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RESUMO

A quantificacdo da titulacdo de anticorpos para a monitorizacdo da resposta a
terapéutica em pacientes com Leishmaniose canina € controversa. Alguns estudos
afirmam que a mesma nao diminui nos primeiros meses apos o tratamento, enguanto
outros, mais recentes, afirmam que ha uma diminuicdo lenta e progressiva durante a
terapéutica. O proteinograma podera ser utilizado em alternativa como meio de
diagnostico auxiliar mas também como monitorizacdo terapéutica. O presente estudo
foi realizado numa amostra de 14 individuos da espécie Canis familiaris (n=14) com
Leishmaniose. O estudo teve como objetivo principal avaliar as alteracdes presentes
no proteinograma e perceber a sua evolugdo em 3 momentos de estudo diferentes:
diagnostico (M0); 30 dias ap0s inicio de terapéutica (M1) e 120 dias apos inicio da
terapéutica (M2). Para além do proteinograma, a titulacdo de anticorpos foi também
avaliada em 2 momentos diferentes, MO e M2. A maioria dos pacientes apresentou
alteracbes ao nivel das fracbes proteicas no momento do diagndstico:
hiperglobulinémia y e B associada a uma hiperproteinémia, hipoalbuminémia e
inversdo da relagdo albumina/globulina (A/G). Observou-se ainda: uma diminui¢ao
estatisticamente significativa das fra¢des a-2, B-, y-globulinas e de proteinas totais
(PTs); um aumento da relagdo A/G; e uma diminuicdo na percentagem de pacientes
com alteracdes ao nivel das fragBes proteicas em M2 revelando uma boa resposta a
terapéutica. Relativamente a titulacdo de anticorpos, a maioria dos pacientes nao
apresentou uma diminuicdo significativa desta apo0s terapéutica. Assim, a utilizacao
isolada de testes serolégicos ndo mostrou ser um método eficaz na monitorizagéo
terapéutica. Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que o
proteinograma podera ser um bom método de diagndstico auxiliar e constituir um

método eficaz na avaliacao da eficacia terapéutica.

Palavras-chave: Leishmaniose, Monitorizacdo terapéutica, Proteinograma,

Canideo



ABSTRACT

Quantification of antibody titration for monitoring response to therapy in patients with
Canine Leishmaniasis is controversial. Some studies claim that it does not decrease in
the first months after treatment, while others, more recent, claim that there is a slow
and progressive decrease during therapy. The proteinogram can be used alternatively
as a diagnostic aid but also as therapeutic efficacy monitoring. The present study was
conducted on a sample of 14 individuals of the Canis familiaris species (n = 14) with
Leishmaniasis. The study aimed to evaluate the proteinogram alterations and observe
its differences in 3 different moments of study: diagnosis (MO); 30 days after start of
therapy (M1), and 120 days after initiation of therapy (M2). In addition to the
proteinogram, antibody titration was also evaluated in 2 different moments MO and M2.
Most patients had changes at the level of protein fractions at diagnosis: y- and -
hyperglobulinemia associated with a hyperproteinemia, hypoalbuminaemia and an
altered albumin / globulin ratio (A/G). It was also observed: a statistically significant
decrease of the fractions a-2, 3-, y-globulin and total protein (PTs); an increase in A/G
ratio; and a decrease in the percentage of patients with changes at the level of M2
protein fractions showing a good response to therapy. Regarding the antibody titration,
most patients did not show its significant reduction after therapy. Thus, the single use
of serological tests showed not to be an effective method for therapeutic monitoring.
The results obtained in this study showed that the proteinogram might be a good
method to assist the diagnosis and provide an effective method in the evaluation of
treatment efficacy.

Key-words: Leishmaniasis, Proteinogram, Therapeutic monitoring, Dog



ABREVIATURAS E SIMBOLOS

°C — Graus Celsius

% - Percentagem

a-globulina — Alfa globulina
B-globulina — Beta globulina
y-globulina — Gama globulina

A/G - relacdo albumina globulinas
BID — A cada 12 horas

CD4+ - Células T - helper

CD8+ - Células T citotoxicas

DDT - Dichloro-Diphenyl-Trichloroethane
ADN — Acido Desoxirribonucleico
ARN — Acido Ribonucleico

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbant Assay
EV - Via endovenosa

FML - Ligando fructose-manose
g — Grama

IFI — Imunofluorescéncia Indirecta
IFN-y — Interferdo gama

IgA — Imunoglobulina A

IgE — Imunoglobulina E

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

IL — Interleucina

IM - Via Intramuscular

IRC — Insuficiéncia Renal Crénica
Kg — quilograma

mg — miligrama

MO — medula 6ssea

NK — Células Natural Killer

NO - Oxido Nitrico

PCR —polymerase chain reaction
PFA — Proteina de Fase Aguda
PTs — proteinas totais

PD — Polidipsia



PU - Poliuria

Th —T helpers

Sb3+ — Antimoniais Trivalentes

Sb5+ — Antimoniais Pentavalentes

SC - via subcutanea

SID — A cada 24 horas

SNC- Sistema Nervoso Central

TFC — Taxa Fracional Metabolica

Thl — Resposta imune T-helper tipo 1
Th2 — Resposta imune T-helper tipo 2
TNF-a — Factor de Necrose Tumoral alfa
VIH - Virus da Imunodeficiéncia Humana
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| - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Etiologia

A Leishmaniose Canina € uma doenga vetorial parasitaria, causada por um protozoario
pertencente ao género Leishmania, sendo transmitida pela picada de um pequeno
inseto vetor denominado Diptero flebétomo (Bafiuls et al., 2007; Solano-Gallego et al.,
2009). A distribuicAo geogréfica das espécies de Leishmania divide-se em
pertencentes ao “Velho Mundo” que inclui a Europa, Africa e Asia e pertencentes ao
“Novo Mundo” que inclui a América (Banuls et al., 2007) A Leishmania infantum é o
principal agente etiolégico responsavel pela Leishmaniose Canina nos paises do
“Velho Mundo”, sendo por isso nestes a espécie de maior importancia em Medicina
Veterinaria, considerando-se equivalente a Leishmania chagasi nos paises do “Novo
Mundo” (Greene, 2006; Solano-Gallego et al., 2009). Para completar o seu ciclo de
vida a Leishmania necessita de 2 hospedeiros, um hospedeiro intermediario
invertebrado representado pelo fleb6tomo onde esta presente a forma promastigota,
extracelular e flagelada (Figura 1A); e um hospedeiro definitivo vertebrado que é
representado pelo homem e o cédo onde é encontrada a forma amastigota, intracelular
e néo flagelada (Figura 1B) (Noli, 1999; Greene, 2006, Solano-Gallego et al., 2009).

A B

Figura 1. A - Cultura contendo a forma promastigota da Leishmania infantum (Adaptado de Greene, 2006). B -
Presenca de um grande nimero de formas amastigotas no interior e no exterior de macréfagos, proveniente de uma

citologia de medula éssea (Solano- Gallego et al, 2011).

Embora possa afetar outros vertebrados como por exemplo os felinos e os roedores,
os cdes domésticos (Canis familiaris) devido a sua proximidade com o humano,
apresentam as caracteristicas necessarias para serem reservatorios eficientes da L.
infantum. Apresentam ainda um intenso parasitismo cutdaneo e uma elevada
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prevaléncia da doenca, sendo por isso considerados os reservatérios principais da
mesma (Dantas-Torres, 2007). O fleb6tomo apresenta dimens@es muito reduzidas
(aproximadamente 2 a 3 mm de comprimento), corpo coberto de pélos e um voo
silencioso estando o0 seu pico de atividade relacionado com a presenca de
temperaturas elevadas (entre 15° a 28° C) associado a altos niveis de humidade e
auséncia de vento ou chuva. A sua atividade é preferencialmente noturna e
crepuscular desde o inicio da Primavera até ao fim do Outono nos paises do
Mediterraneo, e durante todo o ano nos paises da América do Sul (Sharma & Singh,
2008; Solano-Gallego et al., 2009).

O aparecimento de casos de Leishmaniose Canina em areas ndo-endémicas ou em
locais em que 0s insetos vetores se encontram ausentes sugere modos alternativos de
transmissdo da doenca incluindo a transmissado vertical (transplacentaria), horizontal
(transfusbes de sangue e venérea) (Figura 2) e a existéncia de vetores alternativos,
nomeadamente a carraga Rhipichefalus sanguineus e a pulga Ctenocephalides felis
felis (Coutinho et al., 2005; Freitas et al.,2006; Naucke & Lorentz, 2012).

#

o Transmissao
" vertical
= 3 l
\ 1\ Transfusdo

(2 ] Sanguinea

a4

Transmiss3o
Veneérea

Figura 2. Modos alternativos de transmisséo da doenca. (Adaptado de Solano-Gallego et al., 2011).

O ciclo de vida da Leishmania spp. (Figura 3) inicia-se quando a fémea do género
Phlebotomus se alimenta do sangue do hospedeiro vertebrado infetado, ingerindo as
formas amastigotas do parasita, as quais se encontram no interior dos macréfagos
(Noli, 1999). J& no hospedeiro intermediario, estas dirigirem-se para o intestino médio
do inseto, onde sofrem digestéo e se libertam dos macréfagos, iniciando uma série de
alteracdes morfolégicas onde se transformam em promastigotas com capacidade
infetante e de onde migram depois para o hipostoma do vetor (Killick-Kendrick, 2002;
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Nieves & Rondon, 2007). Ao puncionar o hospedeiro definitivo as formas
promastigotas sdo inoculadas juntamente com a saliva, na pele do mesmo
comportando-se como corpos estranhos e aderindo-se a superficie dos macréfagos e
outras células dendriticas, onde vao sofrer um processo de fagocitose, alojando-se
dentro de vacuUolos parasitéforos (fagolisossomas), 0s quais 0s separam dos
mecanismos de defesa da célula hospedeira (Greene, 2006; Ministério da Saude [MS],
2007). No interior dos fagolisossomas, 0s promastigotas transformam-se em
amastigotas, onde se multiplicam rapidamente por fissdo binaria de modo a destruirem
a célula hospedeira, conseguindo-se libertar e infetar novas células, propagando a
infecdo. As células fagocitarias infetadas provenientes da pele, migram em direcao a
circulagdo sanguinea e linfatica, atingindo os 6rgdos internos (MS, 2007).

Elnfecsdo hospedeiro vertebrade

D Flebétomo

~/
infectado Replicagdo de amastigotas

no interior da célula
hospedeira

Lesdes
dermatolégicas

ﬂ/ 1
A Flebstomo nio
infectado

C Ingestio de
macréfagos
infectados

B Macréfagos contendo
formas amastigotas no
seu interior

77 N
| S—
!
L
Transformagio
®

Libertagio das J =
f /7

s ot

\Macréfogo
Infectado

Figura 3. Ciclo de vida da espécie Leishmania infantum, responséavel pela Leishmaniose Canina. (Adaptado de Greene,
2006).
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2. Epidemiologia

Com excecdo da Antértica, a Leishmaniose tem vindo a ser diagnosticada em todo o
mundo (Greene, 2006). A espécie Leishmania infantum ¢€é endémica em
aproximadamente 50 paises, entre os quais Portugal, apresentando variadas taxas de
prevaléncia, que estdo na dependéncia das diferentes condi¢cdes climatéricas e
ecoldgicas, as quais influenciam a abundancia dos artrépodes vetores da doenca
(Noli, 1999; Solano-Gallego et al., 2009). Nas regiées endémicas a prevaléncia da
doenca em caes € normalmente inferior a 10%, ja que a maioria dos caes infectados
ndo desenvolve uma sintomatologia exuberante, atuando principalmente como
hospedeiros reservatérios do parasita (Solano-Gallego et al., 2009).
O aumento da incidéncia da doenca, nos ultimos anos, podera estar diretamente
relacionado com as alteragdes climéaticas experimentadas, as quais se associam a
uma maior atividade do vetor e consequentemente a uma maior transmissdo ao
homem e animais (Campino & Maia, 2010). Em Portugal, de acordo com o
Observatoério Nacional das Leishmanioses (criado devido a inexisténcia de um plano
nacional de diagndstico e controlo e com base em estudos de seroprevaléncia
realizados), a regido de Tras-os-Montes e Alto Douro, o concelho da Lous&, a sub-
regido da Cova da Beira, a regido de Lisboa, o distrito de Setubal, o concelho de Evora
e 0 Algarve sado consideradas zonas endémicas. S&o no entanto detetados em todo o
territério portugués casos de infe¢éo, embora esporadicos (ONLeish).

3. Patogenia

A patogenia da Leishmaniose é bastante influenciada pela relacdo existente entre o
hospedeiro e o parasita, onde uma série de fatores inerentes aos mesmos ira
influenciar o tipo a resposta imunitaria que é desencadeada, podendo ocorrer uma
variedade de manifestacdes clinicas e imunolédgicas, que vai desde a auséncia de
doenca clinica até a presenca de quadros clinicos graves (Campillo et al, 1999;
Solano-Gallego et al., 2009).
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3.1. Patogenicidade Parasita

Em relacdo ao parasita, a patogenicidade de determinadas espécies de Leishmania,
assim como os zimodemes correspondentes, irdo determinar diferentes tipos de
resposta imune por parte do hospedeiro, uma vez que os Ultimos podem ter diferentes

viruléncias e antigenicidades (Campillo et al, 1999).

3.2 . Hospedeiro

3.2.1. Resposta Imunitéaria

A resposta imunitaria desenvolvida pelo cdo no momento da infecdo e apos a mesma,
parece ser o fator mais importante na determinagdo do tipo de desenvolvimento e
progressdo da doenca (Greene, 2006). Os doentes podem-se classificar em: 1)
infetados clinicamente resistentes, quando ndo demonstram quadro clinico; ou 2)
clinicamente suscetiveis, quando este esta presente (Greene, 2006).

A resposta imunitaria inata ou inespecifica (que constitui a primeira linha de defesa)
inicia-se com a inoculagdo de promastigotas na pele do hospedeiro (Greene, 2006).
Gera-se assim uma resposta inflamatoria inicial onde predominam inicialmente os
neutréfilos e os eosindfilos, seguidos dos macrofagos 2 a 3 dias mais tarde (Aga et al.,
2002; Ferrer, 2002). As células assassinas naturais ou Natural Killer (NK) aparentam
ser as principais responsaveis pela manutencdo da infecdo na pele através da
producéo de Interferdo-gama (INF-y), o qual € um potente indutor da sintese de 6xido
nitrico (NO) ao nivel dos macrofagos, sendo responsavel pela eliminacao intracelular
do parasita apoOs ativagdo por antigénios do mesmo e pela Interleucina-12 (IL12)
(Ferrer, 2002). A apresentacdo dos antigénios aos linfocitos T auxiliares CD4+ ou T-
helper (Th), por parte das células apresentadoras de antigénios, vai desencadear uma
resposta imune adaptativa com a ativagdo e desenvolvimento de duas subpopulagbes
de linfocitos T- auxiliares CD4+ (Greene, 2006).

