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RESUMO

MARTINS, Yanna Nascimento de Figueiredo, Universidade Federal da Paraiba,
junho, 2016. Manifestacdo ocular atipica da leishmaniose e diagndéstico
parasitolégico por imprint conjuntival em céo: relato de caso. Orientadora:

Profa. Dr?. lvia Carmem Talieri.

A sintomatologia inespecifica que caracteriza a leishmaniose em cées
compreende febre, esplenomegalia, ascite, emagrecimento acentuado e
anemia. Pode haver ulceragcbes cutaneas, descamacédo da pele, lesdes
oculares e perioculares. Um cao da raca Pug, de um ano e oito meses de
idade, foi encaminhado ao Hospital Veterinario da UFPB, Areia-PB, com
historico de inapeténcia, episddios de epistaxe e claudicacdo ha
aproximadamente trés meses. Ao exame, as alteragées mais evidentes foram o
edema e a hiperemia da conjuntiva bulbar medial de ambos os olhos, alopecia
e hiperceratose em canto lateral das palpebras, bilateralmente, hiperceratose e
rarefacdo pilosa na regido perianal. A tonometria de aplanacéo revelou uveite
anterior. O cdo apresentou anemia arregenerativa e trombocitopenia durante
todo o seu acompanhamento clinico. Alteracdes discretas e temporarias foram
observadas nas dosagens sérias de ALT e FA. Testes sorolégicos como a
imunofluorescéncia indireta e ELISA, para leishmaniose, revelaram resultados
negativos. Contudo, devido a persisténcia de sinais clinicos, da anemia e da
trombocitopenia, apesar de tratamento sintomatico, a leishmaniose nao foi
descartada. Para tanto, foi solicitado exame molecular de PCR em tempo real
de sangue total do animal, cujo resultado também foi negativo. Desta maneira,
foram realizadas citologia esfoliativa da conjuntiva e do sangue periférico, além
de bidpsia conjuntival, para melhor investigar a doenca. Tais exames
parasitoldgicos concluiram o diagnostico por meio da observacdo de inUmeras
formas amastigotas de Leishmania spp. em macréfagos das amostras. Um
protocolo terapéutico para leishmaniose foi estabelecido para o animal, com

boa resposta clinica.

Palavras-chave: citologia, conjuntiva, Leishmania spp.,oftalmologia veterinaria.



ABSTRACT

MARTINS, Yanna Nascimento de Figueiredo, Federal University of Paraiba,
June, 2016. Atypical ocular manifestation of leishmaniasis and
parasitological diagnostic by conjunctival imprint in a dog: case report.

Advisor: Dr. Ivia Carmem Talieri.

The nonspecific symptoms that characterize leishmaniasis in dogs include
fever, splenomegaly, ascites, severe weight loss, and anemia. There may be
skin ulcerations, skin peeling, ophthalmic and periocular lesions. One-year-old
male Pug was referred to the Veterinary Hospital of UFPB, Areia-PB, with
history of inappetence, epistaxis and lameness about three months ago. On
examination, the most obvious changes were edema and hyperemia of the
medial bulbar conjunctiva of eyes, alopecia and hyperkeratosis of the lateral
eyelids of both eyes, hyperkeratosis and hairy rarefaction in the perianal region.
The tonometry revealed anterior uveitis. The dog had nonregenerative anemia
and thrombocytopenia throughout their clinical follow-up. Discrete and
temporary changes were observed in ALT and FA dosages. Serological tests
for leishmaniasis as indirect immunofluorescence and ELISA revealed negative
results. However, due to the persistence of clinical signs, anemia and
thrombocytopenia, although symptomatic treatment, leishmaniasis was not
ruled out. Therefore, it was requested molecular examination of real-time PCR
of total blood, that the result was also negative. Thus, conjunctival cytology,
peripheral blood cytology and conjunctival biopsy were performed to further
investigate the disease. Such parasitological examinations concluded diagnosis
through observation of numerous amastigotes of Leishmania spp. on
macrophages. A therapeutic protocol for leishmaniasis was established for the

animal, with good clinical response.

Keywords: cytology, conjunctival, Leishmania spp, veterinary ophthalmology.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca de abrangente distribuicdo geogréafica. Em
alguns locais como india, Nepal e Africa, € uma doenca antroponoética, ou seja,
que sO é transmitida entre humanos, porém em outros locais como China,
Oriente Médio, Mediterraneo, Américas Central e do Sul, se comporta como
zoonose (COSTA, 2011). E uma doenca parasitaria, que pode se manifestar de
duas formas, a forma visceral, em que ha o comprometimento de multiplos
orgaos que sao base de infeccdo do sistema reticuloendotelial, e a forma
cutanea, onde ocorre uma variedade de lesdes na pele (AKILOV et al., 2007;
PENA et al., 2000). A doenca é urbana e rural, ocorre particularmente em
cidades localizadas em regides semiaridas (TAYLOR et al., 2010). Mais de
90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em seis paises: Bangladesh,
Brasil, Etiopia, india, Suddo do Sul e Suddo (WORLD, 2015).

A leishmaniose é causada pelo protozoario do género dimoérfico
(amastigota e promastigota) Leishmania, acometendo o0s c&es que s&o
considerados os principais reservatorios, através dos quais os humanos podem
se infectar. Todavia, animais silvestres como coiotes, lobos, raposas e
roedores também servem como fonte de reservatorio. No Brasil, a transmisséo
ocorre através da picada de um mosquito pertencente a familia dos
flebotomineos, pertencente ao género Lutzomyia. Este mosquito, pertencente a
espécie Lutzomyia longipalpis, € conhecido popularmente por mosquito-palha,
birigui ou tatuguira (COSTA, 2011). O flebotomineo é um hospedeiro
intermediario, em cujo intestino, o protozoario realiza sua divisdo. Os insetos
veiculam as formas promastigotas, uma vez que 0 protozoario possui duas
formas em seu ciclo, uma amastigota intracelular, e outra promastigota
(DESJEUX,1992).

Os sinais clinicos da leishmaniose canina sao variados, por vezes
inespecificos incluindo febre, esplenomegalia, ascite, emagrecimento
exagerado e anemia. Pode haver ulceracdes cutaneas, descamacao da pele e
onicogrifose. Lesdes oculares e perioculares tém sido relatadas variando de
16% a 80%. As lesdes oculares, como manifestacéo clinica isolada, constituem
15% dos casos (PENA et al., 2000; SOLANO GALLEGO et al., 2009), sendo a

blefarite, a ceratoconjutivite e a uveite anterior 0s sinais descritos como 0s mais
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frequentes. Outras manifestacbes oculares relatadas incluem ciclite,
coriorretinite, descolamento de retina, ceratoconjuntivite seca, cataratas,
glaucoma (PENA et al., 2000), dermatites perioculares (SOLANO GALLEGO et
al., 2009) e, com menor frequéncia, ocorre conjuntivite (LAUS, 2007). Sua
forma crénica tem baixa mortalidade, mas a forma aguda é fatal (FORTES,
2004).

Os cédes sdo comumente encontrados em um grande numero de lares,
tanto em paises desenvolvidos como subdesenvolvidos, portanto, sua saude
preocupa sempre seus tutores (MARTIN SANCHEZ et al., 2007).

