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RESUMO

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, e a leishmaniose tegumentar, sdo
patologias de carater fatal que acomete os seres humanos, canideos, felideos e equideos. Este
estudo visa avaliar comparativamente os aspectos clinicos e meios de diagndsticos da
leishmaniose canina e felina diagnosticados no HV/IFPB, nos anos de 2015-2016. Foram
incluidos no estudo os animais que no exame clinico apresentaram um ou mais dos sinais
clinicos especificos da leishmaniose, ou sinais de doenca cronica e sistémica. Para o diagnostico
da leishmaniose, em cdes e gatos, foram realizados os exames citoldgicos do material obtido
através do PAAF dos linfonodos e escarificacdo das lesdes cutaneas. E ainda para caes foi
realizado o TRI®, com amostra de sangue a fresco. Diante de dois resultados positivos, sendo
um na citologia e outro do TRI, o cdo era diagnosticado com leishmaniose. A leishmaniose em
felinos foi diagnosticada através da citologia. De 363 animais, nove cées foram diagnosticados
com leishmaniose e uma gata. O quadro clinico classico foi identificado em trés caes. Dois eram
assintomaticos, e mesmo nesses, foram positivos na citologia e no TRI. Esses animais
assintomaticos devem ser bem avaliados, pois sdo também infectantes. Os exames citoldgicos e
TRI foram compativeis em todos 0s casos, porém € necessario o0 uso de mais de um meio de
diagnostico, quando a citologia ou 0 TRI® for negativo. No felino havia lesdes dermatoldgicas e
sinais sistémicos, porém o animal apresentava outras infeccGes cuténeas e endoparasitas. A
citologia para o diagndstico da leishmaniose foi determinante, principalmente para os felinos.
Sugere-se sempre fazer o uso do exame citolégico em felinos com quadros sistémicos e com
lesbes cutaneas, porém ndo sendo exclusiva nos casos em que ndo se encontra as formas
amastigotas da Leishmania.

Palavras-chave: Amastigota. Calazar. Dermatite. Flebotomineos. Gatos.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis, also known as kala-azar, and tegumentary leishmaniasis, are fatal
pathologies that affect humans, canids, felids and equidae. The aim of this study was to evaluate
the clinical aspects and means of diagnosis of canine and feline leishmaniasis diagnosed at the
VH/IFPB between 2015 and 2016: Animals included in the clinical examination presented one
or more of the specific clinical signs of leishmaniasis, or signs of chronic and systemic disease.
For the diagnosis of leishmaniasis, were performed cytological examination of the material
obtained through FNAB of the lymph nodes and scarification of the lesions. In addition, for
dogs, the commercial IRT was performed, with a fresh blood sample. Faced with two positive
results, one in cytology and another in TRI, the dog was diagnosed with leishmaniasis.
Leishmaniasis in felines was diagnosed through cytology. Of 363 animals, nine dogs and one cat
were diagnosed with leishmaniasis. The classic clinical picture was identified in three dogs. Two
were asymptomatic, and even those, were positive in cytology and in IRT. These asymptomatic
animals should be well evaluated, as they are also infectious. Cytology and IRT tests were
compatible in all cases, but more than one diagnostic mean is required when the cytology or
screening test is negative. In the cat there were dermatological lesions and systemic signs, but
the animal had other skin infections and endoparasites. Cytology for the diagnosis of
leishmaniasis was determinant, especially for felines. It is always suggested to use this technique
in felines with systemic conditions and with skin lesions. However, it is not exclusive in cases
where the amastigote forms of Leishmania are not found.

Keywords: Amastigota. Kala-azar. Dermatitis. Phlebotomines. Cats.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar e a leishmaniose
tegumentar (LT), sdo patologias de carater fatal que acometem o0s seres humanos,
canideos, felideos (BILDIK et al.,, 2004) e equideos (SOARES et al.,, 2013),
constituindo-se como uma das principais doencas parasitarias encontradas em paises
tropicais (SILVA et al., 2005). E considerada como uma doenca infecciosa e zoondtica,
amplamente distribuida em todo mundo, desde a Asia até a América (ALVARENGA,
2010).

A forma visceral ocorre pela infeccdo do protozoario Leishmania infantum,
também conhecida como L. chagasi, enquanto que a forma tegumentar ocorre pela
infeccdo com as espécies de Leishmania amazonenses, L. (Viannia) guyanensis, L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) braziliensis (BRUM et al., 2007; BRASIL,
2010).

No Brasil, a LV é causada pela Leishmania chagasi, tendo crucialmente o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis (mosquito palha) como o principal vetor, sendo 0s
cdes e raposas 0s reservatorios domeésticos e silvestres mais importantes (OLIVEIRA et
al., 2005). O cdo € considerado como o principal reservatorio do parasito causador da
infeccdo em humanos, tornando-o responsavel também por agir como reservatorio
natural da doenca no ciclo urbano (SOLANO-GALLEGO et al., 2007).

A sintomatologia dos animais acometidos pode ser variavel, podendo existir
animais que se apresentam aparentemente saudaveis, oligossintomaticos ou com sinais
clinicos graves da doenga (FEITOSA et al., 2000). Essa enfermidade acomete diversos
6rgdos do animal, sendo o sistema renal bastante acometido e com a progressao da
doenca, pode-se chegar a um estagio de insuficiéncia renal, a qual é considerada a
principal causa de morte entre os cdes acometidos por leishmaniose (ARAUJO &
SOUSA, 2013).

A LT em cées é caracterizada por apresentar principalmente lesGes ulceradas
bem delimitadas, comumente de bordas elevadas, acometendo a pele e mucosas. Tais
lesGes apresentam retardo na cicatrizacdo e podem ser confundidas com dermatites, o
que muitas vezes pode levar a um diagnostico tardio da doenga (LESSA et al., 2007).

