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RESUMO

Protozoarios do género Leishmania spp. sdo responsaveis por doencas
chamadas leishmanioses. No Brasil, a leishmaniose visceral € uma zoonose
provocada pela L. infantum e transmitida pela picada da fémea de
flebotomineos. O cédo é considerado o principal reservatério peridomiciliar
devido a alta susceptibilidade a infeccdo e ao estreito relacionamento com
seres humanos. O diagnéstico da LVC ainda € complexo e consiste na
associacdo da avaliacdo clinica com métodos parasitologicos, sorolégicos e
moleculares. O quadro clinico dos cées infectados é bastante variavel, de forma
que, podem estar clinicamente saudaveis ou severamente comprometidos,
dependendo da resposta imune de cada animal. Foi realizado um estudo
retrospectivo dos cdes com diagndstico positivo de LVC atendidos no HVET no
periodo de mar¢co de 2017 a margo de 2019 com o intuito de avaliar as
principais alteracdes hematoldgicas e bioquimicas. Por meio de uma pesquisa
na ata da clinica médica de pequenos animais, os cdes foram divididos em
casos (1) confirmados (n=54), positivos na PCR, sorologia, citopatologia, e/ou
IMHQ, e (2) casos suspeitos (n=8), positivos apenas no DPP. As principais
alteracOes laboratoriais encontradas nos casos confirmados foram: anemia
normocitica normocrémica (57%), hiperproteinemia (70%), hiperglobulinemia
(74%) e hipoalbuminemia (72%). Com relacdo a sintomatologia, 0s sinais
clinicos mais frequentes foram alteracfes cutaneas (70%), mucosas palidas
(56%) linfoadenomegalia (33%) e alteracdes oculares (22%). As Regides
Administrativas com o0os maiores numero de casos foram Sobradinho (13%),
Jardim Botanico (13%) e Lago Norte (13%). Por fim, foi demonstrado que caes
naturalmente infectados por L. infantum apresentam alteracdes nos parametros
hematoldgicos e bioguimicos. Com o auxilio da mediana das proteinas séricas
totais, podemos concluir que valores proximos de 8,4 g/dL sdo um forte

indicativo de infeccao.

Palavras chave: LVC, diagndstico, anemia normocitica/normocrémica,

hiperproteinemia, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia.
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ABSTRACT

Protozoa of the genus Leishmania spp. are responsible for a group of diseases
called leishmaniasis. In Brazil, visceral leishmaniasis is a zoonosis caused by L.
infantum and transmitted by the bite of female sand flies. The dog is considered
the main peridomiciliar reservoir due to the high susceptibility to infection and
the close relationship with humans. The diagnosis of LVC is complex and based
on the association of clinical evaluation with parasitological, serological and
molecular methods. The clinical picture of the infected dogs is quite variable, so
that they may be clinically healthy or severely compromised, depending on the
immune response of each animal. A retrospective study of dogs with positive
LVC diagnosis was carried out at HVET from March 2017 to March 2019 aiming
the evaluation of hematological and biochemical alterations. The dogs were
divided into (1) confirmed cases (n = 54), positive in PCR, serology,
cytopathology, and / or IMHQ, and (2) suspected cases (n = 8), positive only in
DPP. The main laboratory abnormalities found in the confirmed cases were
normocytic  normochromic anemia (57%), hyperproteinemia (70%),
hyperglobulinemia (74%) and hypoalbuminemia (72%). The most frequent
clinical signs were skin changes (70%), pale mucous membranes (56%),
lymphoadenomegaly (33%) and ocular alterations (22%). Administrative
Regions with the highest number of cases were Sobradinho (13%), Jardim
Botanico (13%) and Lago Norte (13%). Finally, it was demonstrated that dogs
naturally infected by L. infantum present alterations in hematological and
biochemical parameters. With the median of total serum proteins, we can

conclude that values close to 8.4 g / dL are a strong indicator of infection.

Keywords: LVC, diagnosis, normocytic / normochromic anemia,

hyperproteinemia, hyperglobulinemia and hypoalbuminemia



1 INTRODUCAO

Leishmanioses sdo doencas provocadas por protozoarios intracelulares
do género Leishmania spp. De acordo com a sintomatologia clinica, as
infeccOes podem ser agrupadas em leishmaniose visceral (LV), leishmaniose

tegumentar e leishmaniose mucocutanea (CECCARELLI et al., 2014).

Nas Américas, a LV é zoondtica e a transmissao do agente etiolégico,
Leishmania infantum, ocorre por meio da picada de fémeas de flebotomineos.
(MAIA-ELKHOURY et al., 2008). No Brasil, diversas espécies de mamiferos
silvestres, domésticos e sinantropicos foram registrados como hospedeiros ou
reservatorios Leishmania spp. (CARDOSO et al.,, 2015). Entretanto, o cado
doméstico € considerado o principal reservatorio do parasito, contribuindo para
a manutencdo da infeccdo no meio urbano e periurbano. Desse modo, a
presenca de caes infectados pode aumentar o risco de infeccdo da populacao
humana (DE ALMEIDA et al., 2012; MENDONCA et al., 2017). Atualmente, o
Distrito Federal (DF) é considerado uma regido endémica devido a autoctonia
de casos humanos (CARRANZA-TAMAYO et al., 2010).

O diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) consiste na
avaliagdo das alteragdes clinicas e utilizacdo de métodos parasitolégicos,
sorologicos e moleculares (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Apesar da
grande variedade de técnicas, o diagnodstico ainda € complexo em razdo da
grande variedade de sinais clinicos e da dificuldade em conseguir estabelecer

métodos altamente especificos e sensiveis (SILVA et al., 2014)

O quadro clinico dos cées infectados é bastante variavel, de forma que
podem estar clinicamente saudaveis ou severamente comprometidos (REIS et
al., 2009). O desenvolvimento de sinais clinicos esté relacionado ao predominio
de uma resposta imune humoral, reponsavel pela producdo exacerbada de
anticorpos que levam a formacao de imunocomplexos circulantes, capazes de
aderir a parede dos vasos sanguineos provocando vasculites, poliartrites,
uveites e glomerulonefrites (BANETH, 2008; ROCH, et al. 2017). Além disso,

outros sinais clinicos como onicogrifose, esplenomegalia, linfodenomegalia,



lesbes de pele, uveite e ceratoconjuntivite também podem ocorrer em
diferentes estagios da doenca (PESSOA et al., 2019).

As manifestagcdes clinicas sdo acompanhadas por alteracoes
hematolégicas e bioquimicas como anemia normocitica/normocrémica, e
aumento das proteinas séricas totais com reducdo da taxa albumina/globulina
(RIBEIRO et al., 2013). Dessa forma, esses parametros sdo importantes para a
compreensao da patogenia da LVC e representam uma importante ferramenta

na avaliacao clinica do animal.

Portanto, considerando a relevancia epidemiolégica da enfermidade no
DF e o potencial diagnoéstico das alteracGes laboratoriais, 0os objetivos desse
estudo foram: (1) avaliar as principais alteragcdes hematoldgicas e bioquimicas
dos cées infectados por Leishmania spp., (2) descrever os principais sinais
clinicos observados, (3) identificar as Regifes Administrativas do DF com os
maiores numeros de casos e (4) evidenciar potenciais fatores de risco a
infeccdo dos caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de
Brasilia (HVET — UnB).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos epidemioldgicos

A LV é a manifestacdo clinica mais severa e uma das doencas mais
negligenciadas no mundo, sendo frequentemente associada a situacdes de
pobreza, desnutricdo, migracdo populacional e condicbes precéarias de
habitacdo. Essa afeccdo representa um importante problema de saude publica
nas regides endémicas, especialmente, no norte e o leste da Africa,
subcontinente indiano e América do Sul (BELO et al., 2014; WHO, 2015).

Os casos de LV que ocorrem no Brasil, em Bangladesh, na india, na
Etidpia, no Sudao, no Suddo do Sul e no Nepal sdo responsaveis por mais de
90% dos casos registrados anualmente em todo mundo (TEDLA et al., 2018).
Antes de 1980, a LV estava concentrada nas areas mais pobres da regido
Nordeste, contudo, devido a processos migratdrios provocados por pressdes
econdmicas ou sociais, ocorreu uma intensa urbanizacdo gerando crescimento
desordenado e o aparecimento de epidemias em cidades como Belo Horizonte,
Campo Grande e Natal. O intenso fluxo populacional para as grandes cidades
propiciou a formacdo de condi¢cdes precarias de moradia, que somadas a
presenca do vetor da infeccdo nesses locais, levaram ao estabelecimento de
ciclos domésticos e peridomésticos da doenca (ROMERO & BOELAERT, 2010;
MAROLI et al, 2013). Na Figura 1, observa-se a mudanca do perfil
epidemiologico no territério brasileiro durante os Udltimos quarenta anos,
evidenciada pela expansédo da incidéncia da afeccdo nos grandes centros
urbanos de cidades do centro-oeste e sudeste. Esse fenbémeno de
urbanizacdo do ciclo da LV também foi observado em paises como ltalia, Irg,
México e Marrocos (HARHAY et al., 2011).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica da LV urbana no
Brasil de 1981 a 2009 Fonte: Harhay et al. (2011).

