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Resumo

A leishmaniose canina (LCan), € uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania infantum e
transmitida por um insecto fleb6tomo (P. perniciosus e P.ariasi), sendo os canideos os

principais hospedeiros reservatorio.

O objetivo deste estudo foi caracterizar canideos com LCan da regidao de Torres Vedras, em
relacdo ao sexo, idade, raca, estilo de vida e profilaxia, com os dados clinicos do HVMSI,
recolhidos durante 1 de Setembro de 2016 e 1 de Margco de 2017. Foram também recolhidas
informagdes acerca dos sinais clinicos, alteracbes laboratoriais, métodos de diagnéstico,
quantificacdo da razao da amostra no momento do diagndstico e do controlo, tipo de tratamento

implementado e mortalidade dos animais afetados.

Os animais afetados corresponderam maioritariamente a individuos do sexo masculino (60%),
de médio a grande porte (90%), predominantemente de exterior (90%). O seu diagndstico foi
realizado na maioria entre os 4 e os 8 anos de idade (75%), apresentando os animais na altura
manifestagdes clinicas inespecificas, das quais se destacavam os sinais dermatolégicos (75%).

Os meios de diagndstico utilizados foram o Speed Leish K e a serologia ELISA Leiscan .

Conclui-se que é fundamental a sua prevencgao, através da sensibilizagdo dos proprietarios,

realizada pelos Médicos Veterinarios.

Palavras-chave: Leishmaniose, Canideos, Zoonose, Flebé6tomo, ELISA.
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Abstract

Canine leishmaniasis (LCan) is a zoonosis caused by the protozoan Leishmania infantum and
transmitted by a insect phlebotomine (P. perniciosus and P.ariasi), the canine being the main
reservoir host.

The objective of this study was to characterize canines with LCan in region of Torres Vedras in
relation to sex, age, race, lifestyle and prophylaxis, with the clinical data of HVMSI, collected
during 1 de Setembro de 2016 e 1 de Margo de 2017. Information on clinical signs, laboratory
abnormalities, diagnostic methods, sample ratio quantification of diagnosis and control, type of
treatment implemented and mortality of affected animals were also collected.

The affected animals corresponded mainly to male (60%), medium to large (90%),
predominantly from outdoor (90%). The diagnosis was made mostly between 4 and 8 years old
(75%), with the animals presenting at the time non-specific clinical manifestations, of which the
dermatological signs (75%) were outstanding. The diagnostic medium used was the Speed
Leish K and ELISA Leiscan serology test.

It is concluded that its prevention is fundamental, through the awareness of the owners, carried

out by the Veterinary Doctors.

Key words: Leishmaniasis, Dogs, Zoonoses, Phlebotomine, Prevention.
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Lista de abreviaturas, simbolos e acronimos

Ac- Anticorpo
Ag- Antigénio
ALT- Alanina aminotransferase
BID — bis in die (duas vezes por dia)
DNA- Acido desoxirribonucleico
ELISA — “enzyme-linked immunosorbent assay” (ensaio imunoenzimatico)
FAS- Fosfatase alcalina
HV- Hospedeiro vertebrado
HI- Hospedeiro invertebrado
IRC- insuficiencia renal cronica
IRIS- International Renal Interest Society
IFAT - “indirect fluorescent antibody test” (imunofluorescéncia indireta)
IG — imunoglobulinas
IL — interleucina
IM — intramuscular
IFN — interferao
IV — intravenosa
LCan — leishmaniose canina
LV- Leishmaniose visceral

ON - 6xido nitrico

11



Micaela Roque Fernandes | Leishmaniose Canina

PAAF- Puncao aspirativa por agulha fina

PO — per os (via oral)

PCR - “polimerase chain reaction” (reagdo em cadeia da polimerase)
RT-PCR - “real time-PCR” (PCR em tempo real)

SC — subcuténea

SID — semel in die (uma vez por dia)

SRD - sem raca definida

Th — “T helper cells” (células T auxiliares)

TNF — “tumoral necrosis factor” (fator de necrose tumoral)

TGF — “transforming growth factor” (fator de crescimento transformador)

UPC - racio proteina-creatinina

12



Micaela Roque Fernandes | Leishmaniose Canina

I. Atividades desenvolvidas no estagio curricular

De 1 de Setembro de 2016 a 1 de Marco de 2017 foi realizado o estagio curricular no Hospital
Veterinario da Mata de Santa Iria, em Torres Vedras, na area da clinica médica e cirurgica de
animais de companhia, sob orientacdo da Dra. Ana Ramos. Os objetivos principais deste
estagio foram integrar uma equipa hospitalar, de modo a aplicar os conhecimentos teéricos e
praticos, bem como aprofunda-los. Foi atribuido um horario rotativo, incluindo fins-de-semana e
feriados. Durante os 6 meses de estagio realizados no HVMSI, foi possivel o envolvimento na
pratica clinica diaria do hospital e a integracdo nos servigos de internamento, urgéncias,
consultas e cirurgia. Houve oportunidade de estar presente durante a abordagem diagnéstica,

bem como na discussao de diferentes casos clinicos.

1. Casuistica do estagio

Durante o estagio houve a oportunidade de assistir a consultas de diversas especialidades,
tratamentos ou imunoprofilaxias. Das intervengdes nas diferentes areas clinicas, 63%
correspondem a patologia médica, 26% a patologia cirurgica e 11% a medicina preventiva
(Grafico 1).

K Medicina Preventiva & Patologia Médica Patologia Cirurgica

11%

26%

Grafico 1 - Representacao grafica das frequéncias relativas das diferentes areas clinicas.
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Foram acompanhadas consultas de ortopedia, imunoprofilaxia, gastroenterologia, fisioterapia e
reabilitagdo, endocrinologia, dermatologia, pneumologia, nefrologia, oncologia, cardiologia,

neurologia, estomatologia, oftalmologia, reprodugao e exoticos.

Tabela 1 — Consultas observadas por especialidade.

Consultas Percentagem
Ortopedia 25%
Imunoprofilaxia 15%
Gastroenterologia 10%
Fisioterapia e reabilitacdo 9%
Endocrinologia 7%
Dermatologia 6%
Pneumologia 5%
Nefrologia 5%
Oncologia 4%
Cardiologia 4%
Neurologia 4%
Estomatologia 2%
Oftalmologia 2%
Reproducao 1%
Exoticos 1%

Total 392 procedimentos

Na area da cirurgia foi possivel assistir e participar como auxiliar de cirurgiao e/ou anestesista
em cirurgias de tecidos moles, dentarias e ortopédicas.

Para o estabelecimento de um diagndstico definitivo é imprescindivel a realizagdo de exames
complementares. Assim, era comum, durante as consultas, internamento ou na monitorizacao
de um animal, ser requerido a realizacdo de exames complementares, sendo o
hemograma/bioquimicas, radiografias, ecografias abdominais e testes rapidos, os tipos de
exames mais requisitados (tabela 2). De realcar que o HVMSI dispunha de quase todos os
equipamentos de andlises sanguineas, contudo analises muito especificas (por exemplo,
culturas, testes de sensibilidades aos antibidticos e exames histopatolégicos) eram enviadas

para um laboratério externo.

14



Micaela Roque Fernandes | Leishmaniose Canina

Tabela 2 - Meios complementares de diagnéstico e procedimentos realizados no estagio.

Exame complementar ou procedimento de Percentagem
diagnéstico
Anadlises sanguineas (Hemograma/Bioquimicas) 40%
Radiografia 36%
Ecografia abdominal 5%
Snapshots (Testes rapidos) 5%
Urianalise 4%
Electrocardiograma 3%
Citologia 2%
PAAF 2%
Raspagem de pele 1%
Ecocardiograma 1%
Lampada de Wood 0,5%
Biopsia 0,5%
Total 550 procedimentos

Os procedimentos do internamento variavam consoante o caso clinico do animal, sendo
necessario por vezes recorrer a exames complementares, mas em todos os animais eram
realizados trés exames fisicos por dia para melhor avaliar o seu estado fisico e alteragcbes que
pudessem surgir. Este exame fisico consistia na avaliagdo dos seguintes parametros: estado
mental, temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratéria, pulso, tempo de replecéo capilar,
estado de hidratacdo e grau de dor (avaliado de 0 a 10). Dos procedimentos realizados no
internamento, os mais comuns passavam pelas medicagdes injectaveis, exame fisico, colheita

de sangue e colocacao de cateteres (tabela 3).

Tabela 3 - Procedimentos efetuados no internamento.

Procedimento Percentagem
Medicacao IV/IIM/SC 35%
Exame fisico 29%
Colheita de sangue 18%
Colocacao de catéter 12%
Alimentagao 3%
Transfusdo de sangue 1%
Algaliacao 1%
Outros 1%

Total 780 procedimentos
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Na area da cirurgia, houve uma incidéncia maior da cirurgia de tecidos moles e ortopedia,

ficando a cirurgia dentaria e oftalmolégica com um menor nimero de casos (Tabela 4).

Tabela 4 - Incidéncia das areas de cirurgia observadas durante o estagio.

Cirurgia Percentagem
Tecidos Moles 61%
Ortopedia 30%
Dentaria 7%
Oftalmologia 2%

Total 98 Cirurgias

Grande parte das urgéncias recebidas durante este estagio surgiram devido a caes e gatos que
sofreram traumatismos por veiculos motorizados, reagcdes de hipersensibilidade (como por
exemplo reagdo vacinal ou contacto com lagarta do pinheiro), abdémen agudo e afogamentos
(Tabela 5).

Tabela 5 - Urgéncias observadas durante o estagio.

Urgéncia Percentagem
Traumatismos 30%
Contacto com lagarta do pinheiro 17,5%
Reacao hipersensibilidade 15%
Abdomen agudo 12,5%
Afogamentos 12,5%
Dispneia 7,5%
Outros 5%
Total 40 urgéncias

16



Micaela Roque Fernandes | Leishmaniose Canina

Il Leismaniose Canina
1. Etiologia

A leishmaniose € uma zoonose originada por um protozoario, pertencente ao Reino Protista, |,
Classe Kinetoplastea, Subclasse Metakinetoplastina Ordem Trypanosomatida, Familia

Trypanosomatidae, Subfamilia Leishmaniinae e Género Leishmania (Akhoudi et al., 2016).

O género Leishmania divide-se em trés subgéneros, Leishmania, Viannia e Sauroleishmania,
que sao diferenciados pela localizagado da sua multiplicagao no trato digestivo do inseto vetor.
(The Center for food security & public healt (CFSPH), 2009; Cupolillo et al., 2000). Com base
no desenvolvimento no intestino do mosquito, sdo classificados nos subgéneros Leishmania
(ex: L. infantum, L. donovani, L. tropica, L. major, L. mexicana) que se replica no intestino
médio, e Viannia (ex: L. braziliensis, L. peruviana), que se replica no intestino grosso
(Saridomichelakis, 2009).

Estdo descritas mais de 30 espécies, sendo que cerca de 20 sdo consideradas patogénicas
para os humanos e 10 para os caes, incluindo L. infantum (L. chagasi), L. donovani, L. tropica,
L. major, L. arabica, L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis, L. peruviana e L. colombiensis
(Saridomichelakis, 2009). A infecao canina mais amplamente distribuida e bem caracterizada é
causada pela L. infantum que pertence ao complexo L. donovani e infeta caes e seres
humanos, principalmente em paises mediterranicos, Africa Ocidental, Asia do Sul, América
Latina e EUA (Saridomichelakis, 2009). O género L. infantum é muito provavelmente
descendente da L. donovani que surgiu na Africa Ocidental, enquanto L. chagasi é considerada
a mesma espécie que foi introduzida no Novo Mundo (Saridomichelakis, 2009). O complexo L.
donovani e a L. tropica sado geralmente os responsaveis pelo aparecimento da Leishmaniose
Visceral (LV) nos humanos, que ocorre por transmissao antropondtica, isto é, a transmissao
acontece entre pessoas, através do vetor (Maroli et al., 2012).

As trés formas de leishmaniose mais frequentes no homem sao a leishmaniose cutanea, a

leishmaniose mucocutanea e a leishmaniose visceral (Rosypal, 2005).
1.1 - Formas parasitarias

O género Leishmania é um protozoario dimoérfico caracterizado pela presenga de um nucleo e

um cinetoplasto intracelular, que corresponde ao DNA mitocondrial (Gramiccia, 2011).
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Durante o seu desenvolvimento passa por duas formas principais: promastigota (Figura 1), que
é extracelular, flagelada e encontra-se no intestino do inseto vetor e amastigota (Figura 2), que
€ intracelular, aflagelado e é a forma que parasita os macrofagos do mamifero hospedeiro
(Tomas & Roméao, 2008).

Figura 1- Formas promastigotas de Leishmania Figura 2- Formas amastigotas de Leishmania
(ampliagdo x1000 e coloragdo May-Grunwald- (ampliagéo x100 e coloragéo Giensa
Giemsa) ( Solano-Gallego et al., 2011). modificado) (Solano-Gallego et al., 2011).

