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Resumo

A Leishmaniose é uma zoonose com distribuicdo mundial causada por protozoarios do
género Leishmania spp.. Esta é transmitida principalmente por vetores fleb6tomos, que se
alimentam de um hospedeiro reservatério e o transmitem a outros animais e ao Homem.

Este estudo foi realizado durante o estagio curricular no laboratério veterinario INNO.
Neste recolheram-se dados relativos a 251 cdes, que realizaram testes de ELISA para detecéo
de anticorpos anti-Leishmania. Apés selecionar os positivos (170), enviou-se um inquérito aos
meédicos veterinarios dos CAMV’s para obter dados clinicos (sinais clinicos, métodos de
diagnéstico e terapéutica efetuada). Apds o cruzamento de dados (do laboratério e dos
inquéritos), associaram-se 0s animais em 15 grupos consoante os protocolos terapéuticos
utilizados e compararam-se 0s resultados serolégicos em dois momentos distintos (ao
diagndstico e apo6s o inicio da terapéutica). Observou-se que o grupo que apresentou melhorias

mais significativas foi “Outros”, e que alguns grupos tiveram agravamento dos resultados.

Palavras-chave: Leishmaniose; Cao; ELISA; laboratério; terapéutica.



Title: Canine Leishmaniasis: Comparison between ELISA results in different therapeutic groups

Abstract

Leishmaniasis is a zoonosis with a global distribution caused by protozoa of the genus
Leishmania spp. This is transmitted mainly by sandfly vectors, which feed on a reservoir host
and transmit it to other animals and humans.

This study was carried out during the internship at the INNO veterinary laboratory. Data
were collected from 251 dogs, which performed ELISA tests for the detection of anti-Leishmania
antibodies. After selecting the positives (170), an survey was carried out with several practices/
veterinary hospitals to obtain clinical data (clinical signs, diagnostic methods and therapeutics
performed). After the data were crossed (from the laboratory and from the surveys), the animals
were associated in 15 groups according to the therapeutic protocols used and the serological
results were compared at two different moments (at diagnosis and after initiation of therapy). It
was observed that the group that presented the most significant improvements was "Others",

and that some groups had worse results.

Keywords: Leishmaniasis; Dog; ELISA; laboratory; therapeutic.
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1. Introducéo
As leishmanioses consistem num grupo de doencas parasitarias transmitidas por

vetores, causadas por parasitas protozoarios pertencentes ao género Leishmania spp.. Estas
sdo transmissiveis entre homens e animais (zoonoses), constituindo um grande problema de
saude publica [1]. A sua transmisséo é feita maioritariamente através da picada de flebétomos
(do género Phlebotomus spp. no velho mundo e Lutzomyia spp. no novo mundo), mas cada
vez mais surgem outras formas de transmissdo que n&o implicam estes vectores.

Sao consideradas como “doencgas tropicais negligenciadas®, uma vez que sdo associadas a
populacdes pobres ou rurais com dificil acesso a meios de diagnéstico e terapéutica [1].

A incidéncia global destas doencas tem vindo a crescer devido ao progresso no
diagndstico, & detecdo precoce de casos, ao melhoramento da comunicagdo de casos e a
acessibilidade a terapéutica. Desta forma, € aceite que estas constituem doencas dinamicas,
cujas circunstancias de transmissao estdo constantemente a evoluir devido ao ambiente, aos
fatores humanos comportamentais e geogréficos, as alteracdes no habitat de hospedeiros e
vectores, as condi¢cdes imunossupressoras de cada hospedeiro e ainda como consequéncias
de conflitos sociais [2].

Visto que a leishmaniose canina é considerada um tema tdo desafiante, com muitas
caracteristicas aindas desconhecidas (relacionadas com a etiologia, patogenia, diagnéstico e
terapéutica) e por Portugal ser um pais endémico, surgiu a possibilidade de realizar um
trabalho nesta area. Uma vez que o laboratério INNO, em Braga, recebe diariamente varias
amostras de todo o pais para realizar testes comerciais de ELISA (Leiscan®, para detecdo de
Ac anti-Leishmania), do ponto de vista da autora, este tornou-se a instituicdo ideal para a

realizacdo deste estudo.

1.1 Epidemiologia

1.1.1 Leishmaniose humana

A leishmaniose humana é considerada endémica em 88 paises (66 destes no novo
mundo e 22 no velho mundo), afetando as popula¢gées mais pobres que vivem em areas rurais
ou suburbanas.

Estimam-se que estejam infetados aproximadamente 12 milhes de pessoas e que
cerca de 350 milhdes se encontrem em risco de adquirir a doenca [3].

Existem dois tipos de doenca consoante o vetor, hospedeiro e parasita: leishmanioses
zoon@ticas (tanto os animais domésticos como os selvagens contribuem para a transmissao,
sendo os humanos considerados hospedeiros acidentais) e as leishmanioses antropondticas (0

homem é o Gnico ou principal reservatério e fonte de infecéo do vetor) [2].



Das 30 espécies de Leishmania conhecidas no mundo, cerca de 20 podem infetar o
homem. Destas espécies, a maioria € considerada zoonética enquanto a minoria é
antroponotica [3].

Esta provado que cerca de 98 espécies de flebétomos existentes sdo vetores de
leishmaniose humana (42 espécies sdo de Phlebotomus e as restantes 56 espécies sdo de
Lutzomyia) [4].

A leishmaniose pode assumir trés formas distintas nos humanos, de acordo com as
manifestagfes clinicas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose
mucocutanea. Estima-se que por ano surjam entre um e um milh&o e meio de novos casos de
leishmaniose cutanea e cerca de 500 mil novos casos de leishmaniose visceral [3].

Algumas espécies podem originar mais do que uma forma clinica, mas as consideradas
mais importantes no caso da leishmaniose visceral (Kala-azar) sdo a Leishmania donovani e a
Leishmania infantum, por oposicdo a leishmaniose cuténea que quase todas as espécies
podem causar [5].

A L. donovani é encontrada principalmente em Africa, India, Bangladesh e Nepal, e
estima-se que a sua transmissdo seja maioritariamente antroponoética. Por oposicdo, a
transmissao de L. infantum é considerada zoondética (de reservatdrios caninos para o0 homem)
na regido Mediterranica, Médio Oriente, Asia central, China e América Latina.

A LV é considerada uma doenca progressiva e sintomatica, que se nao for tratada é
geralmente fatal, com uma taxa de mortalidade entre 75 e 95% dos casos. Esta tem uma
duracdo meédia de dois anos, embora possa ocorrer uma cura espontanea [5]. No fim da
década de 80, esta doenca afetava maioritariamente criangas, mas atualmente a maioria de
casos surge em adultos imunodeprimidos. Hoje em dia também se sabe que a Leishmaniose
visceral é a responsavel pela maioria das fatalidades causadas pela doencga [5].

Em Portugal, no Instituto de Higiene e Medicina Tropical em Lisboa, entre 2005 e 2014,
foram detetados cerca de 119 novos casos de LV (provocada por L. infantum), dos quais 17
corresponderam a adultos saudaveis, 36 a criangas e 66 a doentes imunodeprimidos. Durante
este periodo, também foram diagnosticados 16 casos de LC [6].

O diagnoéstico € feito geralmente através dos sintomas, e pela observacdo de
esfregacos ao microscopio. Uma vez que os esfregacos sanguineos sdo considerados pouco
fiveis (devido a presenca reduzida de parasitas circulantes no sangue), séo feitos esfregacos
utilizando material proveniente de biopsias de érgdos abdominais, de pele e de aspirados de
medula Ossea. Existem outros métodos de diagnostico, tal como a serologia
(Imunofluorescéncia Indireta, ELISA e Western Blot), mas 0os mesmos ndo possuem condicfes
para serem adaptados ao campo. O PCR (Polimerase Chain Reaction) € considerado mais
sensivel que a observagcao ao microscépio, mas requer acesso a hospitais e centros clinicos

desenvolvidos que possuam material adequado para a sua realizacao.



A terapéutica e prognostico dependem das condigBes socio-econémicas, bem como da
area geografica em que se encontram, sendo que a maioria de pessoas que possuem LV néo
apresentam bons resultados por esta ser uma doenca associada a pobreza das populacdes.

A prevencado passa pelo controlo dos vetores, uma vez que ndo existe uma vacina
eficaz capaz de permitir uma imunizacdo adequada, ndo s6 pela complexidade da resposta

imune mas também pelos efeitos imunomodelatérios dos antigénios da saliva dos fleb6tomos

[5].

1.1.2 Leishmaniose canina

A leishmaniose canina (Lcan) faz parte das doengas caninas transmitidas por vetores
(CVBD - canine vector borne diseases), as quais sdo provocadas por uma grande variedade
de agentes patogeénicos (principalmente bactérias e parasitas) e sdo transmitidas aos cées por
varios vetores artropodes (particularmente insetos e carragas) [7].

A Lcan causada por L. infantum, constitui uma doenga zoon@tica muito importante em
varios paises e areas geograficas incluindo: Portugal, Espanha, Sul de Franca, Italia, Grécia,
Turquia, Israel, Egipto, Tunisia, Algéria, Marrocos, Iraque, Irdo, Paquistdo e partes da China,
entre outros.

Estudos de seroprevaléncia realizados em Portugal, Espanha, Franca e Itélia, estimam
que nessas areas geogréficas, cerca de dois milhbes e meio de cdes (huma populagédo de 15
milhdes) estdo infetados com L. infantum e que € possivel uma propagacao para o Norte da
Europa [3]. Em Portugal estdo reconhecidos trés focos zoonoéticos desde os anos 80: Regido
de Lisboa, Regido de Tras-os-Montes e Alto Douro, e Regido do Algarve [8].

Em alguns paises onde ndo ocorre a transmissdo por parte de fleb6tomos (tal como a
Holanda, Reino Unido e Suécia), foram relatados alguns casos de leishmaniose canina
provocados pela importacdo ou transporte de animais infetados de outros paises endémicos
[3]. Também um estudo realizado na Alemanha, permitiu concluir que surgiram novos casos de
leishmaniose em regibes anteriormente indemnes, devido as condi¢cBes climaticas que se
tornaram favoraveis para o desenvolvimento do vetor [9].

Estimam-se que as taxas de infecao canina (utilizando PCR como meio de diagndstico)
em focos altamente endémicos rondam os 70-90%. Destes, apenas uma pegquena proporcao
de cd@es sucumbe a infecdo, enquanto a maioria sao resistentes e se tornam doentes
subclinicos.

Como muitos dos animais presentes em areas endémicas suportam infecdes
subclinicas, séo utilizados diversos métodos de diagnostico que incluem n&o s6 a observagéo
de sinais clinicos compativeis com a doenca, bem como a realizacdo de serologia e
demonstracao da presenca do parasita nos tecidos através de PCR [3].

Um estudo realizado em Barcelona concluiu que a idade constitui um dos fatores de

risco para a doenca, tendo esta dois picos de suscetibilidade: um em cées jovens (dois a



quatro anos) e outro em cdes mais velhos (mais de sete anos). Esta distribuicdo de idades
pode se justificar pelo facto de ter um curso crénico, 0 que permite que animais que foram
infetados quando eram jovens, apresentem sinais clinicos mais tardiamente por razdes
variadas (imunodepressao, doencas concomitantes, etc.).

Além da idade, também se estima que a raca podera ser um fator de risco, sendo que o
Boxer, o Cocker spaniel, o Rottweiller e o Pastor Alemao sédo aparentemente mais suscetiveis.
Verificou-se também que as racas menos suscetiveis sdo o Yorkshire Terrier e o Caniche,
talvez por serem consideradas racas que vivem mais frequentemente num ambiente de interior
e portanto estdo menos expostas a vetores [10]. Também se sabe que algumas racas que
evoluem em areas endémicas, raramente desenvolvem doenca e apresentam uma protecao
imunitaria predominante [3].

O sexo também pode representar um fator condicionante, uma vez que Miranda et al.
sugeriram que os machos tém maior suscetibilidade para desenvolver doenca do que as
fémeas [10].