Objetivou-se com esse trabalho relatar a ocorréncia da manifestacéo
ocular atipica de leishmaniose canina com aumento da conjuntiva bulbar,
bilateralmente, bem como a realizacdo do diagndstico parasitologico a partir da

citologia conjuntival.
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2. REVISAO DE LITERATURA:

2.1. Agente Etiolégico e Epidemiologia

A leishmaniose canina € uma zoonose causada por um protozoario
pleomorfico. Tem distribuicdo geografica ampla, estando presente em todo o
mundo. Entre as doengas transmitidas por vetores esta doenca € a terceira
mais importante apds, a malaria e a filariose linfatica. E endémica em regides
tropicais e subtropicais, abrangendo 88 paises, com estimativa de 2 milhdes de
casos por ano em humanos. Destes, 0,5 milhdo sdo de leishmaniose visceral e
1,5 milhdes sdo de leishmaniose cutanea (DESJEUX, 2004). O protozoario
Leishmania produz dois tipos diferentes de sintomatologia, sendo dividida em
dois grandes grupos: a leishmaniose tegumentar que acomete pele e mucosas,
e a leishmaniose visceral, causando afeccdo de orgaos internos (ETTINGER,
2010).

Os primeiros casos de leishmaniose visceral em humanos foram
descritos na india no ano de 1885, e somente alguns anos mais tarde, em
1903, o agente causador desta doenca foi descoberto e descrito por William
Boog Leishman. Ele descreveu o parasita, mas o associou as formas do
Trypanosoma (LEISHMAN, 1903).

A leishmaniose canina € causada por um protozoario pertencente ao
reino  Protista, sub-reino Protozoa, ordem Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania (LEISHMAN, 1903). A leishmaniose
visceral é composta pelo complexo Leishmania donovani, que compreende a
Leishmania donovani, a Leishmania infantum e Leishmania chagasi . No Novo
Mundo, o agente etiologico € a L. chagasi, enquanto que na Europa, Asia e
Africa, os agentes responsaveis sdo a L. infantum e a L. donovani (GREENE,
2015). No Brasil, a espécie mais comum € a Leishmania infantum chagasi,
encontrada em alguns paises do Mediterraneo e da Asia (BARATA et al., 2004;
MICHALSKY, 2011). Esses protozoarios apresentam duas formas: uma
amastigota, intracelular obrigatoria, que se encontra no sistema fagocitico

mononuclear do hospedeiro vertebrado (MEREDITH et al.,, 1995) e outra
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flagelada ou promastigota encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (PAIVA
et al., 2007).

2.2. Vetor

O género Leishmania possui ciclo biolégico heteroxénico, ou seja,
precisa de dois hospedeiros para completar seu ciclo. Ele necessita de um
hospedeiro vertebrado, principalmente canideos domeésticos e selvagens, ou
roedores e humanos, e um hospedeiro invertebrado representado apenas por
um inseto vetor, um mosquito flebotomineo (SCHLEIN, 1993).

Os flebotomineos fazem parte da Familia Psychodidae, Subfamilia
Phlebotominae. Ambos 0s sexos se alimentam principalmente de matéria
organica e de seiva oriunda do néctar de flores. Apenas as fémeas realizam
hematofagia, o que é fundamental para a maturacado folicular ovariana.
Possuem ciclo de vida dividido nas fases de ovo, larva, pupa e adulto. Os
adultos tem o corpo piloso e apresentam pequeno porte (NOVO, 2011).

O hospedeiro intermediario, no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa)
recebe o nome de Phlebotomus e, no Novo Mundo, ele € denominado de
Lutzomyia (América Central e do Sul). Estes vetores sdo conhecidos
popularmente, de acordo com a regido geografica, como mosquito-palha,
cangalhinha, birigui, tatuquira, asa-branca, asa-dura, dentre outros. Atraves da
picada de fémeas de flebotomineos infectadas, a leishmaniose é transmitida.
Estes mosquitos estdo principalmente presentes em paises tropicais. Nos
paises de clima temperado os Phleblotomus sédo ativos durante os meses
relativamente quentes do ano, sendo comumente encontrados nos domicilios a
noite, devido ao seu fototropismo positivo (SHARMA; SINGH, 2008).

No Brasil, as espécies que tem sido relatadas como transmissoras da
doenca séo a Lutzomyia longipalpis, considerada a principal transmissora de L.
chagasi e Lutzomyia cruzi, denominada como vetora em Corumba e Jaciara no
Mato Grosso do Sul (NOVO, 2011).

2.3. Reservatorios
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Os reservatérios da L. chagasi na area urbana € o cao doméstico (Canis
familiares) e na area silvestre sdo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
thous) e marsupiais (Didelphis albiventris) (COSTA, 2005). A infeccdo em gatos
(MARTIN SANCHEZ et al., 2007) e cavalos (FERNANDEZ BELLON et al.,
2006) tem sido relatada em areas onde a doenca normalmente sé acomete

caes.

2.4. Ciclo Biologico e Transmisséao

Nos hospedeiros vertebrados, a Leishmania spp. € encontrada na forma
amastigota nos macrofagos e outras células do sistema fagocitario
mononuclear da pele, baco, figado, medula 6ssea, nédulos linfaticos e mucosa,
onde sua reproducdo se da por cissiparidade simples causando a destruicédo
das referidas células (FORTES, 2004). Os reservatorios vertebrados se
infectam quando as fémeas dos insetos inoculam formas promastigotas
durante o repasto sanguineo. Quando se alimenta, o inseto inocula sua saliva
que tem funcdo anticoagulante, causando vasodilatacdo e antiagregacédo
plaguetaria, servindo ainda como substancia quimiotatica para mondcitos. Além
disso, a saliva age como imunorregulador interagindo com os macréfagos, o
gque aumenta sua proliferacdo e impede que essas células destruam os
parasitas (MICHALICK, 2004).

O hospedeiro invertebrado se infecta por ocasido do seu repasto
sanguineo no vertebrado, onde ingere macréfagos e mondcitos infectados
contendo formas amastigotas, 0s quais irdo para o intestino se transformando
em forma promastigota que, por cissiparidade simples longitudinal, se
multiplicam rapidamente, produzindo um grande numero no inseto. O mosquito,
através do regurgitamento, na picada, inocula no hospedeiro vertebrado a
Leishmania spp. (FORTES, 2004). Uma vez que os parasitas s&o inoculados
através da derme, preferencialmente em zonas de pélo rarefeito, como cabecga,
focinho, pavilhdes auriculares, éareas inguinais e perineais (SOLANO
GALLEGO et al.,, 2009), a fagocitose por macrofagos segue, envolvendo o
parasita em um fagossoma e tentando expulsa-lo através de uma cascata de

metabdlitos. O protozoario dribla essa defesa para sobreviver e se multiplicar
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no macréfago. O progresso da infeccdo vai depender da eficacia da resposta
imune do hospedeiro (ALVAR et al., 2004; CABRAL et al., 1998).

Algumas outras vias de transmissé@o séo descritas, tais como a venérea
(BOGGIATTO et al, 2011) e a transplacentaria (NAUCKE; LORENTZ, 2012).

Macréfago

Morte celular

Lesdes dermatologicas

Libertacdo das formas amastigotas 5 .'J — R
- € V4 \ Macréfago infectado !
L -

Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania (adaptado de GREENE,2012).