A resisténcia a infecdo esta, pois, associada a uma resposta imunitaria celular muito
ativa, apresentando entdo os doentes resistentes uma resposta de hipersensibilidade
do tipo IV ou tardia, baseada na producdo de uma forte resposta de linfocitos do tipo
T- auxiliares 1, (Th-1). Esta envolve a produc¢do de citoquinas como INF-y, factor de
necrose tumoral alfa (TNF-a), IL- 2 e IL -12, as quais induzem a ativagdo dos

macroéfagos para posterior eliminacao intracelular do parasita (Barbiéri, 2006). O papel
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da IL-12 é crucial no controlo da infecdo uma vez que induz a producao de INF-y por
parte das células polimorfonucleares e uma maior atividade das células NK, mantendo
deste modo uma resposta imunitaria eficaz dos linfécitos Th-1 (Ferrer, 2002; Barbiéri,
2006).
A suscetibilidade a infecdo, esta por sua vez relacionada com uma resposta imunitaria
do linfocitica T-helper tipo 2 (Th2) ou resposta imunitaria humoral, a qual envolve a
producdo de IL-4, IL5, IL-6 e IL-10, que inibem a ativacdo macrofagica e a
linfoproliferacdo, promovendo consequentemente a proliferacdo dos linfocitos B e a
producdo de anticorpos, 0os quais ndo apresentam uma funcao protetora, mas sim uma
acao prejudicial para o organismo devido a formacdo de imunocomplexos e a sua
consequente deposicdo na base das membranas das células, tecidos e orgaos
(Campillo et al.,1999; Noli, 1999; Selvapandiyan et al., 2012).
Contudo, a evidéncia dos 2 tipos de resposta, Thl e Th2, tem sido descrita em
doentes assintomaticos nos quais houve a producao de IL-2, INF- y e IL-10,
ocorrendo, portanto uma predominancia de IL-2 e INF- y, ndo se podendo atribuir a IL-
10 a responsabilidade pelo desenvolvimento de uma infecdo sintomatica (Barbiéri,
2006). A existéncia de uma dicotomia entre os diferentes tipos de linfécitos (Th1/Th2)
nos doentes (cdo e homem) ndo é ainda clara (Greene, 2006). Alguns estudos
realizados demonstraram o envolvimento dos linfocitos CD8+ citotoxicos na resisténcia
a infecdo por Leishmaniose Canina, sugerindo a sua participagdo na lise dos
macrofagos infetados apresentando-se pois como um mecanismo adicional a
resisténcia a doenca (Barbiéri, 2006).
O quadro clinico em individuos suscetiveis a infe¢do, pode desenvolver-se ao longo de
um periodo que pode ir desde 0s 3 meses até aos 7 anos apos infecdo. No ponto de
inoculag&o das formas promastigotas na pele do hospedeiro vertebrado forma-se uma
lesdo cutanea carateristica, ocorrendo a disseminacdo do parasita no interior dos
macréfagos via linfatica ou hemética (Campillo et al., 1999). A medida que ocorre o
desenvolvimento da doenga, ocorre disseminacdo geral do parasita com uma
colonizacdo mais frequente em 6rgaos como 0s ganglios linfaticos, bagco, medula
Ossea, figado, rins e pele, conduzindo ao desenvolvimento de uma reacdo
granulomatosa, onde um numero variavel de formas amastigotas pode ser detetado
(Ferrer, 2002). Contudo, também se podem encontrar les6es nos testiculos, prostata,
bexiga, pulmdo, intestino, globos oculares, Sistema Nervoso Central (SNC),
articulacbes e ossos (Campillo et al., 1999). Uma resposta humoral exagerada
favorece 0s mecanismos imunopatogénicos, devido a producdo massiva de
imunoglobulinas resultado da estimulagéo policlonal de linfécitos B, constituindo um
potencial dano para o hospedeiro devido a formacdo de imunocomplexos que se
17



podem depositar na parede dos vasos sanguineos originando vasculites, poliartrites,

uveites e glomerulonefrites (Ferrer, 2002).

3.2.2. Suscetibilidade

N&o se sabe até que ponto fatores como a idade, o sexo, 0 estado nutricional, a
genética, a presenca de doencas concomitantes, condi¢cbes de imunossupressao,
entre outros fatores, podem determinar as manifestacdes clinicas da infecdo (Solano-
Gallego et al, 2009). Estudos realizados recentemente demonstram que a
suscetibilidade a infecdo esta associada a um gene designado de N-RAMPI (natural
resistance associated macrophage protein 1), e que ragas suscetiveis como o Boxer,
Cocker Spaniel, Pastor Aleméo e Rotweiller apresentam mutagcfes ao nivel do mesmo
(Barbiéri, 2006; Greene, 2006). Ja o Podengo de lbiza é uma raca considerada
resistente, pois vivem em zonas endémicas e raramente manifesta sintomatologia
(Barbiéri, 2006). Um estudo realizado na Universidade de Barcelona, realizado por
Miranda et al. demonstrou uma prevaléncia da doenca em animais entre os 2 e os 4
anos e com idade superior a 7 anos, 0 que podera estar relacionar-se com o longo
periodo de incubacao do parasita (Miranda et al., 2008; The Center for Food Security
and Public Health [CFSPH], 2009).

4. Quadro Clinico

4.1. Sintomatologia

A apresentagdo clinica da Leishmaniose Canina é diferente em fungdo dos: 1)
mecanismos patogénicos ocorridos durante a evolucdo da doenca; 2) dos diferentes
orgaos afetados; 3) da diversidade das respostas imunitarias desenvolvidas pelo
hospedeiro definitivo (Solano-Gallego et al., 2009). As manifestagBes clinicas mais
frequentemente encontradas ao exame fisico sdo: a presenca de lesdes de pele;
linfadenomegalia generalizada; perda de peso progressiva;, atrofia muscular;
diminuicdo do apetite; letargia; esplenomegalia; lesdes oculares e onicogrifose sendo
gue a perda de peso progressiva e a atrofia muscular sdo os sinais clinicos mais
comuns da presenca de envolvimento visceral (Greene, 2006; Solano-Gallego et al.,
2009)
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As lesdes dermatolégicas constiiuem a manifestagdo clinica mais comum em
doentes sintomaticos, apresentando uma prevaléncia de 56 - 90% e podendo ocorrer
isoladamente ou em conjunto com outros sinais clinicos (Greene, 2006; Solano-
Gallego et al., 2009). Em geral, variam em carater e extensdo, e raramente sao
pruriticas (Greene, 2006). A maioria dos animais desenvolve uma alopécia progressiva
e simétrica, localizada sobretudo na face ao nivel da regido periocular e perilabial,
difundido-se pela restante superficie corporal (Noli, 1999). Das afecdes analisadas
fazem parte a dermatite esfoliativa (Figura 4A) (associada a descamacdo na face,
orelhas e membros), a dermatite ulcerativa (sobre proeminéncias ésseas, juncdes
mucocutaneas, membros, cavidade nasal e pavilhdo auditivo, entre outras),
despigmentagdes, paniculites, hiperqueratoses nasais/digitais e erupgdes pustulares,
entre outras (Solano-Gallego et al.,, 2009). No que respeita as lesGes oculares e
perioculares (apesar de menos frequentes), estas constituem uma manifestacéo
clinica isolada da doenca em mais de 15% dos casos clinicos, sendo mais comuns as
conjuntivites (Figura 4B), queratoconjuntivites secas (devido a destruicdo do aparelho
lacrimal por parte das formas amastigostas do parasita), blefarites, dermatites

perioculares e uveites linfoplasmocitarias ou granulomatosas (Noli, 1999; Greene,
2006; Solano-Gallego et al., 2009).

Figura 4. A - Dermatite esfoliativa com descamacéo da face e extremidades das orelhas (Adaptado de Greene, 2006).

B - Blefarite e conjuntivite purulenta (Adaptado de Solano-Gallego et al., 2011).

A nivel renal a deposi¢cdo de imunocomplexos ao nivel da membrana basal do
glomérulo, vai originar uma glomerulonefrite membronoproliferativa e/ou
mesangioproliferativa. O diagnéstico precoce de doenca renal é fundamental, uma vez
gue esta pode ser a Unica manifestacao clinica da doenca, podendo progredir desde
uma simples proteindria até uma sindrome nefrética ou ao estadio final da doenca
renal. Nestes casos, a Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) € uma manifestacdo da
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progressao da doencga, surgindo como a principal causa de morte em doentes com
Leishmaniose (Solano-Gallego et al., 2009). A presenca de linfoadenomegalia
(generalizada ou localizada), é também uma manifestacdo clinica muito comum
aparecendo jA numa fase inicial da doenca (Noli, 1999; Vulpiani, 2011). Sinais como
poliartites imunomediadas e a presenca de epistaxis sdo outros exemplos da
expressao clinica da doenca (Noli, 1999; Vulpiani, 2011). Diatéses hemorragicas
podem ser observadas e estdo relacionadas com a presenca de uma
hiperglobulinémia, (a qual interfere com a polimerizacéo da fibrina), com um sequestro
esplénico de plaquetas, com uma trombocitopenia por hipoplasia ou aplasia medular e
com uma vasculite provocada pela deposicdo de imunocomplexos (Silva, 2007). Mais
raramente pode ainda observar-se a presenca de miocardite multifocal, hepatite
cronica proliferativa, diarreia cronica, melena, e a presenca de doenca neurolégica
(devido a lesdo da barreira hematoencefalica provocada pelo parasita) (Noli, 1999;
Marcondes et al., 2006; Silva, 2007). Também ndo é raro que um doente com
Leishmaniose possa apresentar outras doencas parasitarias, nomeadamente,
Ehrlichia, Babesia, Hepatozoon, Trypanosoma, e Dirofilaria, principalmente em locais
onde estes parasitas sdo endémicos (Greene, 2006).

4.2. Quadro laboratorial

Em termos laboratoriais os achados mais frequentes séo hiperproteinémia associada a
hiperglobulinémia e hipoalbuminémia e um ligeiro aumento das transaminases
hepéaticas. Um aumento pronunciado destas enzimas é indicativo de lesdo hepética
grave indicando que possivelmente o individuo ja se encontra num estadio final da
doenca (Campillo et al., 1999; Greene, 2006). A presenc¢a de anemia, € também um
achado bastante frequente, podendo estar relacionada com a presenca de
hemorragias ativas a qual se adiciona uma diminuicdo da eritropoiese resultado da
aplasia da medula 6ssea, ou devido a presenca de IRC. A anemia ndo regenerativa
(normocitica e normocrémica) € a mais comum, contudo uma anemia regenerativa
hemolitica devido aos mecanismos imunomediados também pode ser observada
(Soares et al.,, 2005; Greene, 2006). O desenvolvimento de uma trombocitopenia
devido a deposi¢do de imunocomplexos, autoanticorpos e supressdo da medula
0ssea, pode ser também observado (Greene, 2006) As lesdes a nivel renal, mais
propriamente no glomérulo, causadas pela deposicdo de imunocomplexos, aumentam
a permeabilidade dos capilares glomerulares a passagem de proteinas plasmaticas,

mais especificamente da albumina, resultando em proteindria, (relacdo
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proteina/creatinina urinaria > 0.5) (Soares et al., 2005). Apesar das lesdes a nivel renal
serem frequentes, a presenca de azotemia renal é quase sempre um achado
laboratorial invulgar e normalmente apenas evidente quando a maioria dos nefrénios ja
se encontram disfuncionais (Solano-Gallego et al., 2009). A presenca de outras
alteracBes hematoldgicas como a leucocitose, leucopenia e linfopenia também sao
comuns, assim como alteracfes ao nivel do perfil lipidico sérico, apresentando-se pelo
aumento do colesterol sérico total, associado a um aumento dos niveis de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e uma diminuicdo dos niveis de lipoproteinas
de alta densidade (HDL) (Durgut, 2012). Tal condicdo podera estar relacionada com o
facto do colesterol ser essencial a manutencéo da infec¢cdo no hospedeiro vertebrado,
uma vez que possibilita a entrada do parasita no interior dos macréfagos através de

uma série de ligages a superficie celular (Ottoni, 2010).

5. Diagnostico

O diagnostico da Leishmaniose Canina é complexo jA que os sinais clinicos e
laboratoriais séo variaveis e inespecificos (Solano-Gallego et al., 2009). Embora os
individuos infetados apresentem um quadro clinico e laboratorial sugestivo de infecao,
um diagnéstico preciso envolve a utilizacdo de técnicas de diagnostico especificas
seroldgicas, moleculares, de microscopia e de cultura (Campillo et al., 1999; Gradoni,
2002).

5.1. Testes Serolégicos

Os testes serologicos consistem na detecdo (qualitativa e quantitativa) de anticorpos
especificos anti-leishmania, nomeadamente imunoglobulinas do tipo IgG. Apresentam
alta especificidade e sensibilidade, exigindo contudo para a obtencdo de um
diagndstico seropositivo, a presenca de um elevado nivel de anticorpos na circulacéo
sanguinea (Gradoni, 2002). O periodo de seroconversao dura cerca de 1 a 3 meses,
sendo impossivel a detecdo de anticorpos neste periodo (Campilo et al., 1999). Uma
percentagem varidvel dos doentes desenvolvem sintomatologia clinica e apresentam
altos titulos de anticorpos, enquanto que outros (mais resistentes) podem apresentar
uma titulagdo de anticorpos fracamente positiva ou indetetavel (Quinnell et al., 2001).
A titulacdo de anticorpos deve ser repetida no mesmo laboratério 6 meses ap6s o

inicio do tratamento devido a longa semi-vida da imunoglobulina IgG. A utilizagéo
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desta na monitorizacdo do tratamento € controversa, uma vez que alguns estudos
mostram que a mesma nao diminui nos primeiros meses apds o tratamento, nao
sendo por isso, um método satisfatério para a monitorizacdo do desenvolvimento
clinico da doenca Adicionalmente parece néo existir uma correlacdo entre o nivel de
anticorpos e a gravidade dos sinais clinicos (Ferrer et al., 1995; Solano-Gallego et al.,
2009). Contudo, estudos mais recentes demonstram que ha uma diminuicdo lenta e
progressiva das imunoglobulinas 1gG e IgA, associadas a uma recuperacdo do estado
clinico do doente (Rodriguez et al., 2006). Um estudo realizado por Vercammen et al.,
em 2002 demonstrou que a quantificacdo da IgG2, pela realizacdo do teste ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), é ser um bom marcador da eficacia
terapéutica uma vez que € possivel verificar uma diminuigdo da sua concentragdo em
situacdes em que o tratamento € bem sucedido (Vercammen et al, 2002).

Assim, alguns doentes vao apresentar uma diminuicdo significativa na titulacdo de
anticorpos associada a uma melhoria clinica ao fim de 6 a 12 meses de tratamento, ja
outros podem nunca vir a apresentar uma diminui¢cdo dos niveis de anticorpos apesar
de apresentarem melhorias clinicas. Contudo, um aumento abrupto no titulo de
anticorpos € sempre interpretado como um sinal de recidiva em individuos que
descontinuam o tratamento (Solano-Gallego et al., 2009). Tem vindo a ser sugerido
gue pacientes clinicamente saudaveis, mas que apresentem seropositividade sejam
segregados consoante o titulo de anticorpos que exibem, ou seja, doentes com altos
niveis de anticorpos devem ser tratados como doentes; enquanto que 0s cades que
apresentem baixos niveis de anticorpos devem ser novamente testados e
monitorizados a cada 3-6 meses. Estas técnicas apresentam como desvantagem o
aparecimento de falsos-positivos devido a reactividade cruzada com outras doencas

nomeadamente a Ehrlichiose, a Rickettsiose e a Toxoplasmose (Gomes et al., 2008).

5.1.1. Imunofluorescéncia Indireta

A Imunofluorescéncia Indirecta (IFl) é considerada o método eleigcdo/padrédo dentro
dos métodos seroldgicos, sendo recomendada a sua utilizacdo como técnica de
primeira linha pelo Gabinete Internacional de Doencas Epizoo6ticas (Office International
Epizooties) (Gradoni, 2002). Esta técnica permite detetar e quantificar os anticorpos
presentes no soro de um animal infetado através de uma série de diluicdes do mesmo
com antigénios provenientes do parasita da Leishmania, sendo adicionado,
posteriormente, um anti-anticorpo conjugado com fluoresceina para futura visualizacéo

num microscépio de fluorescéncia (Kaneko et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009).
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Este método apresenta uma alta especificidade e sensibilidade para a detecdo de
Leishmaniose Canina, considerando-se positivo uma titulacdo de anticorpos nas
diluicdes de 1/40 a 1/160, consoante os diferentes laboratérios. A presenca de altas
titulagcbes seroldgicas associada a manifestacbes clinicas tipicas da doenca é
considerada sempre um diagndstico confirmativo da doenga, enquanto a presenca de
uma titulacdo de anticorpos que se encontre no limiar da positividade requer, ou a
repeticdo do exame passado 3 a 4 meses, ou a confirmag¢do por outros métodos de
diagndstico (Solano-Gallego et al.,, 2011). Outros testes serolégicos de diagndstico,
tais como o método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), baseado na
reacdo antigénio-anticorpo e o Teste de Aglutinacdo Direta, baseado na formacéo de
agregados de anticorpos e antigénios, sdo também muito utilizados (Vulpiani et al.,
2011).