Além do sexo, Morillas et al. concluiram que o comprimento da pelagem permite ao
vetor se alimentar mais facilmente e consequentemente facilita a infecdo do hospedeiro,
verificando-se um nivel mais alto de seroprevaléncia em cées de pélo curto (37,6%) em
contraste com cées de pélo longo (20,9%) [11].

1.1.2.1. Etiologia

1.1.2.1.1 Transmissao e Vetor Invertebrado

O vetor invertebrado (sand fly) é um fleb6tomo cuja classificagdo se insere na Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Pseudofamilia Phlebotominae, e pode pertencer a 13 géneros
diferentes (sendo os géneros Phlebotomus spp. e Lutzomyia spp. 0s que possuem maior
importancia em medicina veterinaria).

Uma classificacdo taxondmica universal ainda ndo foi aceite, mas a mais recente
reconhece mais de 800 espécies de fleb6tomos (com 464 no novo mundo e 375 no velho
mundo) [4].

Tal como referido anteriormente, esté provado que cerca de 98 espécies existentes sao
vetores de leishmaniose humana (42 espécies sdo de Phlebotomus e as restantes 56 espécies
séo de Lutzomyia) [4].

A distribuicéio dos vetores é muito variada, compreendendo varias regides: Asia, Africa,
Australia, Sul da Europa e América.

No Velho Mundo presume-se que exista um total de 42 espécies, 20 das quais séo
responsaveis pela transmissédo de Leishmania infantum, e as restantes sao responsaveis pela

transmissao de espécies como L. donovani, L. major, L. tropica e L. aethiopica.



No novo mundo estdo presentes cerca de 56 espécies (todas de Lutzomyia), as quais
estdo envolvidas na transmissdo de 15 espécies de Leishmania, nomeadamente: L. infantum,
L. braziliensis, L. guyanensis, L. mexicana, L. amazonensis, entre outras [4].

Em Portugal, conhecem-se atualmente 5 espécies distintas de fleb6étomos:
Phlebotomus ariasi, P. perniciosus, P. sergenti, P. papatasi e Sergentomyia minuta. Destas, as
que existem na regido do Algarve séo: P. perniciosus (90,5% das espécies estudadas), S.
minuta (6,33%), P. sergenti (2,11%), P. ariasi (0,84%) e P. papatasi (0,21%) [12]. Outro estudo
realizado na regido de Tras-os-Montes e Alto Douro permitiu concluir que as espécies mais
frequentes nesta zona sdo P. ariasi, P. perniciosus e S. minuta. Destas enunciadas, P. ariasi é
a que prevalece (com cerca de 73,1% das espécies estudadas), por oposicao a P. perniciosus
(19,0%) e S. minuta (7,9%) [6]. Esté provado que P. perniciosus e P. ariasi sdo os vetores para
L. infantum, e que a sua actividade tem inicio em Maio/Junho e termina em Outubro/Novembro,
quando as temperaturas diminuem até aos 12°C ou menos [8].

Os fleb6tomos sdo pequenos insetos com um comprimento corporal compreendido

entre 2 e 3mm, de cor acastanhada ou cinzenta e revestidos de sedas.
Nas regides mediterrénicas e asiaticas, estes sdo mais ativos durante 0s meses mais quentes
(desde a primavera até ao outono), em oposicdo ao que acontece na Ameérica latina onde
algumas espécies sao ativas durante todo o ano. Nao percorrem grandes distancias (por serem
maus voadores), e estudos demonstram que se dispersam pouco mais de um km em relagéo
aos seus locais de criacdo (detritos de folhas, ninhos de roedores, cantos de casas, rochas,
orificios nas arvores e entre vegetacao densa), onde realizam a ovopostura [3, 13].

Como o comportamento das fémeas é distinto, por serem hemat6fagas (em oposicao
aos machos que se alimentam de sucos vegetais) e terem maior atividade crepuscular e
noturna, estas apresentam algumas diferengas morfoldgicas. Ambos possuem: uma cabeca
com um par de olhos, um par de antenas cujo flagelo apresenta 14 articulos, um par de palmos
com cinco articulos e um aparelho bucal picador-sugador (0 qual possui sete pecas nas
fémeas); um térax com aspeto giboso onde se insere um par de asas lanceoladas com
segunda e quarta nervuras longitudinais bifurcadas e trés pares de patas, sendo as posteriores
mais longas; um abdémen com dez segmentos subiguais com evidente dimorfismo sexual
(tendo no macho os ultimos segmentos posteriores forma de garra) [14].

O seu ciclo de vida é composto por quatro estadios de desenvolvimento (ovo, larva,
pupa e adulto — Figura 1), mas ao contrario de outros insetos, os estadios imaturos nao
requerem agua corrente para completar o seu desenvolvimento, apenas alguma humidade e
calor (temperaturas entre 25 e 28°C). Apés a alimentacdo, a fémea deposita 0s ovos num
ambiente favoravel, os quais eclodem consoante a temperatura, emergindo as primeiras larvas

entre os 12-19 dias, pupas entre os 25-59 dias e adultos entre os 35-69 dias [4].



Figura 1 — Estadios de desenvolvimento dos Flebétomos. Adaptado de [13]

1.1.2.1.1.1 Qutros vetores

Apesar dos fleb6tomos serem os Unicos vetores comprovados de Leishmania spp.,
foram colocadas varias hip6teses de existéncia de outros. Dessas possibilidades destacam-se
as carracas e pulgas, uma vez que em locais ndo endémicos pode existir uma baixa
percentagem de flebétomos infetados, ou existir uma transmissao autéctone sem que haja
presenca dos mesmos nessa zona [15]. Além de poderem transmitir outros agentes infeciosos
(bactérias, protozoéarios, nematodes e virus), estes artropodes (carragas e pulgas) possuem
algumas caracteristicas que os tornam bons candidatos a vetores: necessitam de realizar
refeicBes sanguineas num hospedeiro para mudarem de estadio larvar, ttm boa resisténcia ao
ambiente e possuem elevada densidade populacional.

Um estudo realizado por Ferreira et al., permitiu verificar a presenca de ADN de
Leishmania spp. em pulgas recolhidas de cées infetados, e ap6s inoculacdo dessas pulgas em
hamsters, observou-se uma positividade de 45% para o ADN de Leishmania spp. no bago dos
mesmos. Apesar de se terem verificado resultados positivos, ndo se pode concluir com certeza
que as pulgas representam um vetor de Leishmaniose, pois ndo é clara a forma como os cées
foram infetados (os quais poderiam ter sido infetados por flebétomos antes da recolha das
pulgas) [16].

Estudos anteriores demonstraram a presenca de ADN de Leishmania spp. em
carragas, que foram recolhidas de c&es com leishmaniose. Um desses estudos conduzido por
Solano-Gallego et al., demonstrou que em 128 exemplares de Rhipicephalus, cerca de 10,1%
possuiam ADN de Leishmania spp., e também que a maioria dos positivos eram machos
retirados de caes seronegativos no diagnéstico de Lcan [17].

Salvattore et al. conduziram um estudo em Itélia, numa &area geogréafica endémica onde
o0 vetor ndo era considerado evidente, e analisaram a possivel presenga de ADN de
Leishmania spp. nas 119 carragas recolhidas a varias espécies (homens, cées e gatos). Neste,
verificaram a presenca de ADN de Leishmania spp. em 7,5% das carragas removidas [18]. Esta
portanto sugerida a transmissdo através de artrépodes hematéfagos (nomeadamente
carragas), mas nao esta provado que estes possuam uma capacidade vetorial.

Outros estudos, comprovam a transmissdo transovarica e entre estadios de R.

sanguineus. Apés a inoculacdo de fémeas com segmentos de ADN de Leishmania spp.,



observaram uma persisténcia de infegcdo nos seus ovos e larvas, através da realizagdo de
testes de PCR em tempo real [19].

Outro estudo levado a cabo por Torres et al.,, também permitiu detectar kKADN de
L.infantum nas glandulas salivares de carracas recolhidas num c&o naturalmente infetado. No
entanto, apesar de ser sugestivo, ndo pode ser considerado como prova irrefutavel para
designar as carragas como vetores de leishmaniose, e portanto € necessaria a realizacéo de

mais estudos [20].

1.1.2.1.1.2 Outros tipos de transmisséo

O tipo de transmissdao mais mencionado é através da picada dos fleb6tomos, mas
existem outras formas de transmissdo. Varios estudos em regifes onde ndo se encontram
provas da existéncia de vetores, comprovam que também é possivel uma transmissédo vertical
(de uma cadela gestante para a sua ninhada) ou uma transmissdo venérea (entre machos e
cadelas infetados) [3].

Silva et al., conduziram um estudo no qual concluiram que existe transmisséo venérea
de Lcan (provocada por L. chagasi) e que o parasita tem tropismo para o sistema reprodutor
masculino, onde provoca lesdes e promove a libertacdo de Leishmania spp. no sémen.
Também sugeriram que a infe¢do ocorre de forma unidirecional, de machos para fémeas, uma
vez que no sistema reprodutor feminino das cadelas do estudo ndo registaram quaisquer
alterag@es [21]. Por sua vez, Naucke & S. Lorentz concluiram que na Alemanha, uma cadela
infectou uma cria de uma das suas ninhadas por transmisséo vertical e transplacentaria [15].

Além destas, também estéd provado ser possivel a transmisséo através de transfusdes
sanguineas de cées infetados, 0 que acrescenta uma preocupacao especial nas areas em que
os dadores sdo doentes subclinicos [22].

Tal como referido anteriormente, pensa-se também que sera possivel perpetuar a
infecdo através de pulgas ou de contato direto entre caes, em especial nas zonas onde nao

existem aparentemente vetores, mas tal ainda ndo esta totalmente esclarecido [3].

1.1.2.1.2 Hospedeiros vertebrados

O cdo doméstico (Canis lupus familiaris) € considerado o principal hospedeiro
reservatoério para a Leishmaniose humana na Bacia Mediterranica, Médio Oriente e América do
Sul (onde L. infantum constitui o principal agente de infe¢&o).

Em comparagdo com outras espécies, a L. infantum apresenta uma variabilidade
genética baixa, o que permite concluir que esta foi introduzida no Novo Mundo através da
importacdo de cdes infetados [3].

Considera-se o cdo como um bom hospedeiro reservatério de Leishmania spp., pois
este: possui a capacidade de ficar infetado e de permitir que a infecdo se transmita; tem um

tempo de vida relativamente longo (favorecendo o tempo de exposicdo e transmisséo);



encontra-se frequentemente em contato com fleb6tomos; e o seu habitat € 0 mesmo que o do
homem [23].

Além do céo, também foram registados vérios casos de infe¢do por L. infantum em
alguns gatos domésticos, cavalos, porcos e roedores, na Europa e na América do Sul [3]. Um
desses estudos demonstrou a presenca de ADN de Leishmania spp. (em varios tipos de
roedores) e do zimodeme I0C/Z74 (tanto em humanos como em roedores), sugerindo a
implicacdo dos mesmaos nos ciclos domésticos e silvaticos de transmissao do parasita [24].

Poli et al. demonstraram através da realizacdo de exame fisico, esfregacos citolégicos
e cortes histolégicos, que os gatos domésticos também podem ficar infetados e exibir doenca
clinica [25]. Também Martin-Sanchez et al. estudaram a doenga clinica em gatos domeésticos, e
concluiram que a infecdo provocada por L. infantum assume a forma de lesdes cutaneas com
disseminacgdo visceral, enquanto as formas cutaneas se restringem a outras espécies de
Leishmania. Além disso, sugeriram que a presenca concomitante de alguns virus
imunosupressivos (FIV ou FelV) num gato infetado por Leishmania, pode favorecer a
replicacdo do parasita e consequentemente as manifestacdes dos sinais clinicos [26].