2.5. Quadro Clinico e Patogenia

Em geral, a leishmaniose canina é uma doenca sistémica que pode
envolver qualquer orgéo, tecido e fluido biolégico e manifesta-se por uma
multiplicidade de sinais clinicos (CABRAL et al., 1998; SOLANO GALLEGO et
al., 2009). Segundo o nivel de afeccao podemos classificar a doenca como
visceral, cutdnea ou viscerocutanea (GRAMICCIA, 2011), sendo que esta
dltima é a forma de apresentacdo mais frequente da doenca. Geralmente, a
leishmaniose canina é uma doenca cronica (CIARAMELLA et al., 1997), e os
sinais clinicos podem desenvolver-se dos trés meses até os sete anos apoés a
infeccdo (SOLANO GALLEGO et al., 2001).
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Os sinais clinicos mais observados sdo perda progressiva de peso,
atrofia muscular, intolerédncia ao exercicio, linfadenomegalia, lesbes na pele,
letargia, diminuicdo do apetite, esplenomegalia, poliuria, polidipsia, lesdes
oculares, epistaxe, claudicacao, onicogrifose, vomitos e diarreia (CIARAMELLA
et al., 1997).

Os o6rgaos afetados se caracterizam por lesdo inflamatéria cronica e
proliferativa, em que células inflamatorias, tais como macrofagos, linfécitos e
plasmadcitos, consequentemente se infiltram. Essas lesbes ocorrem nos rins,
figado, orgaos linféides e pele, olhos, ossos, articulagdes e no sistema nervoso
central (MARQUES, 2008).

Nos rins o deposito de imunocomplexos nos glomérulos pode acarretar
em glomerulonefrite e nefrite intersticial com comprometimento da fungéo renal
(LOPEZ et al., 1996). A poliaria e/ou polidipsia podem indicar lesdo renal
(CIARAMELLA; CORONA, 2003), podendo ser estas as Unicas alteracdes da
leishmaniose canina (SOLANO GALLEGO et al., 2011). Muitas vezes o
problema renal é a principal causa da morte dos animais com leishmaniose
(COSTA; VIEIRA, 2000).

No figado as lesbes se caracterizam por inflamacdes granulomatosas,
hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer, pois nestas células se
encontram uma maior carga parasitaria (OLIVEIRA et al., 1993).

Os linfonodos e baco apresentam reacdo linfoplasmocitaria acentuada,
ocorrendo a linfadenomegalia generalizada e esplenomegalia, que séo
alteracdes presentes em 54% dos casos (CIARAMELLA; CORONA, 2003;
KRAUSPENHAR et al., 2007). Os linfonodos podem apresentar-se hipertroficos
nas regides corticais e medulares, com formas amastigotas da Leishmania
dentro dos macréfagos medulares (KRAUSPENHAR et al., 2007; LIMA et al.,
2004).

Na pele, os sinais clinicos ocorrem normalmente isolados, sem sinais
Obvios da doenca sistémica. Ndo se deve descartar que o animal com sinais
dermatolégicos ndo tenha envolvimento visceral, pois o0 parasita se dissemina
antes das lesdes de pele se generalizarem. A prevaléncia de lesGes cutaneas
varia de 56% a 90% (GREENE, 2015). Dentre os sinais dermatoldgicos,
geralmente os animais desenvolvem feridas ulcerativas de dificil cicatrizagéo,

estando associadas a uma dermatite esfoliativa e uma seborreia seca
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generalizada, mais comum na cabeca, orelhas e extremidades. A maior parte
dos animais apresenta alopecias progressivas, simétricas, na face, na regido
periocular e perilabial. Podem aparecer Ulceras mucocutaneas, noédulos
cutaneos ou erupcdes pustulosas. Pode haver hiperqueratose nasodigital, com
hipotricose ou alopecia na regido. Outros achados incluem onicogrifose,
paroniquia, dermatite pustular estéril, despigmentacdo nasal com erosdes e
ulceracbes, dermatite nodular e piodermite bacteriana secundaria (GREENE,
2015). Piodermite por Staphylococcus, superficial ou profunda, é uma
complicacgéo relativamente frequente (SOLANO GALLEGO et al., 2009).

Sinais articulares e 0sseos também podem ser observados, entre 0s
quais a claudicagcdo de um ou mais membros, atrofia muscular, inflamagéo
articular, crepitacdo e dor. O animal, portanto, fica incapacitado de se
movimentar, tudo isso devido a presenca de poliartrite, polimiosite e lesdes
6sseas (GIMENEZ; MENENDEZ, 2005).

Os sinais neurolégicos relatados foram convulsdo generalizada,
alteracdes visuais, tetraparesia e tetraplegia, mioclonias, vocalizacao, andar em
circulos e perseguicao da cauda, bem como sinais de envolvimento vestibular e
cerebelar (FEITOSA, 2005).

Alteragbes gastrointestinais como diarreia cronica e melena, devido as
ulceracdes nas mucosas gastrica e intestinal, também sédo observadas. Em
alguns casos, a diarreia de intestino delgado tem sido atribuida a infiltracdo da
mucosa por células parasitadas. Colite ulcerativa e erosiva também podem se
apresentar (FERRER, 1999).

Apesar de serem menos frequentes, as lesdes oculares também séo
muito caracteristicas, variando amplamente. As palpebras apresentam
frequentemente blefarite, que € um processo inflamatério intenso com edema,
hiperemia e engurgitamento das mesmas, em associacdo com a dermatite
facial. Pode-se observar ceratoconjuntivite bilateral (GREENE, 2015;
NARANJO et al., 2005; PENA et al., 2000; ROZE, 1986), uveite anterior,
geralmente bilateral, que pode também estar associado a edema de cérnea e
sinéquia posterior (GARCIA ALONSO et al, 1996; GREENE, 2015). O
glaucoma pode ser consequéncia de uveite grave (ROZE, 1986; FERRER,
1999).
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Histologicamente, ocorre uma inflamacdo de granulomatosa a
linfoplasmocitica, num padrdo perivascular, nodular ou difuso, devido as formas
amastigotas da Leishmania se apresentarem nos tecidos oculares, em especial
na conjuntiva, limbo e corpo ciliar (GREENE, 2015; SOLANO GALLEGO et al.,
2009). A formacdo de sinéquias posteriores pode levar a ocorréncia de
glaucoma, resultado da obstrucdo pupilar (CIARAMELLA; CORONA, 2003). A
conjuntivite (KOUTINAS et al., 1999) é muito comum e geralmente secundéria
a outras causas, mas alguns autores sugerem que a leishmaniose é uma das
poucas doencas em que a conjuntivite pode ser primaria, ndo descartando a
possibilidade da conjuntivite ser secundaria na leishmaniose com envolvimento
das glandulas lacrimais (PENA et al., 2008).

Podem-se observar ainda sequelas oculares de hipertensdo arterial
sistémica, como descolamento e hemorragias de retina, tortuosidade dos vasos
da retina e hifema que, apesar de raras, foram relatadas (SOLANO GALLEGO
et al., 2009).

2.6. AlteracGes Laboratoriais

As alteracdes encontradas no hemograma s&o anemia nao regenerativa
(normocrémica e normocitica), mas em alguns casos podemos encontrar uma
anemia regenerativa, do tipo hemolitica, com caracteristicas de macrocitose e
hipocromia, trombocitopenia, leucocitose com desvio a esquerda e linfopenia
(GREENE, 2015). Segundo Sonoda (2007), os achados mais comuns no
leucograma de um animal com leishmaniose sdo leucopenia associada a
linfopenia e monocitose, como também pode ser observado leucocitose com
neutrofilia.