5.1.2. Testes rapidos imunocromatograficos

Os testes rapidos imunocromatograficos tém vindo a ser cada vez mais utilizados uma
vez que sao faceis de usar e apresentam resultados qualitativos no local. Contudo,
apesar de apresentarem uma boa especificidade a sua sensibilidade é variavel
(Solano-Gallego et al., 2011).

5.2. PCR (Reacdao de Polimerase em Cadeia)

A utilizacao de técnicas de biologia moleculares, como o PCR (Reacédo de Polimerase
em Cadeia, Polimerase Chain Reaction, em inglés) que tem como objetivo a detecdo
de &cido desoxirribonucleico (ADN) do parasita nos tecidos de um individuo suspeito
de doenca, permite um diagnostico exacto e especifico (Quinnell, 2001). Pode utilizar-
se amostras de sangue, pele, ganglios linfaticos, conjuntiva e medula éssea onde é
possivel a detecdo da presenca de ADN de Leishmania em tecidos ou sangue de
individuos clinicamente saudaveis que habitam zonas endémicas, indicando que os
mesmos sdo portadores da infecdo, podendo mesmo néo vir a desenvolver sinais
clinicos da doenga (Quinnel, 2001; Solano-Gallego et al., 2009). Em contrapartida a
presenca de uma titulacdo de anticorpos elevada em individuos clinicamente
saudaveis pode significar o desenvolvimento de uma futura doenca clinica (Solano-
Gallego et al., 2011).
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5.3. Microscopia e Cultura

O diagnéstico de Leishmaniose pode ser confirmado pela observacdo direta das
formas amastigotas em amostras provenientes de animais infetados (método directo),
ou através da detecdo de formas promastigotas em culturas realizadas a partir das
mesmas (método indirecto). A visualizacdo e detecdo das formas amastigotas séo
normalmente provenientes de esfregacos citoldgicos dos ganglios linfaticos, medula
Ossea e baco (Solano-Gallego et al., 2009). A forma promastigota pode ser isolada
através da colocacdo de amostras de animais infetados em meios de cultura sélidos,
nomeadamente o meio NNN (Nicole-Novy-McNeal), podendo ser observado um
crescimento ao fim de 3 dias de incubagdo a uma temperatura de entre 22 e 26°C.
Contudo, outros meios de cultura liqguidos podem ser utilizados, nhomeadamente o
meio de cultura RPMI-1640 e o meio Schneider, enriguecidos com vitaminas,
aminoacidos e outros constituintes essenciais para o0 crescimento celular (Singh,
2006). Estes 2 métodos de diagndstico apesar de apresentarem alta especificidade
(100%), demonstram uma baixa sensibilidade (60%) devido ao facto de uma grande
parte das amostras dos ganglios linfaticos e medula déssea apresentarem baixa
densidade parasitaria (Gradoni, 2002).

5.4. Outros Testes

Individuos considerados resistentes apresentam uma forte resposta imune de tipo
celular, na tentativa de avaliar essa resposta, alguns testes como o Teste de
Montenegro, sao utilizados. Este é baseado na resposta de hipersensibilidade tardia e
consiste na inoculagéo intradérmica de formas promastigotas da Leishmania, com
posterior avaliacdo as 48 e 72 horas. Doentes que apresentem uma infeccao
subclinica, que se encontrem numa fase inicial da doenca ou aqueles que respondem
eficazmente ao tratamento irdo apresentar uma reacéo no local da inoculagcédo sendo o

resultado considerado positivo (Solano-Gallego et al., 2001).

6. Terapéutica

O tratamento de animais com Leishmaniose é complexo e ndo totalmente eficaz. A

eliminac&o total do parasita com os farmacos disponiveis é rara pelo que na maioria
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das vezes apenas se consegue uma remissdo dos sinais clinicos (cura clinica)
(Campillo et al., 1999).

Apesar dos protocolos de tratamento melhorarem a condic¢ao clinica do doente, estes
ndo previnem o aparecimento de recidivas que normalmente ocorrem ao fim de 6
meses até 2 anos apés o final do tratamento (Baneth, 2002). Estudos publicados em
2011 utilizando diferentes protocolos terapéuticos, demonstraram uma reduc¢do da
infeciosidade dos animais infetados para os insetos vetores, sugerindo que 0s animais
sujeitos a tratamento ndo irdo desempenhar um papel primordial na propagacéo da
doenca, o que diminuiu os riscos epidemiolégicos para 0 homem e restantes animais
(Mir6 et al., 2011). Para a realizacdo de um tratamento adequado € necessério a
obtencdo de um diagndstico precoce e uma avaliagdo do estado geral do doente
(Campillo et al.,1999; Noli, 1999). Apos o tratamento, € necessaria a monitorizacdo do
mesmo através da repeticdo de exames realizados apds o primeiro ciclo de tratamento
e depois a cada 3 a 6 meses. Se apds um ciclo de tratamento o individuo nao evoluir
positivamente, deve instituir-se uma nova terapéutica a qual poderad passar pela
mudanca do farmaco ou da dose utilizada inicialmente (Solano-Gallego et al., 2009). A
grande maioria dos doentes apresenta uma melhoria significativa no primeiro més de
terapéutica, contudo para outros é necessdario um tratamento prolongado para que se
possam observar melhorias clinicas (Solano-Gallego et al.,, 2011). Os farmacos
atualmente licenciados na Europa para o tratamento especifico de Leishmaniose
Canina sdo o antimoniato de meglumina, a miltefosina e a aminosidina. (Solano-
Gallego et al., 2009).

6.1. Antimoniais Pentavalentes

Os Antimoniais Pentavalentes (Sh5+) tém sido utilizados como farmacos de primeira
escolha no tratamento de leishmaniose canina e humana (Greene, 2006). O seu
mecanismo de acdo esta relacionado com a inibicdo das enzimas protozoérias
responsaveis pela glicolise e oxidacdo de &cidos gordos, bloqueando deste modo o
seu metabolismo (Baneth, 2002). Dois compostos sdo normalmente utilizados: o
Antimoniato de Meglumina e o Estibogluconato de Sodio, sendo que o primeiro € o
mais utilizado (Greene, 2006). Como ndo é absorvido, se for dado por via oral, o
antimoniato de meglumina deve ser injetado diariamente por via intramuscular (IM),
subcutanea (SC) ou endovenosa (EV) o que pode causar alguns efeitos adversos
como claudicacfes, inflamacdes locais e tromboflebites (Noli,1999; Greene, 2006). O

protocolo terapéutico mais utilizado consiste na administracdo de uma dose diaria de
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75 a 100mg/kg, a cada 24 horas (SID) ou 40 a 75mg/kg a cada 12 horas (BID), SC,
durante um periodo de 3 a 4 semanas (Solano-Gallego et al., 2011). A farmacocinética
deste farmaco demonstra que 80% é excretado na urina ao final de um periodo de 9
horas ap6s a sua administracdo, sendo uma pequena parte reduzida ao seu composto
téxico, os antimoniais trivalentes (Sb3+), os quais se acumulam no organismo
(Greene, 2006). A administracdo da dose recomendada deste farmaco raramente
causa sinais de toxicidade, a menos que seja administrado diariamente num periodo
superior a 2 meses ou administrado em pacientes com problemas cardiacos, renais ou
hepaticos (Greene, 2006). Em doentes que apresentam insuficiéncia renal e hepética,
€ utilizada a dose de 50mg/Kg/SID com o objetivo de minimizar os efeitos secundarios
deste farmaco. A utilizacdo deste farmaco pode ser dispendioso e causar resisténcias
(Baneth, 2002; Vulpiani et al., 2011).

6.2. Analogos das Purinas

O alopurinol é um analogo da purina, sendo metabolizado pelo parasita da leishmania
e incorporado no seu acido ribonucleico (ARN), provocando alteragbes na traducéo
proteica e consequentemente interrupcdo da multiplicacdo do parasita, apresentando
deste modo uma atividade leishmaniostatica (Noli, 1999). Tem como vantagens o fato
de ser menos dispendioso, apresentar bons resultados no melhoramento do quadro
clinico do doente, ser de administracdo oral e apresentar poucos efeitos adversos
(Greene, 2006). A dose recomendada pode variar amplamente, contudo, esta
recomendada a utilizacdo de uma dose de 10mg/kg/BID, via oral durante 6 a 12 meses
(Solano-Gallego et al., 2011). Quando administrado durante um periodo de 2 a 3
meses, permite melhoramento clinico moderado assim como a restauracdo dos
parametros bioquimicos, em particular das proteinas de fase aguda (PFA) resultantes

da inflamacéo (Farca et al., 2012).

6.3. Associacdo dos antimoniais pentavalentes com alopurinol

O uso isolado de antimoniato de meglumina ndo previne o aparecimento de recidivas,
por isso é comum a combinagé@o deste Ultimo com outro farmaco, nomeadamente o

alopurinol, constituindo assim o protocolo de primeira linha utilizado no tratamento de
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Leishmaniose Canina (Greene, 2006; Solano-Gallego et al., 2009). Os doentes
tratados com este protocolo demonstram um longo periodo de remissao clinica,
comparativamente aos que apenas realizam o tratamento com apenas um sé farmaco
(Farca et al., 2012). Ap6s o fim da terapéutica combinada, recomenda-se o0 uso do
alopurinol durante os 6 e 10 meses seguintes, sendo que a duracdo do tratamento
com o0 mesmo vai depender da gravidade da doenca, da resposta clinica e
parasitolégica e da tolerdncia individual a este farmaco. A descontinuacdo do
alopurinol deve ser realizada na presenca de uma recuperacdo fisica e clinico-
patoldgica assim como na presenga de uma diminuigdo significativa da titulagdo de
anticorpos. Também deve ser feita uma descontinuacéo se nao for possivel controlar a

xantinuria, evitando, deste modo o risco de urolitiase (Solano-Gallego et al., 2011).

6.4. Miltefosina

A miltefosina aprovada para o uso em canideos, oferece uma nova opgédo de
terapéutica e de estratégia alternativa no controlo da Leishmaniose Canina. Trata-se
de uma molécula com atividade anti-tumoral e anti-protozoaria com uma via de
administracdo oral na dose de 2 mg/kg/SID durante 28 dias para o controlo da
leishmaniose (Solano-Gallego et al., 2011). Apresenta baixa toxicidade, embora alguns
efeitos gastrointestinais tenham sido reportados, como vémitos e diarreia (Vulpiani et
al., 2011). Apresenta também um potencial efeito teratogénico, estando contraindicada
a sua utilizacdo em cadelas gestantes. Em machos tratados com miltefosina esta
descrita uma diminuicdo do ejaculado, ndo se podendo afirmar a existéncia de um
efeito direto no sistema reprodutor masculino, causada por este farmaco (Dorlo et al.,
2012).

Tal como os outros farmacos, a miltefosina ndo tem a capacidade de eliminar
totalmente o parasita em individuos infetados, limitando-se a uma redugdo da carga

parasitaria presente em amostras dos linfonodos (Farca et al., 2012).

6.5. Anfotericina B

A Anfotericina B € um antifiingico que apresenta uma boa eficacia contra alguns
protozoarios, estando limitada a sua utilizacdo devido uma série de desvantagens,
como a alta nefrotoxicidade (Noli, 1999; Solano-Gallego et al., 2009). Para minimizar
os seus efeitos secundarios, deve ser diluido numa solugéo glicosada e administrado
por via endovenosa lenta, uma vez ao dia, em dias alternados, numa dose de 0,5 a 0,8

mg/kg, durante 2 meses (Noli, 1999; Solano- Gallego et al., 2009).
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6.6. Pentamina

A pentamina é uma diamina aromatica que tem a capacidade de interferir com o ADN
do protozoério, sendo administrado por via intramuscular na dose de 4mg/kg, duas
vezes por semana, durante 4 a 7 semanas (Baneth, 2002; Noli & Auxilia 2005). Pode
provocar irritagdo muscular no local da injecdo, hipotensdo, taquicardia e vomitos.
(Greene, 2006).

6.7. Aminosidina

A aminosidina € um antibiotico aminoglicosideo que atua por modificagdo da sintese
proteica do parasita, podendo ser administrado na dose de 5 mg/Kg BID, via IM ou SC,
durante 3 a 4 semanas (Noli & Auxilia, 2005). Nao deve utilizado como terapia de
primeira escolha em quadros de leishmania devido a sua elevada nefro- e

ototoxicidade (Solano-Gallego et al., 2009).

A maioria dos farmacos utilizados no controlo da doenga ndo consegue assegurar uma
eliminac@o total da carga parasitaria e apresenta alta toxicidade. Outros farmacos
como o metronidazol, o cetoconazol, a espiramicina, a marbofloxacina e a
enrofloxacina tém vindo a ser avaliadas na terapéutica da Leishmaniose (Solano-
Gallego et al., 2009, Farca et al., 2012).

Recentemente, um novo produto imunomodulador baseado numa suspensédo oral de
domperidona, foi disponibilizado para o tratamento e prevencdo da Leishmaniose
(Gomez-Ochoa et al., 2012). A domperidona atua como antagonista da dopamina,
promovendo a libertagdo de serotonina, a qual estimula a producdo de prolactina.
Esta dltima, promove a resposta imunitaria celular do tipo Thl, com respetiva
producdo de IL-2, IL-12, INF- y e TNFa, levando a ativacdo dos macréfagos e
respetiva morte celular. Trata-se de um medicamento que apresenta como vantagens
o fato de ser de ser administrado por via oral, ndo ser dispendioso e poder ser utilizado
em doentes com insuficiéncia renal, a qual é uma das mais frequentes complicacdes
da leishmania (Gémez-Ochoa et al., 2009). Em animais nao infetados pode funcionar
como um método preventivo, uma vez que a administracdo repetida promove um
aumento da capacidade fagocitica dos neutréfilos e mondcitos, aumentando assim a
resisténcia a infe¢do. O protocolo utiliza o farmaco na dose de 0,5 mg/kg/SID, durante
30 dias consecutivos, de 4 - 4 meses, comecando na época de inicio de atividade do

fleb6tomo (Maio e Junho) (Llinas et al., 2011).
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O prognostico da leishmaniose canina € dificil de estabelecer e vai depender da
condicao clinico-patolégica inicial do doente e da sua resposta especifica a terapéutica

instituida (Solano-Gallego et al., 2011).

7. Controlo e prevencéao

O controlo da Leishmaniose Canina tem como objetivo a reducédo do nimero de casos
de leishmaniose. Esta ainda podera traduzir-se nhuma diminuicdo de prevaléncia em
humanos. Deste modo, é necessario implementar métodos de controlo de modo a
evitar a transmisséo e progressao da doenca (Vulpiani et al.,2011).

A manutencdo dos animais dentro de casa na hora de maior atividade do fleb6tomo, a
reducdo dos micro-habitats favoraveis ao desenvolvimento do inseto e o uso de
inseticidas ambientais e tépicos, sdo exemplos de métodos preventivos utilizados. A
utiizacdo de inseticidas topicos a base de piretroides sintéticos em variadas
concentracdes tem uma acao repelente e tdxica muito forte, suficiente para desorientar
e irritar o inseto, resultando na auséncia ou diminui¢cdo da sua alimentacao e inclusivé
na sua morte contribuindo nao s6 na prevencgéao da picada, mas também na diminui¢éo
do nuamero de fleb6tomos infetados. Podem ser utilizados em forma de colar
impregnado com deltametrina a qual promove uma protecdo durante 6 meses, em
forma de spot-on tépico com permetrina a 50% e imidaclopride a 10% com uma
duracédo de acdo de aproximadamente 3 a 4 semanas e em forma de sprays a base de
1.9% de permetrina e 0.02% de piriproxifen (Vulpiani et al., 2011).

