dos cées,
cujos tutores ndo sabiam fornecer essa informagcao. O tempo de evolugdo da
doenca até que o diagndstico de leishmaniose visceral fosse instituido nos
animais do presente estudo encontra-se apresentado na Tabela 3.

Dos cées avaliados, 47,62% (240/504) havia recebido algum tipo de
tratamento anterior, prescrito por colega em clinica particular, sem que tenha
sido firmado um diagnostico de LVC. Por outro lado, 1,19% (6/504) receberam
diagnastico prévio de LVC, com instituicdo de tratamento para a doenca baseado
no uso de alopurinol (quatro cées), alopurinol associado a prednisona (um cao)
e alopurinol associado a anfotericina B (um animal). Destes, dois apresentaram
melhora parcial do quadro clinico e em quatro ndo se observou melhora clinica.

Tabela 3 — Tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e a
instituicdo do diagndéstico de leishmaniose visceral em 504
cdes atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de

Medicina Veterinaria da UNESP, Aracatuba, em um periodo
de 10 anos (2007-2016). (Aracatuba- SP, 2019)

Tempo n %

<1 semana 84 16,67

2 semanas - 1 més 125 24,80
1- 3 meses 147 29,17

3 - 6 meses 43 8,53

6 - 12 meses 26 5,16
>12 meses 14 2,78
Indeterminado 65 12,90

Total 504 100
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4.7 Eutanasia

Dos 504 cdes com diagnéstico da doenga, em 55,95% (282/504) foi
realizada a eutandsia no hospital veterinario apds a confirmacéo do diagndstico.

Os demais pacientes nao retornaram para novas consultas.
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5. DISCUSSAO

A prevaléncia de LVC na populagéo estudada foi de 2,75%, valor inferior
a faixa de 7,9% a 25,9% obtida durante o primeiro estudo epidemiolégico
realizado no municipio de Aracatuba, em 1999 (CAMARGO-NEVES et al.,
2001), também aos 30,6% observada por Nunes e colaboradores (2008) em
um bairro de Aragatuba em 2002, e de 8,1% observada em um estudo realizado
em &rea urbana de Aracatuba (COSTA et al., 2018). Tal valor pode ser
decorrente do fato de que no presente estudo quase 60% dos caes tiveram
confirmacdo baseada em exame parasitologico, o que diminui a probabilidade
de resultados falso-positivos obtidos por meio de exames soroldgicos
(LAURENTTI, et al., 2014; MARCONDES, et al., 2011; ZANETTE, et al., 2014).
Houve um maior nimero de casos em cédes que viviam em area urbana
(87,50%), no entanto esses valores podem refletir a populacdo atendida no
Hospital Veterinario.

Houve uma maior predisposi¢cao a infeccéo por L. infantum em machos,
concordando com relatos anteriores (FISA et al., 1999; PALTRINIERI et al.,
2010; ZIVICNJAK et al., 2005), embora muitos autores afirmem néo haver
predisposicdo sexual na LVC (CIARAMELLA et al. 1997; COSTA et al., 2018;
DANTAS-TORRES et al., 2006; FREITAS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2010;
SEIXAS et al., 2013; SILVA et al., 2018).

Caes de raca definida também foram mais predispostos, entretanto sem
identificacdo de uma raca especifica, uma vez que néo foi possivel obter essa
informacéo de todos os caes atendidos no periodo no hospital veterinario. Alguns
autores relatam maior predisposicdo em cdes das racas Boxer, Cocker,
Rottweiler, Doberman e Pastor Alemdo (FRANCA-SILVA et al.,, 1999;
PALTRINIERI et al, 2010; PENAFORTE et al., 2013; SIDERIS et al., 1999).
Sugere-se que essas ragas Sao mais expostas ao vetor pois sao, por vezes,
utilizados como cao de guarda, permanecendo fora das residéncias (COSTA et
al., 2018; PENAFORTE et al., 2013; SIDERIS et al., 1999). Embora tenha sido

identificada uma maior predisposicdo em cées de racga definida, ndo podemos
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afirmar que todos os cées de fato possuiam definicdo racial, uma vez que muitos
tutores informam a raga do animal baseado do fenétipo do mesmo.