A LV ja foi descrita em todas as regides do Brasil, porém, no Sul do
paics, ocorrem apenas casos esporadicos. De acordo com o Ministério da
Saude, no DF, ha registros de casos da doenca desde 2000, todavia esses
pacientes eram de estados vizinhos como Bahia, Minas Gerais e Goias. Em
julho de 2005, foi registrado o primeiro caso autdctone e, atualmente, a doenca
€ endémica na regido. A introducdo da afeccdo no DF pode ter se
desenvolvido em virtude de fenbmenos migratérios, como o ocorrido na regido
da Fercal, que levou a inclusdo de cées infectados oriundos de estados
vizinhos, onde ja existiam registros da doenca (CARRANZA-TAMAYO et al.,
2010). Entre os anos de 2017 e 2018, foram registrados dois casos autoctones
residentes das Regides Administrativas (RA) do Lago Sul e da Fercal, sendo
que este Ultimo veio a 6bito (BRASIL, 2018).

2.2 Agente etioldgico e ciclo de vida

No Brasil, a LV € uma zoonose provocada pela Leishmania infantum
(sinonimia chagasi), protozoario da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae (SILVA, 2007).



O ciclo biolégico da Leishmania infantum é do tipo heteroxénico, ou seja,
sdo necessarios dois hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado. No
primeiro encontram-se as formas amastigotas e no segundo, as promastigotas
metaciclicas. As formas amastigotas ndo possuem um flagelo exteriorizado e
parasitam as ceélulas do sistema monocitico fagocitario. As formas
promastigotas séo flageladas e passam por varias etapas de diferenciacao até
se transformarem em promastigotas metaciclicas, forma infectante. o
(MICHALICK, 2004).

A infeccéo do flebotomineo ocorre quando as fémeas realizam o repasto
sanguineo em um hospedeiro infectado, ingerindo macréfagos e mondcitos
parasitados com as formas amastigotas. No intestino do fleb6tomo, essas
sofrem divisdo binaria e se diferenciam em formas promastigotas prociclicas.
Posteriormente, ocorre a diferenciacdo em formas promastigotas metaciclicas
na valvula estomodeal do vetor, o que possibilita a transmissdo para um
hospedeiro suscetivel durante novo repasto sanguineo. Assim, as formas
infectantes séo liberadas na epiderme do hospedeiro e fagocitadas por células
do sistema mononuclear fagocitario, onde diferenciam-se em formas
amastigotas que, entdo, se replicam provocando a ruptura da célula hospedeira
e a reinfeccdo de novos fagécitos (KAYE & SCOTT, 2011).

Além da transmisséo vetorial, a infeccdo também pode ocorrer por meio
de transfusdo sanguinea, transmissdo congénita, transmissédo sexual e através

de agulhas infectadas em usuarios de drogas (MAROLI et al., 2013).
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Figura 2 - Ciclo de vida da Leishmania infantum.
Adaptado de Kaye, P. e Scott, P. (2011).

2.3 Vetor

Os vetores responsaveis pela transmissdo sdo fémeas de
flebotomineos, insetos hematéfagos, dipteros da familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae (REGO et al., 2015). Na Africa, Asia e Europa, as
espécies que atuam como vetores sdo do género Phlebotomus sp. Nas
Ameéricas, sdo encontradas espécies do género Lutzomyia sp. (BATES et al.,
2008).

No Brasil, a principal espécie de flebotomineos é a Lutzomyia
longipalpis. Contudo, ha registros da Lutzomyia cruzi atuando como vetor no
estado do Mato Grosso do Sul (SILVA et al., 2015). A distribuicdo geografica da
Lu. longipalpis ocorre do México até a Argentina, assim, essa espécie é capaz
de se adaptar a diferentes condi¢des climaticas, sendo encontrada tanto em
areas de climas semi-arido como locais de clima mais umido (SOUZA &
BORGES, 2008).



A Lu. longipalpis € um inseto pequeno, de 1 a 3 mm de comprimento,
recoberto por pequenos pelos castanhos (Figura 2), que esta amplamente
distribuido no territério brasileiro, sendo encontrada em quase todas as regiées
geograficas, com excecao da regidao sul (BRASIL, 2014). Desde o final da
década de 80, o intenso processo de urbanizacdo, associado ao
desmatamento e ao intenso fluxo migratério, foi responsavel pelo aumento da
densidade vetorial devido a adaptacdo do inseto ao ambiente urbano e
periurbano (MAROLI et al., 2013).

Figura 3 - Fémea de flebotomineo ingurgitada. Adaptado de MAROLI et al.,
(2013).

Esses fleb6tomos possuem habitos crepusculares e costumam voar em
pequenos saltos, pousando com as asas abertas. Na fase adulta, a Lu.
longipalpis se adapta facilmente a diferentes temperaturas, podendo ser
encontrada em ambientes intradomiciliares e nos abrigos de animais
domésticos como em galinheiros, chiqueiros e canis. Na fase larval, é

necessario um ambiente Umido com baixa luminosidade e rico em matéria



organica para que as larvas possam se desenvolver. O ciclo biolégico da Lu.
longipalpis compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva (com
quatro estagios), pupa e adulto. Conforme as variacbes de temperatura, 0
desenvolvimento do ovo ao inseto pode durar de 30 a 40 dias. (BARATA et al.,
2005; BRASIL, 2014).

2.4 Leishmaniose Visceral Canina

O céo é considerado o principal reservatorio peridominciliar da LV devido
a alta susceptibilidade a infeccdo e ao estreito relacionamento com seres
humanos. A grande quantidade de formas amastigotas na pele do animal e a
presenca de caes assintomaticos também sdo importantes na manutencgéo e
expansao do ciclo de transmisséo do parasito (SILVA et al., 2015; ARRUDA et
al., 2016).

Em virtude dos diversos mecanismos patogénicos e das diferentes
respostas imunes do hospedeiro, os cdes com LVC podem ser assintomaticos
ou apresentar uma forma progressiva de sinais clinicos. O predominio dde
resposta imune mediada por linfocitos T helper 2 (Th2) representa
susceptibilidade a infeccdo, enquanto a resposta orientada por linfécitos T
helper 1 (Thl) esta relacionada a resisténcia. (PROVERBIO et al., 2014;
FREITAS et al., 2012)

O mecanismo de resisténcia a infeccdo ocorre quando macréfagos e
células dentriticas apresentam os antigenos de L. infantum para células
TCDA4+, produzindo um tipo de resposta imune orientado por células Thl
(Figura 4). Esse tipo de resposta estéd associado a producgdo de citocinas como
interferon-gamma (IFN-y), interleucina (IL)-2 e fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), que estimulam a fagocitose de macrofagos e produzem oxido nitrico,
que possui atividade leishmanicida e proporciona controle da disseminacéo
parasitaria (MORENO et al.,, 2014; SRIVASTA et al., 2016; PRIOLO et al.,
2019). A resposta mediada por linfécitos Th2 est4 associada a um alto nivel de
anticorpos e a producdo de citocinas regulatérias como IL-4, IL-10, IL-13 e 0

fator de crescimento beta (TGFB), que levam a inibicdo da resposta imune



celular, por meio do blogueio da producédo de Oxido nitrico por macréfagos e
da diminuigdo na producdo de IFN-y e TNF (COSTA-PEREIRA ET AL 2015;
PRIOLO et al., 2019).

IFN-Y  ativagio de Eliminagéo
TNF-a Macrafagos do parasito

» - .
IL-27 Y Inibigdo INOS
A

IL-10
"'-.\ nibgéo\ ’
oo I :

Disseminagio
TGF-p Parasitaria

Figura 4 - Interacdo da resposta imune mediada por células Thl e Th2 na LVC.
Adaptado de BANETH et al., (2008).

A LVC possui um periodo de incubacédo que pode variar de um més a
qguatro anos e o0 parasito pode se disseminar via vasos linfaticos ou
sanguineos, infectando macréfagos da medula 6ssea, linfonodos, figado e
baco, assim como rins e trato gastrintestinal. Em contrapartida, em humanos, o
parasita € normalmente limitado a medula 6ssea, baco e figado (ALVAR et al.,
2004; REIS et al.,, 2006). O achado histopatoldgico tipico € uma reacéo
inflamatoria granulomatosa associada a presenca das formas amastigotas de

leishmania em macréfagos (BANETH et al., 2008).

Os sinais clinicos mais comuns incluem lesdes de pele, linfoadenopatia
generalizada, caquexia, atrofia muscular, intolerancia ao exercicio, apetite
reduzido, letargia, esplenomegalia, lesdes oculares e onicogrifose (MICHELIN
et al., 2018).
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2.5 Anélise Laboratorial

O diagnostico de leishmaniose em cées deve ser baseado numa
abordagem integrada, considerando o historico e os achados clinicos e
laboratoriais (PALTRINIERI et al.,, 2010). Os principais testes incluem a
realizacdo de um hemograma e perfil bioquimico (SOLANO-GALLEGO et al.,
2011).

