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RESUMO

POOLI, T. N. Leishmaniose visceral canina: Estudo de casos em cées domesticos,
durante o ano de 2023, no Servigco de Patologia Animal do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.
2024. 71 f. Trabalho de Conclusdo do Programa de Residéncia em Area
Profissional da Saude — Modalidade Uniprofissional: Anatomia Patologica
Veterindria do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, 2024.

A leishmaniose € uma zoonose amplamente difundida, causada por protozodrios
intracelulares obrigatorios do género Leishmania. Essa enfermidade afeta animais,
dentre os quais, cdes e seres humanos e a forma visceral € letal quando nao
tratada. O objetivo do trabalho foi realizar uma breve revisdo de literatura,
ressaltando a epidemiologia da doenca, o seu ciclo biolégico, destacando a
participacdo do cado domeéstico, manifestacdes clinicas, diagndéstico e tratamento.
Foram selecionados trés casos de leishmaniose visceral em cdes domésticos, do
Servico de Patologia Animal do Hospital Veterinario da Faculdade de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, para que fosse realizada analise das
alteracdes ante e post-mortem, macro e microscépicas, correlacionando com os
achados histopatolégicos relatados em literatura. Os trés animais apresentaram
padrdes de lesdes relatados e formas amastigotas de Leishmania sp. em diversos
orgaos; no cdo do caso 1, foram observadas amastigotas intracitoplasmaticas em
medula 0ssea, linfonodo, baco, figado, pele, intestino delgado, cérnea, pancreas,
musculatura, tecido subcutéaneo e rim. No cdo do caso 2, em baco, linfonodo,
medula 0ssea, coragdo e pele e, no cado do caso 3, em baco, figado, linfonodo,
adrenal, rim e pele. Dessa maneira, € necessario que o médico-veterinario
patologista consiga correlacionar as informacdes sobre o histérico do animal,
manifestagbes clinicas, achados em exames laboratoriais com os achados
histopatolégicos, para facilitar sua interpretacdo diagnéstica, uma vez que ha
lesGes comumente encontradas em caes doentes, porém, sem a forma amastigota
intracelular.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Histopatologia. Amastigota. Caes.

Leishmania infantum.



ABSTRACT

POOLI, T. N. Canine visceral leishmaniasis: Study of cases in domestic dogs,
during the year 2023, at the Animal Pathology Service of the Veterinary Hospital of
the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science of the University of Séo
Paulo. 2024. 71 f. Conclusion Work of the Professional Residency Program in
Health Area - Uniprofessional Modality: Veterinary Pathological Anatomy at the
Veterinary Hospital of the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science of the
University of Sdo Paulo, 2024.

Leishmaniasis is a widely spread zoonosis caused by obligatory intracellular
protozoa of the genus Leishmania. This disease affects various animals, including
dogs and humans, and the visceral form can be fatal if untreated. The aim of this
study was to conduct a brief literature review highlighting the epidemiology of the
disease, its lifecycle, the role of domestic dogs, clinical manifestations, diagnosis,
and treatment. Three cases of canine visceral leishmaniasis from the Veterinary
Pathology Service of the Veterinary Hospital of the Faculty of Veterinary Medicine
and Animal Science of the University of Sdo Paulo were selected for analysis of
ante- and post-mortem alterations, both macro and microscopic, correlating with
histopathological findings reported in the literature. All animals exhibited patterns
of lesions that were reported and forms of Leishmania sp. amastigotes in various
organs; in the dog from case 1, intracellular amastigotes were observed in bone
marrow, lymph node, spleen, liver, skin, small intestine, cornea, pancreas, muscle,
subcutaneous tissue, and kidney. In the dog from case 2, amastigotes were found
in the spleen, lymph node, bone marrow, heart, and skin and, in the dog from case
3, spleen, liver, lymph node, adrenal gland and skin. Therefore, it is essential for
the veterinary pathologist to correlate the patient history, clinical manifestations,
laboratory findings, and histopathological results to facilitate diagnostic
interpretation, as there are lesions commonly found in sick dogs, albeit without the
intracellular amastigote form.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Histopathology. Amastigote. Dogs. Leishmania

infantum.
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1. INTRODUCAO

Leishmaniose € uma zoonose amplamente disseminada, causada pelo género
Leishmania, constituido por protozoarios intracelulares obrigatérios (Mann et al.
2021). O seu ciclo biolégico € complexo e inclui diferentes espécies de parasitas,
reservatorios e vetores (Pan American Health Organization 2019). Em humanos e
cées, podem comprometer a pele, as mucosas e visceras (Jambulingam et al. 2017,
Baneth et al. 2022).

A forma mais letal da leishmaniose, e tema deste trabalho, é a leishmaniose
visceral (LV), também conhecida como calazar ou barriga d’agua (Brasil. Ministério
da Saude 2014). E uma enfermidade sistémica que afeta, principalmente, figado,
baco e sistemas hematoldgico e linfatico (Baneth et al. 2008; Brasil. Ministério da
Saude 2014; Mann et al. 2021).

A leishmaniose visceral faz parte do grupo de Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs), no qual ha mais de vinte doencas e agravos, cuja ocorréncia
esté relacionada a desigualdade e vulnerabilidade social, econdmica e ambiental de
comunidades e pessoas, principalmente, em areas tropicais e subtropicais (Brasil.
Ministério da Saude 2018). Como consequéncia, ha perpetuacdo da precariedade
das condicbes de vida e saude e aumento da ocorréncia da enfermidade em
territérios ndo endémicos, em virtude da globalizacdo e, também, das mudancas

climaticas (Molyneux et al. 2017; Brasil. Ministério da Saude 2024).

O aumento dos casos de LV no pais é resultante da adaptacéo da transmissao
rural para urbana, principalmente nas regides Sudeste e Centro-Oeste; 15% dos
casos do pais sao representados por Belo Horizonte (Minas Gerais), Araguaina
(Tocantins), Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Bauru (S&o Paulo) e Palmas

(Tocantins) (Thomaz-Soccol et al. 2018).

Como o céo é o reservatério principal da Leishmania infantum, principal
causadora da LV no Brasil (Burza et al. 2018), o estudo dessa enfermidade nesses

animais é de extrema importancia para a saude publica.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é realizar breve revisdo de literatura para evidenciar
a leishmaniose visceral no contexto de Uma SO Saude, a importancia do cao na
manutencdo dessa enfermidade, as medidas de prevencao adotadas no Brasil e
comparar os achados anatomopatologicos em cées descritos na literatura com o0s
encontrados no Servico de Patologia Animal do Hospital Veterinario da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Epidemiologia

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization —
(WHO) 2023), dentre os fatores de risco para a leishmaniose visceral, estao:

e Condicbes socioecondmicas: a falta de saneamento basico e a gestdo
inadequada de residuos favorecem a reproducao dos flebotomineos. Além
disso, um maior nimero de pessoas em um mesmo domicilio atrai esses
insetos, enquanto o habito de dormir ao ar livre aumenta o contato entre esses
e humanos;

e Ma-nutricdo: a ingestdo reduzida de nutrientes essenciais como proteinas,
vitamina A, ferro e zinco pode resultar na progresséao da infeccao para a forma
de doenca,;

¢ Mobilidade populacional: o deslocamento de individuos sem imunidade para
areas com alta taxa de transmissao pode resultar em surtos da doenca,

¢ Mudancas ambientais: a incidéncia da doenca aumenta com a ocorréncia de
desmatamento e urbanizacéo;

e Mudancas climaticas: altera¢des na temperatura e nos padrdes de precipitacao
afetam a distribuicdo e a densidade populacional dos flebotomineos.

Em 2015, 90% dos casos de leishmaniose visceral foram reportados em sete
paises, sendo eles Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia, Suddo e Suddo do Sul,
porém, é uma afeccdo endémica em mais de 60 paises (Burza et al. 2018). A
incidéncia global da LV diminuiu de 200.000 a 400.000 novos casos em 2012, para
50.000 a 90.000 em 2017 (World Health Organization (WHO) 2023). Em 2005, india,
Nepal e Bangladesh, que detinham 50% dos casos de LV no mundo, comprometeram-
se a eliminar a doenca como problema de saude publica até 2015 (Burza et al. 2018).

O Brasil reporta mais de 99% dos estimados 3.500 casos anuais na América
Latina. Do total de 583.960 casos de DTNs registrados no quinquénio 2016-2020,
8,2%, ou seja, 47.609 casos, foram de LV, a qual foi registrada em 53,3% dos
municipios brasileiros (N=2.970), ressaltando-se sobreposicdo com hanseniase,
leishmaniose tegumentar, esquistossomose e acidente ofidico; nesse mesmo periodo,
as leishmanioses foram responsaveis por 2.261 o6bitos (Brasil. Ministério da Saude
2024).

Em relacdo a populacédo indigena, o Ministério da Saude (2022) informa os
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casos de acordo com os dados do Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo
(SINAN) e do Sistema de Informacéo da Atencao a Saude Indigena (SIASI).

Pelo SINAN, no periodo de 2015 a 2019, 225 novos casos foram confirmados,
1,4% do total de casos de LV registrados no mesmo periodo no pais (16.448). 44,4%
foram registrados no estado do Maranh&o, seguido dos estados de Roraima (13,8%)
e Minas Gerais (11,1%). De maneira geral, as criancas menores de cinco anos foram
as mais acometidas no periodo, sendo que, a faixa etaria de 1 a 4 anos representa
37,8% dos casos e, os menores de um ano de idade, 22,2%. 63,1% dos casos
evoluiram para a cura clinica e foram registrados 21 ébitos por LV no mesmo periodo.

Ja o SIASI registrou 167 casos de LV em populagdes indigenas, de 2015 a 2019,
35,3% registrados no Distrito Sanitario Especial Indigena (DSEI) Maranh&o, seguido
dos DSEls Leste de Roraima e Pernambuco, com 14,4% e 12,6%. Os casos de LV
atendidos pelo Subsistema de Atencdo a Saude Indigena (SASISUS) foram,
principalmente, de criancas menores de 5 anos de idade (43,7%). Nesse mesmo
periodo, foram registrados 25 6bitos por LV.

Em relagdo a cées, o niumero desses animais infetados na América do Sul é
estimado em milhdes; no Brasil, a alta prevaléncia da infec¢cdo em cées estd associada
ao risco da LV em humanos (Werneck et al. 2006).

Em estudo realizado por Oliveira et al. (2021), no estado de Sergipe, onde,
anualmente, sdo registrados 70 casos de LV em humanos, obteve-se 34,69% (162)
de positividade para LV em 467 cdes avaliados. As maiores taxas de positividade
foram em caes de caca (54%) e em cédes de guarda (42,14%). Em contrapartida, a

maior percentagem de cées sintomaticos foi observada em animais errantes (85%).

3.2. Agente etiologico

O agente causador da leishmaniose € um protozoario pertencente a Familia
Trypanosomatidae e ao género Leishmania, que abrange, aproximadamente, 22
espécies patogénicas para os seres humanos (Pan American Health Organization
2019). Essas espécies sdo categorizadas nos subgéneros Leishmania e Viannia, e
apresentam diferentes tropismos: visceral, cutdneo ou mucoso (Herwaldt 1999).

No caso da leishmaniose visceral, que é a forma sistémica, mais grave dentre
as leishmanioses e fatal quando néo tratada, os agentes etioldégicos sao L. donovani
na Asia e na Africa e L. infantum (sinénimo da L. chagasi) na Bacia do Mediterraneo,

Oriente Médio, Asia Central, América do Sul e América Central (Burza et al. 2018).