No tocante a faixa etaria, apesar de aproximadamente metade (53,37%)
dos cdes com LV apresentarem de um a cinco anos, também néo é possivel
afirmar se existiu uma prevaléncia desta faixa etéria, por falta de informag&o no
sistema de dados do hospital veterinario sobre a idade de todos os animais
atendidos no periodo do estudo. Enquanto alguns autores sugerem que caes
adultos sdo mais predispostos (OLIVEIRA et al., 2010; SILVA et al., 2018), outros
observaram uma distribuicdo bimodal da doenca quanto a faixa etéria,
prevalecendo a infeccdo em cdes com menos de trés e mais de sete anos, como
consequéncia do estado imunoldgico do hospedeiro (GALVEZ et al., 2010; MIRO
et al., 2012).

As alteracdes clinicas observadas nos pacientes do presente estudo
foram anteriormente relatadas por inUmeros autores (ALMEIDA et al., 2005;
BANETH et al., 2008; CIARAMELLA et al.,, 1997; FEITOSA et al.,, 2000;
KOUTINAS et al.,, 1999, MARCONDES, 2016; PENTAFORTE et al., 2013;
WILSON et al., 2017). O achado mais frequente no exame fisico dos pacientes
foi a ocorréncia de aumento de volume de linfonodos, observada em 72,22% dos
caes, concordando com os relatos de Baneth e colaboradores (2008), que
descrevem a ocorréncia de linfoadenomegalia em 62 a 90% dos caes
sintomaticos. O aumento de linfonodos na LVC é decorrente do aumento do
namero e tamanho dos foliculos linféides, e por acentuada hiperplasia/hipertrofia
das células do sistema fagocitario mononuclear (BANETH et al., 2008;
MOREIRA, et al., 2010). A presenca de linfonodos hipertrofiados em grande
parte dos animais avaliados seguramente facilitou o achado de formas
amastigotas do parasito no exame citolégico desse tecido linfoide.

As alteracdes dermatoldgicas, observadas em 64,09% dos cées, foram o
segundo achado mais comum. De acordo com Marcondes (2016), lesGes
dermatoldgicas sdo as manifestacdes clinicas mais comuns na LVC, sendo
evidenciadas em 50 a 90% dos cdes com quadro clinico da doenca. As formas

cutédneas classicas da doenga, caracterizadas por dermatite esfoliativa e
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ulcerativa, foram evidenciadas na totalidade dos c&es com lesbes
dermatoldgicas. Além de descamacdo cutanea, € frequente a ocorréncia de
rarefacdo pilosa ou alopecia, ulceracdo da pele, contaminacdo bacteriana
secundaria, e presenca de onicogrifose (BANETH et al., 2008; COLOMBO et al.,
2016; MARCONDES, 2016; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2009). As lesdes
cutaneas na LVC sao provocadas pela resposta inflamatéria desenvolvida pela
presenca do parasito na pele ou por uma vasculite que leva a necrose tecidual.
Todavia, aqueles pacientes sem lesGes dermatoldgicas aparentes também
podem abrigar parasitos na pele (MARCONDES, 2016; PAPADOGIANNAKI, et
al., 2005; SILVA et al., 2016).

Formas cutaneas atipicas tais como a dermatite papular, que pode estar
presente como a Uunica manifestacdo clinica da LVC, indicando uma
imunocompeténcia do hospedeiro (LOMBARDO et al., 2014) ou a dermatite
pustular, com presenca de pustulas estéreis (COLOMBO et al., 2016), ndo foram
relatadas nos prontuarios dos cées. Entretanto, isso ndo exclui a possibilidade
de sua ocorréncia, uma vez que muitas vezes, com a confirmacao do diagnostico
de LVC, dava-se pouca importancia a descricdo do exame dermatoldgico desses
animais. Embora 27,83% dos caes tenham apresentado prurido associado ao
guadro dermatologico da LVC é possivel que este estivesse associado a
infeccdo bacteriana secundaria ou a ocorréncia de coinfeccbes de pele. A
distribuicdo das lesdes, generalizadas em cerca de metade dos cées, na cabeca
em 31,58% dos pacientes e menos frequentemente observadas apenas em
membros (20,74%) ou cauda (9%), foi semelhante a descrita por outros autores
(FEITOSA et al., 2000; MARCONDES, 2016).