A utilizagdo de inseticidas ambientais, como os DDT (Dichloro-Diphenyl-
Trichloroethane), tem vindo a ser debatida, uma vez que apresenta altos custos,
dificuldades na aplicagdo e possibilidade de ocorrerem resisténcias, contudo, este
método pode ser bastante efetivo, uma vez que a diminuigdo dos vetores leva a uma
diminuic@o da transmissédo (Vulpiani et al., 2011).

O desenvolvimento de vacinas que confiram imunidade contra a leishmaniose
representa um meétodo eficaz no controlo da leishmaniose humana (Giunchett et al.,
2008). Atualmente trés vacinas estédo licenciadas e a ser comercializadas, duas no
Brasil, e apenas uma na Europa. A Leishmune ®, vacina viva atenuada e foi a primeira
vacina a ser comercializada em 2003 no Brasil, a qual utiliza um antigénio purificado
isolado de promastigotas da espécie Leishmania donovani, associado a um adjuvante,
a saponina, que potencia a resposta a imunitaria, aumentando o nimero de linfocitos
CD8+ citotdxicas. Trata-se de uma vacina que induz um padrdo imunolégico

caraterizado pelo aumento dos niveis INF-y, oxido nitrico (NO), assim como a
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promocdo da ativacdo precoce e da persisténcia dos neutréfilos e mondcitos.
Apresenta bom efeito protetor (98%) e uma acdo imunoterapéutica quando utilizada
uma dose de saponina superior. (Palatnik-de-Sousa, 2012). A outra vacina em
comercializacdo é a Leish-Tec ®, uma vacina proveniente de DNA antigénico, lancada
em 2008 no Brasil e consiste numa vacina recombinante que expressa o antigénio A2
da L. donovani, associada a uma saponina, como adjuvante (Vulpiani et al., 2011). Ao
contrario da Leishmune, que foi exaustivamente investigada, apenas alguns estudos
testando a eficacia desta vacina foram elaborados e publicados (Palatnik-de-Sousa,
2012). No inicio de 2011, uma nova vacina de nome CaniLeish® foi licenciada e
comercializada na Europa, sendo langada inicialmente em Portugal, Espanha, Italia,
Franca e Grécia, apresentando 92% de eficacia. E uma vacina cujo antigénio consiste
em proteinas denominadas Secretadas-Excretadas (ESP) resultantes de
sobrenadantes de culturas de Leishmania infantum e apresenta como adjuvante uma
saponina purificada (Palatnik-de-Sousa, 2012). A resposta imune é caracterizada pela
presenca de uma linfoproliferacdo, ocorrendo um aumento do nimero de linfécitos T
produtores de INF-y, o que aumenta a atividade leishmanicida por parte dos
macroéfagos, reduzindo assim, a carga parasitaria intracelular. Para além destes
efeitos, também estimula a eliminacdo das formas amastigotas intracelulares pela
inducéo da via de 6xido nitrico (NO) (Moreno et al., 2012; Palatnik-de-Sousa, 2012)

8. Leishmaniose e Saude Publica

Por todo 0 mundo, existem cerca de 12 milhdes de pessoas infetadas e 350 milhGes
estdo em risco de contrair a doenca (Greene, 2006). A leishmaniose visceral afeta
sobretudo criangas, contudo atualmente o nimero de casos em individuos imuno-
comprometidos, como os infetados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou
0s que recebem farmacos imunossupressores, tem vindo a aumentar (Greene, 2006).
Apenas um estudo realizado no Irdo demonstra que os donos de animais infetados
apresentam um risco elevado de adquirir a doenca. N&o existe contudo uma relacéo
evidente entre a prevaléncia da Leishmaniose em canideos e a prevaléncia em
humanos, uma vez que a infe¢do nos animais é muito mais prevalente e amplamente
distribuida do que nos humanos, e é ainda de notar que a maioria dos insetos vetores
sdo maioritariamente zoofilicos. (Cortes et al.,, 2007;Solano-Gallego et al., 2009)
Contudo, a presenca de caes infetados que atuam como reservatério, constitui um

papel importante na manutencgéo da infecdo (Campino & Maia, 2010).
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9. Marcadores laboratoriais

A utilizacéo de proteinas séricas como marcadores laboratoriais pode ser muito Util na
diagndstico e prognéstico de diversos processos patoldgicos (Ceron et al., 2005). As
proteinas sdo macromoléculas encontradas em todos o0s sistemas biolégicos,
representando a base da estrutura de células, tecidos e 6rgdos (Cozzone, 2002).
Estdo envolvidas em inUmeros processos biolégicos e apresentam variadas fungdes
tais como a manutencéo da pressao osmotica, catalisadores enziméticos nas reacdes
bioquimicas, transporte de moléculas e ides, efeito tampdo para o equilibrio acido-
bésico, coagulacdo sanguinea, regulacdo da resposta inflamatéria e defesa do
organismo, entre outras (Thomas, 2000).

Das proteinas plasmaticas fazem parte a albumina, as globulinas e o fibrinogénio;
enquanto que as proteinas séricas englobam na sua grande maioria a albumina e as
globulinas, ja que o fibrinogénio é totalmente consumido no fendmeno da coagulagéo,
resultando numa maior concentragdo de proteinas no plasma relativamente ao soro.
Com excecado das imunoglobulinas (produzidas pelos 6rgéos linféides) a maioria das
proteinas plasmaéticas, incluindo a albumina, sdo sintetizadas pelo figado (Meyer &
Harvey, 2004). A concentragdo proteica no sangue, ndo reflete a reserva total de
proteinas presentes no organismo e o tempo de semi-vida de cada uma delas varia
consoante a espécie, sendo inversamente proporcional ao tamanho do individuo. O
catabolismo proteico realizado pelos tecidos permite uma renovacdo continua das
proteinas plasméaticas em circulagdo através dos aparelhos gastrointestinal e urinério,
contribuindo assim, para a diminui¢cdo da concentragdo plasmatica das mesmas, pelo
que estas perdas tém de ser compensadas pela alimentacdo e por um aumento da
sua produc¢éao assegurada pelo figado (Thomas, 2000).

Para que seja possivel identificar e quantificar as proteinas séricas € necessario
proceder a separagcdo de cada componente proteico recorrendo a diversas técnicas.
Primariamente a divisdo ocorre entre a albumina e as globulinas, onde as
concentracdes das proteinas totais e da albumina sao quantificadas diretamente
através de métodos bioquimicos. A concentracdo total de globulinas ndo é
determinada diretamente, mas sim calculada através da subtracdo da concentracdo da
albumina da concentracgédo total de proteinas. As globulinas sdo um grupo heterogéneo
de proteinas, que desempenham uma grande variedade de funcdes fisioldgicas e
podem ser classificadas em alfa (a), beta (B) ou gama (y), ap0s a realizagdo de uma
eletroforese (Meyer & Harvey, 2004). Em certo tipo de patologias, verifica-se um
aumento ou uma diminuigdo da concentragdo destas globulinas provocando alteragbes

ao nivel do perfil eletroforético (Thomas, 2000).
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10. Proteinas de Fase Aguda

Quando ocorre uma perturbacdo na homeostasia devido a uma infecdo, inflamacao,
trauma, neoplasia, entre outros, ha um aumento de algumas globulinas designadas de
proteinas de fase aguda (PFA). A libertacdo de citoquinas inflamatérias, tais como a
IL1, IL6 e TNF-qa, estimulam os hepatdcitos a sintetizar para a corrente sanguinea
algumas destas globulinas responséveis pela resposta organica de fase aguda (Tabela
1) (Meyer & Harvey, 2004).

Proteinas de Fase Aguda Proteinas de Fase Aguda

Positivas Negativas
Proteina C Reativa Albumina
Proteina Amildide A Sérica Transferrina
Haptoglobina

Ceruloplasmina

a, — Macroglobulina
a,. Glicoproteina acida
a, Antitripsina
Ferritina

Fibrinogénio

Tabela 1. Principais Proteinas de Fase Aguda reportadas nos animais domésticos (Adaptado de Thomas, 2000).

Estas proteinas estdo envolvidas na regulacao da resposta imunitaria, na inflamacao e
na reparacdo tecidular. Assim, cada PFA pode apresentar efeitos pr6 e anti-
inflamatorios, existindo um balango entre os mesmos. A resposta de fase aguda dura
geralmente alguns dias, apresentando um papel importante nos mecanismos de
defesa inatos do organismo, contudo, aumentos nas PFA ja foram detetados em
inflamagdes cronicas. A maioria destas proteinas migra nas regides a e B apos
realizacdo de uma electroforese de proteinas séricas, observando-se um aumento
destas fracOes em situacdes de resposta de fase aguda (Ceron et al., 2005).
Ao mesmo tempo em que hd um aumento das PFA, existe consecutivamente uma
diminuicdo na produgcdo de outras proteinas plasméticas como a albumina e a
transferrina, denominadas de proteinas de fase aguda negativas, ja que diminuem a
sua concentracdo em mais de 25% durante a fase de resposta aguda em resposta a
inflamagéo, infe¢édo e trauma. Como jé& foi referido, a albumina € uma PFA negativa e a
sua concentracao diminui gradualmente, sendo mais acentuada na presenca de uma
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doenca inflamatdria crénica (Meyer & Harvey, 2004; Eckersall, 2008). O mecanismo
gue envolve a diminui¢cdo da concentracao destas proteinas ndo esta bem esclarecido,
contudo, a diminuicdo da albumina podera estar relacionada com um aumento da
permeabilidade vascular provocada pela inflamagdo, a qual permite um
extravasamento da mesma para 0 espaco extravascular, diminuindo assim a sua
concentracdo intravascular (Thomas, 2000; Eckersall, 2008). A presenca de um
processo inflamatério também €& responsavel pela diminuicdo da sintese desta
proteina, devido ndo sé a presenca de citoquinas pro-inflamatdrias como também
devido a um aumento da taxa fracional catabdlica (TFC), correspondente a quantidade
de albumina plasmatica que é catabolizada por unidade de tempo, contribuindo assim,
para uma diminui¢cdo da sua concentracdo sérica (Don & Kaisen, 2004; Santos et al.,
2004). A resposta de fase aguda € uma resposta rapida que se desenvolve muito
antes da resposta imunitaria especifica e muito frequentemente antes do
desenvolvimento dos sinais clinicos. Assim, as PFA podem ser consideradas como
bons marcadores precoces de qualquer processo patologico, pelo que a sua detecao
antecipada é util (Cerén et al., 2005). Estudos efectuados em Medicina Veterinaria
demonstram que a quantificacdo das PFA fornece uma informacao clinica atil no
diagnostico, prognostico e monitorizacdo terapéutica de diversos processos

patoldgicos (Martinez-Subiela & Céron, 2005).

11. Eletroforese de Proteinas Séricas

O termo eletroforese esta relacionado com a migragéo de particulas carregadas num
campo elétrico. Em 1937, Arne Tiselius desenvolveu uma técnica chamada
eletroforese livre, realizada em meio liquido, onde as substéancias a serem separadas
apresentavam-se em suspensao ou solucao. Este método veio a revelar-se limitado
uma vez que sofre influéncias ambientais, como a presenca de uma convecgao térmica
resultante de um aquecimento da solucdo devido a aplicacdo do potencial elétrico
(Keren, 2003, Westermeier, 2005). Assim, de modo a minimizar estes problemas,
desenvolveram-se as eletroforeses de zona ou de suporte, as quais sao efetuadas em
meios adequados como o papel, gel de agarose, acetato de celulose, gel de
poliacrilamida e gel de amido que proporcionam um suporte estavel no qual as
proteinas podem migrar, serem coradas e quantificadas. (Keren, 2003, Westermeier,
2005). A eletroforese é uma técnica que permite separar componentes do soro, urina
e proteinas do liquido cefalorraquidiano, possibilitando a quantificagdo de proteinas

numa amostra (Keren, 2003; Eckersall, 2008). O soro ou plasma s&o colocados num
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meio especifico, no qual ao serem submetidos a um campo elétrico, as diferentes
fracBes proteicas migram com diferentes velocidades (O’Connell et al., 2005). A
migracdo das proteinas depende das suas propriedades fisicas, tais como tamanho,
forma, carga e peso molecular. O pH, a composicéo do tampé&o iénico e a intensidade
do campo elétrico a que as proteinas ficam sujeitas também influenciam a sua
migracdo (Eckersall, 2008). As proteinas sdo substancias anfotéricas, o que implica
que em presenca de um meio alcalino irdo comportar-se como acidos fracos,
libertando um protdo e ficando com uma carga negativa ocorrendo o0 inverso em meio
acido (Keren, 2003). Ao serem colocadas num pH alcalino as proteinas irdo apresentar
uma carga negativa, migrando para o anodo e inversamente, num pH &cido, irdo
apresentar uma carga positiva e migrar em direcdo ao catodo. A eletroforese é
normalmente realizada em meios com pH basicos (pH=8.6) apresentando assim a
maioria das proteinas carga negativa, dirigindo-se para o anodo (Eckersall, 2008).
Apo6s a migracdo proteica, estas sao coradas, de modo a se poderem visualizar as
fracdes na forma de bandas com coloracao de intensidade variavel (Figura 5) sendo
as suas densidades calculadas eletronicamente por um densitémetro, permitindo a
obtencédo de um tragado eletroforético (O’Connell et al., 2005). E também possivel a
obtencdo de uma impressdo com a representacdo grafica das leituras de absorcao
realizadas pelo densitometro, assim como das percentagens de proteinas por fracao,

gerados por computador (Eckersall, 2008).

Figura 5. Eletroforese proteinas séricas em gel de agarose, demonstrando as vérias fragfes proteicas em forma de
bandas com coloracéo variavel de diferentes espécies animais saudaveis. a — ovelha; b- vaca; c — porco; d- cdo; e- gato;
f- cavalo (Adaptado de Eckersall, 2008).
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O fracionamento proteico por eletroforese permite a divisdo em 4 fracdes: albumina,
alfa (a) globulina, beta (B) globulina e gama (y) globulina. Nos animais domésticos
estas fracbes ainda podem ainda ser subdivididas em duas bandas: a;,0,, B, B2 € v
globulinas (Eckersall, 2008). O grau de migracdo da albumina e das fracbes proteicas
varia entre espécies e o numero de fracdes obtidas vai depender da espécie mas
também das condicdes laboratoriais. (Thomas, 2000). O soro é geralmente utilizado ao
invés ao plasma, uma vez que o fibrinogénio presente no plasma migra na regiao B e
y, dificultando deste modo a interpretacdo dos resultados (Meyer & Harvey, 2004).

A albumina apresenta uma alta carga negativa pelo que é a proteina com maior
mobilidade em direcdo ao anodo, ao contrario das globulinas que apresentam uma
carga negativa mais fraca, e portanto uma mobilidade intermédia, mantendo-se as y -

globulinas perto do ponto de origem (Figura 6) (Thomas, 2000).

Cirig Em

Anodo Catodo

Albumina © + ¥ globulinas

Figura 6. Migragéo das diferentes fragcdes proteicas em meio alcalino (Adaptado de Keren, 2003)

Albumina

© )

Figura 7. Tragcado eletroforético de um cdo saudéavel realizado em gel de agarose (Adaptado de Eckersall, 2008)
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Um tracado eletroforético considerado normal consiste num pico de albumina, seguida
das globulinas, al, a2, B e y (Figura 7) (O’'Connell et al., 2005).