Quadro 1. Principais caracteristicas das espécies de Leishmania spp. que causam leishmaniose visceral.

Principais

Regides com

Estimativa da

Subgénero Forf“a manifestacdes Progresséo natural Grupos de risco Pr|n0|pa|.s grande incidéncia
clinica g reservatorios a
clinicas ocorréncia anual no mundo
LV: febre LV: fatal em 2 anos LV: criangas com Caes, LV: China, sul  LV: 6.200-12.000
persistente, sem tratamento menos de 5 anos e humanos da Europa, casos
esplenomegalia LC: cura espontanea  adultos e lebres Brasil e no Velho Mundo e
LC: n6dulos dentro de 1 ano imunocomprometidos América do Sul 4.500-
L. Leishmania LV e LC isolados e minima LC: criancas e jovens LC: América 6.800 casos no
infantum inflamacao adultos Central Novo Mundo
LC: nimero de
casos
desconhecido
LV: febre LV: fatal em 2 anos LV: adolescentes e Humanos india, LV: 50.000-90.000
persistente, sem tratamento criangas Bangladesh, LDPC: namero de
esplenomegalia, LDPC: cura LDPC: criangcas Etiopia, Sudao casos
perda de peso e espontanea em 85% e Sudéo do Sul desconhecido
L. . . anemia dos casos na Africa,
donovani L€ishmania LV eLDPC | ppc: multiplas porém, raramente na
maculas, papulas  Asia
ou lesbes
nodulares nao
dolorosas
Lesbes ndo LesBes com cura N&o é bem definido  Humanos Mediterraneo 200.000-400.000
dolorosas, nao espontanea dentro de Oriental,
L. . . LC, ulceradas e, 1 ano Oriente Médio
tropica Leishmania rarar\zlante, frequentemente, e nordeste
multiplas e sul da Africa

Fonte: adaptado de Burza et al. (2018). LV = leishmaniose visceral. LC = leishmaniose cutéanea. LDPC = leishmaniose dérmica pos-calazar.
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A espécie L. tropica que, geralmente, provoca leishmaniose cutanea, foi
identificada em militares que apresentaram sintomas sistémicos durante o conflito do
Golfo Pérsico na década de 1990 (Centers for Disease Control 1992). Ademais, a L.
amazonensis € considerada suspeita de casos de LV (Herwaldt 1999).

O agente possui ciclo de vida heteroxénico e sua forma varia nos diferentes
hospedeiros. A forma promastigota é extracelular, mede entre 20 e 30 um, € alongada
e se movimenta no intestino dos insetos vetores por meio de flagelo. Em contraste, a
forma amastigota € intracelular, mede de 2 a 5 ym, é arredondada e desprovida de
flagelo; multiplica-se no interior das células do sistema mononuclear fagocitico,
principalmente macréfagos. Ambas as formas do parasita se reproduzem por fissdo
binaria e possuem uma unica mitocondria modificada, conhecida como cinetoplasto

(Pan American Health Organization 2019).

3.3. Reservatorios

Reservatérios sao animais vertebrados que perpetuam o ciclo da transmissao
por manter o parasita na natureza e permitir que os vetores sejam infectados por eles.
Em geral, ha um reservatério principal para cada espécie de Leishmania em cada
foco, porém, outros animais podem ser infectados e se tornarem reservatérios
secundarios acidentais; os reservatorios podem ou nao desenvolver a doenca e
apresentar manifestacdes clinicas (Pan American Health Organization 2019; Mann et
al. 2021).

Os reservatérios podem ser animais domésticos e selvagens e, no caso da L.
donovani, responséavel pela LV na india, o principal reservatério € o ser humano,
enguanto os cées sdo o reservatorio mais importante para L. infantum (Burza et al.
2018). No Brasil, animais silvestres como raposa-do-campo (Dusicyon vetulus),
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e gamba-de-orelha-branca (Didelphis
albiventris) também podem assumir esse papel no ciclo biolégico (Brasil. Ministério da
Saude 2014).

A infeccdo em cédes € mais prevalente do que em humanos e a enzootia canina
tem precedido a ocorréncia nos homens (Brasil. Ministério da Saude 2014). As
infeccdes em gatos, canideos selvagens e equinos foram reportadas em areas onde
a doenca é prevalente em caes (Solano-Gallego et al. 2009a). Isso pode ocorrer pois,
0s cdaes, geralmente apresentam grande quantidade de protozoarios cutaneos, de

maneira que a ingestdo desses pelos flebotomineos é facilitada (Otranto and Dantas-
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Torres 2013).

3.4. Vetores

A Leishmania spp. € transmitida por, aproximadamente, 70 tipos de
flebotomineos, que sao dipteros hematoéfagos da Familia Psychodidae, cujos géneros
séo divididos em Phlebotomus, que ocorre no Velho Mundo (Asia, Oriente Médio,
Africa e Sul da Europa) e Lutzomyia, no Novo Mundo (Estados Unidos da América,
México, Américas Central e do Sul) (Pan American Health Organization 2019). Os
flebotomineos completam o seu ciclo de vida durante o ano todo em areas tropicais e,
em areas subtropicais, apenas em meses quentes (Pan American Health Organization
2019).

No Brasil, duas espécies sdo consideradas vetores da doenga: Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi, que recebem nomes populares como mosquito palha,
tatuquira e birigui; a Lu. longipalpis é a principal transmissora da L. infantum e sua
distribuicdo pelo pais é ampla (Brasil. Ministério da Saude 2014).

Originalmente, a Lu. longipalpis era encontrada em regides de matas nas regioes
Norte e Nordeste. Entretanto, o inseto adaptou-se ao ambiente rural e, principalmente
na regido Sudeste, ao ambiente urbano no final da década de 80, de maneira que é
encontrado no intra e peridomicilio, em galinheiros, chiqueiros, canis, entre outros
ambientes (Brasil. Ministério da Saude 2014; Thomaz-Soccol et al. 2018).

A proporgéo dessa espécie entre outras da subfamilia Phlebotominae aumenta
conforme ha alteracdes antropicas no ambiente (Salomon 2021). Thomaz-Soccol et
al. (2018) notaram maior distribuicdo espacial de Lu. longipalpis em regibes em
transicdo rural-urbana, nas quais ha restos de vegetacao, detritos e animais como
roedores, cdes e galinhas. Em Barcarena, municipio do estado do Para, Oliveira et al.
(2011) capturaram 500 individuos da espécie Lu. longipalpis e apenas 13 de outras
espécies de flebotomineos em borda florestal, onde a vegetagdo natural fora
recentemente removida para a construcao de habitagcbes humanas; isso sugere que
Lu. longipalpis € mais adaptavel a areas com alteracbes antropicas do que outras
espécies de flebotomineos.

Os adultos de Lu. longipalpis podem repousar nas casas das pessoas e nos
abrigos dos animais durante o dia e, apresentam-se ativos no periodo crepuscular e
noturno (Brasil. Ministério da Saude 2014). As fémeas sdo hematofagas obrigatérias

e 0S repastos sanguineos sequenciais aumentam a quantidade de formas infecciosas
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em seu intestino (Sousa-Paula et al. 2020). Como séo insetos pequenos, que medem
de 1,0 a 3,0 mm de comprimento e voam silenciosamente, geralmente, ndo sao vistos
e nem ouvidos pelos seus alvos (Brasil. Ministério da Saude 2014; Pan American
Health Organization 2019).

Devido a adaptacdo do vetor aos ambientes intra e peridomiciliar, ele realiza
sua alimentacdo em diversos animais, como caes, gatos, suinos, caprinos, ovinos,
equinos, galinhas e animais sinantrépicos (por exemplo, ratos); a maioria dos animais
citados sao potenciais reservatorios de Leishmania (Dias et al. 2003; Camargo-Neves
et al. 2007; Sant’Anna et al. 2008; Afonso et al. 2012). As galinhas sao refratérias a
infeccdo por Leishmania, porém, contribuem para a manutencao do vetor no ambiente

por serem uma fonte de alimento (Sant’anna et al. 2010).

3.5. Transmisséo

O ciclo de transmissao da Leishmania pelos vetores ocorre da seguinte forma: o
vetor se infecta ao ingerir, juntamente com o sangue dos animais contaminados,
macrofagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania sp. No trato digestivo,
h& rompimento dos macréfagos com liberacdo dessas formas e diferenciacédo
em promastigotas, que se reproduzem por divisdo binaria. Essas migram para a
probéscide e se diferenciam nas formas infectantes, que sdo as promastigotas
metaciclicas. O ciclo do protozoario no inseto tem duracdo de 72 horas. Quando o
flebotomineo infectado se realiza um novo repasto sanguineo, ha liberacdo das
promastigotas metaciclicas juntamente com sua saliva. Na epiderme do hospedeiro,
essas sao fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. No interior dos
macrofagos, no vacuolo parasitoforo, diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se
intensamente até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberacdo destas formas
que serdo fagocitadas por novos macrofagos num processo continuo, ocorrendo,
entdo, a disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (Brasil.
Ministério da Saude 2014; Pan American Health Organization 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico da Leishmania sp.
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Fonte: Adaptado de Pan American Health Organization (2019)

Menos comumente, a leishmaniose pode ser transmitida por transplante de
orgdo (Basset et al. 2005), transfusdo sanguinea (Dey and Singh 2006),
congenitamente (Eltoum et al. 1992), acidente em laboratério (Herwaldt 2001) e por
compartilhamento de agulha para uso substancias por via intravenosa (Alvar et al.
1997).

Atualmente, tem-se a hipotese de transmissao vertical e sexual de L. infantum
entre caes, ja que ha deteccdo desse protozodrio nos orgaos do sistema reprodutivo
de fémeas e machos, e no esmegma e sémen (Evangelista et al. 2022). Ha, também,
a hipotese de transmissdo entre a populacdo canina por meio da ingestdo de
carrapatos infectados, mordeduras e ingestdo de visceras contaminadas (Brasil.
Ministério da Saude 2014).

3.6. Patogenia
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A evolucdo da LV depende da interacdo do vetor (picadas sucessivas), do
parasita (viruléncia) e do hospedeiro (comorbidades, resposta imunoldgica) (Koutinas
and Koutinas 2014).

Tanto em cdes quanto em humanos, sdo ativadas as vias imunolégicas dos
linfécitos T helper 1 (TH1) e 2 (TH2) e o balanco dessas respostas culmina na
progressdo da doenca ou em sua resolucdo (Baneth et al. 2008). As citocinas
sintetizadas pelos linfécitos TH1 como interferon-gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 2 (IL2) participam da resposta imune celular, de
forma que ativam os macréfagos, os quais eliminam o parasita por meio da producao
de 6xido nitrico e conferem, assim, imunidade protetiva contra LV (Pinelli et al. 1994;
Holzmuller et al. 2006a, 2006b).

Os linfécitos T citotoxicos CD8+ eliminam os macrofagos infectados e esse
processo pode estar suprimido em cées com alta carga parasitaria, ao contrario do
gue ocorre em animais assintomaticos, nos quais ha prevaléncia dessas células
(Guerra et al. 2009).

Conforme a doenca progride, ha reducédo dessa resposta e, assim, diminuicao
da morte intracelular do protozoario, o que gera o periodo de incubacédo de 3 meses
até 7 anos e a alteracao do estado resistente para susceptivel (De Luna et al. 1999;
Baneth et al. 2008).