Embora problemas digestérios tenham sido observados em 47,42% dos
caes, ndo é possivel afirmar que todos estivessem relacionados diretamente ao
sistema gastrointestinal. Caes que apresentavam €mese ou sangramento
intestinal poderiam ter como causa primaria uma disfuncéo renal, fato que néo
pode ser confirmado na maioria dos animais pela falta de poder aquisitivo dos
tutores para realizar exames complementares. Um estudo conduzido com cées

atendidos no mesmo hospital veterinario no ano de 1999 evidenciou sintomas
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relacionados ao sistema digestorio em aproximadamente a mesma percentagem
de cées com LV (FEITOSA et al., 2000).

Anorexia ou hiporexia, observadas em 42,66% dos pacientes, e
emagrecimento em 38,49%, também foram relatadas com elevada frequéncia
em estudos anteriores (BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al. 2009).
A respeito das lesbes oculares encontradas em 33,73% dos caes, as mais
frequentes foram uveite, ceratoconjuntivite, blefarite e conjuntivite, bem como
uma combinagéo destes, confirmando relatos anteriores (ALMEIDA et al., 2005;
BRITO et al.2006; CIARAMELLA et al., 1997; FREITAS, et al., 2017; SOLANO-
GALLEGO et al., 2009;). Essa percentagem pode ser ainda maior, uma vez que,
nem todos pacientes diagnosticados com LVC passaram por avaliacao oftalmica.
Lesbes oculares podem ser a uUnica queixa em até 16% dos pacientes
sintomaticos (BANETH, et al., 2008), embora no presente estudo essas
alteracdes virem acompanhadas sempre de outro sinal clinico ou alteracdo em
exame fisico.

Todas as alteracbes clinicas observadas em menor frequéncia nos
animais avaliados, foram também relatadas por outros autores (BANETH et al.,
2008; FEITOSA et al., 2000; SOLANO-GALLEGO et al., 2009), em maior ou
menor proporcdo. Alteracdes neurolégicas foram evidenciadas em 67 caes
(13,29%), caracterizadas principalmente pela ocorréncia de ataxia e convulsdes.
Lesbes do sistema nervoso central (SNC) e sintomas neuroldgicos tém sido
relatados em caes com LV (LIMA et al., 2003; MACHADO et al., 2010; MELO et
al.,, 2012), no entanto, podem estar relacionados a coinfec¢des por outros
agentes infecciosos como Erlichia canis, Babesia vogeli e Toxoplasma gondii,
cujo DNA ja foi amplificado no SNC de cdes com LV (CARDINOT et al., 2016).
Em apenas cinco caes foi confirmada a coinfeccdo pelo virus da cinomose,
embora a doenca seja bastante frequente na regido, uma vez que os tutores néo
tinham interesse em realizar outros exames laboratoriais diante da suspeita
clinica de LVC e possivel eutanasia dos animais. Deste modo, ndo é possivel

afirmar que nos demais as alteragdes neuroldgicas fossem decorrentes de LVC.
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Durante a anamnese, 6,75% dos tutores informaram que na mesma
residéncia havia outros cées possivelmente com sintomas de LVC. Costa et al.
(2018), em um estudo conduzido no municipio de Aracatuba, evidenciaram que
a presenca de mais de um cdo na residéncia aumenta a probabilidade de adquirir
a infeccdo, uma vez que um maior numero de caes representa uma maior fonte
de alimentacdo para os vetores. Deve-se orientar tutores a testar todos o0s
animais da residéncia quando de um caso de LVC, independente ou ndao da
presenca de sintomas da doenca. Aqueles assintométicos devem ser testados
também por meio da técnica de PCR em tempo real (MARCONDES, 2016).
Estudos utilizando PCR em areas endémicas confirmaram que a prevaléncia da
infeccdo em cées é muito maior do que a percentagem de caes que efetivamente
desenvolve sintomas da doenca (BANETH et al., 2008). Caes assintomaticos
possuem uma importancia epidemiolédgica no ciclo da doenca, uma vez que sao
capazes de infectar fleb6tomos e, desta forma, transmitir a doenca para outros
animais (BORJA et al. 2016; LAURENTI et al., 2013; MAGALHAES-JUNIOR et
al., 2016).