Varios estudos foram realizados em canideos selvagens de diversos paises,

(nomeadamente a raposas, lobos, linges, genetas, mangustos e texugos), e permitiram concluir
que L. infantum também se encontrava nestas espécies. Destes destacam-se as raposas, que
em Portugal foram reportadas com seroprevaléncias entre 18 e 60%, cerca de 18% em Itdlia e
2,7% em Espanha. No entanto, quando recorreram a analise por PCR, 74% dos casos foram
positivos em Espanha [27]. Além das raposas, também foram detectados no Irdo, dois casos
positivos num lobo e hum chacal [28].
Zhang et al. demonstraram a presenca de ADN de Leishmania spp. em seis espécies
diferentes de lagartos do deserto num foco endémico do noroeste da China, com uma
prevaléncia de 64,6%. Além destes, também identificaram prevaléncias de 30,4% em ovelhas e
21,6% em burros [29].

Em Espanha, devido a sua elevada densidade populacional, proximidade com a
periferia das cidades e casos de Leishmaniose humana, surgiu a necessidade de estudar as
lebres silvestres. Deste estudo, através da utilizacdo de xenodiagnéstico, concluiu-se que
lebres aparentemente saudaveis possuiram a capacidade de infetar em média 4,7% dos
flebétomos [30].

Apesar de estas terem sido consideradas espécies que podem ser infetadas, ndo esta
provado que todas possam contribuir para a transmissdo do parasita. No entanto, a sua
importancia ndo deve ser desconsiderada, pois estas podem servir como reservatorios

primarios ou secundarios, participando em ciclos silvaticos ou peridomésticos.



1.1.2.1.3 Parasita Leishmania spp.

A Leishmaniose € perpetuada por protozoarios do Reino Protista, Filo
Sarcomastigophora, Classe Kinetoplasta, Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e
do género Leishmania. O género Leishmania encontra-se dividido nos subgéneros Leishmania
e Viannia, e essa divisdo baseia-se na diferenca do local de desenvolvimento do parasita no
vetor [3].

O subgénero Leishmania constitui cerca de 30 espécies, incluindo: L. tropica, L. major
e L. aethiopica, o complexo L. donovani (que inclui L. donovani, L. infantum e L. chagasi) e o
complexo L. mexicana (L. mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis). Por sua vez, o
subgénero Viannia € constituido por 4 espécies relevantes: L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) panamenesis e L (V.) peruviana. Enquanto uns se replicam no intestino
posterior (Leishmania braziliensis), outros replicam-se no intestino médio (outras espécies de
Leishmania) dos fleb6tomos.

A classificacdo das diferentes espécies de Leishmania pode-se realizar de varios
modos, tais como: uso de anticorpos monoclonais, padrdes de isoenzimas por eletroforese,
andlise e comparacdo de segmentos de ADN e andlise de antigénios de superficie [3]. Destes,
0 método considerado gold standard para tipificacdo de Leishmania spp. é a interpretacao de
padrées de dispersdo de isoenzimas por eletroforese, e 0 mais usado é o sistema Montpellier
(MON), o qual se baseia na andlise de 15 enzimas.

Existem atualmente 31 zimodemes conhecidos associados a L. infantum, sendo o

MON-1 o mais reconhecido (presente em infecbes humanas e caninas). Este ocorre em mais
de 30 paises e representa cerca de 70% de todos os conhecidos.
Sabe-se que em Portugal, MON-1 representa cerca de 96,7% dos zimodemes existentes [31].
Além desse, foi reconhecido também o zimodeme MON-98 de L. infantum em cées, 0 MON-24
num humano com VIH e num flebétomo (P. ariasi), e o0 MON-18 (de L. donovani) em outro
humano com VIH [32]. Outro estudo feito no pais, permitiu o isolamento de MON-80, que é
considerado incomum e responsavel pela transmissdo de LV ou LC, de um humano com VIH
[33].

Permanecem no entanto alguns obstaculos a este método de classificacdo, pois é
necessario cultivar o parasita e podem ainda existir modificacdes no genoma do mesmo que
impedem a mobilidade enzimética na eletroforese. Deve-se portanto complementar este
método com outros tais como o PCR, que utiliza alvos de ADN polimoérfico com alto poder
discriminatorio [34].

Os parasitas do género Leishmania sdo dimérficos e heteroxenos, apresentam duas
formas parasitarias (amastigota e promastigota) e necessitam de dois hospedeiros (um
vertebrado e um invertebrado) para concluir o seu ciclo parasitario. A forma amastigota possui
uma forma arredondada ou oval com cerca de dois a quatro um de didmetro, e encontra-se no
sistema fagocitico mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado, nomeadamente dentro dos

fagolisossomas dos macréfagos, como se observa na Figura 2 [35]. Por sua vez, a forma



promastigota € mais estreita e longa (15 a 30 um), possui aspeto fusiforme com um flagelo
comprido na por¢ao anterior, é extracelular e bastante mével, principalmente se for metaciclica.
Esta localiza-se desde o intestino médio até a por¢cao anterior do intestino do vetor (hospedeiro
invertebrado) [3].

Figura 2 — Formas amastigotas de Leishmania spp. (seta vermelha), em citologia de pele de
um céo. Coloragéo Diff-Quick. Ampliacdo 1000x. Fotografia gentilmente cedida por laboratério
veterinario INNO.

1.1.2.2 Ciclo de vida

No interior do vetor (fleb6tomo), o parasita desenvolve-se no aparelho digestivo, sendo
gue a maioria das espécies de Leishmania tém desenvolvimento suprapilérico (no estdmago).
Por sua vez, outras (p. ex.: do subgénero Viannia) sdo peripiléricas e penetram no intestino
posterior antes de migrarem para o estémago [36, 37].

O vetor (fémea) fica infetado quando ingere uma refeicdo de sangue contendo
macréfagos parasitados com formas amastigotas, as quais se deslocam para a regido posterior
do estdbmago. Nesse local, as formas amastigotas diferenciam-se e deslocam-se para a valvula
estemodeal (regido que faz a conexao a regido anterior do aparelho digestivo).

Nas 24-48h seguintes, as formas amastigotas diferenciam-se em formas promastigotas
prociclicas que possuem um pequeno flagelo e multiplicam-se. Estas estdo protegidas do
epitélio gastrico pela membrana peritrofica, sendo por isso resistentes a enzimas digestivas.

Entre as 48-72 horas seguintes, as formas prociclicas diferenciam-se em nectomonas
(de aparéncia delgada e comprida) que migram para a regido anterior do estdmago (pela
membrana peritrofica) e ligam-se a células epiteliais gastricas.

ApOs quatro dias surgem as formas leptomonas (que se multiplicam), e apos cinco-sete
dias observam-se as formas haptomonas (com flagelo curto e imoveis que se acumulam no

local) e metaciclicas (formas infetantes, rapidas) na valvula estemodeal [38].
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A valvula estemodeal sofre alteragBes provocadas pela acumulagdo de formas
haptomonas (que blogueiam a via alimentar e alteram as bombas faringea e cibarial), o que faz
com que o vetor efetue esforcos adicionais para ingerir uma refeicdo de sangue. Isto, faz com
que as formas metaciclicas promastigotas (infetantes) sejam injetadas no local onde o
flebétomo faz a picada para se alimentar. Em seguida, as promastigotas ligam-se aos fagocitos
mononucleares do hospedeiro (animal que recebeu a picada do flebétomo e que constitui a sua
fonte de sangue), via um mecanismo recetor mediado e sdo posteriormente fagocitadas
(fundindo-se com os lisossomas e formando um fagolisossoma). Uma vez dentro do
macréfago, o parasita sofre alteragcbes metabdlicas e bioquimicas, transformando-se na forma
amastigota [39]. Estas por sua vez, multiplicam-se por divisédo binaria, aumentam o volume da
célula hospedeira até a sua rutura, e permitem que as amastigotas infetem outras células
mononucleares fagociticas. As formas parasitarias circulantes no sangue possibilitam que um
fleb6tomo faca a sua refeigéo e fique desta forma infetado, perpetuando de novo o ciclo.

Esta resposta inflamatéria do hospedeiro vertebrado é desencadeada pela lesao
provocada pelas pecas bucais do vetor quando se alimenta, a qual retne células inflamatorias
(macréfagos, células dendriticas e de Langerhans), permitindo a instauracéo da infecdo [4]. O

ciclo de vida de Leishmania spp. pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3 — Esquema representativo do ciclo de vida de Leishmania spp.
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1.1.2.3 Patogénese e Resposta imunitaria

A patogenia pode ser condicionada por diferentes fatores: os que dizem respeito ao
hospedeiro e o0s que séo relacionados com o parasita.

Os fatores relativos ao hospedeiro sdo considerados os principais, pois sao estes que
condicionam o desenvolvimento da doenca clinica ou a capacidade de resisténcia, através da
genética e da resposta imunitaria.

Os fatores relacionados com o parasita variam consoante o zimodeme correspondente, o qual
determina a viruléncia e consequentemente a resposta do hospedeiro.

Existem ainda outros fatores que podem ser condicionantes, tais como o estado sanitario ou
nutricional do hospedeiro, afetando ndo sé os cdes mas também os humanos [40].

Tal como referido anteriormente, pensa-se que a expressao genética possa estar
envolvida na suscetibilidade ou resisténcia a infecdo por Leishmania spp.. Desta forma,
Sanchez-Robert et al. realizaram um estudo em 97 cdes (40 naturalmente infetados e 57
saudaveis), de 14 racas diferentes, para testar a implicancia do gene Slcllal na
suscetibilidade & Leishmaniose canina. Este consiste num protdo/catido bivalente que é
denominado comummente por Nrampl, o qual esta associado a regulacdo da resisténcia e
suscetibilidade a Salmonella, Leishmania e Mycobacterium em ratos através dos macrofagos.
Além disso, também esta associado a regulagdo de citoquinas/quimiocinas (tais como o fator
de necrose tumoral (TNF) e interleucina 10) e a inducao da sintese de 6xido nitrico. Também
esta provada a sua acao na suscetibilidade associada a doencas infeciosas e autoimunes em
humanos. Desta forma, geraram-se 14 haplétipos, que diferiram nos dois grupos de estudo
(caes infetados e saudaveis), devido as diferencas encontradas nos nucle6tidos do genoma.
Destes, 0os mais repetidos foram o TAG-8-141 (em todas as ragas, com uma frequéncia de
0,35) e 0 TAG-9-145 (principalmente na raca Boxer, com uma frequéncia de 0,32), sugerindo
neste Ultimo a existéncia de uma distribuicdo hapldide especifica da raca. Observou-se o
haplétipo TAG-9-145 maioritariamente em individuos homozigéticos da raca Boxer do grupo
controlo, enquanto que TAG-8-141 foi associado ao grupo de animais infetados, onde cerca de
50% dos Boxer foram identificados como heterozig6ticos. Estes resultados sugeriram que cées
de raca Boxer que possuem o alelo TAG-8-141 sdo mais suscetiveis a infe¢do, enquanto o
alelo TAG-9-145 podera ser protetor no caso de individuos homozigoéticos [41].

No hospedeiro, as formas parasitarias possuem capacidade de ficar ocultas da
resposta imune e para tal utilizam diversas células. Dessas células destacam-se as miel6ides
(tais como macréfagos, células dendriticas e neutréfilos), as quais abrigam este parasita
intracelular. Apesar dos macréfagos terem lugar de destaque na sobrevivéncia e eliminagdo do
parasita, varios estudos referem os neutréfilos como células também importantes na patogenia
da Lcan. Estes ultimos, possuem capacidade de eliminar um vasto espetro de patogéneos e
sdo conhecidos como “fagécitos tradicionais”, que constituem a primeira linha de defesa do
organismo contra agentes infeciosos ou substancias estranhas (sendo uma das primeiras

células hospedeiras de parasitas de Leishmania spp). Foi demonstrado que o fator quimiotatico
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de Leishmania spp. recruta neutréfilos para o local de infecdo, e ao interagir com o recetor de
lipoxina A4 resulta num tropismo de parasitas para o local e aumento da sobrevivéncia
intrafagocitaria. Além disso, a saliva dos vetores possui fatores anti-agregacdo e
anticoagulantes que podem potenciar o influxo de células ao local [1, 42].