11.1. Albumina

A albumina representa cerca de 35% a 50% das proteinas séricas totais, sendo por
isso a proteina mais abundante no soro (Eckersall, 2008). Sintetizada no figado, pelos
hepatdcitos tem um papel muito importante na manutencdo da pressdo oncaética do
sangue, sendo muito importante no transporte pois liga-se a substancias como o
calcio, acidos gordos, bilirrubina, hormonas, entre outros (Meyer & Harvey, 2004). A
largura da banda da albumina considerada normal esta relacionada com a sua alta
concentracdo sérica e com as diferentes cargas e tamanhos das moléculas por ela

transportadas (Keren, 2003).

11.2. Fragéo alfa

A fracdo alfa subdivide-se nas subfragbes al e a2. A frac¢ao al é constituida
principalmente pela proteina a,-antitripsina que corresponde a cerca de 90% do pico
normal desta regi&o. E uma importante inibidora de proteases, uma vez que limita as
acoes das enzimas proteoliticas libertadas pelas células do sistema mononuclear
fagocitario, durante a presenca de um processo inflamatério agudo, sendo por isso
considerada uma PFA positiva (Meyer & Harvey, 2004). A sua concentracdo encontra-
se aumentada na presenca de uma reacgéao inflamatéria aguda, processos infeciosos e
processos imunes e contrariamente, diminuida em casos de cirrose hepatica e na
presenca de uma doenca pulmonar créonica (Meyer & Harvey, 2004; Silva et al., 2008).
Para além desta ultima, também fazem parte da regido al, a proteina a;-glicoproteina
acida e as lipoproteinas de alta densidade (Tabela 2) (O’Connell, 2005; Eckersall,
2008). A aj.glicoproteina acida € uma proteina altamente glicosada que apresenta
uma acao anti-inflamatéria e imunomoduladora, sendo por isso uma PFA positiva cuja
sua concentracdo aumenta em resposta a inflamagéo e a processos neoplasicos e
esta diminuida na presenca de uma insuficiéncia hepatica, sindrome nefrética e em
condigBes de mé& nutricdo (Eckersall, 2008). Tem a capacidade de se ligar a variados
farmacos nomeadamente ao fenobarbital, pelo que h& um aumento da sua
concentracdo em doentes tratados com o mesmo (Meyer & Harvey, 2004; Céron et al.

2005). As lipoproteinas de alta densidade, presentes na regidao al sdo responsaveis
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pelo transporte do colesterol dos tecidos para o figado, num processo denominado de
transporte reverso do colesterol (Meyer & Harvey, 2004).

A fragcdo a2 é constituida pela haptoglobina, a alfa-2 macroglobulina e a
ceruloplasmina (Tabela 2) (O’Connell, 2005). A haptoglobina € uma glicoproteina que
migra na regido a, e que forma um complexo proteico com a hemoglobina livre
proveniente da lise dos eritrécitos, sendo posteriormente eliminada do plasma pelos
hepatdcitos e macrofagos. Em caso de hemdlise intravascular, ocorre uma diminuicao
na concentracdo da haptoglobina, sendo por isso um indicador sensivel da presenca
de sindromes hemoliticas. Apresenta uma acgao protetora contra infe¢cdes bacterianas,
uma vez que ao ligar-se & hemoglobina livre nos tecidos infetados, limita a quantidade
de ferro disponivel para o crescimento bacteriano e apresenta também uma acéo
antioxidante ja que a hemoglobina causa lesdes oxidativas nos tecidos. E, por isso
uma PFA que esta aumentada na presenca de processos inflamatorios, infeciosos e
lesbes tecidulares. Os caes tratados com corticosteroides apresentam também um
aumento da concentracdo da haptoglobina, sendo esta proteina sensivel aos mesmos.
A ceruloplasmina é uma glicoproteina transportadora de cobre, necessario para a
cicatrizacao de feridas e formacdo de colagénio e apresenta também um efeito
antioxidante, protegendo as células e tecidos (Céron et al., 2005) Trata-se de uma
PFA positiva moderada e o0 seu aumento pode ser observado na presenca de
processos inflamatorios e infeciosos. A a, macroglobulina é também uma glicoproteina
inibidora de proteases, sendo considerada uma PFA positiva (Meyer & Harvey, 2004).
A sua concentracdo aumenta na presenca de hepatite (aguda ou cronica) e na
sindrome nefrética (neste Ultimo caso devido ao seu elevado tamanho, o que dificulta

a sua passagem pelo nefrénio) (Thomas, 2000).

11.3. Fracao beta

A fraccdo beta também pode subdividir-se nas subfracgdes Ble B2 e é constituida por
algumas PFA, lipoproteinas de baixa densidade, componente C3 do complemento e
algumas imunoglobulinas (Tabela 2). As PFA que migram nesta regido incluem a
Proteina-C-Reativa (PCR), Proteina Amiléide A Sérica, a ferritina, o fibrinogénio (no
caso de a electroforese ser realizada com plasma) e a transferrina (Thomas, 2000;
Silva et al., 2008). A Proteina-C-Reativa é a principal PFA em cées e esta envolvida na
modulacdo da resposta inflamatéria. Tem a capacidade de se ligar a alguns agentes
infeciosos e a células lesadas, ativando a cascata do complemento levando ao

fendmeno de opsonizacao (Meyer & Harvey, 2004). Esta presente em pequenas
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quantidades em animais saudaveis. Em alguns casos, a elevacdo da sua
concentracdo parece estar diretamente relacionada com a gravidade da reacéo
inflamatéria. O seu aumento pode também estar relacionado com neoplasias,
insuficiéncia hepatica e insuficiéncia renal, doencas infeciosas, entre outros (Thomas,
2000). A Proteina Amildide A Sérica é também considerada uma das principais PFA
no cao, sendo importante na regulacdo do processo inflamatério, uma vez que é
responsavel pelo recrutamento de células inflamatérias para o local de infecéo,
estando também envolvida no metabolismo e transporte de lipidos (Céron et al., 2005;
Zaias et al., 2009). A ferritina é também uma PFA positiva que consiste numa cadeia
de polipéptidos responsaveis pelo armazenamento de ferro aumentando a sua
concentracdo na presenca de processos inflamatérios. A presenca de uma anemia
hemolitica, assim como um excesso de ferro em circulagdo também contribuem para
um aumento desta molécula em circulacdo, estando a sua diminui¢éo relacionada com
a presenca de deficiéncias em ferro e com a presenca de perda de sangue (Thomas,
2000). A transferrina é uma PFA negativa, produzida pelos hepatdcitos cuja fungao é o
transporte de ferro para os tecidos, apresentando por isso uma diminuicdo da sua
concentracdo na presenca de processos inflamatérios (Thomas, 2000; Meyer &
Harvey, 2004). E contudo possivel verificar um aumento da sua concentragdo em
situacdes de deficiéncia em ferro e em hemorragias cronicas (Thomas, 2000). As
imunoglobulinas IgM e IgA prolongam-se desde a regido B para a regiao y. Assim, em
situagdes onde ocorra um aumento de producdo de imunoglobulinas, como a resposta
a um estimulo antigénico ou a presenca de doengas linfoproliferativas, as mesmas
podem migrar tanto na regido B como na regidao y (Kaneko,1997). Quando néo é
possivel observar uma separacao clara entre a fragdo 8 e a fracgao v, o resultado é a
presenca de um fenédmeno designado “ponte B- y”. Este surge devido ao aumento da
IgA e IgM, estando normalmente associado a processos hepaticos crénicos, linfoma e
ainda a doencgas infeciosas como a Dirofilariose e a Leishmaniose (Eckersall, 2008;
Camus et al.,2010). Da fracgdo B também fazem parte as lipoproteinas de baixa
densidade produzidas pelos hepatdcitos, as quais tém como fung¢édo o transporte de
colesterol, através da corrente sanguinea para os tecidos periféricos, estando a sua
concentracdo aumentada em doentes com hipotiroidismo, hiperadrenocorticismo,

pancreatite, colestase, sindrome nefrética e obesidade (Xenoulis & Steiner, 2010).
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11.4. Fracdo gama

Por fim, a fracdo gama nos animais domésticos contém as imunoglobulinas IgG, IgM,
IgA e IgE (Tabela 2) essenciais para a formacédo de uma resposta imunitaria humoral
eficaz (Thomas, 2000). As imunoglobulinas sdo produzidas pelos linfécitos B e pelos
plasmécitos em resposta a um estimulo antigénico (Eckersall, 2008). Das
imunoglobulinas totais presentes no plasma, 85% corresponde a IgG, 10% a IgM, 5%
a lgA e 0,2% a IgE (Meyer & Harvey, 2004). A IgM é a primeira imunoglobulina a ser
sintetizada, estando presente apenas no soro. A IgG é a principal imunoglobulina
presente no plasma e € produzida numa fase mais posterior. A IgA esta presente no
soro e secrecbes e € produzida nos oOrgdos linfoides presentes nas mucosas do
aparelho gastrointestinal, urinario, pulmonar, globo ocular e glandula mamaéria,
constituindo uma defesa defensiva inata nessas localizagbes. Por ultimo, a IgE
apresenta a sua concentragdo aumentada na presenca de reacbes de
hipersensibilidade (Thomas, 2000).

a1-globulinas a2-globulinas B-globulinas Yy — globulinas

a, Antitripsina a,— Macroglobulina Lipoproteinas  de 1gG

baixa densidade

a;.  Glicoproteina Ceruloplasmina Ferritina IgM
acida
Lipoproteinas  de Haptoglobina Proteina C Reativa  IgA

alta densidade
Fibrinogénio IgE
Transferrina
Proteina Amildide A
Sérica
IgM
IgA

Complemento C3

Tabela 2. Principais proteinas constituintes das frac¢des a, 8 e y.
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Os perfis eletroforéticos modificados podem ser identificados num variado nimero de
processos patolégicos, contudo, o padrdo de alteracBes dessas fracBes raramente é
patognomonico de uma patologia especifica, mas em conjunto com outros achados
clinicos e laboratoriais, pode fornecer informacdo importante para diagnéstico clinico
assumindo-se desta forma como um importante método auxiliar de diagnéstico de

bioguimica clinica (Thomas, 2000; Eckersall, 2008).

12. Variacdes Fisiologicas

A presenca de alteracdes ao nivel do perfil eletroforético de proteinas séricas deve ser
interpretado tendo em conta possiveis variagcbes fisioldgicas ndo associadas a
doencas. Existem variacdes fisiologicas individuais normais que constantes durante
um periodo consideravel de tempo, deste modo a presenca de pequenas mudancas
ao nivel das fragbes proteicas pode ser ou nao significativo (Eckersall, 2008). Assim:
1) A idade do paciente deve ser levada em consideragdo uma vez que a nascenca,
tanto a concentracdo de albumina como de globulinas se encontra relativamente
baixa. Apés a ingestdo do colostro, a concentragcdo de globulinas comeca a aumentar
progressivamente devido a absorgéo intestinal das imunoglobulinas (Jain, 1993). Ja
em doentes geriatricos, verifica-se um aumento nas proteinas totais devido a uma leve
diminuigdo da concentracao albumina e a um aumento nas a e B globulinas (Batamuzi
et al., 1996); 2) O estado nutricional do doente também pode levar a alteragbes ao
nivel das fragBes proteicas, contudo estas alteracdes sdo subtis e dificeis de detetar e
interpretar (Eckersall, 2008); e finalmente 3) a libertacdo de corticoesterdides
enddgenos pode provocar alteracdes ao nivel das fragcdes proteicas, ocorrendo uma
diminuicdo das proteinas totais e da albumina e concomitantemente um aumento a,-

globulinas associado a uma resposta de fase aguda (Eckersall, 2008).

13. Relacéo albumina/globulina (A/G)

Para uma melhor classificacdo do perfil electroforético do paciente deve ter-se em
consideracdo a relacdo albumina/globulina (A/G), de modo a obter uma melhor
interpretacdo das alteragcbes proteicas, jA que esta relacdo evidencia as alteragfes
presentes nos 2 principais grupos de proteinas (Eckersall, 2008).

Na presenca de uma relacdo A/G normal, uma situacdo de hiperproteinémia esta
associada a presenca de uma desidratacdo, onde ha perda do componente liquido do

sangue, ocorrendo assim um aumento proporcional em todas as fracdes proteicas,
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incluindo a albumina (Meyer & Harvey, 2004, Eckersall, 2008) J& a presenca de uma
hipoproteinémia esta associada a uma sobrehidratacdo ou a perda aguda de sangue
ou plasma, ocorrendo uma diminuicdo tanto da albumina como das globulinas (Meyer
& Harvey, 2004). Uma diminuicdo ou um aumento na relacdo A/G é indicativo da
presenca de um perfil eletroforético alterado pelo que esta relacdo devera ser sempre
analisada em conjunto com as outras alteracdes presentes (Thomas, 2000; Eckersall,
2008).
Devido ao seu tamanho reduzido a albumina é facilmente perdida na presenca de
doencas renais, gastrointestinais e parasitismo intestinal (Eckersall, 2008). A presenca
de uma relagdo A/G normal com hipoalbuminémia est4 associada a condic¢des clinicas
como uma perda aguda de sangue, dermatite exsudativa grave, enteropatia ou
sobrehidratacdo (Meyer & Harvey, 2004). J& uma hipoalbuminémia com uma relacéo
A/G diminuida € indicativa de situagfes onde existe diminuicdo da producdo, perda
seletiva ou mesmo um sequestro de albumina para as cavidades corporais (Thomas,
2000) A diminuicdo da producéo ocorre em condi¢cdes de insuficiéncia hepatica, ma
nutricdo, sindrome de mé absorc¢éao, insuficiéncia pancreética exdécrina, numa resposta
inflamatéria; enquanto que a perda seletiva ocorre principalmente na presenca de
nefropatias, mais propriamente em glomerulonefrites, onde a existéncia de
membranas glomerulares lesadas permite a passagem das moléculas de albumina
para o meio extravascular (Meyer & Harvey, 2004; Thomas, 2000) .
Um aumento na concentragdo das a-globulinas ocorre secundariamente a uma leséo
tecidual ou na presenca de uma inflamagédo como parte de uma resposta de fase
aguda (Thomas, 2000). Uma vez que uma grande maioria das PFA migra nas regibes
a; e 0y, uUm aumento destas fragcdes € normalmente associado a doengas inflamatorias
agudas e crénicas (Eckersall, 2008). Estas proteinas ajudam a regular a resposta
inflamatéria e a remover os produtos produzidos por células alteradas. Um aumento
destas globulinas ndo ocorre apenas na presenca de inflamacdes, mas também apos
a administracdo de corticosteroides, o que se deve a um aumento da haptoglobina,
sensivel aos mesmos (Martinez-Subiela & Céron, 2005). Uma diminuicdo na
concentracdo destas globulinas, nos caes, esta associada a presenca de uma cirrose
hepatica (Thomas, 2000).
Um aumento isolado da concentragao das B-globulinas raramente acontece e quando
tal se verifica esta frequentemente associado a presenca de uma doenca hepatica
ativa devido ao aumento da transferrina ou a dermatite supurativa, a qual também
estimula o aumento da fracdo B, devido a estimulagcdo antigénica da IgM e do
complemento. De um modo geral, o aumento das B-globulinas ocorre em associagéo
ou com o aumento das a-globulinas, (como parte da resposta de fase aguda) ou com o
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aumento das y -globulinas (como parte da resposta a inflamagéo crénica ou infecéo)
(Thomas, 2000). A maioria dos aumentos nas B-globulinas séo policlonais com um
aumento simultdneo das y-globulinas, podendo ocorrer ocasionalmente um aumento
monoclonal, geralmente encontrado em pacientes com mieloma multiplo (Eckersall,
2008).

Por ultimo, o0 aumento das globulinas pode estar relacionado com o aumento da fracédo
Y, que contém a maioria das imunoglobulinas. Este aumento designa-se de gamapatia,
a qual pode ser classificada em policlonal e monoclonal, com base na largura do pico
da regido y, apos realizacao do tragado eletroforético (Meyer & Harvey, 2004).

