LIy Journal

2020 | Leishmaniose visceral canina

Leishmaniose Visceral Canina:

atualizacdes no diagnostico, controle e prevencao
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Introducao, epidemiologia e etiopatogenia

A leishmaniose visceral (LV) é enfermidade zoondtica que apresenta ampla distribuicao mundial, que acomete, além do
homem, diversas espécies animais, tanto domésticas quanto silvestres. Trata-se de doenca causada por protozoarios
do género Leishmania, sendo a espécie Leishmania infantum chagasi o agente etioldgico causador de endemia
no Brasil, havendo referéncias de casos humanos e caninos de LV ocorridos, até o momento, em 23 e 25 unidades
federativas do pais, respectivamente. Dentre os hospedeiros vertebrados que podem ser infectados, o céo é aquele
considerado importante na manutencao do ciclo epidemioldgico da doenca nas areas urbanizadas pela alta capacidade
de infectar o inseto vetor da enfermidade.

Quanto a transmissao, a forma considerada epidemiologicamente importante para a manutengéo do ciclo da doenca
€ por meio da picada de flebotomineos hematodfagos infectados, sendo, no Brasil, as fémeas das espécies Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi aquelas implicadas até o momento como potencialmente transmissoras do protozoario.
Isso se da pelo fato de que parte do ciclo epidemioldgico do parasito ocorre no tubo digestorio desses vetores, que ao
picarem o hospedeiro vertebrado infectado ingerem macrdfagos com formas amastigotas (aflageladas) de Leishmania,
ocorrendo, no flebotomineo, o rompimento dessa célula e a liberacdo do parasito, que no seu tubo digestorio,
multiplica-se por divisao binaria e se diferencia em formas promastigotas (flageladas), aquelas consideradas infectantes
aos hospedeiros vertebrados suscetiveis. Embora nao esteja claro o papel na epidemiologia da LV, outras formas de
transmisséao da leishmaniose visceral canina (LVC) incluem a vertical (da méae para o filhote, via transplacentaria), a
venérea, e por transfusao sanguinea, dentre outras nao comprovadas até o momento.
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Com a inoculagao do protozoario (forma promastigota) na pele do cao, promove-se inicialmente uma resposta
inflamatoria local e a fagocitose do parasito por macréfagos, no interior dos quais perdem o flagelo e se transformam
em amastigotas, que se multiplicam por divisédo binaria no interior dessas células, podendo rompé-las e serem
fagocitadas por outros macréfagos, até a sua disseminacao, nos animais suscetiveis, para qualquer érgao, tecido
ou fluido corporal, mas particularmente para 6rgéos linféides (linfonodos, medula éssea, baco e figado).

Na LVC, a resposta imune é basicamente mediada por células T auxiliares, sendo que a resposta celular (Th1)
estd normalmente associada a capacidade do hospedeiro em controlar a infeccéo pela produgéo de citocinas
pro inflamatorias (interleucinas IL-2, IL-6 e IL-12, fator de necrose tumoral - TNF-a, e interferon gama - IFN-y),
e a resposta humoral (Th2) esta correlacionada com a progressao da doenca pela producao de citocinas anti-
inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, e fator transformador do crescimento beta - TGF-B), sendo que a
quantidade de anticorpos produzidos e imunocomplexos formados podem gerar desde um quadro subclinico até
multiplas manifestacées clinicas, e cujo periodo de incubacao pode ser variavel dependendo daimunocompeténcia
do animal infectado.

Apesar da aparente predisposicao do Boxer, Rottweiler, Cocker Spaniel Inglés e Pastor Alemao, principalmente
machos, em desenvolverem a doenca, qualquer raca canina, € tanto machos quanto fémeas, podem ser
acometidos. Ja quanto ao carater etario, a enfermidade é mais comumente verificada em caes mais jovens, até 3
anos de idade, possivelmente pela predisposicao genética, ou naqueles com idade superior aos 7 anos de vida,
por influéncia de causas imunodebilitantes como doengas cronicas, neoplasias, farmacos imunomoduladores,
coinfecgdes, dentre outras causas.