Algumas teorias referem que os neutréfilos podem atuar como “cavalos de tréia”, pois
estes podem ser controlados pelos parasitas de trés formas: o recetor da lipoxina (ALX) reage
com lipidos anti-inflamatérios (como a lipoxina A4), aumentando a fagocitose de células em
apoptose; de outra forma, o inéculo virulento inclui promastigotas positivas a fosfatidilserina, a
qual induz a producéo de TGF-B, e como as células em apoptose ndo representam perigo, nao
ocorre a ativagao das fun¢gBes antimicrobianas efectoras dos fagocitos; a ultima forma é tirar
partido da tendéncia dos neutréfilos morrerem por apoptose e simultaneamente recrutarem
macroéfagos, fazendo com que os parasitas escapem dos neutréfilos imediatamente antes de
infetarem os macréfagos onde se podem multiplicar [42].

Os parasitas possuem uma capacidade de sobreviver intracelularmente, resistindo a
enzimas dos fagossomas dos macrofagos, através de umas moléculas chamadas de “fatores
de viruléncia do parasita”. Destas moléculas, destacam-se o lipofosfoglicano e a proteina de
superficie GP63. Esta capacidade de sobrevivéncia é a que permite ao parasita libertar-se do
interior do macro6fago e disseminar-se para 0s outros 6rgaos.

Quando as formas promastigotas sdo fagocitadas e se diferenciam em formas
amastigotas (no fagossoma), sofrem tentativas de destruicdo por parte dos macrofagos, tais
como: respiragdo oxidativa, acidificacdo e digestdo. Na primeira, a fagocitose ativa uma
oxidase na membrana plasmatica, a qual transfere protdes para o oxigénio molecular e
promove a formacao de radicais que reagem no local. Na segunda, apds a fusdo do fagossoma
com o endossoma, sucede-se uma acidificacdo (descida de pH) da vesicula parasitaria pela
acao do protdo ATPase, que por sua vez promove a desnaturagdo das proteinas, tornando-as
suscetiveis em relagdo as hidrolases acidas. No processo de digestdo, apdés a fusdo de
lisossomas com o endossoma, libertam-se as hidrolases acidas que degradam o ADN, ARN,
proteinas e hidratos de carbono [1, 43]. Estes mecanismos diferem entre espécies de
Leishmania, o que explica o polimorfismo entre a Leishmaniose humana e canina.

Além da capacidade de resisténcia dos parasitas, a saliva que os vetores flebétomos
injetam na pele do hospedeiro durante a picada, possui componentes que podem ter potencial
farmacolégico (vasodilatadores, anti-coagulantes, anestésicos locais) e propriedades
imunomodulatdrias (que potenciam a eficacia da infegao).

Cada animal infetado possui uma resposta imunitaria Unica, a qual determina o curso
que a doenca toma. Os parasitas podem ser eliminados localmente (infecdo auto-limitante),
podem ficar sequestrados na pele e linfonodos (ndo se disseminando e causando infecéo
assintomatica) ou podem-se disseminar por todo o corpo (levando ou ndo ao aparecimento de

sinais clinicos e/ou alteracdes clinico patoldgicas) [43].
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Portanto, em animais resistentes, os parasitas ndo possuem capacidade de se disseminar além
do linfonodo eferente. Por sua vez, nos animais suscetiveis ocorre multiplicacdo dos parasitas,
rutura dos macrofagos infetados e disperséo para diferentes 6rgédos (medula éssea, linfonodos,
pele, baco, figado e rins), onde ocorrem posteriormente reacdes inflamatérias granulomatosas
e mecanismos imuno-mediados (deposicdo de complexos imunes).

Esta provado que cdes autétones ou caes sem raca definida que nascem em areas
endémicas sao mais resistentes, pois conseguem produzir uma resposta imunitaria mais
protetora [43].

Apéds a picada do vetor e da inoculacdo do parasita na pele do c&o, sucede-se (apos
algumas horas) a infiltracdo de macréfagos localmente. Seguidamente, a agdo de citoquinas
com efeitos quimiotaticos (como por exemplo, a proteina quimiotatica para monécitos — 1,
MCP-1) da inicio a fagocitose e a endocitose do parasita. Esta Ultima, é resultado do
reconhecimento da glicoproteina GP63 (que se encontra na membrana celular do parasita) por
parte de um recetor da membrana do macréfago juntamente com as células dendriticas (que
possuem papéis muito importantes na modulacéo e regulagéo da resposta imunitaria especifica
anti-Leishmania). Apés a infecdo dos macrofagos, estes auxiliam no transporte dos parasitas
da pele para o linfonodo aferente (e estimulam células T protetoras de meméria) utilizando
proteinas do complexo MHC-II [43].

Os linfocitos T e as suas subpopulagdes possuem papé€is muito importantes na
resposta imune, e por isso alguns estudos sugerem que o nuimero de linfécitos T-helper (Th)
CD4+ no sangue periférico de caes suscetiveis esta reduzido e inversamente correlacionado
com a severidade da doenca. Deste modo, pde-se a hipétese de que a imunidade celular
mediada comprometida pode estar relacionada com um defeito em células Th. Outros estudos
sugerem que células Th CD8+ sdo essenciais para a protecdo do hospedeiro, devido a sua
capacidade de provocar lise de macréfagos infetados utilizando MHC-II (e talvez MHC-I de
forma restrita). Estas séo por isso associadas a resisténcia e baixa carga parasitaria [44].

Apesar de existir uma associacao clara entre a ativacdo de Th1l e resisténcia, e entre a
ativacdo de Th2 e suscetibilidade (a qual foi provada em laboratério, em infegcBes animais
provocadas por Leishmania spp. dermotropicas), o papel de Thl e Th2 ainda é considerado
confuso. ApOs revisdo dos perfis de citoquinas, pensa-se que tanto Th2 como Thl estdo
presentes, mas este Ultimo pode estar associado a caes resistentes. [43]

De entre as citoquinas de Thl, a interleucina-2 (IL-2) e o INF-y (Interferdo gamma)
foram correlacionados com resisténcia. A IL-2 aumenta a producdo de INF-y e protege o
organismo da doenga, atrasando a expressao de sinais clinicos [45]. Um estudo feito por
Solano-Gallego et al., permitiu concluir que caes infetados que tenham falta de producdo de
IFN-y, produzem uma resposta humoral forte, uma parasitémia elevada e exibem doenca
clinica severa [46].

De entre as citoquinas do tipo Th2, a IL-4 foi relacionada com a suscetibilidade a Lcan.

Ao contrario do que sucede na LV, a IL-10 ndo parece contribuir para a suscetibilidade ou
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acumulacéo nos tecidos de cdes com leishmaniose [45]. O papel da IL-13, cujo mARN foi
detetado na pele mas ndo na medula 6ssea de alguns caes, ndo esta completamente
esclarecido. Também o Factor de transformacdo do crescimento Beta (TGF-B), que é outro
produto de Th2, tem uma grande capacidade supressora e modeladora do sistema imunitario.
Este suprime o desenvolvimento de Thl e Th2, inibe a sintese de IFN-y e NOS2 e
consequentemente diminui a capacidade que os macrofagos tém de eliminar parasitas [47].
Desta forma pode-se concluir que o papel das citoquinas bem como os seus perfis associados
a resisténcia ou suscetibilidade ainda néo estéo corretamente estabelecidos.

Os caes resistentes produzem anticorpos de vérios tipos mas numa frequéncia e

concentra¢des mais reduzidas que os caes suscetiveis, 0 que permite inferir que a producéo de
anticorpos especificos esta diretamente relacionada com a carga parasitaria e severidade de
sinais clinicos. De todos os tipos de anticorpos, o que predominam sao os IgG [46]. Um estudo
realizado em ratos, demonstrou que as subclasses de IgG estdo associadas com a resposta e
resisténcia de Thl (IgG2a) ou com resposta e suscetibilidade de Th2 (IgGl) a espécies
dermotropicas de Leishmania.
Cées suscetiveis produzem anticorpos contra uma vasta lista de antigénios de parasitas, tais
como: K39, proteinas de choque de calor (HSP-70), histonas, proteases cistainas, proteinas
gp63 e gp70, entre outros. O papel patogénico destes ainda ndo estad comprovado, mas pensa-
se que a seropositividade ao antigénio K39 e a proteina GP63 esta ligada ao aparecimento de
sinais clinicos.

Outros componentes como as crioglobulinas e os autoanticorpos contra células
sanguineas, musculos e componentes nucleares, sdo produzidos e a sua acumulagcdo pode
contribuir para varias manifestacdes clinicas de Lcan. Por sua vez, a ativacao prejudicial de
células B e a superproducdo de imunoglobulinas é exemplificada pela produg¢do de complexos
imunes compostos por IgG, IgM e/ou IgA. Estes, ndo sé reduzem a atividade fagocitica dos
macrofagos, como também agravam a inflamacao via ativagdo do complemento, tendo um

papel importante em diversos tecidos e orgaos [1, 43].

1.1.2.3.1 Alteracdes Patoldgicas

Tal como referido anteriormente, diferentes tecidos e 6rgdos do corpo podem ficar
afetados com inflamacéo granulomatosa e/ou mecanismos imuno-mediados.
A inflamagdo granulomatosa caracteriza-se por infiltracdo e/ou proliferagdo de células
(macrdéfagos, histiocitos, linfocitos, células plasmaticas e por vezes neutrdfilos e eosindfilos), e
parece ser especialmente importante nos linfonodos, medula éssea, baco, figado, intestino,
0ss0, sistema reprodutor masculino e mucosas. Por oposi¢éo, 0s mecanismos imuno-mediados
parecem ter um papel importante nas patologias renais. No que diz respeito aos dois
mecanismos fisiopatolégicos, parecem ter igual importancia na pele, musculos, articulacfes e

lesBes oculares [43].
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Lesdes nos linfonodos

Nos linfonodos pode-se observar hipertrofia cortical e/ou medular, e presenca de varios
macréfagos infetados (sendo a linfoadenopatia periférica um dos sinais clinicos mais

tipicos de Leishmaniose) [43].

Lesdes cutaneas

As lesdes cutaneas sdo muito comuns, estando presentes em cerca de 80-90% dos
casos de leishmaniose canina. A dermatite localizada, multifocal ou difusa, geralmente
com distribuicdo simétrica, esta presente em cerca de 53-73% dos casos e caracteriza-
se por descamacdo e espessamento da pele, com ou sem alopécia, eritema e
hiperpigmentacdo.  Histologicamente  existe inflama¢@o  granulomatosa ou
piogranulomatosa que pode ser perivascular, intersticial, nodular e/ou periadnexal, e
pode-se estender ao paniculo. Pode ocorrer o aparecimento de nédulos cutaneos (cuja
distribuicdo pode ser generalizada) principalmente nas zonas toracicas, lombares e
falanges, e histologicamente podem observar-se focos de necrose e infiltragdo cutanea
perifolicular, periglandular e perivascular (por linfécitos, macréfagos, outras células e
parasitas). As Ulceras cutaneas (em 15-40% dos casos) sdo normalmente vistas na
margem dos pavilhdes auriculares, pontos de pressdo, membros e juncdes
mucocutaneas, e sdo atribuidas a trauma local ou dano vascular. A dermatite papular
pode ser observada, correspondendo aos diferentes locais de inoculagdo do parasita.
Outras manifesta¢des cutdneas menos commumente observadas incluem: a dermatite
pustular; a alopécia localizada (em redor dos olhos é o mais comum); a
despigmentacdo nasal; a hiperqueratose nasal e das almofadas plantares; a
onicogrifose (onde existe inflamacéo na base da unha e pele adjacente); as les6es do
tipo granuloma/piogranuloma; a dermatofibrose nodular ndo acompanhada por
envolvimento renal ou uterino; as lesbes semelhantes as do tipo de lambedura acral;as
lesbes hemorragicas devido a vasculite; a pioderma superficial e/ou profunda e
aumento das populaces de Malassezia pachydermatis [43]. Um estudo conduzido por
Ordeix et al., permitiu concluir que a pele com aspeto normal de cées infetados no
estadio |, possui menos probabilidade de apresentar lesGes microscopicas e menos
carga parasitaria, em comparagdo com caes infetados em estadios moderados a

severos [48].

