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RESUMO
As leishmanioses são enfermidades de potencial zoonótico causadas pelos
protozoários Leishmania spp., que são transmitidos por fêmeas de flebotomíneos
infectadas. O presente estudo teve por objetivo descrever o quadro clínico e
laboratorial de leishmaniose visceral e relatar o isolamento de Leishmania spp. de
baço e fígado em um espécime canino admitido na Clínica Veterinária Universitária
da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal do
Tocantins no ano de 2015. O animal apresentou quadro de claudicação e dor nas
articulações calcânea direito e esquerda, na articulação metacarpiana do membro
anterior direito e na articulação fêmoro-tíbio-patelar. Foi realizada a punção
aspirativa por agulha fina do linfonodo poplíteo e pré-escapular do animal para
exame parasitológico direto para Leishmania spp. Após a confirmação da presença
de formas amastigotas de Leishmania spp. no exame parasitológico, o animal foi
submetido à eutanásia e necropsia. Foi ainda realizado o diagnóstico molecular pela
técnica de reação em cadeia da polimerase, constatando a infecção por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi. Amostras coletadas de baço e fígado foram
inoculadas em Meio Grace, apresentando crescimento significativo de formas
promastigotas de Leishmania sp. após quatro dias de incubação. Portanto,
observou-se a presença de quadro de poliartrite em paciente canino no município de
Araguaína e que as técnicas parasitológicas, moleculares e microbiológicas podem
ser utilizadas no diagnóstico da leishmaniose visceral em cães.
PALAVRAS-CHAVE: leishmaniose, líquido sinovial, imunocomplexos.

Version in english:
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ISOLATION OF Leishmania (Leishmania) infantum chagasi IN DOG WITH
POLYARTHRITIS IN THE CITY OF ARAGUAÍNA, TOCANTINS: CASE REPORT

ABSTRACT
Leishmaniasis are diseases with zoonotic potential caused by the protozoan
Leishmania spp., which are transmitted by infected female phlebotomines. The
present study aimed to describe the clinical condition and laboratory of visceral
leishmaniasis and to report the isolation of Leishmania spp. from spleen and liver of a
canine specimen admitted to the University Veterinary Clinic of the School of
Veterinary Medicine and Zootechnics of the Federal University of Tocantins in 2015.
The animal presented a condition of lameness and pain in the right and left calcaneal
joints, in the metacarpal joint of the right forelimb and in the femoral-tibio-patellar
joint. Fine-needle aspiration puncture of the animal's popliteal and pre-scapular
lymph nodes was performed for direct parasitological examination for Leishmania
spp. After confirming the presence of amastigote forms of Leishmania spp. in the
parasitological examination, the animal was submitted to euthanasia and necropsy.
Molecular diagnosis was also performed using the polymerase chain reaction
technique, verifying an infection by Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.
Samples collected from spleen and liver were inoculated in Grace medium, with a
significant increase in promastigote forms of Leishmania sp. after four days of
incubation. Therefore, it was observed the presence of polyarthritis in a canine
patient in the city of Araguaína and that parasitological, molecular and
microbiological techniques can be used in the diagnosis of visceral leishmaniasis in
dogs.
KEYWORDS: leishmaniasis, synovial fluid, immune complexes.

INTRODUÇÃO
A leishmaniose visceral ou calazar (LV) é uma zoonose considerada de alta

letalidade sem um diagnóstico rápido e tratamento deficitário, sendo ainda
determinada como uma doença tropical negligenciada (BEJANO et al., 2021;
SILVEIRA et al., 2021).  É causada por protozoários do gênero Leishmania spp. e
transmitida principalmente por flebotomíneos do gênero Lutzomyia spp.
(ZIEMNICZAK et al., 2021). O vetor de Leishmania spp. tem um raio de 100 metros
de dispersão em sua maior proporção, contudo pode chegar a maiores distâncias
dependendo das condições e obstáculos ambientais (GALVIS-OVALLOS et al.,
2018). A espécie canina é considerada o reservatório mais importante da
leishmaniose no espaço urbano, embora animais silvestres também venham sendo
identificados como reservatórios (TRAVI et al., 2018).

Os métodos recomendados pelo Ministério da Saúde no Brasil para o
diagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC) incluem a utilização do teste
imunocromatográfico (Dual Path Platform technology-DPP) como exame de triagem
e do ensaio imunoenzimático (ELISA) como teste confirmatório (SILVA et al., 2016).