Nos achados bioquimicos podemos encontrar hiperglobulinemia,
hiperproteinemia, hipoalbuminemia, azotemia e aumento das atividades das
enzimas hepaticas tais como alanina aminotranferase e fosfatase alcalina. Na
urinalise o achado mais consistente é a proteinaria (NELSON; COUTO, 2015;
SONODA, 2007).

2.7. Diagnostico
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Os sinais clinicos e laboratoriais da leishmaniose canina sdo muito
variaveis e quase sempre inespecificos, tornando seu diagndstico complexo
(SOLANO GALLEGO et al, 2009). Um diagndstico preciso envolve a
realizacdo de exames clinicopatologicos e ensaios diagnosticos especificos
gue incluem observacdo microscopica do parasita em preparacdes citoldgicas
ou amostras histopatolédgicas, sorologia ou métodos moleculares (GREENE,
2015).

2.7.1. Diagnéstico Parasitolégico

2.7.1.1. Exame Parasitoldgico Direto

O diagnodstico da leishmaniose, quando existem sinais clinicos que
levam a suspeita da doenca, pode ser feito observando as formas amastigotas
do parasita em microscopia Optica de exame citolégico do aspirado de lesdes
cutdneas, baco, medula Ossea, linfonodos, biopsia hepatica e esfregacos
sanguineos de sangue periférico que é considerado o teste ouro para o
diagndstico da doenca (ALVAR et al., 2004; SARIDOMICHELAKIS et al., 2005).

O exame parasitolégico é considerado, ainda, o teste ouro para detec¢ao
da leishmaniose. A especificidade desse método € de 100% mais a
sensibilidade depende do grau de parasitismo, do tipo de material coletado, do
seu processamento e coloragéo, além do observador (LAURENTI, 2009).

Sao observadas formas amastigotas livres ou intracelulares nas células
mononucleares, em mondcitos, macrofagos ou neutréfilos, que se apresentam
de forma oval a arredondada, com nucleo relativamente grande de coloracdo
avermelhada e cinetoplasto como uma estrutura vermelha ou violeta (MAIA;
CAMPINO, 2008).

As amostras de citologia, biopsia e de esfregaco sanguineo podem ser
coradas com coloracdo de Wright, Giemsa ou Pandético. Este método permite
estabelecer o diagndstico definitivo (NELSON; COUTO, 2006). Também podem
ser vistas Leishmania em sec¢Bes de bidpsias histopatoldgicas da pele ou
outros orgdos infectados (ADAMAMA-MORAITOU et al, 2007; PENA et al,
2008; SOLANO GALLEGO et al, 2004).
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2.7.1.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Essa técnica é utilizada rotineiramente para fins de diagnéstico, estudos
epidemiologicos e na selecdo de doadores de sangue (GREENE, 2015),
determinando a presenca do parasita ndo sé nos casos ativos, como também
monitoramento da cura parasitologica apos o tratamento. A PCR baseia-se na
amplificacdo in vitro de uma sequéncia especifica de nucleotideos de DNA
parasitario, o que permite a identificacdo da Leishmania em varios tecidos
como baco, figado, sangue, medula éssea e biopsia conjuntiva. (ALVAR, et al,
2004). Porém, um unico resultado negativo de PCR ndo é suficiente para
descartar a infeccdo, podendo haver resultados falsos negativos,
especialmente em cées assintomaticos, pois geralmente estes animais
produzem altos niveis de anticorpos, que podem ser facilmente detectados,
mas nesse caso a sensibilidade de deteccdo de anticorpos é inferior e
geralmente cées assintomaticos representam 85% dos cées infectados, entao
deve ser realizado diversos tipos de exames para comprovar a existéncia da
doenca. A eficacia da PCR ira depender de varios fatores tais como o método
de extracdo de DNA, o protocolo e o material analisado (MAIA; CAMPINO,

2008).

2.7.2. Testes imunoldgicos

Existem diversos testes imunoldgicos usados para deteccdo de
anticorpos no soro do paciente, dentre eles podem ser citados os testes que
utilizam antigenos particulados (parasitos inteiros), como a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI); e testes que utilizam extratos ou fracOes
antigénicas especificas, tais como as rea¢des imunoenzimaticas como o ELISA
(SUNDAR; RAI, 2002).

A imunofluorescéncia indireta (RIFI) € o padrdao ouro dos métodos
soroldgicos, pois apresenta alta especificidade (80%) e alta sensibilidade (90%
a 100%). E uma técnica sensivel, porém uma das suas limitacbes é a
ocorréncia de reacdes cruzadas, principalmente com a doenca de Chagas
(LANGONI et al., 2005) e as vezes ocorre falha devido ao baixo nivel de

anticorpos no cao. Este teste permite detectar anticorpos pela incubacao de
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diluicbes seriadas do soro a ser testado com um antigeno do género
Leishmania na forma promastigota. Em seguida, adiciona-se um anti-anticorpo
conjugado com fluoresceina para a Vvisualizacdo em microscopia de
fluorescéncia. A observacdo de fluorescéncia amarelo-esverdeada sobre o
parasita indica ser positivo para a infeccdo, porém se for visualizado
fluorescéncia vermelha ou vermelha-acastanhado, a amostra é considerada
negativa para leishmaniose (SOLANO GALLEGO et al.,, 2009). Outro teste
sorologico de diagnostico, como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), é facil e simples e permite analisar um grande nimero de amostras em
curto espaco de tempo (GRAMICCIA, 2011; MAIA E CAMPINO, 2008). Além
disso, pode ser adaptada para o uso com diversos antigenos, como antigenos
sintéticos, brutos ou recombinantes, comportando assim inesgotaveis formas
de variacdo (MAIA e CAMPINO, 2008). Neste método utilizam-se diversos
antigenos complexos de Leishmania (VULPIANI et al., 2011).

Dentre as novas tecnologias para o diagnostico sorolégico da LVC inclui-
se o teste rapido Dual Path Platform (TR-DPP © -Leishmaniose Visceral
Canina), patenteado pela Chembio Diagnostics e desenvolvido pelo Instituto
Biomanguinhos/Fiocruz (FUNED,2010). S&o ensaios imunocromatografico de
triagem que emprega de um lado a combinacdo de proteina A conjungada a
particulas de ouro coloidal, e de outro, antigenos recombinantes k28 (fusdo do
rk39, rk26 e rk9) especificos de Leishmania ligados a uma membrana. Se
houver a presenca de anticorpos anti-Leishmania na amostra testada, estes
reagirdo com o0s antigenos recombinantes, e em sequéncia se ligardo a
combinacéo de proteina A e ouro coloidal, fornecendo o resultado positivo por
meio de reacao de cor. As vantagens sao de um teste rapido, simples e de facil
uso, podendo ser executado a campo (BIO MANGUINHOS, 2011).

2.8 Tratamento

Para os humanos existe tratamento (RAZEGHINEJAD et al., 2016),
entretanto a leishmaniose canina é mais resistente ao tratamento
comparativamente a doengca em humanos (GREENE, 2015).