A leishmaniose canina esta frequentemente associada a resposta humoral
acentuada, a qual ndo é protetora e pode culminar na deposi¢do de imunocomplexos
em tecidos e 6rgaos, com consequente glomerulonefrite, vasculite, uveite, miosite e
poliartrite (Saridomichelakis 2009).

A densidade parasitaria na medula 6ssea de caes infectados com Leishmania
infantum correlaciona-se com a maior reatividade das imunoglobulinas anti-
Leishmania (Reis et al. 2006) e a maior producdo de linfécitos B pode estar
relacionada a linfadenomegalia, esplenomegalia e hipergamaglobulinemia policlonal
(Baneth et al. 2008).

3.7. Manifestagdes clinicas

Os humanos infectados podem ndo apresentar manifestacfes clinicas e, em
areas endémicas, a infeccdo assintomatica € comum (Dos Santos Marques et al.
2017).

Em estudo realizado por Dos Santos Marques et al. (2017), houve 34% de
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soroprevaléncia em criancas de trés a dez meses de idade e, durante o periodo do
estudo e um ano apés o seu término, nenhuma crianca apresentou manifestacao
clinica associada a LV, a semelhanca de outros estudos com longos
acompanhamentos de individuos infectados (Carneiro et al. 2011).

No caso de infec¢éo por L. donovani na india, 69% dos pacientes soropositivos
exibiram manifestacdes clinicas da doenca dentro de 12 meses (Singh et al. 2002).

Altos titulos de anticorpos sdo um fator de risco para a progressao para a doenca
(Burza et al. 2018) e as pessoas infectadas podem desenvolver os sintomas anos
depois, quando ha quadro de imunossupressdo (Ready 2014). Em criancas,
principalmente, a desnutricdo aguda é associada a maior carga parasitaria, entretanto,
nao se sabe qual fator é a causa e qual € a consequéncia (Zacarias et al. 2017).

O periodo de incubacdo é de, geralmente, duas semanas a oito meses e o inicio
da doenca pode ser agudo ou insidioso; a LV é fatal dentro de dois anos quando ndo
tratada, por conta de infeccdo bacteriana secundaria ou anemia grave (Burza et al.
2018).

Segundo Brasil. Ministério da Saude (2014) e Pan American Health Organization

(2019), a evolucao clinica da LV pode ser dividida em:

e Periodo inicial: Essa apresentacédo é frequentemente confundida com outros
quadros infecciosos. O estado geral do paciente esta preservado e esse
apresenta febre com duracdo inferior a quatro semanas, discreta
esplenomegalia, hepatomegalia pode estar presente ou nao, linfadenopatia e
palidez mucocutanea. Em areas endémicas, esse quadro clinico pode ter
duracdo de 15 dias e evoluir para cura espontanea (forma oligossintomatica).

e Periodo de estado: quadro clinico de, geralmente, mais de dois meses de
evolugcdo, com comprometimento do estado geral. Ha febre persistente, perda
de peso progressiva, anorexia, palidez mucocutanea mais intensa e aumento
do volume abdominal por hepatoesplenomegalia

e Periodo final: a doenca evolui progressivamente, com comprometimento mais
intenso do estado geral, febre continua e desnutricdo. As manifestacdes menos
frequentes sdo ictericia, edema nos casos avancados da doenca e alteracdes
neuroldgicas. Podem ocorrer sangramentos e sintomas inespecificos
associados a infec¢des bacterianas ou virais secundarias. Assim, nessa fase,
0 paciente pode vir a 6bito devido a sangramentos ou infec¢cdes secundarias

por leucopenia, hipoalbuminemia, trombocitopenia, hipergamaglobulinemia.



21

A leishmaniose dérmica pés-calazar (LDPC) é uma complicacéo associada a L.
donovani, ocorre raramente em infeccbes pela L. infantum e esta relacionada a
imunossupressao (Stark et al. 2006). Ocorre quando ha persisténcia do parasita na
pele mesmo apds o tratamento. O paciente apresenta maculas hipopigmentadas e
eritema na face e no tronco, que podem se estender para todo o corpo (Burza et al.
2018).

No Brasil, a co-infecgédo por HIV e LV é maior do que 6% (Brasil. Mistério da
Saude. 2015) e, nesses pacientes, as manifestacfes sdo mais graves e atipicas. A
leishmaniose atipica disseminada pode estar presente, com maior isolamento do
parasita em mucosa gastrointestinal, lavado bronquial, pele sem lesdo e sangue (Ejara
et al. 2010; Pan American Health Organization 2019).

Em relacdo a LV em cées, segundo Solano-Gallego et al. (2009b), os autores
consideram leishmaniose clinica quando ha manifestacdes clinicas ou alteracdes
laboratoriais e, subclinica, quando ndo ha manifestacéo clinica e nem alteracdo em
exames laboratoriais.

Em cées, as racas Boxer, Cocker Spaniel, Doberman e Dogue Alemé&o parecem
ser mais suscetiveis ao desenvolvimento da doenca (Franca-Silva et al. 2003)
enquanto o Podengo Ibicenco (lbizan Hound) raramente a desenvolve (Solano-
Gallego et al. 2000); nessa raca, ha aumento de TNF-a e IFN-y e menor quantidade
de anticorpos anti-Leishmania (Martinez-Orellana et al. 2017). Em relacéo a idade, ha
maior prevaléncia em cdes de 3 a 6 anos ou com mais de 9 anos de idade (Abranches
et al. 1991).

A maioria dos cées apresenta baixo escore de condicdo corporal, com
caquexia, atrofia muscular, palidez das mucosas, linfadenomegalia generalizada,
esplenomegalia, hepatomegalia, intolerancia a exercicios, prostracdo, anorexia,
lesbes cutdneas, como dermatite esfoliativa, nodular, pustular e ulcerativa,
principalmente em plano nasal, pavilhdo auricular, membros e jun¢gfes mucocutaneas,
alopecia, lesdes oculares como uveite, conjuntivite, blefarite, hiperqueratose nasal e
em coxins, onicogrifose, epistaxe (Ciaramella et al. 1997; Koutinas et al. 1999; Baneth
et al. 2008).

Nos exames clinicos laboratoriais, s&o comumente observados:

« Anemia ndo regenerativa, normocitica, normocrémica, o que pode ser resultado
da perda sanguinea, insuficiéncia renal e a propria natureza infecciosa da

doenca e o processo infeccioso na medula 6ssea (Koutinas et al. 1999);
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« Hiperglobulinemia, resultante do aumento de imunoglobulinas policlonais, e
hipoalbuminemia, pela ma-nutricdo, insuficiéncia hepatica e renal (Ciaramella
et al. 1997; Koutinas et al. 1999);

« Aumento da concentracdo sérica das enzimas hepaticas por insuficiéncia
hepatica (Ciaramella et al. 1997; Koutinas et al. 1999);

« Aumento da concentracao sérica de creatinina e proteindria consequentes a

insuficiéncia renal (Ciaramella et al. 1997; Koutinas et al. 1999).

3.8. Diagnéstico

O exame considerado padrao ouro € a visualiza¢do da forma amastigota ou por
meio de cultura, de maneira que, em humanos, a sensibilidade é acima de 90% no
baco e de 50 a 80% na medula 6ssea (Burza et al. 2018). Varios testes soroldgicos
podem ser realizados para o diagndstico, como testes de aglutinacdo direta, ensaio
de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), imunofluorescéncia e Western blot. Essas
técnicas apresentam alta sensibilidade para a fase aguda da LV. Os anticorpos podem
estar presentes em individuos assintomaticos infectados, de maneira que, 0s
resultados soroldgicos devem ser interpretados segundo o contexto clinico do
paciente, principalmente daqueles em regiées endémicas (Burza et al. 2018).

O método diagnostico preconizado pelo Ministério da Saude inclui dois testes
sorolégicos. Os cées sao triados pelo Teste Rapido Dual Path Platform (TR-DPP) e a
confirmacdo se da por meio do ELISA (EIE®-LVC) (Agonigi 2020). Entretanto, o
diagnéstico soroldgico apresenta limitacées, como falso-negativos por conta da janela
imunoldgica, casos em que 0S animais sao soronegativos, mas PCR positivos e
resultados positivos em que ndo ha infeccdo ativa, apenas exposicdo ao agente
(Dantas-Torres 2018).

Existem diversos protocolos de diagnéstico molecular disponiveis para animais
e humanos. Amostras de medula 6ssea, baco e linfonodos geralmente apresentam
maior quantidade do agente, enquanto amostra sanguinea ndo é recomendada.
Amostras de pele podem oferecer resultados variados e outras opg¢des nao invasivas
incluem swabs conjuntivais e amostras de urina (Dantas-Torres 2018).

Nos casos estudados, foram realizados exames citolégicos, histopatolégicos e
imuno-histoquimicos. A  imuno-histoquimica €& complementar ao exame
histopatoldgico e possui especificidade de até 100% e sensibilidade de 98% (Queiroz
et al. 2010).
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3.9. Tratamento

No Brasil, o0s medicamentos utilizados para o tratamento da LV sdo o Antimoniato
de N-Metil Glucamina e a Anfotericina B Lipossomal. O primeiro é a droga de primeira
escolha e pode ser administrada a nivel ambulatorial; a segunda é a opgéo no
tratamento de gestantes e de pacientes que com contraindicacdes, toxicidade ou
refratariedade relacionada ao uso dos Antimoniais Pentavalentes (Brasil. Ministério da
Saude. 2011).

Para LV canina, a Portaria Interministerial n® 1.426, de 11 de julho de 2008,
proibiu o uso, em céaes, de produtos de uso humano ou produtos nao-registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Em 2017, por meio da
Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, assinada pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude, foi autorizado o registro do

produto Milteforan®, indicado para o tratamento da leishmaniose visceral de caes.

3.10. Prevencao

Em relacdo as medidas de protecdo individual, é necessario que as pessoas
telem portas e janelas, usem repelentes e ndo se exponham durante o periodo de
maior atividade do vetor (crepusculo e a noite).

Para o controle do vetor, como opc¢ao, ha pulverizacédo de inseticidas de acéo
residual em locais intradomiciliares, como paredes e teto, e peridomiciliares, como nos
abrigos de animais (Régo e Soares 2021). Porém, medidas a longo prazo sao
necessarias, como manejo ambiental para que ndo haja o favorecimento do
desenvolvimento das formas imaturas do vetor. Para isso, € necessaria eliminacdo de
residuos organicos, limpeza de terrenos e pracas e reducédo de fontes de umidade
(Brasil. Ministério da Saude 2014).

Para a reducdo da doenca na populacdo canina, € preciso que haja o controle
do numero de animais errantes, por meio, por exemplo, de campanhas de castracdo
e de doagéo responsavel. Recomenda-se o uso de telas em canis, abrigos, hospitais
veterinarios e pet shops e o uso de coleira impregnada por deltametrina 4% (Brasil.
Ministério da Saude 2014).

Ha, também, a vacina canina contra Leishmania sp., a qual € uma ferramenta de
profilaxia individual e ndo de estratégia de controle da doenca em outros cées e

humanos (Agonigi 2020).
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3.11. Medidas de controle
Para reducéo do risco de transmissao, das taxas de letalidade e morbidade, ha
a vigilancia epidemiologica no Programa de Controle da Leishmaniose Visceral
(PCLV). A vigilancia da LV inclui vigilancia entomolégica e de casos humanos e
caninos. A Leishmaniose visceral humana é notificagdo compulsoria, de maneira que
todo suspeito deve ser notificado no SINAN (Brasil. Ministério da Saude 2014).