1.2 - Hospedeiro vertebrado

Os caes domésticos (Canis familiaris) sao os principais hospedeiros reservatorios envolvidos na
propagacao da LV, que ocorre principalmente devido a transmissao de L. infantum (CVBD,
2013).

O céo é considerado um bom hospedeiro reservatoério, uma vez que partilha do mesmo habitat
do homem e tem um contacto frequente com flebétomos (Abranches et al., 1998).
No Novo Mundo, podemos encontrar diversos mamiferos silvestres como hospedeiros
reservatoério de L. infantum: Opossum (Didelphis spp.), Preguica-comum (Bradypus variegatus),
Daimao-do-cabo (Procavia capensis), Raposa comum (Vulpes spp.), Lobo-cinzento (Canis
lupus), Raposa-do-campo (Dusicyon vetulus), Cachorro do mato (Speothos venaticus), Rato-
negro (Rattus rattus), Morcego (Carollia perspicillata).
No Velho Mundo, encontram-se outros mamiferos silvestres hospedeiros reservatoérios, como o
Chacal-dourado (Canis aureus), Lobo-cinzento (Canis lupus), Raposa-vermelha (Vulpes
vulpes), Raposa-das-estepes (Vulpes corsac), Chacal-dourado (Canis aureus), Feneco (Vulpes
zerda), Texugo-europeu (Meles meles), Gineta (Genetta genetta), Lince-ibérico (Lynx pardinus),

Sacarrabos (Herpestes ichneumon); Foca-monge-do-mediterraneo (Monachus monachus);
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Ratazana (Rattus norvegicus), Hamster Sirio (Mesocricetus auratus), Hamster-cinzento
(Cricetulus migratorius), Porco-espinho (Hystrix spp.) entre outros (Dantas-Torres & Brandao-
Filho, 2006; Dantas-Torres, 2007; Pereira, 2008).

Recentemente, o cavalo e o gato também foram implicados na transmissao deste parasita. A
infecdo no gato doméstico (Felis silvestris catus) tem sido encontrada em paises como Portugal,
Franca, Espanha, Italia, Argélia, Brasil, Texas, América do Sul, Grécia, Suica, entre outros
(Coelho et al., 2010; Trainor et al., 2010). Ainda ha poucos estudos efetuados nestes animais e
a sua categorizacdo como hospedeiro reservatério permanece inconclusiva (Maia & Campino,
2011). Também foram descritos casos de leishmaniose equina na Europa causados por L.
infantum (Gramiccia & Gradoni, 2005; Rolao, Martins, Jodo & Campino, 2005). A leishmaniose
equina caracteriza-se pela presenca de lesbées cutdneas com acumulagdo massiva de parasitas
e auséncia de anticorpos (Ac) especificos. Estes animais recuperam espontaneamente
(Mancianti, 2004), pelo que parecem ter uma resposta clinica e imunoldgica de resisténcia a
infecao, concluindo-se que se tratam apenas de hospedeiros acidentais (Gramiccia & Gradoni,
2005).

1.3 - Vetor biolégico

O vetor que transmite a doenca pertence a Classe Insecta, Subclasse Pterygota, Ordem
Diptera, Subordem Nematocera, Familia Psychodidae e Subfamilia Phlebofominae. Sao
reconhecidos seis géneros, mas apenas dois tém importancia médica, o género Phlebotomus

(Figura 3 e 4) no Velho Mundo e Lutzomya no Novo Mundo (Gramiccia, 2011).

Sao insetos dipteros, de cor castanha ou acinzentada, que medem entre 2 a 3 mm, podendo
atingir os 5mm, tém olhos grandes e seis membros. As asas sdo castanhas, longas, aveludadas
e mantém-se erectas sobre o térax quando estdo em repouso. Possuem um aparelho bucal
comprido (Afonso & Alves-Pires, 2008; WHO, 2014).

Figura 3 - Phlebotomus perniciosus fémea, Figura 4 - Phlebotomus perniciosus a
alimentando-se de sangue num humano reproduzir-se (Maroli et al., 2008).
(Maroli et al., 2008)
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A distribuicado geografica destes insetos depende essencialmente do tipo de vegetagao, clima e
composigdo dos solos. Tém maior atividade quando as temperaturas estdo entre os 15°C e os
28°C, associadas a humidades relativas altas e a auséncia de chuva ou vento. Deste modo,
estdo mais ativos nos meses quentes, de abril a outubro (entre a primavera e o outono) em
paises como Portugal (Greene, 2006, Sharma & Singh, 2008). Ja nas regides tropicais e sub-
tropicais, o seu ciclo gonotroéfico ocorre ao longo de todo o ano (Sharma & Singh, 2008). Apesar
de apresentarem voos irregulares e breves, podem percorrer distancias até 2.5 km, tendo maior
atividade no periodo crepuscular ou noturna e apresentando fototropismo positivo (Afonso &
Alves-Pires, 2008).

Os machos e fémeas sao fitéfagos, ingerindo sucos vegetais provenientes de plantas ou de
outros insetos (afideos) (Afonso & Alves-Pires, 2008). Apenas as fémeas sao hematéfagas e

potencialmente infetantes para um hospedeiro (Maroli et al., 2012).

As fémeas tém um periodo de vida entre duas a seis semanas. Se a fémea se infetar entre 4 a
25 dias antes da refeicdo no hospedeiro vertebrado (HV), pode inocular formas promastigotas
(Saridomichelakis, 2009). Durante a refeicdo de sangue, é inoculada no local da picada no HV,
a saliva dos fleb6étomos, que contém vasodilatadores, anticoagulantes e imunomoduladores,
que promovem a infecdo no HV (Saridomichelakis, 2009; Rosypal, 2005). Os locais
preferenciais para realizar as suas refeigdes no HV sao o focinho, palpebras, pavilhdo auricular,

dorso, coxas e digitos (Saridomichelakis et al., 2009).

Segundo um estudo realizado em Portugal na Serra da Arrabida (Setubal), em que foram
recolhidos 665 flebétomos, 13,83% eram Phlebotomus ariasi, 58.65% P. perniciosus e 0.45% P.
sergenti. Este estudo refere ainda que nos distritos de Evora e Faro, a percentagem de P.
sergenti € muito maior, sendo este o responsavel pela transmissao de L. fropica (Afonso &
Campino, 2005).

1.4 - Ciclo biologico

O ciclo de vida da Leishmania spp. (Figura 5) é heteroxeno e composto por duas fases. A fase
amastigota, que se encontra dentro das células do sistema fagocitico mononuclear do
hospedeiro vertebrado, mais concretamente nos macréfagos e a fase promastigota, que se
encontra no intestino, glandulas salivares e aparelho bucal do hospedeiro invertebrado

(Gramiccia & Gradoni, 2007, 2011; Gluenz, Ginger, & McKean, 2010). A transmissao da infecao
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ocorre quando uma fémea de flebétomo pica um mamifero e realiza uma refeicdo sanguinea.
Esta, ao alimentar-se do sangue de um animal infetado, ingere macréfagos contendo a forma
amastigota que por divisdo binaria se multiplica em larga escala no HV. Estando no interior do
intestino do vetor, as formas amastigotas transformam-se em promastigotas, num processo
que pode durar entre seis a dez dias, de acordo com as espécies de Leishmania e de
Phlebotomus. (Tomas & Roméao, 2008).

Posteriormente, as formas promastigotas dirigem-se para o hipéstoma do flebétomo fémea e
sdo inoculadas na pele do HV, durante a sua refeicdo. As promastigotas sdo seguidamente
fagocitados pelos macréfagos, transformam-se em formas amastigotas e multiplicam-se no
interior dos fagolisossomas, provocando a rutura dos macréfagos, e consequentemente a
libertacdo de amastigotas e possibilidade de infe¢cdo de outras células do organismo. A infegao
dissemina-se da pele para os varios 6rgaos internos devido a mobilidade dos macréfagos
infetados ou da presenca de formas amastigotas no sistema circulatério. Posteriormente, o
vetor infeta-se durante a sua refeicdo de sangue devido a ingestdo de formas amastigotas de

um HYV infetado, perpetuando o ciclo do parasita e a infegao (Rosypal, 2005).
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Figura 5 - Ciclo de vida L. infantum (Carreira et al., 2014).
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1.5- Patogenia

O género Leishmania spp. pode infetar muitos tipos diferentes de células, incluindo as do
sistema fagocitico mononuclear (por exemplo, macréfagos, células de Kupffer), células
dendriticas, fibroblastos, células endoteliais, hepatdcitos, neutréfilos, eosindfilos e até células
neoplasicas (por exemplo, células tumorais venéreas transmissiveis) e assim invadirem quase
todos os tecidos e 6rgaos do corpo, incluindo o sistema nervoso central. Embora a infe¢cao das
células nao fagociticas possa contribuir para a sobrevivéncia do parasita a longo prazo,
raramente é produtiva. Assim, os fagécitos mononucleares, especialmente os macréfagos, sao
consideradas as principais células hospedeiras do parasita (Saridomichelakis, 2009).

O infecdo dos macréfagos comecga apds a inoculagdo das promastigotas na derme, onde se
origina uma reacgao inflamatdria localizada que vai atrair macréfagos, histiocitos, monécitos e
neutrofilos que, por sua vez, iniciam a fagocitose das formas parasitarias presentes. Apds a
fagocitose, o parasita dissemina-se por via hematica e linfatica por todo o organismo,
preferencialmente para o bago, linfonodos, figado, pele, rins e medula éssea (Moreno et al.,
1999).

Os macroéfagos sao ativados para eliminar as leishmanias através do interferao gama (IFN-¥),
que é produzido pelos linfécitos T. Nos caes infetados ocorre uma resposta celular mista, entre
os linfécitos T helper (linf. Th) do tipo 1 e do tipo 2. Quando a resposta tende para os linf. Th1, o
animal nao apresenta doenga, enquanto que quando a resposta é dos linf. Th2, o animal
adoece e apresenta sinais clinicos. Os linf. Th1, através da produgao de varias citoquinas, como
o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-2 e IFN-¥, induzem os macrofagos a produzir 6xido
nitrico (NO), que por sua vez, induz a apoptose celular e elimina o parasita (Baneth et al., 2008;
Koutinas & Koutinas, 2014).

A resposta dos linf. Th2, resulta na secrecdo da IL-4, IL-10 e factor transformador do
crescimento (TGF) e numa significativa produgao de Ac, devido a estimulacdo de linfocitos B
(linf. B) e plasmécitos que permitem a suscetibilidade e a progressao da doenga. A IL-10 esta
relacionda com a carga parasitaria e a severidade dos sinais clinicos da doenga, regulando a
atividade dos linf. Th1 que mantém o balango entre as respostas imunitarias Th1 e Th2 e
inibindo a atividade microbicida dos macréfagos infetados. A IL- 4 esta envolvida na

diferenciagdo de linf. Th2 e na proliferacdo e diferenciacdo de linf. B (Baneth et al., 2008;

22



Micaela Roque Fernandes | Leishmaniose Canina

Barbiéri, 2006; Koutinas & Koutinas, 2014).

Os macréfagos infetados sao alvo de lise por parte dos linfécitos T CD8+. A figura 6 resume a

resposta imunitaria na infegdo por LCan (Figura 6).

A resposta imunitaria humoral, que é mediada pelos Ac que sao produzidos pelos linf. B, esta
associada a doencga, uma vez que os Ac nao possuem fungao protetora para o hospedeiro. Os
Ac conseguem induzir a fagocitose mas ndo provocam a morte intracelular das amastigotas,
comprometendo deste modo o controlo da infe¢do (Saridomichelakis, 2009). A producao
continua de Ac causa hiperglobulinemia, o que resulta na formacdo e deposicao de
imunocomplexos que podem causar glomerulonefrites, poliartrites, vasculites e meningites,
assim como a producdo de Ac contra plaquetas e células da linha vermelha (Paltrinieri et al.,
2010).

Factores como a imunossupressdo e doengas concomitantes podem quebrar o equilibrio
imunitario dos animais assintomaticos e levar ao desenvolvimento de doenca (Solano-Gallego
et al, 2009). Entre as doengas concomitantes que influenciam as manifestagdes
clinicopatolégicas da leishmaniose incluem-se a erliquiose, babesiose, anaplasmose,
bartonelose, hepatozoonose, dirofilariose, espirocercose, demodicose, sarna sarcoptica,
pénfigos foliaceo, lupus sistémico eritematoso, hipotiroidismo, hemangiossarcoma, linfoma,

mieloma, histiocitoma e tumor venéreo transmissivel (Saridomichelakis, 2009).