Manifestacoes clinicas e principais alteragoes laboratoriais

Relativamente ao aspecto clinico, a LVC pode se manifestar com um amplo espectro de apresentacoes e
em diferentes graus de gravidade, nao havendo sinais considerados especificos ou patognomoénicos da
enfermidade. Dessa forma, podem ocorrer alteragcoes clinicas relacionadas a qualquer érgao ou sistema, como
o cardiorrespiratorio, circulatorio, digestoério, geniturinario, locomotor, oftalmico, nervoso e, particularmente, o
tegumentar, sendo as manifestacdes clinicas mais comumente observadas no céo doente: alopecia (Figura
1A), disqueratinizacao (Figura 1B), dermatite erodo-ulcerativa e/ou papulo-nédulo-pustular, hiperqueratose
nasodigital, onicogrifose (Figura 1B), dentre outras alteracdes cutaneas; linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia;
emagrecimento progressivo, inapeténcia ou polifagia, diarreia; mucosas palidas, letargia; polilria, polidipsia,
émese; blefarite, ceratoconjuntivite, uveite, endoftalmite; vasculite, quadros hemorragicos, epistaxe, disturbios
de coagulacao; artrite/poliartrite, osteomielite, polimiosite, atrofia muscular; e menos comuns, incluem-se
manifestagdes neuroldgicas variadas, dentre outras.

Figura 1 - Co com diagndstico de leishmaniose visceral apresentando: A - Area de hipotricose em regido cérvico-toracica, com presenca de
eritema, e crostas hemdticas (setas); B - Unhas compridas (onicogrifose), hipotricose em patas anteriores, além de escamas furfurdceas visiveis
na mesa de consulta oriunda da descamagao generalizada apresentada pelo animal.

Fonte: Msc. Mauricio Franco Zanette / Dr. Claudio Nazaretian Rossi.
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Ja quanto as alteracdes laboratoriais, de maneira semelhante aquelas clinicas, sao consideradas inespecificas,
e podem estar relacionadas a problemas secundarios ocasionados pela prépria doenca e/ou por comorbidades
presentes. Dessaforma, osexameslaboratoriaisindicados paraavaliacao do estado geral e asrespectivas alteragcdes
mais comumente verificadas nos animais com LVC s&o: proteinograma (hiperproteinemia, hipoalbuminemia,
com diminuicdo da relagdo albumina:globulina); hemograma (eritrograma - anemia, particularmente do tipo
arregenerativa; leucograma - leucocitose ou leucopenia, linfopenia; hemostasia - trombocitopenia/citopatia,
disturbios de coagulacao, fibrindlise); exame de urina (proteindria; aumento da relacao proteina:creatinina urinaria
- RPC); bioguimica sérica (azotemia renal; elevacao do nivel das enzimas hepaticas).

Diagnostico especifico

Quanto ao diagnostico da LVC, esta baseado em trés categorias principais de provas, por meio dos seguintes
métodos: parasitolégicos, para identificacao do parasito; sorolégicos, para deteccao de anticorpos anti-
Leishmania sp; e moleculares, para amplificacao do DNA do protozoario.

Como nao ha nenhum método diagndstico considerado 100% sensivel e especifico, cada um deles apresenta
vantagens e desvantagens e sao indicados dependendo dos aspectos clinico-laboratoriais apresentados pelo
animal e do momento da sua infeccao. Em infeccoes naturais da enfermidade, multiplos métodos diagndsticos
devem ser empregados, uma vez que uma unica técnica pode nao identificar todos os animais parasitados, na
dependéncia particularmente do tipo de resposta imune apresentada pelo hospedeiro e do tempo decorrido
entre a sua infeccao e a ocasiao do diagndstico.

