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RESUMO

A Leishmmaniose canina ¢ uma zoonose endémica provocada por um protozoario do
género Leishmania cujo ciclo de vida requer a existéncia de um hospedeiro intermediario, o
flebotomo e de um hospedeiro definitivo, o cdo. E uma doenca sistémica cuja sintomatologia
classica inclui a anorexia, letargia, politria e polidipsia, lesdes cutaneas, linfadenomegalia,
epistaxis e onicogrifose. Muitos animais podem estar infectados mas permanecerem
assintomaticos. O diagnostico deve ser feito pela conjugacdo da sintomatologia clinica,
resultados hematolégicos e bioquimicos e resultados laboratoriais como testes serologicos
e/ou provas de biologia molecular. Existem varias formas de tratamento da doenca, no entanto
nenhum protocolo leva a cura parasitologica da doenga, mas apenas a remissdo da
sintomatologia. Varias medidas preventivas podem ser levadas a cabo, como o uso de coleiras
insecticidas e num futuro proximo a possivel vacinag@o. O estudo epidemioldgico apresentado
utilizou uma amostra de 60 caes, aos quais foi realizado um exame clinico e recolha de sangue
para andlise de hemograma, pardmetros bioquimicos e analise laboratorial, com o fim de se
diagnosticar Leishmaniose canina na zona da Arrdbida. Foram diagnosticados 34 animais
infectados, dos quais 13 eram portadores assintomaticos descobertos pelo uso das técnicas de

Imunofluorescéncia Indirecta, Teste de Aglutinagdo Directa e Polymerase Chain Reaction.

Palavras - chave: Leishmaniose; Leishmania; Fleb6tomo; Antimoniais pentavalentes;

Miltefusina.
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ABSTRACT

Canine leishmaniasis is a zoonotic endemic disease caused by a protozoan of the
genus Leishmania whose life cycle requires the existence of an intermediate host, the
phlebotomine sandfly and a definitive host, the dog. Is a systemic disease whose classical
symptoms include anorexia, lethargy, polyuria and polydypsia, skin lesions,
lymphadenomegaly, onychogryphosis and epistaxis. Many animals can be infected, but
remain asymptomatic. The diagnosis should be done by combining clinical symptoms,
haematological and biochemical results and laboratory results as serological tests and/or
molecular tests. There are several forms of treatment of the disease, however, none lead to
parasitological cure, but only the remission of simptomatology. Several preventive measures
can be undertaken, as the use of insecticides collars and in the near future the possibly
vaccination. The epidemiological study presented used a sample of 60 dogs, which were
performed a clinical examination, blood sampling for analysis of blood count, biochemical
parameters and laboratory analysis in order to diagnose canine leishmaniasis in the area of
Arrabida. Were diagnosed in 34 animals of which 13 were asymptomatic discovered by using

the Indirect Immunofluorescence, Direct Agglutination Test and Polymerase Chain Reaction.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania, Phlebotomine sandfly, Pentavalent antimonials;

Miltefusine.
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INTRODUCAO

ApoOs ter completado com sucesso os cinco anos de Licenciatura em Medicina
Veterindria com Mestrado Integrado, na Universidade Lus6éfona de Humanidades e
Tecnologias, o estagio curricular foi realizado na Vetarrabida — Hospital Veterindrio da
Arrabida (HVA) e Laboratério Nacional de Investigacdo Veterinaria (LNIV). O estagio teve
inicio a 6 de Outubro de 2009 e terminou a 26 de Fevereiro de 2010 sob a orientacao da Dra.
Angela Martins e acompanhamento do co-orientador Dr. Jacinto Gomes.

Esta pratica hospitalar permitiu adquirir uma experiéncia clinica e pratica adequada
na execu¢do de medicina preventiva, consultas de clinica geral, consultas de urgéncias,
maneio pré e pds-cirirgico e maneio de internados. Possibilitou também aprender a trabalhar
em equipa, estabelecer e melhorar o contacto directo com os proprietarios, desenvolver um
raciocinio clinico e de aprender a trabalhar e usar de forma adequada uma série de
ferramentas utilizadas nos meios de diagnostico.

A préatica laboratorial teve o objectivo de complementar o estdgio hospitalar,
sobretudo na pratica de exames laboratoriais que no hospital ndo se encontram ao nosso
alcance, como ¢ o exemplo de Testes de Imunofluorescéncia Indirecta (IFI), Testes de
Aglutinagdo Directa (DAT) e reaccdo em cadeia de Polimerase Chain Reaction (PCR). O
estagio no laboratdrio ocasionou o contacto com uma realidade diferente da pratica da clinica.

A leishmaniose canina (Lcan) foi o tema escolhido para a dissertacdo da Tese de
Mestrado Integrado em Medicina Veterindria, pois para além de ser um tema de interesse da
autora ¢ de grande debate em Medicina Veterinaria e Satde Publica, surgiu a hipotese de
fazer um trabalho de investigacdo mais aprofundado no departamento de Parasitologia do
LNIV, tendo a oportunidade de executar algumas das diferentes técnicas de diagndstico da
respectiva parasitose.

Para dar corpo a esta dissertagdo foi feito um estudo epidemioldgico na zona da
Arréabida que usou uma amostra de 60 caes. Foi realizado um exame clinico detalhado a todos
os animais e posterior recolha de sangue para andlise de hemograma, parametros bioquimicos
e analise laboratorial de forma a diagnosticar Lcan.

Este trabalho teve como objectivos diagnosticar Lcan na zona da Arrabida, a animais
sintomaticos e assintomaticos, de forma a avaliar a situacdo actual desta doenca nos canideos
da regido e a experimentagdo da pratica clinica e laboratorial por parte da autora, permitindo o
contacto directo com diferentes realidades da veterinaria e a utilizagdo de diversos meios de
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diagnostico. A dissertacdo da Tese encontra-se dividida em duas partes. A primeira parte €
constituida por uma revisao bibliografica exaustiva acerca da Lcan e a segunda parte por um
estudo epidemiologico realizado na zona da Arrabida. Aqui sdo apresentados os resultados de
uma recolha de material decorrentes da pratica clinica no hospital ao longo do estigio e

subsequente analise no LNIV.
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I1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. LEISHMANIOSE CANINA

1.1. ETIOLOGIA

A Lcan ¢ uma doenca causada por um protozoario flagelado do género Leishmania
da ordem Kinetoplastida e da familia Tripanossomatidae, que necessita de um hospedeiro
intermedidrio invertebrado hematoéfago, como vector, ¢ de um hospedeiro vertebrado
definitivo (Ciaramella & Corona, 2003).

Existem cerca de 30 espécies diferentes no género Leishmania no Velho e Novo
Mundo (tabela 1). Cerca de 20 dessas espécies sao responsaveis pela ocorréncia de doenga em
Humanos e nos animais, nomeadamente o cdo, sendo por isso zoonoéticas (Greene, 2006).

A doenca causada pelas varias espécies Leishmanias nos humanos encontra-se
dividida em trés formas de acordo com as manifestagdes clinicas: Leishmaniose Cutanea
(LC), Leishmaniose Mucocutanea (LMC) e Leishmaniose Visceral (LV) (Greene, 2006). Nos
caes os achados clinicos sao semelhantes aos que ocorrem na LV encontrada nos humanos

com complicagdes cutaneas (Ciaramella & Corona, 2003).

Tabela 1. Espécies de Leishmania no Novo ¢ Velho Mundo (Adaptado de Greene, 2006).

Leishmaniose Velho Mundo Novo Mundo
Visceral L. donovani L. chagasi
L. infantum (L. infantum)
Cutanea L. aethiopica L. mexicana
L.major L. amazonesis
L. infantum L. venezuelensis
L. tropica L. (Viannia) braziliensis

L. panamensis
L. guyanensis
L. lainsoni

L. naiffi

L. shawi

Mucocutinea L. brazilieniss
L. guyanensis

L. panamensis

Ana Rita Monteiro 10
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O principal agente etiologico responsavel pela LV ¢ a L. infantum na zona
Mediterranica e Norte da Africa, L. donovani e L. infantum na Asia e Africa e Leishmania
chagasi/ L. infantum no Velho Mundo (Ciaramella & Corona, 2003).

Em Medicina Veterinaria, a Leishmaniose causada pela L. infantum ¢ a mais
importante, pois para além da doenga ser, na maioria dos casos, severa e fatal para o cdo este ¢

ainda o reservatorio da doenca para os humanos (Solano-Galego et al., 2009).

1.2. TRANSMISSAO

Como referido anteriormente, as Leishmania spp. requerem dois hospedeiros para
completar o seu ciclo de vida. No vector o parasita ocorre sob a forma promastigota e no
vertebrado ocorre sob a forma amastigota (Ciaramella & Corona, 2003). Estas formas tém
caracteristicas morfologicas diferentes:

e Promastigotas: sdo encontradas no intestino do hospedeiro invertebrado, tém 10 a 15
um de comprimento, caracteriza-se pela sua forma alongada, presenga de um tnico
nucleo, cinetoplasto e de um longo flagelo com cerca de 20 um (figura 1);

e Amastigotas: encontram-se dentro dos macréfagos do hospedeiro vertebrado, tém
cerca de 2 a 5 um de didmetro, forma oval, possui um Unico nucleo excéntrico, um
cinetoplasto e flagelo rudimentar (figura 2) (Ciaramella & Corona, 2003; Green,
20006).

Figura 1. Forma promastigota (Adaptado  Figura 2. Formas amastigotas dentro de um
de Roze, 2005). macrofago (Adaptado de Linda, 2001).
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Os vectores da doenga sdo insectos dipteros da familia Psychodidae da qual 6
géneros sao reconhecidos, no entanto apenas 2 géneros tém importancia na transmissao da L.
infantum, o género Phlebotomus nos paises do Velho Mundo e o género Lutzomyia nos paises
do Novo Mundo (Bates, 2007; Freitas et al., 2005; Greene, 2006). Morfologicamente, estes
insectos tém cerca de 2 a 3 mm e dependem da alimentacao de sangue para a maturacao dos
seus ovos (Ciaramella & Corona, 2003). Apenas as fémeas sao hematdfagas, logo sé elas
transmitem a doenca. Estas encontram-se presentes em climas tropicais durante todo o ano ou
nos meses quentes dos climas temperados, como Portugal, tendo uma actividade crepuscular e
nocturna ¢ podem percorrer distancias entre os 200 e os 2500 metros (Solano-Galego et al.,
2009).

No ciclo de vida (figura 3) as formas amastigotas sdo ingeridas pela fémea vector
onde se transformam em promastigotas nos intestinos. Dos intestinos, as formas
promastigotas migram em direc¢do ao hipostoma e sdo inoculadas na pele do hospedeiro final
aquando da alimentacdo da fémea. ApoOs a inoculagdo na pele, os promastigotas sao
fagocitados pelos macréfagos cutaneos, isto €, pelas células de Langerhans onde sofrem uma
transformagao para a forma de amastigotas (Ciaramella & Corona, 2003).

Usualmente a transmissdo entre cdes e de cdes para humanos requer um vector
invertebrado, no entanto estdo ja documentadas outras formas da transmissdo de doenga na
auséncia do vector. A transmissdo pode ser possivelmente garantida por outros ectoparasitas
do cdo, particularmente a pulga Ctenocephalides felis felis e a carraga Rhipicephalus
sanguineus. As carragcas sdo referidas como possiveis vectores, pois sdao amplamente
distribuidos e abundantes e possuem uma elevada taxa de reproducdo e de longevidade de
vida, sendo por isso capazes de manter uma elevada densidade populacional (Coutinho et al.,
2005).

A transfusdo de sangue ¢ uma pratica comum e importante no exercicio da clinica e
geralmente usada em situagdes de emergéncia, implicando alguns riscos na transmissdo de
doengas, deste modo, em 2005 foi realizado um estudo experimental, cujo objectivo foi
verificar o potencial risco de transmissao da Lcan através da transfusdo de sangue proveniente
de animais assintomdticos ou oligoassintomaticos, usando hamsters como modelo

experimental (Freitas et al., 2005).
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E. Infeccdo do hospedeiro. Macrofago

Promastigota

D. Flebotomo infectado com as formas
promastigotas no intestino.

Replicagdo

das formas

amastigotas

A. Flebotomo
i r'f i

, . Diaviefio buaris das
C. Macréfagos infectados  famas prosassiigatas

B. Macrofagos
infectados com as
formas amastigotas

T rnaforzanc fio
nos tecidos do
Enttal o
« hospedeiro.
rmm.m
AIMASTGOTAS

Bvries

Figura 3. Ciclo de Vida da Leishmaniose canina (Adaptado de Greene, 2006)

Este estudo demonstrou que a Lcan pode ser experimentalmente transmitida via

sangue total ou por fraccdes de células mononucleares infectadas, desde que a forma
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amastigota esteja presente (Freitas et al., 2005). Para além deste estudo experimental, foi
documentado no Norte da América a transmissao de Lcan através de sangues provenientes de
bancos de sangue (Freitas et al., 2005).

Um estudo documentado em 2009 demonstrou que a transmissao venérea pode ocorrer
na auséncia de vector invertebrado. A L. chagasi tem tropismo para o aparelho genital
masculino, nomeadamente epididimo, prepucio e glandulas penianas resultando da inflamagao
deste orgdo. Ao contrario das fémeas, nestas ndo foram observadas quaisquer tipos de lesdes
no seu aparelho genital. Estes resultados levaram a conclusdo de que a transmissao venérea ¢
unidireccional, isto ¢, de machos infectados para fémeas susceptiveis. Neste mesmo estudo ¢
referida ainda, a possibilidade das fémeas poderem transmitir via placentaria a Lcan aos seus
fetos durante o periodo de gestagao (Silva et al., 2009; Santos, 2009).

Da mesma forma que varios tipos de transmissdo podem ocorrer na auséncia de
hospedeiro vertebrado, muitas espécies de mamiferos podem ser infectadas pela Leishmania
sp., O principal hospedeiro definitivo e reservatorio da doenca € o cdo doméstico (Canis
familiaris) (Roze, 2005) no entanto, alguns mamiferos como o gato e 0s equinos sao
considerados hospedeiros acidentais da doenca. A infeccdo pela L. infantum também ja foi
reportada em canideos selvagens como raposas (Vulves vulpes) e javalis (Stus scrofa) na
Europa e Médio Oriente (Greene, 2006).