IFN-y

Ativac3do dos Eliminac3do dos
TNFa macrofagos parasitas

e CQJ
iL-18
_AS iL-27 e Mo Oxido nitrico Oxido nitrico
o . L = a9 sintetase Radicais livres de
\\\ oxigénio

\Inlbigao

/‘_\ _— =\
\’/\e S Erem———
TGF-B parasitaria

Figura 6- Interagdo entre as respostas imunitarias Th1 e Th2 na LCan (Baneth et al., 2008).
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1.6 - Epidemiologia

A LCan é uma zoonose global potencialmente fatal para humanos e caes, constituindo estes
ultimos o principal reservatoério de infecao para humanos. A LCan € endémica em mais de 70
paises no mundo. Presente nas regides do sul da Europa, Africa, Asia e Américas, com
excegao da Antartica, espécies de Leishmania foram relatadas em todos os continentes
(Baneth et al., 2008).

Nem todos os caes infetados desenvolvem doenga, podendo existir respostas imunitarias
diferentes. Alguns animais permanecem infetados e assintomaticos durante um periodo
superior a cinco anos (Baneth et al., 2008). Os canideos domésticos tém um papel
preponderante como hospedeiro reservatério, na amplificagdo dos ciclos de vida das
leishmanias a volta da Bacia do Mediterraneo (Figura 7) e restantes regides do Mundo onde a

doenca seja endémica (Dereure, Pratlong & Dedet, 1999).

Areas ndo endémicas

Areas de risco

Casos autoctones

Focos autéctones

Areas endémicas

Falta de informacao sobre o Pais

Figura 7- Distribuicdo de LCan na Europa (Solano-Gallego, 2011).

Quanto as vias de transmissdo da doenga, os fleb6tomos tém um papel principal na
manutencao da infecéo, geralmente ocorrendo doenga nos locais onde estes estejam presentes
(Baneth et al., 2008). Foi colocada a hipétese de outros ectoparasitas hematofagos, como as
pulgas e os ixodideos, serem também infetantes, mas ainda ndo existem certezas quanto ao
seu papel na transmissao. Outras vias de transmissao poderao ser a transplacentaria, através
de uma gestacgao resultante de um cruzamento onde ambos os caes estio infetados (Rosypal
et al., 2005) ou apenas a progenitora (Masucci et al., 2003) e a via sexual (Silva et al., 2009). A

infecao por meio de transfusdo sanguinea, também foi descrita (Owens et al., 2001). Todas
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estas vias de transmissdo podem ser importantes, em areas em que a LCan tenha sido
reportada na auséncia de fleb6tomos, como no Norte da América e no Norte da Europa (Maroli
et al., 2010).

Em areas endémicas, diversos fatores relativos ao hospedeiro (como o sexo, idade, genética,
estado nutricional ou infecbes concomitantes), assim como a viruléncia da estirpe de
Leishmania, desempenham um papel na resposta do cao a infegdo. Para certos autores o sexo
nao é relevante (Ciaramella et al., 1997) para outros os machos tém maior propensao para a
doenca (Miranda et al,. 2008). Em relacéo a idade, estao referidos dois picos de prevaléncia da
doenca, antes dos 2 e ap6s os 8 anos de idade (Cardoso et al.,, 2004; Solano-Gallego et al.,
2011). Todas as racas sao suscetiveis a infegdo, embora algumas, como o Boxer, Labrador
Retriever, Cocker Spaniel, Rottweiler, Pastor Alemao, Beagle e Mastim Napolitano, parecem ser
mais suscetiveis, enquanto outras, como o Cado Podendo de lbiza, raramente desenvolvem
sinais clinicos de LCan (Baneth et al., 2008; Cortes et al., 2012; Solano-Gallego et al., 2011). O
gene Slc11c1 e alguns alelos dos genes do MHC |l foram associados a susceptibilidade a LCan

(Solano-Gallego et al., 2011).
1.7 - Epidemiologia da leishmaniose em Portugal

Em Portugal a leishmaniose humana é uma doenga predominantemente infantil, sendo as
espécies vetoras P.perniciosus e P. ariasie. Contudo, nos ultimos anos, comecou a haver uma
alteracdo desta tendéncia e a registar-se um maior numero de casos em adultos, principalmente
associados a casos de Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) (Campino & Maia, 2010).

O numero de casos de LCan em Portugal tem vindo a aumentar, com uma prevaléncia de cerca
de 20% em localidades de regides endémicas (Campino & Maia, 2010). Atualmente em
Portugal, com base em estudos de seroprevaléncia, podem ser consideradas endémicas as
regides de Tras-os-Montes e Alto Douro, a sub-regido da Cova da Beira, o distrito de Coimbra,
a regido de Lisboa e Setubal, o distrito de Evora, a regido do Algarve (Campino et al., 2006;
Campino & Maia, 2010) e os distritos de Portalegre, Beja e Castelo Branco (Cortes et al., 2012).
Segundo um estudo epidemioldgico realizado em Portugal, em que a amostra foi de 3974 caes
de 18 distritos e que tinha como objetivo identificar os factores de risco associados a LCan,
verificou-se que caes com mais de 2 anos, com estilo de vida no exterior e residentes no interior
do pais eram mais susceptiveis de ser seropositivos e a seroprevaléncia no periodo da

transmissao (entre maio e outubro) foi de 6,3% (Cortes et al., 2012).

25



Micaela Roque Fernandes | Leishmaniose Canina

Cortes et al realizaram também um inquérito epidemioldgico canino na area urbana/sub-urbana
da Grande Lisboa, encontrando uma prevaléncia de infecdo de 19,2%. Os autores associaram
este valor com o desenvolvimento ndo planeado das zonas sub-urbanas, responsaveis pelo
aumento dos residuos solidos que atraem os caes, tornando-os mais susceptiveis a picada do
inseto vetor e consequente transmissao da doenga. Na regido do Algarve, a prevaléncia de
infecdo é de 7% (Cortes et al., 2007; Campino & Maia, 2010).

Segundo o grupo da OnLeish a Figura 8 demonstra a prevaléncia de infegdo por Leishmania

em Portugal.

Concelho/Distrito

1 — Concelho de Mesao Frio

Prevaléncia e respetivo ano
15% em 1989

2 — Concelho de Santa Marta de
Penaguiao

9,4% em 1989

3 — Concelho de Alijo

10% em 1986-1987; 12,4 % em
1988-1989; 18,7% em 2000

4 — Concelho de Tabuago

6,5% em 1996

5 — Concelho de Peso da Régua

10% em 1989; 20,4% em 1999

6 — Concelhos de Fundao,
Covilha e Belmonte

12,5% em 2005

7 — Concelho de Lousa

6,2% em 1994

8 — Concelho de Santarém e
Alcanena

10,3% em 2006

9 — Distrito de Lisboa

5,2% em 1981; 19,2% em 2003

10 -Distrito de Setubal

7,8% em 1981-1986; 21,3% em
2003

11 - Concelho de Evora

3,9% em 1991; 9,4% em 1999-
2000

12 - Concelho de Loulé

7% em 1994

13 — Distrito de Faro

7% em 1993-1994
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1.8 - Quadro clinico e lesional

O periodo de incubagdo da LCan pode variar entre 3 meses e 7 anos (Mir6 et al., 2008). E uma
doencga sistémica que pode potencialmente envolver qualquer 6rgao, tecido ou fluidos corporais
e € manifestada por sinais clinicos nao especificos (Solano- Gallego et al., 2011). As
caracteristicas clinicas da leishmaniose variam largamente em consequéncia dos mecanismos
patogénicos no processo de doenca, dos diferentes orgdos afetados e da diversidade da

resposta imunitaria iniciada pelo hospedeiro (Solano- Gallego et al., 2009).

A imagem tipica da LCan reflete geralmente uma disfungdo organica multipla, podendo
observar-se diversos sinais clinicos. Porém, muitos cdes podem apresentar-se somente com
uma manifestacdo clinica (Koutinas et al., 1999). Alguns dos sinais clinicos mais comuns

podem ser observados na Figura 9, sendo os mais frequentes referidos na Tabela 6.

Figura 9 - Sinais clinicos encontrados na LCan.

A- Dermatite papular ulcerativa; B- Dermatite exfoliativa; C- Alopecia periorbital e dermatite facial
exfoliativa; D- Hiperqueratose nasal; E- Uveite. (Adaptado de LeishVet).

27



Micaela Roque Fernandes | Leishmaniose Canina

Tabela 6 — Sinais clinicos observados em caes sintomaticos com LCan (Baneth et al., 2008).

Caquexia 10% a 48%
Doengas cutanéas 81% a 89%
Doencas oculares 16% a 81%

Epistaxis 6% a 10%

Esplenomegalia 10% a 53%
Febre 4% a 36%
Linfoadenomegalia 62% a 90%
Mucosas palidas 58%
Onicogrifose 20% a 31%

A maior parte dos caes apresenta uma condicdo corporal baixa, atrofia muscular generalizada,
linfadenomegalia e descamacao excessiva da pele. O achado histopatolégico tipico nos tecidos
€ uma reacao inflamatéria granulomatosa associada a presenga de amastigotas de Leishmania
nos macrofagos (Baneth et al., 2008).

As alteragbes cutanéas mais comuns sao a dermatite exfoliativa, ulcerativa, nodular e pustular e
a presenca de onicogrifose, que esta associada a uma dermatite mononuclear liquenoide
(Baneth et al., 2008; Saridomichelakis, 2009).

A linfadenopatia é outro dos sinais clinicos mais frequentes na LCan, e caracteriza-se por um
aumento do tamanho dos linfonodos, sendo os linfonodos pré-escapulares e popliteos os mais
afetados (Koutinas et al., 1999). Em estadios mais avancados da doenga, em que o animal ja
apresenta insuficiéncia renal, os linfonodos podem estar normais ou hipoplasicos,
acompanhados de uma perda de condicao corporal (Saridomichelakis, 2009).

A esplenomegalia €& geralmente subclinica, sendo necessario o uso de exames
complementares, como a radiografia e a ecografia, para ser identificada (Koutinas et al., 1999).
Esta condicdo patologica deve-se a proliferacdo e infiltragdo de células imunitarias e a
hiperplasia associada a polpa branca e vermelha por alteracdes estruturais microvasculares
(Saridomichelakis, 2009).

E essencial avaliar a funcdo renal e classificar o estadio da doenca renal, segundo as
recomendacdes da IRIS, uma vez que a LCan esta associada a uma elevada prevaléncia de

insuficiéncia renal cronica (IRC) (Solano-Gallego et al., 2009). A doenca renal pode progredir de
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proteindria assintomatica para sindrome nefrética ou IRC com glomerulonefrite, nefrite
tubulointersticial e raramente para amiloidose (Baneth et al., 2008). A glomerulonefrite esta
associada a deposicdo renal de imunocomplexos dentro das estruturas que compdem os
glomérulos (Baneth et al., 2008; Saridomichelakis, 2009). As lesdes renais explicam a
proteinuria e podem causar hipertensdo, que por sua vez resulta num ciclo vicioso, agravando a
patologia glomerular, provocando uma sindrome nefrética e IRC, sendo esta a causa mais
comum de morte devido a leishmaniose (Baneth et al., 2008; Saridomichelakis, 2009).

As alteracbes articulares e Osseas também podem estar presentes em caes infetados. Um
estudo sobre lesbes esqueléticas em LCan descreve que, de 58 cdes com LCan, 45%
apresentavam alteracbes na marcha. Tanto na poliartrite erosiva, quanto na nao-erosiva, foram
observadas, por microscopia, formas amastigotas de Leishmania no liquido sinovial. Estas
poliartrites devem-se a presenca do préprio parasita, a circulacdo de imunocomplexos ou ao
depodsito de ambos na membrana sinovial (Baneth et al.,, 2008; Koutinas et al.,, 1999). A
poliartrite ndo € a uUnica causa de claudicagdo num cao com LCan. Lesbes Osseas e das
almofadas plantares, polimiosite e neuralgia sdo causas adicionais (Baneth et al.,, 2008;
Saridomichelakis, 2009).

A atrofia muscular progressiva esta associada a polimiosite crénica caracterizada pela
presenca de infiltrados mononucleares com amastigotas de Leishmania, vasculite neutrofilica e
depositos de imunocomplexos de IgG nos tecidos musculares, bem como pela producao de Ac
contra as miofibrinas (Baneth et al., 2008; Saridomichelakis, 2009).

As alteracbes oculares estdo presentes em 16% a 80% dos caes com LCan. Estas consistem
em uveite anterior, conjuntivite, queratoconjuntivite seca, blefarite ou uma combinacdo destas
lesbes. Na queratoconjuntivite seca, infiltrados inflamatdrios localizados em torno dos ductos
lacrimais causam retengao da secrecdo e uma diminuicdo da producao de lagrima (Baneth et
al., 2008).