A gamapatia policlonal é caracterizada por um aumento amplo das y- globulinas sendo
resultado de um aumento da produgcédo de variados tipos de imunoglobulinas, por
multiplos clones de plasmocitos e linfocitos B (Figura 8) (Thomas, 2000; Eckersall,
2008). Estes aumentos policlonais estao associados a uma resposta imunitaria ativa,
ocorrendo em situacbes de inflamacgédo, infecdes cronicas (de origem bacteriana,
fungica, viral e parasitaria), neoplasias e doencas imunomediadas (Thomas, 2000). As
gamapatias monoclonais sdo caracterizadas pelo aparecimento de uma base estreita
na regido y (semelhante ao pico da albumina) no tracado eletroforético, como
resultado da producdo de imunoglobulinas induzida por um unico clone de linfécitos B
e plasmacitos (Figura 9) (Meyer & Harvey, 2004). Assim, ocorre a producdo de uma
Unica classe de imunoglobulinas, como resultado da producdo de um Unico clone
plasmocitario. Normalmente, no cdo e no gato, as imunoglobulinas mais
frequentemente associadas a condigBes de malignidade s&o a IgG e a IgA (Eckersall,
2008). As gamapatias monoclonais estdo associadas maioritariamente a doencas
linfoproliferativas como o linfoma e o mieloma mudltiplo, mas também podem associar-
se a infe¢Bes cronicas como a Leishmaniose (embora seja menos comum) (Meyer &
Harvey, 2004; Antognoni et al., 2010).

A presenca de uma relacdo A/G aumentada pressupde um aumento da concentracdo
da albumina ou uma diminuicdo nos niveis das globulinas, contudo este aumento da
albumina n&o é real e ndo acontece nos animais. Normalmente ela € o resultado de
uma hemoconcentracdo, devido a uma perda de agua excessiva e uma desidratacao
(Eckersall, 2008). J& o decréscimo na concentracdo das globulinas estd associado a
sindromes de imunodeficiéncia imunitaria, ou a situacdes de falha na transmisséo
passiva do colostro em neonatos, caracterizando-se por uma diminuicdo das vy-
globulinas (Eckersall, 2008). Estas ultimas podem ainda encontrar-se diminuidas na
presenca de perdas agudas de sangue ou nas enteropatias com perda de proteina,

ocorrendo também uma diminui¢éo dos niveis de albumina (Thomas, 2000).
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Figura 8. Tracado eletroforético de um animal com leishmanioose onde é possivel observar uma gamapatia policlonal

da regido (B ey (Fotografia original).
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Figura 9. Tracado eletroforético caracteristico de um cdo com mieloma muiltiplo (linha vermelha) em comparacéo com
um tracado eletroforético normal (linha tracejada). Nesta imagem é possivel verificar a existéncia de um pico

monoclonal da regido y. (Adaptado de Thomas, 2000)

14. Eletroforese de Proteinas Séricas na Leishmaniose Canina

A realizacdo de um proteinograma tem vindo a ser sugerida como meio de diagnostico
auxiliar de Leishmaniose Canina, uma vez que as alteragbes encontradas no
proteinograma de individuos infetados sé@o sugestivas da presenca da doenca (Solano-
Gallego et al., 2009; Noli, 1999).

A monitorizacdo do tratamento constitui um problema importante uma vez que 0s
protocolos utilizados raramente alcangam a cura clinica e a presenca de recidivas é
frequente, sendo por isso necessaria uma série de ciclos de tratamento. Assim, um

potencial método de monitorizacdo da eficacia terapéutica pode ser a realizacdo de
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uma eletroforese das proteinas séricas, esperando-se uma normalizacdo dos valores
obtidos antes do tratamento. O parametro mais frequentemente utilizado para
avaliacdo da resposta a terapia é a relacdo A/G e o0 estudo das fracdes proteicas cuja
normalizacdo indicam uma boa resposta a terapéutica. Contudo, nem todos os
doentes infetados apresentam modificacbes nas fracBes proteicas e em alguns casos
€ mesmo possivel verificar a presenca de um proteinograma alterado em casos onde o
tratamento foi bem-sucedido (Noli, 1999; Martinez-Subiela & Céron, 2005).

As alteracbes encontradas mais frequentemente nas proteinas séricas de animais
infetados com leishmaniose traduzem-se por uma hiperproteinémia associada a uma
hiperglobulinémia e a uma hipoalbuminémia resultando na diminui¢cdo da relacdo A/G
(Figura 10) (Greene, 2006).

O aumento das proteinas totais, devido sobretudo a presenca de hiperglobulinémia, é
um achado comum em doentes infetados com leishmaniose podendo este aumento
ser consideravel e estd dependente do grau da diminuicdo da albumina (Vita et al.,
2006).

Um estudo publicado em 2011 utilizando 19 animais infetados demonstrou que 63,2%
dos mesmos apresentavam uma diminuicdo da concentragdo sérica da albumina
(Silva et al, 2011). A hipoalbuminémia presente, é normalmente o resultado do
caracter cronico da doenca (uma vez que a albumina € uma PFA negativa), lesdo
renal (glomerulonefrite), insuficiéncia hepatica e diminuicdo da ingestdo de alimento
(Noli, 1999; Céron et al.,2005).

Outros estudos reportaram a existéncia de um aumento da concentragdo das PFA em
animais infetados com leishmaniose, nomeadamente a haptoglobina, a Proteina-C-
Reativa e a ceruloplasmina permitindo afirmar que existe uma resposta de fase aguda
em individuos infetados, verificando-se um aumento das fragdes a e B em 36,0% dos
individuos infetados (Sasanelli et al.,2007; Silva et al, 2011).

A presenca de hiperglobulinémia estd normalmente associada a uma
hiperglobulinémia 3 e/ou vy, devido a ativacdo policlonal das células B, o que resulta
num aumento da fragdo B , y ou de ambas. Numa fase inicial da infecdo, ha um
aumento progressivo de B-globulinas seguida de um aumento de y-globulinas, numa
fase mais tardia (Noli,1999). Poderda, ainda que raramente, ocorrer a proliferacdo de
apenas um unico clone de plasmodcitos resultando na presenca de gamapatias

monoclonais em caes infectados com leishmaniose (Thomas, 2000).
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Figura 10. Perfil eletroforético caracteristico de um cdo com Leishmaniose Canina (linha vermelha) em comparacéo com

um perfil eletroforético de um céo saudavel (linhas azuis). (Adaptado de Noli, 1999)

A normalizagé@o dos valores do proteinograma sérico € um bom indicador da eficacia
terapéutica no doente, contudo, para que a mesma ocorra pode ser necessario um
longo periodo de tempo (Noli, 1999; Solano-Gallego, 2009). Um estudo publicado em
2007, revela que 19 animais naturalmente infetados com leishmaniose canina foram
monitorizados durante o tratamento a longo prazo com alopurinol. Em todos os
animais, a remissdo dos sinais clinicos foi observada dois meses apds o inicio do
tratamento, tendo sido possivel observar um decréscimo na concentracdo das
proteinas totais, assim como um aumento na concentragcdo da albumina sérica e um
aumento na relacdo A/G. A diminuicdo das y-globulinas para valores considerados
normais ocorreu apenas ao fim de 6 meses apds o tratamento (Sasanelli et al., 2007).
Martinez-Subiela & Ceron apresentaram em 2005 um estudo onde animais submetidos
a um tratamento a curto prazo com antimoniato de meglumina em associagcdo com
alopurinol, apresentaram uma inversdo da relacdo A/G verificando-se um ligeiro
aumento (ndo significativo) desta relacdo, sugerindo pois que esta relacdo deve ser
usada com precaucdo para avaliagdo da resposta inicial a terapéutica. Foram
calculados dois diferentes tipos de racios utilizando uma ou duas PFA em conjunto,
nomeadamente a proteina-C-reativa, a Proteina Amildide A sérica, a ceruloplasmina ,a
haptoglobina e uma PFA negativa, a albumina. Neste estudo chegou-se a conclusao
gue a utilizacdo do racio utilizando a proteina—C-reativa e a ceruloplasmina em
conjunto com a albumina apresentou uma grande percentagem de diminuigéo (78,0%)
podendo tornar-se Util na avaliacdo da resposta inicial ao tratamento uma vez que a
concentracdo das mesmas diminui significativamente quando o tratamento € bem
sucedido podendo funcionar assim como biomarcadores para a monitorizacdo da

resposta ao tratamento (Martinez-Subiela & Ceron., 2005).
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Il - ESTUDO DAS PRINCIPAIS ALTERACOES NO PROTEINOGRAMA DE
CANIDEOS COM LEISHMANIOSE ANTES E APOS TRATAMENTO

1. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar as alteracdes presentes no
proteinograma em pacientes com Leishmaniose diagnosticada e perceber o modo da
sua evolugcdo em 3 momentos de estudo diferentes: MO (diagndstico); M1 (30 dias
apos inicio de terapéutica) e M2 (120 dias apds inicio da terapéutica). Como objetivos

especificos pretendeu-se:

e Comparar a titulagdo de anticorpos anti-leishmania em MO e M2 e verificar a
sua utilidade como método de monitorizacdo terapéutica num tratamento a
curto-prazo;

o Verificar a utilidade do proteinograma como método complementar de
diagnéstico em canideos com leishmaniose diagnosticada;

e Verificar a utilidade do proteinograma como método de monitorizacao

terapéutica eficaz a curto-prazo em canideos com leishmaniose diagnosticada.

2. Material e métodos

O presente estudo foi desenvolvido no Centro de Medicina Veterinaria Anjos de Assis
(CMVAA), no periodo de Setembro de 2011 a Marco de 2012, e utilizou uma amostra
de 14 pacientes da espécie Canis familiaris (n=14) com leishmaniose. O diagnéstico
foi realizado com base na anamnese, quadro clinico, hemograma e andlises
bioquimicas, serologia qualitativa com técnica de imunocromatografia rapida. Foi
também requisitado a titulacdo de anticorpos através da técnica de IFl e
proteinogramas, ambas as técnicas realizadas em laboratério certificado. Todos os
pacientes foram sujeitos a um protocolo terapéutico com antimoniato de meglumina na
dose de 50 mg/kg de 12 em 12 horas (BID) via subcutanea (SC) em associagdo com
alopurinol (10 mg/kg/BID) per os (PO) durante as primeiras 4 semanas e nos meses
seguintes apenas com alopurinol. Foram realizadas colheitas de amostras de sangue

para a realizagdo de de proteinogramas nos 3 momentos considerados MO, M1 e M2 a
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fim de avaliar a sua evolucéo e a quantificacdo da titulacdo de anticorpos em M0 e M2.
Foram incluidos no estudo todos os doentes que apresentaram uma titulacao igual ou
superior a 1/80 e que tenham realizado no minimo 3 proteinogramas, nomeadamente
nos momentos considerados MO, M1 e M2 e que tenham realizado a titulacdo de
anticorpos anti-leishmania em MO e M2. Foram excluidos todos os doentes cuja
titulacdo de anticorpos fosse inferior a 1/80 ou que ndo tenham realizado os
proteinogramas em MO, M1 e M2 e a titulacdo de anticorpos anti-leishmania em MO e
M2; ou que apresentaram simultaneamente doencas concomitantes. A andlise
estatistica dos dados considerando um nivel de significAncia de 5%, ou seja, para
valores <0,05 os resultados foram considerados significativos, foi realizada com a
utilizagdo dos programas Microsoft Office Excel ® 2007 e SPSS Statistics versao 17.0
®. Além da estatistica descritiva (média, desvio padrdo, minimo e maximo), foi
realizada a estatistica inferencial, utilizando o teste ndo paramétrico de Friedman e o

teste de Wilcoxon com o teste post-hoc de Bonferroni.
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3. Resultados

Caracterizacdo da amostra em estudo

A amostra em estudo era constituida por 9 animais machos (64,3%), e 5 fémeas
(35,7%) (Figura 11).

Figura 11. Frequéncia relativa do género dos pacientes pertencentes a amostra.

Relativamente a idade, a idade média dos pacientes em estudo era de 7,1+3,3 anos
(idade minima de 2 anos e maxima de 11 anos). A idade da maioria dos pacientes, ou
seja 7 dos 14 pacientes (50%), estava compreendida entre os 4 e 8 anos, 5 dos 14
pacientes (35,7%) tinham uma idade igual ou superior a 9 anos e finalmente 2
pacientes (14,2%) tinham idade igual ou inferior a 3 anos (Figura 12).

Figura 12. Distribuigdo de pacientes por classes de idade.

Quanto a raca, 7 dos 14 pacientes neste estudo (50%) foram classificados como
sendo de raca indeterminada. Os restantes 7 pacientes (50%) eram de raga pura, 2
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deles (14,3%) pertencentes a raca Pitt Bull e 2 pertencentes a raca Boxer (14,3%). Por
fim um paciente pertencente a raca Labrador Retriever (7,1%), um paciente
pertencente a raca Pastor Aleméo (7,1%) e um paciente pertencente a raga Spitzz
(7,1%) (Figura 13).

B Indeterminada
M Pitt Bull

M Boxer

W Pastor Alemao
M Labrador

W Spitzz

Figura 13. Frequéncia relativa das ragas dos pacientes presentes na amostra.

A maioria dos pacientes, ou seja 10 dos 14 pacientes (71,4%) apresentavam
alteracdes dermatolégicas; 7 apresentavam-se com perda de peso (50%); 6 (42,9%)
apresentavam alteracdes gastrointestinais; 5 (35,7%) apresentavam prostracdo ou
letargia; 5 apresentavam polidria e polidipsia (PU/PD) (35,7%); 4 (28,6%)
apresentavam alteracdes oftalmoldgicas; 4 (28,6%) atrofia muscular e por fim 3 dos 14
pacientes (21,4%) apresentavam onicogrifose (Figura 14).

Onicogrifose

Atrofia Muscular
Sintomatologia oftalmoldgica
PURD

Prostracdo/Letargia

Sintomatologia Gastrointestinal

Perda de Peso

Sintomatologia Dermatoldgica

Figura 14. Frequéncia absoluta e relativa dos sinais clinicos presentes nos pacientes pertencentes a amostra.

49



Avaliacdo titulacdo anticorpos anti-Leishmania: diagnéstico etiolégico e
avaliacdo poés-terapéutica

Quanto a analise seroldgica, utilizando a técnica de Imunofluorescéncia Indirecta (IFl),
foi possivel verificar que em MO, ou seja ho momento do diagndstico, 2 dos 14
pacientes (14,3%) apresentavam reatividade seroldgica com uma titulacdo de 1/320,
3 (21,4%) apresentavam reactividade para uma titulacdo de 1/240, 8 (57,1%)
apresentavam reatividade com titulos de 1/160 e por fim apenas 1 dos 14 pacientes

(7,1%) apresentou reactividade com uma titulagéo de 1/80 (Figura 15).

57,1%

21,4%

14,3%

7,1%

17320 1/240 1/160 1780

Figura 15. Frequéncia absoluta e relativa da titulacéo de anticorpos dos pacientes em MO.

Em M2, 2 dos 14 pacientes (14,3%) apresentavam reactividade com uma titulacdo de
1/320, 2 pacientes (14,3%) apresentavam reactividade com uma titulagéo de 1/240, 9
(64,3%) apresentavam reatividade com uma titulacdo de 1/160 e apenas 1 dos 14

pacientes (7,1%) apresentava reatividade com uma titulacdo de 1/80 (Figura 16)

64,3%

14,3% 14,3%
2
7.1%
1
0
17320 17240 1160 1780

Figura 16. Frequéncia absoluta e relativa da titulagéo de anticorpos dos pacientes em M2. 50



Apbs terapéutica (M2) verificou-se que a maioria, 11 dos 14 pacientes (78,6%)
apresentavam reatividade com a mesma titulacdo de anticorpos que a encontrada no
momento de diagnéstico (M0). Dois pacientes (14,3%) revelaram uma diminuicdo dos
titulos para os quais se mostraram serorreativos, apresentando um dos pacientes em
MO uma titulacdo de 1/240 e em M2 uma titulagéo de 1/160 e o outro uma titulacdo de
1/160 em MO e 1/80 em M2. Apenas 1 dos 14 pacientes (7,1%) apresentou um
aumento da titulacdo para a qual apresentava reatividade, apresentando-se em MO
com 1/80 e em M2 com 1/160 (Figura 17).

