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RESUMO

As leishmanioses sdo enfermidades de potencial zoonético causadas pelos
protozoarios Leishmania spp., que sdo transmitidos por fémeas de flebotomineos
infectadas. O presente estudo teve por objetivo descrever o quadro clinico e
laboratorial de leishmaniose visceral e relatar o isolamento de Leishmania spp. de
baco e figado em um espécime canino admitido na Clinica Veterinaria Universitaria
da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do
Tocantins no ano de 2015. O animal apresentou quadro de claudicagéo e dor nas
articulacbes calcanea direito e esquerda, na articulacdo metacarpiana do membro
anterior direito e na articulacdo fémoro-tibio-patelar. Foi realizada a puncgéo
aspirativa por agulha fina do linfonodo popliteo e pré-escapular do animal para
exame parasitologico direto para Leishmania spp. Apds a confirmacao da presenca
de formas amastigotas de Leishmania spp. no exame parasitolégico, o animal foi
submetido & eutandsia e necropsia. Foi ainda realizado o diagndstico molecular pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase, constatando a infeccao por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi. Amostras coletadas de baco e figado foram
inoculadas em Meio Grace, apresentando crescimento significativo de formas
promastigotas de Leishmania sp. ap0s quatro dias de incubacdo. Portanto,
observou-se a presenca de quadro de poliartrite em paciente canino no municipio de
Araguaina e que as técnicas parasitolégicas, moleculares e microbiolégicas podem
ser utilizadas no diagnéstico da leishmaniose visceral em céaes.
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ISOLATION OF Leishmania (Leishmania) infantum chagasi IN DOG WITH
POLYARTHRITIS IN THE CITY OF ARAGUAINA, 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 Araguaina and that parasitological, molecular and
microbiological techniques can be used in the diagnosis of visceral leishmaniasis in
dogs.

KEYWORDS: leishmaniasis, synovial fluid, immune complexes.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral ou calazar (LV) € uma zoonose considerada de alta
letalidade sem um diagnostico rapido e tratamento deficitario, sendo ainda
determinada como uma doenca tropical negligenciada (BEJANO et al., 2021,
SILVEIRA et al., 2021). E causada por protozoarios do género Leishmania spp. e
transmitida principalmente por flebotomineos do género Lutzomyia spp.
(ZIEMNICZAK et al., 2021). O vetor de Leishmania spp. tem um raio de 100 metros
de dispersdo em sua maior proporcdo, contudo pode chegar a maiores distancias
dependendo das condi¢cdes e obstaculos ambientais (GALVIS-OVALLOS et al.,
2018). A espécie canina € considerada o0 reservatério mais importante da
leishmaniose no espacgo urbano, embora animais silvestres também venham sendo
identificados como reservatoérios (TRAVI et al., 2018).

Os meétodos recomendados pelo Ministério da Saude no Brasil para o
diagnéstico da leishmaniose visceral canina (LVC) incluem a utilizacdo do teste
imunocromatografico (Dual Path Platform technology-DPP) como exame de triagem
e do ensaio imunoenzimatico (ELISA) como teste confirmatério (SILVA et al., 2016).

O método parasitolégico como recurso diagnostico oferece especificidade de
aproximadamente 100% e constitui uma opc¢ado adequada a locais com menor
infraestrutura para execugcdo de exames soroldgicos, moleculares e microbiolégicos
(LAURENTI et al., 2009; BRAZ et al., 2014). Existe, no entanto, a limitacdo da
determinacdo da espécie-especifica, uma vez que as diferentes espécies do género
Leishmania spp. produzem formas amastigotas semelhantes, sendo possivel a
diferenciagéo apenas por métodos moleculares.
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Os meétodos moleculares apresentam boa sensibilidade e especificidade,
especialmente os primers que utilizam o DNA de minicirculo de kinetoplasto (kDNA),
sendo bastante Uteis no diagndstico da LVC em estagios clinicos iniciais e em caes
sem sinais clinicos (FERNANDES et al., 2019). Entretanto, ainda ndo ha um
consenso nacional e internacional sobre a padronizacao do protocolo de diagndstico
molecular da LVC em caes (GALLUZI et al., 2018).

O isolamento de Leishmania spp. em cultivo depende de condi¢cbes estéreis
de coleta e a necessidade de manutencdo em estufas microbiolégicas de demanda
bioquimica de oxigénio (BOD) em média a aproximadamente 25° 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 vigilancia ativa e
passiva focadas no controle populacional de cdes no espaco urbano, bem como na
eutanasia de cédes sorologicamente positivos, inquéritos amostrais periédicos e
monitoramento dos vetores (COSTA et al., 2020). Atualmente jA se encontra
disponivel em territério brasileiro a opcdo do tratamento da LVC com o principio
ativo Miltefosina (ARAUJO et al., 2018). O objetivo do presente estudo € relatar um
caso clinico de leishmaniose visceral canina com sinais de poliartrite, além de
descrever o isolamento e detec¢cdo molecular de Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi.