Para céaes que vivem em areas nao endémicas para LV, é de suma importancia questionar no momento da
anamnese se 0 animal nasceu, viveu e/ou se visitou esse tipo de regiéo, uma vez que existe a possibilidade de
que tenha sido infectado pelo parasito nessas ocasioes.

Métodos parasitologicos

Os métodos parasitologicos apresentam alta especificidade (somente ndo permitem discernir os protozoarios
causadores das formas visceral e tegumentar de leishmaniose), mas cuja sensibilidade esta diretamente
relacionada com a carga parasitaria do animal infectado e pode variar em funcdo da amostra coletada, do
tempo decorrido apds a infecgcdo e do momento da realizacao do exame. Tratam-se de técnicas indicadas
para a deteccao do parasito na sua forma amastigota (Figuras 2A e 2B), sendo que os métodos diretos sao
aqueles normalmente empregados na rotina clinica pela em geral facil coleta (por decalque de leséo cuténea
erodo-ulcerativa e/ou citologia aspirativa por agulha fina de lesées tegumentares papulo-nédulo-tumorais e/ou
de 6rgaos linféides, particularmente a partir de linfonodos e/ou medula éssea) e execucao do exame (corante
hematologico de rotina — Pandtico rapido, ou ainda, Giemsa, Leishman, Rosenfeld, dentre outros; leitura em
microscopia optica —aumento de 1000x, imersao).

Métodos soroldgicos

Quanto aos exames sorologicos, em geral apresentam altas sensibilidade e especificidade, porém, nao séao
indicados nos primeiros 3 a 5 meses pos infeccao particularmente em animais assintomaticos (janela imunoldgica
ou de soroconversao, que € o tempo decorrido entre a infeccao e a formacao de anticorpos anti-Leishmania sp
passiveis de serem detectados por esses métodos). Existem, rotineiramente disponiveis no mercado nacional,
tanto métodos soroldgicos qualitativos quanto aqueles considerados quantitativos.

Em relagao aos primeiros (testes rapidos comerciais — imunocromatograficos, ELISA), apresentam a vantagem de formecerem
resuftados rapidos, porém, sdo indicados como métodos de triagem, sendo recomendado, Nos casos positivos, que se proceda
a confimacao do diagndstico por outros métodos (soroldgico quantitativo, parasitoldgico e/oumaleculares, dentre outros).
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Figura 2 - Exame citolégico de linfonodo de cdo com leishmaniose visceral mostrando: A - Presenca de formas amastigotas de Leishmania
sp extracelulares (setas); A e B - Formas amastigotas de Leishmania sp localizadas no interior de macréfagos (circulados) (coloragédo pandtico,
microscopia éptica, aumento de 1000x - imersdo).

Fonte: Msc. Mauricio Franco Zanette / Dr. Claudio Nazaretian Rossi.

Ja quanto as técnicas sorolégicas quantitativas, aquelas geralmente utilizadas na rotina clinica séo o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), sendo possivel, por ambas, se
quantificar o nivel de anticorpos circulantes contra o agente. Pelo método de ELISA, ha que se ter conhecimento
do ponto de corte da reagéao (cut-off, padronizado pelo laboratério que realiza o teste), e da densidade optica do
animal testado (DO), onde sdo considerados negativos por essa técnica animais com DO abaixo do ponto de
corte da reacao, e aqueles com DO acima desse valor, sao reputados como positivos para LVC. Quanto a esses
resultados, ressalte-se que ha consenso mundial de que se podem considerar positivos diretamente apenas por
esse método os casos nos quais o animal testado apresenta DO pelo menos 2 a 4 vezes acima do ponto de corte
da reagao. Quanto a RIFI, no Brasil, reputam-se como sendo positivos para a enfermidade os animais com titulos
>1:40, porém, consensualmente se considera, internacionalmente, ser determinante o conhecimento do maior
titulo apresentado pelo cao testado (denominada titulagao plena ou total), uma vez que se sugere que animais
com titulos sorolégicos até 1:80 sejam considerados como suspeitos para LVC, ou seja, apenas titulos >1:160
seriam confirmatérios para o diagnostico da doenca diretamente por essa técnica.