12

78,6%

10

14,3%
7,1%

Aumentou Diminuiu Manteve

Figura 17. Frequéncia relativa e absoluta dos pacientes que aumentaram, diminuiram ou mantiveram a mesma titulagéo

de anticorpos em M2 comparativamente a MO.

Alteracdes do proteinograma dos pacientes no momento do diagnostico

Parametro g/dL Referéncia
Proteinas totais 8,62+1,35 [5,5-7,5]
Relacdo A/G 0,50+0,21 [0,6-1,1]
Albumina 2,74+ 0,85 [2,26 — 4.31]
al-globulina 0,54+0,36 [0,32-0,75]
a2-globulina 1,38+0,49 [0,5-1,17]
B-globulina 2,14+0,63 [0,93-2]
y-globulina 1,82+0,76 [0,39-1,02]

Tabela 3. Valores médios de proteinas séricas de 14 pacientes portadores de leishmaniose no momento do
diagndstico (MO0).
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Em MO os pacientes apresentaram um valor médio das concentracdes séricas das
Proteinas Totais (PTs) de 8,62 g/dL, (min de 5,5 g/dL e um méax de 10,51 g/dL).
Quanto a relacdo albumina/globulina (A/G), o valor médio encontrado para esta
relacdo foi 0,50 (min de 0,2 e um méx de 1). No que diz respeito a albumina o valor
médio das concentracdes séricas em MO era de 2,74 g/dL (min de 1,42 g/dL e um max
de 4 g/dL). A fracdo a1- globulina e fragcdo a2 — globulina apresentaram um valor
médio das concentracfes séricas de 0,54 g/dL (min de 0,1 g/dL e max de 1g/dL) e
1,38 g/dL (min de 0,8 g/dL e um méax de 2,3 g/dL) respectivamente. Relativamente a
fragdo B-globulina os pacientes apresentaram um valor médio das concentracdes
séricas de 2,14 g/dL (min de 1 g/dl e um max de 3,3 g/dL) enquanto que a fracéo y-
globulina apresentou um valor médio das concentracdes séricas de 1,8 g/dL (min de
1,1 g/dL e um max de 4 g/dL) (Tabela 3).

Percentagem de pacientes com alteracfes ao nivel das fragcdes proteicas ao

diagndstico

Verificou-se que em MO, 5 de 14 pacientes (35,7%) apresentaram hipoalbuminémia, 5
de 14 (35,7%) apresentaram hiperglobulinémia-a1, 9 de 14 (64,2%) hiperglobulinémia-
a2, 8 de 14 (57,1%) hiperglobulinémia-B, 14 de 14 (100%) apresentaram
hiperglobulinémia-y e 11 de 14 (78,5%) apresentaram hiperproteinémia. Relativamente
a relacdo A/G verificou-se que 10 de 14 (71,4%) dos pacientes apresentaram esta

relagéo diminuida.

Alteracbes do proteinograma dos pacientes 30 dias apés instituicdo da

terapéutica

Parametro g/dL Referéncia
Proteinas totais 8,10+1,04 [5,5-7,5]
Relacdo A/G 0,51+0,23 [0,6-1,1]
Albumina 2,66+ 0,87 [2,26 — 4.31]
a-1-globulina 0,52+0,29 [0,32-0,75]
a-2-globulina 1,24+0,46 [0,5-1,17]
B-globulina 2,19+0,39 [0,93-2]
Y -globulina 1,42+0,52 [0,39-1,02]

Tabela 4. Valores médios das proteinas séricas de 14 pacientes com leishmaniose em M1.
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Em M1 os pacientes apresentaram um valor médio das concentracdes séricas de PTs
de 8,1 g/dL (min de 6,4g /dL e um max de 9,7g/dL). Para a relacdo A/G verificou-se
um valor médio de 0,51 (min 0,3 e max 1,1). A albumina apresentou um valor médio
das concentra¢fes séricas de 2,66 g/dL (min de 1,75g/dL e max de 4,3g/dL). A fracéo
a1-globulina apresentou um valor médio das concentracdes séricas de 0,52 g/dL (min
de 0,1g/dL e méx de 0,98 g/dL) enquanto que a fragdo a2-globulina apresentou um
valor médio das concentracdes séricas de 1,24 g/dL, (min de 0,3g /dL e méax de 2,029
/dL). Relativamente a fragao B-globulina os pacientes apresentaram um valor médio
das concentragfes séricas de 2,19 g/dL (min de 1,4g/dL e um max de 2,6g /dL) e por
fim a fracdo y-globulina apresentou um valor médio das concentragdes séricas de
1,42 g/dL, (min de 0,87g/dL e um max de 2,8g/dL) (Tabela 4).

Percentagem de pacientes com alteragdes ao nivel das fragdes proteicas 30 dias

apés inicio da terapéutica

Em M1 verificou-se que 6 dos 14 pacientes (42,8%) apresentavam hipoalbuminémia, 6
(42,8%) apresentavam hiperglobulinémia-a1, 8 (57,1%) apresentavam
hiperglobulinémia-a2, 9 (64,2%) apresentaram hiperglobulinémia-p, 10 (71,4%)
hiperglobulinémia-y e 11 dos 14 pacientes apresentaram (78,5%) hiperproteinémia.
Relativamente a relacdo A/G 9 dos 14 pacientes (64,2%) apresentaram uma relacao
AJ/G inferior a 0,5.

Alteracbes do proteinograma dos pacientes 120 dias apés instituicdo de
terapéutica

Parametro g/dL Referéncia
Proteinas totais 7,40+1,24 [5,5-7,5]
Relacdo A/G 0,67+0,22 [0,6-1,1]
Albumina 2,79+ 0,5 [2,26 — 4.31]
al-globulina 0,51+0,23 [0,32-0,75]
a2-globulina 1,04+0,3 [0,5-1,17]
B-globulina 1,94+0,67 [0,93-2]
y-globulina 1,05+0,55 [0,39-1,02]

Tabela 5. Valores médios das concentra¢des de proteinas séricas de 14 pacientes com leishmaniose em M2.
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Em M2 os pacientes apresentaram um valor médio das concentracdes séricas de PTs
de 7,4 g/ dL (valor min de 6g/dL e max de 10,5 g/dL) sendo que o valor médio da
relacdo A/G era de 0,67 (min de 0,4 e max de 1,2). Ja a albumina registou um valor
médio das concentracdes séricas de 2,79 g/dL (min de 2,2 g/dL e max de 3,8g/dL). A
fracdo a1-globulina apresentou um valor médio das concentracdes séricas de 0,51g/dL
(min de 0,2 g/dL e max de 0,87g/dL) enquanto que a fragdo a2-globulina apresentou
um valor médio das concentra¢cfes séricas de 1,04g/dL (min de 0,5 g/dL e max de
1,7g/dL). Relativamente a fracdo B-globulina os pacientes apresentaram um valor
médio das concentracbes séricas de 1,94 g/dL (min de 1,3 g/dL e méax de 3,99g/dL)
enquanto que a fracdo y-globulina apresentou um valor médio das concentragfes
séricas de 1,05 g/dL (min de 0,4 g/dL e méax de 2,699 /dL) (Tabela 5).

Percentagem de pacientes com alteragfes ao nivel das fracGes proteicas 120

dias apés inicio da terapéutica

Verificou-se que em M2 apenas 2 dos 14 pacientes (14,2%) apresentaram
hipoalbuminémia, 3 (21,4%) apresentaram hiperglobulinémia-a1, 5 (35,7%)
apresentaram hiperglobulinémia-a2 e 4 dos 14 pacientes (28,5%) apresentaram
hiperglobulinémia B. Relativamente a fragdo y-globulina, 7 dos 14 pacientes (50%)
apresentaram hiperglobulinémia-y e 5 (35,7%) apresentaram um aumento do valor
médio das concentracdes séricas de PTs. Quanto a relacdo A/G 5 de 14 dos

pacientes (35,7%) apresentaram uma relagdo A/G inferior a 0,5.
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Figura 18. A - Percentagem de pacientes com hiperproteinémia nos 3 momentos de estudo (MO, M1 e M2). B - Percentagem
de pacientes que apresentaram uma relagdo A/G diminuida nos 3 momentos de estudo (MO, M1 e M2). C - Percentagem de
pacientes com hipoalbuminémia nos 3 momentos de estudo (MO, M1 e M2). D - Percentagem de pacientes com

hiperglobulinémia- y nos 3 momentos de estudo (M0, M1 e M2).

Analise da evolucéo das diferentes fragcdes constituintes do proteinograma nos
3 momentos de estudo (MO, M1 e M2)
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Figura 19. Valor médio do nivel sérico das Proteinas Totais nos 3 momentos de estudo (M0, M1 e M2).
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Na avaliagdo das PTs a analise de variancia de Friedman sugere a existéncia de

diferencas estatisticamente significativas entre os 3 tempos (p=0,00), com uma

diminuicdo progressiva dos valores médios das concentracdes séricas durante os 3

momentos de estudo (Figura 19). O teste de Wilcoxon com o teste post-hoc de

Bonferroni aplicado sugere diferencas estatisticamente significativas entre M1 e M2

(p=0,01).
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Figura 20. Valor médio da relag&o A/G nos 3 momentos de estudo (MO, M1 e M2).

=+ Relagao AIG

De acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar um aumento progressivo

dos valores médios relativos a relacdo A/G em MO, M1 e M2, sendo este aumento

mais acentuado entre M1 e M2 (Figura 20). Esta diferenca foi estatisticamente

significativa (p=0,00). O teste de Wilcoxon com o teste post-hoc de Bonferroni aplicado

sugere que as diferencas estatisticamente significativas foram apenas entre MO e M2

(p=0,00) e M1 e M2 (p= 0,01).
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Figura 21. Valor médio das concentracdes séricas de albumina nos 3 momentos de estudo (M0, M1 e M2).

A figura 21 permitiu verificar uma flutuacéo dos valores médios das concentracdes
séricas de albumina, nos 3 momentos de estudo ocorrendo uma ligeira diminuicdo de
MO para M1, seguido de um aumento progressivo dos mesmos até M2. Contudo,
segundo a andlise de variancia de Friedman estas alteragbes n&o foram

estatisticamente significativas (p=0,39).
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Figura 22. Valor médio das concentracdes séricas das fragdes a1-globulina e a2- globulina nos 3 momentos de estudo
(MO, M1 e M2).

Relativamente a fragdo a1-globulina foi possivel observar uma discreta diminuigdo dos
seus valores séricos ao longo dos 3 momentos (MO, M1 e M2) (Figura 22), a qual de
acordo com a andlise de variancia de Friedman nao foi estatisticamente significativa (p
=0,53).

Quanto a fracdo a2-globulina foi possivel verificar uma diminuicdo progressiva dos

valores médios das concentracdes séricas durante os 3 momentos de estudo (Figura
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22), a qual de acordo com a andlise de variancia de Friedman sugere diferencas
estatisticamente significativas entre os mesmos (p=0,00). A realizacdo do teste de
Wilcoxon com o teste post-hoc de Bonferroni aplicado sugere diferencas significativas

entre os momentos MO e M2 (p= 0,01).
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Figura 23. Valor médio da concentragaosérica da fragao 3-globulina nos 3 momentos de estudo (MO, M1 e M2).

Para a fragédo B-globulina foi possivel verificar uma flutuagéo dos valores médios das
concentracdes séricas caracterizados por um aumento dos valores de MO para M1,
seguido de uma diminuigdo entre M1 e M2 (Figura 23). De acordo com a andlise de
variancia de Friedman as alteracdes presentes foram estatisticamente significativas (p
=0,01). O teste de Wilcoxon com o teste post-hoc de Bonferroni aplicado sugere a

existéncia de diferengas estatisticamente apenas entre M1 e M2 (p=0,01).
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Figura 24. Valor médio das concentragGes séricas da fracdo y -globulina nos 3 momentos de estudo (MO, M1 e
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Quanto a fracdo y-globulina, foi possivel verificar uma diminuicdo progressiva dos
valores médios das concentracdes séricas nos 3 momentos de estudo (Figura 24). A
analise de variancia de Friedman sugere que a diminuicdo dos niveis séricos médios é
significativa (p=0,00). Adicionalmente o teste de Wilcoxon com o teste post-hoc de
Bonferroni aplicado sugere que as diferencas existem entre MO e M1, MO e M2 e M1 e
M2 (p =0,00 paras todos).
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4. Discussao

O uso isolado da titulagdo de anticorpos para a monitorizacdo da resposta a
terapéutica permanece controverso. O estudo das diferentes fracdes proteicas, através
da realizacdo do proteinograma, podera ser um método eficaz na monitorizacdo e
avaliacdo da resposta a terapéutica em individuos com Leishmaniose (Martinez-
Subiela & Céron, 2005; Solano-Gallego et al., 2009).

No presente estudo, no momento do diagnostico (M0), a maioria dos individuos
pertencentes a amostra (57,1%) apresentou uma titulacdo de 1/160, enquanto que
21,4% apresentou uma titulagdo de 1/240 e 14,3% uma titulacdo de 1/320, estes
ultimos acima do limite superior da positividade. Apenas um doente apresentou uma
titulacdo de 1/80, considerada duvidosa, contudo, a presenca de sinais clinicos e de
um proteinograma sugestivo da presenca da patologia permitiu estabelecer o
diagndstico e iniciar a terapéutica. Foi possivel verificar que apesar de se observar
uma melhoria clinica no estado geral dos pacientes, a maioria ndo apresentou
alteracdes na titulacdo de anticorpos apos terapéutica, tornando dificil avaliar a
eficacia terapéutica através da utilizacao isolada deste método seroldgico. Assim, aos
120 dias ap6és o inicio da terapéutica, verificou-se que apenas 14,3% dos doentes
apresentaram uma diminuicdo do titulo de anticorpos, enquanto que 78,6%
apresentaram a manutencdo da titulacdo de anticorpos e 7,14% um aumento da
mesma. Estes achados corroboram o estudo realizado por Ferrer et al. (1995) que
afirma que a utilizacdo de métodos seroldgicos utilizados isoladamente ndo consiste
num método eficaz para a monitorizacdo da eficacia terapéutica em pacientes com
Leishmaniose. Por outro lado, como se trata de um estudo realizado num curto
periodo de tempo (120 dias), é possivel que possa nao ter decorrido tempo suficiente
para que se verificasse uma diminuicao significativa da titulagdo dos anticorpos. Esta
descrita a recomendacdo da sua repeticdo 6 meses ap0s o inicio da terapéutica,
devido a semi-vida longa da IgG (Solano-Gallego et al., 2009). Outros estudos afirmam
existir uma diminui¢do significativa dos niveis de 1gG2 em tratamentos a curto-prazo,
contudo, neste estudo, apenas foi utilizado o teste serologico IFI ndo se podendo
guantificar os niveis da 1gG2, pelo que mais estudos devem ser realizados a fim de
verificar a existéncia de uma diminuicdo desta imunoglobulina em tratamentos a curto
e a longo-prazo, podendo esta Ultima vir a ser um bom indicador da eficicia

terapéutica (Vercammen et al., 2002).
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Relativamente as alteragcbes do proteinograma dos pacientes no momento do
diagndstico, foi possivel verificar diferencas ao nivel do perfil eletroforético em todos
0s pacientes sendo mais frequentemente observada a presencade uma
hiperglobulinémia (associada a uma hiperproteinémia e hipoalbuminémia com inversao
da relagdo A/G), estando assim de acordo com o descrito anteriormente por varios
autores (Greene, 2006; Solano-Gallego et al, 2009). A hiperproteinémia registada na
maioria dos doentes resultou de um aumento do valor médio sérico de PTs estando
este aumento diretamente relacionado com a presenca de uma hiperglobulinémia
(maioritariamente devido a um aumento das y-globulinas). Relativamente a albumina,
foi possivel verificar uma diminuicdo da sua concentracdo sérica em aproximadamente
um ter¢co dos pacientes. Em estudos anteriores foi descrita uma percentagem mais
elevada, nomeadamente no estudo realizado por Silva et al (2011), em que mais de
metade dos doente apresentaram hipoalbuminémia. Uma vez que alguns animais
apresentavam sintomatologia compativel com patologia renal, como PU/PD, perda de
peso, prostracdo; a perda seletiva da albumina poderia estar relacionada com a
presenca de uma lesdo a nivel renal (Noli,1999). Contudo, a perda de albumina pode
estar associada também ao carater crénico da doenca, uma vez que a mesma € uma
PFA negativa, ou ainda com a presenca de alteracdes a nivel hepéatico que provoquem
a diminuicdo da sua sintese (Noli, 1999; Céron et al.,2005). Embora alguns pacientes
apresentassem entao uma diminuicdo da concentracdo sérica da albumina, o valor
médio sérico de albumina no conjunto dos pacientes no momento de diagndstico
encontrou-se dentro dos limites de referéncia o que se poderd prender com esta
reduzida percentagem de pacientes que demonstraram hipoalbuminemia.