Os felideos selvagens podem ser naturalmente infectados, enquanto que os gatos
domésticos podem ser infectados e manifestar a doenga acidentalmente
(HOOGSTRAAL & DIETLEIN, 1964; MANCIANTI, 2004). Apesar da infeccdo em

felinos ser considerada rara, o niimero de casos clinicos tem aumentado nos ultimos



anos. Inquéritos soroldgicos e parasitologicos realizados tem detectado a infeccao pelo
parasito em um numero consideravel de gatos (PENNISI, 2002; MANCIANTI, 2004).

Um aspecto da leishmaniose em felinos é a forma ndo aparente da doenca por
longos periodos e a ocorréncia de animais assintomaticos o que representa um grande
problema para a saude publica (MACHADO et al., 2007). Quando comparado com 0s
caes, 0s gatos apresentam os mesmos sinais clinicos porém, de forma mais branda
(GRAMICCIA, 2011). LesOes cutaneas nodulares e/ou ulcerativas nas bordas das
orelhas e nariz foram as principais lesdes cutdneas ja relatadas (BONFANTE-
GARRIDO et al., 1996; SOUZA et al., 2009; POCHOLLE et al., 2012).

Segundo o Guia de Orientagéo para Vigilancia de Leishmaniose Visceral Canina
(2015), as duas técnicas sorologicas para deteccdo da LV em cées preconizadas pelo
Ministério da Saude (MS) sdo o teste rapido imunocromatografico DPP® (Dual Path
Platform, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) e o Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA), sendo o primeiro um teste rapido para triagem e o segundo confirmatorio.
Porém, o diagndstico parasitolégico pode ser considerado como um método
confirmatorio, visto que se baseia na visualizacdo do parasito obtido de material
bioldgico de puncdo de linfonodos, de medula dssea, hepatica e bidpsia ou escarificacdo
de pele (BRASIL, 2010). Segundo Rocha (2012) para o diagnostico de leishmaniose
nos felinos algumas técnicas utilizadas para comprovar a presenca do parasito em cées
sédo utilizadas.

A leishmaniose em cdes é bem relatada e frequentemente diagnosticada na
cidade de Sousa-PB e em outras cidades brasileiras endémicas. O municipio possui altos
indices de casos de leishmaniose canina e humana, mas as informacdes que norteiam a
leishmaniose felina sdo escassas (DANTAS et al., 2017). Entretanto, sugere-se que
mesmo a doenca sendo comum em cées para nossa regido, muito ainda precisa ser
firmado principalmente no que se refere aos sinais clinicos, condutas e avaliar
comparativamente os meios de diagndstico.

Obijetivou-se avaliar neste trabalho comparar os aspectos clinicos e 0s meios de
diagnostico dos casos de leishmaniose canina e felina atendidos no Hospital Veterinario
do Instituto Federal, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba (HV/IFPB), campus Sousa,
através do exame clinico, exame citologico e teste rapido imunocromatografico (TRI)

da empresa Alere®.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Histdrico

No ano de 1835, na Grécia foi relatado o primeiro caso de leishmaniose em
humanos, e apds 34 anos ocorreu o segundo relato na india. Devido as sintomatologias
como a hiperpigmentacdo na pele e pirexia recebeu o nome de Kala-jwar ou Kalazar,
que significa febre negra (MARZOCHI et al., 1981). Posteriormente, William Boog
Leishman e Charles Donovan conseguiram isolar o parasito no baco de um soldado e de
uma crianca na India (LEISHMAN, 1903). Ent3o foi denominado o género Leishmania
em homenagem a Leishman e Donovan. (PESSOA & MARTINS, 1988; REY, 2001).

Segundo Badar6 & Duarte (1996), a doenca foi identificada no homem e no céo
no Brasil por Evandro Chagas no ano de 1937, quando foi descoberta da infeccdo do
fleb6tomo Lutzomyia longipalpis, classificando o parasito como Leishmania chagasi.

Em 1956 a doenca foi caracterizada como uma zoonose, ap6s ter sido
evidenciado que em areas endémicas da doencga, 0 cdo e a raposa eram encontrados
como reservatorios naturais da Leishmania spp. (DEANE, 1956).

A leishmaniose em gato doméstico foi descrita pela primeira vez em 1912, na
Argélia, em um filhote que habitava uma mesma casa com uma crianca € um c&o
portadores de leishmaniose visceral (SERGENT et al., 1912). Nos Ultimos anos 0s casos
de leishmaniose em gatos tém sido relatados esporadicamente pelo mundo, sugerindo
gue os gatos exercem o papel de reservatérios domesticos da doenca (MAROLLI et al.,
2007; LONGONI et al., 2012; VICENTE SOBRINHO et al., 2012).

2.2. Epidemiologia

Estima-se que a cada ano ocorra entre 700.000 e um milhdo de novos casos de
leishmaniose em humanos no mundo, causando entre 20.000 a 30.000 mortes por ano
em humanos (WHO, 2017).

O Brasil vivencia uma era de reaparecimentos de velhas endemias
(SCHIMMING, 2012) e tal fato esta atrelado a expansao e urbanizacéo que o pais vem
vivendo (AMORA et al., 2006). Acreditava-se que a LV era uma doenca de carater
silvestre ou muitas vezes restrita a areas rurais do Brasil, entretanto devido a edificagcdo
das cidades tem-se aumentado os casos de humanos, cédes e gatos positivos em varias
cidades brasileiras (ZORZETTO, 2008).



O nordeste brasileiro € a regido com maior prevaléncia de leishmaniose visceral
humana (LVH) e leishmaniose visceral canina (LVC) (BAVIA et al., 2005). Em um
estudo realizado por Silva et al. (2016), dos 362 cées avaliados na cidade de Patos-PB,
41 foram soropositivos para LVC, totalizando uma soroprevaléncia de 11,33% na regido
e em um levantamento epidemiologico realizado por Melo & Pinto (2011) na
mesorregido do sertdo paraibano encontrou uma soroprevaléncia na cidade de Sousa de
10,1 %. Apesar de ser uma doenca de notificacdo obrigatoria, 0s casos sao
subnotificados dificultando o levantamento de dados de forma fidedigna.