No Brasil, os testes soroldgicos sdo aqueles indicados para o diagnéstico da enfermidade pelo Programa de
Vigilancia e Controle da LVC do Ministério Saude, sendo o imunocromatografico (DPP) recomendado como
método de triagem dos animais, e o ELISA como exame confirmatoério nos casos positivos pelo primeiro.

Métodos moleculares

A reagéo em cadeia pela polimerase (PCR) permite identificar e ampliar sequéncias de DNA do parasito a partir
de material oriundo de diversos tecidos, particularmente de ¢rgaos linféides (linfonodos, medula dssea, baco,
figado) e de bidpsias cutaneas (inclusive cortes histoldgicos de tecidos parafinados e congelados), dentre outros
(swab de conjuntiva, sangue, liquor, e vetor). E considerado o método diagnéstico mais sensivel nas fases iniciais
de infecgao, particularmente se 0 material € oriundo de 6rgaos linfoides.

Quanto a técnica de PCR empregada, aquelas em tempo real apresentam uma maior sensibilidade
comparativamente as convencionais, uma vez que, nas primeiras, o risco de contaminagao da amostra € menor
tendo em vista se tratar de uma técnica fechada. Além disso, por meio dela pode-se quantificar a carga parasitaria
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pela possibilidade de se determinar o nimero de copias de DNA presentes na amostra bioldgica, o que se
considera ser importante quando do monitoramento do paciente sob terapia ou pés tratamento de LVC.

Outros métodos

O diagndstico também pode ser instituido pelo emprego de exame histopatolégico, imunocito/histoquimica,
intradermorreacao (avaliagcao da resposta imune celular cuténea por meio de uma reacao de hipersensibilidade
tardia), citometria de fluxo (para deteccao da proporcao de linfécitos CD4+/CD8+), cultivo do parasito, inoculacéo
experimental em animais de laboratério, e xenodiagndstico (deteccao e isolamento do agente utilizando seu vetor
natural).

Estadiamento clinico da doenca canina

Os animais com LVC sao divididos em estégios clinicos, existindo diferentes sistemas de classificacéo clinica no
mundo. Dentre esses, segue distribuicao por classes baseada no tipo e intensidade das alteracdes clinicas e
laboratoriais, adaptada a partir da classificagao proposta pelo grupo LeishVet:

- Estagio | (doenca branda): sem manifestactes clinicas detectaveis (exceto por possivel linfadenopatia
periférica ou dermatite papular), com diagndstico soroldgico negativo ou positivo (ELISA em baixos
titulos, com densidade dptica menos que duas vezes acima do ponto de corte da reacéo; RIFI com
resultado até 1:80; teste rapido qualitativo negativo ou positivo), mas sem anormalidades laboratoriais
e sem confirmacao por outros métodos diagndsticos (parasitoldgico / molecular), o que é considerado
como animal suspeito para LVC por alguns autores;

- Estagio Il (doenca moderada): manifestacdes do estdgio | além de outras lesdes cutdneas
(disqueratinizacéo, onicogrifose, ulceractes) e/ou sistémicas associadas (anorexia, perda de peso,
febre, epistaxe), com alteracOes laboratoriais (anemia arregenerativa branda, hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia), diagndstico soroldgico (ELISA e/ou RIFI com titulos baixos ou elevados; teste rapido
qualitativo positivo), parasitologico e/ou molecular positivo. Caes nesse estagio podem, ainda, ser
classificados em dois subestagios: a) auséncia de anormalidades no perfil bioquimico renal e auséncia
de proteinuria; b) creatinina sérica inferior a 1,4mg/dL e RPC entre 0,5 e 1;