Alteragdes hemorragicas tais como, epistaxis, hematuria e diarreia hemorragica estdo descritas
na LCan (Baneth et al.,, 2008; Ciamarella et al.,, 2005). A epistaxis pode ser aguda ou
cronica/recorrente, unilateral ou bilateral, ocorrendo devido a trombocitopatia, trombocitopénia,
hiperglobulinémia, rinite ulcerativa e vasculites (Baneth et al., 2008; Koutinas & Koutinas, 2014).
As desordens hemostaticas primarias e secundarias podem ser mais evidentes em cées
sintomaticos, nos quais o estado imunitario esta comprometido, um processo inflamatério
persistente ou lesdo hepatica ou renal podem influenciar a fungcado plaquetaria e a sintese e
metabolismo dos fatores de coagulacédo (Ciaramarella et al., 2005). A anemia esta presente na

maioria dos caes sintomaticos devido a diminuicdo da eritropoiese causada pela IRC e/ou
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infecao crénica e pode ser agravada pela perda de sangue ou pela destruicao imunoldgica de

glébulos vermelhos (Baneth et al., 2008).

1.9 - Alteragoes de hemograma, analises bioquimicas e urianalise

As alteracdes laboratoriais mais comuns a nivel do hemograma sdo a anemia ndo-regenerativa,
trombocitopénia, leucocitose ligeira ou leucopénia associada a linfopénia, eosinopénia e
monocitopénia. Ao nivel das bioquimicas podemos encontrar azotémia, hiperfosfatémia,
hipermagnesiémia, Fosfatase Alcalina Sérica (FAS) e Alanina Aminotransferase (ALT)
aumentadas e hipercolesterolémia (Solano-Gallego et al., 2009; Petersen, 2010; Baneth &
Solano-Gallego, 2012; Veras et al., 2014). A hiperproteinémia é outra alteragdo bioquimica
frequente. Esta é atribuida a hiperglobulinémia policlonal e y e esta quase sempre associada
a uma hipoalbuminémia, que por sua vez é causada pela perda de proteina por nefropatia,
doenga hepatica e mal nutricdo. A hiperglobuminémia pode por vezes compensar a
hipoalbuminémia, resultando em valores normais de proteinas séricas (Koutinas et al., 1999).
Na uriandlise € comum encontrar-se proteinuria, por nefropatias com perda de proteina, como
glomerulonefrite com deposi¢cdo de imunocomplexos. (Solano-Gallego et al., 2009; Petersen,
2010).

1.10 - Diagnéstico

O diagnéstico é realizado para confirmar se um animal com sinais clinicos e alteragdes clinico-
patoldgicas compativeis com LCan, tem de facto a doenga, bem como investigar a presenca de
infecado em estudos epidemiolégicos, rastrear animais clinicamente saudaveis que vivem em
regides endémicas (geralmente solicitado pelos proprietarios), evitar a transmissao de
portadores subclinicos por transfusao de sangue e monitorizar a resposta ao tratamento (Miro et
al., 2008).

Foram descritos diferentes métodos de diagndstico especificos para a detecao de infecao por L.
infanftum em céaes, incluindo cultura, histopatologia, citologia, imunohistoquimica,
imunofluorescéncia direta e técnicas moleculares. A avaliacdo da resposta do hospedeiro é
observada na serologia que da informagao sobre as IgG anti-Leishmania (Mir6 et al., 2008; Noli
e Saridomichelakis, 2014). Cada método possui vantagens e desvantagens (Tabela 6) e a
eleicdo de um determinado método depende da finalidade da pesquisa (Miré et al., 2008;

Solano-Gallego et al., 2011).
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Tabela 7 — Vantagens e desvantagens dos diferentes métodos diagnésticos na dete¢cao de LCan em cées. (Adaptado de

Serologia

Qualitativa

Quantitativa (IFAT, ELISA)

Citologia / Histopatologia

PCR

Cultura de Parasita

Solano-Gallego et al., 2011).

Determinagao do nivel de Ac que é essencial
para o diagndstico e para estabelecer prognostico

Teste rapido

Determina o nivel de Ac

Niveis altos de Ac na presenga de sinais clinicos
compativeis e/ou anomalias clinico patolégicas
séo conclusivas de leishmaniose clinica

Permite detecéo direta do parasita e o tipo de
resultados patologicos:
- Resultados patoldgicos suspeitos de infe¢cao
- Permite exclusao de outros diagndsticos
- Rapido e nao-invasivo ( citologia)

Permite a detegdo de DNA leishmaniose

Alta sensitividade (kDNA) e especificidade
Quantificagdo de carga parasitaria (se for PCR
em tempo real)

Permite o isolamento de Leishmanias
Facilita a identificagéo isoenzimatica do parasita

Nao deteta a atual presenca de Leishmania

Reagbes cruzadas com trypanosomas

Apenas resultados positivo e negativo
Sensibilidade e performance variavel com risco
de falsos negativos

Um resultado positivo tem que ser avaliado
posteriormente por uma serologia quantitativa

Performance e acuidade de cut-off depende do
laboratério

Diferengas entre laboratérios

Niveis baixos de Ac vao necessitar mais trabalho

Baixa sensibilidade para detetar amastigotas de
Leishmania em tecidos ou fluidos corporais
Requer a execugéo de outros testes diagnoésticos,
tais como imunohistoquimica e/ou PCR quando
os parasitas ndo séo visiveis

Nao revela o status imunolégico do cao
Necessita de experiéncia

Resultados falsos positivos devido a
contaminagdo com DNA do parasita.
Diferentes técnicas usadas por diferentes
laboratorios

Nao revela status imunolégico

Técnica de diagndstico elaborada e demorada
Pode necessitar um més para dar o resultado
Executada apenas em pesquisas laboratoriais

1.10.1 - Diagnésticos diretos

1.10.2 - Avaliagao citologica

A avaliagao citolégica permite a detegao microscopica de formas amastigotas de Leishmania
em macréfagos de tecidos afetados, nomeadamente de medula 6ssea, linfonodos, pele ou
sangue periférico (Paltrinieri et al., 2010; Alvar et al., 2004).

A puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) deve ser realizada em todos os casos com lesoes
cutaneas papulares ou nodulares e/ou aumento de linfonodos. As lesdes cutaneas ulcerativas
também devem ser usadas como amostra, fazendo a raspagem da lesdo ou usando métodos
menos invasivos, como esfregacos por impressao (Paltrinieri et al., 2010).

Na auséncia de sinais clinicos que possam ser atribuidos ou que envolvam um érgéo ou tecido
especifico, as amostras devem ser obtidas a partir de tecidos em que os parasitas sdo mais
provavelmente detectados, como a medula éssea, linfonodos, baco e buffy coat de sangue

periférico. O material da amostra para avaliagao citologica pode ser armazenado e na situagao
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de achados negativos, pode ser enviado a laboratoérios de referéncia para testes de diagndstico
molecular (por exemplo, teste de PCR para detecdo de DNA de Leishmania) (Paltrinieri et al.,
2010).

1.10.3 - Avaliagao histologica

A analise histopatologica dos tecidos dos érgaos infetados (corados com hematoxilina e eosina
- HE) é utilizada para detectar a presenca de parasitas. Podem ser necessarias pesquisas
longas para se conseguir observar amastigotas (Maia & Campino, 2008).

Os 6rgaos mais afetados e usados para analise histolégica sdo o baco, figado, medula éssea e
linfonodo popliteo. No entanto, esta avaliacdo apresenta uma baixa sensibilidade (Paltrinieri et
al., 2010).

A imunohistoquimica pode ser realizada por meio de Ac contra antigenos de LCan. Contudo,
este método pode ter resultados falsos-negativos, pois a sua sensibilidade depende da carga
parasitaria. Neste caso, podemos usar as por¢des de tecidos na realizagcdo de diagndsticos

moleculares. (Paltrinieri et al., 2010; Maia & Campino, 2008).

1.10.4 - Cultura de Leishmania

A cultura de Leishmania é o ensaio mais especifico devido ao desenvolvimento de formas
promastigotas. O meio de cultura nao esta disponivel comercialmente, sendo sé possivel a sua
realizagcado em laboratérios especializados (Paltriniene et al., 2010).

Tem como desvantagem necessitar de um periodo longo (até 30 dias) antes que os resultados
sejam obtidos e a colheita de material biolégico ser um procedimento invasivo, sendo este teste

apenas usado para efeitos de investigacao (Paltriniene et al., 2010 & Maia et al., 2008)

1.10.5 - Diagnostico serolégico

O diagndéstico seroldgico precoce € essencial para a confirmacgdo da doencga e direcionamento
do tratamento inicial, para a selegdo de animais clinicamente saudaveis que habitam ou séo de
regides endémicas, para a detegao de animais dadores de sangue com infecdo subclinica e
para a investigacao da presencga de LCan em estudos epidemiolégicos (Proverbio et al., 2013).
A seroconversao pode ocorrer alguns meses apo6s a infegdo. O intervalo de seroconversao

pode variar de 1 a 22 meses (média de 5 meses) apos a infegao (Paltrinieri et al., 2010).
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Os métodos sorolégicos mais comuns na detecdo de Ac anti-leishmania sado o teste de
imunofluorescéncia indireta (IFAT), ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e a
imunocromatografia.

Quando a suspeita clinica de LCan persiste apesar de um resultado soroldgico negativo, os
testes devem ser repetidos com métodos mais sensiveis (Paltrinieri et al., 2010).

Existe ainda uma desvantagem das técnicas de diagndstico seroloégico que € o aparecimento de
casos falsos positivos. Isto deve-se a reacbes cruzadas em cdes com doenca de chagas
(Trypanosoma cruzi), erliquiose e rickettsiose, mas também com outras espécies de
Leishmania. (Gomes et al., 2008 & Solano-Gallego et al., 2009).

1.10.6 - IFAT

O IFAT é considerado o método padrao do diagnéstico sorolégico. Esta técnica detecta Ac anti-
Leishmania com especificidade de 100% para titulos de Ac iguais ou superiores a 1:160
(Proverbio et al., 2013).

Num estudo realizado, testando cdes assintomaticos e sintomaticos de uma area endémica, a

sensibilidade e especificidade foram de 85,5% e 94,7%, respectivamente (Maia et al., 2008).

Esta técnica é realizada através de uma série de diluigbes de soro em laminas revestidas com
formas promastigotas de Leishmania. Posteriormente, a presenca de Ac é revelada através da
utilizacdo de anticorpos secundarios anti-espécie conjugados com um fluorocromo (Paltrinieri et
al., 2010). Na avaliagao microscopica, as diluicbes em que revelam fluorescéncia, sao positivas.
Uma das limitagdes do teste é o facto da avaliagdo da intensidade da fluorescéncia através da

microscopia recorrer a uma interpretagao subjetiva dos resultados (Paltrinieri et al., 2010).

Elevados niveis de Ac estdo relacionados com uma grande carga parasitaria, 0 que permite um
diagnéstico definitivo de LCan (Proverbio et al., 2013). No entanto, esses elevados titulos ndo
estdo associados com a gravidade dos sinais clinicos, sendo Uteis apenas para diferenciar os
casos subclinicos (baixo titulo de Ac), dos que apresentam a disseminacdo do parasita ou

doenca (elevado titulo de Ac) (Paltrinieri et al., 2010).

Este teste é utilizado em estudos epidemioldgicos, pratica clinica e monotorizacdo do
tratamento (Maia et al., 2008).
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1.10.7 - Teste ELISA

O teste ELISA permite a detecdo de Ac especificos, utilizando um antigénio (Ag) soluvel
adsorvido a uma superficie de plastico, sobre o qual sdo colocados os soros suspeitos. A
evidenciagao dos complexos Ag/Ac é feita pela adicdo de um conjugado anti-espécie ligado a
uma enzima, do substracto enzimatico e de um cromogéneo, desencadeando uma reacg¢ao

enzimatica demonstrada pelo aparecimento de cor (Maia & Campino, 2008).

Esta técnica pode ser realizada através de soro. Os principais Ag usados sao extratos soluveis
de promastigotas e proteinas purificadas recombinantes (Mir6 et al., 2008). O extrato inteiro do
parasita & sensivel para a detecido de infegao subclinica ou clinica, mas apresenta uma
especificidade relativamente baixa (Mettler et al., 2005; Ferreira et al., 2007). No entanto, com o
uso de péptidos recombinantes, como as proteinas K9, K26 e K39, a técnica de ELISA é
bastante especifica (100%) e sensivel (98%) na detecdo de caes infetados clinicamente
saudaveis (Mettler et al., 2005; INNO, 2012).

O teste comercial Leiscan® é um ensaio imunoenzimatico util para detecao de infegdo em caes
assintomaticos. Os resultados (razao da amostra) tém equivaléncia com um determinado titulo

IFAT, de acordo com a Tabela 7.

Tabela 8 — Equivaléncia entre a razdo da amostra (Rz) do teste comercial Leiscan e o titulo de IFAT
Adaptado de.

