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Utilizacao da imunoterapia no tratamento da leishmaniose visceral canina
Use of Immunotherapy in the Treatment of Canine Visceral Leishmaniasis
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ABSTRACT

Background: Canine visceral leishmaniasis is a worldwide zoonosis, with dogs being the main urban reservoirs. It is
caused by a protozoan of the genus Leishmania spp. and is transmitted to mammals through a vector belonging to the
phlebotomines family. Its treatment aims to reduce the parasitic load preventing these animals from being transmitters. Im-
munotherapy has been shown to be efficient in stimulating the patient’s immune response, improving the general condition
and preventing recurrence. This report describes the case of a dog diagnosed with canine visceral leishmaniasis submitted
to immunotherapy and drug protocol, noting significant general improvement.

Case: An 8-year-old female dog was treated with ulcerated lesions on the paw pads, nasal plane and lip region, ony-
chogryphosis and ungeitis, in addition, hypertrophied popliteal lymph nodes and erosive lesions in the elbows, without
improvement with previous treatments. Serological examination was then performed to diagnose leishmaniasis by the
immunosorbent assay (ELISA) technique with negative results. In addition, was performed puncture of the popliteal
lymph node, sample in which amastigote forms of Leishmania were observed and blood sample analysis by immunochro-
matographic rapid test showing reagent result, confirming the diagnosis of canine visceral leishmaniasis. The treatment
protocol with marbofloxacin, allopurinol, prednisolone and domperidone was initiated. Thirty days later, there was a total
improvement of the lesions and healing of the paw pads. Immunotherapy was then initiated by applying three double
doses of recombinant vaccine against canine visceral leishmaniasis. The applications were made subcutaneously, with an
interval of 21 days between them, still maintaining allopurinol. After six months a fourth double dose of the vaccine was
applied and ten days later a new serological examination was performed using the Indirect Immunofluorescence Reaction
(ITFR) technique with total dilution, with the result not reagent. Four months later, the patient was reevaluated and a new
serological test was performed through the ITFR technique with total dilution and the result was reagent with high titration
(1: 320). Then began the use of milteforan and domperidone. After two months, the patient received a new vaccination
booster and the use of domperidone was discontinued. After ten days a new serological examination was performed using
the IIIRF technique with total dilution, with reagent result, but with minimal titration (1:40).

Discussion: Canine visceral leishmaniasis is a systemic zoonosis of major public health importance. The dog, due to its
proximity to humans, is considered the main reservoir of the disease. Although clinical signs are nonspecific, skin lesions
such as nasal hyperkeratosis, ulcers and hyperpigmentation, as well as clinical manifestations such as lymphadenopathy,
fever, epistaxis and ophthalmic changes are frequently observed. In this case, the patient presented most of the lesions
described in the literature. Laboratory abnormalities in blood count and serum biochemistry, commonly observed, were not
observed in the animal. The ELISA serological test, despite being used as a screening test, due to its ability to detect low
antibody titers, was negative in this case. The diagnosis was confirmed by lymph node cytology, described in the literature
as a confirmatory test despite being considered invasive by most authors and positive result in rapid immunochromatogra-
phy test. With the protocol used, the animal showed improvement, being observed negative results or with low titration of
anti-leishmania antibodies in a serological test performed using the IFAT technique, indicating a decrease in parasitic load.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral € uma zoonose de
cardter cronico e fatal, sendo considerada um grave
problema de satdde publica mundial [18,24,30]. E
causada por protozoarios do género Leishmania sp. e a
transmissao ocorre pela picada de flebotomineos. Ma-
miferos podem ser acometidos, sendo o cio o principal
reservatorio [1,17,23-25,27,30]. O animal infectado
pode ser clinicamente saudavel, mas € capaz de infec-
tar o vetor e continuar com a disseminagdo [13]. Os
sinais clinicos incluem lesdes cutaneas como alopecia,
hiperqueratose nasal e dlceras, além de anorexia, onico-
grifose e alteracdes oftdlmicas [14,15,19,22,24,29,31].
Pode-se ainda observar febre, linfadenopatia, epistaxe
e alteracdes oftdlmicas e alteragcdes laboratoriais como
aumento das enzimas hepadticas e renais e diminuicao
de albumina sérica, além de anemia normocitica nor-
mocrémica [11,20,21,31].