RELATO DO CASO

Foi atendida no dia 05 de novembro de 2015 na Clinica Veterinaria
Universitaria da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
do Tocantins (CVU-EMVZ/UFT), cadela, sem raca definida, fémea, cinco meses de
idade, sete quilos, porte mediano, proveniente do municipio de Araguaina,
Tocantins, Brasil. Na anamnese, foi informado pelo tutor de que a queixa principal
eram constantes dores nas patas dianteiras e traseiras, claudicacdo em dois
membros e episédios de incapacidade de se levantar devido as dores nas
articulacdes. O animal apresentava os sinais ha quinze dias, segundo o tutor.

O animal havia sido adotado ha 45 dias antes do atendimento no CVU-
EMVZ/UFT em eventos de adocdo promovido por entidade de protecdo animal. O
tutor foi orientado a realizar exames prévios para constatacdo de doencas
endémicas na regido no momento da ado¢cdo para ndo incorrer em prejuizo a sua
saude e dos animais contactantes.

No exame clinico o animal apresentou mucosas normocoradas, frequéncia
cardiaca e pulmonar de acordo com os padrbes de referéncia para a espécie e
idade, linfonodos submandibulares, pré-escapulares e popliteos aumentados,
aumento de volume do bago, desidratado, magro, pelame com opacidade, magro,
com dificuldade de locomocgao, vocalizacdo de dor ao caminhar, com sensibilidade
no calcaneo direito e esquerdo, além do aumento de volume e sensibilidade na
regido metacarpiana do membro anterior direito, nas articulacdes calcanea direito e
esquerda, e na articulagdo fémoro-tibio-patelar constatando-se, portanto de
poliartrite. Observou-se ainda esplenomegalia na palpacdo abdominal.

Em virtude da regido norte do Tocantins ser &rea endémica para
leishmaniose o animal foi submetido a puncdo aspirativa por agulha fina dos
linfonodos popliteos e submandibulares seguido do exame parasitolégico de
Leishmania spp. Hemograma e exames bioquimicos (aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase, ureia, creatinina, proteina total e frac6es) também foram
solicitados.
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Os exames foram recebidos um dia apdés a consulta clinica no HVU-
EMVZ/UFT, sendo administrado durante este periodo cloridrato de Tramadol
(3mg/Kg/POITID). O exame radiografico somente seria solicitado caso o animal
fosse negativo ao exame parasitologico para Leishmania spp.

Foram observadas: anemia normocitica hipocrébmica, linfocitose e
trombocitopenia e aumento sérico de ureia no exame bioquimico. No exame
parasitologico foi observada grande quantidade de formas amastigotas
caracteristicas de Leishmania spp. (corpusculos de Donovan), classificado pelo
Laboratério de Parasitologia Veterinaria da EMVZ/UFT como altamente parasitado,
gue ocorre quando mais de sete formas amastigotas sdo encontradas em um campo
microscopico.

O tutor foi entdo comunicado na segunda consulta (retorno) que a
leishmaniose canina era uma zoonose, € que constituia um risco para a saude
publica e animal. A eutanasia do cado foi recomendada ao tutor, visto que o
tratamento foi inviabilizado por ndo existir produto registrado para o tratamento em
caes, em territorio brasileiro na época do atendimento. Apds o consentimento do
tutor com o método recomendado, procedeu-se a eutanasia do animal de acordo
com a legislagao vigente.

Apés a eutanasia foi realizada a necropsia, e foi constatado
macroscopicamente que o baco estava aumentado de volume, além da poliartrite
nos membros anteriores e posteriores. Microscopicamente foram observadas formas
amastigotas de Leishmania spp. em imprint do tecido esplénico, em esfregaco da
medula obtida por puncdo no trocanter maior do fémur e pela artrocentese do liquido
sinovial da articulagdo fémoro-tibio-patelar.

Amostras de baco, figado, medula e liquido sinovial foram retirados para
inoculagdo em Meio Grace e incubagdo a 25°C. Foram visualizadas formas
promastigotas no quarto dia pos-inoculacdo apenas na amostra retirada do baco e
figado.

Amostras do tecido hepatico obtidas durante a necropsia do animal foram
submetidas a extracdo de DNA pelo Kit GenElute Mammalian Genomic DNA
Miniprep (Sigma-Aldrich®, United States), de acordo com as recomendacées 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 reacdo de PCR ocorreu em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific®, United States) sob as seguintes
condicdes: um ciclo inicial de desnaturacédo de 95 °C por 5 minutos; uma sequéncia
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 especifica (Bio-rad®, United States) a 140V por cinco minutos, seguido de 45
minutos a 110V. Para a leitura, 10uL de cada amostra foi homogeneizada junto a
2,5uL de azul de bromofenol a 0,25% e aplicada em gel de agarose a 1,5% (Agarose
LE, Uniscience®, Brasil) contendo 3,8uL de brometo de etidio. Apds esse processo,
procedeu-se com a visualizagdo em transiluminador de luz UV (Figura 1).
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FIGURA 1. Reacao em Cadeia pela Polimerase para Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi em amostras biologicas provenientes de animais domeésticos do municipio de
Araguaina-TO. Observar: 1-marcador de peso molecular de 100pb; 2- Controle positivo,
Cepa P75; 3- animal positivo; 4- animal positivo; 5- animal positivo; 6- Biopsia de figado
de paciente canino (Meg); 7- animal negativo; 8- animal negativo; 9- animal negativo;
10- animal negativo; 11- animal negativo; 12- animal negativo; 13- po¢o sem amostra;
14- Controle negativo. Verificar a positividade das amostras dos pogos 2 a 6 pela
distribuicdo das bandas a uma altura de 447pb.