A infeccdo por L. infantum em gatos (Felis catus domesticus) foi pela primeira vez
descrita em 1912 na Algéria, mais recentemente foram reportados casos em Espanha, Italia,
Franca, Brasil e em 1994 um caso em Portugal. Neste caso, foram observadas formas
amastigotas em lesdes cefalicas nodulares e nos linfonodos popliteos. Um estudo mais
recente, feito com 23 gatos de rua na area metropolitana de Lisboa, demonstrou que 7 desses
23 gatos apresentavam-se infectados sem no entanto manifestarem qualquer sintomatologia
clinica tipica de Leishmaniose e manifestando uma resposta de anticorpos anti-Leishmania
baixa. Ha desta forma uma subestimagdo do nimero real de animais infectados. Estes animais
tornam mais facil a transmissao e difusdo da doenca (Maia et al., 2008).

A infeccdo de equinos também ocorreu, sendo ja descrita na América Central,
América do Sul, Alemanha, Espanha e em 2005 em Portugal. Tal como acontece com os
gatos, 0s equinos mostram baixos niveis de anticorpos anti-Leishmania suportando a hipotese
de ocorrer apenas LC (Roldo et al., 2005). A infeccdo por L. infantum nos gatos e equinos
ocorre de forma acidental, ndo representando os mesmos riscos para a saude publica que

representam os cdes como reservatorio da doenca para os humano, no entanto face a elevada
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populacdo de gatos comparada com a de equinos, os gatos poderdo ter maior importancia

epidemiologica (Maia, Nunes & Campino, 2008).

1.3. PATOGENIA

Nem todos os cdes que se infectam com Leishmania spp., apos a sua inoculagdo na
derme, desenvolvem a doenga. A resposta imunitaria iniciada pelos cdes no momento da
infec¢@o parece ser um dos factores mais determinantes no desenvolvimento dessa infec¢ao e
na sua progressdo de um estado assintomatico para um estado sintomatico (Santos, 2009).

Caes com Lcan sintomatica tém sido associados a alteragdes imunoldgicas que
envolvem duas populagdes de células T helpers (Th) diferentes, as Th1 e Th2. As células Thl
estdo envolvidas na resposta imunitaria celular e em alguma resposta imunitaria humoral.
Estas células estdo envolvidas na secre¢do de interleucina 2 (IL-2), interferdo y (IFNy) e
factor de necrose tumoral (TNF) que activam os macréfagos de forma a destruirem as formas
amastigotas intracelulares (Santos, 2009). As células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e
IL-13 e, para além disso, estimulam a diferenciacao das células B e a producao de anticorpos
IgG. Estes dois tipos de resposta geralmente ocorre em simultaneo, mas normalmente s6 uma
prevalece (Roze, 2005; Barbiéri, 2006; Baneth, 2008).

Tem sido observado uma hipergaglobulinémia em animais infectados devido a
elevada producao de anticorpos secundaria a estimulagdo das células Th2. No entanto, estes
anticorpos nao sao protectores € podem ainda ter efeitos nocivos pela deposicao de complexos
imunes em varios orgaos (Roze, 2005). Os elevados niveis de anticorpos IgG tém sido
associados com as desordens patofisioldgicas e com a fase activa da doenga, no entanto a falta
destes anticorpos ndo significa que ndo haja infec¢do assim como, animais assintomaticos
podem desenvolver anticorpos anti-Leishmania durante anos sem desenvolverem a doenca
(Iniesta et al., 2004).

Esta ainda documentado que cdes naturalmente infectados com L. infantum tiveram
uma reducdo de ambas as populagdes de células CD4+ e CD8+ e o seu aumento apds
tratamento da infeccdo, no entanto ndo esta directamente demonstrado o envolvimento das

células CD8+ na LV (Santos, 2009).
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1.4. EPIDEMIOLOGIA

A Lcan ¢ uma zoonose endémica em mais de 88 paises e ¢ de extrema importancia
em Medicina Veterinaria e Satde Publica. Ocorre principalmente nas regides tropicais e sub-
tropicais do Velho e Novo Mundo, colocando mais de 350 milhdes de pessoas em risco. A
incidéncia ¢ de 2 milhdes novos casos por ano, 0,5 milhdes de LV e 1,5 milhoes de LC. As
populagdes mais afectadas sdo sobretudo populagdes carenciadas que habitam nas zonas
rurais e sub-urbanas (Solano-Galego et al., 2009).

Os paises da bacia do Mediterraneo e os da América do Sul sdo os que tém uma
maior prevaléncia da doenga em caes (Miranda et al, 2008). Na bacia do mediterraneo os
paises mais afectados sdo a Italia, Franca, Espanha e Portugal com uma prevaléncia de 14,5 a
24%, 3 a 17%, 5 a 18% e 8,5% respectivamente. Nestes paises, estima-se que em 15 milhoes
de caes, 2,5 milhoes, isto é 16,7% estdo infectados. J4 na América do Sul os paises com maior
prevaléncia sdo a Venezuela com 33% e o Brasil com 36% (Moreno & Alvar, 2002).

Com o aumento do aquecimento global, aumento do turismo a longas distincias e
expansdo do comércio ocorre também uma dispersdao de microorganismos e reintrodugdo de
doengas de zonas endémicas para zonas nao endémicas (Dujardin et al., 2008). Desde 1995,
ocorreram focos isolados da infeccdo em zonas ndo endémicas da Europa, havendo ja um
numero de casos reportados bastante elevados. Registaram-se 21 na Austria, 20 na Bélgica,
236 na Alemanha, 3 na Suécia, 2 na Suica, 42 na Holanda e 54 em Inglaterra (Roze, 2005).

Além dos factores atras descritos, a urbanizacao das areas sub-urbanas, o aumento do
nimero de familias com jardim e o elevado niimero de cdes de rua também sdo factores de
extrema importancia na expansao da doenga. Dada a importancia destes factores, foi realizado
em 2002, um estudo seroldgico na area de Lisboa. Este estudo envolveu uma amostra de 374
caes, dos quais 277 eram caes domésticos € 97 eram caes de rua. Foi recolhido de cada
animal, uma amostra de sangue para analise do respectivo soro por IFI e uma aspiracao do
linfonodo popliteo para posterior cultura em meio Novy, Nicolle & MacNeal. Os resultados
deram uma taxa de prevaléncia de infeccdo de 18.4% (51/277) e 21.6% (21/97), dos quais
39.21% e 28.27% eram assintomaticos, para caes domésticos e caes de rua respectivamente.
Com estes resultados, podemos constatar a importancia dos animais de rua na transmissao da
doenga em zonas urbanas (Cortes et al., 2007).

Outros factores de risco como sexo, raca ¢ idade também tém sido avaliados. Um
estudo realizado em 2007 mostrou que existe uma maior propor¢ao de caes machos doentes

(Miranda et al, 2008), no entanto outros estudos nao observaram qualquer diferenca na
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propor¢ao de machos e fémeas doentes. J& em relagdo a prevaléncia da doenga em
determinadas ragas, varios estudos consideram que ha uma maior predisposi¢ao da doenga no
Pastor Alemao, Rottweiler e Boxer e pouca predisposicao para o Yorkshire terrier ¢ Caniche.
Os autores justificam a baixa predisposi¢ao destas ragas, pelo facto de viverem geralmente
dentro de casa. Quanto a idade, observa-se uma distribuicdo bimodal, com um primeiro pico
de infecgdo entre os 2 a 4 anos de idade e um segundo pico de infecgao em animais com idade
superior ou igual a 7 anos (Miranda et al., 2008; Moreno & Alvar, 2002). Estes estudos sao
ainda contraditérios nos resultados obtidos, ja que o risco de prevaléncia da doenga para cada
um dos factores, depende muito da actividade do animal e do local onde habita, ocorrendo

uma maior ou menor exposi¢do ao vector (Moreno & Alvar, 2002).

1.5. MANIFESTACOES CLINICAS

A Lcan ¢ uma doenga sistémica que afecta inimeros orgdos, tecidos e fluidos
bioldgicos que se manifestam por uma grande variedade de sinais. Esses sinais sdo por vezes
inespecificos e variam consoante os mecanismos patogénicos, Orgdo afectado e resposta
imunitaria. A sintomatologia classica encontrada ao exame fisico inclui caquexia, letargia,
poliuria/polidipsia (PU/PD), lesdes cutaneas, linfadenomegélia generalizada, perda de peso
progressiva, atrofia muscular, intolerdncia ao exercicio, lesdes oculares, epistaxis,
onicogrifose, anorexia, vomito e diarreia (Solano-Galego, 2009). A grande variedade de
sintomatologia ¢ o longo periodo de incubagdo da doengca (3 meses a 6 anos) torna o
diagnostico por vezes dificil (Roze, 2005).

As lesdes cutaneas s3o muito comuns e podem ser localizadas ou difusas e
geralmente ndo pruriticas. As lesdes difusas incluem alopécia simétrica, seborreia seca com
descamacao e hiperqueratose. As lesdes localizadas podem ocorrer sob a forma de lesdes
nodulares, alopécia simétrica geralmente peri-orbital, desenhando uma espécie de 6culos,
despigmentacdo do nariz, 1abios e gengivas (figura 4), ulceras nas zonas de pressdo, mucosas
e juncdes mucocutaneas, hiperqueratose e onicogrifose (figura 5) (Roze, 2005; Blavier et al.,
2001). Alguns autores tém reportado casos de glossite papular com a presenca de multiplas
lesdes papulares na superficie da lingua das quais foram isoladas inimeras formas

amastigotas (Pugliese et al., 2000).
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Figura 4. Alopécia simétrica a fazer Figura 5. Onicogrifose (CLWG,2007).
o contorno dos olhos e nariz
(Fotografia original).

Linfadenomegalia ocorre em multiplos linfonodos superficiais, estes chegam a
aumentar 2 a 6 vezes o seu tamanho normal e ocasionalmente assemelham-se ao que ocorre
num linfosarcoma. Esplenomegélia ¢ frequentemente observada e possivel de se detectar a
palpacao (Greene, 20006).

Perda de peso e atrofia muscular s3o os sinais mais comuns da Lcan. A perda de
peso pode ocorrer mesmo que o apetite se mantenha. Deve-se a uma falha renal, que ¢
geralmente acompanhada de caquexia (figura 4), depressdo, PU/PD, vomito e diarreia
(Greene, 2006). A atrofia muscular podera ser o resultado de um processo auto-imune. Esta
inicia-se nos musculos da face (temporal e mastigatorio) dando uma aparéncia ao animal de
cao envelhecido (Roze, 2005).

As lesdes oculares estdo reportadas em aproximadamente 25% dos animais
afectados pela doenga (Roze, 2005). Estas lesdes podem ser uni ou bilaterais e localizam-se
frequentemente no segmento anterior. Por vezes, os sinais oculares sdo os unicos sinais da
doenca observados pelo proprietario (69.3%) e podem permanecer durante e apds o
tratamento (Pugliese et al., 2006). As lesdes mais observadas s3o blefarite,
queratoconjuntivite, queratite e uveite. A queratite normalmente superficial com erosdes

epiteliais, ulceras, neovascularizagcdo e eventualmente pigmentacdo. As lesdes que raramente
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ocorrem incluem distrofia corneal, exoftalmia e estrabismo. Glaucoma e panoftalmite sdo
complicagdes severas que ocorrem secundariamente a uveite anterior (Roze, 2005).
Secundariamente a hipertensdo sistémica, embora seja raro (5.7%), pode dar-se o
deslocamento da retina e/ou hemorragias, tortuosidade arterial retinal e hifema (Solano-
Galego et al., 2009).

Alteracoes hemostaticas como trombocitopénia, trombocitopatia, tempo de
tromboplastina parcial activada (APTT) e tempo de protrombina (PT) aumentados e aumento
dos produtos de degradagdo do fibrinogéneo (PDF) tém sido encontrados em animais
infectados com Lcan dando a indicacdo de que a Leishmania spp. afecta a hemostase
primdria, coagulagdo e fibrinolise (Ciaramella et al., 2004). Estas alteracdes sdo secundarias a
uma hepatite cronica pela presenca do parasita no figado (Blavier et al., 2001) e manifestam-
se mais frequentemente por epistaxis (figura 5), geralmente unilateral e intermitente,
petéquias e ulceras hemorragicas (Pugliese et al., 2006). No entanto, hematuaria e diarreia
hemorragica ja foram reportadas em casos mais graves (Ciaramella et al., 2004). Em 1997 foi
reportado um caso de efusdo pericardica e trombose aodrtica com diminui¢do dos valores de

antitrombina III e fibrinogéneo em dois caes infectados (Pugliese et al., 2006).

Figura 6. Caquexia (Fotografia Figura 7. Epistéxis unilateral (Adaptado de
original). Greene, 2006).

Numa fase mais avangada da doenga, ocorre frequentemente um envolvimento

renal. O estado geral do animal agrava-se bastante, os animais podem apresentar anorexia,
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PU/PD, vémito e episodios de diarreia (OnLeish, 2008). A doenga renal também pode ser a
unica manifestacao clinica em caes doentes e pode progredir de uma proteintiria moderada,
resultado de uma glomerulonefrite, para um sindrome nefrético ou insuficiéncia renal cronica
(IRC). Glomerulonefrite e nefrite intersticial sdo os achados patologicos mais comuns, no
entanto a amiloidose ¢ rara. A glomerulonefrite ¢ geralmente membranoproliferativa e/ou
mesangioproliferativa e ¢ resultado da deposi¢ao de complexos imunes circulantes (Solano-
Galego et al., 2009). Se nao diagnosticada e tratada a tempo, as lesdes podem progredir e
levar & IRC. Esta ¢ uma manifestacdo muito severa da doencga e a principal causa de morte do
animal com Lcan (Blavier et al., 2002; Ikeda-Garcia et al., 2006). A lesdo renal também se
pode manifestar pelo edema periférico, ascite, proteinuria e niveis de ureia e creatinina
elevados (Ciaramella & Corona, 2003).

Outras manifestagdes clinicas menos comuns incluem as colites e enterites
hemorragicas, hepatite cronica, problemas respiratorios e cardiacos e lesdes a nivel do
aparelho reprodutor. As colites e enterites hemorragicas, embora raras foram observadas em
alguns casos. Os animais doentes apresentam diarreia hemorragica ou mucolitica
acompanhada de tenesmo e aumento da frequéncia de defecacdo. Ao exame endoscopico €
visivel uma hiperémia extensiva da mucosa com a possivel presenca de pequenas ulceras e a
biopsia revela uma infiltracdo de plasmocitos, histidcitos, e Leismanias spp. amastigotas
(Pugliese et al., 2006; Blavier et al., 2001). A presenca de diarreia tem sido associada a
doenca renal ou hepatica, no entanto alguns casos de diarreia confirmam a presenca do
parasita na mucosa intestinal. Estudos em que reportam estes casos t€ém sugerido a bidpsia
rectal como um possivel meio de diagnostico da doenga mesmo na auséncia de colite
(Adamama-Moraitou et al., 2007).