Durante o atendimento no hospital veterinario, parte dos tutores da
preferéncia a realizacdo apenas dos testes especificos para LVC, para
posteriormente, caso necessario, realizar outros exames complementares. Isto
se deve, muitas vezes, ao poder aquisitivo dos mesmos, que nao possuem
condicBes de pagar por varios exames laboratoriais. Desta forma, do total de
caes diagnosticados com LV, em 68,25% (344 caes) realizou-se uma avaliacao
hematoldgica, cujos achados mais frequentes foram anemia (na maior parte dos
casos do tipo normocitica normocrémica) em 77,03% e trombocitopenia em
43,02% dos animais. Uma anemia normocitica normocrémica, caracteristica de
doencas cronicas, € normalmente observada em 50 a 70% dos cdaes
naturalmente infectados por L. infantum (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS
et al., 1999; MELENDEZ-LALO et al., 2018; PALTRINIERI et al, 2016). A
patogénese da anemia pode incluir também um distlrbio na linhagem eritroide
da medula 6ssea, hemolise e sequestro esplénico e hepatico, e mecanismos tais

como uma diminuicdo da sintese de eritropoietina devido a uma doenca renal
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cronica (NICOLATO et al., 2013; PALTRINIERI et al., 2016). Uma
trombocitopenia, de leve a moderada, também pode ser observada em cées com
LV sem infeccBes concomitantes, cujo provavel mecanismo é uma destruicao
periférica imunomediada de plaquetas circulantes. Ainda, pode estar
relacionada a uma diminuicdo da producdo plaquetaria na medula 6ssea
(PALTRINIERI et al, 2016). Embora seja descrita como uma alteragdo pouco
frequente em caes com LV (CIARAMELLA et al., 2005; COSTA-VAL et al., 2007,
MELENDEZ-LALO ET al., 2018), seu achado frequente pode ser observado em
casos de coinfeccdo com outros agentes infecciosos tais como Ehrlichia canis,
Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma platys (PALTRINIERI et al, 2016), o
gue pode justificar a ocorréncia de trombocitopenia em cerca de 40% dos caes
avaliados.

Grande parte dos animais possuia valores de leucograma dentro dos
limites de normalidade, concordando com relatos anteriores (COSTA-VAL et al.,
2007; MELENDEZ-LALO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2013). As alteracbes
observadas na série leucocitaria foram também relatadas em outros estudos
(CIAMARELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; MELENDEZ-LALO et al.,
2018), e podem ser decorrentes de stress ou infeccfes secundarias (COSTA-
VAL et al., 2007; MELENDEZ-LALO et al., 2018). Embora raramente observada,
em alguns cdes podem apresentar pancitopenia, secundaria a disfuncao
medular, particularmente em estagios bem avancados da doenca (MELENDEZ-
LALO et al., 2018), fato ndo observado nos cdes do presente estudo. Em 1,38%
(7/504) dos caes foram observadas formas amastigotas do parasito em
esfregaco de sangue periférico, valor este superior aos achados de Giudice e
Passantino (2011), que avaliando 1438 cées infectados por L. infantum
identificaram formas amastigotas do parasito no sangue periférico de 0,28%
destes.

Um achado frequente foi a ocorréncia de hiperproteinemia em 85,17%
(293/504) dos céaes. Esta € um achado comum, geralmente decorrente de uma
hipergamaglobulinemia (CIAMARELLA et al., 1997; COSTA-VAL et al., 2007;
KOUTINAS et al., 1999; PALTRINIERI et al., 2010; PALTRINIERI et al., 2016).
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Nos cades do presente estudo ndo foi realizada a eletroforese de proteinas
séricas e nem determinada a relacéo albumina/globulina, o que poderia auxiliar
na caracterizagéo da disproteinemia.

Dos 124 pacientes em que a creatinina sérica foi mensurada, a mesma
encontrava-se elevada em 36,29%, sugerindo possivel acometimento renal, uma
vez que tal alteracao é frequentemente observada na LVC (BRAGA et al., 2015;
FREITAS et al., 2012; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; WILSON et al., 2017).
Um estudo avaliando 51 cdes no momento do diagnostico de LV demonstrou
gue a ocorréncia de azotemia foi menos frequente (6%) do que de proteinuria
(48%) (MELENDEZ-LALO et al., 2018). Esta ultima é geralmente decorrente de
um dano glomerular por deposicao de imunecomplexos (BRAGA et al., 2015),
fato que ndo pode ser avaliado no presente estudo uma vez que um exame de
urina foi raramente solicitado nos animais atendidos.