Em relagéo aos caes, o Decreto 51.838/1963 - Baixa Normas Técnicas Especiais
para o Combate as Leishmanioses determinava “eliminacéo de animais domésticos
doentes” e a eutanasia canina € apontada como medida “recomendada a todos os
animais sororreagentes e/ou parasitolégico positivo” (Brasil. Ministério da Saude
2014). Entretanto, atualmente, ha resisténcia contra essa medida por questéo ética e
cientifica (Dantas-Torres et al. 2019), uma vez que a eutanasia de caes com LV parece
nao diminuir a prevaléncia local da enfermidade, uma vez que ha fluxo constante de
animais para a populagdo com pouco manejo reprodutivo (Machado et al. 2016).

Para o Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), os cédes positivos para
LV utilizando Milteforan para o tratamento ndo precisardo de eutanasia. E necessaria
reavaliacdo clinica, laboratorial e parasitologica periédica pelo médico-veterinario e
utilizacao de produtos para repeléncia do flebotomineo. Quando excluido o risco de
transmissao da LV, a possibilidade de eutanasia sera descartada.

No estudo de Sevé et al. (2016), um modelo matemético foi proposto para avaliar
a reducédo da prevaléncia da LV em regides endémicas com as seguintes agdes na
populacdo canina: encoleiramento com coleiras impregnadas por deltametrina,
vacinacdo e eutanasia de cdes soropositivos. Com o0 uso da coleira em 90% da
populacao canina, a prevaléncia de soropositivos cdes e humanos foi reduzida a zero.

O Ministério da Saude financiou estudo para avaliacdo da efetividade do uso,
em cdaes, de coleiras impregnadas com deltametrina 4%. O estudo foi realizado
durante o periodo de 2012 e 2015 em 14 municipios, com encoleiramento de 300 mil
cées. Como resultado, houve reducao de 50% da prevaléncia da doenca em caes nas
areas de intervencdo quando comparadas as areas controle (Brasil. Ministério da
Saude. 2021).

Dessa maneira, a partir do segundo trimestre de 2021, foram distribuidas
1.009.036 coleiras impregnadas com deltametrina 4%, aos municipios prioritarios,
classificados como transmissao alta, intensa e muito intensa. Foram contemplados,

inicialmente, 133 municipios de 16 estados das regides Norte, Nordeste, Sudeste e
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Centro-Oeste, que representam, aproximadamente, 65% do total de casos no pais
(Brasil. Ministério da Saude. 2022).
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi retrospectivo e realizado a partir de casos do arquivo do Servigo de
Patologia Animal do Hospital Veterindrio da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. A partir da inclusdo dos casos em que a
suspeita principal era leishmaniose visceral canina, foi realizada a coleta de
informacdes dos animais, como histérico, anamnese, exames laboratoriais e de
imagens.

Foram incluidos os casos do ano de 2023. A partir da selecdo dos casos, as
laminas foram coradas em Hematoxilina e Eosina e, eventualmente, foi realizada a
coloracédo especial Tricrbmico de Masson.

Posteriormente, os casos foram analisados microscopicamente. A avaliag&o foi
descritiva e a lesdes foram fotodocumentadas com software cellSens Entry e camera
digital acoplada ao microscoépio 6ptico Olympus BX50F-3, Japdo em aumentos de 40x,
100x, 200x, 400x e 1000x.

Como complementacdo ao exame histopatologico, foi realizado o exame imuno-

histoquimico no Instituto Adolfo Lutz.
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5. RESULTADOS
5.1.Caso 1
Historico

O paciente do caso 1 é da espécie canina, sem raca definida, macho, de 7 anos
de idade. O céo foi levado, pelo seu tutor, ao Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (HOVET -
FMVZ/USP) no dia 05 de maio de 2023. Apresentava hiporexia e perda de peso hi
20 dias, diarreia, émese e anorexia ha 1 dia. O animal foi adotado quando filhote em
um canil e ndo possuia historico de viagem com 0s responsaveis.

Ao exame fisico, apresentou desidratacdo de 7 a 8%, mucosas réseas,
linfonodos sem alteracdo a palpacdo e areas multifocais de alopecia e hipotricose,
principalmente em flanco, secrecéo ocular amarelo-esverdeada, frequéncia cardiaca
de 170 batimentos por minuto, frequéncia respiratéria de 24 movimentos por minuto e
temperatura retal de 37,5°C.

O paciente ficou no Servico de Monitorizag&o Intensiva (SIM) do dia 5 ao dia
10 de maio, no qual recebeu, como tratamento sintomatico, ondansetrona, omeprazol,
citrato de maropitant e dipirona.

Entretanto, no dia 10 de maio, 0 paciente apresentou prostracdo intensa,
émese e hipotensdo nao responsiva a noradrenalina. Devido ao mau progndstico e

piora do estado geral, optou-se pela eutanasia.

Exames complementares

Foram realizados exames de ultrassonografia e radiografia, nos quais nao
houve alteracOes dignas de nota.

Os quadros 2, 3, 4, 5 e 6 mostram, respectivamente, 0os exames de eritrograma,
leucograma, coagulograma, bioquimica sérica e teste de imunodiagnostico — SNAP
4DX.

As alteracdes evidenciadas sdo: anemia normocitica hipocrémica, linfopenia,
hiperproteinemia, hipoalbuminemia, aumento de fosfatase alcalina,
hiperbilirrubinemia, aumento da concentracdo sérica de ureia e creatinina, aumento

do tempo de protrombina e tromboplastina parcial ativada e hipofibrinogenemia.



Quadro 2. Exame de eritrograma do paciente do caso 1, realizado em 09/05/2023

ERITROGRAMA
Valores de referéncia

HemaAcias 3,7 x108/ul 5,0-8,0
Hemoglobina 7,3 g/dL 12, 18,0
Hematécrito 25 % 37 — 57
VCM 66 fL 60 — 77
HCM 20 pg 22 - 27
CHCM 30 % 31-36
Reticuldcitos 0,12 %

Reticulécitos absolutos |4.400 |/ulL <60.000
Eritroblastos /100 leucécitos

Fonte: Servico de Laboratério Clinico - HOVET/FMVZ-USP

Quadro 3. Exame de leucograma do paciente do caso 1, realizado em 08/05/2023

LEUCOGRAMA

Valores Valores

relativos absolutos Valores de referéncia
Leucécitos totais % 11.900 /uL |6.000-15.000
Neutrofilos totais 89 % 10.591 /uL |3.000-12.100
Metamiel6citos % /uL |0
Bastonetes % /uL |0-300
Segmentados 89 % 10.591 |/uL |3.000-11.800
Linfocitos 7 % 833 /uL | 1.500-5.000
Linfécitos atipicos % /uL
Mondcitos 3 % 357 /uL | 0-800
Eosindfilos 1 % 119 /uL |0-1300
Basdfilos % /uL |0-140

Observacgédo: morfologia celular normal

Fonte: Servico de Laboratério Clinico - HOVET/FMVZ-USP

Quadro 4.

Exame de coagulograma do paciente do caso 1, realizado em 09/05/2023

COAGULOGRAMA

Valores de referéncia

Plaguetas | 300

103/mm?3

200-600

TP*

10,8***

segundos

6,8-10,2

TTPA*

2510***

segundos

10,7-16,4

Fibrinogénio | 106***

mg/dL

200-400

*TP: Tempo de protrombina
*TTPA: tempo de tromboplastina parcial ativada
Observacéo: plasma ictérico +

Fonte: Servico de Laboratério Clinico - HOVET/FMVZ-USP
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Quadro 5. Exame de bioquimica sérica do paciente do caso 1, realizado em 10/05/2023

BIOQUIMICA SERICA
‘ ‘ ‘ Valores de referéncia

Perfil hepatico

Proteina total 7,73 |g/dL |5,3-7,6
Albumina 1,05 |g/dL |2,3-3,8
ALT 18 u/L 10-88
Fosfatase alcalina 167,9 | U/L 20-150***
Bilirrubina Total 3,53 |mg/dL|0,1-0,6

Bilirrubina Direta 2,89 |mg/dL|0,0-0,3
Bilirrubina Indireta | 0,64 | mg/dL|0,1-0,3
Perfil renal
Ureia 212,1 | mg/dL | 20-40*

Creatinina 3,23 |mg/dL|0,7-1,4**

Observacao: Lipemia +

*Depende de dieta e estado de hidratacao

**Depende de massa muscular, estado de hidratacao
***Depende de idade

Fonte: Servico de Laboratério Clinico - HOVET/FMVZ-USP

Quadro 6. Exame de teste de imunodiagnéstico - SNAP 4DX do paciente do caso 2, realizado em

08/05/2023
TESTE DE IMUNODIAGNOSTICO - SNAP 4DX
Agente Nao reagente | Fracamente reagente | Reagente
Ehrlichia sp. X
Dirofilaria immitis X
Anaplasma sp. X
Borrelia burgdorferi X

Fonte: Servico de Laboratério Clinico - HOVET/FMVZ-USP

Exame necroscopico
Descricdo macroscopica:

O animal pesa 11,0 kg e apresenta escore corporal de 3, em escalade 1 a9,
caracterizado por costelas facilmente palpaveis e visiveis, cintura e reentrancia
abdominal evidentes. Ha areas de hipotricose e alopecia multifocais em membros
toracicos e peélvicos e torax ventral. Apresenta lesbes cutdneas multifocais,
alopécicas, planas, vermelho-claras a amarelas em membro pélvico esquerdo (4,5 x
0,5 cm), sobrejacentes a articulagdo coxofemoral (5,0 x 3,8 cm), em regido abdominal
ventral (3,0 x 1,0 cm) e em membro toracico direito (4,0 x 2,9 cm).

As mucosas oculares e oral apresentam-se discretamente amarelas. Ha
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secrecdo ocular viscosa amarelo-esverdeada em olho esquerdo. O animal apresenta
todas as unhas espessadas e aumentadas de tamanho.

A musculatura temporal apresenta acentuada reducao de volume, difusa e
bilateral. Ademais, os linfonodos popliteos apresentam aumento de volume
acentuado.

Os pulmbes estdo distendidos, heterogéneos, 40% vermelho-claro e 60%
réseo. Ao corte de traqueia e brénquios, h4 moderada quantidade de liquido
espumoso branco.

A abertura do coracdo, ha area vermelho-escura focal, plana, em musculo
papilar no ventriculo esquerdo de 0,4 x 0,5 cm.

O figado est4 heterogéneo, castanho-claro e vermelho-escuro. O baco
apresenta-se heterogéneo, com areas brancas, planas e redondas em capsula, que
variam de 0,5 a 1,5 cm de diametro.

Os rins apresentam cépsula moderadamente aderida; a superficie renal

apresenta areas vermelhas multifocais, de até 0,5 cm de diametro.

Diagnosticos morfolégicos macroscopicos:
1. Figado: hepatopatia, difusa, moderada a esclarecer;
2. Pulméo: edema pulmonar, moderado;
Linfonodos popliteos: linfadenomegalia, acentuada;
Mucosa ocular e oral: ictericia, discreta;

Musculatura temporal: atrofia, acentuada.

o 0 bk~ w

Pele:
1. Alopecia e hipotricose, multifocais, marcantes;
2. LesOes cutaneas, multifocais, marcantes;
7. Unhas: onicogrifose, acentuada,;
Coragdo: hemorragia, focal, discreta em musculo papilar do ventriculo

esquerdo.