O diagnostico baseia-se nos aspectos clinicos
[9], e na visualizagdo de formas amastigotas de Leish-
mania sp. em esfregacos de aspirado de baco, medula
6ssea e linfonodo [4,13,31]. O diagnéstico laboratorial
deve utilizar uma combinacdo de testes [2,8,12,24]. Os
testes soroldgicos, como o ELISA e RIFI sdo os reco-
mendados [5,13,16,31]. Utiliza-se ainda testes rdpidos
para andlise da presenca de anticorpos anti-Leishmania
infantum, através de imunocromatografia rapida [3,26].

O objetivo do tratamento € a reposicdo da
resposta imunitédria, melhora clinica do paciente e re-
ducao da carga parasitdria, retirando-o assim da cadeia
epidemioldgica de transmissao [6,7,10,28,29].

Este trabalho tem como objetivo relatar um
caso de leishmaniose visceral canina, no qual se
utilizou imunoterapia e protocolo medicamentoso,
observando-se melhora geral do paciente.

CASO

Um paciente da espécie canina, fémea, com 8
anos de idade, da raca Golden Retriever foi atendida no
servico de dermatologia da Clinica Pelo e Pele - Derma-
tologia e Alergologia Veterinaria®, localizada na cidade
de Caruaru, estado de Pernambuco, com histérico de
lesdes cutdneas que ndo apresentavam melhora com os
tratamentos anteriormente prescritos. No exame clinico
foi possivel observar a presenca de lesdes ulceradas
em plano nasal (Figura 1) e na regido labial (Figura
2), coxins plantares e palmares ulcerados (Figura 3),
lesdes erosivas em ambos os cotovelos, onicogrifose e

ungeite, além de linfonodos popliteos hipertrofiados.
O proprietério ainda relatava prurido intenso. Devido
ao histdrico clinico e as caracteristicas das lesdes cuta-
neas apresentadas pelo paciente, optou-se por realizar
exame soroldégico para diagndstico de leishmaniose
através da técnica de Ensaio Imunoenzimatico - ELISA
(EIE® Leishmaniose Visceral Canina)' sendo observado
posteriormente resultado nao reagente para a amostra
analisada. Na ocasido, foram ainda realizados pun¢ao
aspirativa por agulha fina do linfonodo popliteo do
paciente que se apresentava hipertrofiado, amostra
na qual foi possivel observar formas amastigotas de
Leishmania (Figura 4) e anélise de amostra sanguinea
realizada através de imunoensaio cromatogréfico (teste
rapido Alere®leishmaniose AC test kit)? para detec¢ao
qualitativa de anticorpos (igG) contra Leishmania in-
fantum, apresentando resultado positivo, confirmando
assim o diagnéstico de leishmaniose visceral canina.
Foi iniciado entdo o protocolo de tratamento, sendo
prescritos, marbofloxacina (Marbopet®)® na dose de
2,75 mg/kg, uma vez ao dia; alopurinol (medicamen-
to genérico)*, na dosagem de 10 mg/kg a cada 12 h;
prednisolona (Prediderm®)® na dose 0,5 mg/kg, uma
vez ao dia e domperidona (medicamento genérico)*
na dosagem de 0,7 mg/kg, uma vez ao dia. Apds o
periodo aproximado de 30 dias, o paciente retornou
para avaliagdo clinica, sendo possivel observar melhora
significativa da lesdo ulcerada que o mesmo apresenta-
va anteriormente em plano nasal (Figura 5), na regido
labial (Figura 6) e cicatrizacdo dos coxins palmares
(Figura 7). Nesta data, foram realizados urindlise,
hemograma e avaliacdo da funcdo renal e hepatica do
paciente através de dosagem bioquimica sérica para
acompanhamento do quadro geral do paciente, ndo sen-
do observadas alteracdes nos exames. Foi iniciado entdo
o protocolo de imunoterapia, sendo aplicadas 3 doses
duplas da vacina recombinante contra leishmaniose
visceral canina (LeishTec®)?, por via subcutinea, com
intervalo de 21 dias entre as aplicacdes, sendo ainda,
na ocasido da aplicacdo da primeira dose da vacina,
ajustado o protocolo de tratamento, do qual foi retirado
a administracdo da marbofloxacina (Marbopet®)® e a
domperidona (medicamento genérico)*, sendo mantido
o alopurinol (medicamento genérico)*na dose prescrita
anteriormente e iniciado o desmame da predinisolona
(Prediderm®)°. Durante todo o periodo de realizagdo
da imunoterapia o paciente apresentou-se clinicamente
estdvel e nao houve recidiva das lesdes cutineas. Apos
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6 meses da realizag¢@o do protocolo vacinal inicial foi
aplicada uma quarta dose dupla da vacina e 10 dias apds
essa aplicacio foram realizados novos exames de acom-
panhamento, que ndo apresentaram nenhuma alteragao,
além de novo exame soroldgico através da técnica de
RIFI com dilui¢ao total (IFI® Leishmaniose Visceral
Canina)', sendo o resultado do mesmo nao reagente.
Apds 4 meses, o paciente foi reavaliado clinicamente,
sendo observado, na ocasido, lesdo nodular unica na
cavidade oral. Foi entdo realizado novo teste sorolégico
através da técnica de RIFI com diluigdo total!, sendo o
resultado do mesmo reagente com titulacio considerada
alta (1:320), sendo, nesse teste, considerados reagentes
aquelas amostras que apresentem titulagdo igual ao
superior a 1:40. Iniciou-se entdo a administragao de
miltefosina (Milteforan®)® na dose de 2 mg/kg uma vez
ao dia durante 28 dias e domperidona (medicamento
genérico)* na dose de 0,7 mg/kg, uma vez ao dia. Dois
meses apos o inicio do protocolo medicamentoso, o
paciente apresentava-se clinicamente estavel e recebeu
novo refor¢o vacinal, sendo descontinuada, nesta data,
a administracdo da domperidona (medicamento genéri-
co)*. Dez dias apds a aplicacdo da vacina foi realizado
novo exame sorolégico através da técnica RIFI com
diluicdo total', sendo observado resultado reagente,
porém com titulagdo minima (1:40).