A leishmaniose cutdnea em gatos ja foi relatada na América do Sul
(BONFANTE-GARRIDO et al., 1996; PASSOS et al., 1996; SAVANI et al., 2004;
SILVA et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2008; SOUZA et al., 2009; BRESCIANI et
al., 2010; ARRUDA, et al., 2017), na América do Norte (TRAINOR et al., 2010), no
Oriente Médio (SOLANO-GALLEGO et al., 2007) e na Europa (POLI et al., 2002;
GREVOT et al., 2005; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; POCHOLLE et al., 2012;).
No Brasil, ja foram descritos casos nos estados de Minas Gerais (PASSOS et al., 1996),
Rio de Janeiro (SILVA et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2008), Sdo Paulo (SAVANI et
al., 2004; BRESCIANI et al., 2010;) Mato Grosso do Sul (SOUZA et al., 2009), e na
Paraiba (PORTELA, 2013'; ARRUDA, et al., 2017).

A leishmaniose é considerada endémica geralmente em areas onde se tém
mamiferos e vetores, 0s quais atuam como reservatérios e hospedeiros desse parasito. O
grande numero de infecgdes tem sido cada vez mais reportado o que coloca em risco a
seguranca dos seres humanos, cdes e gatos. A urbanizagdo, associada a proximidades
entre habitacdes e alta densidade populacional contribuem significativamente para a
rapida disseminacdo da doenca (GONTIJO & MELO, 2004), e animais que apos visitas
as areas endémicas, voltam ao seu local de residéncia com a infeccdo subclinica
(IRWIN, 2002).

2.3. Agente etioldgico

Os agentes etioldgicos da leishmaniose sdo protozoarios pertencentes ao reino
Protista, filo Protozoa, subfilo Sarcomastigophora, classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (URQUHART et al.,
1998; MICHALICK, 2004). N&o sao distinguiveis morfologicamente, porém podem ser

! Dados ndo publicados.



diferenciados por anticorpos monoclonais (SHAW et al., 1986), atraveés de métodos
moleculares (DEGRAVE et al., 1994) e por andlise de isoenzimas (FIGUEIRA et al.,
2008). Atualmente sdo conhecidas 30 espécies de Leishmania e, aproximadamente 20
sdo patogénicas para 0 homem (ASHFORD, 2000). As Leishmanias spp. apresentam
duas formas infectantes: uma forma flagelada, também denominada promastigota, que é
encontrada no tubo digestivo do vetor e a outra forma aflagelada, conhecida como
amastigota, o qual é necessariamente intracelular sendo encontrada em células do
sistema monocitico fagocitario no hospedeiro vertebrado (canideos, felideos, humanos e
marsupiais) (BRASIL, 2006).

Existem trés principais especies envolvida na infeccdo tanto humana quanto
animal, as quais sdo encontradas regides geograficas especificas: Leishmania (L.)
donovani é encontrada na Asia e na Africa; Leishmania (L.) infantum na Asia, Europa e
Africa, e Leishmania (L.) chagasi nas Américas (BRASIL, 2006).

No Brasil atualmente sdo conhecidas sete espécies responsaveis por causar a LT,
sendo uma do subgénero Leishmania e seis do subgénero Viannia: sdo as Leishmania
(Leishmania) amazonenses, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia)
guyanensis e mais recentemente as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.)
lindenberg e L. (V.) shawi identificadas em estados das regides Norte e Nordeste
(BRASIL, 2010), e para LV é a Leishmania (Leishmania) chagasi (BRUM et al., 2007).

2.3.1. Leishmania (Leishmania) chagasi

E a principal responsavel pela LV no Brasil. Para esta espécie de Leishmania,
diversas espécies de canideos silvestres (Cedocyonthous, Lycalopex vetulus), marsupiais
(Didelphis marsupialis, D. albiventris) e os roedores silvestres (Prochymal osiris) sdo
considerados hospedeiros naturais. No ambiente doméstico, 0s cdes sdo 0s principais
reservatorios da doenca (BRASIL, 2006).

2.3.2. Leishmania (Leishmania) amazonensis

Peculiar a bacia amazonica e pouco frequente nas regibes Nordeste, Centro-
oeste e Sudeste. Os hospedeiros naturais sdo roedores silvestres, sendo raras as
infeccbes humanas, porém, quando estas ocorrem, tendem a se apresentar sob forma

cutanea, com grande quantidade de lesdes ou leséo unica (BRASIL, 2006).

2.3.3. Leishmania (Viannia) braziliensis



Foi a primeira especie de Leishmania descrita e incriminada como agente
etiologico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), considerada como uma
espécie bastante difundida em todas as regides brasileiras. E a mais importante, ndo sé
no Brasil, mas em toda a América Latina. Tem ampla distribuicdo, desde a América
Central até o norte da Argentina (BRASIL, 2010). Os animais domésticos estdo
presentes no ciclo de transmissdo desse agente, sendo frequente a notificacdo de cées
parasitados em &reas endémicas de LTA (NOHARA, 1994).

2.3.4. Leishmania (Viannia) guyanensis

No Brasil, aparentemente esta limitado a Regido Norte (Acre, Amapéa, Roraima,
Amazonas e Para), sendo encontrada principalmente em florestas que ndo se alagam no
periodo de chuvas (BRASIL, 2010). Encontrado em mamiferos silvestres, os quais séo
considerados hospedeiros naturais, entre elas a preguica, o tamandud e roedores.
(NOHARA, 1994).

2.3.5. Leishmania (Viannia) lainsoni

Foi identificado nos estados do Para, Rondénia e Acre, sendo o parasito isolado
de visceras e pele do roedor silvestre Agouti paca (paca), o qual é atribuido o possivel
papel de reservatorio (BRASIL, 2010).