Diagndsticos morfolégicos microscoépicos:
1. Medula 6ssea:
a) Hiperplasia de macréfagos, acentuada, e presenca intracitoplasmatica
de estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em

macréfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;
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b) Displasia de megacariocitos, difusa, acentuada;
2. Linfonodos popliteos:

a) Linfadenite linfoplasmohistiocitica, acentuada; em citoplasma de
macréfagos, ha estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de
diametro, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

b) Hiperplasia linfoide difusa, acentuada;

c) Capsulite, linfoplasmohistiocitica, difusa, marcada, com estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macrofagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

d) Inflamacédo extranodal, linfoplasmohistiocitica, difusa, marcada, com
estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de didmetro, em
citoplasma de macréfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania
sp.;

3. Pulméo:

a) Broncopneumonia neutrofilica, focalmente extensa, acentuada, com
bactérias cocoides extracelulares;

b) Edema alveolar, multifocal, acentuado;

c) Enfisema, multifocal, moderado a acentuado;

4. Coracao:

a) Miocardite, endocardite e pericardite linfoplasmociticas, multifocais,
discretas;

b) Hemorragia, focal, discreta, em ventriculo esquerdo;

5. Figado:

a) Hepatite portal e centrolobular, linfoplasmohistiocitica, multifocal,
discreta, com estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de
diametro, em citoplasma de macrofagos, compativeis com amastigotas
de Leishmania sp.;

b) Hemossiderose, multifocal, moderada,;

c) Hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer, ocasionalmente, com
estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em

citoplasma, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

a) Nefrite intersticial, linfoplasmohistiocitica, difusa, acentuada, com

estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 p de didmetro, em
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citoplasma de macréfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania
sp.;

b) Glomerulonefrite membranoproliferativa, difusa, acentuada;

c) Sinéquia, multifocal, acentuada;

d) Cilindros hialinos em tubulos de cortical a medular, multifocais,
moderados;

e) Calcificacao tubular, multifocal, moderada;

7. Intestino delgado: enterite, linfoplasmohistiocitica, difusa, acentuada, e
presenca intracitoplasmatica de estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0
um de didametro, em citoplasma de macrofagos, compativeis com amastigotas
de Leishmania sp.;

8. Baco:

a) Esplenite linfoplasmohistiocitica, acentuada, difusa, com estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macréfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

b) Capsulite, linfoplasmohistiocitica, multifocal, moderada, com estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macrofagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

9. Pancreas: pancreatite intersticial, linfoplasmohistiocitica, multifocal, discreta,
com estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em
citoplasma de macrofagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

10.Pele sobrejacente a articulacdo coxofemoral direita:

a) Dermatite superficial a profunda, perianexial e perivascular,
linfoplasmohistiocitica, com focos de ulceragéo e estruturas ovaladas de,
aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de macroéfagos,
compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

b) Hemorragia em derme média, multifocal a coalescente

11.Tecido subcutaneo sobrejacente a articulacdo coxofemoral direita: paniculite
linfoplasmohistiocitica, multifocal a coalescente, moderada a acentuada, com
estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma
de macréfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp;

12.Musculatura sobrejacente a articulagdo coxofemoral direita: Miosite
linfoplasmohistiocitica, multifocal, discreta, com estruturas ovaladas de,

aproximadamente, 1,0 pum de diametro, em citoplasma de macrofagos,
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compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;
13.Bulbo ocular esquerdo:
a) Cornea:

I. Ceratite linfoplasmohistiocitica, multifocal a coalescente,
moderada, com estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0
pum de diametro, em citoplasma de macrofagos, compativeis com
amastigotas de Leishmania sp.;

Il.  Vascularizacdo da cérnea e pigmentacao do estroma;

b) Uvea anterior: hemorragia, focalmente extensa.

Causa mortis: Eutanasia.

Comentérios: foi realizado exame citologico por imprint da medula 6ssea, no qual foi
possivel observar multiplas estruturas esféricas, com nucleo Unico e cinetoplasto,
tanto dentro quanto fora de células (compativel com formas amastigotas de

Leishmania sp.).
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Figura 2. Exame citolégico e histopatolégico da medula dssea.
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A. Exame citol6gico da medula Ossea; evidencia-se acentuada quantidade de estruturas no
citoplasma de macrofagos, as quais sdo compativeis com formas amastigotas de Leishmania sp.
Aumento de 1000x, coloracao pandtico rapido. B. Exame histopatologico da medula 6ssea; as setas
apontam para macréfagos com estruturas compativeis com Leishmania sp. Coloracéo HE, aumento
de 1000x. Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.

Figura 3. Exame histopat
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Coloracdo HE do linfonodo popliteo. A. Hiperplasia linfoide e infiltrado inflamatério em capsula e
extranodal. Aumento de 100x. B. Linfadenite, com acentuada hemossiderose. Aumento de 400x. C.
Inflamacdo linfoplasmohistiocitaria, extranodal, com estruturas compativeis com Leishmania sp. em
citoplasma de macréfagos. Aumento de 400x. D. Estruturas compativeis com Leishmania sp. em

citoplasma de macréfagos. Aumento de 1000x. Fonte: Servigo de Patologia Animal do HOVET — FMVZ
— USP Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Coloracao HE do bago. A. Esplenite. Aumento de 100x. B. Cépsula do bago espessada e com
infiltrado inflamatdrio composto por plasmécitos e histidcitos, os quais apresentam estruturas
compativeis com amastigotas de Leishmania sp. no citoplasma. Aumento de 400x. C. Estruturas
compativeis com amastigotas de Leishmania sp. no citoplasma de macrofagos localizados no

parénquima esplénico. Aumento de 1000x. Fonte: Servigo de Patologia Animal do HOVET — FMVZ
— USP.

35



36

N 5 D e 3 o e

A. Pulméo. Broncopneumonia neutrofilica, focalmente extensa. Coloragdo HE, aumento de 400x. B.
Conteudo no limen de bronquiolos, constituido por neutréfilos e bactérias cocoides extracelulares.
Coloragéo HE, aumento de 1000x. C. Infiltrado inflamatério em miocéardio. Coloragéo HE, aumento de

400x. D. Infiltrado inflamatério em endocérdio. Coloragdo HE, aumento de 400x. Fonte: Servigo de
Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Figura 6. Exame histopatoldgico do rim.
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A. Rim. Infiltrado inflamatério intersticial. Coloracdo em HE, aumento de 100x. B. Infiltrado inflamatério
intersticial e espessamento da capsula de Bowman. Coloragdo em HE, aumento de 400x. C.
Estruturas compativeis com amastigotas de Leishmania sp. no citoplasma de macréfagos (setas).
Coloracdo em HE, aumento de 1000x. D. Glomeruloesclerose e fibrose no intersticio. Coloracao de

Tricrémico de Masson, aumento de 200x. Fonte: Servi¢o de Patologia Animal do HOVET — FMVZ —
USP.



Figura 7. Exame histopatolégico do figado
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Coloragdo HE do figado. A. Discreto infiltrado inflamatério portal. Aumento de 200x. B. Discreto
infiltrado inflamatério portal. Aumento de 400x. C. Estruturas compativeis com amastigotas de
Leishmania sp. no citoplasma de macréfagos. Aumento de 1000x. Fonte: Servico de Patologia Animal

do HOVET — FMVZ — USP.
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A. Intestino delgado com infiltrado inflamatério. Coloracdo HE, aumento de 400x. B. Estruturas
compativeis com formas amastigotas de Leishmania sp. no citoplasma de macrofagos. Coloracédo HE,
aumento de 1000x. C. Pancreas com infiltrado inflamatorio intersticial. Coloragdo HE, aumento de
400x. D. Macrofagos com estruturas compativeis com formas amastigotas de Leishmania sp.

Coloracdo HE, aumento de 1000x. Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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A. Cdrnea. Infiltrado inflamatério multifocal a coalescente e vascularizagdo da cérnea. Corado em HE,
aumento de 400x. B. Estruturas compativeis com formas amastigotas de Leishmania sp. no citoplasma

de macrofagos. Coloragdo HE, aumento de 1000x. Fonte: Servi¢o de Patologia Animal do HOVET -
FMVZ — USP.
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Figura 10. Exame histopatolégico da pele, tecido subcutaneo e musculatura sobrejacentes a
articulacé@o coxofemoral direita.
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A. Pele. Areas de hemorragia em derme média. Corado em HE, aumento de 100X. B. Pele. Infiltrado
inflamatdrio perivascular em derme média. Corado em HE, aumento de 400x. C. Pele. Macrofagos
com estruturas compativeis com Leishmania sp. (setas) em derme superficial. Corado em HE, aumento
de 1000x. D. e E. Tecido subcutaneo, com infiltrado inflamatério multifocal e presenca de estruturas
compativeis com Leishmania sp. intracitoplasmaticas. Corado em HE, aumento de 400x. F. Tecido
muscular com infiltrado inflamatério multifocal e presenca de estruturas intracitoplasméaticas

compativeis com Leishmania sp. Corado em HE, aumento de 400x. Fonte: Servico de Patologia Animal
do HOVET — FMVZ — USP.
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5.2. Caso 2

Historico

O animal é da espécie canina, fémea, Pastor Alem&o, de 7 anos de idade.

O céo foi levado, pelo seu tutor, ao Hospital de Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (HOVET -
FMVZ/USP) no dia 01 de setembro de 2023. A paciente era originaria do Rio de
Janeiro e foi para Sdo Paulo hd 2 anos. A queixa principal é de emagrecimento
progressivo ha 2 meses, anorexia ha 5 dias, intolerancia a exercicio, dispneia e
cansaco facil hd 5 meses. Ao exame fisico, o apresentou escore de condicdo corporal
2, em escala de 1 a 9, desidratacdo de 5%, mucosas roseas e linfonodos sem
alteracdo de tamanho, consisténcia e temperatura a palpacéo.

O retorno foi marcado para o dia 15 de setembro, entretanto, a paciente foi
levado novamente ao hospital no dia 24 de outubro de 2023. O cédo apresentava mau
estado geral, com anorexia persistente, feridas cutdneas ulceradas em membros
pélvicos e orelhas, onicogrifose exacerbada, émese e perda de peso progressiva.
Devido ao estado clinico, a suspeita de leishmaniose e ndo condi¢bes de tratamento
por parte dos tutores, em conjunto, a equipe técnica e o0s tutores optaram pela

eutanasia da paciente.

Exames complementares

Foram realizados exames de ultrassonografia e radiografia. No exame
ultrassonogréfico, o bagco apresentou dimensdes aumentadas. Nos exames clinicos
laboratoriais, mostrados nos quadros 7 a 11, as alteraces observadas foram: anemia
microcitica, normocrémica, ndo regenerativa, linfopenia, trombocitopenia,
hipoalbuminemia, aumento da concentracdo sérica de ureia e creatinina e teste de

imunodiagnaostico positivo para Ehrlichia sp.