Lesdes na medula 6ssea

A inflamacéo granulomatosa da medula 6ssea pode ser acompanhada por: aumento da
percentagem de linfocitos, de células plasmaticas e eritréides; hipoplasia e/ou displasia
de megacariécitos; aumento do racio mieléide/eritroide e eritrofagocitose (o0 que pode

explicar parcialmente a anemia e trombocitopénia usualmente observadas) [43].
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Lesdes no baco

Também a esplenomegalia € uma manifestacdo comum (a qual tem origem na
proliferacdo e/ou infiltracdo de células imunes e hiperplasia), embora possa néo ser
detectada por palpacdo abdominal até esta ser demasiado severa. Numa fase inicial,
histologicamente pode-se constatar o desenvolvimento da polpa vermelha do baco,
com proliferacdo de macréfagos e plasmacitos, e uma reducao de linfécitos das linhas
germinativas linféides. Ja numa fase cronica, o baco pode encontrar-se atrofiado com
consisténcia aumentada e capsula espessada, onde se observa infiltracao de foliculos
linféides por plasmocitoblastos e plasmocitos. Também a polpa branca parece atrofiada

e ocorre proliferacao de histiécitos com parasitas no seu interior [43].

Lesdes hepéticas

As lesdes no figado também sdo relativamente comuns, pois quase todos 0s casos
observados possuem lesdes microscopicas (e hdo so6 ocorre infiltracdo de macréfagos,
bem como de células de Kupffer e hepatécitos). Além destas, a inflamacdo crénica
granulomatosa de severidade variada pode estar inicialmente confinada aos sinuséides
e posteriormente pode se difundir e envolver areas portais, da capsula ou tornar-se
difusa [49]. Ao contrario do que ocorre em caes resistentes, os granulomas de figado
de cées suscetiveis ndo sdo bem organizados e ndo eliminam eficazmente o parasita.
Outros achados histolégicos incluem hipertrofia/hiperplasia de células de Kupffer,
degeneracdo e necrose dos hepatocitos, fibrose e raramente amiloidose. A
hepatomegalia é um achado mais comum no post-mortem do que no exame fisico, e é
0 resultado de infiltracdo de células inflamatdrias, de hipertrofia/hiperplasia, e da
congestdo passiva. As patologias associadas ao figado sdo de grande importancia
porque podem contribuir para outras alterages clinico patolégicas (por exemplo,

hipoalbuminémia e aumento da atividade das enzimas no soro) [43].

Lesdes intestinais

As lesbes intestinais sdo associadas a reacgdo inflamatéria piogranulomatosa ou
granulomatosa e a presenga do parasita (podendo levar a diarreia crénica de intestino
delgado e/ou colon, colites crénicas ou até permanecer subclinicas) [43]. Tal como
referido por Pinto et al., estudos anteriores demonstraram a presenca de um exsudado
inflamatério crénico composto por macrdfagos, células plasmaticas e linfocitos, na
mucosa do intestino delgado e célon de caes infetados. Apds a analise
imunohistoquimica, também se observou a presenca de formas amastigotas
intracelulares, bem como uma reagédo inflamatéria cronica em todos os segmentos do

trato gastrointestinal (mais evidentes no ceco e colon) [50].
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7 N

A perda de peso pode ser um sinal de Lcan e é atribuida & anorexia, devida a
competicdo entre o parasita e o hospedeiro por nutrientes essenciais como o triptofano,

a absorcao intestinal reduzida ou a patologia renal.

Les®es nos musculos, articulacdes e 0ssos

As lesGes inflamatorias de musculos esqueléticos sdo muito comuns e geralmente
manifestam-se como atrofia muscular generalizada (com inicio nos musculos
mastigadores e demarcacdo acentuada das saliéncias 6sseas). Estas podem ser
acompanhadas por altera¢des electromiogréficas e por vezes aumento da atividade
sérica da creatinina fosfoquinase. A polimiosite pode ocorrer (atribuida a inflamacao
granulomatosa), devido a presenca de parasitas nos macréfagos e fibras musculares,
deposicdo de complexos imunes e producdo de autoanticorpos contra as miofibrilhas
[50]. Um estudo realizado por Ferraro et al., concluiu que a maioria dos caes infetados
por L. infantum apresenta polimiosite crénica, mesmo que ndo apresentem sinais
clinicos compativeis com comprometimento muscular [51].

As lesbBes de articulagdes resultam principalmente em erosbes simétricas
bilaterais, poliartrite e consequente claudicacdo. Quando ndo sdo erosivas estdo
associadas a sinovite, apresentando edema e aumento de temperatura [52]. Estas
lesbes devem-se a inflamacdo granulomatosa por agdo de formas amastigotas que
provocam infecdo na membrana sinovial [53]. Também pode ocorrer uma reacdo de
hipersensibilidade de tipo Il (com recrutamento neutrofilico) pela deposicdo de
complexos imunes circulantes, que provocam a destruicdo da membrana através da
libertacdo de enzimas proteoliticas [52].

Nos ossos podem se verificar lesdes osteoliticas (na cortical e medula) e
osteoproliferativas (no periosteo e medula 0ssea), resultantes da inflamacéo
granulomatosa [53]. Esta inflamagdo por sua vez, tem origem na disseminacdo

hematogénea do parasita [43].

LesOes do aparelho genital

Tal como referido anteriormente, € comum apenas surgirem lesdes no aparelho genital
masculino. Desta forma, as lesdes histoldgicas da genitalia masculina incluem: orquite
intersticial linfoplasmocitica (com degeneracdo testicular secundaria), epididimite
histiolinfocitica, inflamagéo granulomatosa do pénis e balanopostite histioplasmocitica
[43]. Estas lesBes levam a alteracGes morfolégicas dos espermatozdides e presenca e
eritrécitos no esperma [53]. O envolvimento da mucosa pode ocorrer (embora raro) e

manifesta-se geralmente por lesdes ulcerativas [43].
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Les@es renais
As lesdes renais sdo consideradas as principais responsaveis pelo curso fatal em
alguns casos de Lcan, estando presentes na grande maioria dos doentes (que
apresentam ou ndo sinais clinicos) [54]. Estas quase sempre envolvem
glomerulonefrite, nefrite tubulointersticial, e raramente amiloidose [55].
A deposicdo de complexos imunes nos glomérulos é a causa da glomerulonefrite,
enquanto que as lesBes tubulointersticiais aparecem secundariamente a patologia
glomerular e inflamacéo induzida por deposicdo de complexos imunes (no intersticio
renal e membranas basais tubulares). Estas lesdes explicam a proteiniria e podem
resultar em hipertensdo (que pode exacerbar a patologia glomerular), levando a
sindrome nefrética e a falha renal crénica [43].

Por vezes, as lesdes renais podem ser a Unica manifestacdo clinica num

animal [53].

Lesbes oculares

Quase todas as estruturas oculares estdo envolvidas na patologia da Lcan, e existem
diversos mecanismos que provocam essas lesdes: inflamagdo granulomatosa
secundéria a presenca do parasita (causa p. ex.: blefarite, conjuntivite primaria ou
inflamacédo da glandula lacrimal); deposicdo de complexos imunes (causa p. ex.:
uveite); lesbes de outras estruturas oculares (conjuntivite secundéaria devido ao
envolvimento palpebral ou lacrimal, queratite posterior a conjuntivite,
gueratoconjuntivite seca devido a inflamagédo da glandula lacrimal e conjuntivite devido
a inflamacao causada por obstru¢do do ducto lacrimal); manifestacdes sistémicas (p.

ex.: descolamento de retina devido a hipertensao sistémica) [43].

Lesdes vasculares, cardiacas e pulmonares

As lesBes vasculares podem ocorrer secundariamente a: trombocitopénia,
trombocitopatia, hiperviscosidade associada a hiperglobulinémia, rinite, ulceracdo nasal
e vasculite por complexos imunes.

A pneumonia € rara, mas esta associada a deposi¢éo de complexos imunes e infecdes
secundarias devido a imunosupresséo [43].

As lesdes do miocardio sdo consideradas pouco frequentes, podendo ocorrer lesées
nao supurativas no miocardio e pericardite fibrinosa, por causa de inflamacao
granulomatosa, deposicdo de complexos imunes e hipertensao sistémica (que causa

aumento da pds-carga e stress sobre as paredes do cora¢ao) [53, 56].
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e Lesdes do sistema nervoso

O envolvimento do sistema nervoso central é bastante raro e pode justificar alteracées
comportamentais, convulsdes, sinais clinicos sugestivos de meningite e hemorragias
espinais. Estas Ultimas, por sua vez podem ter origem em inflamacao granulomatosa

pela presenca de parasitas, vasculite e deposi¢do de complexos imunes [43].

1.1.2.4 Quadros clinicos

Tal como referido anteriormente, a Lcan é uma doenca complexa, cujos sinais clinicos
sdo muito variaveis e dependentes de diversos fatores (do vetor, da espécie de Leishmania, da
imunidade do hospedeiro, etc.). A maioria dos sinais clinicos tem origem na acumulacdo de
complexos imunes nos tecidos e 6rgdos e na proliferacdo de macréfagos infetados. Esta
descrito que o periodo de incubac¢é@o pode estar compreendido entre 0s 3 meses e 6 anos, e
portanto podem ocorrer diversas alteragfes desde o momento da infecao [54].

Segundo Ciaramella et al. e Koutinas et al., 0s sinais clinicos mais frequentemente
observados séo: linfadenomegalia (65,2 — 88,7% dos casos), altera¢des cutaneas (6 a 81%),
perda de peso (25,3 a 32%), onicogrifose (24 a 30,5%), esplenomegalia (9,5 a 53,3%), lesbes
oculares (16 a 24,1%), anorexia (16,5 a 18%), epistaxis (3,8 a 10%) e diarreia crénica (3 a
3,8%) [55, 57]. A forma mais comum de linfadenomegalia é a generalizada (embora também
possa ser apenas local) e caracteriza-se pela hipertrofia e aumento de consisténcia dos
linfonodos (sendo o pré-escapular e o popliteo os mais afetados) [54].

As manifestagfes cutaneas mais comuns sao: alopécia difusa, simétrica e nao
pruriginosa em torno da cabeca, mais especificamente periocular (Figura 4); hiperqueratose;
despigmentacdo; dermatite esfoliativa localizada (principalmente na face ou pavilhdes
auriculares) ou generalizada; e lesdo nodular (“cancro de inoculagdo”) no local da picada do
vetor localizada (geralmente na ponta do focinho ou face interna do pavilhdo auricular).
Associadas a dermatite podem surgir ulceracdes focais ndo dolorosas e ndo pruriginosas,
especialmente na face interna do pavilhdo auricular, mucosas e jun¢des muco-cutaneas,
almofadas plantares e pontos de presséo (Figura 5). Também tem sido notada a presenca de
nédulos intracutdneos, que correspondem a acumulagdo de células inflamatorias com
amastigotas no seu interior. Estes localizam-se preferencialmente nas palpebras e membrana
nictitante.

Além destes, pode ainda ocorrer atrofia muscular (principalmente dos misculos masséteres e
temporais), depresséo e astenia (embora sejam mais raros).

A epistaxis surge em alguns cées, e esta parece estar associada a inflamacdo da
mucosa nasal, que por sua vez pode estar relacionada com ulceracdo e vasculite causadas

pela presenca de formas parasitarias no local [54].
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As manifestacdes oculares que podem ser observadas mais comummente incluem
blefarite difusa, conjuntivite, queratoconjuntivite bilateral e uveite anterior (surgindo raramente
glaucoma como consequéncia) [55].

A diarreia crénica (hemorragica ou ndo) pode surgir associada a inflamacé&o provocada
por amastigotas de Leishmania spp..