- Estagio Il (doenca grave): manifestacdes clinicas dos estagios | e Il associadas a alteragdes
imunomediadas (vasculite, artrite, glomerulonefrite, uveite) e laboratoriais (anemia arregenerativa,
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, creatinina sérica inferior a 1,4mg/dL e RPC superior a 1 ou
creatinina sérica entre 1,4 e 2mg/dL), além de diagndstico sorologico (ELISA e/ou RIFI com titulos
elevados; teste rapido qualitativo positivo), parasitolégico e/ou molecular positivos;

- Estagio IV (doenca muito grave): evidéncias clinicas dos estagios | a lll associado a tromboembolismo
pulmonar, sindrome nefrético ou insuficiéncia renal terminal, além de alteracdes laboratoriais (anemia
arregenerativa, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, creatinina sérica superior a 2mg/dL, elevada
proteintria e RPC superior a 5), diagndstico sorologico (ELISA e/ou RIFI com titulos médios a elevados;
teste rapido qualitativo positivo), parasitoldgico e/ou molecular positivos.
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Tratamento e prognostico

Como colocado anteriormente, o animais com LVC sao divididos em estagios clinicos de acordo com as
manifestagdes clinico-laboratoriais e método(s) diagndstico(s) empregado(s) para o diagnéstico da enfermidade.
O tratamento é indicado na sua forma multimodal, ou seja, associando-se um farmaco leishmanicida (age
eliminando parasitos) associado a leishmaniostatico (visa impedir a replicacdo do protozoario), imunoestimulante
(melhora a resposta imune contra o parasito), e/ou imunomodulador, (auxiliar na melhora clinica, diminuindo a
resposta inflamatdria e formacdo de imunocomplexos). Além disso, é imprescindivel que o animal sob terapia
receba tratamento suporte, de acordo com a necessidade, tendo em vista sua situacao clinica, bem como
seja desverminado, utilize ectoparasiticida continuamente, imunizado contra outras doencas infecciosas, e
acompanhado clinico-laboratorialmente de forma frequente durante toda a vida. O progndstico € variavel de
acordo com o estagio que o animal se encontra, indo de bom, bom a reservado, reservado a mau, e mau,
respectivamente, nos estagios |, II, lll e IV conforme previamente descritos.

Controle e prevengao

Em virtude das caracteristicas epidemiolégicas e do conhecimento ainda insuficiente quanto aos varios elementos
que compdem a cadeia de transmissao da LVC, as estratégias de controle indicadas pela Fundacao Nacional
de Saude (FUNASA) estao voltadas para a eliminacao do reservatério (cédo sororreagente); combate ao vetor
por meio da borrifacdo de repelentes/inseticidas (piretréides, organoclorados, organofosforados), do manejo
ambiental para a reducao da proliferacdo de flebotomineos (evitar o acumulo de matéria organica), e atividades
de educacéao em saude; e tratamento e reducao do risco de infeccdo em humanos.

Nesse contexto, quando se atua na prevencao da LVC, o ideal € que se trabalhe com o conceito de Double
Defense (Dupla Defesa), abordagem multimodal baseada no conceito de proteger o animal topicamente por
meio de principios com acao repelente/inseticida (pipetas e/ou coleiras), controlando os flebotomineos, vetores
naturais da enfermidade; e sistemicamente, pelo uso de produtos que tenham acao contra o protozoario, quer
seja coibindo o seu desenvolvimento ou o eliminando pela acéo direta do préprio farmaco contra, ou por meio
do estimulo da resposta imune do animal infectado para atuar contra o parasito pela utilizagdo de imundgeno
(vacina recombinante Leish-Tec®). Ou seja, o protocolo de Double Defense para a LVC consiste em utilizar
duas ferramentas para protecao do animal: a protecao externa, contra o vetor, com produto topico repelente e
inseticida (como o Vectra 3D®), e a protecéo interna, com a utilizagéo de vacina que estimula a imunidade celular
do cao infectado contra o parasito (Leish-Tec®, a Unica vacina aprovada no Brasil para esse fim).
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