Os caes infectados por leishmania apresentam diversas alteracdes
bioquimicas e hematolégicas. Os principais achados incluem anemia e
aumento dos niveis seéricos de proteinas totais (REIS et al., 2006). A anemia
normocitica é frequente na LVC ocorrendo, principalmente, em virtude do
processo inflamatorio responsével pela diminuicdo dos valores séricos de ferro
e aumento da ferritina (DIAS, 2008; Silva et al., 2008) Além disso, outros
fatores como perdas sanguineas, hemolise, eritropoiese diminuida e aplasia ou
hipoplasia medular também estdo envolvidos. As perdas sanguineas estao
associadas a sinais clinicos, como epistaxe, e a distirbios da coagulagéo,
enquanto, a hemodlise € promovida pela producdo de autoanticorpos e
deposicdo de imunocomplexos. A eritropoiese diminuida pode estar
relacionada a reducéo na producéo de eritropoietina, provocada pela deposicao
de imunocomplexos nos rins ou a propria anemia crénica do processo
inflamatoério. Os danos provocados pela acdo direta do parasito na medula
O0ssea sdo responsaveis pelo desenvolvimento de aplasia ou hipoplasia
medular (DIAS, 2008; SARIDOMICHELAKIS, 2009).

Os disturbios hemostaticos descritos na LVC incluem anormalidades na
agregacdo plaquetaria promovendo disfuncdo plaquetaria, baixo numero de
plaguetas, diminuicdo das atividades dos fatores de coagulacédo e fibrinélise
(ALVAR et al., 2004).

Com relacdo ao leucograma, a literatura ainda apresenta muitas
divergéncias, porém, de acordo com BOURDOISEAU et. al (1997) na LVC,
inicialmente, é possivel observar leucocitose por neutrofilia e, em estagios mais

avancados, pode-se constatar leucopenia por linfopenia.
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As alteracdes bioquimicas estdo ligadas a resposta imune humoral
policlonal, que leva a producdo de imunoglobulinas e consequente
hiperproteinemia. Isso pode ser observado pelo aumento das proteinas séricas
totais, caracterizado por hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, levando a
diminuicdo da relacdo albumina/globulina (REIS, 2006). A hiperglobulinemia
ocorre, principalmente, devido ao aumento da gama-globulina. A
hipoalbuminemia foi atribuida a inflamacéo aguda e a patologia renal, hepética
e intestinal (SARIDOMICHELAKIS, 2009).

Os cées infectados por leishmania com comprometimento renal
apresentam niveis elevados de ureia e creatinina, especialmente aqueles com
o quadro clinico mais avancado (CIARAMELLA et al., 1997; REIS et al., 2006;
FREITAS et al., 2012). Os niveis de creatinina e de ureia sdo indicadores
indiretos da funcdo renal. A creatinina é considerada o marcador mais
especifico, pois sofre alteracdes somente pela eficiéncia da filtracdo
glomerular. A ureia é resultante do metabolismo das proteinas e € eliminada
pelos rins, com reabsorcdo de até 40% nos tdbulos renais, podendo sofrer

interferéncia de fatores fisiolégicos, como idade e dieta (RIBEIRO, 2007a).

A hepatomegalia € frequentemente um achado patolégico da LVC
decorrente de infiltrado inflamatério, hipertrofia / hiperplasia de células
residentes e possivelmente congestdo passiva (KOUTINAS & KOUTINAS,
2014). A determinagdo da atividade da alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) é utilizada para avaliar a ocorréncia de
lesBes hepaticas em caes e gatos. Além de ser encontrada na mitocéndria dos
hepatdcitos, a AST também esta presente nas musculaturas esquelética e
cardiaca, por isso seu aumento pode ser interpretado como consequéncia de
lesGes hepaticas, desde que se excluam lesbes musculares e cardiacas. A ALT
€ uma enzima considerada hepato-especifica, pois as eleva¢cdes nos niveis de
sua atividade sérica sdo observadas, principalmente em casos de degeneracao
ou necrose hepatocelular. A fosfatase alcalina (FA) é uma enzima mitocondrial
encontrada em varios tecidos, utilizada para confirmar colestase em cées, ja
que nesta espécie ocorre aumento consideravel em caso de obstrucdo dos
canaliculos biliares (ZANETTE, 2006).
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2.6 Diagnostico

O diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é extremamente
importante para o controle e a vigilancia da disseminagédo da L. infantum. E
baseado em uma associacdo entre sinais clinicos e testes laboratoriais (WHO,
2014).

2.6.1 Diagndéstico Clinico

A avaliacdo clinica é complexa devido a ampla variedade de sinais
clinicos e semelhanca com outras afec¢cdes, como a babesiose e erlichiose.
Ademais, a imunossupressao provocada pela infeccdo pode gerar infeccdes
secundarias que complicam o diagnostico (FARIA & ANDRADE, 2012).

PARADIES et al. (2010) sugerem que o curso clinico do céo, sintomatico
ou assintomatico, depende de vérios fatores como a ocorréncia e numero de
flebotomineos, a espécie de Leishmania envolvida, a predisposi¢do genética do
hospedeiro e a resposta imune. Isso, somado com a ampla gama de sinais
clinicos que esses animais podem exibir, dificulta ainda mais a utilizacdo da
sintomatologia como critério diagnostico. Desse modo, o diagndstico deve ser
complementado com exames laboratoriais que podem ser divididos em

métodos parasitologicos, soroldgicos e moleculares.

2.6.2 Diagnéstico Parasitologico

Os testes parasitolégicos consistem na visualizacdo microscopica de
formas amastigotas do parasito na medula 6ssea, nos linfonodos ou na
escarificacdo de lesdes (BRASIL, 2014). As formas amastigotas s&o
identificadas por seu formato ovéide com nulcleo arredondado (ZANETTE,
2006).

As técnicas mais utilizadas incluem o exame citopatologico direto —

realizado por meio de imprints de lesdes de pele ou aspirados de medula
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O0ssea, baco e linfonodos — e o exame histopatolégico — efetuado com
fragmentos de tecido ou pele coletados em biopsias ou necropsias. (FARIA &
ANDRADE, 2012).

Os testes parasitoldgicos sdo considerados a técnica padrédo-ouro no
diagnostico da LVC, com uma especificidade de 100%. Entretanto, a
sensibilidade normalmente é reduzida, variando de acordo com a técnica e a
carga parasitaria. As técnicas de imunoistoquimica (IHQM) possibilitam um
aumento na sensibilidade e especificidade do diagnostico parasitolégico por
apresentarem uma facil execucédo e alto grau de contraste entre os parasitas e
as células hospedeiras (PESSOA et al.,, 2019). Entretanto, essa técnica é
dispendiosa e mais demorada que o exame histopatologico. Ademais, 0s
laboratorios devem ter todas as etapas de realizacdo padronizadas a fim de
evitar erros na interpretacdo dos resultados. (ABRANTES, 2012; GUERRA et
al. 2012)

2.6.3 Diagnéstico Molecular

O principal método utilizado no diagndstico molecular da LVC € a reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), que consiste na identificacdo de uma regiédo
de DNA do parasito, denominada alvo, que € amplificada por meio de
oligonucleotideos iniciadores (FARIA & ANDRADE, 2012).

As trés técnicas de PCR geralmente utilizadas sdo a PCR convencional
(PCR), a “nested” PCR (nPCR) e a PCR em tempo real (qPCR) (PALTRINIERI,
2010). A PCR convencional é uma técnica qualitativa, de forma que o resultado
do teste classifica o cdo como infectado ou n&o infectado. A principal
desvantagem desta técnica é a necessidade da analise eletroforética dos
produtos em gel de agarose ou poliacrilamida. A nPCR é similar a PCR, porém,
na primeira, sao realizadas duas amplificacbes consecutivas com
oligonucleotideos internos, tornando-a mais sensivel que a PCR e menos
especifica, jA que a adicdo de etapas em sua execucdo, favorece a
contaminacdo. Ja a qPCR promove a quantificacdo do DNA alvo, permitindo

monitoracao da carga parasitaria, sendo essa a principal vantagem em relacao
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a PCR convencional. Além disso, a gPCR é uma técnica mais rapida e com
menores chances de contaminacdo pois ndo h& necessidade de analise
eletroforética dos produtos (PALTRINIERI et al., 2010; SOLCA, 2012).

A sensibilidade e especificidade da PCR variam de acordo com o tipo de
oligonucleotideos iniciadores, o método de extragdo de DNA, o tipo de amostra
e o protocolo utilizado. Com o auxilio da PCR, o diagnéstico de LVC melhorou
consideravelmente, demonstrando uma sensibilidade entre 89% a 100% em
cées sintomaticos ou com diagndstico parasitolégico positivo (ALVAR et al.,
2004).

