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ABSTRACT

Background: Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a parasitic disease of high lethality caused by the protozoan Leish-
mania infantum in Brazil and is often related to splenomegaly. However, splenic nodules in dogs, although frequent, have
not previously been reported as associated with CVL, but with neoplastic diseases. Considering that most dogs infected are
oligosymptomatic or asymptomatic and that splenic nodules are common to other diseases, it is prudent to differentially
diagnose CVL in view of its high zoonotic potential and lethality. The objective of the study was to describe a case of
splenomegaly with splenic nodules associated with CVL in an asymptomatic dog treated with 2% miltefosina.

Case: A 5-year-old male Rottweiler with 41 kg, with a history of inappetence, apathy and weight loss was referred to the
Veterinary Medicine School Clinic of the Cesmac University Center, Maceid, AL, Brazil. However, during palpation a
slight increase in the spleen was noted. Hematological, hemoparasite, biochemical and abdominal ultrasonographic ex-
aminations were requested to clarify the clinical suspicion of hemoparasitosis. The hematological and biochemical results
respectively showed the following: normocytic normochromic anemia, hyperproteinemia and thrombocytopenia, in addition
to hypoalbuminemia, with elevated total protein levels. The test for hemoparasites was negative. Ultrasonography showed
mixed echogenicity suggestive of nodules. The rapid test for Ehrlichia, Anaplasma and L. infantum was performed. It was
positive only for L. infantum. ELISA, IFAT and qPCR tests were performed to confirm the result. The test showed a cut-
off result of 0.371 for ELISA, positive for RIFI at a cut-off of 1:40 and qPCR with less than 1 fg and with amplification
above 36 cycles. In view of these results, treatment with 2% miltefosine at a dose of 1 mL/ 10 kg was started once a day,
after feeding, for 28 days. The animal was monitored throughout treatment and re-evaluated every 10 days for 30 days,
showing signs of clinical development, presenting satisfactory results.

Discussion: Canine splenomegaly can be associated with a variety of disease possibilities. In asymptomatic canine vis-
ceral leishmaniasis (CanL), the slight increase in spleen and the presence of splenic nodules may lead to a false diagnosis.
Splenic nodules may be associated with dogs of advanced age and may be due to lymphoid nodular hyperplasia, which
causes nodules with echogenicity, hyperechoic regions with well demarcated irregularity, with centralized hypoechoic
areas and an absence of hematological and biochemical alterations. The cause of splenomegaly associated with nodules
may be difficult to diagnose and require much time and effort. Therefore, diseases such as visceral leishmaniasis of high
lethality must be the priority in differential diagnosis in endemic areas in order to minimize the risk of transmission. In
addition to allowing an early intervention aiming at good animal health results and preventive measures, such as the use of
repellent collars that reduce the risk of phlebotomo infection. The differential diagnosis of CVL is necessary in endemic
areas, even in asymptomatic dogs that may present splenic alterations suggestive of other diseases. Treatment with 2%
miltefosine was shown to be, in this case, effective at reducing the splenic nodules and a good alternative for the quality
of life of the animal.

Keywords: Leishmania, splenomegaly, nodules, diagnosis, miltefosina.

Descritores: Leishmania, esplenomegalia, nddulos, diagndstico, miltefosina.

DOI: 10.22456/1679-9216.108488
Received: 10 January 2021 Accepted: 30 May 2021 Published: 14 August 2021

Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) - FIOCRUZ-PE, Recife, PE, Brazil. *Centro Universitario Cesmac (CESMAC), Macei6, AL, Brazil. *Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Recife. ‘Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) - UFPE. CORRESPONDENCE: G.A Oliveira [deoliveira.
gisan@gmail.com] & L.C. Alves [able.lcalves390@gmail.com]. Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Departamento de Parasitologia do
Instituto Aggeu Magalhdes - FIOCRUZ. Av. Moraes Rego s/n. CEP 50670-420 Recife, PE, Brazil.


https://orcid.org/0000-0002-5878-8246
http://orcid/0000-0002-8384-3008

G.A. Oliveira, V.A.S. Sarmento, I.V.M. Bastos, et al. 2021. Nodula¢des esplénicas: leishmaniose visceral canina?

Acta Scientiae Veterinariae. 49(Suppl 1): 671.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral é considerada uma das
doencas negligenciadas mais relevantes da atualidade
[12], em franca expansdo com um crescente ndmero
de vetores e reservatdrios [4]. Acredita-se que 350
milhdes de pessoas estejam em situacdo de risco de
infeccdo e estima-se que 2,5 milhdes de caes estejam
infectados apenas na bacia do mediterraneo [1].