Quadro 7. Exame de eritrograma do paciente do caso 2, realizado em 01/09/2023

ERITROGRAMA

Valores de referéncia

HemaAcias 4,68 | x108ul 5,0-8,0
Hemoglobina 9,5 g/dL 12, 18,0
Hematocrito 28 % 37 - 57
VCM 59 fL 60 — 77

HCM 20 bg 22 — 27




CHCM 34 % 31-36
Reticulécitos - %

Reticulécitos absolutos | - /uL <60.000
Eritroblastos 0 /100 leucécitos

Fonte: Servico de Laboratério Clinico — HOVET/FMVZ-USP

Quadro 8. Exame de leucograma do paciente do caso 2, realizado em 01/09/2023

LEUCOGRAMA

Valores Valores

relativos absolutos Valores de referéncia
Leucécitos totais % 8.600 /uL |6.000-15.000
Neutrofilos totais 80 % 10.591 |/uL |3.000-12.100
Metamiel6citos % /uL |0
Bastonetes % /uL |0-300
Segmentados 80 % 6.880 /uL |3.000-11.800
Linfocitos 13 % 1118 /uL | 1.500-5.000
Linfocitos atipicos % JuL
Mondcitos 6 % 516 /uL | 0-800
Eosindfilos 1 % 86 /uL | 0-1300
Basdfilos % /uL |0-140

Observacgédo: morfologia celular normal

Fonte: Servico de Laboratério Clinico - HOVET/FMVZ-USP

Quadro 9. Exame de coagulograma do paciente do caso 2, realizado em 01/09/2023

COAGULOGRAMA
Valores de referéncia
Plaguetas |124 10%mm?® | 200-600

TP* - segundos
TTPA** - segundos | 2,3-3,8
Fibrinogénio | - mg/dL 10-88

*TP: Tempo de protrombina

*TTPA: tempo de tromboplastina parcial ativada
Fonte: Servico de Laboratério Clinico - HOVET/FMVZ-USP

Quadro 10. Exame de bioquimica sérica do paciente do caso 2, realizado em 01/09/2023

BIOQUIMICA SERICA
Valores de referéncia

Perfil hepatico

Proteina total 7,54 |g/dL |5,3-7,6
Albumina 1,32 |g/dL |2,3-3,8
ALT 17,8 |U/L 10-88

Fosfatase alcalina 44,3 | U/L 20-150***
Bilirrubina Total mg/dL | 0,1-0,6
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Bilirrubina Direta - mg/dL | 0,0-0,3
Bilirrubina Indireta - mg/dL | 0,1-0,3
Perfil renal

Ureia 97,8 |mg/dL|20-40*
Creatinina 1,6 mg/dL | 0,7-1,4**

*Depende de dieta e estado de hidratacao
**Depende de massa muscular, estado de hidratacao

***Depende de idade
Fonte: Servi¢o de Laboratério Clinico — HOVET/FMVZ-USP

Quadro 11. Exame de teste de imunodiagnéstico do paciente do caso 2, realizado em 01/09/2023

TESTE DE IMUNODIAGNOSTICO - SNAP 4DX
Agente
Ehrlichia sp. Positivo
Dirofilaria immitis Negativo
Anaplasma sp. Negativo
Borrelia burgdorferi Negativo

Fonte: Servico de Laboratério Clinico - HOVET/FMVZ-USP

Exame necroscépico
Descrigcdo macroscopica:

O animal pesa 22,7 kg e apresenta-se magro, com escore corporal 2, em escala
de 1 a 9, caracterizado por auséncia de gordura corporal palpavel, com costelas e
proeminéncias facilmente palpaveis e cintura abdominal acentuada.

A avaliacdo externa, observam-se unhas com crescimento excessivo e lesées
ulceradas e crostosas em interdigitos e coxins de todos os membros, medindo de 1,0
x0,5a3,0x0,5cm.

Ha, também, les@o ulcerada e crostosa, de coloragdo heterégena rosea-clara
a branca, sobrejacentes a ambas as articulagbes coxofemorais, que mede 5,0 cm de
didmetro no lado direito e 7,5 x 4,0 x 0,1 cm no lado esquerdo.

As mucosas oral e oculares estéo brancas.

Em cavidade toracica, ha 25 mL de liquido serossanguinolento livre.

Presenca de liquido serossanguinolento em toda a extensao do limen traqueal
e liquido espumoso e branco em terco final.

Pulm&o apresenta-se heterogéneo, com parénquima 70% vermelho-vinhoso e
30% réseo. Areas circulares, brancas, multifocais, que medem de 0,5 a 1,0 cm de
didmetro, em lobo pulmonar cranial direito. Ha impressao das costelas em superficie

pulmonar, nos lobos caudais direito e esquerdo. E observado o espessamento da
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pleura visceral, em lobo caudal direito.

A abertura da cavidade abdominal, o figado ultrapassa o gradil costal e esta
difusamente heterogéneo, vermelho-vinhoso com &areas castanhas, superficie
brilhante e bordos abaulados.

Baco esta vermelho-vinhoso e dimensdes aumentadas, medindo 36,0 x 11,0 x
0,5 cm.

Os rins estdo castanho-claros com areas puntiformes, vermelhas e multifocais.

Linfonodos mesentéricos, mediastinais e popliteos apresentam-se com

tamanho moderadamente aumentado.

Diagndsticos morfoldégicos macroscopicos:

1. Pulmao:
a. Edema, moderado;
b. Congestao, difusa, moderada;
c. Suspeito de pneumonia,

2. Figado: hepatomegalia, acentuada;

3. Baco: esplenomegalia, acentuada;

4. Linfonodos mesentéricos, mediastinais e popliteos: linfadenomegalia,
moderada;

5. Rim: sugestivo de nefrite;

6. Cavidade toracica: efusdo toracica serosanguinolenta;

7. Pele de interdigitos e sobrejacente a articulacbes coxofemorais: lesdes,
crostosas, ulceradas, multifocais, acentuadas;

8. Unhas: onicogrifose.

As figuras 11 e 12Figura mostram alguns dos achados macroscopicos.
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Figura 11. Exame externo.

A. Paciente do caso 2; B. Mucosa oral branca; C. Onicogrifose. D. Lesdo cutanea
sobrejacente a articulagcdo coxofemoral direita. Fonte: Servigo de Patologia Animal
do HOVET - FMVZ — USP.

Figura 12. Exame interno.

A. Pulmdo heterogéneo 70% vermelho-vinhoso e 30% rdseo; B. Figado
aumentado de tamanho, heterogéneo, vermelho-vinhoso com areas castanhas;
C. Baco aumentado de tamanho, com bordos arredondados; D. Rim castanho-

claro com areas puntiformes, vermelhas. Fonte: Servico de Patologia Animal do
HOVET - FMVZ — USP.
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Diagnostico morfolégico microscépico:

1. Medula 6ssea:

a.

b.

C.

Hiperplasia de macrofagos, moderada e presenca de estruturas ovaladas
de, aproximadamente, 1,0 um de didmetro, em citoplasma de macroéfagos,
compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

Hemossiderose, multifocal, discreta;

Reducado de megacaridcitos, acentuada;

2. Linfonodos mediastinal e mesentérico:

a. Linfadenite linfoplasmohistiocitica, difusa, acentuada, com estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macréfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

b. Hiperplasia linfoide difusa, acentuada, com esclerose medular moderada,;

c. Capsulite, linfoplasmohistiocitica, multifocal, moderada, com estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macréfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

d. Inflamag&o extranodal, linfoplasmohistiocitica, multifocal, discreta, com
estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em
citoplasma de macrofagos, compativeis com amastigotas de Leishmania
sp.;

3. Baco:

a. Esplenite linfoplasmohistiocitica, com moderada presenca de estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macrofagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

b. Hemossiderose, multifocal, moderada;

4. Figado:
a. Hepatite portal, linfoplasmocitica, multifocal, discreta;
b. Dilatacéo de sinusoides, difusa, moderada;

5. Rim:

a. Nefrite intersticial, linfoplasmocitica, multifocal a coalescente, acentuada;

b. Pielite, linfoplasmocitica, multifocal a coalescente, moderada;

c. Cilindros hialinos, multifocais, discretos;

d. Espessamento da capsula de Bowman, multifocal, moderado;

e. Glomeruloesclerose segmentar a global, multifocal;

6. Encéfalo: Leptomeningite linfoplasmocitica, multifocal, discreta;
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7. Coracéo:

a. Miocardite linfoplasmohistiocitica, multifocal, moderada, com discreta
quantidade de estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de
didametro, em citoplasma de macréfagos, compativeis com amastigotas de
Leishmania sp.;

b. Endocardite linfoplasmocitica, multifocal, moderada;

8. Pulméo:

a. Pneumonia intersticial, linfoplasmocitica, multifocal, moderada;

b. Edema, moderado;

9. Intestino delgado: enterite linfoplasmocitica, difusa, moderada;
10.Pele sobrejacente a articulacdo coxofemoral direita:

a. Dermatite superficial a profunda, perianexial e perivascular,
linfoplasmohistiocitica, com estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0
um de diametro, em citoplasma de macréfagos, compativeis com
amastigotas de Leishmania sp.;

b. Dermatite ulcerativa, erosiva, neutrofilica, com acentuada quantidade de
colénias bacterianas e hiperplasia epitelial;

11.Tecido subcutaneo sobrejacente a articulacdo coxofemoral direita: paniculite

linfoplasmohistiocitica.

Causa mortis: Eutanasia.

Exames complementares: foi realizado exame citolégico por imprint da medula
0ssea, no qual foi possivel observar multiplas estruturas esféricas, com ndcleo unico
e cinetoplasto, tanto dentro quanto fora de células (compativel com formas

amastigotas de Leishmania sp.).



Flgura 13. Exame C|tolog|co e h|stopatolog|co da medula éssea.
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A e B. Exame citologico da medula éssea, aumento de 1000x, coloragcao panotico rapido. Em
A, as setas apontam para moderada quantidade de estruturas no citoplasma de macrofagos,
as quais sdo compativeis com formas amastigotas de Leishmania sp. Em B, a seta azul aponta
para o nucleo e, a seta preta, para o cinetoplasto. C. Exame histopatolégico da medula dssea;
as setas apontam para macréfagos com estruturas compativeis com Leishmania sp. Coloragéo
HE, aumento de 1000x. Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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me histopatoldgico do linfonodo mesentérico.
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B. Linfadenite, com moderada hemossiderose. Coloracdo HE, aumento de 400x. C. Macréfagos com
estruturas compativeis com Leishmania sp. em citoplasma (seta). Colora¢do HE, aumento de 1000x.
D. Esclerose medular. Coloracdo TM, aumento de 100x. Fonte: Servico de Patologia Animal do
HOVET — FMVZ — USP
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Coloracédo HE do bacgo. A. Capsula esplénica sem infiltrado inflamatério. Aumento de 200x. B. A seta
aponta para estruturas compativeis com amastigotas de Leishmania sp. no citoplasma de macrofagos
localizados no parénquima esplénico. Aumento de 1000x. Fonte: Servico de Patologia Animal do
HOVET - FMVZ — USP.
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Figura 16. Exame histopatolégico do pulméao e coracéo.

inflamatdrio intersticial. Coloragdo HE, aumento de 400x. C. Infiltrado inflamat6rio em miocéardio
(setas azuis) e endocardio (seta preta). Coloracao HE, aumento de 100x. D. Infiltrado inflamatério
em endocardio, com macrofagos com estruturas compativeis com amastigotas de Leishmania sp.
no citoplasma (setas). Coloracdo HE, aumento de 1000x. Fonte: Servico de Patologia Animal do
HOVET — FMVZ — USP.

Figura 17. Exame histopat
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A. Figado. Infiltrado inflamatorio discreto portal. Coloragdo HE, aumento de 200x. B. Intestino
delgado. Infiltrado inflamatério em Iamina propria. Coloragéo HE, aumento de 200x. Fonte: Servico
de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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A. Rim. Infiltrado inflamatorio intersticial e glomeruloesclerose (seta). Coloracdo em HE, aumento
de 200x. B. Infiltrado inflamatdrio intersticial. Coloragdo em HE, aumento de 200x. C. Infiltrado
inflamatério em pelve renal. Coloragdo em HE, aumento de 400x. D. Espessamento por fibrose da

capsula de Bowman. Coloragdo de Tricrbmico de Masson, aumento de 200x. Fonte: Servigo de
Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.