Associados a patologias renais podem surgir varios sinais clinicos, mas os mais
frequentes sédo a polidria/polidipsia, e 0os mais raros sdo o vomito, a hematemese e a melena.
Por vezes, a proteindria em caes aparentemente saudaveis, é a Unica manifestacao clinica que
podemos obter como possivel causa de glomerulonefrite [53].

Além destes, podem surgir outros sinais clinicos mais raros e que podem tornar o
diagndstico mais dificil. Desses sinais, destacam-se: claudicagdo (devido a poliartrite, sinovite,
periostite e osteomielite osteolitica); nédulos nas mucosas (lingual, gengival e peniana); e
sinais neurolégicos (ataxia, parésia, paralisia, convulsGes e neuralgia). Caso exista
imunosupressdo, é possivel que surjam coinfeccdes (erliquiose, riquetsioses, demodecose,
babesiose, entre outros) as quais também podem dificultar o diagnéstico.

As alteracBes laboratoriais sdo maioritariamente hematolégicas, sendo que a anemia
normocitica e normocromica é o achado hematolégico mais comum. No entanto, a anemia
pode ter origens diversas: perda de sangue (p. ex.. por epistaxis), hemodlise (p. ex.:
autoanticorpos, complexos imunes, reduzida fluidez da membrana dos eritrécitos), diminuicédo
da eritropoiese (p. ex.: anemia de infe¢do crénica, deficiéncia em ferro, falha renal croénica,
displasia eritroide) ou doencas concomitantes (p. ex.: erliquiose) [43]. Também se pode
observar: neutrofilia (associada a inflamacdo sistémica, principalmente nos casos em que
ocorrem lesBes cutaneas ulcerativas ou infe¢cdes bacterianas secundarias); leucopénia (devido
a presenca de parasitas na medula 6ssea, que diminuem a hematopoiese e causam disfungéo
medular); trombocitopénia (devido a destruicdo imuno-mediada de plaquetas circulantes);
aumento do tempo de trombina; aumento do tempo parcial de tromboplastina e aumento dos
produtos de degradacao do fibrinogénio.

Também podem ocorrer alteragdes bioquimicas tais como hiperproteinémia com
hiperglobulinémia e hipoalbuminémia (que se traduz numa diminuicdo do récio
albumina/globulina). [55, 57, 58] Essa hiperglobulinémia ocorre apdés um aumento das
globulinas B e y, que se pensa ser devido a uma estimulagdo policlonal dos linfcitos B, bem
como por uma sintese de anticorpos ndo especificos e presenca de complexos imunes no
sangue. Também a hipergamaglobulinémia esta presente em 80% dos caes infetados.

Ocorre proteindria em 70% dos animais sintomaticos e azotémia (devido a ureia e creatinina
elevadas), e esta caracteriza-se por um racio de proteina:creatinina elevado.
[55]. Quando ocorre lesdo hepatica, existe alteracdo das enzimas AST (aspartato amino

transferase), ALT (alanina amino transferase) e FAS (fosfatase alcalina sérica) [59].
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Figura 4 — Alopécia periocular e bleferite num cdo com Lcan. Fotografia gentilmente cedida por
Dr. Nuno Alexandre.

Figura 5 — Alopécia, descamacéo e Ulcera em ponto de pressdo do MPE. Fotografia
gentilmente cedida por Dr. Nuno Alexandre.

1.1.2.5 Diagnéstico
1.1.2.5.1 Clinico

Uma vez que a Leishmaniose canina pode apresentar-se de diversas formas, €
necessario obter o maximo de informacgdes possiveis sobre o animal infetado através do exame
fisico e observacdo de sinais clinicos, sobre a sua histéria clinica, achados laboratoriais
bésicos e utilizando testes especificos (parasitologicos, molecular e imunoldgicos) [2].

Devem-se registar os sinais clinicos observados, em especial se forem compativeis
com os que sdo comummente reportados [59].

No que diz respeito a historia clinica, o médico veterinario deve recolher o maximo de
informacdes possiveis, pois estas podem auxiliar a compreender o aparecimento e
desenvolvimento da doenca. Apesar de todas as racas e sexos poderem ser afetados, sabe-se
que podem existir algumas racgas predispostas e que o parasita parece ter “preferéncia” por

animais do sexo masculino. A idade também é relevante, pois apesar de ser possivel ocorrer
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infegdo em qualquer idade, existe uma distribuicdo bimodal na sua prevaléncia. E importante
saber em que local o animal vive ou se viajou para alguma zona endémica, bem como saber a
histéria do mesmo (os aspetos clinicos, se esta sujeito a terapéuticas imunosupressores, entre
outros) [2].

Deve-se ter um cuidado especial no que diz respeito aos diagndésticos diferenciais, pois
existem muitas outras patologias que mimetizam os sinais clinicos da Lcan, como por exemplo
algumas patologias que podem causar epistaxis (tais como aspergilose ou neoplasias nasais)
ou algumas doencas linfoproliferativas que resultam em linfadenomegdlia. Também é
necessério ter em conta que algumas doencas infeciosas, tais como a Babesiose, a Erliquiose,
a Hepatozoonose ou a Anaplasmose, podem coexistir com a Leishmaniose [54].

1.1.2.5.2 Laboratorial

Tal como referido anteriormente, a Lcan pode provocar uma vasta lista de sinais
clinicos que sdo muito variaveis de caso para caso, e por isso é importante estabelecer um
estadiamento de cada situacé@o de forma a permitir um diagndstico e plano de terapéutica mais
adequado. Para tal, foram criadas guidelines que combinam critérios clinicos e laboratoriais e
que permitem diferenciar animais expostos, infetados e animais doentes [58]. Estas constituem

os critérios de classificagcdo elaborados pelo Canine Leishmaniasis Workign Group (Tabela 1):

Tabela 1 — Critérios de classificacdo de cdes com Lcan, do Canine Leishmaniasis Working
Group[58]
Classificacéo Critérios
Possuem titulos seroldgicos positivos baixos, e sdo negativos por PCR
Caes expostos
e/ou citologia.
Possuem valores hematol6gicos e bioquimicos normais, mas séo
Cées infetados positivos por PCR e/ou citologia em medula 6ssea, linfonodos, baco, pele
ou sangue periférico.
Cées doentes Possuem alterages clinicas ou clinico patolégicas tipicas.
Possuem condicdes clinicas severas, tais como nefropatia proteindria,
falha renal crénica e com problemas concomitantes (relacionados ou nao
Cées doentes com Lcan), tais como: doencas oculares, doencas articulares severas, co-
severos infeccdes, neoplasias e doengas enddcrinas ou metabdlicas. Também
inclui doentes que néo respondem aos ciclos repetidos de terapéutica

para Lcan.

Além desta classificacdo, existe outra elaborada por um grupo conhecido por Leishvet,

que permite distinguir 4 estadios diferentes de acordo com a severidade dos sinais clinicos,
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achados clinico patoldgicos e serologicos nos cées infetados. Esta classificacdo pode ser

observada na Tabela 2 [58].

Tabela 2 — Estadiamento clinico de leishmaniose, segundo o grupo Leishvet. [60]

Estadio Serologia Sinais clinicos Achados laboratoriais
niveis de Nao se observam anormalidades
Estadio | Ac: Ligeiros, tais como clinico patoldgicas laboratoriais.
(doenca negativos linfadenomegélia periferal ou Perfil renal normal (creatinina <
ligeira) | ou positivos dermatite papular. 1.4 mg/dl; ndo proteindrico, UPC
baixos <0.5)
. o ~ Anemia ndo regenerativa ligeira,
Iguais ao estadio | + lesbes hi : X
A . o iperglobulinemia,
Ly — cutaneas difusas ou simétricas . S .
Estadio niveis de . foliati hipoalbuminémia e sindrome de
Il Ac: como dermatite esto lativa, hiperviscosidade do soro
o onicogrifose, ulceragdes (plano '
(doenca positivos Podem-se observar 2 sub-
. nasal, almofadas plantares, . o .
moderad baixos a P S estadios renais: (perfil normal
proeminéncias dsseas, jungfes o
a) altos A . renal com creatinina < 1.4 mg/d|
mucocutaneas), anorexia, perda i o
de peso, febre e epistaxis e UPC < 0.5; e creatinina< 1.4
' ' mg/dl e UPC = 0.5 - 1).
Anormalidades clinico
Estadio niveis de Iguais ao estadio Il + sinais com | patolégicas como as listadas no
Il Ac: origem nas les6es provocadas | estadio I, e doenga renal cronica
(doenca positivos pelos complexos imunes (classificacgéo pela IRIS) de
severa) médios a (vasculite, artrite, uveite e estadio | com UPC > 1 ou
altos glomerulonefrite). estadio Il com creatinina=1.4—-2
mg/dl.
Anormalidades clinico
patolégicas como as do estadio
i L II, com doencga renal crénica (da
EStlf\i/d'O mvzﬁ de Iguais ao estadio Il + lismo classificacéo pela IRIS) de
(doenca ositi\./os pulmonar, ou sindrome nefrética estadio lll
muitg rﬁ;édios a com doenca renal de estadio (com creatinina = 2-5 mg/dl) ou
severa) altos final, de estadio IV (creatinina > 5

mg/dl), e sindrome nefrética (com
marcada proteindria e UPC > 5).

Como mencionado previamente, o diagndstico de Lcan é considerado complexo, pois
baseando-se apenas numa vasta lista de sinais clinicos e altera¢gfes clinico patoldgicas (em
conjunto com um simples hemograma, perfil bioquimico e uriandlise) pode ser inespecifico.
Desta forma, é necessario elaborar uma abordagem diagnostica adaptada para cada caso,
onde se podem inserir uma lista de alteracdes clinico patoldgicas, diagnosticos diferenciais e
métodos de diagnostico especificos [60].

Posteriormente a recolha de dados (historia e sinais clinicos), devem-se efetuar outros
exames (nomeadamente hematoldgicos,

bioguimicos, urianalise e analise do perfil

eletroforético das proteinas do plasma) para identificar as alteracdes laboratoriais, e desta
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forma complementar a abordagem diagnéstica [60]. Das alteracdes laboratoriais que podem

suportar se 0 animal possui Leishmaniose, distinguem-se:

1.1.2.5.2.1 Alteracbes hematoldgicas: A neutrofiia pode existir devido a uma resposta

inflamatéria sistémica (principalmente nos casos com lesdes cutaneas ulcerativas e infecdes
bacterianas secundarias). Algumas altera¢cdes morfolégicas qualitativas ou quantitativas na
populagdo leucocitaria podem estar presentes mas sdo menos comuns (tal como linfopénia,
linfocitose ou eosinofilia). As formas amastigotas podem ser raramente encontradas nos
neutrofilos, linfécitos e mondcitos circulantes, quando se observam esfregacos sanguineos.
Tal como referido anteriormente, o achado mais comum consiste na anemia normocrémica
normocitica. A trombocitopénia ligeira a moderada também pode ser observada quando
ocorrem infegdes concomitantes (ex.: Erliquiose), quando existe destruicdo periférica imuno-
mediada de plaquetas circulantes por anticorpos anti-plaquetarios, ou quando esta associada
com hipercoagulabilidade (causada por diminuicdo da concentracdo de antitrombina Ill, devida
a nefropatia). Por fim, a Coagulag&o intravascular disseminada (CID) também foi descrita em

alguns casos [58].

1.1.2.5.2.2 Alteracdes da medula dssea: A citologia de medula 6ssea pode complementar um

perfil hematoldgico e pode ser altamente diagnostica, através da identificacdo de amastigotas
nos macréfagos ao microscopio. Além disso, permite a avaliagdo quantitativa da frequéncia de
macroéfagos infetados, bem como da carga parasitaria e achados anormais (p. ex.: hipoplasia
eritréide). Também permite identificar inflamacdo da medula 6ssea ou mielite (numero
aumentado de macroéfagos, infetados ou ndo, acompanhados de eritrofagia, aumento do
numero de neutrofilos maduros e plasmocitose marcada a moderada).