Fonte: Arquivo pessoal dos autores (2021).

DISCUSSAO

Ndo é raro encontrar animais com quadro de artrite causada por
leishmaniose visceral em caes, e tal quadro clinico se deve a presenca direta do
agente na articulacdo que causa reacdo inflamatéria local ou a deposicdo de
imunocomplexos (GIZZARELLO et al., 2020). A utilizacdo da artrocentese seguida
do exame citolégico do liquido sinovial € uma opcdo para o diagnéstico
parasitolégico em animais que vieram a 0Obito, e, quando aplicada em animais vivos,
a coleta deve ser feita sempre com o animal sob anestesia geral ou sedacao
(CHAVES et al., 2015). Em caes com leishmaniose confirmada laboratorialmente, a
presenca de formas amastigotas no liquido sinovial pode chegar a 87,5% (SILVA et
al., 2014). Renno et al. (2019), no entanto, ressaltam que a sensibilidade é melhor
em animais no estagio trés da doenca, ou seja, em animais com quadros graves.
Outras espécies de Leishmania spp., como a Leishmania (Leishmania) amazonesis
também acarretam quadros clinicos com apresentacao de poliartrite (HOFFMANN et
al., 2012).

A presenca de anemia e trombocitopenia corroborou ao encontrado por Braz
et al. (2015). A anemia normocrémica também €& comum em quadros de LVC,
contudo a hipocromia pode ser atribuida aos distlrbios pro-inflamatorios na
leishmaniose visceral ativa que levam a alteracdes no perfil de citocinas acarretando
armazenamento de ferro mediado por hepcidina em macrofagos, reduzindo sua
disponibilidade para eritropoiese (SINGH et al., 2019). A trombocitopenia também é
um achado comum na leishmaniose canina e pode decorrer por distarbios na
trombocitopoese, aumento por consumo ou por mecanismos trombocitopénicos
imunomediados (DOMINGUEZ; TORANO, 2001). A elevacdo da ureia sérica pode
ser decorrente de comprometimento renal (EBERT et al., 2021). As lesbes renais
tubulares e intersticiais e especificas da doenca séo relacionadas a deposicéo por
imunocomplexos ou mecanismos imunocelulares decorrente da infeccdo por
Leishmania spp. (SALGADO-FILHO et al., 2003).
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O diagnostico parasitolégico possui alta especificidade, contudo pode
ocorrer variacdo na sensibilidade (30-85%), pois os parasitos nao se encontram
homogeneamente distribuidos nos tecidos do animal parasitado (LAURENTI et al.,
2009; BRAZ et al., 2014). Em caes, com ou sem historico clinico de leishmaniose, no
municipio de Araguaina, jA se observou prevaléncia de 40,7% utilizando o
diagnédstico parasitolégico por puncdo de linfonodos periféricos (SANTOS et al.,
2017). Portanto, ainda que tenha uma limitacdo de sensibilidade, constitui
ferramenta prética no diagndstico laboratorial.

O isolamento permite caracterizar a espécie de Leishmania spp. que
acometeu o animal, além de possibilitar o desenvolvimento de testes sorolégicos
com antigenos de cepas circulantes na regido, o que pode aumentar a sensibilidade
no desenvolvimento de testes soroldégicos com antigeno bruto do isolado, e, quando
associado a antigenos recombinantes pode aperfeicoar o teste (ROSARIO et al.,
2005). Contudo, além da maior necessidade de infraestrutura, ainda ha a
desvantagem das contaminacfes, durante a coleta, apds a inoculacdo no meio de
cultura, ou até mesmo posteriormente ao isolamento ocasionada principalmente por
contaminacdao fungica ou bacteriana.

O diagndstico molecular € util para determinacdo 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 inicio da doenca em comparacao
com outros iniciadores. O diagnéstico molecular é promissor, contudo, ha
necessidade de uma padronizacdo a nivel internacional ou nacional, além da
utilizacao de equipamentos especializados limita a sua aplicacdo. No entanto, com o
advento de processos que reduzam 0s insumos e equipamentos a tendéncia € que
se empreguem cada vez mais as técnicas moleculares no diagnéstico clinico-
veterinario e na rotina laboratorial.

CONCLUSAO
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi pode acarretar quadros clinicos
de poliartrite em cdes no municipio de Araguaina. Existe, portanto, a possibilidade
da utilizacdo do isolamento, do diagndstico parasitoloégico e molecular em quadros
clinicos compativeis com leishmaniose visceral canina com bons resultados,
demonstrando, deste modo, alternativas para o estudo filogenético do parasito e
auxilio no fechamento do diagnéstico médico-veterinario.
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