As lesoes hepaticas tém sido descritas em modelos roedores e humanos, no entanto
em caes natural e experimentalmente infectados, estas t€ém sido pouco descritas (Rallis et al.,
2005). As lesdes sdo apenas encontradas em cerca de 5% dos animais doentes e ocorre
quando a Leishmania spp. se multiplica nos macréfagos hepaticos dando origem a uma
hepatite cronica (Ikeda-Garcia et al., 2006). As manifestacoes clinicas sdo pouco especificas e
vao de vomito, PU/PD, anorexia e perda de peso (Ciaramella & Corona, 2003). As alteragdes
hemostaticas atras descritas também podem ser secundarias a lesdes de hepatite cronica

(Blavier et al., 2001).
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Os sinais respiratorios sao raros e pouco documentados. Apenas oito casos de rinite
e dois de pneumonia foram descritos e foram associados a infec¢des oportunistas como
consequéncia de uma imunossupressao que afecta os animais doentes (Blavier et al., 2001).
As lesdes cardiovasculares sio raras e quando ocorrem, aparecem sob a forma de pericardite
fibrosa, granulomas e tromboembolismo geralmente associados a lesdes glomerulares
(Blavier et al., 2001). Dos casos reportados até a data, apenas um foi objecto de estudo ¢ a
correlacdo directa entre a presenca de lesdes no miocardio e as formas amastigotas da
Leishmania foram indiscutivelmente demonstradas. Para além disso, o animal apresentava
ainda edema subcutaneo devido a presenga de hipoalbuminémia resultado de uma nefropatia
coexistente, com perda de proteina (Lopez-Pena et al., 2009).

Alguns caes naturalmente infectados desenvolvem lesdes genitais associadas a
presenca de formas amastigotas. E possivel observar nos machos alguns granulomas
localizados no apice ou corpo do pénis, petéquias em torno da por¢do central ou em toda a
superficie do pénis e ainda equimoses na sua mucosa ou sub-mucosa do epididimo, prepucio e
glandulas penianas em machos. Nas fémeas, tém sido reportados granulomas e pequenos
nédulos na sub-mucosa no vestibulo da vagina e pele da vulva. Também alguns casos de
aborto entre os 40 ¢ 50° dia de gestacao foram descritos, o que sugere a transmissao vertical
da mae para o feto (Pugliese et al., 2006).

Os sinais clinicos atras descritos além de variaveis e inespecificos sdo semelhantes a
muitas outras patologias, desta forma existem muitos diagnosticos diferenciais possiveis.
Estes incluem Lcan, hepatozoonose, erlichiose, babesiose, neoplasia cutdnea, alergia
alimentar, dermatite alérgica ou infecciosa, demodecose, sarna sarcoptica e tumor venéreo

transmissivel (TVT) (Ciaramella & Corona, 2003; Gomes et al., 2006).

1.6.DIAGNOSTICO

O diagnostico da Lcan ¢ realizado principalmente por duas razdes: confirmar a
presenca de infec¢do ou para fins de estudos epidemiologicos. Este ¢ um processo muito
complexo e dificil dada a presenca de sinais clinicos muito variaveis e inespecificos, no
entanto em areas endémicas € em animais sintomaticos este torna-se mais facil que em casos
esporadicos ou animais assintomaticos. Numa primeira fase, isto ¢ no diagnostico clinico, ¢
importante saber os dados epidemiologicos da regido, anamnese, exame fisico e meios de
diagnodstico complementares da pratica clinica como analises de sangue, urianalise e exames

de imagiologia. Para um diagndstico definitivo, sdo necessarios métodos laboratoriais que por
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norma nao se encontram ao alcance da pratica clinica. Os métodos laboratoriais dividem-se
por sua vez em métodos parasitologicos, métodos seroldgicos e métodos moleculares, os

quais vao ser descritos mais a frente.

A. DIAGNOsTICO CLINICO

Obter uma historia clinica detalhada do animal ¢ muito importante. O local onde
habita, o tipo de vida e fun¢do do animal, os possiveis movimentos nas areas endémicas e
quais os sinais clinicos observados pelo proprietario sdo questdes pertinentes que devem ser
colocadas ao longo do exame fisico (Roze, 2005). Os sinais clinicos frequentemente
observados durante o exame fisico e consistentes com Lcan incluem perda de peso, astenia,
alteragdes dermatologicas, PU/PD, epistaxis e ornicogrifose. A anamnese em conjunto com
um exame fisico consistente s3o de uma grande ajuda no diagndstico etioldgico da doenga e
permitem ao Médico Veterindrio decidir que meios complementares de diagndstico devera
usar (CLWG, 2007).

Exames hematoldgicos, bioquimicos e de imagem tém sido considerados de valor
limitado no diagndstico da Lcan por mostrar resultados inespecificos, no entanto estes sao
muito importantes para avaliar o estado clinico do animal (Costa-Val e tal, 2006; Medeiros et
al, 2008).

As alteracoes mais comuns s3ao anemia normocitica, normocromica € nao
regenerativa, trombocitopénia e leucocitose (Medeiros et al., 2008). A anemia ocorre em
cerca de 50 a 70% dos casos e as possiveis causas sdo perda de sangue devido a epistaxis e
ulceras de pele, hemolise, inflamacdo generalizada, insuficiéncia renal, sequestro de
eritrocitos e hipoplasia ou aplasia da medula o6ssea (Costa-Val et al., 2006). A
trombocitopénia ¢ resultado de uma alteracdo da parede vascular devido a deposicdo de
complexos imunes. Para além disto, também ocorrem distirbios da trombocitopoese, aumento
da destruicdo plaquetaria e comprometimento da funcdo renal e hepética. A leucocitose ocorre
quando um quadro de infec¢do bacteriana secundaria se instalou (Medeiros et al., 2008).

Os parametros bioquimicos sdo Uteis para avaliar sobretudo a fungado renal e hepatica
ao mesmo tempo que nos permite obter informagdes acerca do desenvolvimento da resposta
imunitaria. A fun¢do renal ¢ avaliada pela determinacdo dos niveis de ureia e creatinina no
sangue que se encontram anormalmente elevados e pela presenga de proteiniria apods
urianalise (Gama et al., 2008). Deve ainda ser realizada uma ecografia renal que na presenca

de IRC evidencia uma redugcdo do tamanho dos rins e uma perda de definicdo cortico-
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medular. O avango da doenga leva a perda continua da arquitectura renal e aumento da
ecogenicidade em relagao ao baco (Gama et al., 2008). A lesao hepatica por norma nao ¢
muito severa e manifesta-se pelo aumento da actividade das enzimas hepaticas (Rallis et al.,
2005) e pode levar ainda a alteracdes hemostaticas que se manifestam bioquimicamente pelo
PT e APTT aumentados e aumento dos PDF (Ciaramella et al., 2004). A activacao da resposta
por parte do sistema imunitario ¢ avaliada pela hiperproteinémia que decorre da activagao da
resposta humoral com a activagdo dos linfécitos B e consequente aumento da producao de
anticorpos (Medeiros et al., 2008), no entanto hipoalbuminémia pode estar presente devido a

perda de proteinas por nefropatia, doenga hepatica ou ma nutri¢do (Ikeda-Garcia et al., 2006).

B. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnoéstico laboratorial da Lcan pode ser realizado usando diferentes técnicas
laboratoriais, que por sua vez podem ser técnicas directas pela visualizagdo directa do parasita
ou técnicas indirectas como testes imunoldgicos. A escolha da técnica depende da razdo pela
qual ¢ feita (tratamento, controlo, estudos epidemioldgicos, etc.), da rapidez, sensibilidade,

especificidade, facilidade e custo.

Métodos Parasitologicos

A observagcdo microscopica directa das formas amastigotas do parasita a partir de
esfregacos obtidos da aspiracdo de tecidos ou orgdos infectados, como medula Ossea,
linfonodos, pele ou sangue periférico corados com Giemsa ou Leishman ¢ uma forma segura,
simples e rdpida e pouco traumatica para os animais (Laurenti, 2009). As formas amastigotas
podem encontrar-se livres ou inclusas em monocitos, macrofagos e neutrdfilos (Maia &
Campino, 2008). A observagdo de esfregacos a partir da medula dssea e linfonodos podem
induzir a falsos negativos, sobretudo em animais assintomaticos dado o reduzido nimero de
parasitas (Gomes et al., 2006), no entanto a densidade de parasitas no esfregaco pode ser
estimado pela contagem do numero de amastigotas em relacdo aos globulos brancos (Maia &
Campino, 2008).

As formas de Leismania spp. podem ainda ser visualizadas através da andlise
histopatologica de biopsias dos mesmos 6rgaos referidos anteriormente (Gomes et al., 2006).
Apo6s recolha, as amostras sdo coradas com hemoxicilina e eosina (HE) e procura-se a
presenca das formas amastigotas dentro das células (Maia & Campino, 2008). No entanto,

este método de diagndstico ¢ limitado pela sua baixa sensibilidade, resultados frequentemente
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inconclusivos e por requerer amostras de tecidos repetidas e um profissional experiente
(Gomes et al., 2006, 31). Por forma a detectar ou confirmar a presenc¢a do parasita nos tecidos
em que a andlise pela HE deu negativa, a imunohistoquimica pode ser usada como uma
ferramenta suplementar (Solano-Galego et al., 2009; Maia & Campino, 2008).

Outros métodos convencionais para o diagndstico parasitoldgico incluem a cultura in
vitro e xenodiagnostico. O primeiro consiste na cultura em meio difasico de aspirados ou
fragmentos de tecidos (Gomes et al., 2006) ao passo que, o segundo consiste na detec¢ao e
isolamento da Leishmania em vectores apds a sua alimentacdo de animais suspeitos (Maia &
Campino, 2008). Ambos sao métodos bastante especificos, no entanto nao sao recomendados
pois requerem um trabalho laboratorial muito longo e no caso do segundo requer ainda a
criacdo laboratorial de vectores artropodes em insectarios (CLWG, 2007; Costa-Val et al.,

2006).

Métodos Serolégicos

As técnicas parasitologicas empregues na observacao directa dos parasitas sdo na sua
maioria técnicas invasivas ¢ com baixa sensibilidade, de modo que os métodos serologicos
sdo utilizados como recurso (Ferreira et al., 2007). A serologia detecta a presenga de
anticorpos anti-Leishmania presentes em circulagdo, uma vez que animais infectados
desenvolvem uma resposta imune humoral. Existem varias técnicas, no entanto as mais
utilizadas sdo a IFI, o DAT e o Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Ferreira et
al., 2007).

Uma elevada concentragdo de anticorpos estd geralmente associada com elevado
parasitismo e doenga, no entanto a seroconversao da doenca demora cerca de 3 a 5 meses a
ocorrer (CLWG, 2007), deste modo, alguns cdes apresentam-se seronegativos durante esse
periodo o que leva a ocorréncia de falsos negativos. Quer assim dizer que elevados niveis de
anticorpos sdo indicativos de infec¢do, mas a auséncia ou baixos niveis de anticorpos nao
significam necessariamente auséncia de infeccdo (Solano-Galego et al., 2009). No entanto,
problemas com falsos positivos também podem ocorrer devido a reacgdes cruzadas com

outras doengas, como Erlichiose, Ricketsiose e Toxoplasmose (Gomes et al., 2006).
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A [IFI ¢ considerada um dos melhores testes de diagnostico serologico e €
frequentemente usada para estudos epidemiologicos, estudos da pratica clinica e seguimento
de tratamento. Nas amostras positivas, os resultados apresentam-se com uma colorac¢ao verde
fluorescente ao microscopio de fluorescéncia, ao passo que as amostras negativas, 0s
resultados apresentam uma coloracao vermelha. Este teste, dependendo do antigénio usado,
tem uma elevada especificidade e sensibilidade, isto €, 94.7% e 85.5% respectivamente. A IFI

tem a limitagdo de requerer alguém com experiéncia, requer varias titulagdes € um

microscopio de fluorescéncia que € relativamente caro (Maia & Campino, 2008).

Figura 8. Resultados da IFI visualizados ao microscopio de fluorescéncia. A esquerda:
coloragdo verde fluorescente correspondente a uma amostra positiva a Lcan. A direita:
auséncia de fluorescéncia correspondente a uma amostra negativa a Lcan. (Fotografias

originais)

O DAT ¢é um teste que usa uma suspensao de antigénios distribuidos por varios pogos
com fundo em “V” aos quais se adiciona soro do animal. Se o animal for positivo & doenca
forma-se uma reacgdo de aglutinagdo e vice-versa. Este ¢ um método que nao exige material
de elevado custo e ¢ igualmente sensivel e especifico, isto ¢, entre 70.6 a 100% e 84.9 a 100%
respectivamente, no entanto tem a desvantagem de exigir varias titulacdes e os resultados

apenas sao observados ao fim de 18 horas (Maia & Campino, 2008).

Ana Rita Monteiro 25
Dissertacdo de Mestrado em Medicina Veterinaria



Estudo Epidemiologico da Leishmaniose canina na Zona Serra da Arrabida

1/100 1/200 1/400 1/800 (.r) (..)
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Figura 9. Placa de DAT dividida em 3 secgdes com titulagdes de 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800. Cada
rectangulo vermelho na horizontal corresponde a um animal diferente. As reacgdes representadas pela
bolinha azul representam resultados negativos (-), ao passo que as reacgdes dispersas azuis

representam reaccdes de aglutinagdo, isto €, reac¢des positivas (+). (Fotografia original)

O ELISA ¢é um método que quantifica um antigénio imobilizado numa superficie
solida pelo uso de um anticorpo especifico com uma enzima ligada de forma covalente, o
resultado da ligagdo antigénio-anticorpo leva a uma reacg¢do colorida que ¢ medida por um
espectofotometro (Abbas & Lichtman, 2005). Este ¢ um método relativamente simples e facil
e tem uma sensibilidade de 94.1 a 100% e especificidade de 100% (Maia & Campino, 2008).