O tratamento da leishmaniose é considerado dificil, demorado, de custo

elevado e com eficacia parcial. O protocolo licenciado na Europa para o
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tratamento especifico da leishmaniose € baseado no uso de antimoniais
pentavalentes como o antimoniato de meglumina (Glucantime®) (SOLANO
GALLEGO et al., 2009), na dose de 100 mg, por via intravenosa a cada 24
horas por 3 a 4 semanas ou a mesma dose subcutanea dividida em duas
doses diarias. O estibogluconato de soédio (Pentosan®), outro antimonial
pentavalente, deve ser administrado diariamente por via subcutanea,
endovenosa ou intramuscular por 3 a 4 semanas. Alguns efeitos colaterais
destes farmacos podem ser observados e sdo comuns, como fibrose muscular,
formacéo de abscessos, insuficiéncia renal, vomito e dor (GREENE, 2015).

Pode-se usar o alopurinol, um composto de hipoxantina, que é
metabolizado por espécies de Leishmania, que produzem um analogo de iosina
que € incorporado ao seu RNA, provocando uma traducdo defeituosa das
proteinas e inibe a multiplicacdo dos parasitos. E utilizado frequentemente na
dose de 10 mg/kg, via oral, ha cada 12 horas, resulta em notavel melhora
clinica dentro de 4 semanas. Este farmaco impede a transformacdo de
hipoxantina em acido urico, podendo produzir urolitiase. Devido a este efeito do
alopurinol, a funcédo renal pode ser comprometida, contudo, a resolucdo das
lesbes cutaneas e a melhora do estado clinico do paciente sdo observadas
(GREENE, 2015).

Durante muito tempo o protocolo terapéutico para a leishmaniose canina
e humana recomendava o uso de antimoniais pentavalentes, na dose diaria de
75 a 100mg/kg, a cada 24 horas (GREENE, 2015) ou 40 a 75mg/kg a cada 12
horas, SC, durante um periodo de 4 a 8 semanas (GREENE, 2015; SOLANO
GALLEGO et al, 2011).

Os medicamentos atualmente licenciados para o tratamento especifico
da leishmaniose canina na Europa sdo o antimoniato de meglumina, a
miltefosina e a aminosidina (SOLANO GALLEGO, et al., 2009).

Em paises como Franca, Espanha e Itélia foi relatada a ocorréncia de
cepas resistentes aos aintimoniais pentavalentes (GREENE, 2015). Devido a
este fato, o Brasil inclui-se no grupo de paises que proibe a utilizacdo de
farmacos destinados ao tratamento da leishmaniose humana dentro da
veterinaria. Atraves da portaria Interministerial N° 1.426 o Ministério da Saude e

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), proibe o tratamento de caes
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com leishmaniose visceral canina utilizando medicamentos de uso humano ou
produtos nao registrados pelo Mapa (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Outros farmacos também séo utilizados, como a anfotericina B, mas este
farmaco tem algumas desvantagens graves, consequentemente além da sua
via de administracdo ser intravenosa, apresenta nefrotoxicidade. Também se
utiliza da aminosida, que também é nefrotdxica e,ototoxica e seu emprego
como terapia de primeira escolha para a leishmaniose ndo € recomendada
(MIRO et al., 2008).

A domperidona também é utilizada no tratamento da leishmaniose, pois
diminui os titulos de Leishmania no estagio mais precoce da doenca, tendo
sido aprovada em diversos paises da Europa para reduzir os sinais clinicos,
como também controlar sua progressao, utilizada na dose de 5 mg/kg (HMA,
2013).

Os cées submetidos ao tratamento com esses medicamentos devem ser
monitorados frequentemente, com repeticdo de exames a cada 3 a 6 meses.
Se nado observar melhora, o farmaco ou a dose devem ser modificados
(SOLANO GALLEGO et al., 2009). Em geral, a maioria dos animais apresenta
melhora no primeiro més de tratamento, contudo em outros cées € necessario
que se prolongue a terapia para que se obtenha melhora. Cées com
insuficiéncia renal apresentam uma taxa de recuperacdo mais baixa, portanto
deve-se monitorar a funcdo renal por causa do alto potencial nefrotéxico dos
farmacos utilizados no protocolo terapéutico (SOLANO GALLEGO et al., 2011)
e pela prépria lesdo aos glomérulos, causada pelo parasita.

E importante salientar que o tratamento n&o previne o aparecimento de
recidivas que normalmente ocorrem 6 meses a 2 anos ap0s 0 seu término
(BANETH; SHAW, 2002).

2.9 Prevencéo e Controle

O controle da leishmaniose canina esta intimamente relacionado com o
controle da doenca em humanos. Portanto, devem-se implantar métodos que
evitem a progressao da doenca e sua transmisséao, deste modo o controle da
leishmaniose deve ser feito atraveés de varias medidas, realizadas em conjunto

para que se obtenha sucesso na sua prevencdo (VULPIANI et al., 2011).
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O controle de reservatorios tem sido feito através do diagnostico
sorolégico, onde os animais com resultado positivo sdo encaminhados para a
eutanasia (COSTA et al.,, 2001). Porém, estes animais de estimacdo séo
considerados membros da familia, e a sua saude é de grande preocupacao por
parte dos tutores (MARTIN SANCHEZ et al.,, 2007). As falhas apontadas por
este tipo de controle, por meio de resultados de testes soroldgicos séo: alta
frequéncia de resultados falsos positivos, a falta de alcance de toda a
populacdo canina e, ainda, um longo periodo de tempo existente entre a
deteccdo do animal doente até a sua eutanasia (MIRO et al., 2008).

Controlar o vetor da doenca € uma das maneiras mais eficazes de
prevenir o ciclo da leishmaniose e diminui a ocorréncia de infeccéo, através da
utilizacdo de redes protetoras em janelas, portas e canis (MIRO et al., 2008). O
uso também de inseticidas topicos a base de piretroides sintéticos em varias
concentracfes tem uma acao repelente e toxica para o inseto muito forte, o que
leva a prevencdo da picada do mosquito, como também na diminuicdo de
fleb6tomos infectados. Pulverizacbes e uncbdes punctiformes a base de
imidacloprida a 10% e permetrina a 50%, com duracdo de acdo de mais ou
menos 3 a 4 semanas sdo métodos empregados com eficacia (GREENE, 2015;
VULPIANI et al.,, 2011). Coleiras impregnadas de deltametrina também séo
utilizadas, promovendo uma protecéo durante seis meses.

Atuar sobre o cdo saudavel através da imunoprofilaxia também é uma
excelente estratégia, além de prevenir a doencga nos cées, diminui a ameaca da
infeccdo em humanos (MIRO et al., 2008). Vacinas vém sendo produzidas
contra a Leishmaniose onde ja se dispde de uma vacina comercial e varias
encontram-se em ensaios clinicos de campo, aquelas de fracdo purificada de
leishmania parecem ser bem sucedidas na prevencéo da doengca. Uma vacina
canina comercial aprovada no Brasil constitui de uma fracdo enriquecida com
glicoproteina GP63 de L. donovani, conhecida como ligante da fucose manose
(fucose mannose ligand). Uma segunda vacina, baseada em um antigeno
excretado/secretado do sobrenadante da cultura em meio especifico de

promastigotas de L. infantum vem demostrado alta eficiéncia (GREENE, 2015).