Numa citologia de medula éssea de um animal com Lcan é comum encontrar: diseritropoiese
com mitoses anormais; maturacdo assincrona nucleo-citoplasmaética (displasia); fragmentacéo
nuclear e/ou maturagdo; e dismegacariopoiese com megacariocitos andes. Menos
frequentemente pode se observar hiperplasia dos megacariocitos, disgranulopoiese com

matura¢éo de granulécitos e dismielopoiese secundéria associada a hipercelularidade. [58].

1.1.2.5.2.3 Alteracdes hemostaticas: As alteragbes hemostaticas sdo menos comuns em

cées com Lcan. No entanto, o tempo de tromboplastina parcial ativada e tempo de protrombina
podem estar prolongados (e podem resultar de CID, apesar de ser raro) [58]. A
hipercoagulabilidade pode ser comum caso possuam nefropatia com perda severa de proteina,
a qual se deve a perda glomerular de anti-trombina Il (que previne a converséo de fibrinogénio
em fibrina). A sindrome de hiperviscosidade (devido a aumento de globulinas circulantes)
também favorece a hipercoagulabilidade, e esta por sua vez pode ser demonstrada pelo

reduzido tempo de formacdo de coagulo e aumento de forca global do coagulo (usando
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tromboelastografia). No entanto, no caso de cdes com Lcan, esta provado que a formagéo de
coagulo por tromboelastografia se encontra dentro dos limites normais [58].

1.1.2.5.2.4 Avaliacdo de parametros bioguimicos e outros: Tal como os sinais clinicos, as

alteracdes do perfil bioquimico sdo variaveis de caso para caso. As mais frequentes sdo as
disfungbes renais, inflamacdes e reacdes imunes. Também podem estar alterados
biomarcadores de disfuncédo hepatica ou pancreética, enzimas dos musculos esqueléticos e do
cérebro, entre outros [58]. Dentro destas, podemos distinguir:

1.1.2.5.2.4.1 Avaliacdo da fungdo hepética: Podem ocorrer aumentos ligeiros a moderados
em algumas enzimas hepaticas, tais como a AST, a ALT, a bilirrubina total e os acidos biliares

séricos pos-prandiais, sendo por isso importante o seu controlo [61].

1.1.25.2.4.2 Avaliacdo da funcdo renal: Como referido anteriormente, as alteracdes
inflamatérias sdo provocadas pela deposicdo de complexos imunes circulantes a nivel
glomerular, que levam a nefropatia proteindrica e consequentemente a doenca renal cronica. A
abordagem clinica e laboratorial nestes casos deve ser a que esta descrita nas guidelines da
IRIS (International Renal Interest Society), que incluem a medi¢do da pressdo arterial, e a
guantificacdo de proteinas urinarias e marcadores de funcdo renal (tais como densidade
urinaria e concentracdo de creatinina). Apesar desta Ultima estar frequentemente aumentada
nos casos de leishmaniose canina, nao é suficiente para detetar casos em estadios iniciais.

E importante monitorizar a azotémia (que indica a taxa de filtrac&o glomerular dos compostos
azotados), e por isso é recomendada a verificacdo dos valores de creatinina (CRE), ureia
(BUN) e fésforo [61].

A medicdo direta da taxa de filtracdo glomerular através de testes do clearance deve ser o
melhor método para compreender a funcionalidade real dos rins. Alguns marcadores de
inflamacéo tal como a ferritina, a proteina reativa C e a adiponectina podem estar aumentadas
na urina, geralmente devidas a inflamagéo sistémica e ndo necessariamente devidas a doenca
renal crénica. A disfuncdo tubulointersticial pode-se desenvolver em consequéncia da
proteindria causada pelo dano glomerular em cées infetados [58].

1.1.2.5.2.4.3 Altera¢Oes na urianalise: Deve-se medir a densidade urinaria num refratdbmetro
utilizando urina centrifugada, pois esta tende a diminuir em cdes com dano tubulointersticial
devido a perda da funcdo concentradora. Deve-se realizar uma tira urindria com o
sobrenadante da centrifugagdo, para medicao do pH e proteinas (tendo em conta que pode
ocorrer uma sobrestimacgéo de proteindria em urina alcalina). A analise ao sedimento deve ser
feita para verificar a existéncia ou ndo de sedimento ativo (presenca de nimeros elevados de

leucécitos, eritrocitos e bactérias), que pode indicar a existéncia de uma infecdo do trato
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urinario, e assim sobrestimar também a proteindria. Além destes, deve-se constatar a presenca

ou nao de cilindros granulares ou celulares que podem ser indicativos de dano tubular [58].

1.1.2.5.2.4.4 Avaliacdo da proteinuria: A avaliagdo da proteinuria deve ser feita pois constitui
um fator de risco para a progressao da nefropatia. Deve-se fazer colheita de urina através de
cistocentese para evitar contaminagcdo pelo trato urinario inferior, sendo primeiramente
investigada utilizando uma tira urinaria. Caso seja negativo o resultado, € provavel que o
animal seja ndo-proteindrico, segundo a classificacdo IRIS. Pelo contrario, se a tira tiver
resultados positivos fracos associados a baixa densidade urindria ou positivos fortes
independentemente da densidade, o cao é provavelmente proteindrico. Neste caso, para
classificar o nivel de proteindria, deve-se determinar o racio proteina urinaria:creatinina (UPC).
Segundo a classificagdo IRIS, cdes ndo proteinaricos tém um récio UPC < 0.2, a proteinUria
borderline varia entre 0.2 a 0.5, e cées proteindricos tém um racio UPC > 0.5. Esta medicéo de
proteindria deve ser avaliada frequentemente para verificar a eficacia da terapéutica aplicado e
se é necessario alguma alteragdo ao mesmo.

De acordo com as guidelines da IRIS, é recomendada a realizagdo de bidpsia renal quando
existe uma progresséao rapida de doenca renal crénica, ou em casos em que ndo ha resposta
aos terapéuticas efetuados [58].

1.1.2.5.2.4.5 Avaliacdo das reag¢6es inflamatérias imunes: Os cdes com sinais clinicos de
Lcan possuem uma resposta inflamatéria intensa, e produzem quantidades significativas de
varias moléculas que estdo envolvidas na resposta imune (por exemplo, anticorpos). Existem
vérios testes (p. ex.: a eletroforese de proteinas séricas e a medicdo de proteinas de fase
aguda) para monitorizar esses mecanismos.

A analise de proteinas séricas (incluindo a eletroforese) pode indicar anomalias logo nos
estadios iniciais de doenca.

Constatou-se que é comum estarem aumentadas as proteinas totais e globulinas totais, e
sabes-se que esses aumentos estdo relacionados com a severidade da doenca. A Unica
excecao € a albumina, que diminui por ser uma proteina de fase aguda negativa, mas também
se pode dever ao facto de se perder com nefropatia proteindrica, resultando numa diminuigédo
do racio albumina-globulina (A/G). A diminuicdo desse racio, é considerada por alguns autores
como um dos testes mais sensiveis para Lcan, e a hipoalbuminémia é considerada um fator de
prognéstico negativo.

O proteinograma tipico de cédes com sinais clinicos de leishmaniose (Figura 6) consiste  em:
hipoalbuminémia com um aumento moderado de a,-globulinas (que inclui a maioria de
proteinas de fase aguda), e um aumento marcado de y-globulinas (devido aos altos titulos de
anticorpos circulantes, complexos imunes e outras moléculas com carga e massa iguais as y-
globulinas). Podem ocorrer ocasionalmente picos de anticorpos circulantes na regido B, onde

podem migrar IgM e algumas proteinas de fase aguda. A gamopatia no caso da leishmaniose é
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tipicamente policlonal, mas por vezes pode aparecer biclonal ou monoclonal (e pode depender
do tipo de eletroforese). Os picos monoclonais além de associados a leishmaniose, podem
também ser relacionados com doencas concomitantes perpetuadas por vetores ou mieloma
multiplo. As citoquinas pro-inflamatérias produzidas durante uma resposta de fase aguda
estimulam a libertacdo de neutréfilos, ativam a mielopoiese e modulam a sintese de proteinas
no figado. Esta Ultima leva a uma diminuicdo da concentracdo sérica de proteinas de fase
aguda negativas e um aumento das positivas (que incluem imunomoduladores, proteinas

transportadoras, antiproteases e outras proteinas envolvidas na defesa do hospedeiro) [58].

Bioquimica
Analises Resultados / Unidades Val. Referéncia
PROTEINOGRAMA
Elactrefocese capilar
Proteinas Totais 831 g/dL 54-75
Albumina 423 %
351 gldL 23-37
Alfa 1 18 %
015§ gldL 02-05
Alfa 2 16 k
0.13 4 a/dl 03-11
Beta 73 9
061 ardL 06-12
Gama 47.0
3.90 ¢ gfdL 05-1¢
Racio Albumina/Globulina 073 06-11

Figura 6 — Exemplo de boletim de resultados de uma analise de proteinograma de um animal
com Lcan. Fotografia gentiimente cedida por laboratério veterinario INNO.

Em relacdo aos métodos de diagnéstico etioldgico, estes podem ser diretos ou indiretos. Os
diretos sdo usados para confirmar a presenca do parasita ou dos seus componentes e
constituem: a andlise citoldgica, a andlise histolégica, a cultura de parasitas e a analise por
PCR. Os métodos indiretos sao usados para verificar a resposta do hospedeiro ao parasita e
podem ser testes de serologia e avaliagdo da resposta imunitaria celular ou humoral [59]. No
entanto, testes indiretos positivos podem ou ndo ser compativeis com infecdo atual, ao

contrario dos testes diretos positivos que demonstram que o cdo esta atualmente infetado [58].
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1.1.2.5.3 Métodos diretos

1.1.2.5.3.1 Citologia: Consiste num método eficaz de diagndstico por causa do seu minimo
custo, requisitos minimos de equipamento técnicos, rapida avaliacdo e por ser muito
especifico. No entanto, a sensibilidade do diagndstico depende da qualidade das preparagoes,
da experiéncia do operador e do tempo dedicado a avaliagdo feita (n° de campos avaliados)
[61]. Apesar de ser considerado 100% especifico, a sensibilidade pode variar entre 30 a 100%
no caso de esfregacos de linfonodos realizados por puncéo aspirativa, e entre 6.2 a 100% no
caso de esfregacos por aspiracdo de medula 6ssea. Contudo, no caso de animais com sinais
clinicos evidentes, a sensibilidade pode aumentar, uma vez que estes possuem maior carga
parasitaria [62].

No caso de existirem lesdes cutaneas papulares, nodulares e hipertrofia de linfonodos, a
colheita de material para citologia deve ser realizada através de uma punc¢éo aspirativa por
agulha fina, por oposi¢cdo ao que acontece em lesdes cutédneas ulcerativas ou lesfes nasais,
em que deve ser realizada a colheita por raspagem, aposi¢cdo ou escovagem [58]. Quando
estdo presentes sinais clinico patol6gicos compativeis com Lcan, também devem ser
investigados os fluidos corporais tais como liquido sinovial, efusdes ou liquido
cefalorraquidiano.

Em seguida a recolha, devem-se corar os esfregagcos com corantes Giemsa ou Diff-Quick e
proceder a visualiza¢@o ao microscopio numa ampliacdo de mil vezes [2].

O objetivo da citologia consiste em identificar a presenca intracelular (nos macrofagos) ou
extracelular (quando a carga parasitaria € alta e ocorre lise celular) de formas amastigotas.
Esta identificacdo pode tornar-se dificii no caso de lesdes ulcerativas cuténeas, pois
microscopicamente a presenca de necrose ou bactérias contaminantes pode mascarar a
presenca de formas parasitarias.