2.3.6. Leishmania (Viannia) naiffi
Ocorre nos estados do Pard e Amazonas. O parasito foi isolado e caracterizado
do tatu (Dasypus novemcinctus) (BRASIL, 2010).

2.3.7. Leishmania (Viannia) lindenberg

Foi descrita em soldados em uma &rea de reserva florestal no Estado do Para.
Até 2010 ndo existia relatos de infeccbes em animais ou flebotomineos (BRASIL,
2010).

2.3.8. Leishmania (Viannia) shawi

Esta distribuida nas regides nordeste e sudeste do estado do Para e regido oeste
do estado do Maranh&o. O parasito foi isolado de amostras de visceras e pele de alguns
mamiferos silvestres como: macacos (Chiropotes satanas e Cebus apella), quati (Nasua

nasua) e preguica (Choloepus didactylus), animais predominantemente arboreos. Entdo



considera-se entdo que o ciclo enzootico ocorra neste ambiente, porém a transmissao

para 0 homem ocorre no nivel do solo (BRASIL, 2010).

2.4. Vetor

Existem varias espécies de flebotomineos hematdéfagos pertencentes a ordem
Diptera e ao género Lutzomia que sdo responsaveis pela transmissdo das leishmanioses
na América, e as espécies de flebotomineos variam de acordo com a espécie de
Leishmania envolvida, da mesma forma acontece com o0s reservatorios (FUNASA,
2002).

Os flebotomineos fazem parte da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, possuem ciclo de vida bem delimitados. Apenas as fémeas destas
espécies se alimentam de sangue para maturacgéo folicular ovariana (DIAS, 2003).

No Brasil, a LV possui como principais vetores duas espécies de flebotomineos,
0 Lutzomyia longipalpis e o Lutzomyia cruzi naturalmente conhecidos como mosquito
palha ou birigui, dependendo da regido do pais. O Lutzomyia longipalpis possui grande
importancia no ciclo da leishmaniose em todas as regides do pais, entretanto o Lutzomia
cruzi € especifico do estado do Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2010).

As principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA sdo: Lutzomyia
flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e L. migonei
(BRASIL, 2010).

De acordo com Rebélo (2011) que pesquisou a frequéncia horaria do Lutzomyia
longipalpis em Sdo Luis-MA, os flebotomineos em ambiente peridocimiciliar
apresentaram um maior periodo de atividade diaria entre as 18 e 22 horas e em ambiente
domiciliar entre as 20:30 e 23:30 horas, sendo esse periodo considerado de risco para
humanos e animais, uma vez que os flebotomineos se alimentam de varias espécies.

Alguns artropodes incluindo os carrapatos (Dermacentor variabilis e
Rhipicephalus sanguineus) e as pulgas caninas podem atuar como vetores da
leishmaniose, porém em regiGes onde ha presenca de flebotomineos que transmitem a
Leishmania spp., os carrapatos e as pulgas ndo tem importancia significativa,
entretanto, esses ectoparasitas podem estar envolvidos no ciclo da doenca em casos
raros de transmissdo de cdo para cdo em regides que ndo tenham a presenca dos
flebotomos (COUTINHO et al., 2005; SPICKLER, 2009).



2.5. Reservatorios

As Leishmanias spp. possuem principalmente como reservatdrios naturais no
ambiente silvestre as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais
(Didelphis albiventris) e nas areas urbanas os cdes domésticos (Canis familiaris)
(COSTA, 2005).

Os gatos podem ser considerados como reservatdrios domeésticos da doenca
(MAROLLI et al., 2007; DA SILVA et al., 2010; LONGONI et al., 2012; VICENTE
SOBRINHO et al., 2012) e para Brasil (2010), o papel do homem e do gato como

reservatorio ainda esta sendo discutido.

2.6. Transmisséo

As transmissdes das leishmanioses ocorrem principalmente pela picada de
fémeas infectadas de dipteros pertencentes aos géneros Lutzomyia, porém ja foi relatada
a transmissdo liatrogénica, ocorrendo pela transfusdo de sangue contaminado
(SHERDING, 2008), a transmissao transplacentaria em cées e roedores e a venérea em
cdes experimentalmente infectados (BOGGIATTO et al., 2011; NAUCKE &
LORENTZ, 2012).

2.7. Ciclo bioldgico

O ciclo bioldgico ocorre em ambiente terrestre e 0 inseto possui quatro fases de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (BRASIL, 2004). Apos a cépula, 0os ovos
ficam sobre o solo Umido e eclodem apds sete a 10 dias. Em condi¢bes ambientais
ideais, dentro de 20 a 30 dias alcancam o estagio de pupa, que sdo mais resistentes as
variacdes climaticas; dentro de duas semanas o ciclo estd completo. A infec¢do do vetor
ocorre quando a fémea se alimenta do sangue do mamifero contaminado ingerindo as
formas amastigotas de Leishmania spp. existentes no interior dos macréfagos. No tubo
digestivo do inseto, as amastigotas se reproduzem por divisao binéria, transformam-se
em promastigota, e estas se multiplicam rapidamente até originarem as promastigotas
metaciclicas infectantes, esta fase dura de trés a quatro dias (BRASIL, 2003).

Através de um novo repasto sanguineo, as fémeas dipteras, inoculam junto a
saliva as formas promastigotas metaciclicas infectantes em um novo hospedeiro. Na
epiderme do hospedeiro estas formas séo fagocitadas pelos macrdéfagos e no interior do
vacuolo transformam-se em amastigotas perdendo o flagelo e multiplicam-se até rompé-

los. As amastigotas sdo fagocitadas por novos macréfagos e ocorre a disseminacéo



hematogénica para os tecidos ricos em células do sistema fagocitico monuclear como
linfonodos, figado, bago e medula éssea (URQUHART et al.,1998; BRASIL, 2003).