Recentemente foi descrito o uso da Citometria de Fluxo (CF) como um método
serologico inovador para a deteccdo de Leishmania spp. (Andrade et al., 2009). A CF é uma
técnica de contagem, analise e classificacdo de particulas microscédpicas suspensas num fluido
(Maia & Campino, 2008). As células em suspensdo sdo incubadas com anticorpos
fluorescentes e a sua ligagdo ao antigénio resulta numa reacc¢ao fluorescente analisada através
de um citometro de fluxo que detecta a fluorescéncia de células individuais (Abbas &
Lichtman, 2005). Este método tem sido bastante utilizado pela sua rapidez, fiabilidade e
capacidade de analisar diversas particulas em segundos de forma separada e com propriedades

especificas (Maia & Campino, 2008).
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Métodos Moleculares

O diagnoéstico da Lcan baseado na reacgdo em cadeia do PCR tem mostrado
resultados mais confidveis, ndo s6 na deteccdo da infec¢do como na monitorizacdo de
tratamento quando comparado com os métodos seroldgicos (Maia & Campino, 2008). A PCR
baseia-se na amplificacdo in vitro da sequéncia de nucledtidos especificos presentes no acido
desoxirribonucleico (DNA) circular do parasita. Este ¢ um método bastante especifico e
sensivel para varias amostras de tecidos (Gomes et al., 2006). A extrac¢do de DNA pode ser
feita a partir de amostras de sangue total, da fraccdo leucocitaria (buffy coat), fluidos
biologicos, medula 6ssea, linfonodos e pele. De acordo com diversos estudos, a PCR dos
linfonodos ¢ usada como primeira linha na deteccdo e seguimento terapéutico (Maia &
Campino, 2008), no entanto a PCR de exsudados conjuntivais tem mostrado ser um método
ndo invasivo e com resultados bastantes consistentes, ja as amostras de sangue, apesar de
faceis de obter, ndo sdo as melhores para determinar DNA de Leishmania spp., pois o
patogéneo ndo ¢ abundante em circulagdo como ¢ na pele ou linfonodos (Baneth & Aroch,
2008).

Estudos epidemiolédgicos t€ém mostrado que os cdes podem ser seronegativos e
positivos @ PCR e vice-versa. Este conflito de resultados sdo consequéncia da presenca de
caes assintomaticos que foram expostos a Leishmania spp., mas que ainda ndo tiveram tempo
de desenvolver infec¢do. E recomendado uma monitorizagdo continua dos cdes que ndo
apresentam sinais clinicos com repeti¢do dos testes a cada 3 meses. Cdes sintomaticos
geralmente sao positivos a ambos os métodos, no entanto um resultado negativo a PCR de um
cdo suspeito e com sinais clinicos evidentes, significa que tem a infeccdo mas ainda nao
ocorreu doenga. Com isto pode-se concluir que a Lcan ¢ um bom exemplo de doenga em que
a infec¢do nao ¢ igual a doenga clinica (Baneth & Aroch, 2008).

A interpretagdo da PCR deve ser feita de forma cautelosa e em combina¢do com
métodos seroldgicos sobretudo em animais assintomaticos e a decisdo do tratamento de cdes

saudaveis e apenas positivos ao PCR ndo ¢ recomendado (Solano-Galego et al., 2009).

Teste de Montenegro

O teste de Montenegro € um teste que consiste na inoculagdo intra-dérmica de uma
suspensdao com promastigotas inactivados diluidos em fenol. Esta suspensdo injecta-se em
diferentes locais da pele e apos 48 a 72 horas observam-se os resultados. Se positivo ¢ de

esperar um endurecimento do local da injeccdo de aproximadamente 5 mm de diametro, se
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negativo ndo ocorre nenhuma reac¢ao. Este ¢ um teste simples e barato e tem a vantagem de
se poder fazer no campo a um elevado nimero de animais em simultdneo (Maia & Campino,

2008).

1.7. TRATAMENTO

Desde os primeiros casos de Leishmaniose quer em cdes quer em humanos que o
tratamento tem sido alvo de muitos estudos. Um tratamento de sucesso pode ter significados
diferentes, isto €, para o Médico Veterindrio e proprietario, tratamento de sucesso significa
que houve remissao de sintomatologia clinica, no entanto se nos referirmos a um
parasitologista, este s6 considera que hé sucesso no tratamento quando ha cura parasitolégica,
ou seja, quando ha elimina¢do completa do parasita no hospedeiro (Baneth & Shaw, 2002).

Viarios estudos e varias drogas tém sido utilizadas no tratamento da Leishmaniose,
quer em cdes quer em humanos. Na tabela 2 apresentam-se varios protocolos terapéuticos que

sao frequentemente utilizados na pratica clinica.

Antimoniais Pentavalentes — Glucantime ®

O Glucantime ® tem sido no passado e mantém-se no presente o grupo de farmacos
mais utilizado no tratamento da Leishmaniose. A sua forma de actuagado ¢ através da inibi¢ao
de enzimas que requerem a oxidacdo de acidos gordos e glicoliticos (Greene, 2006). O
protocolo mais comum ¢ a administracao de 100 mg/ kg por dia, durante 3 a 4 semanas, por
via subcutanea ou intramuscular, no entanto a primeira ¢ preferida. Oitenta por cento do
farmaco ¢ excretado via renal apds 9 horas da sua administracdo. Dada a via de excre¢do, um
dos efeitos adversos deste farmaco ¢ a nefrotoxicidade, para além da dor no local de injeccao
e se administrado por via intramuscular da possivel formagdo de fibrose ou abcessos locais
(Baneth & Shaw, 2002). Apesar de algumas desvantagens, este grupo de farmacos reduzem

rapidamente os sinais clinicos (Moritz et al., 1999).

Alopurinol — Zyloric ®

O alopurinol ¢ um farmaco derivado das purinas bastante usado em medicina
humana e em medicina veterinaria para a prevengao de calculos de urato. Tem sido mais
recentemente usado para o tratamento da Leishmaniose (Rose, 2005). Este incorpora-se no
acido ribonucleico (RNA) leishmanial e leva a uma falha na translagdo proteica. E

administrado via oral numa dose de 15 a 30 mg/kg, duas vezes ao dia, por um longo periodo
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de tempo, produzindo uma remissdo dos sinais clinicos semelhantes aos antimoniais
pentavalentes (Baneth & Shaw, 2002). Os efeitos secundarios sao raros, no entanto a fungao
hepética e renal devem de ser monitorizadas. Apos o uso prolongado podem ocorrer xantiria
e ur6litos de xantina, sobretudo em animais com a fun¢ao renal comprometida (Plevraki et al.,

2006).

Combinacido dos Antimoniais Pentavalentes com Alopurinol

A combinagdo dos antimoniais pentavalentes com o alopurinol tem sido objecto de
estudo e comumente usados pelo sinergismo que actuam entre ambos. Esta combinagao tem
mostrado de forma eficaz a remissao dos sinais clinicos e permite uma terapia mais curta com
os antimoniais pentavalentes, diminuindo os efeitos toxicos do farmaco e os seus custos, visto
este ser mais caro que o alopurinol (Manna et al., 2009).

O tratamento inicia-se com um ciclo de antimoniais pentavalentes a uma dose de 100
mg/kg por dia, durante 20 dias, em combinacdo com 15 a 30 mg/kg duas vezes ao dia de
alopurinol. Apo6s o primeiro ciclo de 20 dias, o tratamento mantém-se com o alopurinol na

mesma dose e frequéncia (Baneth & Shaw, 2002).

Miltefosina — Milteforan ®

Pertence ao grupo dos alquifosfolipidos e sdo um novo agente anti-tumoral que
induzem a morte celular por apoptose e pela alteracio do metabolismo da membrana
plasmatica. Alguns estudos feitos em animais infectados naturalmente e com doenca renal,
mostraram uma boa resolu¢do da sintomatologia, inclusive redu¢do da carga parasitaria
quantificada por PCR em tempo real. A miltefosina ¢ administrada oralmente a uma dose de 2
mg/kg por dia, durante 28 dias. Nao ha evidéncias de alteracdes renais e hepaticas, no entanto
podem ocorrer efeitos gastrointestinais de caracter moderado como vomito e diarreia

(Barrientos et al., 2007).

Antibacterianos:

Anfotericina B

E um antibidtico antifingico derivado dos polienos, cujo mecanismo de acgio se
baseia em provocar a permeabilizagdo da membrana plasmatica do parasita pela interac¢ao
com o ergosterol, formando poros aquosos que favorecem a perda dos constituintes celulares

e levam a morte do parasita pela lise osmotica (Barrientos et al., 2007). A anfotericina B ¢
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administrada a uma dose de 0.5 mg/kg, 2 a 3 vezes por semana via endovenosa, durante
aproximadamente 2 meses (Solano-Galego et al., 2009).

Este farmaco mostrou uma grande eficdcia na remissdo dos sinais clinicos, no
entanto o seu uso ¢ limitado em medicina veterindria pela dificuldade de administragdo e por

induzir nefrotoxicidade através da vasoconstri¢ao renal (Baneth & Shaw, 2002).

Aminosidas

E um antibiético aminoglicosidico que mostra bons resultados na remissao dos sinais
clinicos mas que nao ¢ muito recomendado dada a sua alta nefrotoxicidade e ototoxicidade.
Este ¢ administrado por via intramuscular numa dose de 10 a 20 mg/ kg por dia, durante 14 a

30 dias (Baneth & Shaw, 2002).

Pentaminas

E uma diamina aromatica utilizada no tratamento de infec¢des por tripanossoma e
durante muitos anos foi o tratamento de segunda elei¢do de Leishmaniose. O seu mecanismo
de accdo estd relacionado com a interac¢do com o RNA e desorganizacdo do DNA. O
tratamento ¢ feito por via intramuscular profunda a uma dose de 4 mg/kg por dia durante 5 a 7
semana ou durante 20 doses feitas em dias alternados (Barrientos et al., 2007). Os efeitos
adversos incluem irritacdo muscular no local da injec¢do e podem induzir hipotensao,

taquicardia e vomito (Baneth & Shaw, 2002).

Outros farmacos:

Outros farmacos como metronidazol, quinolonas (enrofloxacina e marbofloxacina) e
antifngicos (quetoconazol e fluconazol) t€ém sido estudados no tratamento da Leishmaniose
em humanos, cdes e animais de laboratorio. Estes tém-se mostrado menos eficazes quer na
remissdo dos sinais clinicos, quer na cura parasitolégica quando comparados com outros
protocolos terapéuticos, ndo sendo ainda muito utilizados na pratica clinica (Barrientos et al.,
2007).

Aos animais que se encontram doentes com compromisso da fung¢ao renal e hepatica,
pode ser necessario fazer um tratamento sintomatico e ainda complementar o tratamento
instituido com fluidoterapia, de forma a restaurar a necessidade de fluidos e o equilibrio

acido-base (Greene, 20006).
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Tabela 2. Alguns protocolos terapéuticos utilizados no tratamento da Lcan.

Principio Activo | Nome Dose Posologia Via de
Comercial recomendada administragao

Antimoniais Glucantime® 75 a 100 3 a 4 semanas SC
pentavalentes mg/kg/dia
Alopurinol Zyloric® 20 mg/kg/dia 1 a 12 meses VO
Antimoniais Glucantime® + | 1° Ciclo: 100 1° Ciclo: 20 SC+ VO
pentavalentes Zyloric® mg/kg/dia de dias
mais Alopurinol Glucantime + 15 | 2° Ciclo: 1 a 12

a 30 mg/kg/2x meses

dia de Alopurinol

2° Ciclo: 15230

mg/kg/2x dia de

Alopurinol
Miltefosina Milteforan® 2 mg/kg/dia 28 dias VO
Anfotericina B | Fungizone 0.5 a 0.8 mg/kg/2 | 2 meses v

a 3 x/semana
Aminosidas Gabrocol® 10 a20 14 a 30 dias M

mg/kg/dia
Pentaminas 4 mg/kg/dia 5 a7 semanas M

ou 20 doses

alternadas

Legenda: SC — subcutanea, VO — via oral, IV — intravenosa, IM — intramuscular.

1.8. CONTROLO E PROFILAXIA

O controlo da Leishmaniose ¢ complicada pela diversidade de vectores, parasitas e

hospedeiros reservatorios e as intervengdes variam muito de acordo com a epidemiologia da

regido (Killick-Kendrick, 1999). O controlo implica a intervencdo em 2 frentes: controlo do

vector e controlo do hospedeiro reservatorio/ definitivo.
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Controlo do Vector

As medidas implementadas para o controlo dos vectores podem ser tomadas através
de solugdes insecticidas para casas, meio ambiente e animais. Esta ¢ uma medida preventiva
que deve ser levada a cabo, mas ndo ¢ a que oferece melhores resultados, visto actuar apenas
no estado adulto do flebotomo e ndo nas suas formas larvares. A solucdo mais usada ¢é a
aplicacdo directa das solu¢des no animal e varias sdo as formulagdes com que podem ser
aplicadas. Insecticidas topicos para protegerem o cdo contra os insectos incluem solugdes,
spot-on, sprays e colares. Sprays que contenham Permetrina e Piriproxifeno sio
recomendados de 3 em 3 semanas em caes adultos e de 2 em 2 semanas em cachorros, ja 0s
spot-on que contenham Imidacloprida e Permetrina sao recomendados de 4 em 4 semanas. Os
colares impregnados com Deltametrina libertam o insecticida gradualmente e distribuem-se
gradualmente no tecido adiposo subcutdneo, durante 1 a 2 semanas, ¢ tém em condigdes
optimas, um efeito protector de 6 a 8 meses (Alexender & Maroli, 2003; Green, 2006).

Para a eliminagao total dos vectores, medidas drasticas teriam de ser aplicadas, como
a destrui¢do completa do seu habitat seguida da criagdo de condi¢des que impegam o retorno

do insecto (Killick-Kendrick, 1999).

Controlo dos hospedeiros reservatorios/definitivos

Os efeitos do controlo da Lcan nos hospedeiros reservatérios em areas endémicas
tétm sido controversos e geralmente pouco eficazes. Programas de abate de animais
sintomaticos e seropositivos tém sido propostos mas nao tém sido usados, ndo s6 pela
inaceitabilidade por parte dos proprietarios, como também pela elevada taxa de animais
assintomaticos e infectados (Roze, 2005; Greene, 2006).

Algumas medidas preventivas podem ser levadas a tomadas pelo proprietario, como:
manter o animal dentro de casa durante o creptsculo até amanhecer, reduzir os microhabitats
favoraveis aos insectos, como aguas paradas, usar insecticidas no ambiente e usar repelentes
de insectos directamente no c@o. Outra medida preventiva que podera vir um dia ser levada a
cabo ¢ a vacinagdo do animal. Este método ainda se encontra a ser estudado e tem sido até
agora o que promete resultados mais promissores (Solano-Galego et al., 2009).