O método parasitológico como recurso diagnóstico oferece especificidade de
aproximadamente 100% e constitui uma opção adequada a locais com menor
infraestrutura para execução de exames sorológicos, moleculares e microbiológicos
(LAURENTI et al., 2009; BRAZ et al., 2014). Existe, no entanto, a limitação da
determinação da espécie-específica, uma vez que as diferentes espécies do gênero
Leishmania spp. produzem formas amastigotas semelhantes, sendo possível a
diferenciação apenas por métodos moleculares.

http://www.conhecer.org.br/enciclop/2021C/isolamento2.pdf
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Os métodos moleculares apresentam boa sensibilidade e especificidade,
especialmente os primers que utilizam o DNA de minicírculo de kinetoplasto (kDNA),
sendo bastante úteis no diagnóstico da LVC em estágios clínicos iniciais e em cães
sem sinais clínicos (FERNANDES et al., 2019). Entretanto, ainda não há um
consenso nacional e internacional sobre a padronização do protocolo de diagnóstico
molecular da LVC em cães (GALLUZI et al., 2018).

O isolamento de Leishmania spp. em cultivo depende de condições estéreis
de coleta e a necessidade de manutenção em estufas microbiológicas de demanda
bioquímica de oxigênio (BOD) em média a aproximadamente  25º C, podendo ser
cultivada nos meios Grace, Roswell Park Memorial Institute (RMPI 1640) e Novy-
MacNeal-Nicolle (NNN) (SANTOS et al., 2018; SIRIPATTANAPIPONG et al., 2019).

Atualmente o controle da LV se baseia em medidas de vigilância ativa e
passiva focadas no controle populacional de cães no espaço urbano, bem como na
eutanásia de cães sorologicamente positivos, inquéritos amostrais periódicos e
monitoramento dos vetores (COSTA et al., 2020). Atualmente já se encontra
disponível em território brasileiro a opção do tratamento da LVC com o princípio
ativo Miltefosina (ARAÚJO et al., 2018). O objetivo do presente estudo é relatar um
caso clínico de leishmaniose visceral canina com sinais de poliartrite, além de
descrever o isolamento e detecção molecular de Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi.

RELATO DO CASO
Foi atendida no dia 05 de novembro de 2015 na Clínica Veterinária

Universitária da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal
do Tocantins (CVU-EMVZ/UFT), cadela, sem raça definida, fêmea, cinco meses de
idade, sete quilos, porte mediano, proveniente do município de Araguaína,
Tocantins, Brasil. Na anamnese, foi informado pelo tutor de que a queixa principal
eram constantes dores nas patas dianteiras e traseiras, claudicação em dois
membros e episódios de incapacidade de se levantar devido às dores nas
articulações. O animal apresentava os sinais há quinze dias, segundo o tutor.

O animal havia sido adotado há 45 dias antes do atendimento no CVU-
EMVZ/UFT em eventos de adoção promovido por entidade de proteção animal. O
tutor foi orientado a realizar exames prévios para constatação de doenças
endêmicas na região no momento da adoção para não incorrer em prejuízo a sua
saúde e dos animais contactantes.

No exame clínico o animal apresentou mucosas normocoradas, frequência
cardíaca e pulmonar de acordo com os padrões de referência para a espécie e
idade, linfonodos submandibulares, pré-escapulares e poplíteos aumentados,
aumento de volume do baço, desidratado, magro, pelame com opacidade, magro,
com dificuldade de locomoção, vocalização de dor ao caminhar, com sensibilidade
no calcâneo direito e esquerdo, além do aumento de volume e sensibilidade na
região metacarpiana do membro anterior direito, nas articulações calcânea direito e
esquerda, e na articulação fêmoro-tíbio-patelar constatando-se, portanto de
poliartrite. Observou-se ainda esplenomegalia na palpação abdominal.

Em virtude da região norte do Tocantins ser área endêmica para
leishmaniose o animal foi submetido à punção aspirativa por agulha fina dos
linfonodos poplíteos e submandibulares seguido do exame parasitológico de
Leishmania spp. Hemograma e exames bioquímicos (aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase, ureia, creatinina, proteína total e frações) também foram
solicitados.
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Os exames foram recebidos um dia após a consulta clínica no HVU-
EMVZ/UFT, sendo administrado durante este período cloridrato de Tramadol
(3mg/Kg/PO/TID). O exame radiográfico somente seria solicitado caso o animal
fosse negativo ao exame parasitológico para Leishmania spp.