2.8. Achados clinicos

2.8.1. Caninos

Os sinais clinicos da leishmaniose dependem da severidade da doenca, a qual
estd diretamente relacionada ao hospedeiro, vetor e parasito, podendo afetar o tecido
cutaneo e as visceras (CAMPOS-PONCE et al., 2005). Os cédes podem ndo apresentar
sinal aparente, contudo quando sintomaticos, comumente apresentam mais de um sinal
clinico, sendo que o sistema tegumentar, nervoso, hepatico e renal sdo os mais afetados
(FREITAS, 2012).

As alteracbes dermatolégicas sdo comuns em animais que se apresentam
positivos para a LVC, incluindo uma excessiva descamacgéo cutanea principalmente ao
redor dos olhos, despigmentacdo, prurido, pele seca e &reas de hiperqueratose
(GENARO, 1993; RAMOS, 2009; MAGALHAES et al., 2012). Em alguns casos é
comum a observacdo de regides nodulares localizadas de forma intradérmica, como
também a presenca de Ulceras cutaneas, tal fato esta relacionado a multiplicacdo das
formas amastigotas do parasito na epiderme do animal, produzindo entdo um processo
inflamatdrio local (SALZO, 2008).

Alguns animais podem apresentar sinais inespecificos, como pirexia, anemia e
caquexia a hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia generalizada, uveite anterior,
conjuntivite, blefarite, pneumonia intersticial, rinite, poliartrite neutrofilica e
glomerulonefrite. Ha relatos do envolvimento do sistema nervoso, o que resulta em
sinais neuroldgicos como convulsdo generalizada, alteracBes visuais e sinais de
alteracdo nos pares de nervos cranianos (FEITOSA et al., 2000; ETTINGER &
FELDMAN, 2004). Esses sinais clinicos ainda podem ser agravados por infeccdes
bacterianas secundarias (COSTA, 2011; CORTES et al., 2012).

Os sinais clinicos apresentados pela LTA costumam ser a presenga da Ulcera
cutanea unica, eventualmente mdaltipla, localizada principalmente nas orelhas, focinho
ou bolsa escrotal, sendo entdo sugestiva para a realizacdo dos exames complementares
(BRASIL, 2010).



2.8.2. Felinos

Em felinos, sdo escassos 0s relatos, assim como lesGes e sinais viscerais, porém
em casos sistémicos hd acometimento do baco, figado, rins e linfonodos. Sinais
inespecificos como; ictericia, febre, vomitos, linfadenopatia, lesdes oculares e bucais,
leucopenia e anemia também ja foram relatadas. (MARCOS et al., 2009; SPICKLER,
2009).

Sé&o relatados casos de leishmaniose nos quais o animal apresentava alopecia e
descamacdo na regido do ouvido e temporal, caracteristicas de dermatite crostosa
(SERRANO et al., 2008) e Souza et al. (2009) relataram um caso no qual Leishmania
(Leishmania) amazonensis foi encontrada em um gato doméstico, no estado do Mato
Grosso do Sul, verificando-se que os sinais clinicos inespecificos eram semelhantes aos
observados em outras doengas comumente diagnosticadas em gatos. a

Em uma pesquisa conduzida no interior do estado de S&o Paulo, os principais
sinais clinicos foram a linfadenopatia, perda de peso, alopecia, secrecdo ocular
mucopurulenta bilateral, desidratacdo, mudangas no estado de consciéncia,
hepatomegalia, descarga nasal mucopurulenta, Ulceras com crostas hemorragicas e
opacidade da cérnea (SOBRINHO, 2010), corroborando com outro estudo realizado na
mesma regido em gatos infectados por Leishmania chagasi, o qual acrescentou diarreia
e dispneia a esses sinais (VIDES et al., 2011).

Em infeccBes experimentais, sugere-se que 0 gato apresenta um alto grau de
resisténcia natural ao parasito (SIMOES-MATTOS et al., 2005), a qual depende
também de fatores genéticos ndo relacionados a resposta celular (MANCIANT]I, 2004).
A resposta imune a infeccdo por Leishmania spp. em gatos diferiria das observadas em
cdes, 0 que deve explicar o pequeno nimero de animais infectados e sintomaticos (DA
SILVA et al. 2008).

2.9. Métodos de diagndstico

Para o diagndstico da LVC hé certa dificuldade devido a diversidade de sinais
clinicos inespecificos e seu carater sistémico, entretanto é possivel a utilizagdo de
diversos testes e exames, para se obter o diagndéstico correto (LESSA et al., 2007).

Os testes mais frequentemente utilizados para diagnostico da leishmaniose sdo
0s exames sorologicos (Enzyme-linked Immunosorbent Assay - ELISA e reacdo de
imunofluorescéncia indireta - RIFI), cultura do parasito, exames parasitologicos

(histoquimico - HE, imunohistoquimico - IMIQ e citologia), exame molecular



(Polymerase Chain Reaction - PCR) e 0 xenodiagndstico. O teste imunocromatografico
que é utilizado apenas para diagnéstico em cdes. No entanto mesmo existindo uma
gama de exames, nenhum dos testes disponiveis apresenta 100% de sensibilidade e
especificidade para o diagnostico da leishmaniose visceral (CRAIG et al., 1986; ASSIS
etal., 2010; GONTIJO & MELO, 2004; PENNISI et al., 2013).

2.9.1. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

E considerada bastante sensivel, entretanto ndo é tida como um teste muito
especifico, devido a possibilidade de se obter reacdes cruzadas com cées portadores de
doenca de Chagas (NEVES, 2000).

2.9.2. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Uma preferéncia crescente pelos ensaios imunoenzimaticos tem sido observada
nos laboratérios de diagndstico em todo o mundo, por permitirem testar um grande
nimero de amostras, com elevada sensibilidade e especificidade, utilizando antigeno
recombinante ou mesmo antigenos totais do parasito (ROSARIO et al., 2005). O ELISA
apresenta uma sensibilidade muito boa na detecgdo de casos de leishmaniose, contudo,
com os antigenos utilizados, pode ocorrer reaces cruzadas, ou seja, falsos-positivos
(NEVES, 2000).