Rz<0,5 Negativo Negativo
0,5<Rz<0,7 Negativo 1/20 a 1/40
0,7<RZ<0,9 Negativo 1/40 a 1/80
0,9<Rz<1,1 Duvidoso 1/80
1,1<Rz<15 Positivo Baixo 1/80 a 1/160
1,56<Rz<2 Positivo Alto 1/160 a 1/320
2<Rz<3 Positivo Alto 1/320 a 1/640
3<Rz<4 Positivo Muito Alto 1/640 a 1/1280
Rz >4 Positivo Muito Alto >1/1280
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1.10.8 - Imunocromatografia - testes rapidos

Os Kkits rapidos de testes imunocromatograficos sao muito Uteis, uma vez que o seu formato de
teste Unico e a sua facilidade de resposta rapida, permite a agdo imediata do médico
veterinario. No entanto, os seus resultados podem ser questionaveis (Maia et al., 2008).
Existem varios kits comerciais, sendo que cada um utiliza um Ag e um reagente diferente
(Paltrinieri et al., 2010). O aparecimento de duas linhas, uma de controlo e outra de teste,
significa um resultado positivo (Maia et al., 2008). Normalmente, apresenta uma boa
sensibilidade e especificidade, mas a sensibilidade pode ser variavel (Solano-Gallego et al.,
2009). No entanto, apresenta uma sensibilidade mais baixa em relagdo ao IFAT e ELISA, que
ronda os 30-70% (Paltrinieri et al., 2010).

1.10.9 - Diagnéstico molecular

A técnica de PCR permite amplificar quantidades muito pequenas do DNA do parasita, é
relativamente rapida e pode ser aplicada a qualquer tipo de amostra biolégica (medula éssea,
linfonodos, bidpsias diversas, amostras conjuntivais, sangue) (Ferreira, ltuassu, de Melo & de
Andrade, 2008; Manna et al., 2008).

O método de PCR demonstra ser capaz de ultrapassar problemas como a baixa sensibilidade
encontrada nos métodos parasitoldégicos e outros, como o valor preditivo limitado da serologia,
por interferéncia de Ac persistentes ou pela presenca de imunossupressdo. No entanto, os
protocolos do PCR convencional (cPCR), ndo permitem uma analise quantitativa da carga

parasitaria (Manna et al., 2008).

A técnica de PCR é muito util em casos duvidosos e para a detegao da persisténcia da infecéao
em cdes tratados que atingiram a cura clinica. No entanto, em cées portadores ou com baixa
carga parasitaria pés-tratamento, as técnicas qualitativas ou semiquantitativas tém pouco valor
diagnéstico, porque apenas indicam se os animais sado ou nao positivos (Pereira da Fonseca &
Villa de Brito, 2008). A informacao fornecida pelo PCR deve ser avaliada juntamente com a

informacao clinica do animal e, se necessario, testes seroldgicos (Solano-Gallego et al., 2009).

Os mais usados sdao a cPCR, PCR “nested” e PCR em tempo real (rtPCR), que pode
proporcionar analise quantitativa (Paltrinieri et al., 2010). No cPCR, o DNA de Leishmania é
amplificado usando “primers” especificos (pequenas sequéncias complementares as

sequencias de DNA de Leishmania). Na PCR “nested” sdo realizadas duas amplificagdes

35



Micaela Roque Fernandes | Leishmaniose Canina

consecutivas com “primers” internos (Paltrinieri et al., 2010). A PCR qualitativa pode ser util
quando € necessario ter um diagnédstico imediato e sensivel, especialmente em casos com
resultados serolégicos duvidosos (Gomes et al.,, 2008). Na rtPCR sao usadas sondas
fluorescentes para quantificar o numero de coépias de DNA de Leishmania presentes numa
amostra biolégica, a partir de uma quantidade padrao de DNA predefinida (Paltrinieri et al.,
2010).

Os caes sintomaticos ou aqueles que progridem nesse sentido irdo normalmente dar resultados
positivos na serologia € na PCR. Porém, um unico resultado de PCR negativo num cao
clinicamente suspeito de leishmaniose nado é suficiente para excluir a infegdo. Quando a
suspeita é elevada, é recomendada a avaliagao de tecidos adicionais por PCR (Baneth e Aroch,
2008). Os caes doentes com analise de PCR negativa e que apresentem um baixo titulo de Ac
anti-Leishmania devem ser considerados como cées que estiveram expostos ao parasita e que
estardo afetados clinicamente por outra doenca. Para a analise por PCR, as amostras podem
ser frescas, congeladas ou entdo fixadas em alcool etilico a 95% (Paltrinieri et al., 2010). A
abordagem diagnodstica em cées doentes que habitam em areas endémicas € demonstrada na

figura 9.

Cao com sinais clinicos e/ou alteracdes clinicopatolégicas compativeis com LCan.

v

: Avaliagao citologica/
- Baixo —} histolégica 4_ -

4— - 4_ Amastigotas de Leishmania

Considerar
PCR _} Negativo _} outros

diagnosticos

/ - ‘_ Serologia quantitativa _} Negativo

Figure 10- Fluxograma de abordagem diagnostica em cdes com suspeita de LCan (Adaptado de Solano-Gallego et al., 2011).
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1.12 - Tratamento

O tratamento farmacoldgico da LCan é um desafio para os médicos veterinarios. Devido a sua
complexa patogénese, a LCan pode manifestar-se com diferentes sinais clinicos, variando de
leves aqueles que refletem envolvimento grave de varios 6rgdos. A resposta imune
desempenha um papel importante no desenvolvimento e resposta ao tratamento da infegao por
Leishmania em caes. Todos os farmacos anti-Leishmania conhecidos, usados em caes, podem
levar a remissao temporaria ou permanente dos sinais clinicos, mas nenhum consegue eliminar
a infecdo. De facto, todos os farmacos anti-Leishmania atualmente utilizados em caes foram
descobertos e desenvolvidos para tratar a leishmaniose humana. A maioria dos protocolos
terapéuticos foram desenvolvidos através de estudos clinicos em humanos e, posteriormente,
adaptados aos cdes. Nos cédes, os objetivos do tratamento anti-Leishmania s&o induzir uma
reducdo geral da carga parasitaria, tratar alteracbes dos érgdos causadas pelo parasita,
restaurar respostas imunitarias eficientes, estabilizar uma melhoria clinica e evitar a recidiva
clinica (Olivia et al.,2010).

A monotorizagdo e acompanhamento dos parametros clinicos e laboratoriais dos cées tratados
€ importante para uma adequada gestdo da doenca (Baneth et al.,2008). A resposta ao
tratamento pode variar de boa a ma, dependendo do estado clinico inicial e do proprio animal.
Os farmacos mais utilizados devem ser escolhidos de acordo com os diferentes estadios da
doenca (Olivia et al., 2010).

O grupo LeishVet propés um sistema de quatro estadios, baseados nos sinais clinicos, e
alteragdes clinicopatoldgicas e seroldgicas, sugerindo também varios protocolos terapéuticos e

prognosticos para cada estadio clinico (Tabela 8) (Solano-Gallego et al., 2011).
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Tabela 9 — Estadiamento de LCan baseado no estado serolégico, sinais clinicos, achados laboratoriais e tipo de terapia e prognéstico

Estadio I-
Doenga leve

Estadio II-

Doenca
Moderada

Estadio lll-

Doenca
severa

Estadio IV -
Doenca
muito severa

Titulo de Ac
negativo a
positivo baixo

Titulo de Ac
positivo baixo
a alto

Titulo de Ac
positivo
médio a alto

Titulo de Ac
positivo
médio a alto

Caes com sinais clinicos
leves, tais como,
linfadenomegalia

periférica ou dermatite
papular

Cées que, além dos
sinais clinicos referidos
para o estadio I, podem

apresentar: lesdes
cuténeas simétricas ou
difusas, tais como,
dermatite exfoliativa,
onicogrifose, Ulceras (no
plano nasal, nas
almofadas plantares,
jungdes mucocutaneas),
anorexia, perda de peso,
febre e epistaxis

Cées que, além dos
sinais clinicos referidos
para o estadio |l e ll,
podem apresentar sinais
originados por
deposicao de
imunocomplexos:
vasculites, artrites,
uveite e glomerulonefrite

Caes com sinais clinicos
referidos no estadio lll.
Tromboembolismo
pulmonar, sindrome
nefrético e estadio final
de doenga renal

Normalmente ndo se observa
alteragdes clinico patolégicas.

Perfil renal normal: creatinina <
1.4 mg/dl; sem proteinuria:
UPC <0,2

Alterages clinicopatologicas
como anemia nao regenerativa
leve, hiperglobulinemia,
hipoalbuminemia, sindrome de
hiperviscosidade do soro.

Substadios:

a) Perfil renal normal:
creatinina < 1,4 mg/dl; sem
proteinuria: UPC < 0,2
b) Creatinina < 1,4 mg/dl; UPC:
=0,2-0,5

Alteragdes clinicopatoldgicas
referidas no estadio Il

IRC estadio | da IRIS com UPC

> 0,5 ou estadio Il da IRIS com
creatinina 1,4-2mg/dI

Alteragdes clinicopatoldgicas
referidas no estadio Il
IRC estadio Ill da IRIS
(creatinina 2,1-5 mg/dl) ou
estadio IV (creatinina >5 mg/dl)
Sindrome nefrética: marcada
proteindria UPC >5

para cada estadio (Adaptado de Solano-Gallego et al., 2009; Leishvet, 2017).

Alopurinol ou domperidona
ou antimoniato de
meglumina ou
miltefosina/Alopurinol +
antimoniato de meglumina
ou alopurinol + miltefosina
*%k

Alopurinol + antimoniato de
meglumina ou alopurinol +
miltefosina.

Alopurinol + antimoniato de
meglumina ou alopurinol +
miltefosina.

Seguir as recomendacgdes
da IRIS para IRC.

O tratamento especifico
deve ser administrado
individualmente.

Seguir as recomendacdes
da IRIS para IRC.

Bom

Bom a reservado

Reservado a
mau

Mau

Legenda- * Em caes com titulo de Ac negativo ou positivo médio, a infegéo deve ser confirmada por outro método de diagnéstico
parasitolégico ou molecular. Niveis altos de Ac, definidos como uma elevacéo de trés a quatro vezes o valor de cut off de um
laboratétio de referéncia, sdo conclusivos para o diagnéstico de LCan. ** Caes no estadio | provavelmente necessitardo de um
tratamento menos prolongado com uma ou duas drogas combinadas ou alternativamente apenas monitorizagao sem realizagdo de
tratamento. No entanto, existe uma limitada informagéao sobre caes neste estadio e, portanto, as opgdes terapéuticas continuam por

definir.

1.12.1 - Alopurinol

O alopurinol € um analogo da hipoxantina, que inibe a atividade da xantina oxidase, uma

enzima que é responsavel pela catalizacdo das hipoxantinas e consequente producdo de

xantinas, que por sua vez dao origem ao acido urico (Oliva et al., 2010). Quando é incorporado
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nas formas intracelulares de Leishmania, transforma-se num composto toxico e inativa o
parasita. E usado em monoterapia ou combinado com antimoniatos pentavalentes. Tem a
vantagem de ser barato e de facil administragao para os proprietarios, pois € uma formulacao

oral e relativamente atoxico (Baneth e Shaw, 2002; Oliva et al., 2010).

O uso de alopurinol causa hipoxanturia, a qual pode ocasionalmente originar urolitiase (Plevraki
et al., 2006).

Quando utilizado em monoterapia, o alopurinol resulta numa remissdo dos sinais clinicos e
restabelecimento das alteragcdes clinicopatoldgicas, associado a uma diminuicdo da carga

parasitaria (Saridomichelakis et al., 2005).

A tolerabilidade do farmaco é excelente e parece diminuir a deterioragcdo da fungcao renal em
caes com proteinuria, mas sem insuficiéncia renal. O mais comum é o uso de alopurinol por
periodos de varios meses. As doses recomendadas de alopurinol para administragao oral (PO)

é de 10 mg/kg, duas vezes ao dia (BID) (Solano-Gallego et al., 2009).

1.12.2 - Combinagao de antimoniato de meglumina com aloporinol

O antimoniato de meglumina (Glucantime®) pertence ao grupo dos antimoniatos
pentavalentes. Estes inibem a glicolise e a peroxidagao lipidica do parasita (Baneth e Shaw,
2002; QOlivia et al., 2010).

A combinacdo de antimoniato de meglumina e alopurinol é o tratamento mais comumente
utilizado na LCan, embora nao resulte numa cura parasitolégica completa. Os caes tratados
com esta combinacdo tém um periodo mais longo de remissao clinica do que quando tratados
com qualquer dos farmacos sozinhos. O protocolo mais frequente consiste em administrar por
via subcutanea (SC) antimoniato de meglumina na dose de 75 a 100 mg/kg, uma vez por dia
(SID), durante 4 semanas, em combinagcdo com alopurinol administrado PO, na dose de 10
mg/kg, BID, durante varios meses (Solano-Gallego et al., 2009; Olivia et al., 2010). Os efeitos
adversos associados descritos sao dor no local da injeccéo, abcesso/celulite cutdnea, vémito,

diarreia, uveite e potencial nefrotoxicidade (Mir6 et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009).
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1.12.3 - Combinagao de miltefosina com alopurinol

A miltefosina € uma alquilfosfocolina que foi desenvolvida como agente antineoplasico e, mais
tarde, usado para tratar a leishmaniose em humanos. Tem um efeito toéxico direto na
Leishmania, contudo, também aumenta a ativacdo das células T e dos macréfagos e a
producédo de NO (Oliva et al.,2010; Reguera et al., 2016).