2.6.4 Diagnostico Sorologico

O diagnostico soroldgico da LVC ocorre por meio da deteccdo de
anticorpos especificos IGG anti-Leishmania. E amplamente utilizado devido a
intensa resposta humoral especifica provocada pela infeccdo (BRASIL, 2014).
Diversos testes podem ser utilizados tais como fixacdo de complemento,
hemaglutinacdo indireta, imunofluorescéncia indireta (IFI) e imunoensaio
enzimatico (ELISA) (ALVES & BEVILACQUA, 2004; CIARAMELLA &
CORONA, 2003).

Os exames sorologicos recomendados pelo Ministério da Saude até
2011 eram ELISA, como teste de triagem, e reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), como confirmatdrio. A partir de 2012, o Ministério da Saude
emitiu uma nota técnica orientando a utilizacdo de um teste
imunocromatografico rapido de duplo percurso (DPP) como triagem e ELISA

como teste confirmatoério da doenca (BRASIL, 2011)

De acordo com a OMS, a RIFI é considerada o método padrédo ouro do
diagnéstico sorolégico devido a alta sensibilidade e especificidade observadas
em diversas areas endémicas. A técnica consiste na aplicacdo de multiplas
diluicbes séricas em laminas revestidas com as formas promastigotas. A
ligacdo especifica dos anticorpos ao parasito da lamina e sua concentracéo

relativa (titulacdo de anticorpos) sdo reveladas pelo uso de anticorpos
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fluorescentes. A avaliacdo da intensidade da fluorescéncia pela microscopia é

subjetiva, representando uma limitagéo (PALTRINIERI et al., 2010).

O ELISA é baseado na reacdo de anticorpos séricos com antigenos
soluveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro. O soro
diluido é adicionado ao antigeno do parasito e absorvido em microplacas.
Quando um resultado € soropositivo, aparece uma reacao colorimétrica que
pode ser gquantificada por espectrofotometria (BRASIL, 2014; TRAVI et al.,
2018). A sensibilidade e especificidade de ELISA variam de acordo com o tipo
de antigeno empregado. Por um lado, os antigenos brutos (extratos de
parasitos inteiros) sdo sensiveis para a deteccdo de infecgdes caninas
subclinicas ou clinicas, contudo fornecem uma especificidade um pouco menor
(FERREIRA et al., 2013). Por outro lado, o ELISA com peptideos
recombinantes é muito especifico, mas a sensibilidade para a deteccdo de
infeccdo em cdaes clinicamente saudaveis pode estar reduzida, dependendo do
antigeno empregado (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Os métodos imunocromatograficos sdo muito utilizados em estudos de
campo devido a sua simplicidade e rapidez, permitindo a intervencdo imediata
do veterinario (ALVAR, 2004). Diversos kits comerciais estdo disponiveis para
a execucdo de testes rapidos de imunocromatografia, de forma que cada kit

possui antigenos e reagentes diferentes (PALTRINIERI et al., 2010).

O DDP é um imunoensaio cromatografico rapido desenvolvido pelo
Instituto Biotecnoldgico, Fundacdo Oswaldo Cruz, Brasil, (Bio-Manguinhos). O
teste fornece um resultado qualitativo que utiliza uma combinacdo dos
antigenos recombinantes rK9, rkK26 e rkK39 de L. infantum, constituindo o
antigeno rK28. As principais vantagens do ensaio em relacdo aos métodos
soroldgicos convencionais sdo uma maior precisao, interpretacao simplificada e
uso de volumes minimos de amostra (SCHUBACH et al, 2014). No entanto,
diversos estudos comprovam que o DPP é um teste satisfatério nos casos em
que ocorre uma sintomatologia clinica, mas possui baixa sensibilidade na
deteccdo de cdes assintomaticos, podendo gerar muitos animais falso-
negativos (SILVA et al., 2014).



16

A principal limitacdo dos testes sorologicos é a possibilidade de
resultados falso-positivos devido a reatividade cruzada com outros agentes
infecciosos como o Trypanosoma cruzi, Trypanosoma caninum, Babesia canis,
Ehrlichia canis, Toxoplasma gondii (MARCONDES & DAY, 2019). Além disso,
podem falhar na detecc¢do de caes infectados no periodo pré-patente ou antes
da soroconversao, promovendo resultados falso-negativos. Da mesma forma,
alguns cédes nunca fazem a soroconversdo ou podem se converter
soronegativos, mesmo infectados. A presenca de anticorpos maternos também
pode afetar o diagnostico sorologico, portanto cdes com menos de trés meses
ndo devem ser avaliados através da sorologia, pois podem apresentar

resultados falso-positivos (ZANETTE, 2006).

2.7 Tratamento

Apesar da disponibilidade de diversos protocolos terapéuticos, o
tratamento da LVC é complexo devido a localizacdo intracelular do parasita e
seu metabolismo, que o protege do sistema imunoldgico do hospedeiro e da
maioria das terapias (MIRO et al., 2009). Em cées, os objetivos do tratamento
consistem na reducdo geral da carga parasitaria e tratamento dos danos

teciduais provocados pelo parasito (OLIVA et al., 2010).

Os medicamentos utilizados no tratamento da doenca sédo capazes de
melhorar temporariamente os sinais clinicos ou curar clinicamente os cées,
mas nenhum elimina completamente a infeccdo. Dentre os farmacos mais
indicados, destacam-se antimoniato de n-metilglucamina, alopurinol,
miltefosina, anfotericina B, domperidona, pentamidina e aminosidina (MIRO et
al., 2009; ARAUJO, 2018). Além disso, fluorquinolonas, como a
marnofloxacina, foram apontadas como alternativas efetivas no tratamento da
LVC. (FARCA et al, 2012). As terapias mais eficazes consistem na
combinacédo de antimoniato de meglumina com alopurinol ou miltefosina com
alopurinol (MANNA et al., 2015).

No Brasil, a Portaria Interministerial n® 1.426, de 11 de julho de 2008
proibe os médicos veterinarios de realizarem tratamento da LVC com produtos

de uso humano ou nédo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2008/pri1426_11_07_2008.html
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Abastecimento (MAPA). Todavia, em 2016, o MAPA emitiu uma nota técnica
autorizando a utilizacdo do Milteforan (principio ativo Miltefosina) no tratamento
da LVC. (BRASIL, 2016)

2.8 Controle e Prevencao

Os caes sdo considerados o principal reservatorio urbano da LV e o
controle dos animais infectados é a base da prevencdo da doenca (WHO,
2014).

A estratégia mais eficaz para prevencéo da LVC é evitar o contato entre
o vetor infectado e o cao, por isso medidas de controle contra o vetor devem
ser adotadas no ambiente e nos cdes. E recomendado adotar medidas de
limpeza como retirada de matéria organica excessiva e aplicacao de inseticidas
ambientais, especialmente, nos canis. Além disso, pode ser feito o uso de
plantas repelentes de insetos, como a citronela (RIBEIRO, 2007b). Nos cées, a
prevencado pode ser realizada com o uso coleiras impregnadas com inseticida
ou aplicacdo de produtos “spot-on” (deltametrina, permetrina, flumetrina,
fipronil). Ademais, o risco de desenvolvimento da doenca pode ser reduzido
pela vacinacdo. No Brasil, a Leishtec® € a vacina que possui a autorizacédo do
MAPA para ser comercializada (BRASIL, 2014).

O Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral institui
medidas de controle que incluem diagndstico e tratamento dos casos humanos,
controle do vetor com inseticidas e eutanasia dos cdes positivos na triagem
soroldgica, a qual consiste no DPP seguido de ensaio imunoenziméatico (EIE-
LVC) para confirmacédo dos resultados. Apesar dessas medidas, o numero de
casos humanos, no Brasil, em um periodo de 21 anos, aumentou de 1944 em
3894. (COURA-VITAL et al., 2013).

Diversos pesquisadores questionam a eficacia da eutanasia de caes
infectados como estratégia para o controle da LV, pois esses animais serao
substituidos por filhotes, adultos suscetiveis ou cédes ja infectados, contribuindo
para a manutencdo da infeccdo (COURTENAY et al., 2002; MOREIRA et al.,
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2004; NUNES et al, 2008). MELO et al. (2018) constataram que a
implementagcdo de programas educacionais que promovem a posse
responsavel de cdes seria uma medida governamental mais ética e menos

dispendiosa que a triagem sorolégica e a eutanasia dos cées infectados.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos desse estudo foram: (1) avaliar as principais alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas dos caes infectados por Leishmania spp., (2)
descrever os principais sinais clinicos observados, (3) identificar as Regides
Administrativas do DF com os maiores numeros de casos e (4) evidenciar

potenciais fatores de risco a infeccao
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4 METODOLOGIA

O estudo foi realizado através de uma pesquisa na ata da clinica
de pequenos animais do HVET - UnB com o intuito de selecionar os casos
suspeitos de LVC atendidos no periodo de margco de 2017 a mar¢co de 2019.