DISCUSSAO

A leishmaniose visceral canina é uma doenga
sistémica, de cardter zoondtico, que possui extrema
importancia para a satide publica, sendo o cdo o princi-
pal reservatdrio da doenca [1,3,4,8,13,14,18,24,25,30],
devido a sua proximidade com o homem no ambiente
doméstico [19]. Os sinais clinicos nos caes sao ines-
pecificos, porém os mais frequentemente observados
sdo lesdes cutdneas como alopecia, hiperqueratose
nasal, dlceras e hiperpigmentagdo, além de outras
manifestacdes clinicas como prurido, onicogrifose,
anorexia, linfadenopatias, febre, epistaxe e alteracdes
oftdlmicas tais como ceratoconjuntivite, uveite anterior
e blefarite [14,15,19,21,24,31]. No paciente acompa-
nhado no presente relato, foi possivel observar grande
parte das lesdes descritas na literatura, ja que o mesmo
apresentava lesdes ulceradas em plano nasal, coxins
plantares e palmares, lesdes erosivas nos cotovelos,
além de onicogrifose, ungeite e linfonodos popliteos
hipertrofiados.

Os animais acometidos podem apresentar,
além dos sinais clinicos cléssicos, alteragdes labora-
toriais hematoldgicas e bioquimicas, sendo as mais
comumente observadas o aumento sérico das enzimas
hepéticas e renais, podendo apresentar ainda anemia
normocitica normocrémica, além de outras alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas, além de outras alteracdes
[8,20,24,31], porém o paciente do presente relato nao
apresentou alteragdes laboratoriais hematolégicas e
bioquimicas relevantes durante todo o acompanha-
mento do caso.

No Brasil, atualmente, os testes soroldgicos,
como o imunoensaio (ELISA) e a reacdo de imunoflu-
orescéncia indireta (RIFI), sdo os recomendados pelo
Ministério da Saude [6,8,15,25] O ELISA, indicado
como triagem, trata-se de um teste que permite a
deteccao de baixos titulos de anticorpos, mas € pouco
preciso na detec¢do de casos assintomaticos [8,13,31].
Foi realizado o ELISA como teste de triagem para o
paciente em questdo, porém o resultado deste teste foi
negativo, mesmo o animal senso sintomadtico.