Existem 3 tipos de vacinas: as vacinas inactivadas (primeira geragdo), vacinas vivas
atenuadas (segunda gerag¢do) e vacinas purificadas a partir de fraccdes de DNA (terceira

geragdo) (Dantas-Torres, 2006). As vacinas de terceira geragdo sdao as que tém apresentado
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maior sucesso, nomeadamente as que t€ém origem em fracgdes de DNA da L. donovani.
(Solano-Galego et al., 2009).

De uma forma geral, a forma mais eficaz de controlar a Lcan, ¢ a unido de todas as
medidas preventivas exercidas sobre os caes ¢ medidas ambientais para controlar o vector. Ao
mesmo tempo deve procurar realizar-se melhor o diagnostico de forma a identificar
correctamente os animais infectados e animais doentes € encontrar uma vacina eficaz, capaz

de controlar a expansdo da doenca canina e humana.

1.9. PROGNOSTICO
Esta ¢ uma doenca que até aos dias de hoje o tratamento ndo ¢ possivel e na maioria

das vezes os animais sofrem recidivas. Desta forma, o prognoéstico ¢ tido como reservado e
depende de diversos factores, como resposta individual a terapéutica instituida, resposta
imunitaria, deterioracdo do estado geral, envolvimento renal e diagnostico precoce da doenga.
O proprietario deverd ser alertado de que apenas ocorrera a remissdo dos sinais clinicos,

nunca a cura parasitologica (Solano-Galego et al., 2009).
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I11. RASTREIO DA LEISHMANIOSE CANINA NA ZONA DA ARRABIDA

O presente estudo de prevaléncia da Lcan na zona da Arrébida, concelho de Setubal,
surgiu durante a realizagdo de um estagio curricular no Hospital Veterinario da Arrabida
complementado por um estagio no departamento de Parasitologia do Laboratério Nacional de
Investigagdo Veterinaria de Lisboa. O estagio teve a duracdo de 5 meses e durante esse
periodo foi possivel observar um elevado nimero de cdes infectados com sintomatologia e

resultados laboratoriais variaveis.

1. MATERIAL E METODOS

Durante o estagio hospitalar que decorreu entre 6 de Outubro de 2009 e 15 de Janeiro
de 2010, foi feita a colheita de 60 amostras de sangue de caes de variadas ragas, sexo e idade
(tabela I do anexo). Esta colheita foi realizada ap6s um exame clinico detalhado nao apenas a
caes suspeitos de serem portadores da infeccdo, mas também a cdes ndo suspeitos que por
algum outro motivo compareceram no hospital. As recolhas de sangue foram feitas por
puncdo venosa, na veia jugular e sob as devidas condi¢des de assepsia.

Apbs recolha, os sangues foram colhidos para dois tubos de EDTA, um tubo de
Heparina e um tubo seco. Das amostras de sangue total colhidas para tubo de EDTA, uma foi
utilizada para a realizagdo de hemograma no hospital e outra foi refrigerada para posterior
analise no LNIV. As amostras em tubo de Heparina foram sujeitas a uma centrifuga¢do e uma
parte do soro serviu para fazer medicio de pardmetros bioquimicos' e outra parte foi
congelado para posterior estudo serologico no LNIV. Por fim, as amostras colhidas em tubo
seco foram mandadas para andlise imunoldgica/ perfil de hemoparasitas em Laboratorio
certificado®. O perfil de hemoparasitas consistiu na analise seroldgica para pesquisa de
anticorpos anti-Leishmania (titulagdo de 1/80, 1/160, 1/240 e 1/320), anti-Babesia canis, anti-
Ricketsia conorii e anti-Ehrlichia canis.

Aos animais que apresentaram comprometimento renal foi realizada uma colheita de
urina e medicdo do racio de proteina/creatinina na urina, o UPC, que quantifica o grau de
proteintria. No caso de um animal em tratamento prolongado com alopurinol, foi ainda

realizada uma ecografia e radiografia abdominal para pesquisa de calculos de xantina.

! Tratando-se de um estudo epidemiolédgico, criou-se um modelo de parimetros bioquimicos padrio
constituidas por Ureia, Creatina, Proteinas Totais, Albulinas e ALT.
* DNAtech. Investigagdo Cientifica e Analises Moleculares, Lda.
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Na componente laboratorial foram utilizados 3 meios de diagndstico, nomeadamente
a técnica de IFI, DAT e PCR. Para a analise por IFI e DAT foi utilizado soro recolhido apds
centrifugacdo do tubo de Heparina e conservado por congelacdo em tubos de eppendorf.
Depois do soro se encontrar descongelado foram efectuadas titulagdes de 1/50, 1/100 e 1/200
na IFI e titulagdes de 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800 no DAT. Os resultados obtidos por ambos
os testes, inclusive PCR, encontram-se descritos na tabela V do anexo.

até 1/200 e 1/800 respectivamente. Apos a obtencdo e screening dos resultados
obtidos pelos métodos seroldgicos, foi realizado a PCR apenas aos animais suspeitos
positivos dada a técnica ser relativamente dispendiosa, morosa e requerer um técnico
experiente. Este teste foi feito pela extrac¢ao de DNA a partir de amostras de sangue total
recolhido em tubo de EDTA e conservado aproximadamente a 5°C no frigorifico.

Concluido todo o trabalho clinico e laboratorial, foi efectuado um estudo de
estatistica descritiva da Lcan na zona da Arrabida. Inicialmente sdo apresentados os dados
estatisticos, no qual ¢ feita uma correlagdo entre a prevaléncia da idade, sexo e raga da
amostra estudada. Posteriormente ¢é feita uma correlagdo dos sinais clinicos com os resultados
laboratoriais apresentados pela populacio de animais infectados sintomaticos e
assintomaticos.

Os dados obtidos foram trabalhados no programa MicrosoftREXCEL e foram
expostos ao longo do trabalho pela forma de graficos através da construcdo de tabelas

inseridas nos anexos.

2. Resultados

No estudo foi feita a identificagdo individual da popula¢do dos 60 animais suspeitos
e ndo suspeitos que se encontra descrita na tabela I do anexo. Do total, 34 destes animais se
encontravam infectados o que corresponde a uma taxa de prevaléncia da infec¢ao de 57%.
Destes 34 animais infectados, 20 (33%) eram sintomaticos e 14 (23%) eram portadores
assintomaticos, como se encontra descrito na tabela VI do anexo.

Da populacdo de animais infectados, 82% (28/34) eram machos e 18% (6/34) eram
fémeas, ao passo que em relacdo a populacao total 67% (40/60) eram machos e 33% (20/60)
eram fémeas. Seja da populagdo total ou da populacdo de animais infectados, a propor¢ao de
machos ¢ superior a propor¢do de fémeas.

A populacdo de animais deste estudo incluiu cdes com idades compreendidas entre
0s 2 meses € os 16 anos. De forma a avaliar a variavel idade quer da populacao total, quer da
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populacgdo infectada, foi feita uma distribui¢ao de idades em 4 grupos. Um primeiro grupo de
cachorros com idades compreendidas entre os 0 meses ¢ 1 ano, um segundo grupo com idades
compreendidas entre os 2 e os 4 anos, um terceiro grupo de animais adultos com idades entre
0s 5 e 0os 7 anos e um ultimo grupo de animais com idade igual ou superior a 8 anos. Estes
dados encontram-se inseridos na tabela 3 e expressos numérica e estatisticamente no grafico
1. Pode observar-se que, quer na populacdo total, quer na amostra de animais infectados, a
média de idades foi de 8 e 7 anos respectivamente. Quanto a frequéncia de idades pode
observar-se através do grafico 1 que nao ha qualquer distribuicdo bimodal, principalmente na
populagdo infectada e que ha um aumento evidente no grupo de animais com idade igual ou

superior a 8 anos.

Tabela 3. Distribuicao de idades da populacao total e populagdo infectada.

Populacio total | Populacgio infectada
Idade (anos)
(n=60) (n=34)
0-1 4 (7%) 1 (3%)
2-4 12 (20%) 6 (18%)
5-7 9 (15%) 7 (21%)
>8 35 (58%) 20 (58%)

Grafico 1. Distribui¢do de idades da populagdo total e populacdo infectada.
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Quanto a prevaléncia das racas, constatou-se que do total da populacao, 68% (41/60)
destes animais sao de raga pura, 25% (15/60) sdo de raca indeterminada e aproximadamente

7% (4/60) sdo cruzamentos entre cies de racas puras com caes de raga indeterminada (tabela

Ana Rita Monteiro 36
Dissertagdo de Mestrado em Medicina Veterinaria



Estudo Epidemiologico da Leishmaniose canina na Zona Serra da Arrabida

4). Os caes de raca pura foram os que tiveram maior afluéncia a clinica e verificou-se que
estes também tiveram uma taxa de prevaléncia da infeccdo mais elevada. Da populagdo
infectada, 56% (19/34) eram de raca pura, 35% (12/34) de raca indeterminada e 9% (3/34)
resultante de cruzamentos. No entanto, ao comparar ambas as populagdes podemos verificar
que, para os animais de raga indeterminada e animais resultantes de cruzamentos, a taxa de
prevaléncia da doenga ¢ bastante elevada, pois dos 15 animais de raga indeterminada da
populagdo total, 12 estavam infectados, o que resulta numa prevaléncia de 80% (12/15). Nos 4

animais cruzados, 3 estavam infectados o que resulta numa taxa de 75% (3/4) (tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de ragas na populagao total e infectada por Lcan.

Populagio total Populacgao
Raca
(n=60) infectada (n=34)
Raca pura 41 (68%) 19 (56%)
Indeterminado 15 (25%) 12 (35%)
Cruzamentos 4 (7%) 3 (9%)

Apresentados os dados estatisticos da prevaléncia da idade, sexo e raca, segue-se a
correlacdo entre a sintomatologia dos animais infectados com os resultados laboratoriais.

Durante a realizagdo das consultas foi feito um registo da sintomatologia classica
coincidente com Lcan. Os sinais clinicos de cada animal estdo descritos no anexo II e
expressos pela sua frequéncia no grafico 2. Os sinais clinicos frequentes foram as alteracdes
cutaneas, como alopécia simétrica peri-orbital, prurido e descamagao em 27% (9/34), seguido
de caquexia e prostragdo em 21% (7/34) e 18% (6/34) respectivamente. Diarreia, vomito e
epistaxis ocorreram na mesma propor¢ao com uma frequéncia de 12% (4/34) e perda de peso,
desidratagdo, onicogrifose, PU/PD e alteracdes cardiopulmonares ocorreram numa propor¢ao
de 9% (3/34). Raro foi a linfadenomegalia em conjunto com a anorexia observando-se em

apenas 6% (2/34) e 3% (1/34) respectivamente.
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Grafico 2. Sinais clinicos classicos de Lcan na amostra de animais infectados
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Os resultados dos exames complementares efectuados na clinica encontram-se
compilados em forma de tabela nos anexos Il e IV.

Na andlise do perfil hematologico (grafico 3), verificou-se que 65% (22/34) dos
animais infectados tinham anemia normocitica normocromica, 32% (11/34) apresentavam
trombocitopénia e 15% (5/34) tinham leucocitose dos quais 12% (4/34) eram acompanhados
de neutrofilia.

Os parametros bioquimicos sdo uteis para avaliar o comprometimento da funcao
renal e hepatica e existéncia da activagdo da resposta humoral. Do grupo de animais
infectados, 32% (11/34) tinham um aumento significativo dos niveis de ureia e 21% (7/34)
tinham um aumento dos niveis de creatinina. Observou-se hipoalbuminémia e
hiperproteinémia em 24% (8/34) e em 21% (7/34) dos animais respectivamente, no entanto
apenas 3 destes animais, isto ¢, 9% tinham simultaneamente ambas as alteragdes bioquimicas.
Uma vez que a lesdo hepatica, por norma ndo ¢ muito severa, fez-se a andlise de apenas um
parametro bioquimico, a ALT e apenas em 9% (3/34) dos animais infectados se verificou o

seu aumento.
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Grafico 3. Distribui¢do dos resultados do perfil hematologico e bioquimico dos animais

infectados por Lcan.
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Da populacao total apenas 33% (20/60) eram suspeitos de serem portadores da
infeccdo. No entanto, 23% (14/60) eram portadores assintomaticos detectados posteriormente
apos analise laboratorial no LNIV. De todos os animais suspeitos ¢ adicionalmente aos
resultados de perfil hematologico e bioquimico, foram enviadas para laboratorio certificado,
DNATech, um total de 22 amostras de sangue em tubo seco para pesquisa serologica de
anticorpos anti-Leishmania, anti-Babesia canis, anti-Ricketsia conorii e anti-Ehrlichia canis.

Tendo em conta o nimero de amostras analisadas, 73% (16/22) mostraram resultados
positivos para Lcan, 9% (2/22) mostraram ser portadores de febre de carraca causada por
Ricketsia coronii e 4,5% (1/22) causada por Ehrlichia canis. Ocorreu ainda um caso de uma

infeccdo mista com Ehrlichia canis e Ricketsia coronii (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultados do DNAtech.

Analise N=22
Leishmaniose 16
Leishmaniose + Ehrlichia canis 0
Leishmaniose + Ricketsia conorii 0
Leishmaniose + Babesia canis 0
Ehrlichia canis 1
Ricketsia conorii 2
Babesia canis 0
Ehrlichia canis + Ricketsia canis 1
Negativos 2

Como ja foi referido, a analise seroldgica de Leishmaniose consistiu em 4 titulagdes

das quais 44% (7/16) foram positivos para a titulagao 1/160, 37% (6/16) para a de 1/80, 19%

(3/16) para 1/240 e por fim, ndo se observou qualquer resultado positivo para a titulagdo de

1/320 (Tabela 6, Grafico 4).

Tabela 6. Resultados das titulagoes

obtidos pelo DNATech.
Titulacao N=16
1/80 6 (31%)
1/160 7 (37%)
1/240
1/320 379%
Negativo 3 (16 %)
Ana Rita Monteiro
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Foram efectuados exames ecografico e radiografico ao abdomen apenas ao animal
numero 57. Observou-se, ao exame ecografico, uma perda da diferenciagdo cortico-medular
acompanhada de uma diminui¢ao do tamanho de ambos os rins. Ao exame radiografico ndo se
observaram quaisquer céalculos de xantina.