Posteriormente, verificou-se quais prontuarios atendiam os seguintes critérios:

1) suspeita clinica de leishmaniose descrita na ficha clinica ou ficha de

retorno;

2) solicitacdo de exames laboratoriais de rotina (Ex. hemograma, testes

bioquimicos);

3) solicitacdo de exames especificos, que confirmassem o diagndstico
de LVC;

4) Nao estar recebendo nenhum tipo de tratamento.

Desses prontuarios foram analisados os seguintes dados: numero do
registro no Hvet - UnB (RG), sexo, ano de nascimento, dados do proprietario,
regido de moradia, data da consulta, motivo da consulta, exame dermatolégico,
outros sinais, suspeita clinica, hemograma, testes bioquimicos, exames
especificos para leishmaniose (citopatologia, ELISA, RIFI, PCR) e diagnostico

final.
Os cées foram divididos em 2 grupos:

- Casos confirmados: Cées positivos na PCR, Sorologia (IFI, diluicdo

total, e ELISA), Citopatologico ou Imunohistoquimica.

- Casos suspeitos: Céaes positivos no DPP e sem outros testes

confirmatorios.

Os dados foram organizados e analisados em um banco de dados no

programa EXCEL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo do estudo, foram analisados 302 prontuéarios e, destes, 62
(20,5%) foram positivos em algum método diagnostico, dentre eles, 8 somente
no DPP (Anexo 1). De acordo com os guidelines da LeishVet a respeito do
Manejo Pratico da LVC, os testes qualitativos imunocromatograficos nao
fornecem um diagndéstico completamente seguro, sendo necessario realizar
técnicas soroldgicas quantitativas para a obtencdo de um diagndstico definitivo
(SOLANO GALLEGO et al. 2011). Portanto esses 8 caes nado foram
considerados com diagndstico positivo de LVC. Desse modo, os 62 cées foram

divididos em casos confirmados (n = 54) e casos suspeitos (n=8).

Dos 54 cdaes infectados, 39 foram positivos ho exame sorolégico, 25 no
molecular e 19 no parasitolégico. No Anexo 1, encontra-se o0 prontuario do
HVET — UnB de cada animal e os testes em que foram positivos. E possivel
notar que grande parte dos animais foi positivo em mais de uma técnica, com

excecao de um céo positivo somente na IHQM.

O diagnéstico soroldgico dos caes atendidos no HVET consistiu em RIFI
diluicdo total e ELISA. Os métodos sorologicos sdo mais utilizados no
diagnéstico da LVC, porém sua especificidade e sensibilidade dependem do
antigeno, do protocolo utilizado, do tempo de infeccdo e da soroconversado
(SILVA et al., 2014).

A técnica molecular empregada foi a gPCR de medula 6&ssea,
especialmente por proporcionar a avaliacdo da carga parasitaria, viabilizando o
monitoramento do tratamento dos cdes infectados. A PCR é apontada como
uma potente ferramenta no diagnostico de infeccbes subclinicas e no
complemento de testes soroldgicos com diagndésticos inconclusivos. Também é
muito versatil, uma vez que diversos tipos de amostras podem ser utilizadas,
incluindo aspirados de medula 6ssea e linfonodos, urina, sangue e swab
conjuntival.(FERREIRA et al.., 2013; SOLCA et al.., 2014). Entretanto, a
sensibilidade pode ser altamente variavel dependendo do tipo de amostra e

oligonucleotideos iniciadores (FARIA et al., 2012).
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Dos 19 caes positivos no diagnostico parasitologico, 18 foram positivos
no exame citopatolégico e um na IHQM. Esse ultimo animal foi negativo em
todos os outros métodos diagndsticos empregados (Anexo 1). A amostra da
IHQM foi obtida por meio da biopsia de uma leséo de pele no plano nasal do
animal, jA as amostras do exame citopatolégico foram coletadas por meio de
puncéo aspirativa com agulha fina (PAAF), sendo que apenas em um dos caes
foi feita coleta dos linfonodos popliteos, nos 17 restantes foram obtidas
amostras de medula Ossea. Os exames parasitolégicos, apesar da alta
especificidade, dependem das habilidades do examinador e da densidade
parasitaria do tecido avaliado, podendo gerar falsos negativos
(SARIDOMICHELAKIS, 2009). A IHQM vem sendo utilizada no diagnéstico da
LVC, pois é uma técnica mais sensivel que o exame histopatoldgico corado
com hematoxilina-eosina, possibilitando maior contraste entre os parasitos e o
tecido do hospedeiro (SANTOS, 2011).

COURTENAY et al. (2002) constataram que quanto maior a carga
parasitaria de um cdo, maior é o grau de infectividade. Do mesmo modo, a
presenca de sinais clinicos esta associada a uma alta titulacdo de anticorpos
anti-Leishmania spp. e a uma maior probabilidade de detectar o DNA do
parasita na PCR. Portanto, quanto mais sintomético for o cdo, mais facil sera o

diagnéstico pelas diferentes técnicas disponiveis.

A sensibilidade das técnicas diagnésticas também pode ser alterada
durante o curso da infeccdo e de acordo com a resposta individual de cada
cdo. No periodo que antecede a soroconversao ou o desenvolvimento de sinais
clinicos, métodos parasitoldgicos e técnicas moleculares, como a PCR,
provavelmente serdo mais sensiveis, visto que consistem na visualizagcao direta
do parasito, ao contrario dos testes soroldgicos, dependentes da deteccdo de
anticorpos. A medida que a infeccdo progride, uma parcela dos cées infectados
com L. infantum torna-se clinicamente doente, com altos titulos de anticorpos e
resposta imune celular suprimida, enquanto outros s&do assintomaticos,
dispondo de uma intensa resposta celular sem o desenvolvimento de
anticorpos detectaveis (QUINNEL et al., 2001). No Anexo 1, é possivel verificar
gque, com excecao de trés animais, todos 0s outros cdes em que a sorologia foi

empregada demonstraram um resultado positivo. Esse dado, provavelmente,
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esta relacionado a associacdo entre a manifestacdo dos sinais clinicos e a
producdo de anticorpos ja que, por se tratar de um estudo realizado em servigo
veterinario, todos os cdes apresentavam algum grau de sintomatologia e,

consequentemente, deveriam demonstrar uma alta titulacdo de anticorpos.

A progressao da LVC pode ser associada a diversos fatores, como:
aumento da carga parasitaria, resposta imune humoral exacerbada e
deficiéncia de resposta celular T especifica. A resisténcia a infec¢cdo € mediada
por IL-12, IFN-y, IL-2 e TNFa, citocinas responsaveis por aumentar a eficiéncia
de células fagociticas e linfocitos citotdxicos (IKEDA, 2004; LEAL, 2013). Com
relacdo ao cdo positivo apenas na IHQM, uma resposta imune orientada por
essas citocinas pode ter restringido a infeccdo apenas aos locais da picada do
flebotomineo ou ainda, é possivel que mesmo apods a disseminacao parasitaria,
a infeccao tenha sido revertida e, por isso, o animal ndo foi sororeagente ou

positivo na PCR.

Os valores obtidos (média + desvio padrédo) a partir das contagens de
hemécias (HE), da concentracdo de hemoglobina (HB), do volume globular
(VG) e dos indices hematimétricos — volume corpuscular médio (VCM) e
concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) — dos casos
confirmados e dos casos suspeitos estdo expressos na tabela 1. As médias
dos dois grupos de cdes demonstram anemia, devido a reducdo dos valores de
HE, HB e VG, que pode ser classificada como normocitica normocrémica, uma
vez que os valores do VCM e CHCM estao dentro do intervalo de referéncia.
N&o houve diferenca significativa dos valores analisados nos dois grupos de
cdes. Na tabela 3, é possivel observar que 57% dos caes infectados
apresentaram anemia normocitica/normocrémica arregenerativa. Esse achado
€ compativel com os estudos de CIARAMELA et al. (1997), KOUTINAS et al.
(1999), REIS et. al (2006), RIBEIRO et al. (2013) e NICOLATO et al. (2013),
em que se observou a ocorréncia de anemia em 50 a 70% em caes
sintomaticos. A anemia provocada pela LVC é decorrente de diversos fatores,
de forma que a anemia da doenca crbnica (anemia da doenca inflamatéria) € a
causa mais relevante. Entretanto, a patogénese em cédes com LVC também
inclui outros mecanismos, como reducdo da sintese de eritropoietina devido a

insuficiéncia renal. Hemorragia, hemolise, hipoplasia ou aplasia da medula
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0ssea, e diminuicdo da fluidez lipidica da membrana dos eritrécitos sédo outras

condicbes que também podem favorecer o desenvolvimento da anemia
(PALTRINIERI et al., 2016; MELENDEZ-LAZO et al., 2018).