Na pratica clinica veterindria, sdo comumente
utilizados testes rdpidos que através do método de
imunocromatografia rdpida, analisam qualitativamente
a presenca de anticorpos anti Leishmania infantum,
sendo faceis de executar, apresentando resultados qua-
litativos no momento da execucio do teste [3,26]. Foi
colhida amostra sanguinea do paciente e analisou-se
a mesma pela técnica descrita acima, obtendo resul-
tado positivo. O diagnéstico da leishmaniose visceral
canina estd fundamentado nos aspectos clinicos e na
visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania
sp em esfregacos de aspirado de baco, medula dssea
e linfonodo, apesar de ser considerada uma técnica
invasiva [4,9,13]. No presente relato, a visualizacdo
de formas amastigotas do parasita no esfregaco reali-
zado através da puncdo aspirativa por agulha fina do
linfonodo popliteo do paciente foi de suma importancia
para a confirmacao do diagndstico.

No Brasil utiliza-se o protocolo proposto pelo
Grupo de Estudos sobre Leishmaniose Animal (Bra-
sileish) que recomenda a associacdo de medicacdes
e imunoterapia com o objetivo de diminuir a carga
parasitdria do animal infectado, induzindo uma me-
lhora clinica e laboratorial do paciente, tornando-o ndo
infectante a picada do flebotominio [7]. O protocolo
realizado no paciente deste relato foi o recomendado
pelo Brasileish e de fato foi possivel observar melhora
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Figura 1. Lesdo ulcerada observada em plano nasal do paciente na primeira
avaliac@o clinica.

Figura 4. Macréfago contendo formas amastigotas de Leishmania spp. em
amostra obtida em pungdo aspirativa por agulha fina do linfonodo popliteo
hipertrofiado do paciente [Romanowsky; Obj.100x].

Figura 2. Lesdo ulcerada observada na regido labial do paciente na primeira
avaliagdo clinica.

Figura 3. Paciente apresentando lesdo ulcerada em coxim palmar na  Figura 5. Paciente apresentando melhora significativa da lesao ulcerada
primeira avaliac@o clinica. em plano nasal, 30 dias apds o inicio do protocolo de tratamento.
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Figura 6. Paciente apresentando melhora significativa da lesdo ulcerada
na regido labial, 30 dias ap6s o inicio do protocolo de tratamento.

clinica do animal, j4 que houve evidente melhora nas
lesdes cutdneas que o mesmo apresentava. Além disso,
apos a aplicacdo do primeiro reforco semestral da vaci-
na foi realizado teste soroldgico através da técnica da
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), obtendo
como resultado negativo, o que indica que realmente
ocorreu a diminuicao da carga parasitaria do paciente.
Quatro meses depois, novo teste sorologico através
da mesma técnica foi realizado, sendo o resultado
do mesmo reagente com titulagdo considerada alta
(1:320), porém nao houve recidiva do quadro clinico
do paciente, que apresentava uma Unica lesdo nodular
na cavidade oral. Iniciou-se entio o protocolo proposto
pelo Brasileish em casos de vir o paciente apresentar
novamente titulacdes altas, sendo também realizado o
reforco vacinal previsto [7]. Ap6s o refor¢o vacinal,
foi realizado novo exame soroldgico através da técnica
RIFI com dilui¢do total, sendo observado resultado
reagente, porém com titulagdo minima, o que indica
que o protocolo proposto pelo Brasileish € eficaz para
o estadiamento da doenca.

Figura 7. Paciente apresentando cicatrizacdo do coxim palmar 30 dias
apos o inicio do protocolo de tratamento.

A leishmaniose € uma grave zoonose de ca-
rater mundial. Por apresentar sinais inespecificos, a
confirmacdo de seu diagndstico depende sempre da
realizacdo de exames laboratoriais. O tratamento tem
o objetivo de diminuir a carga parasitdria do animal
infectado, interrompendo, dessa forma, o ciclo de
transmissdo da doenca. O médico veterindrio deve
conscientizar a populagio sobre as medidas preventivas
da doenca, alertando sobre a utilizagdo de repelentes
adequados e a vacinagao preventiva dos animais.
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