A miltefosina pode ser usada em monoterapia ou combinada com farmacos leishmaniostaticos,
como o alopurinol (Reguera et al., 2016).

A dose atualmente recomendada de miltefosina em monoterapia para o tratamento LCan é de
2,0 mg/kg/dia, PO, durante um total de 30 dias (Reguera et al., 2016).

Apoés o tratamento, a carga parasitaria € reduzida de forma eficiente na maioria dos 6érgaos
infetados. Porém, a eliminagcdo completa dos parasitas da medula 6ssea nao é atingida, o que
implica que os caes clinicamente curados permanecem parasitologicamente positivos (Reguera
et al., 2016; Manna et al., 2015). A miltefosina ndo tem efeitos nefrotéxicos, embora a presencga
de outros efeitos toxicos ndo possa ser excluida. Em geral, a falta de nefrotoxicidade torna a
miltefosina mais segura em relacdo ao antimoniato de meglumina em caes com IRC, pois é
menos provavel a ocorréncia de dano renal grave (Reguera et al., 2016; Bianciardi et al., 2009).
No entanto, durante o tratamento com este farmaco, foram observados varios efeitos
secundarios ligeiros em caes, tais como, vomitos e diarreia (Oliva et al.,2010; Reguera et al.,
2016).

1.12.4 - Anfotericina B

A anfotericina B tem atividade fungicida e leishmanicida, devido a sua interacdo com um
complexo de 24 esterois, principalmente o ergosterol e o episterol, abundantes na membrana
plasmatica dos fungos e da Leishmania (Oliva et al., 2010). Embora altamente eficaz, a
anfotericina B é toxica e esta associada a efeitos adversos graves, que incluem o
comprometimento da fungao renal, piréxia, vomitos e anorexia. Uma dose diaria de 0,5 mg/kg,
intravenosa (IV), em dias alternados, durante 4 semanas, resulta numa cura parasitoléogica em
97% dos seres humanos com leishmaniose. Em caes, a anfotericina B diluida em solugao salina
estéril (NaCl a 0,9%) foi administrada IV. Embora a formulagao permita a cura clinica da maioria
dos caes tratados, geralmente ndo € usada como tratamento de rotina por causa de

complexidade na preparagao e administracdo. Quando administrada em caes, a mesma
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formulagao lipossomal resulta numa cura clinica rapida, embora a melhoria seja invariavelmente

seguida de recaidas (Olivia et al., 2010).

1.12.5 - Domperidona (LeishGuard®)

A domperidona é um antagonista dos recetores dopamina D2 com acgédo procinética gastrica e
antiemética. O efeito antidopaminérgico provoca a libertagcdo de serotonina que, por sua vez,
estimula a producgéo de prolactina. A prolactina, para além de estimular a producao de leite, tem
também um papel importante na resposta imunitaria celular do tipo Th1, conduzindo a libertac&o
de IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a, bem como a ativagdo de macréfagos. (Oliva et al., 2010; Noli e
Saridomichelakis, 2014).

A domperidona é administrada PO para prevenir LCan em doses de 0,5 mg/kg, SID, durante
pelo menos 4 semanas. Como medicagao preventiva, deve-se realizar o tratamento duas vezes
por ano (nos meses de junho e outubro). De acordo com um recente ensaio clinico preventivo, a
administracdo de domperidona durante 30 dias consecutivos, a cada 4 meses, reduz
significativamente o risco de desenvolvimento de LCan. Estes resultados mostram que o
tratamento induz a ativagao de fagocitos que persiste pelo menos até um més apods o final da
administracdo do farmaco, reduzindo o risco de infegcdo. Especulou-se que este tratamento
profilatico conferiu protecdo mais efetiva do que algumas vacinas em areas endémicas com alta

prevaléncia de LCan (Gomez-Ochoa et al., 2009; Reguera et al., 2016).

Como tratamento curativo nos estadios iniciais da infecdo, o tratamento pode ser repetido,
conforme necessario, de acordo com a remissao de sinais clinicos (Gémez-Ochoa et al., 2012).
A administracéo oral deste farmaco em céaes infetados produz uma melhoria nos sinais clinicos
associados a LCan e diminuicao significativa do titulo de Ac, apesar de ndo se conseguir uma
remissdo completa da doenca. A domperidona podera também ser integrada como farmaco
imunomodulador em protocolos de eficacia provada tal como o antimoniato de

meglumina/alopurinol (Gémez-Ochoa et al., 2009).

Nao foram referidos efeitos nefrotdxicos apos o tratamento com domperidina e raramente foram
descritos, apatia e disturbios digestivos (dor abdominal, diarreia e perda de apetite), que
desaparecem quando o tratamento € descontinuado. Em raras ocasides, foram observadas
alteragdes nas glandulas mamarias (hiperplasia mamaria e aumento da producédo de leite)

devido ao efeito galactogogo da prolactina (Reguera et al., 2016).
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1.12.6 — Outros farmacos

Existem outros farmacos que podem também ser utilizados no tratamento da LCan, tais como a
pentamidina, espiramicina, metronidazol, marbofloxacina e enrofloxacina.

A pentamidina é uma diamidina aromatica que tem sido utilizada como segunda linha de
tratamento para humanos com leishmaniose. A atividade leishmanicida do farmaco pode ser
mediada pela sua influéncia na biossintese das poliaminas e no potencial da membrana
mitocondrial. A sua administragao resulta em efeitos secundarios graves, tais como vomitos,
diarreia, hipersalivacao, hipotensao sistémica e choque anafilatico (Olivia et al., 2010).

A combinagdo de metronidazol e espiramicina (Stomorgyl®) é frequentemente usada em
medicina veterinaria para tratamento de diversas infe¢des. Devido a atividade anti-Leishmania
do metonidazol in vitro, foi realizado um estudo onde foi comparada a eficacia da combinacao
de espiramicina (150.000 U/kg, PO, SID) e metronidazol (25 mg/kg, PO, SID) em 13 caes com
leishmaniose, e um grupo controlo de 14 cédes tratados com antimoniato de meglumina e
alopurinol, com doses de 55-100 mg/kg, SC, BID e 20 mg/kg, PO, BID, respetivamente. Todos
os caes foram tratados durante 90 dias, verificando-se no grupo controlo uma melhoria clinica
apés 30 dias, enquanto que no grupo testado demorou em média 45 dias. Em nenhum dos
grupos se registou cura parasitolégica. Segundo os autores, esta combinacdo pode ser
considerada como um tratamento de segunda linha, no caso de cédes que ndo respondam ao

tratamento ou que apresentem intolerancia aos farmacos mais usados (Pennisi et al., 2005).

A marbofloxacina é uma fluorquinolona sintética desenvolvida para o uso em medicina
veterinaria. In vitro, este farmaco possui uma atividade leishmanicida direta e indireta pela
producdo de TNF-a e ON (Noli & Saridomichelakis, 2014). Foi realizado um ensaio clinico em
caes infetados naturalmente, tratados com marbofloxacina numa dose de 2 mg/kg, PO, SID,
durante 28 dias. Este esquema contribuiu efetivamente para a remissdo dos sinais clinicos,
particularmente da linfadenomegalia, onicogrifose e esplenomegalia, em trés meses, em cerca
de 70% dos casos. Mesmo assim, é provavel que ocorram recaidas em mais de 50% dos
casos. Apés um ano de acompanhamento dos caes tratados com marbofloxacina, encontrou-se
uma taxa de remissdo da sintomatologia similar , mas os caes permaneceram

parasitogicamente positivos na analise de amostras de linfonodos por PCR (Reguera, 2016).

A enrofloxacina tem a capacidade de aumentar a atividade dos macrofagos contra a

Leishmania spp in vitro através da producdo de NO. A atividade anti-Leishmania da
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enrofloxacina, sozinha ou em combinagdo com metronidazol, foi avaliada em caes, sendo que
todos apresentaram uma recuperacédo de curta duragdo e melhoria parcial dos sinais clinicos
(Olivia et al., 2010).

1.13 - Monitorizagao

A monitorizagdo é a avaliagdo continua do doente, ao longo de uma doenca. No contexto da
LCan, a monitorizacdo envolve a avaliagdo da resposta ao tratamento de animais afetados
(Roura et al., 2013).

Do ponto de vista clinico, o objetivo de monitorizar cdes submetidos a tratamento € estabelecer
se e quando os sinais clinicos diminuem e quando os pardmetros hematoldgicos e uroldgicos
voltam ao normal (Roura et al., 2013).

Alguns cdes tém uma diminuicdo da titulacdo de Ac associada a uma melhoria clinica. No
entanto, ha animais em que o titulo permanece aumentado, apesar de terem melhoria clinica.
Nos animais em que ocorre um aumento da titulagdo, este deve ser considerado como uma

recorréncia (Solano-Gallego et al., 2009, 2011).

Os animais devem ser monitorizados durante e apds o tratamento através da realizagdo de
exame fisico e exames complementares, como o hemograma completo, bioquimicas séricas e
urianalise com racio UPC. Os animais devem ser controlados apés o primeiro més de
tratamento e depois todos os 3 a 4 meses durante o primeiro ano. Mais tarde, se o animal
recuperar clinicamente com o tratamento, devem ser feitas monitorizacbes a cada 6 a 12
meses. A monitorizagao serologica deve ser feita 6 meses apos o tratamento inicial e, a partir
dai, a cada 6 a 12 meses (LeishVet, 2017).

1.14 - Controlo e prevengao

Os vetores da leishmaniose podem ser controlados por meios genéticos ou biolégicos, mas
atualmente existem poucos métodos efetivos além dos controlos quimicos. Tais medidas de
controlo ajudam a reduzir as populacoes de flebétomos (Maroli et al., 2010).

Uma prevencgao efetiva das picadas dos flebétomos pode ser alcangcada através dos seguintes
passos, tomados em conjunto: manter os caes dentro de espagos fechados durante a época de

atividade do vetor (desde o anoitecer ao amanhecer), diminuir os microhabitats que sao
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favoraveis ao vetor na proximidade das casas ou em locais onde o cdo passa a maior parte do
tempo (por exemplo, o uso de inseticidas ambientais) e aplicar nos caes inseticidas topicos que

tenham atividade contra os fleb6tomos (Solano-Gallego et al., 2011).

Um importante método de controlo da leishmaniose é a pulverizacéo residual de habitagdes-
(Indoor Residual Spraying - IRS), que consiste na aplicacdo de inseticidas de agao prolongada
nas paredes e telhados de casas e abrigos para animais domésticos. Os inseticidas mais
utilizados para o controlo destes vetores sdo os organofosforados (clorpirifos-metilo),

carbamatos (propoxur) e piretroides (cipermetrina, deltametrina, cialotrina) (Maroli et al., 2010).

Como os caes sao os principais hospedeiros reservatérios de L. infantum, grande parte do
controlo de vetores é neles colocado (Maroli et al., 2010). Os métodos comerciais mais usados

sao coleiras, spot on e sprays.

As coleiras impregnadas com deltametrina a 4% (Scalibor®) resultam num grande efeito contra
o0 P. perniciosus e mata até 60% dos insetos em 2 horas apds a exposi¢do. O uso destas
coleiras previne em cerca de 80% as picadas dos flebétomo (Maroli et al., 2010). Segundo um
estudo realizado por Otranto et al. em 2013, o uso de uma coleira impregnada com uma
combinacao de imidacloprid a 10% e flumetrina a 4,5% (Seresto®) conferiu protec¢do a longo
prazo contra pulgas, ixodideos e fleb6tomos, em caes e gatos, sendo segura e eficaz (93,4%)
durante 8 meses na prevencgao da infegao por L. infantum.

Devido a libertacdo lenta do inseticida da coleira, a atividade é atingida uma a duas semanas

apo6s a sua aplicagao (Maroli et al., 2010; Molina et al., 2012).

As formulacdes spot-on sao eficazes nas primeiras 24 a 48 horas apds a sua aplicagao, pois é
necessario que o principio ativo se espalhe por toda a superficie corporal (Maroli et al., 2010).
Uma combinacao de 10% de imidaclopride e 50% de permetrina (Advantix®) foi desenvolvida
numa formulagao tépica dérmica como agente profilatico contra carracgas, pulgas, mosquitos e
fleb6tomos. A atividade inseticida desta formulagdo spot-on contra picadas de P. papatasi, P.
perniciosus e Lutzomyia longipalpis foi determinada experimentalmente, obtendo uma eficacia
de 92,7% a 97,7% e protecao durante 3 semanas (Maroli et al., 2010).