Tabela 1 - Parametros hematoldgicos analisados nos grupos de casos
confirmados e de casos suspeitos

Casos Casos
R Confirmados Casos Suspeitos Casos
Parametros o ) o ) Valores de
. Média £ Confirmados Média Suspeitos ]
Analisados . . ] . Referéncia *
Desvio Mediana Desvio Mediana
Padréao Padréo
Hemécias
o 46a+1,5 4,5 42a+1,0 4 5,5-8,5
(x10°/uL)
Hemoglobina
10,2a+3,3 10 95a+24 8,5 12-18
(g/dL)
VG (%) 30,2 a+10,2 29 269a+6,1 25,5 37-55
VCM (fL) 652a+5,5 65 64,4a+4.2 64 60-77
341lat
CHCM (fL) 333a+1,8 33 34,1 32-36
1,45
224.396,3 a 196.625 a + 200.000-
Plaquetas 215.000 171500
+131.929,3 76.142 500.000
Leucécitos
3 9,4az3,6 8,6 6,5a+1,7 6,1 6,0-17,0
(x 10%)
Bastonetes 0 0 0 0 Raros
6877,4a+ 4415b £ 300.000 -
Neutrofilos 6038,5 3104,1
3109,7 1793,3 11.500
_ ) 16774 a+ 1097 a+ 1.000 -
Linfocitos 1084 552,5
16142 1158,6 4800
; 506,9 a + 448,1 a + 150 —
Monécitos 318 398,5
817,8 264,5 1350
o 320,1a+ 165a+ 100 —
Eosinéfilos 206 153,6
313,1 142,3 1250
Basoéfilos 0 0 0 0 Raros

*Fonte: Adaptado de JAIN, (1986).
Valores em uma mesma linha seguidos de letras diferentes diferiram (p < 0,05) pelo teste T.
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Apesar da média dos dois grupos de cées estarem dentro dos valores de
referéncia, a mediana dos valores de plaquetas no grupo dos casos suspeitos
encontra-se reduzida (Tabela 1). Essa alteracdo ndo foi observada nos casos
confirmados, provavelmente porque o numero de individuos deste grupo é
consideravelmente maior. Todavia, 41% dos cdes do grupo de casos
confirmados apresentaram trombocitopenia (Tabela 3). A trombocitopenia leve
a moderada é considerada um achado frequente em cdes com LVC sem
infeccBes concomitantes, sendo que a presenca de anticorpos antiplaguetarios
nos caes infectados parece ser a principal causa. A formacdo de
imunocomplexos, sequestro esplénico e supressdo da medula éssea também
sao outros fatores que podem estar relacionados. Quando a trombocitopenia é
acentuada, outras causas devem ser consideradas, como, por exemplo, a
coinfeccdo com Ehrlichia canis (IKEDA, 2004; PALTRINIERI et al., 2016), o

gue pode ter sido a causa da trombocitopenia nos casos suspeitos.

Com relacdo ao leucograma, nos dois grupos nao foram observadas
alteracOes significativas referentes ao namero total de leucdcitos. Entretanto,
0s casos confirmados apresentaram valores absolutos de neutrofilos
significativamente maiores que os casos suspeitos ( p > 0,05). A mediana dos
valores absolutos de linfocitos nos casos suspeitos demonstrou-se abaixo dos
valores de referéncia. Nos casos confirmados, essa alteracdo nado foi
evidenciada, possivelmente devido a diferenca entre o nUmero amostral dos
dois grupos. No entanto, 41% dos casos confirmados apresentaram linfopenia
(Tabela 3). A linfopenia pode ser decorrente da natureza imunossupressiva da
doenca, da disfuncdo da medula 6ssea ou do aprisionamento leucocitario em
diversos tecidos (FARD et al., 2015). Apesar de alguns autores considerarem
as alteragbes leucocitarias achados incomuns da LVC (COSTA-VAL et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2013), IKEDA et al. (2003) realizaram um estudo
retrospectivo das alteracbes hematolégicas em caes infectados, em que se
observou tanto a linfocitose quanto a linfopenia. Além disso, NICOLATO et al.
(2013) constatataram que neutrofilia, eosinopenia, monocitopenia e linfopenia
sdo achados hematologicos associados a LVC. Tais alteragcbes ndo foram

evidenciadas no presente estudo.
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Na andlise bioquimica, as médias e medianas, em ambos 0S grupos,
demonstraram aumento dos niveis séricos de proteinas totais e globulinas,
assim como reducdo das concentragbes de albumina. (Tabela 2). A
hiperproteinemia € um dos achados bioquimicos mais relevantes na LVC e esta
associada a hiperglobulinemia e a hipoalbuminemia. A hiperglobulinemia é
decorrente de uma resposta imune humoral policlonal de linfécitos B com
producao elevada de anticorpos anti Leishmania spp. A hipoalbuminemia pode
ser provocada por perdas renais, redirecionamento da sintese proteica para
globulinas, doencas hepaticas e desnutricdo (DIAS, 2008). Aléem disso, pode
ser ocasionada pelo processo inflamatorio, tendo em vista que a albumina é
uma proteina de fase aguda negativa (SILVA et al., 2008). MELENDEZ-LAZO
et al. (2018) também constataram que hiperproteinemia, hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia sdo achados frequentes em cdes com LVC. FREITAS et al.
(2012), em um estudo realizado no Centro de Controle de Zoonoses de
Fortaleza, reportaram que 53% dos cdes sintomaticos apresentaram
hiperproteinemia, 62%, hiperglobulinemia e 58%, hipoalbuminemia. J& neste
trabalho, a frequéncia dessas alteracbes foi maior, de forma que
hiperproteinemia, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia foram observadas em

70%, 74% e 72% dos caes, respectivamente. (Tabela 3).

As meédias dos valores de ALT e FA estavam dentro dos valores de
referéncia, entretanto 20 % dos cées infectados apresentaram ALT elevada e
21%, FA aumentada. As alteracfes hepéticas ocorrem devido a multiplicagdo
das formas amastigotas no interior dos macrofagos e podem estar relacionadas
a evolucdo da doenca (CASTRO et. al.,, 2012). TORRECILHA et al. (2016)
encontraram ALT, AST E FA aumentadas em 31% dos caes infectados, uma

frequéncia maior que o observado neste estudo.

As médias dos valores de uréia apresentaram aumento tanto no grupo
dos casos confirmados, como no dos casos suspeitos. Porém, a média dos
valores de creatinina estava elevada somente no grupo dos casos suspeitos
(Tabela 2). N&o houve diferenca significativa entre valores dos parametros
bioquimicos de ambos os grupos. A deposi¢cdo de imunocomplexos promove a
formacdo de uma nefropatia proteindrica, caracterizada por danos tubulares e

glomerulares, levando ao desenvolvimento de doenca renal cronica (DRC). Os
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estagios avancados da DRC sédo caracterizados por azotemia e podem ser
associados a hipertenséo arterial sistémica, ambos os fatores contribuindo para
comorbidade em cédes com leishmaniose (BANETH et al., 2008; PALTRINIERI
et al., 2010). Contudo, as determinacbes da concentracdo sérica de uréia e
creatinina ndo sao sensiveis na deteccao de lesdes iniciais, por isso a urinalise
€ um dos primeiros exames de funcdo renal que deve ser realizado (IKEDA,
2004). A analise realizada por RIBEIRO et al. (2013) demonstrou que azotemia
foi um achado frequente em cées sintomaticos. FREITAS et al. (2012) também
encontraram niveis elevados de ureia em cées sintomaticos, sendo que 45%
apresentaram valores de ureia elevados e 17%, de creatinina aumentada. No

presente estudo, 28% dos cées apresentaram azotemia (Tabela 3).

Tabela 2 - Achados bioquimicos do grupo de casos confirmados e de casos

suspeitos
Casos
Casos )
. Casos Suspeitos Casos
Pardmetros  Confirmados ) . ) Valores de
) . ~ Confirmados Média Suspeitos _
Analisados Média + Desvio ) ) Referéncia*
Mediana Desvio Mediana
Padréo
Padrao
Ureia 1336az+
96,4 a + 166,9 40 50,5 21,4-59,92
(mg/dL) 132,7
Creatinina
15a+15 0,9 19a+2,0 0,9 0,5-1,5
(mg/dL)
ALT (UI/L) 64,2 a £ 86,40 35 35,6 a+30,5 23 21-73
FA (UI/L) 94,6 a+ 93,6 64,5 64,7 a+£ 63,9 32 20-156
Proteinas
Totais 85a+20 8,4 84a+22 9,3 5,4-7,10
(g/dL)
Albumina
2,3a+0,7 2,2 18a+04 1,7 2,6-3,3
(g9/dL)
Globulina
6,0a+23 6,1 66az+2 7,3 2,7-4,4
(g/dL)

Fonte: Adaptado de KANEKO et al., (1997).
Valores em uma mesma linha seguidos de letras diferentes diferiram (p < 0,05) pelo teste T.
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Tabela 3 - Principais alteracfes laboratoriais encontradas no grupo dos casos

confirmados.