Na clinica médica veterindria ocupa lugar de
destaque por sua alta letalidade e endemicidade. A
variedade de sinais clinicos, muitas vezes inespecificos
ou simplesmente a auséncia deles, torna o diagndstico
de L. infantum desafiador [9], podendo contribuir com
o crescimento do nimero de cdes e humanos infectados
em drea endémica. Dentre a variedade de sinais clinicos
aesplenomegalia € citada como uma alteracdo comum
em cdes infectados por L. infantum [2], porém também
é uma alteracao frequente em casos de hemoparasitoses
como a erliquiose [5], doengas ndo infecciosas malig-
nas como o hemangiossarcoma e sarcoma histiocitico
que podem apresentar esplenomegalia e nodula¢des
no baco [18] ou ainda, mais frequente, a hiperplasia
linféide nodular (NLH) que € uma das lesdes espléni-
cas, ndo neopldsicas, mais comuns em cdes, que pode
levar também a esplenomegalia [8].

Desta forma, o diagndstico diferencial, especial-
mente em cies assintomaticos infectados por L. infantum,
permite a intervencdo clinica precoce, a fim de obter
reducdo das alteragOes esplénicas e da carga parasitdria,
contribuindo com a prevencao da infeccao humana.

CASO

Um c@o de 5 anos de idade, da raca Rottweiler,
macho, pesando 41 kg, com histérico de inapeténcia,
apatia e perda de peso foi atendido na Clinica Escola de
Medicina Veterindria do Centro Universitdrio Cesmac
(CESMAC), Maceid, AL. No exame clinico ndo foi
observado nenhuma alteracio nos parametros cardior-
respiratdrios, temperatura e tempo de perfusdo capilar.
Entretanto, durante a palpagao verificou-se um discreto
aumento do baco. Foram solicitados exames hematold-
gicos com pesquisa de hemoparasitas, bioquimicos e ul-
trassonograficos de abddémen, para esclarecer a suspeita
clinica de hemoparasitoses. O animal foi reavaliado 7
dias apds o atendimento. Os resultados hematol6gicos
e bioquimicos mostraram respectivamente: anemia
normocitica normocrdmica, hiperproteinemia e trom-
bocitopenia, além de hipoalbuminemia com aumento de

proteina total. Pesquisa de hemoparasitas negativo. A
ultrassonografia mostrou ecogenicidade mista sugestiva
de nédulos com textura heterogénea, bordas irregulares
e vascularizacio preservada. Foi realizado o teste rapi-
do imunocromatografico Dual Path Platform (DPP®)!
para diagndstico da leishmaniose visceral canina. Para
o diagnéstico de Ehrlichia e Anaplasma foi utilizado o
teste rapido utilizando a tecnologia de ensaio imunos-
sorbente (ELISA) para detec¢do de anticorpos contra
Ehrlichia e Anaplasma chamado de canine Snap 4DX
test (SNAP®-4DX). Sendo positivo apenas para L.
infantum. Para confirmagao do resultado realizou-se o
ensaio de imunoabsorc¢io enzimdtica ou imunoenzima-
tico (ELISA®)!, area¢do de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) in house utilizando laminas sensibilizadas de
amostras de cultura de promastigotas de L.infantum do
Laboratério de Biologia Celular e Molecular (Departa-
mento de Parasitologia do Instituto Aggeu Magalhdes
-FIOCRUZ - PE) e utilizado o segundo anticorpo mar-
cado com fluoresceina (IgG anti-cd0®)’ produzido em
coelho. A reacio em cadeia da polimerase em tempo real
(qPCR) foi realizada utilizando o sistema LINF 1B, que
detecta um fragmento de 132 pares de bases do kDNA
do Complexo L. donovani. Foi utilizada a curva padrao
de DNA genomico de L.infantum de 1 ng a 1 fg com fa-
tor de dilui¢@o de 10 e o controle negativo (amostra sem
DNA). O volume final utilizado foi de 50 pL, sendo 25
de (SYBR® Green Master Mix)*, 1,0 uLL do primer Linf
1B Forward (5’-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3") e
1,0 uL. do Primer Linf 1B Reverse (5’-TTACACCA-
ACCCCCAGTTTC-3’),21 uL de aguatipo 1 e 2 uL. de
DNA gendmico de L.infantum [12]. O exame mostrou
resultado bem acima do cut-off de 0,371 para o ELISA,
positivo para o RIFI no cut-off de 1:40 e o qPCR com
menos de 1 fg e com amplifica¢do acima de 36 ciclos.