Outras formulagbes spot-on, com uma solugdo de 65% de permetrina (Exspot®), sdo efetivas
contra picadas de P. perniciosus e Lutzomyia migonei por 4 e 8 semanas (Maroli et al., 2010).
Os sprays tem uma acao inseticida imediata apds a sua aplicacdo. Num estudo em ambiente

laboratorial, a aplicacdo de spray de permetrina combinada com piriproxifen (regulador de
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crescimento de insetos) produziu uma proteccdo de 87% a 94%, por um periodo de 3 a 4

semanas (Maroli et al., 2010).
1.15 - Imunoprofilaxia

A primeira vacina registada na Europa contra a LCan tem o nome comercial de CanilLeish® e é
composta por proteinas do compartimento secretor-excretor de L. infantum (LIESP) e extrato
purificado de Quillaja soponaria (QA-21), como adjuvante . Esta vacina estimula uma resposta
imunomediada pelos linfécitos Th1, com base na produgdo de IFN- a. Além de promover um
aumento nos niveis humorais de IgG2, induz uma forte mudanga na resposta imune Th1 em
caes (Moreno et al., 2014).

O protocolo vacinal passa pela administracao de trés doses SC, a cada 21 dias, revacinando-
se, posteriormente, uma vez por ano (Moreno et al., 2014). Tem uma eficacia de 68,4% na
prevencao do desenvolvimento de sinais clinicos (Oliva et al., 2014). Todos os caes devem ser
testados serologicamente antes da administragdo da primeira dose da vacina. No caso do titulo
de Ac ser negativo, a vacinacdo pode ser realizada. A CaniLeish® pode ser administrada a
partir dos 6 meses de idade (Virbac, 2011). Os efeitos secundarios podem ocorrer, geralmente,
3 dias ap6s a administragao da segunda e terceira doses. Os sinais mais comuns sao dor local,
prurido, inchago, nddulos e febre, e resolvem-se espontaneamente em 2 a 8 dias (Oliva et al.,
2014).

Recentemente, foi langada uma nova vacina, a LetiFend®, que tem como principio ativo a
proteina Q. Esta proteina foi obtida através de recombinagao genética de cinco fragmentos de
quatro proteinas altamente antigénicas de L. infantum. O protocolo de administracdo consiste
numa unica dose anual, que confere uma protegado contra o desenvolvimento da doenca desde
0 28° dia ap0s a vacinacao e tem uma eficacia de prevencao de 72%. O Unico efeito secundario

demonstrado até a data foi prurido no local da administragéo (Leti, 2016).
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lll. Trabalho experimental
1. Objetivos

O objetivo deste estudo foi caracterizar canideos com LCan provenientes da regido de Torres
Vedras, em relagdo ao sexo, idade, raga, estilo de vida e profilaxia, com os dados clinicos do
HVMSI, recolhidos durante o tempo de estagio. Foram também recolhidas informagdes acerca
dos sinais clinicos, alteragdes laboratoriais, métodos de diagnéstico, quantificacdo da razédo da
amostra no teste Leiscan no momento do diagnostico e do controlo, tipo de tratamento

implementado e mortalidade dos animais afetados.
1.1 - Materiais e métodos

A amostra de animais em estudo foi constituida por 20 caes com LCan observados no HVMSI,

durante um periodo de 6 meses (1 de Setembro a 1 de Margo de 2016).

As amostras de sangue, para diagnoéstico seroldgico e analises sanguineas, foram obtidas
aquando da observagao dos animais em consulta e, posteriormente, passado 3 e 6 meses, nos
pacientes que sobreviveram. O diagndstico seroldgico foi realizado num laboratério externo, que
utilizou o método ELISA Leiscan, enquanto que as analises sanguineas foram realizadas no
laboratério do HVMSI.
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1.2 — Resultados
O estudo foi feito com 20 animais provenientes do concelho de Torres Vedras.

Dos 20 animais incluidos verificou-se que a maioria era do sexo masculino (60%) (Grafico 2).

Distribuicao quanto ao sexo

Macho ° Femea

40%

60%

Grafico 2 - Distribuicdo da populagcido quanto ao sexo.

Na altura do diagndstico a idade variou entre os 2 e os 10 anos, sendo a média de idades os 6

+ 2,3 anos (Grafico 3).

Idade do diagnostico

2anos 4anos 5anos 6anos 7anos 8anos 9anos 10anos

Grafico 3 - Distribuicdo da populagido quanto a idade.
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Quanto a raga, os animais sem raga definida (SRD) e Labrador Retriever encontraram-se em
maior numero (4/20, ou seja, 20%), seguindo-se o Braco Alemao, Bulldog Francés e Ledo da
Rodésia, as ragas mais representadas na zona (2/20, ou seja 10%), como observado no grafico
4.
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Gréafico 4 - Distribui¢cdo da populagado quanto a raga.

Dos animais diagnosticados com LCan, a maioria passava o dia no exterior, ficando
resguardados no interior a partir do fim do dia (11/20 ou seja 55%), 35% (7/20) passava o
tempo exclusivamente no exterior e 10% (2/20) estava predominantemente no interior (Grafico
5).

Estilo de vida

Exclusivo exterior Predominantemente no interior

Predominantemente no exterior

35%

55%
10%

Grafico 5 - Distribuicao da populagido quanto ao estilo de vida.
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Quanto a prevengao adotada 100% dos animais utilizou desparasitante externo (Grafico 6), a
maioria usava formulacdes spot-on, nomeadamente pipetas da marca Advantix® (Imidaclopride
+ permetrina) e Vectra 3D® (Dinotefuran + piriproxifeno + permetrina ) (40%), seguindo-se da
conjugacdo da coleira da marca Scalibor® (deltametrina) com pipeta (35%), sendo o uso

exclusivo de Scalibor® o menos utilizado (25%).

Tipo de prevencao usada
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Vectra

Grafico 6 - Distribuicao da populacido quanto ao tipo de preveng¢ao usada.

Considerando a vacina como uma profilaxia contra LCan, pudemos verificar quantos animais
fizeram a prevengdo com Canileish®. Dos animais em estudo, 35% foram vacinados com esta

vacina, ficando a maioria dos animais por vacinar (65%).

Vacina Canileish®
Sim Nao

0%

35%

65%

Grafico 7 — Animais da populagao em estudo vacinados com CaniLeish®.
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Nos animais observados, os sinais clinicos mais comuns foram os dermatoldgicos (75%),
seguindo-se os gastrointestinais (55%) e a perda de peso (30%) e por fim, os sinais articulares

(25%) e epistaxis (15%), como podemos observar no Grafico 8.

Sinais Clinicos

Sinais clinicos gastrointestinais
Sinais clinicos dermatologicos
Sinais clinicos articulares
Perda de peso

Epistaxis

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Grafico 8 - Sinais clinicos apresentados pela populagdo em estudo.

Nos animais estudados foram feitos hemograma e analises bioquimicas renais e hepaticas. As
alteragdes laboratoriais predominantes foram a azotemia, anemia e a hipoalbuminémia, sendo
estas detectadas em 7 dos 20 animais. A hiperproteinémia e o aumento das transaminases
hepaticas foram observadas num menor nimero de animais, como podemos observar no

grafico 9.

Alteracoes laboratoriais

Azotemia

Aumento das transaminases hepaticas
Anemia

Hiperproteinemia

Hipoalbuminemia
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Grafico 9 - Alteracdes laboratoriais apresentadas na populagdao em estudo.
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Podemos observar no grafico 10 que a maioria dos animais foi diagnosticado por ELISA Leiscan
(55%), sendo que 7 dos animais foram diagnosticados recorrendo ao teste Speed Leish K
primeiro e, apos resultado positivo, foi feita a serologia ELISA Leiscan (35%). O Speed Leish K

como unico método de diagnéstico foi usado em apenas 2 animais (10%).

Diagnéstico
12
10

SO N A~ O @®

ELISA Leiscan Speed Leish K + ELISA Speed Leish K
Leiscan
Grafico 10 — Métodos realizados para o diagnéstico na populagao em estudo.

Dos 18 animais em que foi feita serologia ELISA, podemos observar no Grafico 11 que o
resultado da titulagcdo predominante foi de positivo alto (> 1/320), tendo 1 animal apresentado

um positivo baixo e 1 animal com uma titulagdo de positivo muito alto.

Titulagao diagnodstica

18
16
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8
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4
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Positivo Fraco  Positivo Alto (>  Positivo Muito Sem titulagéo
(1/80 a 1/160) 1/320) Alto ( 1/640 a
1/1280)

Grafico 11 — Quantificagao da titulagao diagndstica nos animais em estudo.
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Segundo o Grafico 12, podemos observar quais foram os tratamentos mais utilizados nestes
animais, sendo a miltefosina em combinagdo com o alopurinol utilizado em mais de metade dos
animais (55%). O tratamento exclusivo com alopurinol foi usado em 20% dos animais. A

combinagao de miltefosina com alopurinol com domperidona foi usada em 3 animais do estudo.

Tipo de tratamento usado
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Alopurinol Alopurinol + Miltefosina + Miltefosina +

Domperidona Alopurinol Alopurinol +

Domperidona

Grafico 12 — Tipo de tratamento realizado aos animais afetados.

Apos o tratamento foram feitas titulagbes de controlo em 10 dos 20 animais, sendo que metade
manteve-se numa titulacdo de positivo alto e outra metade passou a um positivo baixo, como

observado no Grafico 13.

Titulacao de controlo

Positivo fraco ( 1/80) Positivo alto(1/320) Sem titulagéo

25%
50%

25%

Grafico 13 — Controlo analitico dos animais afetados no estudo.
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No que diz respeito a taxa de mortalidade (30%) (Grafico 14), 3 animais morreram por causas
naturais, dias apos o inicio da terapia com miltefosina em combinagao com alopurinol, outros 3
foram eutanasiados, um deles por epistaxis descontrolada e IRC, outro por caquexia extrema,

falta de apetite e IRC e o outro por IRC.

Morte natural Eutanasia

50% 50%

Grafico 14 — Mortalidade existente nos animais afetados.

Dos 14 animais que se mantiveram vivos e em tratamento continuo com alopurinol, uma cadela
de ragca Labrador Retrievier teve uma recorréncia, sendo necessaria nova terapia com
miltefosina em combinagdo com o alopurinol. Em 10 animais foram feitas novas titulagées de
controlo, sendo que 3 delas apresentaram uma titulagcéo ja negativa a LCan.

Os restantes 11 animais mantiveram-se controlados com terapia de alopurinol, mas nem todos

tém vindo fazer os controlos periédicos de LCan.
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Discussao

O distrito de Lisboa, onde se inclui o concelho de Torres Vedras, constitui uma zona de Portugal
onde a LCan é considerada endémica, apontando a bibliografia para uma taxa de prevaléncia
de 19,2% em 2003 (Onleish, 2017).

Segundo Ciaramella et al (1997) nao existem diferencas relevantes no que diz respeito ao
género dos animais afetados com LCan. Apesar de neste trabalho o nimero de machos (60%)
afetados ter sido superior ao numero de fémeas (40%), a amostra em causa apresentava um
numero reduzido de individuos. Estes resultados encontram-se de acordo com os de Miranda et

al (2008) em que (61%) dos animais eram machos e (39%) eram fémeas.

No que diz respeito a idade, encontram-se referidas duas faixas etarias de prevaléncia da
doenca, antes dos 2 anos e apos os 8 anos (Cardoso et al, 2004; Solano-Gallego et al, 2011).
No presente estudo, no entanto, nenhum animal foi diagnosticado antes dos dois anos de
idade, tendo o maior numero de diagnéstico sido entre os 4 e os 8 anos (75%), sendo que

apenas 3 dos animais do estudo (15%) foram diagnosticados apés os 8 anos de idade.

No presente estudo, os cides SRD e os de raga Labrador Retriever encontraram-se mais
frequentemente afetados (40%) pela doenga em comparagdo com os animais de outras racgas.
Como referido na bibliografia, o Labrador é uma das racas mais suscetiveis, sendo uma
representatividade de 20% neste estudo. Também os Boxers (5%) e os Pastores Alemaes (5%),
que também apresentam uma elevada susceptibilidade para contrair LCan, estiveram

representados neste estudo (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011).

A maioria dos animais deste estudo possuia um estilo de vida predominantemente ou
exclusivamente no exterior (90%), estando mais predispostos a serem infetados, uma vez que

existe uma maior exposi¢cao ao vetor que pode estar infetado (Rosypal, 2005).

No que diz respeito ao tipo de prevencao utilizada, a maioria dos animais usava formulagées
spot-on, nomeadamente da marca Advantix® e Vectra 3D® (40%). Segundo Marolie et al (2010),
a eficacia destas formulagbes situa-se entre os 92,7% e os 97%, fornecendo 3 semanas de
protecdo contra a picada do flebdtomo. No caso da coleira Scalibor®, esta permite prevenir 80%

das picadas durante 6 meses. No presente estudo nao foi possivel averiguar a real eficacia dos
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diferentes métodos, uma vez que nao foi possivel determinar com precisdao com os tutores qual

a real frequéncia de aplicagdo das mesmas nos seus animais.