Foram observadas: anemia normocítica hipocrômica, linfocitose e
trombocitopenia e aumento sérico de ureia no exame bioquímico. No exame
parasitológico foi observada grande quantidade de formas amastigotas
características de Leishmania spp. (corpúsculos de Donovan), classificado pelo
Laboratório de Parasitologia Veterinária da EMVZ/UFT como altamente parasitado,
que ocorre quando mais de sete formas amastigotas são encontradas em um campo
microscópico.

O tutor foi então comunicado na segunda consulta (retorno) que a
leishmaniose canina era uma zoonose, e que constituía um risco para a saúde
pública e animal. A eutanásia do cão foi recomendada ao tutor, visto que o
tratamento foi inviabilizado por não existir produto registrado para o tratamento em
cães, em território brasileiro na época do atendimento. Após o consentimento do
tutor com o método recomendado, procedeu-se à eutanásia do animal de acordo
com a legislação vigente.

Após a eutanásia foi realizada a necropsia, e foi constatado
macroscopicamente que o baço estava aumentado de volume, além da poliartrite
nos membros anteriores e posteriores. Microscopicamente foram observadas formas
amastigotas de Leishmania spp. em imprint do tecido esplênico, em esfregaço da
medula obtida por punção no trocanter maior do fêmur e pela artrocentese do líquido
sinovial da articulação fêmoro-tíbio-patelar.

Amostras de baço, fígado, medula e líquido sinovial foram retirados para
inoculação em Meio Grace e incubação a 25ºC. Foram visualizadas formas
promastigotas no quarto dia pós-inoculação apenas na amostra retirada do baço e
fígado.

Amostras do tecido hepático obtidas durante a necropsia do animal foram
submetidas à extração de DNA pelo Kit GenElute Mammalian Genomic DNA
Miniprep (Sigma-Aldrich®, United States), de acordo com as recomendações do
fabricante. Em seguida, a foi realizada a PCR convencional utilizando os iniciadores
MC1 (5’-GTTAGCCGATGGTGGTCTTG-3’) e MC2 (5’-
CACCCATTTTTCCGATTTTG-3’), conforme a metodologia descrita por Cortes et al.
(2004).

A reação de PCR ocorreu em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific®, United States) sob as seguintes
condições: um ciclo inicial de desnaturação de 95 °C por 5 minutos; uma sequência
de 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 61°C por 30 segundos e 72 °C por um
minuto; e um ciclo de final de 72 °C por 10 minutos. A eletroforese foi realizada em
cuba específica (Bio-rad®, United States) à 140V por cinco minutos, seguido de 45
minutos a 110V. Para a leitura, 10μL de cada amostra foi homogeneizada junto a
2,5μL de azul de bromofenol a 0,25% e aplicada em gel de agarose a 1,5% (Agarose
LE, Uniscience®, Brasil) contendo 3,8µL de brometo de etídio. Após esse processo,
procedeu-se com a visualização em transiluminador de luz UV (Figura 1).
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FIGURA 1. Reação em Cadeia pela Polimerase para Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi em amostras biológicas provenientes de animais domésticos do município de
Araguaína-TO. Observar: 1-marcador de peso molecular de 100pb; 2- Controle positivo,
Cepa P75; 3- animal positivo; 4- animal positivo; 5- animal positivo; 6- Biópsia de fígado
de paciente canino (Meg); 7- animal negativo; 8- animal negativo; 9- animal negativo;
10- animal negativo; 11- animal negativo; 12- animal negativo; 13- poço sem amostra;
14- Controle negativo. Verificar a positividade das amostras dos poços 2 à 6 pela
distribuição das bandas a uma altura de 447pb.

Fonte: Arquivo pessoal dos autores (2021).