2.10 Leishmaniose e Saude Publica
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A leishmaniose faz parte do grupo das principais zoonoses mundiais
(SOLANO GALLEGO et al., 2009) e os cées sao considerados o0s principais
reservatorios de leishmaniose visceral para os humanos nos paises da Bacia
Mediterranea, Oriente Médio e América do Sul (GREENE, 2015). A
leishmaniose afeta criancas, mas atualmente o nUmero de casos em pacientes
imunocomprometidos como 0s que possuem o virus da doenca da
imunodeficiéncia humana (HIV) ou o0s que tomam farmacos
imunossupressores, vem aumentando (GREENE, 2015). O contagio da doenca
ocorre através da picada do mosquito fleb6tomo, portanto ndo € provavel que o
contato direto com os amastigotas resulte na infeccdo humana (NELSON;
COUTO, 2006). Possuir um cao nao quer dizer que seja um risco para infeccao

humana, mas também essa hipotese ndo pode ser excluida (GREENE, 2015).

3. RELATO DE CASO

Um céo da raca Pug, de um ano e oito meses de idade, foi encaminhado
ao Hospital Veterinario do Centro de Ciéncias Agrarias, da UFPB, Areia-PB,
por um médico veterinario. O animal estava apresentando aumento de volume
da conjuntiva bulbar medial bilateralmente, diminuicdo do apetite, epistaxe e
claudicacdo do membro direito ha trés meses.

O animal estava sendo medicado com doxiciclina (10 mg/kg, BID, VO) e
omeprazol (0,7 mg/ kg, SID) ha 30 dias, por causa de uma trombocitopenia
observada em hemograma prévio, sem melhora do quadro clinico. O teste de
RIFI e de ELISA para a pesquisa de Leishmania spp., requisitados pelo médico
veterinario que o encaminhou, foram negativos.

No exame fisico geral ndo foram evidenciadas alteracdes, além de
linfadenomegalia de todos os linfonodos palpaveis. Hiperqueratose e rarefacao
pilosa na regido perianal também foram observadas (Figura 1).

Ato continuo, o exame oftalmico foi realizado. Foram observados edema
e hiperemia da conjuntiva bulbar medial de ambos os olhos, alopecia com
hiperqueratose da regiao periocular bilateral, mais evidente nos cantos laterais
das palpebras (Figura 1). Os reflexos de ameaca e os reflexos pupilares a luz
apresentaram-se normais. Os valores do teste da lagrima de Schirmer estavam

dentro da normalidade (OE = 19 mm/min; OD = 20 mm/min). A pressao
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intraocular de ambos os olhos, aferidas por meio de tonémetro de aplanacao
(Tono-pen Avia ® Reichert), apresentaram-se abaixo dos valores normais (OE
= 12 mmHg; OD = 13 mmHg). A oftalmoscopia indireta ndo foram observadas

alteracdes em fundo de olho.

Figura 2: Regido perianal de cdo da raca Pug, um ano e oito meses de idade, com
leishmaniose, apresentando hiperceratose, alopecia e crostas.

) ¢'|. & ‘_“. ". 3 R 3
Figura 3: Céo da raca Pug, um ano e oito meses de idade, com leishmaniose,
apresentando conjuntivas bulbares edemaciadas nas por¢bes mediais, com edema e
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neovascularizacdo corneais adjacentes a conjuntiva. Notar alopecia e hiperqueratose
no canto palpebral lateral.

No hemograma verificou-se diminuicdo do numero de hemécias sem
sinais sugestivos de regeneragdo, trombocitopenia e leucograma sem
alteracdes (Tabela 1). Foi solicitado apenas dosagem sérica de creatinina onde
estava dentro dos valores de referéncia.

Devido a presenca de uveite anterior bilateral, prescreveu-se pomada de
dexametasona a 0,1 %, QID, por 15 dias.

Tabela 1: Hemograma de cdo Pug, um ano e oito meses de idade, com leishmaniose.
Observar anemia normocitica normocrdmica e trombocitopenia.

Hemograma Resultados Valores de Referéncia*
Eritrécitos (10% ulL) 3.98 5,5-8,5
Hemoglobina (g/dL) 8.1 12-18
Hematocrito (%) 23.9 37-55
VCM (fL) 60.1 60-77
CHCM (%) 33.9 32-36
Plaquetas (x10*/uL) 151 200-500

Valor Relativo Valor absoluto Valor Relativo Valor absoluto

(%) (/uL) (%) (/uL)

Leucocitos totais 9.000 6.000-17.000 uL
(/uL)
Bastonetes (/uL) 1 90 0-3 0-300
Segmentados (/pL) 74 6.660 60-77 3.000-11.500
Linfécitos (/pL) 13 1170 12-30 1.000 a 4.800
Eosinofilos (/pL) 4 360 2-10 100-1.250
Mondécitos (/uL) 8 720 3-10 150 a 1.350
Basofilos (/plL) 0 0 0 Raros

*Fonte: JAIN, 1997

O animal retornou apoés 21 dias e foi submetido a um novo hemograma
evidenciando a persisténcia de anemia arregenerativa e trombocitopenia. No
leucograma foi observado leucopenia com eosinopenia (Tabela 2). Dentre as

dosagens séricas realizadas, ALT e FA mostraram-se elevadas (Tabela 3).
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Tabela 2: Hemograma de cdo Pug, um ano e oito meses de idade, com leishmaniose,
aos 21 dias apds o primeiro atendimento, ainda apresentando anemia normocitica e
hipocrémica, trombocitopenia e leucopenia com eosinopenia e linfopenia.

Hemograma Resultados Valores de Referéncia*
Eritrocitos (10°% uL) 3.93 5,5-8,5
Hemoglobina (g/dL) 8.2 12-18
Hematdcrito (%) 27 37-55
VCM fL 70.9 60-77
CHCM (%) 29.4 32-36
Plaquetas (x10%uL) 198 200-500

Valor Relativo Valor absoluto Valor Relativo Valor absoluto
(%) (fuL) (%) (fuL)
Leucocitos totais 4.5 6.000-17.000 UI
(/uL)
Bastonetes (/L) 2 90 0-3 0-300
Segmentados (/L) 77 3.465 60-77 3.000-11.500
Linfécitos (/pL) 14 630 12-30 1.000 a 4.800
Eosindfilos (/pL) 1.8 45 2-10 100-1.250
Mondcitos (/uL) 4.0 270 3-10 150 a 1.350
Basofilos (/uL) 0 0 0 Raros

*Fonte: JAIN, 1997.

Tabela 3: Dosagens séricas de exames bioquimicos de um céo da raca Pug, um ano e
oito meses de idade com leishmaniose.

Bioquimico Resultados Valores de
Referéncia*

ALT (U/L) 145 0-102

FA (U/L) 220 0-156
Creatinina (mg/dL) 0,72 0,5-1.5

Uréia (mg/dL) 22,3 21-60
Glicose (mg/ dL) 63,3 65-118

*Fonte: JAIN, 1997.

Ao exame oftalmico foi observada Ulcera de cornea no olho direito e PIO
normais em ambos os olhos (OE = 26 mmHg; OD = 25 mmHg). As alteracdes
conjuntivais permaneciam, apesar do tratamento topico com pomada de
dexametasona. Devido a persisténcia dos sinais oculares, da trombocitopenia e
das demais alteracdes inespecificas nos exames laboratoriais, a suspeita de
leishmaniose nao foi descartada, apesar dos testes de RIFI e ELISA terem se
revelado negativos.

Desta maneira, foi realizada coleta de células conjuntivais com auxilio de
escova para citologia esfoliativa (Escova cervical descartavel estéril® - Labor

Import). Esfregou-se a escova na conjuntiva bulbar edemaciada (Figura 3) e no
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saco conjuntival apos dessensibilizacdo com colirio anestésico a base de
cloridrato de proximetacaina (Anestalcon® - Alcon). O material foi distribuido
em lamina de vidro e corado com Panatico.