2.9.3. Western Blot

Consiste em um método sorolégico com alta sensibilidade e especificidade
bastante utilizado para identificacdo de animais portadores assintomaticos da doenca,
pois tal exame é capaz de detectar baixos niveis de anticorpos circulantes (BRITO et al.,
2000; DE PAULA., et al., 2003; ZANINI et al., 2010).

2.9.4. Polymerase Chain Reaction (PCR)

O PCR é um teste molecular bastante utilizado em pesquisas, possui elevada
sensibilidade no diagndstico (GOMES et al., 2008). Entretanto devido ao alto custo e a
necessidade de um laboratorio especializado, tal técnica ainda ndo faz parte da rotina de
diagnosticos de leishmaniose (BENSOUSSAN et al., 2006).

2.9.5. Citologia



A citologia por Puncdo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) é indicada como
método de diagnostico para caes e gatos, principalmente quando sdo observadas lesGes
cuténeas e aumento de linfonodos superficiais. Este material serve para o diagnéstico
de leishmaniose através da observacdo das formas amastigotas (GONTIJO & MELO,
2004).

2.9.6. Teste Imunocromatografico

E um dos testes mais utilizados na rotina clinica para deteccdo da leishmaniose
(BERN et al., 2000; GRADONI, 2002; REITHINGER et al., 2002; SUNDAR et al.,
2002; CARVALHO et al., 2003). Este teste é bastante aceito devido a simplicidade e
rapida resposta (GRADONI, 2002). Segundo Laurenti et al. (2005), o teste possui
sensibilidade entre 84 e 92,1% e de especificidade entre 99 e 100%. O teste
imunocromatografico DPP® (Bio-Manguinhos®) é um teste qualitativo para deteccdo
de anticorpos anti-Leishmania que utiliza a proteina recombinante K39 (rkK39) como
antigeno. Essa proteina é derivada de um antigeno especifico produzido pelo complexo
Leishmania donovani, responsavel pela LVC (MARCELINO & SOUZA FILHO,
2015).



2.9.7. Xenodiagnostico

E considerada uma técnica de diagndstico de forma direta, cujo flebdtomo se
alimenta do sangue do animal anestesiado ou de forma indireta, quando néo é necessaria
a sedacdo do animal, posteriormente o inseto é analisado e verificado a presenca da
forma promastigota (GRADONI, 2002).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

Para a realizacdo da pesquisa foram acompanhados os atendimentos clinicos do
HV/IFPB, durante o periodo de dois anos, sendo de janeiro e dezembro de 2015
acompanhados apenas 0s cées e no ano seguinte, entre janeiro e dezembro de 2016, o0s
gatos.

3.2. Amostra

Entraram na casuistica 0s animais que apresentaram um ou mais dos seguintes
sinais clinicos; aumento do tamanho dos linfonodos, escore corporal baixo, seborreia,
lesGes ulceradas, bem delimitadas, comumente de bordas elevadas, acometendo pele e
mucosas, ou que chegarem com exames positivos do teste rapido DPP® (Dual Path
Platform, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ), este exclusivo para cdes. Para o diagnostico em
gatos foi realizado a citologia.

3.3. Procedimentos e exames

Nesses animais foram realizados os seguintes procedimentos; exame clinico,
colheita de sangue e aspirado de linfonodo. Para o diagnostico da leishmaniose os
materiais coletados foram encaminhados para o Laboratério de Citologia e
Histopatologia Animal, que realizou a pesquisa direta do parasito, através da citologia, e
Parasitologia Animal do HV/IFPB, a fim de realizar respectivamente 0s exames
complementares de pesquisa de acaros e fungos e o TRI para os caes.

3.4. Colheita de sangue
Foi colhido aproximadamente 1-3 ml de sangue para realizacdo do TRI, através
da venopuncdo de jugular ou cefalica com seringas estéreis e reservados em tubos

contendo Ethylenediamin etetraacetic acid (EDTA).

3.5. Exame citolégico

A técnica citoldgica foi realizada através da PAAF dos linfonodos aumentados
de tamanho e lesGes nodulares. O material foi coletado de mais de uma lesdo, e foram
confeccionadas no minimo trés laminas. O animal foi contido fisicamente e assim, foi

procedida a assepsia do local de escolha para a coleta. Para realizar a PAAF, a agulha



foi acoplada a uma seringa de trés mL que possibilite pressdo. Apds a introducdo da
seringa, a mesma foi movimentada em vérias dire¢cbes, com movimentos de sobe e
desce, sem que houvesse perda da pressdo até a retirada da agulha do local (MEYER,
1987). O aspirado foi ejetado em laminas para microscopia, em seguida foi realizado o
squash, posteriormente foram coradas com o Panético Rapido LB®. Atraves do uso do
microscopio optico, nas objetivas de 40x e de 100x, com 6leo de imersdo foi realizada a
leitura da lamina para pesquisa da forma amastigota do parasito (PORTELA et al.
2014).

3.6. Teste rapido imunocromatografico

O teste réapido utilizado neste estudo foi o TRI para Leishmaniose Visceral
Canina da empresa Alere®. Para realizagdo do teste rapido, foi adicionado 10ul de
sangue total no local marcado com a letra “S” no cassete do teste, em seguida foram
adicionadas duas gotas de solucdo tampdo. Os resultados foram interpretados em 20
minutos. Foi considerado positivo para leishmaniose, o teste que apresentaram as duas
linhas coloridas, uma linha referente ao controle do teste e a outra referente a amostra

estudada, independente de qual apareceu primeiro, como recomendado pelo fabricante.