Para além dos exames complementares anteriores, foi feita uma analise de urina a 2
dos animais infectados, os animais nameros 26 e¢ 57. Esta analise teve o intuito de medir o
UPC cujos valores superiores a 0,5 sdo indicativos de proteinuria. Esta anélise, assim como os
exames ecografico e radiografico, ndo foram realizados aos restantes animais pois, para além
de ndo terem o seu estado geral comprometido pela lesdo renal, também havia uma contengao
de custos por parte da maioria dos proprietarios. As recolhas de urina aos dois animais foram
efectuadas de diferentes formas. A urina do animal nimero 26 foi recolhida de forma livre ou
micgio natural’ e a do animal 57 foi recolhida por cistocentese® eco-guiada. Os resultados
foram para ambos os animais muito superiores a 0,5, isto ¢, de 4,4 para o animal 26 e 3,63
para o 57. Estes valores revelam a presenca de uma proteinuria severa, traduzida pelo
envolvimento glomerular grave.

Relativamente a terapéutica instituida ap6s confirmagdo do diagndstico, ndo vao ser
apresentados nenhuns resultados estatisticos referentes as doses, frequéncia de administragao
e evolugdo terapéutica, uma vez que para além de ser um estudo direccionado a epidemiologia
da doenca, o tempo reduzido de estagio condicionou esta vertente impossibilitando a autora
de seguir a evolugdo da terapéutica instituida. O protocolo preferido e geralmente seguido
pelo HVA era a conjugagdo dos antimoniais pentavalentes administrados via subcutdnea com
o alopurinol administrado via oral. Consoante o estado geral do animal e evolugdo das lesdes
era realizada uma terapia complementar com corticosterdides.

No que se refere ao diagnostico parasitologico efectuado no LNIV, foram utilizadas
3 técnicas diferentes, a IFI, DAT e PCR. Todas as 60 amostras de animais colhidas na clinica
foram testadas por IFI e por DAT. Para ambos os métodos foi utilizado soro previamente
obtido por centrifugagdo e posterior congelagcdo. A PCR, por ser um método demorado e caro
foi apenas realizado aos animais que mostraram ser positivos a todos os exames atras
descritos, quer da clinica quer do laboratorio.

Durante a pratica clinica, apenas 33% (20/60) dos animais eram suspeitos de ser

portadores de Lcan. Apds andlise laboratorial foram detectadas as restantes 14 amostras

*E isento de risco e deve ser realizada para um frasco de recolha de urina.
* Consiste na pungdo da bexiga através da parede abdominal com agulha de 22 gauge.
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positivas, em animais que ndo apresentavam qualquer suspeita na clinica e que sao
considerados assintomaticos, perfazendo uma prevaléncia total de 57% (34/60). Dos animais
com sintomatologia, 16 deles mostraram positividade no DNAtech, IFI e DAT, os restantes 4
foram apenas positivos nos resultados de DNAtech. Dos animais assintomaticos, testados por
IFI e DAT, o niimero 36 foi apenas positivo na IFI com uma titulacdo de 1/50. Este ndo
apresentou qualquer sintomatologia, no entanto tinha os valores hematologicos e bioquimicos
alterados.

Nas andlises seroldgicas, observou-se para a IFI que a titulagdo de 1/50 ocorreu em
maior nimero com uma frequéncia de 32% (11/34) dos animais, seguido dos animais
suspeitos positivos® com 24% (8/34). O resultado menos frequente foi o da maior titulagio,
isto ¢, a de 1/200 que ocorreu em 12% (4/34) dos casos. Quanto as titulagdes da DAT
observou-se que as titulagdes 1/100 e 1/800 ocorreram em 35% (12/34) da populacao
infectada, seguido das 1/200 e 1/400 com uma frequéncia de 9% (3/34) e 6% (2/34)
respectivamente (tabela 6).

Apesar de nao se poder correlacionar as titulagdes porque sdo técnicas diferentes,
pode-se observar através da analise dos graficos que existe uma elevada discrepancia entre os
resultados das titulagoes da IFI e do DAT. Um exemplo dessa discrepancia ¢ o resultado da
maior titulagdo de ambos, isto ¢, a titulacdo de 1/200 na IFI ocorreu em apenas 12% dos

casos, enquanto que a titulagdo de 1/800 esteve presente numa taxa de 35%.

Tabela 7. Titulacdes de IFI e DAT nos animais infectados.

IFI Frequéncia DAT Frequéncia
para n=34 para n=34
- 4 (12%) - 5 (15%)
S+ 8 (24%) 1/100 12 (35%)
1/50 11 (32%) 1/200 3 (9%)
1/100 7 (20%) 1/400 2 (6%)
1/200 4 (12%) 1/800 12 (35%)

> Amostras que apresentam fluorescéncia fraca.
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Apods andlise serologica foi feito um PCR de 34 amostras de sangues totais
correspondentes aos animais infectados sintomaticos e assintomaticos. No entanto, apos duas

repeticoes da técnica ndo se observaram resultados positivos para Lcan.

4. Discussao

O estudo epidemioldgico elaborado durante o periodo de estdgio curricular incidiu
sobre uma amostra de 60 animais da espécie canina da zona da Serra da Arrabida. A amostra
utilizada ¢ relativamente pequena e de uma zona muito restrita, o que permite apenas fazer um
estudo observacional da amostra e comparagao com os dados da literatura.

Da populacao em estudo (n=60) determinou-se uma taxa de prevaléncia da doenga de
57% (34/60) dos quais 33% (20/60) eram animais com sintomatologia e 23% (14/60)
portadores assintomaticos. Como descrito na literatura, foi possivel observar que os machos
eram os mais afectados, talvez por existirem também em maior numero quando comparados
com as fémeas (Miranda et al., 2008).

Relativamente a idade ndo foi observado, neste estudo, qualquer distribuicao bimodal
como se encontra descrito (Miranda et al., 2008; Moreno & Alvar, 2002). A média de idades
dos animais levados a clinica foi de 8 anos, talvez por isso também a propor¢do de animais

afectados tenham idades iguais ou superiores a 8 anos. Estes animais sdo possivelmente os
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mais afectados pela fragilidade do seu sistema imunitario devido as suas condicdes de
geriatrico e pelo facto de manifestarem mais facilmente lesdo renal.

Quanto a prevaléncia das racas mais afectadas pela Lcan, constatou-se que as ragas
indeterminadas e animais resultantes de cruzamentos entre racas definidas tinham uma
prevaléncia da doenca bastante mais elevada quando comparados com os animais de raga
pura. Os animais de raca pura representavam 68% (41/60) da amostra total e corresponderam
a 56% (19/34) dos animais infectados por Lcan. Destes animais observou-se que as ragas mais
afectadas foram o Labrador, Pitbull e Bobtail.

A Lcan ¢ uma doenga sistémica que afecta inimeros 6rgaos e que se manifesta por
uma grande variedade de sintomas, muitas vezes inespecificos (Solano-Galego, 2009). A
sintomatologia classica e também a mais frequente na amostra em estudo foram, as alteragdes
cutaneas, anorexia e prostracao.

As lesdes cutineas estiveram presentes em 27% da populagdo infectada e as
manifestagdes mais frequentes foram seborreia seca com descamagdo nas extremidades do
pavilhdo auditivo e alopécia simétrica peri-orbital. Onicogrifose ocorreu apenas em 9% da
populacdo infectada. Caquexia e prostracdo foram sinais muito frequentes ocorrendo com
frequéncias de 21 e 18% respectivamente. Alteracdes hemostaticas e gastrointestinais
ocorreram na mesma proporgao, isto ¢, em 12% da populacdo sendo a epistaxis a alteragdo
hemostatica observada com maior frequéncia, da mesma forma que o vomito e diarreia foram
as alteragdes gastrointestinais mais observadas.

O envolvimento renal demonstrado pela PU/PD foi pouco frequente, isto €, ocorreu
numa taxa de apenas 9%. Este facto pode justificar-se pela falta de controlo do consumo de
agua e frequéncia de micc¢do dos animais pelos proprietarios, uma vez que a maior parte deles
habitam na rua. Os principais sinais clinicos que levam os proprietarios a dirigirem-se a
clinica e que também podem ser sinais inespecificos de envolvimento renal, sdo a prostracao,
anorexia, vomito e diarreia que foram bastante frequentes. Pela avaliagdo dos pardmetros
bioquimicos, observou-se que ocorreu um aumento dos niveis de ureia em 32% dos animais,
que nos leva a crer que havia comprometimento renal. Tudo isto contraria os apenas 9% de
sintomatologia renal encontrado durante o exame clinico.

As alteragdes cardiopulmonares observaram-se com uma frequéncia de 9%. As
manifestagdes mais frequentes foram taquicardia e taquipneia possivelmente pela ocorréncia
de anemia coexistente. Foram encontrados ainda 2 animais com doenga cardiaca, no entanto

ndo encontramos nenhuma ligacdo desta patologia com a Lcan. Estes 2 animais foram
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considerados portadores assintomaticos, uma vez que a Unica alteracdo encontrada foi a
doenca cardiaca e ter sido descoberta acidentalmente pelos métodos laboratoriais de IFI e
DAT.

A linfadenomegalia e anorexia estdo descritas na literatura como sinais bastante
frequentes (Greene, 2006), no entanto na nossa amostra ocorreram apenas com uma
frequéncia de 6 e 3% respectivamente. As lesdes oculares ocorrem regularmente (Roze,
2005), no entanto ndo ha registo de nenhum animal com sintomatologia ocular na amostra
estudada.

Os resultados revelados pelos exames complementares confirmaram a presenga de
anemia em cerca de 65% dos animais. A maioria dos animais com anemia tinha
simultaneamente os valores de eritrocitos, hematdcrito e hemoglobina abaixo dos parametros
considerados normais. Das possiveis causas de anemia em animais com Lcan, a epistaxis, a
hemolise e a insuficiéncia renal sdo das causas que poderdo estar na origem da maior parte
das anemias da amostra em estudo. Trombocitopénia ocorreu em 32% dos animais infectados,
possivelmente pela presenca de hemorragias e comprometimento renal e hepatico. Em
nenhum dos casos foi realizada a medi¢ao dos niveis de PT, APTT e produtos de degradacao
de fibrinogéneo, pois para além de nenhum animal se encontrar em risco de vida por
alteragdes hemostaticas, também havia uma elevada contencdo de custos por parte dos
proprietarios. Quanto a presenca de leucocitose, foram observados 15% de animais com esta
alteragcdo hematologica, dos quais 12% eram acompanhados de uma neutrofilia.

Dentro dos parametros bioquimicos, constatou-se que dos animais infectados, 32%
apresentaram um aumento dos niveis de ureia e 21% dos niveis de creatinina. Estes
parametros permitem avaliar a funcdo renal pelo que o seu aumento indicia um
comprometimento. A avaliacdo da doenga renal deve ser realizada ainda através do auxilio de
um exame ecografico, que nos permite obter uma imagem da estrutura dos rins, € de uma
uriandlise a partir de uma amostra de urina colhida por cistocentése eco-guiada. Em ultimo
recurso e na impossibilidade de realizagdo de uma ecografia, a amostra de urina pode ser
colhida de forma livre. Desta amostra de urina deve ser feita uma tira de urina ¢ uma medigao
do UPC para quantificar o grau de proteinuria.

Como consequéncia a lesdo renal, pode ocorrer uma hipoalbuminémia devido a
perda de proteina por nefropatia (Ikeda-Garcia et al., 2006). No entanto, como consequéncia
ao estabelecimento da resposta imunitaria contra o parasita pode ocorrer simultaneamente a

hipoalbuminémia uma hiperproteinémia. A hiperproteinémia ocorre pela activacdo da
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resposta humoral com activacao dos linfocitos B e consequente aumento da produgdo de
imunoglobulinas (Medeiros et al., 2008). Verificou-se na nossa amostra que 24% dos animais
apresentavam hipoalbuminémia e 21% apresentavam hiperproteinémia, no entanto apenas 9%
tinham ambas as altera¢des simultaneamente.

As alteragdes hepaticas também foram avaliadas apesar de raramente ocorrerem.
Quando ocorrem manifestam-se pelo aumento das enzimas hepaticas e diminui¢ao das provas
de coagulacao (PT, APTT e PDF) (Rallis et al., 2005). Devido a existéncia de conten¢do de
custos por parte dos proprietarios fez-se apenas analises aos valores de ALT. Verificou-se que
9% dos animais tinham elevagdes dos niveis desta enzima como ja havia sido descrito
anteriormente na revisao bibliografica.

Apds exame clinico e analises hematologicas efectuadas no hospital, verificou-se que
da nossa populagdo de 60 animais, apenas 33% (20/60) dos animais eram suspeitos de serem
portadores de Lcan. Sempre que ocorria uma suspeita era enviado para laboratério certificado
uma amostra de sangue em tubo seco para pesquisa de Leishmaniose, Babesia canis, Ricketsia
conorii e Ehrlichia canis por métodos seroldgicos obtendo-se resultados em pouco mais de 24
horas, permitindo instituir rapidamente uma terapia ou avaliar a evolugado terapéutica por parte
do clinico. Para além dos 20 animais suspeitos, foram enviadas mais duas amostras para
pesquisa apenas de Babesia canis, Ricketsia conorii ¢ Ehrlichia canis. Do total das 22
amostras analisadas, 16 mostraram positividade para a Lcan.

Quanto a terapéutica instituida, apesar de ndo serem apresentados resultados,
observou-se que esta ¢ condicionada pelo estado geral do animal e sobretudo pelas condi¢des
monetarias e possibilidades de deslocagdo a clinica. A conjugagdo dos antimoniais
pentavalentes com o alopurinol ¢ a op¢do de escolha pelo HVA pela sua rapida eficécia e por
envolver menos custos, no entanto, quando nao era possivel a deslocagdo do proprietario
diariamente a clinica estabelecia-se um tratamento com alopurinol e miltefosina, tratamento
mais caro, mais lento na remissdo da sintomatologia, com mais efeitos adversos, mas possivel
de ser realizado em casa.

O diagnostico laboratorial pode ser realizado por meio de técnicas parasitologicas,
serologicas e/ou moleculares. Das técnicas parasitoldgicas a que mais se aplica na pratica
clinica ¢ a observagdo directa das formas amastigotas do parasita a partir de esfregacos
sobretudo dos linfonodos popliteos (Maia & Campino, 2008). Durante o periodo de estagio
hospitalar ndo foi observada nenhuma aspira¢ao de linfonodos. Isto ndo se verificou porque,

independentemente do resultado do esfregaco, era sempre enviada uma amostra de sangue
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para DNAtech, uma vez que os resultados sdo mais rapidos, desta forma evitava-se nao so,
mais uma despesa ao proprietario, como também a realiza¢ao de um procedimento invasivo.