Realizou-se ainda um exame parasitologico de sangue periférico colhido
por meio de puncao de capilares do pavilh&o auricular. O sangue foi distribuido
em vérias laminas de vidro e corado com Pandtico.

Uma amostra de sangue total, congelada a -80°C foi enviada para a
realizacdo de PCR em tempo real para pesquisa de Leishmania spp., cujo
resultado foi negativo para a doenca.

Um fragmento da conjuntiva bulbar também foi coletado, a fim de se

obter mais uma amostra para a pesquisa de Leishmania spp. e de outras

alteracdes teciduais que pudessem coexistir (Figura 4).

Figura 4: Procedimento cirargico para a realizacao da bidpsia da conjuntiva bulbar de
um céo da raca Pug, um ano e oito meses de idade, com leishmaniose.

Para tanto, o cdo foi submetido a anestesia geral. A medicacdo pré-
anestésica consistiu de acepromazina (0,05mg/kg) associada com morfina
(0,3mg/kg), por via intramuscular. A anestesia foi induzida e mantida com
propofol, na dose de 4mg/kg, por via intravenosa.

Neste dia foram prescritos timomodulina (Leucogen® - Aché), 80mg/kg,
BID, durante 30 dias, silimarina (Silimalon180mg ®- Nikkho), uma cépsula, SID,
30 dias e colirio de ofloxacino 0,3% (Oflox® - Allergan), TID, no OD, por 15
dias, como tratamento paliativo das alteracdes até entdo observadas.
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Formas amastigotas dentro de macrofagos foram observadas no
esfregaco de sangue periférico (Figura 5) e na citologia conjuntival (Figura 6),
confirmando o diagnéstico de leishmaniose. O exame histopatolégico da
conjuntiva bulbar também revelou formas amastigotas do parasita dentro de
macrofagos teciduais (Figura 7).

Apés alguns dias o cao retornou ao Hospital Veterinario para refazer
hemograma e bioquimicos antes de iniciar o tratamento da doenca. No
hemograma foi observado anemia n&o regenerativa, normocitica e
normocromica e trombocitopenia. No leucograma havia linfopenia com
monocitose e eosinopenia (Tabela 4). As dosagens séricas de ALT, FA,
creatinina apresentaram-se dentro dos valores de referéncia de normalidade
para a espécie (Tabela 5).

Finalmente, foi estabelecido um protocolo terapéutico para o animal
utilizando domperidona na dose de 0,5mg / kg, BID, por via oral, juntamente
com alopurinol, na dose de 13mg/ kg, BID, por via oral e aplicagdo de vacina
(Leish-Tec® - Hertape Saude Animal) composta por antigeno de Leishmania
spp. produzidas em Escherichia coli, sob a forma de proteina recombinante.
Duas doses de vacina foram aplicadas a cada 21 dias, totalizando trés

aplicacfes e o animal esta utilizando coleira antiparasitaria.

Tabela 4: Hemograma de cédo Pug, um ano e oito meses de idade, com leishmaniose,
aos 51 dias ap6s o primeiro atendimento, ainda apresentando anemia normocitica
hipocrémica e trombocitopenia, linfopenia, monocitose e eosinopenia.

Hemograma Resultados Valores de Referéncia*
Eritrécitos (10% ulL) 3,55 5,5-8,5
Hemoglobina (g/dL) 7,3 12-18
Hematdcrito (%) 24 37-55
VCM fL 69.2 60-77
CHCM (%) 29,7 32-36
Plaquetas (x10*/uL) 145 200-500

Valor Relativo Valor absoluto Valor Relativo Valor absoluto
(%) (/uL) (%) (luL)
Leucocitos totais 11.3 6.000-17.000 UI
(/uL)
Bastonetes (x10°/uL) 0 0 0-3 0-300
Segmentados (/pL) 77 8.700 60-77 3.000-11.500
Linfécitos (/pL) 9 1.017 12-30 1.000 a 4.800
Eosinofilos (/pL) 3 0.339 2-10 100-1.250
Monécitos (/uL) 11 1.243 3-10 150 a 1.350
Basofilos (/pL) 0 0 0 Raros

*Fonte: JAIN, 1997.
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Tabela 5: Dosagens séricas de um cdo da ra¢a Pug, um ano e oito meses de idade,
com leishmaniose. De acordo com os valores de referéncia, notar auséncia de

alteracoes.
Bioquimico Resultados Valores de Referéncia*
ALT (U/L) 92 0-102
FA (U/L) 48 0-156
Creatinina (mg/dL) 1,05 0,5—1.5
Uréia (mg/dL) 34.4 21-60

*Fonte: JAIN, 1997.

Figura 5: Citologia esfoliativa da conjuntiva bulbar medial de cdo Pug de um ano e oito
meses de idade, com leishmaniose.
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Figura 6: Formas amastigotas de Leishmania spp. no citoplasma de um
macroéfago, em citologia de sangue periférico (ponta de orelha) de cdo Pug, um
ano e oito meses de idade. Coloragédo Pandético, aumento 100X.
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Figura 7: Formas amastigotas (seta) de Leishmania no citoplasma de
macroéfago na citologia esfoliativa de conjuntiva bulbar de um cé&o Pug, um ano
e oito meses de idade. Coloracdo Panético, aumento 1000X.
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Figura 8: Fotomicrografia de corte histolégico de conjuntiva ‘bulbar de um
cdo da raca Pug, um ano e oito meses de idade. Observar as formas
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amastigotas (seta) de Leishmania spp. no citoplasma dos macréfagos.
Coloracdo Hematoxicilina & Eosina, 1000x.
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4. DISCUSSAO

Os sinais clinicos encontrados no cdo do presente relato, bem como
seus achados laboratoriais, estdo dentre os sinais da leishmaniose observados
por inimeros autores, a epistaxe (FERRER, 1999), a claudicacdo (GIMENEZ;
MENENDEZ, 2005), a alopecia periocular (GREENE, 2015).

No animal do relato diversos sinais oculares foram observados,
corroborando com os achados que a literatura descreve. Além disso, os sinais
oculares ocorreram concomitantemente com outros sinais clinicos
inespecificos, tais como a linfadenomegalia, a claudicacao e febre, assim como
ja descrito por outros pesquisadores (CIARAMELLA et al., 1997; PENA et al.,
2000). Cabral et al. (1998) e Solano Gallego et al. (2009) descreveram que 0s
sinais clinicos da leishmaniose sdo altamente variavéis, pois esta doenca
apresenta diversos mecanismos patogénicos e ha uma variada resposta imune
por parte do animal infectado. Baneth et al. (2008) afirmaram que as lesGes
oculares estdo presentes em 16% a 80% dos cdes com sintomatologia clinica
de leishmaniose.

As manifestagdes oculares mais comumente relatadas se deram na
conjuntiva (PENA et al., 2008), assim como no c&o deste trabalho, apesar de
Laus (2006) afirmar que a manifestacdo conjuntival € rara em casos de
leishmaniose canina. E importante salientar que o aumento conjuntival
acentuado, localizado somente na por¢cao medial da conjuntiva bulbar, constitui
uma aparéncia clinica atipica nunca relatada por outros pesquisadores.