3.7. Diagnostico

Para a confirmacdo do diagndstico da leishmaniose em cées foi utilizado o teste
rapido imunocromatografico e o exame citoldgico e, para os gatos a utilizacdo apenas
do exame citoldgico. Diante de dois resultados positivos um no teste rapido e outro no
citolégico, o céo era diagnosticado com leishmaniose. O tutor era informado e

esclarecido sobre a doenca, 0s riscos de transmissao e a indicacdo da eutanasia.

3.8. Método de andlise
Foi realizada uma analise comparativa e descritiva dos aspectos clinicos, do
resultado da citologia e TRI da leishmaniose em cées e gatos atendidos no HV/ IFPB,

com os casos ja relatados no Brasil.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram acompanhados 363 animais, sendo 292 atendimentos de cées e 71 de

gatos (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparativo do numero de atendimentos entre cdes e gatos atendidos no
HV/IFPB.

Diagnosticos Caes Gatos

Leishmaniose 09 01

Outros diagnosticos 198 49

Sem diagnostico 85 21

Total 292 71
4.1. Cées

Dos 292 cdes atendidos, nove (3,08 %) foram diagnosticados com leishmaniose
(Tabela 2). Os nove cées eram provenientes dos municipios do Sertdo Paraibano, sendo
cinco caes da cidade de Sousa e quatro cdes da cidade de Cajazeiras. Os cdes variavam
de sem raca definidas a ragas puras, com idade entre seis meses e quatro anos, sendo um

animal errante e os demais domiciliados.

Tabela 2 - Nameros de cées atendidos entre janeiro e dezembro de 2015 no HV/IFPB.

Diagndsticos Cées %
Leishmaniose 09 3,08
Outros diagndsticos 198 67,80
Sem diagnostico 85 29,10
Total 292 100

Dos cdes diagnosticados com leishmaniose, 77,8% (7/9) eram sintomaticos e
22,3% (2/9) animais eram assintomaticos. Os dois animais assintomaticos vieram com o
teste DPP® positivo do Centro de Zoonoses.

Os sinais clinicos observados foram: linfadenomegalia, febre, onicogrifose,
lesbes ulceradas ou nodulares na pele, ndo cicatrizacdo de feridas, seborreia,

hiperqueratose, alopecia e caquexia (Tabela 3).



Tabela 3 - Principais sinais clinicos apresentados nos nove cdes diagnosticados com

leishmaniose.

Animais Apatia L.Ulcerativa* TLN* ALP* HQ*
A Presente  Presente Presente - Presente
B - Presente Presente Presente Presente
C - Presente Presente - -

D - - Presente - -

E - - - - -

F Presente - Presente Presente Presente
G - - Presente - -

H Presente - Presente Presente -

| - - - - -

Total 03 03 07 03 03

Legenda: 1LN- Aumento de um ou mais linfonodos. / ALP — Alopecia. / HQ — Hiperqueratose.

/ L.Ulcerativa — LesGes Ulcerativas/ (-) — Ausente.

Os animais A, B e C apresentaram lesfes ulceradas (Imagem 1). O animal B,
apresentou ainda lacrimejamento purulento, hepatomegalia e esplenomegalia. O animal

G apresentou hipotricose e 0s animais C e H apresentaram caquexia.

Imagem 1 — Cdo. Lesdo
ulcerada arredondada no
membro toracico direito e
onicogrifose.

Clinicamente o0s casos apresentados eram semelhantes aos resultados

encontrados por Ramos (2009), o qual em sua pesquisa encontrou como manifestacdes

clinicas mais frequentes a linfadenomegalia, dermatite, alopecia, emagrecimento,



conjuntivite e hiperqueratose. Magalhdes (2012) relacionou ainda a hepatomegalia,
esplenomegalia, apatia, hipertermia, alteracdes oftdlmicas e mucosas hipocoradas.

Nessa pesquisa 0 numero de animais sem sinais especificos da doenca foi
inferior aos sintomaticos, discordando com Tafuri et al. (2004) que relatou o nimero de
animais assintomaticos muito maior do que o numero de animais portadores de
infecgBes sintomaticas. Os cdes assintomaticos sdo infectantes para os fleb6tomos
numa proporc¢do similar aos sintomaticos (MOLINA et al., 1994 e TRAVI et al., 2001).

Em nove cées diagnosticados com leishmaniose em que se realizaram a citologia
dos linfonodos, foram encontradas as formas amastigotas no interior dos macrofagos e
extracelularmente da Leishmania spp. (Imagem 2). Os linfonodos mais acometidos pela
hipertrofia em ordem decrescente foram os linfonodos popliteos, submandibulares e
pré-escapulares que estavam aumentados.

No TRI da marca Alere® todos os animais foram constatados positivos (Imagem
3), mesmo em cdes sem sinais clinicos especificos para a enfermidade e no animal
negativo na pesquisa através citologia (Tabela 4).

O teste rapido imunocromatografico da empresa Alere® confere 97,2% de
sensibilidade e 99,8% de especificidade (MARCELINO & SOUZA FILHO, 2015).
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Imagem 2 - C&o. Linfonodo.Forma
amastigota de Leishmania
intracelular (seta) no macréfago e
extracelular. Panodtico  Rapido,
100x Obj. com 0leo de imerséo.



Imagem 3 -Teste rapido imunocromatografico Alere®,
apresentando a linha de controle e a linha com o reagente.
Resultado positivo para Leishmaniose.

Tabela 4- Resultado do exame parasitoldgico, teste rapido e sinais clinicos dos nove

casos de leishmaniose em caes.