Principais NUumero de Casos Percentual de Casos
Alteracbes Confirmados (N) Confirmados (%)
Hiperglobulinemia 40 74%
Hipoalbuminemia 39 72%
Hiperproteinemia 38 70%
Anemia
Normocitica/Normocrémica 3 ST
Linfopenia 24 44%
Trombocitopenia 22 41%
Azotemia 15 28%
ALT Aumentada
11 20%
FA Aumentada 10 19%

A concordancia entre os achados laboratoriais dos dois grupos de caes
sugere que 0S casOs suspeitos, possivelmente seriam positivos em outros
meétodos diagnosticos que fornecessem um diagnostico definitivo de LVC.
GRIMALDI et al. (2012) comprovaram gque, apesar da baixa sensibilidade do
DPP na detecgdo de cées assintoméaticos, o teste € satisfatorio nos casos em

gue ocorre uma sintomatologia clinica.

Na figura 5, observam-se os principais sinais clinicos encontrados nos
casos confirmados. Neste trabalho, as alteracbes mais frequentes foram as
lesbes cutaneas, presentes em 78% dos animais. De forma semelhante,
TORRECILHA et al. (2016) e ALMEIDA et al. (2005) reportaram essas
alteracbes ocorrendo em frequéncias de 80% e 75,7%, respectivamente. As
alteracdes dérmicas dos cdes com LVC séo caracterizadas, principalmente por
dermatites esfoliativas, dermatites ulcerativas, dermatites nodulares e
onicogrifose (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011). Essas lesbes nao sé&o
necessariamente provocadas por uma resposta inflamatdria a presenca fisica
de parasitos, pois a pele sem altera¢des cutaneas também abriga uma grande

quantidade de parasitas em cées sintomaticos. (BANETH et al., 2009).
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Lestes de pele 78%
Mucosas palidas 56%
Linfoadenopatia 33%

AlteracGes oculares 22%
Anorexia/Hiporexia 19%
Febre 18%
Diarreia 17%
Perda de peso 15%
Epistaxe N 9%
Esplenomegalia B 7%

Disttirbios locomotores [l 6%

Figura 5 - Distribuicdo percentual das principais altera¢cdes observadas no

grupo dos casos confirmados

A palidez de mucosas pode ser considerada uma consequéncia da
anemia severa (SILVA, 2010) e, neste trabalho, ocorreu em 56% dos céaes
(Figura 5). Similarmente, em um estudo realizado no DF, DIAS (2008) observou

mucosas palidas em 59,3 % dos cées.

A linfoadenomegalia, local ou generalizada, é resultado de uma
hiperplasia reativa linféide provocada pela disseminacdo parasitéria
(KOUTINAS et al.,, 1999). BARBOSA et al. (2010) realizaram um inquérito
epidemiolégico em cédes domiciliados de S&o Luis, no qual verificou-se
linfadenopatia localizada em 96 % dos animais. Em contrapartida, neste
trabalho, a linfoadenopatia ocorreu em apenas 33% dos cées infectados
(Figura 5).

As afeccbes oculares podem ser as primeiras ou Unicas alteracdes
aparente da LVC e sdo decorrentes da infiltracdo inflamatoria granulomatosa e
linfoplasmocitaria, que envolve diversas estruturas do olho, como conjuntiva,
limbo, corpo ciliar, iris, cornea e esclera. A uveite anterior pode ser considerada
a manifestacdo ocular mais comum da LVC. De importancia semelhante, é a
ceratoconjuntivite seca, que também pode aparecer como manifestacédo Unica
em alguns cées infectados (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al.,
1999). Enquanto DI PIETRO et al. (2016) observaram alteracées oculares em
71% dos caes naturalmente infectados por Leishmania spp., CIARAMELLA et

al. (1997) evidenciaram uma frequéncia de apenas 17%. Em concordancia com
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esse Ultimo trabalho, foram observadas alteracdes oculares em 19% dos caes

infectados (Figura 5).

CARRANZA-TAMAYO et al. (2010) concluiram que a LV se tornou
endémica no DF devido a autoctonia de casos humanos, contudo a prevaléncia
da afeccdo é variavel nas diferentes regiées administrativas (RA). HERENIO et
al. (2014) calcularam as prevaléncias da doenca em cada RA por meio de
dados coletados no Centro de Controle de Zoonoses do DF (CCZDF),
constatando as maiores prevaléncias em Sobradinho (19,3%), no Lago Norte
(18,3%), na Fercal (17,3%), no Jardim Botanico (17,2%) e no Lago Sul
(8,48%). Corroborando esses resultados, a maior parte dos cées infectados
atendidos no HVET- UNB foram procedentes de Sobradinho, Jardim Botéanico,

Lago Norte e Lago Sul (Tabela 4).

Tabela 4 - Regido Administrativa do Distrito Federal dos cdes do grupo de

casos confirmados.

Regido Administrativa NUumero de Casos Percentagem de

Confirmados (N) Casos Confirmados
(%)
Sobradinho 15 28%
Lago Norte 7 13%
Jardim Botanico 7 13%
Lago Sul 6 11%
Asa Norte 3 6%
Ceilandia 3 6%
Asa Sul 2 4%
Jardim Mangueral 2 4%
Aguas Claras 1 2%
Aguas Lindas 1 2%
Brazlandia 1 2%
Cruzeiro Novo 1 2%
Gama 1 2%
Guaré 1 2%
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Regido Administrativa NUumero de Casos Percentagem de
Confirmados (N) Casos Confirmados
(%)
Lago Oeste 1 2%
Paranoa 1 2%
Recanto das Emas 1 2%

As idades dos cdaes infectados variaram de 6 meses a 17 anos
completos. De acordo com BELO et al. (2013), a idade dos cdes nao esta
associada a infeccdo, entretanto a alta frequéncia em cées mais velhos pode
ocorrer em virtude do longo periodo de laténcia soroldgica apds a infeccdo. Da
mesma forma, o fato de cdes adultos permanecerem por mais tempo no
ambiente externo das residéncias também é um fator que pode contribuir para
a infeccdo. Na tabela 5, é possivel observar que 87% dos céaes infectados

moravam em casas, 0 que também favorece essa ultima hipétese.

Com relagéo ao sexo dos cées, alguns trabalhos, como AMORA et al.
(2006), observam que numero de fémeas infectadas foi maior, enquanto outros,
como os de MEDEIROS et al. (2008) e SEIXAS et al. (2012), identificaram os
machos como os mais predispostos a infeccdo, porém o sexo ndo parece ser
um fator de risco para infecgéo por Leishmania (ALMEIDA et al., 2005). Neste
estudo, a proporcdo de machos e fémeas no grupo dos caes foi semelhante
(Tabela 5). Ademais, os dados relacionados a idade e ao sexo dos cdes estao
em conformidade com o inquérito epidemiologico realizado por NASCIMENTO
et al. (2011) nas RA do Lago Norte e Sobradinho II.



Tabela 5 - Potenciais fatores de risco identificados no grupo dos casos

confirmados.
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Residéncia Casa 47 87%
Apartamento 7 13%

Sexo Macho 28 52%
Fémea 26 48%

Idade < 1lano 5 9%

1 a7 anos 38 70%

>7 anos 11 20%
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CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que caes naturalmente infectados por L.
infantum apresentam como principais alteracfes: anemia normocitica
normocromica, hiperproteinemia, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia. Merece
destaque que os valores de proteinas séricas totais préximos a 8,4 g/dL, em
cées com suspeita de infeccao por Leishmania spp., sdo um forte indicativo de
LVC.

Os sinais clinicos mais frequentes foram as alteracdes cutaneas (78%),
mucosas palidas (56%), linfadenopatia (33%) e alteracdes oculares (22%). As
Regides Administrativas com os maiores niumeros de casos foram: Sobradinho
(28 %), Jardim Botanico (13%), Lago Norte (13%) e Lago Sul (11%).

. Os cées que residiam em casas (87%) foram mais propensos a
infeccdo, provavelmente devido a maior exposi¢cao ao vetor. O sexo e a idade
dos cdes ndo representaram fatores de risco a infeccdo, contudo a grande
quantidade de animais adultos (90%) acometidos por essa afeccdo pode ser
explicada tanto pelo longo periodo de laténcia soroldgica, como pela maior

permanéncia desses animais no ambiente externo das casas.
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RELATORIO DE ESTAGIO

1. INTRODUCAO

Para concluir o curso de Medicina Veterinaria, no Ultimo semestre, 0s
alunos da Universidade de Brasilia (UnB) devem cursar a disciplina Estagio
Curricular Supervisionado, com carga horéaria de 480 horas. E reponsabilidade

do aluno escolher o local do estagio de acordo com a sua area de interesse.

A primeira etapa do estagio foi realizada no Laboratorio de Analises
Veterinarias (LAVET), sob a supervisdo da médica veterinaria Wanessa
Aparecida Carlos. O inicio foi no dia 13 de marco de 2019 e o término, no dia
26 de abril de 2019, totalizando 264 horas. A segunda etapa, que teve inicio no
dia 29 de abril de 2019 e término no dia 13 de junho de 2019 — totalizando 216
horas -, ocorreu no laboratorio de Patologia clinica do Hospital Veterinario de
Pequenos Animais (HVET) da UnB, sob supervisdo da professora Giane

Regina Paludo, das residentes e das técnicas do laboratorio.