KOUTINAS et al. (1999) afirmaram que anemia normocitica
normocrémica é observada com frequéncia na leishmaniose, associando-a a
hipoplasia medular, deficiéncia de eritropoetina, inflamagéo cronica ou até
mesmo a sangramentos causados pela doenca. De acordo com Thrall et al.
(2015), os hemoparasitas causam anemia devido a hemodlise extravascular
imunomediada, 0s anticorpos agem contra oS microoganismos, ligando-se aos
eritrécitos, resultando em fagocitose pelos macréfagos.

No animal do relato foi observado monocitose, diferindo com relacdo ao
namero de eosinofilos e de linfocitos citados pela literatura. A resposta
leucocitaria se modifica de acordo com a evolugdo da doenca, e por diversos

fatores como o estado imunoldgico do animal, a gravidade dos sinais clinicos e
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presenca de quadros infecciosos ou parasitarios associados. Por este motivo,
foi prescrito a timomodulina, como um agente estimulador do sistema
imunoldgico, baseando-se em estudos prévios (SANTOS, 2010) que obtiveram
bons resultados com o uso desta medicacdo em animais leucopénicos. Em
relacdo aos leucdécitos a resposta varia, podendo-se observar leucopenia, com
maior frequéncia, como também leucocitose (COSTA, 2014). Ciaramella et al.
(1997) relataram leucopenia e trombocitopenia, mas também leucocitose com
eosinopenia. Neste Pug foi observado leucopenia com linfopenia. Alvar et al.
(2004) justificam a leucopenia afirmando que os leucoécitos podem migrar para
sitios inflamatérios. Medeiros et al., (2008), observaram monocitose, eosinofilia
e linfocitose.

Os aumentos das enzimas hepaticas ALT e FA, observados no animal
em gquestao, também foram relatados em estudos realizados por Costa (2014)
e por Marqués (2008) devido a lesdo hepética (OLIVEIRA et al., 1993).
Ciaramella et al. (1997) referem aumento das enzimas hepéaticas em apenas
16% dos animais com leishmaniose. Devido as alteracfes hepdaticas, o cdo
relatado foi tratado com silimarina, que proporciona efeito estimulante e
protetor especifico das células hepaticas, acelerando o processo regenerativo
celular, resultando em recuperacdo das hepatopatias (SCHOSSLER et
al.,1998).

Neste trabalho, o resultado do PCR em tempo real, de uma amostra
de sangue total, se mostrou negativo, assim como também os testes
sorolégicos (RIFI e ELISA). Este fato vem confirmar a importancia de se
realizar multiplas formas de diagnostico para a leishmaniose. Nao se pode
descartar a doenca sem a execucdo de exames com maior especificidade
como o0 exame parasitologico. A técnica molecular de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) pode ser realizada como diagnoéstico da leishmaniose, porém
um unico resultado negativo ndo deve descartar a doenca. Acrescenta-se a
este fato, a possibilidade de que resultados conflitantes em amostras de
diferentes locais de um mesmo animal possam ocorrer (MAIA; CAMPINA,
2008).

No parasitolégico de sangue periférico foram encontradas formas
amastigotas de leishmaniose, confirmando a doenca e corroborando com

estudos que também observaram estas formas do parasita em varios
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leucdcitos circulantes (neutrofilos, mondcitos, macréfagos) e também livres no
sangue (GIUDICE; PASSANTINO, 2011). Contudo, a desvantagem deste
meétodo de diagndéstico, como afirmado por ALVAR et al., (2004), é a dificil
visualizacédo do parasita em cédes sem sintomatologia clinica.

O exame parasitologico realizados no sangue periférico, na citologia
conjuntival, bem como na biopsia conjuntival deste cdo foram positivos para a
leishmaniose, o animal ndo foi submetido a aspiracdo de linfonodos e de
medula 0ssea, que seriam as proximas etapas do diagnostico corrobondo com
Alvar et al., (2004) onde descrevem que a observacéo de formas amastigotas
também pode ser feita em sangue periférico, medua 6ssea, fragmentos de pele
e linfonodos de animal infectado.

O diagnéstico parasitologico é considerado um exame de suma
importancia, onde se observam formas amastigotas de Leishmania, podendo
ser executado como citologia aspirativa de diversos 6rgdos e em bioOpisia
hepatica (SCHIMMING; SILVA, 2012). Pefa et al. (2000) e Pilatti et al. (2009)
ja haviam citado a identificacdo do organismo em espécimes citolégicos de
raspado conjuntival como uma forma de diagnostico parasitologico da
leishmaniose canina. Razeghinejad et al., (2016) observaram formas
amastigotas na conjuntiva de um paciente humano. Nos estudos de Pefia et al.
(2008), a conjuntiva foi a estrutura ocular mais comumente envolvida. A Unica
diferenca da metodologia aplicada no relato do presente caso clinico, com
relacdo aos autores supracitados, foi a forma de coleta das células conjuntivais,
utilizando-se a esfoliacao através de escova propria para a citologia.

A uveite anterior do animal foi tratada com pomada oftalmica a base
de dexametasona a 0,1%, baseando-se na ja consagrada forma de tratamento
destas condicfes clinicas, onde os costicosteroides sdo a primeira escolha
(NAKAO et al., 2007).

Devido ao animal apresentar ceratite ulcerativa autoinflingida, a
corticoterapia topica foi suspensa e prescreveu-se antibigtico topico a base de
ofloxacino, em forma de colirio. Estudos mostram que o ofloxacino penetra de
forma muito mais extensa no globo ocular quando comparada com a
ciprofloxacino e possui efeito colateral minimo (REVIGLIO et al., 2003).

A terapia para o animal em questdo foi baseada em referéncias

bibliograficas que descrevem o alopurinol como um farmaco leishmaniostatico,
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metabolizado pelo parasita para produzir um analogo de iosina, o qual é
incorporado por um &cido ribonucleico e leva a alteracdes na traducao protéica,
e a diminuicdo da multiplicacéo do parasita (GREENE, 2015).

O tratamento instituido para o animal do presente relato resultou em
melhoras corrobondo com GOMES UCHOA et al. 2009 onde relata que a
domperidona é indicada no tratamento da leishmaniose, pois sua administracdo
pode ser via oral e ndo foram observados nenhum efeito colateral.
Domperidona deve ser administrada na dose 0,5mg/ kg, SID, durante quatro
semanas (HMA,2013).

Solano Gallego et al., (2009) onde descrevem que a associacdo de
antimoniato de meglumina com alopurinol é o protocolo terapéutico mais eficaz
para leishmaniose canina. A dose recomendada do alopurinol é de 10 mg/kg,
BID, por via oral, de acordo com Paradies et al. (2012).

O protocolo de tratamento com a vacinagao deve contabilizar trés doses,
aplicadas em intervalos de 21ldias, contendo duas doses em cada aplicacdo
(MORENO et al., 2014), tal como foi realizado no cdo deste relato. Atualmente,
a vacina composta por antigeno de Leishmania produzido com Escherichia coli,
sob a forma de proteina recombinante e comercializada com o nome de Leish-

Tec®, € a Unica vacina licenciada pelas autoridades brasileiras (SILVA, 2015).
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5. CONCLUSAO

A apresentacdo atipica do quadro ocular desenvolvido por este cdo com
leishmaniose vem enriquecer ainda mais a miriade de sinais clinicos
apresentados pela doenca. O trabalho também revela a importancia de se
realizar varios meios de diagnostico, antes de se descartar a doenga,
enfatizando um método simples e de facil execucdo para o diagndstico

parasitologico, que € a citologia conjuntival esfoliativa.
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