O diagnéstico da LVC é complexo devido a grande variedade de
alteracdes clinico-patologicas, e ao fato de que parte dos animais pode
apresentar doencas concomitantes, tornando o diagndstico um desafio em
muitos casos (MARCONDES, 2016; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). No
presente estudo, embora 48,80% (246 animais) dos caes ja tivessem passado
por consulta em clinicas particulares e recebido algum tipo de tratamento para
0s sintomas apresentados, em apenas 1,19% (6/504) o diagnostico da doenca
havia sido firmado. Muitos animais diagnosticados por meio de exames nao
onerosos e simples de serem realizados, como puncdo biopsia aspirativa de
linfonodos, deixaram de ser diagnosticados precocemente e permaneceram nas
suas residéncias por periodos que chegaram a um ano ou mais. Cerca de 40%
dos cées apresentava sintomas da doenca por um periodo variando de um a seis
meses, permanecendo no ambiente doméstico com capacidade infectiva ao
vetor. A gravidade desta ocorréncia deve-se ao fato de que, do ponto de vista
epidemioldgico, o cao representa o principal reservatério doméstico do parasito
e potencial fonte de infeccao para os seres humanos (SHAW, 2006; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). Em areas endémicas para LVC a suspeita clinica da

doenca deveria ser considerada em todos os animais atendidos em clinicas
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veterinarias, especialmente devido ao potencial zoondético da enfermidade
(MARCONDES, 2016).

No hospital veterinario o0 diagndstico da doenca baseou-se
exclusivamente na realizagdo de exame citolégico de tecidos linféides
(linfonodos e medula 6ssea) em 59,52% dos cédes, demonstrando que 0 uso
dessa técnica auxilia grandemente no diagnéstico de LVC. Dos 300 caes cujo
diagnéstico foi firmado desta forma, em 94,66% (284 cées) o achado de formas
amastigotas foi obtido exclusivamente em citologia de puncéo biopsia aspirativa
de linfonodos, em 3,66% (11 caes) por meio de puncao de medula 0ssea e em
1,66% (cinco caes) por exame dos dois tecidos. Além de simples, € um exame
gue ndo possui um custo elevado, e que pode ser realizado em qualquer
consultorio que tenha um microscoépio, desde que o clinico tenha experiéncia na
identificacdo do parasito. A avaliacao citologica permite a detec¢cado microscopica
de formas amastigotas de Leishmania spp. no interior de macrofagos ou
extracelulares, na dependéncia da carga parasitaria (PALTRINIERI et al., 2010).
A elevada percentagem de animais diagnosticados por meio de exame
parasitologico deve-se, também, ao fato de que se tratava de animais com
guadro clinico da doenca, em sua grande maioria com hipertrofia de linfonodos,
o que facilita o encontro de formas amastigotas do parasito (MARCONDES,
2016). Dependendo do quadro clinico do paciente, particularmente em animais
assintomaticos, a sensibilidade desta técnica pode diminuir muito
(MARCONDES, 2016; PINELLI et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).
Embora ndo seja frequente, o achado ocasional de formas amastigotas do
parasito em liquido ascitico, liquido sinovial e em esfregacos sanguineos, pode
auxiliar no diagnéstico da doenca (GIUDICE; PASSANTINO, 2011;
MARCONDES, 2016; SANTOS et al., 2006), como evidenciado no presente
estudo.

No presente estudo, embora o diagnostico da doenca tenha sido baseado
em exames soroldgicos confirmados por meio de exame parasitoldgico direto ou
PCR em 17,86% dos animais (90 caes), em 20% dos pacientes (101 animais)

baseou-se exclusivamente em técnicas soroldgicas, sendo que em 16% (82
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cées) foi baseado apenas nos resultados do ELISA, em 1,78% (nove cées) nos
resultados do TR DPP® LVC e em 1,98% (10 cées) no resultado associado dos
dois testes. Apesar de todos os animais diagnosticados por meio de sorologia
apresentarem quadro clinico compativel com a doenca, exceto dois, estes
resultados por si sé ndo sao suficientes para confirmar a ocorréncia de LVC
(MARCONDES, 2016; PALTRINIERI et al., 2010; SOLANO-GALLEGO et al.,
2011). Embora em inquéritos epidemiologicos o MS considere infectado um céo
que apresente soroconversdo nas duas técnicas oficiais (TR DPP® LVC e
ELISA), independente do titulo apresentado na técnica de ELISA (BRASIL,
2014), de acordo com o0s guias internacionais 0s exames sorolégicos so
confirmam o diagnostico de LVC, sem a necessidade de comprovacado por
exame parasitologico, quando os titulos de anticorpos estiverem de trés a quatro
vezes acima do ponto de corte do laboratorio (PALTRINIERI et al, 2010;
SOLANO-GALLEGO et al. 2011).