Sendo as técnicas parasitologicas na sua grande maioria invasivas € com baixa
sensibilidade, foram utilizadas para a realizagdo deste estudo epidemioldgico duas técnicas
serologicas (IFI e DAT), para analisar toda a populagdao, complementadas por uma técnica
molecular (PCR) para analisar apenas as amostras positivas as técnicas serologicas.

Foram efectuadas titulagoes de 1/50, 1/100 ¢ 1/200 na IFI ¢ de 1/100, 1/200, 1/400 ¢
1/800 no DAT. Na IFI a titulagdo 1/50 foi a mais frequente com 11 resultados positivos das
34 amostras analisadas ¢ a de menor frequéncia foi a titulagdo de 1/200. Quanto ao DAT
pode-se observar que as titulagdes 1/100 e 1/800 ocorreram em maior € na mesma frequéncia,
isto ¢, em 12 das 34 amostras analisadas, seguido das 1/200 e 1/400 com menor frequéncia.

O PCR por ser um método caro ¢ demorado foi apenas realizado aos animais que
apresentavam simultaneamente sintomatologia compativel com Lcan, alteragdes nos perfis
hematologicos e bioquimicos e resultados de DNAtech, IFI e DAT positivos. Foram deste
modo, testadas 34 amostras de DNA extraido de sangue total dos respectivos animais. Apos
duas repeticdes da técnica ndo se observaram quaisquer resultados positivos para Lcan. Estes
resultados negativos podem ser justificados pela auséncia do agente em circulagdo sanguinea.
Apesar de ser um método bastante especifico e sensivel para varias amostras, a causa mais
provavel foi o tipo de amostra usada. Segundo o que se encontra descrito na literatura o
sangue total ndo ¢ a amostra mais adequada para a técnica, uma vez que o parasita ndo ¢
abundante em circulagdo sanguinea, como ¢ por exemplo na pele ou linfonodos podendo
ocorrer resultados negativos mesmo quando o animal manifesta doenca (Baneth & Aroch,

2008).

5. Conclusao

O estudo epidemioldgico da Lcan, demonstrou uma elevada prevaléncia da doenca
na zona da Arrdbida. Verificou-se que 57% da populagdo canina estudada encontrava-se
infectada e que muitos dos cdes infectados ndo manifestavam qualquer sintomatologia, sendo
descobertos pelo estudo laboratorial. Estes animais assintomaticos constituem um elevado
risco para a populagdo canina, uma vez que sao reservatorios e possibilitam a transmissao da
doenca.

Por ser uma doenga sem sintomatologia patognomonica, o seu diagndstico ¢ muitas
vezes dificil e de elevado custo, pelo que se torna necessaria a conjugacdo de varios meios
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complementares de diagnostico para se obter a confirmacao. No entanto, as condi¢des sécio-
econdmicas dos proprietarios sao actualmente uma grande condicionante, o que obriga ao
médico veterinario a fazer uma seleccdo dos meios de diagnostico utilizados, de forma a obter
resultados fidveis com rapidez e ao menor custo.

As condi¢des econdmicas nao condicionam apenas o diagnostico da doenca, mas
também o tratamento estabelecido. O Médico Veterindrio devera sensibilizar o proprietario
para o custo da doenca, quer a nivel de diagnostico quer a nivel do tratamento. O proprietario
devera estar consciente de que a cura total ndo existe, mas apenas a remissdo da
sintomatologia, pelo que poderdo ocorrer recidivas que levam a necessidade de avaliagdes
clinicas e laboratoriais frequentes de modo a se instituir uma novo ciclo terapéutico.

Apesar de ser uma zona endémica, hd uma grande falta de informacdo da existéncia
da Lcan na zona e possivelmente em todo o pais por parte da populagio geral e que a maioria
dos proprietarios recebeu a informagao da sua existéncia de com surpresa. O papel do Médico
Veterinario ¢ essencial para a informar e sensibilizar os proprietarios acerca da existéncia da

doenga e formas de prevengao aquando da primeira vacinagdo/consulta.
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ANEXOS

Anexo 1. Identifica¢ao individual da populagdo total observada no HVA.

N° Idade
Animal Nome Raca Sexo (anos)
1 Scoby Indeterminado Macho| 6
2 Roque Indeterminado Macho| 5
3 Jonas Pitbull Macho| 2
4 Samba Indeterminado Macho| 16
5 Zaruky Basset Grifon Macho | 12
6 Luna Rottweiler Fémea| 6
7 Oscar Boxer Macho| 11
8 Barbie Bobtail Fémea | 12
9 Alfa Galgo x Ledo da Rodésia | Fémea | 14
10 Afonso Cocker Spaniel Macho | 12
11 Xuxa Cocker Spaniel Fémea | 14
12 Ribarina Yorkshire-Terrier Fémea 9
13 Rafa Pastor Alemao Macho| 2
14 Oscar Indeterminado Macho| 16
15 Ninja Labrador Macho| 9
16 Benji Indeterminado Macho | 11
17 Bebe Bobtail Macho| 12
18 Rei-ma Indeterminado Macho 7
19 Sandy Caniche Fémea| 7
20 Ringo Labrador Macho| 8
21 Dick Braco Alemao Macho 8
22 Tita Labrador Fémea 8
23 Elvis Pincher Anao Macho 3
24 Vob Pastor Alemao Macho 3
25 Diana Labrador Fémea 5
26 Aragon Cruzado de Husky Macho| 8
27 Boneco Yorkshire-Terrier Macho 1
28 Marley Yorkshire-Terrier Macho | 1
29 Pitucha Indeterminado Fémea 8
30 Francisca Buldogue Francés Fémea | 11
31 Roger Indeterminado Macho| 9
32 Preta Dogue Alemao Fémea | 11
33 Bolinhas Serra da Estrela Macho| 2
34 Fix Braco Alemao Macho| 2
35 Rex Serra da Estrela Macho | 12
36 Langao Serra da Estrela Macho| 10
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37 Jara Boxer Fémea 8
38 Luca Indeterminado Macho| 3
39 Bobi Caniche Macho 8
40 Nala Staforsheire Bull Terrier | Fémea 9
41 Bolinha Pequinois Macho| 7
42 Tito Indeterminado Macho| 12
43 Pit Pitbull Macho 1
44 Kuka Weimareiner Fémea | 2
45 Nancy Labrador Fémea | 11
46 Twice Indeterminado Macho 8
47 Patapufe Caniche Macho| 4
48 Laica Labrador Fémea | 4
49 Quica Buldogue Francés Fémea | 0.16
50 Rex Pastor Alemao Macho| 11
51 Mutty Cruzado de Pudengo |Macho| 3
52 Ninja Indeterminado Macho| 7
53 Zooky | Cruzado de Caniche Toy |Macho| 15
54 Zara Indeterminado Fémea 9
55 Bia Serra da Estrela Fémea| 13
56 Simba Indeterminado Macho | 14
57 Cdco Golden Retriver Macho | 13
58 Melly Indeterminado Fémea| 8
59 Trigo Labrador Macho| 4
60 Yesterday Indeterminado Macho| 7
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Anexo 2. Sintomatologia clinica apresentada pela populagdo total recolhida pelo exame

clinico durante as consultas efectuadas no HVA.

Animal |Sinais Clinicos

1 Alopécia bilateral no apice do pavilhao auricular

2 Seborreia seca com descamagao

Alopécia circular na zona periocular e focinho com descamagao epitelial,
adenopatias, perda de peso

Controlo hepatico

Doenga cardiovascular

Anorexia, andamento em circulos, lesdo central

Doenga cardiovascular

4

5

6 Claudicagao do MPD, sintomatologia do Neuronio Motor Inferior
7

8

9

Doenga cardiovascular

10 Doenga cardiovascular

11 Tumor no abdémen

12 Vomito com sangue, prostrada, taquipneica, T 40.6 °C

Prostrado, taquicardico, taquipneico, vomito, apatico, T* 40.3 °C. Elevada

13 . .

quantidade de ectoparasitas
14 Alopécia generalizada no abdémen caudal caracteristico de DAPP'
15 Controlo de plaquetas devido a trombocitopénia auto-imune

16 Mucosas palidas e secas, prega de pele, perda de peso progressivo

17 Epistaxis unilateral esquerda. Suspeita de recidiva de Leishmaniose

18 Lesdes cutaneas coincidentes com Leishmaniose, onicogrifose

19 Ruptura do ligamento cruzado do Membro Posterior Direito

Epistéaxis unilateral direita abundante desde ha uma semana antes de vir a

20
consulta
21 Estado geral normal. Tetraplegia repentina sem causa aparente
22 Prostrada, PU/PD, vomito, diarreia, abdémen doloroso a palpacao
23 Controlo de plaquetas devido a trombocitopénia auto-imune

24 Alopécia periocular bilateral coincidente com lesdes de Leishmaniose

Seborreia seca com descamagao, dores durante locomogado, mucosas palidas e
secas

26 Emagrecimento progressivo, vomitos, fezes moles, T* 40.7 °C

27 Abdomen exposto por atropelamento

28 Vacinacao

29 Destartarizagao

30 Analises de controlo de Leishmaniose visceral antiga

31 Obeso, vomitos, desconforto abdominal

32 Dilatagdo/ Tor¢ao géstrica

' DAPP- Dermatite alérgica por picada de pulga
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33 Laceracao necrosada do Membro Posterior Direito

34 Controlo de epilépsia

35 PU/PD, incontinéncia urinaria

36 Chegou a urgéncia prostrado, sem respostas a estimulos externos, abdomen
doloroso a palpacao, parametros vitais diminuidos

37 Mastectomia total da cadeia mamadria esquerda

18 Caquéctico, mucosas muito palidas e secas, descamagdo periocular bilateral,
seborreia seca generalizada, proveniente de canil

39 Controlo de epilepsia

40 Paralisia apds embate contra a parede

41 Paralisia por compressao medular entre L1-L.2

42 Prostrado e caquéctico

43 Anorexia, fezes moles, epistaxis, descamacao epilabial, onicogrifose

44 Caquexia e desidratagdo extrema. Pouco activa

45 Mastectomia total da cadeia mamadria direita

46 Diarreia profusa, prostrado, pouco reactivo aos estimulos externos, T* 40.4 °C,
proveniente de canil

47 Abdomen agudo, dificuldades de locomogao

48 Prostrada desde ha dois dias, diminui¢ao do apetite

49 Diarreia, perda de peso, T* 39.8 °C

50 Displasia da anca

51 Castragao

52 Epistaxis unilateral esquerda, petéquias na mucosa labial

53 Convulsodes, tremores, astenia, epilepsia

54 Lesdes vaginais compativeis com Tumor Venéreo Transmissivel

55 Laceragdo da ponta da cauda

56 Sindrome vestibular periférico por otite média

57 Emagrecimento repentino, PU/PD, ja lhe foi diagnosticado Leishmaniose em
2006, diminuicao do apetite

58 Caiu das escadas, muito prostrada, anoréctica

59 Descamacao periocular e epilabial coincidente com Leishmaniose cutdnea

60 Caquéctico, proveniente de um canil, onicogrifose
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Anexo 3. Resultados de hemograma obtidos pelo HVA de cada animal apds recolha de

sangue para tubo de EDTA.
RBC HCT HGB MCV MCH WBC
Animal  (5.50-8.50) = (37.-55.) (12.-18.) (60.-77.) | (18.50-30.) | (5.50-16.90)
1* 5.97 42.2 16.5* 70.6 27.59 57.9
2% 1.92 14.6 9.6 76.4 50.07 7.38
3* 4.07 25.0 11.1 61.4 27.31 6.68
4 5.97 40.0 15.1 67.0 25.35 4.78
5% 6.27 44.7 16.3 71.2 26.04 6.41
6 6.60 45.1 18.3 68.4 27.73 9.18
7 5.99 42.2 13.9 70.5 23.23 7.15
8* 6.15 44.9 15.4 73.1 25.02 18.21
9 3.70 27.4 16.5 73.9 44.58 7.26
10 431 30.1 14.4 69.9 33.37 3.82
11 4.74 30.9 11.0 65.2 23.20 32.21
12 4.89 37.3 21.4 76.3 43.73 15.25
13* 4.94 36.8 21.2 74.5 42.83 17.78
14* 3.29 15.9 9.7 48.2 29.41 8.79
15 2.89 22.2 12.7 76.8 43.89 7.96
16* 3.68 27.1 15.7 73.5 42.55 6.74
17* 3.22 25.1 12.8 78.0 39.93 9.62
18* 3.32 24.9 13.3 74.9 39.97 7.10
19 6.99 49.7 15.9 71.2 22.83 10.29
20% 2.50 18.5 10.6 73.8 42.21 6.44
21% 6.99 49.7 15.9 71.2 22.83 10.29
22 4.74 30.9 11.0 65.2 23.20 32.21
23% 3.78 29.0 16.3 76.7 43.18 13.87
24 6.98 49.2 16.5 70.4 23.66 12.79
25% 2.40 17.1 9.6 71.5 39.95 7.46
26* 3.45 22.6 12.2 65.4 35.29 6.36
27 3.42 26.5 17.3 77.7 50.51 16.25
28 4.40 30.3 16.8 68.9 38.27 25.14
29% 7.25 52.6 17.6 72.6 24.29 7.16
30%* 3.1 25 6.6 62 -—-- 2.24
31%* 4.99 39.7 19.5 79.5 39.07 10.77
32 3.29 15.9 9.7 48.2 29.41 8.79
33 8.34 36.7 15.4 44.0 18.53 16.67
34 5.54 26.4 12.3 47.6 22.21 5.09
35% 7.81 40.9 13.8 52.4 17.63 5.16
36* 1.57 11.9 9.6 76.2 61.35 14.04
37* 2.79 21.8 14.6 78.0 52.42 14.46
38%* 1.56 11.9 7.5 76.6 47.89 7.43
39% 3.24 24.6 16.9 75.9 52.15 9.36
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40* 2.03 17.2 14.0 84.7 68.91 10.90
41* 1.14 9.3 12.3 81.7 — 9.88
42%* 4.74 30.9 11.0 65.2 23.20 32.21
43* 6.79 46.9 14.9 69.1 21.96 5.64
44 4.54 33.0 11.8 72.7 25.93 27.54
45 7.19 37.8 14.3 52.6 19.87 15.95
46* 5.76 42.1 14.6 73.1 25.30 8.54
47 7.48 52.5 17.5 70.1 23.42 9.29
48 2.22 16.7 13.5 75.5 60.84 5.31

49 8.03 39.4 12.3 49.1 15.30 7.14
50 6.20 45.4 16.4 73.2 26.46 18.82
51* 7.62 56.5 17.9 74.2 23.54 12.44
52%* 5.57 39.6 13.9 71.0 24.98 8.77
53* 5.73 41.3 14.7 72.1 25.65 10.84
54 6.46 37.4 11.3 57.9 17.56 11.14
55 7.05 50.5 16.2 71.6 22.90 14.77
56 6.26 47.4 17.8 75.7 28.36 8.23
57* 5.25 39.5 13.8 75.1 26.30 18.04
58 9.30 62.0 19.3 66.7 20.80 8.63
59* 6.27 43.8 14.6 69.9 23.34 8.56
60* 2.5 23.3 10.2 67.4 65.0 -—--

Legenda: RBC — Eritrocitos; HCT — Hematocrito, HGB — Hemoglobina; MCV —
Volume Corpuscular Médio, MCH — Hemoglobina Corpuscular Média; WBC —
Leucocitos; * - Animais infectados com Lcan; [ |nimais com anemia;

[ ]- Animais com leucocitose.
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Continuacao do anexo 3

Animal | NEU LINF MONO EOS BASO PLT
(2.-12) (0.50-4.90)| (0.30-2) | (0.10-1.49) (0.-0.10) | (175.-500.)