No que diz respeito & vacina CaniLeish® como método profilatico contra LCan, segundo Oliva et
al (2014), esta apresenta uma eficacia de 68,4% na prevencgéo e no desenvolvimento dos sinais
clinicos. Apos verificar os dados das fichas clinicas, conclui-se que o protocolo de vacinagao
recomendado foi concluido corretamente nos 13 animais do presente estudo vacinados. Uma
vez que todos os animais do estudo, incluindo vacinados se encontravam paralelamente a fazer
outros métodos de profilaxia contra LCan complementares a vacina, os mesmos podem ser
infectados e ficar doentes, uma vez que ndo ha nenhum método profilaticos que confira 100%

de prevencgao contra LCan.

No caso de existir um resultado falso negativo na pré-vacinagcado, uma vez que a sensibilidade
dos testes rapidos é mais baixa que os IFAT e ELISA, isto poderia implicar a vacinagado de
animais infetados, aumentando assim o risco de desenvolvimento da doenca (Solano-Gallego
et al, 2014).

Nos animais presentes no estudo, os sinais clinicos predominantes corresponderam a
alteragdes dermatologicas (75%) e gastrointestinais (55%), apresentando-se o0s sinais
articulares (25%) e a epistaxis (15%) em menor numero. Estas alteragdes dermatoldgicas ja
tinham sido descritas como as mais frequentes em pacientes com LCan, correspondendo a
81% dos sinais clinicos mais comumente apresentados (Baneth et al, 2008). Destas destacam-
se as feridas de dificil cicatrizacdo, como laceracbes das almofadas plantares, onicogrifose,
hiperqueratose nasal e dermatite ulcerativa na extremidade das orelhas (Solano-Gallego et al,
2011). Relativamente aos sinais gastrointestinais, os vomitos apresentam-se como os mais
relevantes, podendo ser justificados pela azotemia que afeta os caes infetados (Baneth et al,
2008).

De acordo com Baneth et al (2008), em animais sintomaticos, a epistaxis pode ter lugar em 10%
dos casos. Também neste estudo, se encontrou uma percentagem semelhante dos animais
(15%) que apresentou este sinal. A epistaxis poderia ser justificada devido a presenga de
trombocitopatia, trombocitopénia, hiperglobulinémia e vasculite (Baneth et al, 2008; Koutinas &
Koutinas, 2014).
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A perda de peso é também um sinal clinico frequentemente encontrado em caes com LCan
(Solano-Gallego et al, 2011), tendo-se identificado, no presente estudo, 6 animais com esta

sintomatologia (30%).

Dos animais do estudo, 25% apresentaram problemas articulares, também segundo Baneth et
al (2008) estas alteracbes sao bastante comuns (45%) e devem-se a presenca do parasita, a

circulagdo de imunocomplexos ou ao depdsito de ambos na membrana sinovial.

Segundo Solano-Gallego et al (2011), a realizacdo de hemograma, analises bioquimicas
séricas, urianalise e racio proteina:creatinina (UPC) é de extrema importancia. No presente
estudo, todos os animais foram submetidos a realizacdo de hemograma e bioquimicas renais e
hepaticas, ndo tendo sido feito, no entanto, urianalises e racios UPC a todos. No hemograma, a
alteragao mais comum correspondeu a anemia (35%), a qual pode ser atribuida a diminuigao da
eritropoiese causada pela IRC, agravada pela perda de sangue ou pela destrui¢cao de eritrocitos
(Baneth et al, 2008). Tal como descrito por Solano-Gallego et al (2009), a leucocitose associada
a linfopénia correspondeu paralelamente a uma das alteragbes mais frequentemente
encontradas nos animais do presente estudo (30%). A hiperproteinémia apresentou-se ainda
como uma alteragdo bioquimica relevante, tendo sido encontrada em 25% dos animais
analisados. De acordo com Koutinas et al (1999), a hiperglobulinémia policlonal encontra-se na
maioria das vezes associada a hipoalbuminémia, tendo esta ultima também sido encontrada em
35%dos animais deste estudo. Segundo os autores referidos, a hipoalbuminémia pode ter

origem na perda de proteina por nefropatia e por doenga hepatica.

O aumento da creatinina e ureia teve lugar em 35% dos animais do presente estudo, resultados
que se encontram de acordo com o descrito por Solano-Gallego et al, (2009). A LCan
encontra-se associada a uma elevada prevaléncia de insuficiéncia renal crénica, a causa mais

comum de morte associada a doenca (Baneth et al, 2008).

Dos animais em estudo, 35% foram diagnosticados recorrendo a duas técnicas de diagnéstico.
Em primeiro lugar foi realizado o teste Speed Leish K, tendo apds a obtengao de um resultado
positivo, sido realizada uma titulagao de anticorpos pelo método ELISA, tal como descrito por
Solano-Gallego et al (2011). De acordo com estes autores, um resultado positivo ou negativo
num teste rapido deve ser sempre confirmado pelo método ELISA. Neste caso, e uma vez que

apenas os resultados positivos foram confirmados por titulagdo, poderiam eventualmente existir
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animais falsos negativos e infetados com a doenca. Apesar de em 2 animais o resultado do
teste Speed Leish K terem sido apresentados como positivos, a titulagdo de anticorpos nao foi
efetuada devido a ndo autorizagdo dos seus tutores. Em 55% dos animais foi unicamente

realizada, por opg¢éo dos donos, a titulagdo de anticorpos.

Ao analisar os resultados das titulagcbes efetuadas aos 18 animais do estudo, pode verificar-se
que 88,9% apresentava uma titulagao positiva alta (> 1/320), 5,6% uma titulacdo positiva muito
alta (1/640 a 1/1280) e outros 5,6% uma titulacdo positiva fraca (1/80 a 1/160). Uma titulagao
positiva muito alta em caes com sinais compativeis é suficiente para diagnostico de LCan,
enquanto que num cao com titulagdo positiva baixa se recomenda uma maior atengao por parte
do Médico Veterinario (Saridomichelakis, 2009). No presente estudo, o animal com titulacado
positiva baixa nao foi submetido a mais testes, uma vez que os donos nao apresentavam

possibilidades financeiras para o efeito.

Segundo o grupo Leishvet, com a informacéo disponivel relativamente ao historial clinico dos
animais e dos resultados seroldgicos quantitativos obtidos, torna-se possivel atribuir um estadio
clinico da doencga. Assim sendo, dos 18 animais em que se obteve titulagdes, 1 animal (5,6%)
encontrava-se no estadio I, 9 (50%) no estadio I, 7 (38,9%) no estadio lll e 1 (5,6%) no estadio
V.

No que diz respeito a terapia utilizada, mais de metade dos animais (55%) foi medicada com
miltefosina e alopurinol. Em 6 dos animais (30%) nao foi possivel o uso de terapia leishmanicida
por ser dispendiosa, optando os proprietarios apenas por fazer o tratamento leishmaniostatico
com alopurinol por varios meses, como descrito por Solano-Gallego et al, (2009), sendo que 2
destes 6 animais foram feitas também terapia com domperidona. No que diz respeito aos
efeitos secundarios registados nos animais submetidos ao tratamento combinado com
Miltefosina e Alopurinol, foi possivel verificar que todos apresentaram vémitos e diarreia,
resultados que se apresentam de acordo com os obtidos por Reguera et al (2009) e por Oliva et
al (2010).

Segundo Solano-Gallego et al (2009), os animais com IRC devem seguir o tratamento
recomendado pela IRIS, tornando-se importante a avaliagdo do racio UPC, de modo a atribuir
um estadio a cada animal (IRIS, 2016). No presente estudo, nao foi realizada esta analise em

nenhum animal, devido ndo s6 a rapida progressdo da doenga como, em alguns casos, as
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fracas condig¢des financeiras dos proprietarios. Apesar de nao ter sido realizada a classificagao

segundo a IRIS, foi realizado tratamento de suporte a todos os animais.

Tal como recomendado pelo grupo Leishvet, a monitorizagdo serolégica deve ser realizada
apdés o tratamento inicial. Deve constituir a avaliagdo continua do doente ao longo do
tratamento, devendo no contexto da LCan envolver a avaliagdo da resposta ao tratamento dos
animais afetados (Roura et al, 2013). No presente trabalho, apesar de 18 dos animais terem
vindo para consulta de reavaliagdo, apenas 10 animais (50%) fizeram a titulagdo de controlo
(por razdes econdmicas), 6 meses apds o tratamento inicial. Apés o 1° controlo, apenas 6
animais (30%) voltaram passados 12 meses para a realizagdo de uma nova titulagao,
apresentando 3 dos mesmos uma titulacao ja negativa a LCan. Num dos animais o resultado da
titulagdo aumentou, facto este descrito como uma recorréncia (Solano-Gallego et al, 2009;

Solano-Gallego et al, 2011).

Relativamente ao prognédstico dos 18 animais em que se realizaram titulagdes, segundo
Solano-Gallego et al (2009), 1 animal tinha bom prognéstico, 9 tinham um prognéstico de bom a
reservado, 7 tinham um progndstico reservado a mau e 1 tinha um mau prognostico. Nos

restantes animais nao foi possivel atribuir um progndéstico com precisao por falta de informacao.

O animal com bom progndstico encontrava-se estavel e com uma titulagdo ja com resultado
negativo. Os animais com progndstico bom a reservado encontravam-se estaveis e em
acompanhamento no HVMSI. Dos 7 animais com prognéstico reservado a mau, 3 acabaram por
falecer devido a complicagbes renais apds inicio de tratamento com miltefosina e alopurinol. O
animal com um mau prognoéstico acabou por ser eutanasiado devido a IRC (prognéstico de

acordo ao atribuido no estadio V).

Os 2 animais aos quais nao foi possivel atribuir um progndstico, acabaram por ser eutanasiados

por agravamento dos sinais clinicos e das analises bioquimicas.

Segundo Solano-Gallego et al (2009), com a melhoria clinica e a diminuigdo dos resultados de
anticorpos obtidos na titulacdo, deve reduzir-se a dose, a frequéncia ou mesmo optar pela
descontinuagao do Alopurinol. Desta forma, um dos animais do presente estudo manteve-se
apo6s titulacdo negativa sem tratamento para LCan, encontrando-se a ser monitorizado

periodicamente
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Conclusao

A LCan é causada por L. Infantum e éuma zoonose transmitida por vectores.
Uma vez que o cdo se apresenta como um hospedeiro reservatorio, partihando o mesmo
habitat que o Homem, cabe ao Médico Veterinario instruir os donos para uma correta prevengéo

€ no caso da presenca da doenca, de uma correta abordagem clinica e rigoroso tratamento.

No presente estudo, os animais afetados correspondiam maioritariamente a individuos do sexo
masculino, de médio a grande porte, predominantemente de exterior, fator este passivel de
potenciar o contacto com o vector. O diagnéstico foi realizado na maioria entre os 4 e os 8 anos
de idade, apresentando os animais na altura manifestacdes clinicas inespecificas, das quais se
destacavam os sinais dermatolégicos. Os meios de diagndstico mais utilizados corresponderam

ao teste rapido e a serologia ELISA Leiscan.
A anemia e a azotemia foram as alteragdes laboratoriais mais frequentemente encontradas.

O tratamento administrado variou consoante a serologia quantitativa, os dados laboratoriais e
os sinais clinicos, destacando-se como tratamento de eleicdo a combinacgao de Miltefosina com
Alopurinol (de modo a eliminar os parasitas e evitar recorréncias). Devido a disponibilidade

econdmica do proprietario que também influenciou a terapéutica instituida em alguns dos casos.

A LCan apresenta um elevado impacto econdmico, ndo sé pelas despesas associadas ao
diagndstico, tratamento e monitorizagdo, como também a todas as profilaxias implementadas,

nomeadamente no que diz respeito a desparasitantes, repelentes e vacinas.

Mesmo em animais vacinados podem surgir animais positivos, uma vez que a sua eficacia é de
68,4%. Desta forma, a juncdo de repelentes e insecticidas pode constituir uma a melhor

abordagem profilatica contra LCan, uma vez que ronda os 90% a 97,7% de prevengao.
O carater econdmico dos proprietarios tem um grande impacto no diagndstico, tratamento e

monitorizagdo desta doenca, cabendo ao Médico Veterinario adequar a melhor abordagem

possivel.
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A LCan é uma doencga que afeta principalmente os caes e qualquer orgdo ou tecido dos
mesmos, representando um papel importante ndo s6 na saude dos animais de companhia,
como também ao nivel da saude publica. Numa regidao endémica torna-se fundamental perante

sinais clinicos compativeis com a doenga, esta se enquadre nos seus diagndsticos diferenciais.

Concluimos que mesmo os animais correctamente vacinados e que utilizam simultaneamente
meétodos profilaticos complementares (pipetas e/ou coleira), podem ser infectados e ficar
doentes, uma vez que nao ha nenhum método profilaticos que confira 100% de prevencéao
contra LCan.
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