Os resultados da técnica de ELISA empregada para o diagndéstico da
doenca no hospital veterinario sdo apresentados como sororeagente ou nao,
sem a identificacdo do titulo de anticorpos, o que por si s6 ndo permite o
estabelecimento do diagndstico de LVC. Ainda, testes rapidos como o DPP,
devem ser utilizados apenas como meétodos de triagem e ndo como técnicas
confirmatérias de LVC (MARCONDES, 2016). Outro problema em relacdo a
sorologia, € que ndo existe uma padronizacdo entre os varios laboratérios e a
sensibilidade e especificidade dos testes variam muito em funcdo do tipo de
antigeno utilizado (MARCONDES, 2016; PALTRINIERI et al., 2010; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). Técnicas que empregam antigenos brutos, como é o
caso do ELISA “in-house” utilizado nos animais avaliados, favorecem a
ocorréncia de reacfes cruzadas com outros patdgenos, tais como Ehrlichia
canis, Babesia canis, Toxoplasma gondii, Neosposra caninum e Trypanossoma
cruzi, como ja comprovado em estudos anteriores (LAURENTI et al., 2014;
MARCONDES et al., 2011; VIOL, et al., 2011; ZANETTE et al., 2014).

Em referéncia a métodos de prevencdo da doenga, apenas quatro caes

faziam uso de coleira inseticida, entretanto seus tutores nao sabiam informar o
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nome do produto e nem o tempo entre trocas de coleiras de acordo com as
instrugbes do fabricante. Por outro lado, 27 caes haviam sido vacinados contra
LVC, porém, de forma semelhante, nenhum tutor soube informar com quantos
meses aplicou-se a primeira dose, ha quanto tempo fez-se a ultima aplicacao e
nem o nome da vacina utilizada. Esses dados refletem a falta de informacéo da
populacdo residente em area endémica para LV no que diz respeito ao uso de
métodos de prevencdo da doenca em cdes domésticos. O uso de inseticidas
topicos, principalmente coleiras, pode reduzir o risco de infeccao por L. infantum
em caes, representando uma ferramenta que poderia ser integrada aos
programas de controle da LVC (MARCONDES; DAY, 2019; MIRO et al., 2008;
REITHINGER et al., 2004).

Como a comercializagdo da miltefosina para o tratamento da LVC ocorreu
apenas a partir do ano de 2017, nenhum dos animais atendidos durante o
periodo do estudo (2007 a 2016) foi tratado para a doenca no hospital veterinario.
Desta forma, realizou-se a eutanasia de 55,95% dos cées do presente estudo
apos o diagnostico da doenca, seguindo as recomendacdes do Ministério da
Saude do Brasil (BRASIL, 2006). Os outros animais ndo retornaram a consulta
apos o diagnoéstico da doenca quer seja pelo fato de que seus tutores optaram
por encaminha-los ao Centro de Controle de Zoonoses do municipio ao invés de
realizar o procedimento no hospital veterinario, ou porque ndo concordavam com
arealizacdo da eutanasia e optaram por procurar outra alternativa junto a clinicas
particulares que realizavam o tratamento, mesmo contrariando as normas do

MS, fato observado em 1,19% dos cées atendidos durante o periodo do estudo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢cdes do presente estudo permitem concluir
gue, apesar de os animais naturalmente acometidos por LV apresentarem
alteracBes clinicas amplamente descritas na literatura, muitos clinicos
veterinarios ainda nao incluem a doenca entre os diagnésticos diferencias
guando do atendimento de cdes em areas endémicas, permitindo que estes
permanecam infectados por periodos que podem chegar a um ano, transmitindo
a doenca para vetores e agravando a situacdo epidemiolégica da LV no Brasil.
Além disso, exames simples, que poderiam auxiliar no diagndéstico precoce da
LVC, tais como exame citolégico de orgaos linfoides, particularmente linfonodos,
nado parecem ser rotineiramente utilizados nos consultérios veterinarios.
Finalmente, chama a atencéo a quase completa auséncia do uso de métodos
preventivos para a doenca em cées, tais como coleiras impregnadas com
inseticidas, demonstrando a falta de conhecimento por parte da populacdo, em

parte, provavelmente, por falta de orientacdo de médicos veterinarios.
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