Figura 19. Exame histopatolégico do encéfalo.
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Leptomeninge do encéfalo. Infiltrado inflamatério discreto. Corado em HE, aumento de 400x. Fonte:
Servigo de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Figura 20. Exame histopatoldgico da pele e do tecido subcutaneo.
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A. Pele. Areas de erosdo e marcado infiltrado inflamatério em derme superficial. Corado em HE,
aumento de 100X. B. Pele. Infiltrado inflamatdrio perianexial e perivascular em derme média e profunda.
Corado em HE, aumento de 100x. C. Pele. Macr6fagos com estruturas compativeis com Leishmania sp.
(setas) em derme superficial. Corado em HE, aumento de 1000x. D. Tecido subcutaneo, com infiltrado
inflamatdrio. Corado em HE, aumento de 400x. Fonte: Servigo de Patologia Animal do HOVET — FMVZ
— USP.
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5.3. Caso 3

Historico

O animal é da espécie canina, macho, sem raca definida e idade ndo informada.
O cadaver do cdo foi encaminhado ao Setor de Patologia Animal do Hospital
Veterinario da FMVZ/USP no dia 06 de dezembro de 2023 pelo Centro de Zoonoses
de Taboao da Serra. No oficio enviado, € informado que o cédo possuia leishmaniose.

N&o foram enviados exames complementares e outras informac¢des sobre o animal.

Exame necroscopico
Descricdo macroscopica

O animal pesa 5,8 kg e apresenta condig&o corporal ruim (3 em escalade 1 a
9), caracterizado por costelas e vértebras lombares palpaveis, cintura perceptivel e
pouca gordura intra-abdominal.

Externamente, o animal exibe pelame opaco, com lesbGes descamativas em
borda do pavilh&o auricular e plano nasal, recobertas por creme/pomada de coloragao
esbranquicada. Notam-se les@es ulcerativas de 3,5 x 3,0 cm, com exposicao da
tuberosidade sacral do osso ilio; de 2,5 x 2,0 cm, com exposi¢do da tuberosidade
isquidtica do osso isquio; de 3,5 x 1,0 cm da asa do ilio do membro posterior esquerdo
e de 3,0 x 3,0 cm expondo a tuberosidade sacral do ilio e de 2,0 por 2,0 cm expondo
a tuberosidade isquiatica do membro posterior direito, recobertas por material pastoso
esbranquicado e particulado arroxeado. Ao corte, observa-se lesdo de continuidade
com formacédo de cavitacdo de 2,0 cm em tecido subcutaneo, que drena material
grumoso amarelado préximo de lesédo em isquio esquerdo. Sao observadas multiplas
lesdes ulcerativas variando de 0,2 a 1,0 cm em regido abdominal e em membro
toracico direito. Ha lesado pustular de 0,8 cm de diametro préximo a papila mamaria
abdominal caudal esquerda.

As mucosas oral e ocular estdo discretamente avermelhadas e o olho
apresenta opacidade de cérnea. Ha moderada quantidade de tartaro sobre os dentes.
O dentre incisivo direito (102) estava solto com a raiz exposta. Nao sao observados
os dentes incisivos 101, 201 e 202.

Os lobos pulmonares esquerdos apresentam-se densos, vermelho-vinhosos e
os lobos pulmonares direitos apresentam-se rdseos, regulares, aerados, com discreta

guantidade de liquido em brénquios.
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O coracdo ocupava espaco correspondente a 3,5 espacos intercostais. Ao
corte, o conteudo das camaras cardiacas encontra-se congelado. A relacdo da
espessura da parede livre do ventriculo direito e do ventriculo esquerdo € de 1:2 (valor
de referéncia = 1:3).

Nota-se aumento discreto em linfonodos submandibulares, cervicais
superficiais e popliteos. O baco apresenta bordos afilados, de coloracdo vermelho-
clara homogénea.

O estbmago apresenta serosa regular, résea. Ao corte, h4 discreta quantidade
de conteudo liquido e particulado de coloracdo amarronzada. A mucosa estomacal
apresenta-se regular, résea. O intestino estava preenchido por discreta quantidade de
material liquido e particulado de coloracdo amarronzada clara em duodeno e jejuno,
e de coloracdo marrom-escuro pastosa em ileo e intestino grosso. Sao observados
cinco parasitas nematoides arredondados medindo 10,0 x 1,0 mm de coloracéo
discretamente avermelhada. Auséncia de fezes em reto.

O figado apresenta superficie e bordos regulares, de coloracdo vermelho-
vinhosa. Ao corte, as caracteristicas de superficie também sdo observadas no
parénquima, o qual apresenta consisténcia firme.

Os rins apresentam superficie lisa, castanho-clara, homogénea. Auséncia de
aderéncias capsulares. Ao corte, discreta evidenciacdo de estriacGes corticais. A
bexiga esta vazia, com superficie mucosa sem altera¢cdes macroscopicas. Auséncia
de testiculos.

Cérebro, cerebelo, adrenais, tireoides e paratireoides e articulacbes nao

apresentam alteracbes macroscopicas.

Diagnaosticos morfolégicos macroscopicos
1. Pulmao: edema e congestéo;
2. Pele flanco: dermatite ulcerativa e paniculite necrotizante, multifocal,
moderada,;
Pele orelha: dermatite Ulcero-crostosa, focal, moderada;
4. Intestino: enterite parasitaria;

Cavidade oral: Periodontite moderada.

Diagnaosticos morfolégicos microscépicos

1. Pulmao:
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a. Edema pulmonar, focalmente extenso, moderado;

b. Congestdo moderada;

c. Trombopoiese extramedular, discreta, difusa,

d. Antracose, multifocal, discreta;

2. Coracéo:
a. Endocardite linfohistiocitaria, multifocal, moderada;
b. Miocardite linfohistiocitaria, multifocal, moderada;
3. Figado:

a. Hepatite centrolobular, linfohistiocitica, multifocal, moderada, crbnica
associada a presenca de estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0
um de didmetro, em citoplasma de macrofagos, compativeis com
amastigotas de Leishmania sp.;

b. Degeneracdo vacuolar macro e microgoticular, difusa, discreta de
hepatdcitos;

c. Colestase, discreta, multifocal;

4. Linfonodos:

a.

5. Baco:

b.

C.

Linfoadenite linfohistiocitica difusa, moderada, cronica com estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macrofagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;
Trombopoiese extramedular, discreta, difusa;

Hemossiderose, multifocal, discreta a moderada,;

Esplenite granulomatosa, multifocal, moderada associada a estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macrofagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;
Hemossiderose discreta, multifocal;

Trombopoiese, multifocal, discreta;

6. Pancreas: pancreatitie linfoplasmocitica, multifocal, discreta, crbnica;

7. Intestino delgado: enterite linfoplasmocitica, difusa, discreta, cronica;

8. Glandula adrenal: adrenalite linfohistiocitica, multifocal, moderada, associada a

estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma

de macroéfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

9. Rins:

a.

Microtrombos glomerulares, multifocal, moderado.
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b. Glomerulonefrite membranoproliferativa, multifocal, moderada.

c. Nefrite linfohistiocitica, multifocal, moderada, associada a estruturas
ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em citoplasma de
macréfagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.;

d. Proteinose tubular, moderada, multifocal.

10.Pele: dermatite linfohistiocitica, perivascular e perianexial, discreta, multifocal,
com estruturas ovaladas de, aproximadamente, 1,0 um de diametro, em

citoplasma de macrofagos, compativeis com amastigotas de Leishmania sp.

Causa mortis: Colapso cardiorrespiratorio.

Exames complementares:

Biologia Molecular

Método: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

Local de realizac&o do ensaio: Nucleo de Patologia Quantitativa — Centro de Patologia
— Instituto Adolfo Lutz

Data do recebimento: 21/12/2023

Data da reacao: 29/12/2023

Material: tecidos de diversos 6rgaos fixados em formalina e incluido em parafina.

Resultado:
Leishmania infatum chagasi: DETECTAVEL (Cq = 27,89 e 20,58)

Teste desenvolvido pelo laboratério (TDL): protocolos adaptados do Infectious
Diseases Pathology Branch Laboratory do Centers for Diseases Control and
Prevention. A andlise da qualidade do material genético extraido foi realizada através
da amplificacdo de um gene enddgeno do hospedeiro para cada amostra.
Apresentando essa reacdo resultado indetectavel, a amostra é considerada
INADEQUADA para diagnostico biomolecular. Caso ndo seja especificado, deve-se
considerar que todos os controles da reacdo foram adequados. Os resultados se
referem somente a amostra analisada. A amostragem € de responsabilidade do

cliente.
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Referéncia(s): Lachaud, L. et al. Comparison of Six PCR Methods Using Peripheral
Blood for Detection of Canine Visceral Leishmaniasis. J. Clin. Microbiol. 40, 210-215
(2002); Lachaud, L. et al. Value of two PCR methods for the diagnosis of canine
visceral leishmaniasis and the detection of asymptomatic carriers. Parasitology 125,
197-207 (2002).

Conclusédo: DETECTAVEL a pesquisa de Leishmania infatum chagasi por PCR em

tempo real em multiplos 6rgéos.

Valor de referéncia: ndo-detectavel

Observagoes:

DETECTAVEL: amplificacdo do gene alvo do agente infeccioso pesquisado.
NAO-DETECTAVEL: auséncia de amplificacdo do gene alvo do agente infeccioso
pesquisado.

INADEQUADO: auséncia de amplificacdo do gene enddgeno.

Figura 21. Exame histopatol6gico da pele de pavilhdo auricular.
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Pele do pavilhdo auricular. A. Infiltrado inflamatdrio perivascular e perianexial. Corado em HE, aumento
de 100X. B. Histidcitos com estruturas compativeis com Leishmania sp. (setas). Corado em HE,
aumento de 1000x. Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Flgura 22. Exame hlstopatologlco do baco.
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Baco. A. Céapsula esplénica apresenta infiltrado inflamatério. Corado em HE, aumento de 400x. B.
Infiltrado inflamatdrio em parénquima esplénico. Corado em HE, aumento de 400x. Fonte: Servigo de
Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Figura 23. Exame histopatoldgico do linfonodo.
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Linfonodo. A. Linfadenite e capsulite (seta). Aumento de 100x. B. Linfadenite. Corado em HE, aumento
de 100x. C. Infiltrado inflamatério em linfonodo. Corado em HE, aumento de 400x. D. Macréfagos com
estruturas compativeis com Leishmania spp. em citoplasma (seta). Corado em HE, aumento de 1000x.
Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Figura 24. Exame histopatolégico do figado.

Coloracao HE de figado. 'A. Parénquima hepatico. Colestase intra-hepatica (seta preta) e infiltrado
inflamatério (seta azul). Corado em HE, aumento de 200x. B. Infiltrado inflamatério portal. Corado em
HE, aumento de 400x. Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.

Figura 25. Exame histopatolégico do coracdo e do pulméo.

Coloragdo HE. A. Coracdao. Infiltrado inflamatdrio em endocardio (seta preta) e miocéardio (seta azul).
Aumento de 100x. B. Infiltrado inflamatério em miocardio. Aumento de 400x. C. Pulm&o. Area sem
edema. Aumento de 100x. B. Pulméo, edema pulmonar. Aumento de 200x. Fonte: Servico de Patologia
Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Coloracao HE. A. Intestino delgado. Infiltrado inflamatério nas vilosidades. Aumento de 400x. Pancrea
com infiltrado inflamatério intersticial. Aumento de 400x Fonte: Servigo de Patologia Animal do HOVET
— FMVZ — USP.