DISCUSSÃO
Não é raro encontrar animais com quadro de artrite causada por

leishmaniose visceral em cães, e tal quadro clínico se deve a presença direta do
agente na articulação que causa reação inflamatória local ou a deposição de
imunocomplexos (GIZZARELLO et al., 2020). A utilização da artrocentese seguida
do exame citológico do líquido sinovial é uma opção para o diagnóstico
parasitológico em animais que vieram a óbito, e, quando aplicada em animais vivos,
a coleta deve ser feita sempre com o animal sob anestesia geral ou sedação
(CHAVES et al., 2015). Em cães com leishmaniose confirmada laboratorialmente, a
presença de formas amastigotas no líquido sinovial pode chegar a 87,5% (SILVA et
al., 2014). Rennó et al. (2019), no entanto, ressaltam que a sensibilidade é melhor
em animais no estágio três da doença, ou seja, em animais com quadros graves.
Outras espécies de Leishmania spp., como a Leishmania (Leishmania) amazonesis
também acarretam quadros clínicos com apresentação de poliartrite (HOFFMANN et
al., 2012).

A presença de anemia e trombocitopenia corroborou ao encontrado por Braz
et al. (2015). A anemia normocrômica também é comum em quadros de LVC,
contudo a hipocromia pode ser atribuída aos distúrbios pró-inflamatórios na
leishmaniose visceral ativa que levam a alterações no perfil de citocinas acarretando
armazenamento de ferro mediado por hepcidina em macrófagos, reduzindo sua
disponibilidade para eritropoiese (SINGH et al., 2019). A trombocitopenia também é
um achado comum na leishmaniose canina e pode decorrer por distúrbios na
trombocitopoese, aumento por consumo ou por mecanismos trombocitopênicos
imunomediados (DOMINGUEZ; TORAÑO, 2001). A elevação da ureia sérica pode
ser decorrente de comprometimento renal (EBERT et al., 2021). As lesões renais
tubulares e intersticiais e específicas da doença são relacionadas à deposição por
imunocomplexos ou mecanismos imunocelulares decorrente da infecção por
Leishmania spp. (SALGADO-FILHO et al., 2003).
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O diagnóstico parasitológico possui alta especificidade, contudo pode
ocorrer variação na sensibilidade (30-85%), pois os parasitos não se encontram
homogeneamente distribuídos nos tecidos do animal parasitado (LAURENTI et al.,
2009; BRAZ et al., 2014). Em cães, com ou sem histórico clínico de leishmaniose, no
município de Araguaína, já se observou prevalência de 40,7% utilizando o
diagnóstico parasitológico por punção de linfonodos periféricos (SANTOS et al.,
2017). Portanto, ainda que tenha uma limitação de sensibilidade, constitui
ferramenta prática no diagnóstico laboratorial.

O isolamento permite caracterizar a espécie de Leishmania spp. que
acometeu o animal, além de possibilitar o desenvolvimento de testes sorológicos
com antígenos de cepas circulantes na região, o que pode aumentar a sensibilidade
no desenvolvimento de testes sorológicos com antígeno bruto do isolado, e, quando
associado à antígenos recombinantes pode aperfeiçoar o teste (ROSÁRIO et al.,
2005). Contudo, além da maior necessidade de infraestrutura, ainda há a
desvantagem das contaminações, durante a coleta, após a inoculação no meio de
cultura, ou até mesmo posteriormente ao isolamento ocasionada principalmente por
contaminação fúngica ou bacteriana.

O diagnóstico molecular é útil para determinação da espécie de Leishmania
spp, mas também para o estudo filogenético do parasito. Fernandes et al. (2019)
indica maior capacidade do primer (13A/13B) desenvolvido por Rodgers et al. (1990)
em detectar de espécimes caninos positivos no início da doença em comparação
com outros iniciadores. O diagnóstico molecular é promissor, contudo, há
necessidade de uma padronização a nível internacional ou nacional, além da
utilização de equipamentos especializados limita a sua aplicação. No entanto, com o
advento de processos que reduzam os insumos e equipamentos a tendência é que
se empreguem cada vez mais as técnicas moleculares no diagnóstico clínico-
veterinário e na rotina laboratorial.

CONCLUSÃO
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi pode acarretar quadros clínicos

de poliartrite em cães no município de Araguaína. Existe, portanto, a possibilidade
da utilização do isolamento, do diagnóstico parasitológico e molecular em quadros
clínicos compatíveis com leishmaniose visceral canina com bons resultados,
demonstrando, deste modo, alternativas para o estudo filogenético do parasito e
auxílio no fechamento do diagnóstico médico-veterinário.
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