Diante destes resultados deu-se inicio ao tra-
tamento com miltefosina a 2% (Milteforan 2%®)°, na
dose de 1 mL/10 kg, uma vez ao dia, ap6s a alimenta-
¢d0, durante 28 dias. O animal foi monitorado durante
todo o tratamento e reavaliado a cada 10 dias, por 30
dias, apresentando sinais de evolug¢do clinica.

Houve uma crescente melhora nos parametros
hematolégicos durante e apds o tratamento (Tabela
1), demonstrando uma resposta positiva com discreto
aumento de hemdcias, hemoglobina e hematdcrito. O
quadro inicial de trombocitopenia regrediu, com as
plaquetas atingindo os parametros de referéncia. Os
leucdcitos apresentaram-se dentro da normalidade,
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com excec¢do dos mondcitos e linfocitos, que mostra- Os parametros bioquimicos se mantiveram sem
ram discreto e expressivo aumento, respectivamente.  alteragdes durante e apds o tratamento, permanecendo
Também foi observada evolucdo clinica, com melhora com discreta hipoalbuminemia, hiperproteinemia e
do apetite e disposi¢ao. hiperglobulinemia (Tabela 2).

Figura 1. Ultrasson abdominal do baco do cdo. A & B- Evidéncia da esplenomegalia e da presenga de nddulos esplénicos (+) didmetro antes do trata-
mento: +1 = 0,79 cm; +2 = 0,62cm; +3 = 0,89 cm; +4 = 0,67 cm; +5 = 0,81 cm; +6 = 0,72 cm. C & D- Observagdo de nédulos esplénicos 30 dias depois
do tratamento com miltefosina 2%.
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Tabela 1. Monitoramento hematoldgico durante e ap6s o tratamento de 28 dias com miltefosina a 2%.

) Monitoramento durante e apds o tratamento (days) Valores
Pardmetro Hematolégico 10 20 30 de referéncia
Eritrograma
Eritrécitos (mil/mm3) 4,81 5,05 5,28 5,5a8.)5
Hemoglobina g/dL 10,7 11,0 11,7 12,0a 18,0
Hematocrito (%) 32 34,6 36 37 a55
VGM (u3) 68 68 68 60 a 77
CHCM (g/dL) 32,8 31,7 32,3 30a36
Plaquetas
Plaquetas (mil/mm3) 245.000 299.000 295.680 200 a 500
Leucograma
Leucdcitos (mil/mm3) 10.880 9.520 14.600 6.000 a 17.000
Basoéfilo (%) 1 0 0 Oa3
Neutréfilos (%) 65 48 61 60 a 77
Eosindfilos (%) 6 6 6 2al0
Linfocitos (%) 23 40 30 12a30
Mondcitos (%) 5 6 3 3al0

Tabela 2. Monitoramento bioquimico durante e apds o tratamento de 28 dias com miltefosina 2%.

Monitoramente durante e apds

Pardmetro bioquimico o tratamento (dias) Valores de referéncia
10 20 30
Alanino aminotransferase (ALT)(UI L") 13 19 20 7,0292,0
Creatinina (mg/dL) 1,26 1,21 1,01 0,5a1,6
Fosfatase Alcalina (FA) (UI L) 85,4 90,9 72,2 10,0 a 160,0
Urea (mg/dL) 27 30 24 10,0 a 60,0
Proteina Total (g/dL) 8,9 8,8 8,9 6a8
Albumina (g/dL) 2,01 2,42 1,94 2,3a3,8
Globulina (g/dL) 6,9 6,4 7,0 24a4.8

Tabela 3. Monitoramento sorolégico durante e logo ap6s o tratamento de 28 dias com miltefosina 2%.

Monitoramento durante e apds o tratamento (dias) .
Valores de Referéncia

Teste soroldgico

10 20 30
Imunocromatografico Positivo Positivo Positivo Forte reacdo de cor
ELISA 0,497 0,476 0,566 cutoff 0,371
RIFI Positivo Positivo Negativo cutoff 1:40

4
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As andlises ultrassonograficas mostraram que
durante o tratamento o baco manteve-se com as mesmas
alteracdes. Entretanto, ao término do tratamento foi
observado que houve melhora em todos os pardmetros
morfométricos e auséncia das nodulacdes (Figura 1).