Figura 27. Exame histopatoldgico da adrenal e rim.
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Coloragdo HE. A. Adrenal. Infiltrado inflamatério (seta). Aumento de 200x. B. Adrenal. Infiltrado
inflamat6rio com macréfagos com estruturas compativeis com Leishmania sp (seta). Aumento de 400x.
C. Rim. Proteinose (seta). Aumento de 100x. D. Rim. Infiltrado inflamatério intersticial. Aumento de
200x. Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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5.4. Exame imuno-histoquimico dos casos

Para complementacéo, foi realizado o exame imuno-histoquimico dos trés
casos. Nos casos 1 e 2, o tecido escolhido foi a medula 6ssea e, no caso 3, o baco e
o figado. Em todos os casos, ha a confirmacéo imuno-histoquimica da presenca de
Leishmania sp.

b o AL R . gL RS el A

Exame imuno-histoquimico. A. e B. Medula 6ssea do caso 1. A. Aumento de 200x. B. Aumento de
1000x. C e D. Medula 6ssea do caso 2. Aumento de 200x. B. Aumento de 1000x. E e F. Bago do caso
3. E. Aumento de 100x. F. Aumento de 400x.
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6. DISCUSSAO

Os caes dos casos 1 e 2 eram sintomaticos. Em relacdo ao céo do caso 3, nédo
ha histérico de exames prévios ou de manifestacdes clinicas, entretanto, o animal ja
era diagnosticado com leishmaniose. O cao do caso 1 apresentou perda de peso,
lesGes cutaneas, hipotricose, alopecia, émese, diarreia, desidratacao, onicogrifose. O
cdo do caso 2 teve, como manifestacdes clinicas, anorexia, perda de peso,
intolerancia a exercicio, desidratacdo, émese e onicogrifose. Essas manifestacdes
clinicas sdo bem estabelecidas na literatura (Koutinas et al. 1999; Baneth et al. 2008;
Koutinas and Koutinas 2014). N&o se sabe a origem do c&o do caso 1 e do caso 3,
porém, o do caso 2 é originario do Rio de Janeiro.

Os caes 1 e 2 apresentaram anemia, linfopenia, aumento das concentracdes
séricas de ureia e creatinina e hipoalbuminemia, achados laboratoriais comumente
relatados (Koutinas et al. 1999; Koutinas and Koutinas 2014).

O exame citolégico da medula Gssea foi realizado nos casos 1 e 2 para que
houvesse o diagnostico mais rapido e melhor visualizacdo das estruturas do
protozoario, principalmente do cinetoplasto. Em relacdo aos achados histopatologicos
da medula 6ssea, nos cées 1 e 2 foram notadas hiperplasia de macréfagos e presenca
intracitoplasmatica de estruturas compativeis com amastigotas de Leishmania sp e
hemossiderose; no paciente do caso 1, ha displasia de megacariécitos, enquanto no
paciente do caso 2, ha acentuada reducédo da quantidade de megacariécitos, o que
condiz com a condicdo de trombocitopenia apresentada por ele. Esses achados
histopatolégicos sédo similares aos de outros autores (Momo et al. 2014; Magalhaes et
al. 2022).

No caso da avaliacdo dos linfonodos, os achados de hiperplasia linfoide,
linfadenite, plasmocitose e histiocitose sinusal, presenca intracitoplasmatica de
estruturas compativeis com amastigotas de Leishmania spp., hemossiderose e
capsulite associada a inflamacéo histiocitica e plasmocitica extranodal também foram
achados histopatolégicos em outros estudos (Lima et al. 2004; Giunchetti et al. 2008).
No caso 2, a esclerose medular evidencia a cronicidade do processo de hiperplasia
linfoide.

Na LV, a linfadenopatia € comum e pode aparecer como uma alteracéo regional
ou generalizada (Giunchetti et al. 2008). No caso 1, o aumento de tamanho foi

observado nos linfonodos popliteos, enquanto, no caso 2, nos mesentéricos,
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mediastinais e popliteos. No caso 3, ha discreto aumento dos linfonodos
submandibulares, cervicais superficiais e popliteos.

No baco dos trés cades, ha estruturas compativeis com amastigotas de
Leishmania sp. em citoplasma de macrofagos. Nos casos 1 e 3, nota-se a capsulite
cronica, na qual também h& os amastigotas. A capsulite € um achado comum na LV
canina e, embora o aumento do tamanho do bago possa predispor esse 6rgao a
trauma, a real génese da peri-esplenite na leishmaniose é desconhecida. Porém, a
peri-esplenite esta associada a presenca de macréfagos contendo parasitas em areas
subcapsulares (Santana et al. 2008), o que também foi encontrado nos casos 1 e 3.
Nos trés casos, ha reducdo do numero de foliculos linfoides, porém, hiperplasia
desses e grande quantidade de plasmdcitos, que substituem a células residentes da
polpa vermelha. Esses achados microscopicos sdo relatados por outros autores
(Santana et al. 2008; de Magalhaes et al. 2021).

No tecido hepatico do caso 1, foi encontrado infiltrado inflamatério portal e
centrolobular, e formas compativeis com amastigotas de Leishmania sp. No caso 3,
hé& inflamacao centrolobular e formas compativeis com amastigotas de Leishmania sp.
A inflamagé&o encontrada no caso 2 é discreta e ndo foram evidenciadas as formas
amastigotas. Necrose hepatocelular, granulomas intrasinusoidais, encontrados em
outros estudos, ndo foram evidenciados (Lima et al. 2019).

O intestino delgado exibiu inflamac¢&o nos trés casos, porém, no caso 1, foram
encontradas as formas compativeis com amastigotas de Leishmania sp. A presenca
de amastigota de Leishmania sp. e inflamacao no trato gastrointestinal de cdes com
LV é reportada em outros estudos (Pinto et al. 2011; da Silva et al. 2018).

Nos casos 1 e 3, foi realizado exame histopatologico do pancreas, no qual foi
evidenciada pancreatite intersticial linfoplasmocitica. No caso 1, notaram-se
macréfagos com formas compativeis com amastigotas de Leishmania sp. no
citoplasma. No estudo de, 63% de caes com LV n&o apresentaram alteracao
histologica pancreatica. As alteragbes comumente observadas foram pancreatite
granulomatosa, pancreatite linfoplasmocitica, degeneracdo vacuolar de células
acinares, fiborose e hemorragia. As formas amastigotas foram detectadas em 15,4%
dos cées (Kost et al. 2021).

Nos trés casos, ha miocardite e endocardite e, no caso 1, ha, também,
pericardite, linfoplasmociticas, multifocais. No caso 2, foram observadas estruturas

compativeis com formas amastigotas de Leishmania sp. e, nesse caso, 0 processo
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inflamatorio foi classificado como moderado, assim como no caso 3. No caso 1, o
processo foi classificado como discreto.

No estudo de Dos Santos et al. (2015), de 28 cdes com LV, 24 (85,7%) exibiram
infiltrado inflamatério em miocéardio, 11 (39,3%), em epicardio e 4 (14,3%) em
endocardio. A distribuicdo da lesdo variou de focal (25%, n=7) a focalmente extensa
(10.7%, n=3) e multifocal (64.3%, n=18). Também foram observadas fibrose focal em
miocardio e vasculite necrotizante. Em apenas um animal foi confirmada a presenca
de Leishmania sp. intracitoplasmatica.

Os animais dos casos 1 e 2 apresentaram pneumonia, entretanto, com
classificacOes diferentes. No caso 1, ha broncopneumonia neutrofilica, com bactérias
cocoides extracelulares, de maneira que é possivel inferir que seja uma infec¢éo
secundaria a LV. Ja no caso 2, a pneumonia é intersticial linfoplasmocitica,
provavelmente causada pela prépria LV e de ocorréncia comum em cdes com a
enfermidade (Goncalves et al. 2024).

Nos cdes do estudo, foram encontradas lesGes cutaneas e infiltrado
linfoplasmohistiocitico de derme superficial a profunda, perianexial e perivascular.
Foram observadas estruturas compativeis com amastigotas de Leishmania sp. em
derme superficial e profunda, o que corrobora com o fato de cdes possuirem grande
parasitismo cutdneo, o que facilita maior transmissdo do protozoario aos
flebotomineos (Otranto e Dantas-Torres 2013).

Os cédes dos casos 1 e 2 apresentaram paniculite subjacente as areas de
dermatite e, no caso 1, foi observada miosite.

De acordo com Moura et al. (2008), 12 cées naturalmente infectados com L.
infantum apresentaram inflamacéo crénica em tecido cutaneo, porém, a intensidade
da inflamacao variou de acordo com o estado clinico do animal, de maneira que a
inflamacé&o intensa foi mais frequente em animais sintométicos. No geral, a inflamacgéo
foi caracterizada como infiltrado mononuclear em derme superficial e profunda,
perivascular e perianexial, com presenca de amastigotas em derme superficial e
profunda. Esses achados microscépicos assemelham-se, portanto, aos encontrados
neste estudo.

No caso 1, foi avaliado o bulbo ocular esquerdo, que apresentou ceratite com
formas amastigotas no citoplasma de macrofagos. (Luiz Da Cunha Brito et al. 2010)
observaram, em cédes com LV infiltrado inflamatdrio mononuclear discreto a intenso

em diversas estruturas oculares, juntamente com amastigotas de Leishmania sp.,
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congestao e perivasculite.

No caso 2, foi diagnosticada meningite linfoplasmocitica, discreta. Esse padrao
é diferente do relatado por Vifiuelas et al. (2001), que reportaram dois casos de caes
com LV e meningite granulomatosa, com infiltrado linfoplasmobhistiocitico e acentuada
guantidade de amastigotas de Leishmania sp. intracelulares. No caso estudado, n&o
foram observadas estruturas compativeis com amastigotas, assim, ndao é possivel
correlacionar sua ocorréncia com a infecgéo por Leishmania sp.

Nos rins dos trés cées, foi observada nefrite intersticial linfoplasmocitica e
glomeruloesclerose. Nos casos 1 e 3, ha, também, glomerulonefrite
membranoproliferativa e € possivel observar as formas intracitoplasmaticas
compativeis com amastigotas de Leishmania sp. Os trés cades apresentaram
proteinose tubular. No estudo de Rigo et al. (2013), 18,0 dos cédes com LV
apresentaram glomerulonefrite membranosa e membranoproliferativa e 14,0%
glomeruloesclerose segmentar e focal. Também foi constatada cilindruria, hipertrofia
tubular, fibrose e infiltrados inflamatérios periglomerular e peritubular.

No caso 3, foi avaliada a glandula adrenal, a qual exibe adrenalite e formas
amastigotas de Leishmania sp. no citoplasma de macrofagos, o que ja foi observado

em outros estudos (Queiroz et al. 2010).
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7. CONCLUSOES

Os métodos citoldgico e histopatologico séo capazes de identificar as estruturas
compativeis com formas amastigotas de Leishmania sp. em diversos 6rgdos. E
necessario que o meédico-veterinério patologista consiga correlacionar as informacgdes
sobre o historico do animal, manifestacdes clinicas, achados em exames laboratoriais
com os achados histopatoldgicos, para facilitar sua interpretacéo diagnostica, uma vez
que h& lesdes comumente encontradas em cdes doentes, porém, sem a forma

amastigota intracelular.
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