A presenca da diminuigéo da relagdo A/G foi verificada na maioria dos pacientes, com
um valor médio préximo do valor encontrado no estudo realizado por Martinez-Subiela
& Ceron (2005). A diminuicdo desta relacdo é o resultado da presenca de uma
hiperglobulinémia associada a uma diminuicdo dos niveis séricos da albumina;
contudo nem todos os doentes apresentaram uma diminui¢cdo dos niveis séricos desta
proteina resultando na presenca de relacdes A/G dentro dos valores de referéncia,
devendo este pardmetro ser usado com alguma precaucdo no momento do
diagnostico.

A presenca de altera¢des ao nivel das fragbes a1- e a2-globulina, onde se encontram
a maioria das PFA, foi também um achado frequente com mais de um quarto dos
pacientes a apresentar um aumento da fragdo al- e mais de metade deles um

aumento da fragdo a2-globulina. Estes resultados corroboram o descrito por varios
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autores relativamente a existéncia de uma resposta de fase aguda em caes infetados
com Leishmaniose (Sasanelli et al.,2007; Silva et al, 2011). O elevado niumero de
pacientes que apresentaram um aumento na fragdo a2-globulina traduziu-se num
aumento do valor médio sérico ficando este acima dos limites de referéncia. Este
poderd estar associado como j& foi referido anteriormente a um aumento da producgéo
de PFA (Sasanelli et al., 2007).A presenca de um aumento da fracdo a1-globulina em
apenas alguns dos pacientes podera estar relacionado possivelmente com o fato desta
fracdo ser compreendida principalmente pela a1-antitripsina. Esta proteina tem um
papel preponderante no processo inflamatério agudo pelo que podera ja nao estar
elevada na maioria dos pacientes nos quais esta instalada a cronicidade. Para além
disto esta fracdo € ainda composta pela a1-glicoproteina acida, glicoproteina com
carater anti-inflamatério (Meyer & Harvey, 2004; Eckersall, 2008; Silva et al., 2008).Por
outro lado, a presenga de um aumento da fragdo a2-globulina em mais de metade dos
pacientes podera estar relacionado com, entre outras, com a presenca da
ceruloplasmina, vital para o processo de regeneracdo que Se encontra sempre
associada a um processo de inflamacao cronica (Céron et al., 2005; Martinez-Subiela,
2005). Para além disso, poderad também estar aumentada a haptoglobina, proteina
responséavel pelo sequestro de ferro diminuindo assim a sua disponibilidade para os
agentes patogénicos. Ambas as proteinas foram descritas como estando elavadas em
pacientes com Leishmaniose Canina (Martinez-Subiela, 2005; Céron et al., 2005;
Sasaneli, 2007).

A hiperglobulinémia reportada esteve também associada a uma hiperglobulinémia-8
com mais de 50% dos pacientes do presente estudo a apresentar um aumento desta
fracdo, associado a um nivel médio sérico, acima dos limites de referéncia. Este
aumento da fracé@o 3 poderé estar associado a um aumento de C3, fulcral na formacao
do complexo de atague a membrana (MAC) aquando da ativacdo pela via classica,
alternativa ou da lectina. O sistema do complemento € ativado pela PCR que faz
também parte da fracao 3 (Meyer & Harvey, 2004). O aumento presente na fracdo 8 —
globulina corrobora também o trabalho realizado por Noli (1999), que afirma que numa
fase inicial da infegdo ha um aumento progressivo das B-globulinas, seguida de um
aumento das y-globulinas (Noli, 1999). O aumento da concentragdo sérica destas
globulinas pode ser atribuido a um aumento de imunoglobulinas, ja que na presenca
de um estimulo antigénico as mesmas tanto podem migrar na fragao 3 como na fragéo
Yy, surgindo em muitos casos um fenémeno designado por "ponte B-y" no qual ndo é

possivel observar uma separacao clara entre estas duas fracées (Kaneco, 1997).
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Para além da hiperglobulinémia-3, todos os pacientes envolvidos nos presente estudo
apresentaram um aumento da fragdo y associado a um valor médio sérico de
aproximadamente o dobro do limite inferior do intervalo de referéncia. Assim, a
hiperglobulinémia presente neste estudo parece estar intimamente associada a uma
hiperglobulinémia-y. O aumento da fraccdo de y-globulinas estd associado a uma
ativacdo dos linfécitos B, em resposta a presenca do parasita, resultando numa maior
producao de imunoglobulinas e consequentemente num aumento da concentracéo das
y-globulinas (Noli,1999).

Durante o tratamento, ou seja, aos 30 e 120 dias apos inicio da terapéutica, foi
possivel observar uma diminuicdo estatisticamente significativa (p=0,00) da
concentracdo meédia sérica das PTs, estando diretamente relacionada com a
diminuicdo das concentracdes séricas das globulinas, mais propriamente das y-
globulinas devido a diminuicdo da resposta imunitaria humoral apos terapéutica. Os
resultados obtidos estdo de acordo com os de Sassaneli et al, 2007. A percentagem
de pacientes com hiperproteinémia apresentou também uma diminui¢cdo aos 30 e 120
dias apés inicio da terapéutica, diminuindo de 78,5% para 35,5% estando, como ja foi
referido, maioritariamente associado a diminuicdo da percentagem de pacientes com
hiperglobulinémia-y.

Durante o tratamento verificou-se ainda um aumento estatisticamente significativo na
relagdo A/G (p=0,00) durante os 3 momentos de estudo, estando diretamente
relacionado com a normalizacdo das concentracfes séricas da albumina e das
restantes globulinas. Estes resultados estdo de acordo com o descrito por Martinez-
Subiela & Ceron, (2005), que observaram um aumento da relacdo A/G durante o
tratamento. De referir contudo que enquanto no presente estudo o aumento da relagéo
A/G foi estatisticamente significativo, no estudo de Martinez-Subiela & Ceron, (2005)
tal ndo se verificou. A diminuicdo da relagdo A/G verificada antes do tratamento em
71,4% dos pacientes reverteu para os padrdes de normalidade em alguns destes
doentes em 30 dias apos, diminuindo de 71,4% para 64,2% de pacientes que exibiram
uma relacdo A/G diminuida e posteriormente para 35,7% 120 dias apo6s o inicio,
demonstrando assim uma boa capacidade de resposta ao tratamento pelos mesmos.
Relativamente a albumina, foi possivel verificar uma flutuacdo na concentracdo sérica
média da mesma, ocorrendo uma ligeira diminuigdo dos niveis médios séricos de MO
para M1, seguida de um aumento também ligeiro de M1 para M2, ndo apresentando
estas alteracdes valor estatisticamente significativo (p=0,07). A diminui¢cdo dos niveis

médios séricos da albumina de MO para M1 podera estar relacionada com a presenca
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de pacientes com alteracBes a nivel renal, que ao serem submetidos ao tratamento
com antimoniato de meglumina (nefrotdxico) continuem com alguma perda de
albumina por lesao renal, ndo sendo possivel confirmar este ultimo fato, devendo por
iSso mais estudos ser realizados neste sentido. Os achados do presente trabalho
estdo de acordo com os resultados obtidos no estudo realizado por Sassaneli et al.,
2007 no qual foi possivel verificar também um aumento da concentracdo da albumina
durante o tratamento. Contudo, e ao contrario do estudo realizado por Sassaneli et al.,
2007, em que o aumento presente da concentracdo sérica da albumina foi
progressivo, no presente estudo, tal ndo se verificou, ocorrendo uma flutuacdo dos
niveis médios séricos durante os 3 momentos considerados (MO, M1 e M2). A
diminuicdo dos niveis médios séricos no primeiro més de tratamento podera estar
associada com o0 aumento da percentagem de pacientes a apresentar
hipoalbuminémia em M1, verificando-se um aumento de 35,7% para 42,8%. Contudo,
em M2 a percentagem de pacientes que apresentou hipoalbuminémia diminuiu de
42,8% para 14,2% em M2. Este fato demonstra que uma grande parte dos pacientes
do estudo atingiu a normalizagédo dos valores séricos de albumina ao fim de 120 dias
apo6s o tratamento, demonstrando assim uma boa resposta a terapéutica num curto
periodo de tempo.

Relativamente a fragdo al-globulina, ndo se observaram diferencas estatisticamente
significativas dos niveis médios séricos durante os 3 momentos de estudo. Quanto a
fracdo a2, observou-se apéds instituicdo de terapéutica uma diminuicdo
estatisticamente significativa na concentracdo média sérica da fragdo a2-globulina, o
que poderd estar relacionado com a diminuicdo de certas PFA durante o tratamento.
Este ultimo fato é reforcado pelos resultados obtidos num estudo de Sasanelli et al,
2007, no qual foi possivel verificar uma diminuicdo na haptoglobina durante o
tratamento. A diminuicao progressiva dos niveis médios séricos da fragdo a2-globulina
em MO, M1 e M2 esteve acompanhada de uma diminuicdo da percentagem de
pacientes a apresentar hiperglobulinémia- a2 durante os 3 momentos, diminuindo de
64,2% para 57,1% em M1 e posteriormente para 35,7% em M2 demonstrando que
uma grande maioria dos pacientes conseguiu a normalizagdo das concentracdes da
fracdo a2-globulina ao fim de 120 dias de tratamento.

No que diz respeito a fragao f3, foi possivel observar uma flutuagéo dos niveis médios
séricos durante os 3 momentos de estudo, ocorrendo um ligeiro aumento de MO para
M1, seguida de uma diminuicdo da concentracdo sérica em M2, apresentando estas

alteracGes valores estatisticamente significativos (p=0,01). Apesar do aumento
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observado de MO para M1 ser muito ligeiro este podera estar relacionado com um
aumento da concentracdo das PFA presentes nesta fracdo (PCR) em alguns pacientes
em M1, levando a um aumento do nivel médio sérico. Contudo, tal ndo pode ser
comprovado devendo por isso que mais estudos sejam realizados. Ja em M2 foi
possivel verificar uma diminuicdo dos niveis médios séricos para valores dentro dos
limites de referéncia, podendo estar relacionado com uma diminuicdo da concentracéo
de PCR e C3 presentes nesta fracdo durante este periodo. Este ultimo fato é reforcado
pelos resultados obtidos no estudo realizado por Sasanelli et al, 2007, no qual foi
possivel verificar uma diminuicAo da PCR durante o tratamento. Como ja
referido anteriormente, uma vez que em resposta a um estimulo antigénico as
imunoglobulinas tanto podem migrar na regido y como na regido B, a diminuicao da
concentracdo média sérica desta fragdo também pode estar associada a uma
diminuicdo na produgdo da imunoglobulinas, contribuindo deste modo para uma
diminuigcdo das B-globulinas. O aumento dos niveis médios séricos das B-globulinas
em M1 podera estar associado com um aumento da percentagem de pacientes com
hiperglobulinémia-B, aumentando de 57,1% para 64,2%. Contudo, em M2 foi possivel
verificar uma diminuicdo da percentagem de pacientes com hiperglobulinémia-f3
diminuindo de 64,2% para 28,5% demonstrando que a maioria dos pacientes
conseguiu uma normalizagdo das concentragbes séricas das B-globulinas, apos
terapéutica a curto-prazo.

Durante o presente estudo verificou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa
durante os 3 momentos de observag¢édo na concentracdo média sérica das y-globulinas
a qual est4d associada a uma diminuicdo da resposta imunitaria humoral (ndo
protetora). Estes resultados obtidos estdo de acordo com aqueles descritos por
Sassaneli et al, 2007. Para além da diminuicdo da concentracdo média sérica da
fracao v, foi também possivel verificar uma diminuicdo na percentagem de pacientes
com hiperglobulinémia-y durante MO, M1 e M2, diminuindo de 100% para 71,4% em
M1 e posteriormente para 50% em M2. Apesar de se verificar uma diminuicdo dos
niveis médios séricos ao longo do estudo nem todos os doentes apresentaram uma
normalizacdo da concentracdo média sérica em M2, com 50% deles a apresentarem
valores acima dos limites de referéncia. Num estudo realizado por Sassaneli et al,
(2007), a normalizacdo dos valores da fragdo y foi obtida ao fim de 6 meses de
tratamento, demonstrando ser necessério um longo periodo de tempo para que tal

ocorra. Assim, a diminuicdo de 71,4% para 50% de pacientes com hiperglobulinémia
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em M2 demonstra uma boa resposta ao tratamento, tendo em conta o curto espaco de

tempo desde o inicio da terapéutica (120 dias).
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5. Concluséao

A realizacdo do proteinograma no momento do diagnostico (MO) permitiu concluir ser
um bom método de diagndstico auxiliar, jA que a maioria dos pacientes apresentou
alteracBes sugestivas da patologia ao nivel das fracbes proteicas, nomeadamente a
presenca de uma hiperglobulinémia (maioritariamente y e ) associada a uma
hiperproteinémia, hipoalbuminémia e a uma inverséo da relacdo A/G.

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos com uma diminuicdo dos
niveis médios séricos durante o tratamento das fracdes a-2 (p=0,00), B (p=0,01) y
(p=0,00) e PT (p= 0,00) e um aumento da relacdo A/G (p=0,00), para além de uma
diminuicdo na percentagem de doentes com altera¢gfes ao nivel das fragdes proteicas
demonstrando assim uma boa resposta ao tratamento instituido. Deste modo pode
concluir-se que a realizacdo de proteinogramas consiste num bom método de
monitorizacdo terapéutica em curtos periodos de tratamento. Pelo fato de nem todos
os doentes conseguirem uma normalizacao de todas as fragBes proteicas em M2, é
possivel colocar a hipotese que embora se verifiqgue uma propensdo para a
normalizacdo dos valores do proteinograma, alguns individuos necessitariam de um
periodo de tempo mais prolongado (>120 dias) para que tal aconteca.

Foi também possivel concluir que a utilizacdo isolada dos testes seroldgicos nao
representa um método eficaz na monitorizacao do tratamento a curto-prazo em doentes
com Leishmaniose, ja que a maioria deles, apesar da melhoria clinica, ndo apresentou
uma diminuicao significativa na titulacdo de anticorpos apoés terapéutica.
Adicionalmente, a presenca de uma percentagem relativamente significativa de
individuos onde se verificou um aumento dos niveis séricos das fracdes al- e a2-
globulina, permitiu concluir que existe uma resposta inflamatéria primordialmente

baseada em proteinas de fase aguda nos pacientes infetados com Leishmaniose.
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