Com intuito de comprovar a cura da LVC, foi
realizado o acompanhamento sorolégico do animal
durante e apds o tratamento com miltefosina a 2%. Para
tal, foi utilizado o teste imunocromatografico (DPP®)',
imunoenzimadtico (ELISA®)! e RIFI. Observou-se que
o animal se manteve sorologicamente positivo durante
todo o tratamento na maioria dos testes. No entanto,
apresentou soroconversao apds o tratamento no RIFI
no cut-off de 1:40 (Tabela 3).

DISCUSSAO

A esplenomegalia canina pode estar associada
auma variedade de possibilidades de enfermidades. Na
leishmaniose visceral canina (LVC) assintomatica, o
discreto aumento do bago e a presenca de nodulag¢des
esplénicas, podem levar a um falso diagnéstico, apesar,
da alta frequéncia da LVC acometer até 60% de caes
soropositivos assintomadticos [3,13].

Dentre as enfermidades possiveis, a erliquiose
também apresenta lesdes esplénicas, assim como na
LVC, que se d4 através de mecanismos imunolégicos
desencadeando uma resposta inflamatéria [6,7,14,15],
justificando a importancia da realizagdo do diagnéstico
diferencial. Diante disso, a ultrassonografia € importan-
te na verificacdo de alteragdes esplénicas relacionadas
ou ndo a presenca de nddulos.

As nodulagdes esplénicas podem estar asso-
ciadas a cies com idade avangada, podendo ser decor-
rente da hiperplasia nodular linféide, que provocam
nddulos com ecogenicidade, regides hiperecdica com
irregularidade bem demarcadas, com dreas hipoecéicas
centralizadas e auséncia de alteracdes hematoldgicas e
bioquimicas [8]. Assim, essa alterac@o esplénica pode
ser confundida com outras enfermidades que também
desencadeiam alteracdes no baco, podendo levar a
um diagndstico erroneo. Apesar de toda similaridade
com o caso, essa possibilidade foi descartada devido
a pouca idade do animal e a presenca de alteracdes
hematoldgicas que nao sdo observadas em cdes com
hiperplasia nodular linféide.

Exames hematolégicos também podem contri-
buir para o diagnéstico diferencial da LVC. Levando-
-se em consideracdo a auséncia de sinais clinicos e a

presenca da trombocitopenia antes do tratamento do
caso, a LVC foi excluida do diagnéstico. Isto porque
a LVC estd presente macicamente em caes com sinais
clinicos de moderados a graves e trombocitopenia de
moderada a grave causada por uma resposta imune
estimulando anticorpos contra as plaquetas. Porém,
podem estar presentes em cdes com babesiose, diro-
filariose, vasculite, faléncia renal [16], podendo mais
uma vez induzir ao erro no diagndstico.

Apesar dos dados hematoldgicos serem exce-
lentes, exames complementares sd30 necessarios para o
diagnéstico das hemoparasitoses, como os teste rapidos
de imunocromatografia que apresentam boa acurécia,
sensibilidade e especificidade quando comparado aos
testes diretos de pesquisa de hemoparasitas [10]. Segun-
do estudos, a baixa sensibilidade do esfregaco permite
falsos negativos [5]. Segundo os autores, a complemen-
tacdo com métodos soroldgicos como RIFI e ELISA,
por exemplo, t€ém maior sensibilidade. Corroborando
desta forma, com as condutas tomadas no presente caso
a fim de chegar a um diagnéstico rdpido e preciso. No
caso da LVC, a biopsia de medula ¢ um método inva-
sivo e com sensibilidade baixa, sendo assim, € mais
utilizado e recomendado os testes rdpidos, que devem
ser confirmados pelo método de ELISA e associado
com testes moleculares que possuem capacidade de
detectar até 0,001 e 0,1 parasita/reacdo dependendo da
amostra bioldgica utilizada. Sendo os caes assintoma-
ticos mais dificeis de detectar devido a sua baixa carga
parasitdria, a técnica de qPCR € a sensivel [17]. Tais
afirmagdes corroboram com o presente estudo, onde
0 caso apresentou baixa carga parasitdria, a qual pode
ser justificada por se tratar de um c@o assintomadtico e
pela utilizag@o da amostra sanguinea.

A causa da esplenomegalia associada as no-
dulacdes podem ser de dificil diagndstico e demandar
muito tempo e esfor¢o. Logo, doencgas como a leishma-
niose visceral de alta letalidade precisa ser a prioridade
no diagnéstico diferencial em dreas endémicas a fim de
minimizar o risco de transmissdo. Além de possibilitar
uma intervengdo precoce que vise bons resultados a
saide do animal e medidas preventivas, como o uso de
coleiras repelentes que diminuam o risco de infec¢ao
dos flebotomineos.
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