2. PRIMEIRA ETAPA

2.1 Estrutura Fisica:

O LAVET possui estrutura, equipamentos e reagentes necessarios para:
realizacdo de hemogramas, contagem de reticuldcitos, pesquisas de
hemoparasita, anélises bioquimicas, urindlises, analises de derrames cavitarios
e liquor, exames diretos de fezes e pesquisas de sarnas, de fungos e de
bactérias em raspados de pele e em citologias auriculares. Os principais
equipamentos necessarios para a realizacdo desses exames sao: dois
contadores hematolégicos (ABX Micros ESV 60; Vet abc animal blood conter),
uma centrifuga Micro Hematocrito (MH Celm), dois analisadores bioquimicos
semiautomaticos (Bioplus Bio 2000) e cinco microscopios (3 Olympus CX40;
Olympus BX41; Olympus CH20; 1 Leica DM500).

2.2 Atividades Desenvolvidas
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As atividades desenvolvidas pela estagiaria foram divididas em: Pia,

processamento de amostras, microscopia e bioquimicos.

Pia: Nessa area, era atribuida a estagiaria a funcdo de realizar a
coloracao das laminas de esfregaco sanguineo no Pandtico e a coloracdo dos
raspados de pele na coloragcdo de Gram. Para a pesquisa de sarnas, 0S
raspados de pele e as citologias auriculares eram processados com 0Oleo de
imersdo. Além disso, ficava a cargo da estagiaria o processamento das

amostras de urina e fezes.

Processamento de amostras: a estagiaria estava responsavel por
verificar a identificacdo das amostras e analisar a ocorréncia de hemodiluicéo,
de fibrina ou de coagulos. Posteriormente, eram feitas as laminas de esfregaco
sanguineo e o preenchimento dos capilares para a leitura do volume globular

(VG) e das proteinas séricas totais (PPT).

Microscopia: Nesse setor, era realizado leitura das laminas de
esfregaco sanguineo, sedimentoscopia das urinas, andlises de derrames
cavitarios e liquor, pesquisas de parasitos nas fezes e pesquisas de sarnas,

fungos ou bactérias nos raspados de pele.

Bioquimico: Nessa funcdo, a estagiaria teve a oportunidade de
compreender o funcionamento do Analisador Biogquimico semiautomético
Bioplus 200 e os procedimentos necessarios para as diferentes analises

bioquimicas.
2.3 Exames Realizados

N&o foi possivel realizar um levantamento do numero de exames
realizados durante o periodo do estagio pois o sistema operacional ndo

disponibilizava essa informacao.

3. SEGUNDA ETAPA
3.1 Estrutura Fisica

O Laboratério de Patologia Clinica do HVET € encarregado de realizar

0s exames laboratoriais, tanto do setor de pequenos e grandes animais, quanto
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do setor de silvestres. Os exames incluem hemogramas, contagem de
reticuldcitos, pesquisas de hemoparasitas, andlises bioquimicas, urinalises,
assim como andlises de derrames cavitarios e liquor. Além disso, existe um

outro setor destinado aos exames moleculares.

Os principais equipamentos utilizados na realizagcdo desses exames
incluem: 6 microscoépios (2 Olympus CX40; Olympus BX41; Olympus CH20; 2
Leica DM500), 2 contadores hematologicos (ABX Micros ESV 60; Vet abc
animal blood conter), uma centrifuga de tubos (Hettich Zentrifugen — EBA20),
uma centrifuga de Microhematdcrito (Quimis), uma centrifuga citologica
(CIENTEC) 2000D), um analisador bioquimico automético (Cobas C111) e

dois analisadores bioquimicos semiautomaticos (Bioplus Bio 2000).

3.2 Atividades Desenvolvidas

As atividades desenvolvidas pela estagiaria foram divididas em:

bancada, microscopia, bioquimico e volante.

Bancada: Nesse setor, a estagiaria estava encarregada de receber as
amostras, verificando sua identificacdo e a presenca de fibrinas ou coagulos.
Posteriormente, as amostras adequadas para o processamento (sem coagulos)
eram registradas na ata e identificadas com nimero da rotina. Na presenca de
fibrina, era necessério fazer diluicbes para as contagens manuais na camara
de newbauer. Para diluicdo de hemacias utilizava-se 10 ul de sangue para
2000 pl de liquido de Hayen, ja na diluicdo de leucécitos, 10 pl de sangue para
200 pl de liquido de Turk. A determinacao da concentracdo da hemoglobina era
efetuada com o auxilio de um analisador bioquimico, na propor¢céo de 10 pl de
sangue para 2500 pl de liquido de Drabkin. Quando os animais estavam
anémicos, também era feita a diluicdo de reticulécitos, com 50 ul de sangue e
50 pl de azul de metileno. A contagem de hemécias, leucdcitos e trombdcitos
de aves e répteis era realizada com a solucédo de Natt e Herrick, na proporgao
10 pl de sangue para 2000 pl de diluente. A estagiaria também era
encarregada de fazer os esfregacos sanguineos, cora-los com o pandtico e

fazer a leitura do VG e PPT com o auxilio do refratbmetro.
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Microscopia: Nessa funcdo, a estagiaria pode compreender as
alteracdes morfoldgicas das hemécias, a diferenciagdo de leucocitos, a
contagem de reticulécitos, a contagem de plaquetas e a contagem manual (na
camara de newbauer) de hemacias e leucécitos de mamiferos, aves e reptéis.
Também foi possivel observar a presenca de hemoparasitos, como Babesia

spp., Erlichia spp. e Haemogregarina spp.

Bioquimico: A estagiaria pode acompanhar as atividades realizadas
pelas residentes e pela técnica do laboratério, o que possibilitou o

entendimento do analisador bioquimico automético Cobas C111.

Volante: A estagiaria teve a oportunidade de efetuar o processamento e
a sedimentoscopia das urinas, assim como a analise de derrames cavitario e
liqguor. Além disso, também foi possivel acompanhar a realizagdo de testes de

compatibilidade.
3.3 Exames realizados

No laboratério de Patologia Clinica do HVET, do dia 29 de abril de 2019
até o dia 13 de junho, foram realizados 4.978 exames. Os quadros 1 e 2
demonstram, respectivamente, o tipo de exame efetuado e a espécie avaliada.

Quadro 1 - Exames realizados no laboratorio de Patologia Clinica do HVET
durante o periodo do estégio

Exame Quantidade

Hemograma 602
Pesquisa de Hemoparasitas 79
Contagem de Reticulécitos 53
Fibrinogénio 12

Bioquimicos 4022
Eletrélitos 38
Urindlise 154
Derrames Cavitarios 10
Testes de Compatibilidade 24

Liquor 9




Quadro 2 - Quantidade de espécies analisadas durante o periodo do estagio
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Espécie Quantidade

Céo 438

Gato 160
Ruminantes 15
Equinos 7
Aves 62
Reptéis 9
Outros Mamiferos 34

4. Conclusao

O estagio, nos dois locais, foi de extrema importancia, principalmente

pela oportunidade de aplicagdo préatica de conceitos tedricos vistos durante a

graduacdo. Por meio dessas experiéncias, a estagiaria péde se familiarizar

com o ambiente de trabalho em que desejava se inserir, confirmando a vontade

de permanecer apreendendo cada vez mais sobre a patologia clinica.
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Anexo - Quadro 1- Resultados dos exames de cada cédo de acordo com o prontuario
do HVET-UNB. O simbolo (+) representa o resultado positivo, o (-) significa que o
resultado foi negativo e o numero 0 indica que o teste néo foi realizado

ANEXOS
Prontuario | DPP | Sorologia | PCR | Citopatolégico | Imunohistoquimica

133763 0 + + - 0
135882 + 0 0 0 0
135654 + 0 0 0 0
135419 0 + - 0 0
135542 0 0 + + 0
135516 0 0 + + 0
135695 + + 0 0 0
135672 0 + + + 0
135478 0 + 0 - 0
135083 0 + + + 0
135133 0 + + + 0
135189 + 0 0 0 0
135385 0 + 0 0 0
135419 0 + + - 0
135337 0 + 0 0 0
135464 0 + - - 0
134960 0 + 0 0 0
134792 0 + 0 + 0
134864 0 + 0 0 0
134307 0 + 0 0 0
134151 0 + 0 0 0
132725 0 + - 0 0
132754 0 - - - +
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133810 0 + + 0 0
134653 0 + + - 0
134954 - 0 + 0 0
135581 0 0 0 + 0
135045 + 0 + + 0
132821 0 + + - 0
132419 0 - + 0 0
135906 + 0 0 - 0
135936 0 - + + 0
Total de + 13 39 25 18 1
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