1* 9.81 7.45
2% 4.10 2.38 0.75 0.10 0.05 115
3% 4.39 1.21 0.73 0.31 0.04 125
4 3.95 0.34 0.36 0.09 0.03 154
5% 4.00 1.23 0.74 0.40 0.04 306

6 5.71 1.67 0.84 0.87 0.09 472

7 4.66 1.30 0.93 0.25 0.02 320
g 15.02 0.84 2.08 0.23 0.04 284

9 5.65 0.47 0.78 0.26 0.10 182
10 2.37 0.61 0.37 0.44 0.03 301
11 29.40 0.73 1.87 0.18 0.03 187
12 11.23 2.35 1.33 0.25 0.08 323
13% 14.10 0.67 2.68 0.20 0.12 203
14* 5.08 1.37 0.39 1.90 0.06 361
15 6.66 0.23 0.99 0.03 0.05 96
16* 4.77 0.81 0.92 0.18 0.05 211
17% 7.12 0.69 1.13 0.62 0.07 27
18* 4.03 0.87 0.91 1.23 0.06 248
19 7.60 1.30 0.92 0.45 0.02 324
20% 3.71 1.90 0.55 0.22 0.05 236
21% 7.60 1.30 0.92 0.45 0.02 324
22 29.40 0.73 1.87 0.18 0.03 187
23% 11.17 0.86 1.63 0.16 0.06 257
24 8.29 2.02 2.20 0.24 0.03 566
25% 4.65 0.80 0.70 1.27 0.05 49
26* 5.53 0.35 0.30 0.14 0.03 82
27 8.66 0.54 111 5.92 0.02 86
28 20.65 0.66 3.39 0.28 0.16 112
29% 4.52 2.05 0.46 0.12 0.02 256
30% 1.7 0.29 0.19 0.05 0.02 170
31 9.38 0.44 0.73 0.17 0.07 329
32 5.08 1.37 0.39 1.90 0.06 361
33 12.60 1.01 1.07 1.91 0.09 345
34 3.04 0.85 0.58 0.61 0.01 362
35% 2.14 245 0.33 0.24 0.01 457
36* 12.34 0.46 0.95 0.22 0.07 251
37* 12.0 0.59 1.41 0.37 0.10 168
38% 5.90 0.47 0.95 0.05 0.06 217
39% 5.17 2.24 0.93 0.96 0.07 87
40* 9.24 0.58 0.80 0.20 0.07 291
41% 6.25 1.24 221 0.12 0.06 61
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42% 29.40 0.73 1.87 0.18 0.03 187
43% 3.80 1.18 0.54 0.10 0.02 150
44 17.82 2.25 6.77 0.69 0.02 329
45 8.70 5.87 0.86 0.48 0.05 174
46* 5.57 1.72 1.07 0.14 0.04 321
47 6.94 1.63 0.57 0.11 0.05 312
48 3.86 0.77 0.53 0.11 0.04 246
49 3.07 3.23 0.34 0.49 0.01 507
50 14.15 2.14 2.04 0.4 0.05 586
51 8.03 2.56 0.82 0.99 0.05 219
52% 6.43 1.36 0.54 0.4 0.01 58
53% 8.97 0.66 1.08 0.10 0.03 371
54 6.96 1.24 2.19 0.75 0.02 395
55 11.99 0.79 1.88 0.10 0.02 326
56 6.46 0.73 0.91 0.11 0.02 347
57* 14.40 1.44 1.92 0.25 0.04 515
58 6.10 1.58 0.60 0.34 0.01 290
59% 5.01 0.04 0.93 0.57 0.02 229
60* 135

Legenda: NEU — Neutréfilos; LINF — Linfécitos; MONO — Monocitos; EOS —
Eosinoéfilos; BASO — Basofilos; PLT — Plaquetas; * - Animais infectados com Lcan;

[ 1- Animais com neutrofilia; [ lnimais com trombocitopénia.
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Anexo 4. Resultados das bioquimicas e DNAtech obtidos apds recolha durante a

consulta para tubo de Heparina e tubo Seco respectivamente no HVA.

Dissertagdo de Mestrado em Medicina Veterinaria

Ureia | Creatinina PT Globulinas | Albuminas| ALT DNAtech
Animal | (7.-27.)| (0.5-1.8) |(5.2-8.2)  (2.5-4.5) (2.3-4.) | (10.-100.)
1* 13 0.9 6.1 3.1 3.0 103 Leish. + 1/80
2% 29 1.7 8.0 5.2 1.7 58 Leish. + 1/160
3* 48 1.8 10.8 8.4 2.4 10.0 Leish. + 1/160
4 11 0.6 7.0 3.5 3.5 10 -
5% 24 1.6 7.5 2.7 3.0 14 -
6 14 1.5 7.0 3.9 3.0 77 ----
7 13 1.2 6.2 4.0 2.2 70 -
8* 12 1.2 6.8 4.0 2.8 10 ----
9 50 1.6 6.2 33 2.9 136 -
10 23 0.7 7.0 4.1 2.9 37 ----
11 35 1.7 6.9 5.2 1.8 800 ----
12 12 0.5 5.6 3.5 2.1 10 -
13* 40 1.5 7.9 4.8 3.2 73 Leish. + 1/80
14* 61 2.5 54 2.5 2.9 30 -
15 23 0.9 7.9 5.5 2.4 18 Ricketsia +
Ricketsia e
16* 11 7.3 8.4 4.6 2.7 10 Ehrlichia +
17* 19 1.1 8.3 4.9 34 13 Leish.+ 1/160
18%* 15 6.1 3.6 2.5 85 Leish. + 1/160
19 9 0.6 6.8 3.5 2.9 10 ----
20* 33 1.9 8.9 6.5 2.9 64 Leish. + 1/240
21%* 9 0.6 6.4 3.5 2.9 10 ----
22 52 2.3 7.4 5.5 1.9 10 -
23%* 27 1.6 7.3 4.5 2.8 29 Ricketsia +
24 16 0.7 6.6 4.0 2.7 48 Leish. -
25% 26 1.1 5.6 4.0 1.6 10 Leish. + 1/160
26%* 7 1.0 11.0 9.1 1.9 515 Ehrlichia +
27 21 0.8 5.0 3.5 1.7 10 -
28 61 2.5 54 2.5 2.9 30 ----
29%* 17 0.9 6.5 3.5 3.0 10 ----
30%* 13 0.9 8.9 6.5 2.5 10 Leish. + 1/80
31* 17 1.1 6.9 4.1 2.8 26 ----
32 12 1.2 4.7 3.5 1.2 10 ----
33 35 1.0 6.2 4.0 2.3 790 -
34 16 0.7 6.6 4.0 2.7 48 -
35% 12 1.2 6.8 4.0 2.8 10 -
36%* 46 1.1 6.0 3.5 2.5 27 -
37* 19 0.8 7.0 4.6 2.4 54 -
38%* 43 0.6 9.2 7.8 1.4 21 Leish. + 1/240
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39* 24 1.0 6.5 3.5 3.0 30 ----

40* 14 0.6 7.0 3.7 3.3 10 ----

41* 17 0.5 5.8 3.4 24 108 ----

42% 52 23 7.4 5.5 1.9 10 Leish. -
43* 21 0.8 5.0 3.5 1.5 10 Leish. + 1/80
44 23 0.9 5.9 4.2 1.8 131 ----

45 13 1.4 7.9 54 2.5 ----

46* 42 1.9 6.2 3.4 2.8 53 Leish. + 1/160
47 17 0.8 6.8 3.8 3.0 10 ----

48 13 1.0 6.5 3.8 2.7 10 ----

49 23 1.0 6.8 4.1 2.8 10 ----

50 13 0.9 6.7 3.9 2.8 201 ----

51* 15 1.2 6.7 4.0 2.7 10 ----

52%* 14 0.9 6.5 3.8 2.7 10 Leish. + 1/80
53* 20 0.7 6.3 3.7 2.5 10 ----

54 6 0.8 6.1 4.2 1.9 10 ----

55 21 0.7 6.3 3.7 2.6 39 ----

56 20 0.8 6.6 3.6 3.0 10 ----

57* 36 2.7 6.2 4.7 1.5 10 Leish. + 1/80
58 29 1.0 6.8 3.5 33 25 ----

59* 15 0.9 7.6 5.1 2.5 10 Leish.+ 1/160
60* 33 1.9 9.3 3.4 4.1 112 Leish.+ 1/240

Legenda: PT — Proteinas Totais, ALT — Alanina Aminotransferase; * - Animais
infectados; [ |- Animais com niveis de ureia e creatinina aumentados; [ |-
Animais com hiperproteinémia; [ ]Animais com hipoalbuminémia; 1]

Animais com ALT aumentadas.
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Anexo 5. Resultados laboratoriais obtidos no LNIV.

Animal | IFI | DAT [PCR
1 1/200|1/200| -
2 1/200 [ 1/800 | -
3 1/200 [ 1/800 | -
4 - [1/800| nr
5 S+ [1/100| -
6 - - nr
7 - - nr
8 S+ [1/100| -
9 - - nr
10 - - nr
11 - - nr
12 - - nr
13 S+ [1/100| -
14 S+ |[1/100| -
15 - - nr
16 1/50 |1/100| -
17 - - -
18 1/50 [1/200| -
19 - |1/100| nr
20 1/50 |1/100| -
21 1/200 [ 1/800 | -
22 - - nr
23 1/50 [1/100| -
24 - - nr
25 1/100 [ 1/800 | -
26 1/50 [1/100| -
27 - - nr
28 - - nr
29 1/50 [ 1/200| -
30 1/50 [ 1/800| -
31 1/50 [1/400| -
32 - - nr
33 - - nr
34 S+ - nr
35 1/50 [ 1/800| -
36 S+ - -
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37 1/100 | 1/800 | -
38 - - -
39 1/100 | 1/800 | -
40 1/100 | 1/800 | -
41 S+ |1/100| -

42 S+ - -
43 1/100 | 1/800 | -
44 - - nr
45 - - nr
46 - 1/800 | -
47 1/100 | 1/400 | nr
48 - 1/800 | nr
49 S+ - nr
50 - 1/800 | nr

51 1/50 {1/100| -
52 1/100 | 1/800 | -
53 S+ |1/100| -

54 - 1/800 | nr
55 - - nr
56 - - nr
57 - - -

58 1/100 | 1/800 | nr
59 1/50 | 1/100 | -
60 1/100 | 1/400 | -

Legenda: IFI — Imunofluorescéncia Indirecta; DAT — Teste de Aglutinacdo Directa;

PCR — Polymerase Chain Reaction; S+ - Suspeito positivo; nr — ndo realizado
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Nimero | Sinais Alteracoes Alteracées Resultado | Resultado | Resultado | Observacodes
animal | Clinicos | Hematolégicas | Bioquimicas | DNAtech | IFI DAT

1 v X X 1/80 1/200 1/200 Sintomatico

2 v v v 1/120 1/200 1/800 Sintomatico

3 v v v 1/160 1/200 1/800 Sintomatico

5 X X X -—-- S+ 1/100 Assintomatico

8 X X X -—-- S+ 1/100 Assintomatico
13 v v v 1/80 S+ 1/100 Sintomatico
14 v v v ——- S+ 1/100 Sintomatico
16 v v X Neg 1/50 1/100 Sintomético
17 v v X 1/160 - - Sintomatico
18 v v v 1/160 1/50 1/200 Sintomatico
20 v v X 1/240 1/50 1/100 Sintomatico
21 X X X -——- 1/200 1/200 Assintomatico
23 X v X Neg 1/50 1/100 Assintomatico
25 4 4 4 1/160 1/100 1/800 Sintomatico
26 v v v Neg 1/50 1/100 Sintomatico
29 X X X -——- 1/50 1/200 Assintomatico
30 v v 4 1/80 1/50 1/800 Sintoméatico
31 X v X — 1/50 1/400 Assintomatico
35 X X X -——- 1/50 1/800 Assintomatico
36 X v 4 — S+ - Assintomatico
37 X v 4 — 1/100 1/800 Assintomatico
38 v v 4 1/240 - - Sintoméatico
39 X v X — 1/100 1/800 Assintomatico
40 X v X — 1/100 1/800 Assintomatico
41 X v X — S+ 1/100 Assintomatico
42 v v v Neg S+ - Sintomatico
43 4 X 4 1/80 1/100 1/800 Sintomatico
46 v X v 1/160 - 1/800 Sintomatico
51 X X X - 1/50 1/100 Assintomatico
52 v X X 1/80 1/100 1/800 Sintomatico
53 X X X - S+ 1/100 Assintomatico
57 v 4 v 1/80 - - Sintomatico
59 v X v 1/160 1/50 1/100 Sintomatico
60 4 4 4 1/240 1/100 1/400 Sintomatico

Legenda: v - Presente; X — Ausente; S+ - Suspeito positivo; Neg. - Negativo
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