Animal Parasitologico Teste rapido Oligossintomaticos  Assintomaticos
A + + + -
B + + + -
C + + + -
D + + + -
E + + - +
F + + + -
G + + + -
H + + + -

I + + - +
Total 09 09 07 02

" Legenda: (+) positi'vo; (-) negativo

De acordo com Portela (2014), é possivel com uso do microscopio 6ptico, nas
objetivas de 40x e de 100x, observar as formas amastigotas, em macrofagos, ou,
extracelularmente, porém considera-se que a citologia s6 podera ser conclusiva diante
da presenca de formas amastigotas, contudo se essas formas ndo forem observadas,
torna-se necessario a realizacdo de outros exames para o diagnostico definitivo, como
PCR, sorologia e/ou histopatologia. Santos (2010) em Bom Jesus-Pl realizou uma
pesquisa de formas amastigotas de leishmania pela citologia, sendo positivo no exame
parasitolégico em 40,7% dos animais testados, discordando com os encontrados nessa
pesquisa. De acordo com Laurenti (2009) o exame citoldgico apresenta alta
especificidade, porém sua sensibilidade dependerd do grau do parasitismo, da técnica
utilizada, do observador e do material coletado.



Os resultados obtidos nessa pesquisa, em que o TRI e a citologia foram
totalmente compativeis, discorda com DE SANTIS et al. (2013) que obteve como
resultado que o TRI apresentou 76% de eficacia nos animais sintomaticos.

Com base a Resolucéo n.° 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria, a eutandsia de cées € recomendada a todos os animais
sororreagentes e/ou parasitologico positivo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). O
Ministério da Saude do Brasil preconiza a eutanasia de cdes soropositivos, o controle do
vetor, diagndstico precoce e o tratamento de casos humanos na busca do controle da
leishmaniose (BRASIL, 2006).

A leishmaniose é considerada como um problema de saude publica, portanto, o
médico veterinario devera sempre notificar os casos e esclarecer o tutor sobre 0s riscos
de transmissdo da doenca para 0s seres humanos e outros animais, enfatizando que a

prevencdo é a melhor forma de combaté-la em cées, gatos e humanos.

4.2 Gatos
Durante o periodo de janeiro a dezembro de 2016, foram atendidos 71 gatos

sendo que um foi diagnosticado com leishmaniose (Tabela 5).

O animal era proveniente do municipio de Sousa — PB, adulto, fémea, sem raca

definida, domiciliado e que convivia com outros gatos.

Tabela 5 — Numero de gatos atendidos entre janeiro e dezembro de 2016, no HV/IFPB.

Diagnosticos Gatos %
Leishmaniose 01 1,40
Outros diagnosticos 49 60,01
Sem diagnostico 21 29,5
Total 71 100

O animal apresentava lesGes crostosas nas orelhas, face (regido frontal, nasal e
todo o focinho), apresentava também obstrucdo do canal auricular com coagulos,
crostas e laceracdo na orelha direita (Imagem 4). Foi confirmada a infestacdo por sarna
Notoédrica, e endoparasitas através de exames parasitoldégicos realizados no

Laboratorio de Parasitologia Animal do IFPB.



Imagem 4 — Gato. Lesdes
crostosas na regido da face
e orelha direita lacerada.

Através da citologia da escarificacdo da pele, foram encontradas estruturas
semelhantes a Malassezia spp. e o diagnostico da leishmaniose foi através do exame
citoldgico do linfonodo popliteo, cujo foram visualizadas grande quantidade de formas
amastigotas de Leishmania spp., no interior de macr6fagos (Imagem 5) e
extracelularmente. A presenca de formas amastigotas foi considerada como conclusiva
para diagnostico de leishmaniose nesse animal. Nao foi possivel a coleta de material

para exames sorologicos devido a ndo autorizacdo do seu tutor.

Imagem 5: Gato. Linfonodo. Forma
amastigota  intracelular  (seta) de
Leishmnania. Panético Rapido. Obj. 100x
com 6leo de imersao.



O animal ndo apresentava as mesmas caracteristicas clinicas e dermatolégicas
encontradas em outros relatos de leishmaniose em gatos como as lesdes cutaneas
nodulares e/ou ulcerativas nas bordas das orelhas e nariz (BONFANTE - GARRIDO et
al. 1996; SOUZA et al. 2010; PORTELA, 2013?). Sugere-se que essa caracteristica seja
devido as infec¢Bes concomitantes apresentadas.

As lesdes observadas na orelha do animal possivelmente foram agravadas
devido a infestacdo por ectoparasitas, assim como Grevot et al. (2005), comprovaram
que os gatos acometidos por leishmaniose e/ou doencas virais, sofrem danos na resposta
imunolodgica mediada por células.

Atualmente, para os gatos, ainda ndo ha uma padronizacéao de testes soroldgicos,
rapidos. Sendo realizado como alternativa para diagndstico, o exame citologico, através
da PAAF, principalmente dos linfonodos aumentados e imprint de lesdes da pele
(PORTELA, 2014). Em outros relatos as técnicas para diagnstico mais utilizadas foram
PCR, ELISA e RIFI (MORAIS, 2014).

’ Dados n3o publicados.



5. CONCLUSAO

Em é&reas endémicas a leishmaniose deve compor o quadro de digandstico
diferencial quando os cdes e gatos apresentarm um ou mais dos sinais clinicos
especificos da doenca ou sinais clinicos de doencas sistémicas ou cronicas. Céaes que
tiveram resultados positivos no TRI da Alere® ou no DPP® podem fazer uso da
citologia a partir do PAAF dos linfonodos, para ratificar o resultado positivo desses
testes de triagem. Porem a citologia s6 é determinante para a leishmaniose, quando as
formas amastigostas de lesihmania sp. s@o encontradas. Em felinos, os sinais clinicos
podem ser agravados e confusos pela associagdo com outras doencas. A citologia para
este caso foi o Gnico meio de diagndstico e mostrou fécil visualizagdo das formas
amastigostas pelo grande nimero. Sugere-se fazer uso desta técnica, especialmente em
gatos que apresentem coinfecgdes. Ressalta-se aqui a importancia da utilizacdo de
diferentes técnicas para se melhorar a precisdo diagndéstica nas leishmanioses, devido
aos critérios de especificidade e sensibilidade ndo serem 100%.
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