O padréo citoldgico tipico associado a leishmaniose, € composto por inflamacao granulocitica-
macrofagica ou piogranulomatosa, associada a uma infiltragcdo linfoplasmatica na pele ou
lesbes nodulares com localizagdo atipica. Nos linfonodos é caracteristica uma hiperplasia
reativa de varios graus, com infiltracdo linfoplasmatica e presenca de macréfagos e neutrdfilos.
Quando existem padres citolégicos consistentes com Lcan mas néo se detecta a presenca de
formas parasitérias, esta ndo deve ser descartada pois a sensibilidade deste método é baixa e

devem-se realizar testes adicionais mais sensiveis (p. ex.: PCR) [58].

1.1.2.5.3.2 Histologia: Este método permite identificar o parasita em secc¢des histologicas
coradas com a coloracdo de rotina hematoxilina-eosina (geralmente quando é realizada
anteriormente uma citologia e apesar do resultado da mesma ser negativo, o padrdo é

consistente com Lcan) [62].
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Comparativamente com o PCR e a citologia, a histologia possui algumas desvantagens: é mais
trabalhosa e demorada; a identificacdo das formas parasitarias € mais dificil do em citologia; o
custo do meio de diagndstico € mais elevado; possui baixa especificidade; e € um método
bastante invasivo [61]. No entanto, as formas amastigotas podem ser confirmadas através de
outras técnicas tais como imunohistogquimica, hibridizacao in situ, ou PCR em amostras fixadas
com formol ou embebidas em parafina.

Por outro lado, a vantagem desta técnica € que permite obter informacdo adicional sobre a
arquitetura e padréo celular das les6es, sendo por isso referido em algumas guidelines que
este método deve ser sempre realizado.

O padrao tipico de leishmaniose consiste em inflamacéo linfoplasmatica, granulomatosa ou
piogranulomatosa, e/ou vasculite em qualquer dos érgaos afetados [58].

E considerada comum a andlise de biépsias cutaneas de lesdes suspeitas de leishmaniose
com recurso a histologia, em que o principal intuito ndo € a identificagcdo do parasita mas sim

descartar outros diagnosticos diferenciais que possam existir [61].

1.1.2.5.3.3 Cultura de parasitas: As culturas de parasitas in vitro consistem em métodos muito

especificos que permitem a identificacdo de promastigotas viaveis. Estas séo realizadas em
meio de agar com componentes frescos, e apesar de serem o Unico método capaz de isolar e
manter a populacgdo infetante original, também possuem as desvantagens de terem um longo

periodo de incubacéo (até 30 dias) e terem de ser realizadas em laboratérios especializados

2].

1.1.2.5.3.4 Técnicas de PCR (Polimerase Chain Reaction): Estas consistem na utilizacao de

métodos moleculares que detetam o ADN do parasita em Vérios tecidos biolégicos, e os mais
utilizados na prética clinica sdo o PCR convencional, o nested PCR e o gPCR (real-time). Estes
sdo Uteis no diagnoéstico de Lcan nos locais onde existem reagbes serologicas cruzadas
(principalmente com Trypanosoma spp.) ou quando existem resultados seroldgicos duvidosos
[63]. A sensibilidade e especificidade variam consoante a técnica e a sequéncia alvo de ADN
utilizadas, sendo que a maioria dos testes de PCR utilizados tém como alvo sequéncias de
ADN, tais como pequenas subunidades ribossomais de genes de ARN ou ADN de
kinetoplastos, aumentando a sensibilidade do teste [58].

Além destes fatores, também podem depender dos primers utilizados, do método de extracéao,
do nimero de copias de ADN presentes na amostra, do protocolo seguido e do tipo de
amostras recolhidas [64]. O gPCR quando comparado com o PCR convencional ou o nested
PCR, possui duas vantagens: pode ser realizado em sistemas fechados e por isso € menos
predisposto a contaminacdo, e providencia informagdo sobre o niumero de cépias de ADN
presentes na amostra [58]. Além disso, quando comparado com o PCR convencional, que
consegue detetar uma carga parasitaria superior ou igual a 30 formas parasitarias por 1ml, o

gPCR permite a detecdo de menos de uma forma parasitaria por um ml [63]. Quando se utiliza
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0 gPCR no momento do diagnéstico (anteriormente a terapéutica) e durante a monitorizacao da
eficacia da terapéutica, este permite estabelecer um valor base para comparacdo com 0s
resultados posteriores. No entanto, nem todos os laboratérios oferecem métodos
estandardizados para identificar corretamente as cépias de ADN. Estas técnicas podem ser
aplicadas a todos os tecidos ou fluidos bioldgicos, e podem ser também aplicadas a materiais
colhidos anteriormente para outros testes (material fixado anteriormente em laminas para
citologia, material fixado em formol ou embebido em parafina) [58]. Quando ndo existem lesbes
evidentes para puncéo aspirativa por agulha fina ou bidpsia (quando sé existem sinais clinicos
de anemia ou nefropatia proteindrica), deve recolher-se material de outros locais onde a
prevaléncia € potencialmente alta (tais como medula éssea e/ou linfonodos e baco). Estudos
recentes sugeriram que a utilizacdo de esfregagos da conjuntiva, nasais e orais podem
providenciar diagndsticos positivos mais cedo que em outros tecidos [61]. No entanto, o sangue
ou buffy coat podem ser usados nos testes de PCR convencional e qPCR, e apesar da
sensibilidade ser mais baixa em relacdo a outros tecidos, a colheita é menos invasiva e
providenciam um resultado mais r4pido e acessivel quando sdo positivos. Quando se detecta o
ADN do parasita, o resultado é considerado positivo, mas deve-se correlacionar com a
presenca de sinais clinicos ou anomalias laboratoriais, para diferenciar animais infetados de
animais com doenga clinica. Nestes casos, quando se detecta o0 ADN do parasita em lesdes
com padrdes citolégicos ou histolégicos compativeis com leishmaniose, ou se detecta o ADN
no sangue ou medula 6ssea quando existem sinais clinicos sistémicos, pode se concluir que o
animal exibe doenca clinica. Pelo contrario, resultados PCR positivos em cdes sem sinais
clinicos ndo devem ser considerados como doenca clinica, uma vez que podem existir
resultados PCR positivos transitérios alguns meses apés a exposicdo aos fleb6tomos sem que

0 animal esteja efetivamente infetado ou doente [58].

1.1.2.5.4 Métodos indiretos

1.1.2.5.4.1 Serologia:

Os testes serolégicos detetam e quantificam os anticorpos (IgG) presentes no soro ou
plasma. Como nem todos os cades fazem seroconversdo apés a infecéo, é dificil determinar
quando esta ocorreu em caes naturalmente infetados. Os anticorpos podem ser encontrados
no sangue, um més apds a exposicao, e estima-se que a seroconversao ocorra em média aos
cinco meses em condi¢Bes naturais de infecéo.

Se a carga parasitaria estd controlada de forma eficaz pela resposta imune do
hospedeiro, os titulos de anticorpos tendem a permanecer baixos e o animal é considerado
exposto (mas clinicamente saudavel, sem exibir sinais clinicos evidentes). Pelo contrario, se

ocorre disseminacdao nao controlada do parasita, h4 uma resposta humoral exagerada por
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parte do hospedeiro, os titulos de anticorpos serdo elevados e o animal exibira sinais clinicos
evidentes [58].

Apesar de existir uma relacdo direta entre o titulo elevado de anticorpos e o estado
clinico severo, os titulos baixos-médios de anticorpos podem também ser detectados em cées
com sinais clinicos. Desta forma, devem-se realizar sempre testes serolégicos quantitativos,
nos casos em que existem sinais clinicos mas a presenca de parasitas ndo foi corretamente
identificada em outros testes (como a citologia), ou quando ndo se observam os padrdes
tipicos em analises citoldgicas mas possuem testes PCR positivos [58].

Existem diversas técnicas seroldgicas, mas algumas ndo se encontram disponiveis
para a clinica de rotina e por isso ndo sdo muito utilizadas, como por exemplo o Western Blot,
Teste de aglutinacdo ou Citometria de fluxo. [59]

As técnicas mais comumente utilizadas sao:

1.1.2.5.4.1.1 Teste de imunofluorescéncia Indireta (IFl): Este método consiste em colocar

vérias diluicdbes do soro do animal suspeito em laminas que contém pocos revestidos com
promastigotas de Leishmania spp.. Nos pogos ocorre uma ligagdo especifica aos anticorpos e
a concentracéo relativa dos mesmos (titulo de anticorpos) € revelado apds jungdo de anti-
anticorpos fluorescentes (com isotiocianato de fluoresceina) e posterior incubagdo em local
escuro. Em seguida, observam-se ao microscopio e as amostras positivas emitem uma
fluorescéncia verde, enquanto as negativas emitem uma cor avermelhada fosca (Figura 7) [64].
Assim, consegue-se determinar em que titulacdo ocorre a ligacdo Ac-Ac e prevé-se a
concentracdo de imunoglobulinas especificas [59].

E considerado como o método serolégico de referéncia (Gold standard) para diagnostico de
Leishmania spp. devido & sua alta especificidade e sensibilidade, estimando-se que esta Ultima
possa variar entre 21,6 a 100% [64]. No entanto, a avaliacdo da intensidade de fluorescéncia
pelo microscépio é considerada subjetiva, uma vez que esta € uma técnica dependente da
interpretacdo e experiéncia do operador [59]. Além dos fatores dependentes do operador,
podem ocorrer outros fatores analiticos, tais como estabilidade dos reagentes ou desempenho
do equipamento.

Outras limitagdes incluem o facto de serem necessérias varias diluicbes do soro, 0 que torna
um teste trabalhoso e ndo préatico quando se fazem analises a varias amostras [64]. No Novo
Mundo, nas &reas endémicas para Trypanosoma cruzi, podem ocorrer reacdes cruzadas e

consequentemente resultados falso-positivos [59].

32



Figura 7 — Fotografia de formas promastigotas de Leishmania spp., detetadas por IFI.
Ampliac&o 400x. [65]

1.1.2.5.4.1.2 Teste de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay): Este método consiste
em colocar (numa placa), o soro diluido do animal suspeito num pog¢o previamente revestido
por proteinas recombinantes (antigénio), e adicionar um substrato que confere cor (no caso de
presenca de ligagBes anticorpo-antigénio) para posterior leitura no espectrofotometro (Figura 8)
[59, 66]. Consoante o resultado seja positivo ou negativo, cada poco imite uma cor que pode
ser mais ou menos intensa, respetivamente.

Um estudo realizado por Mettler et al.,, em cdes sintomaticos e assintomaticos, concluiu que
nos primeiros a sensibilidade do teste ELISA foi de 100%, e nos outros foi de 94,1% [67].

Este teste constitui uma ferramenta muito Gtil no diagnéstico, pois possui a vantagem de poder
analisar varias amostras, de forma simples e em pouco tempo. Além disso, também consegue
detetar antigénios variados (no citoplasma, purificados, péptidos sintéticos e proteinas

recombinantes) [64].

Figura 8 — Etapa de execucéao de teste comercial ELISA: pogos com rosa, azul e amarelo
constituem os controlos do kit, enquanto pocos a verde constituem as amostras suspeitas

diluidas. Fotografia gentiimente cedida por laboratério veterinario INNO.
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1.1.2.5.4.1.3 Teste de Imunocromatografia: Este método consiste num teste rapido possivel

de realizar nas clinicas, que apenas fornece um resultado qualitativo (presenca ou auséncia de
bandas ou pontos reativos especificos). Estes baseiam-se na juncdo de gotas de sangue do
animal suspeito a uma placa do kit, onde 0 mesmo vai ser incubado em conjunto com
antigénios recombinantes de Leishmania spp..

As vantagens deste teste englobam a facilidade de utilizaco, interpretacdo e o facto de néo
ser necessario material sofisticado para a sua realizagdo [68].

A especificidade destes testes é aceitavel mas a sensibilidade é bastante baixa (entre 30 a
70%), além de serem dependentes do estadio em que se encontra o animal. Essa baixa
sensibilidade é associada a cées infetados sem sinais clinicos, sendo por isso utilizada como
primeira opgao na abordagem clinica mas apenas como complemento ao restante diagnostico.
No caso de se obterem resultados positivos com este teste, devem-se realizar testes de
serologia quantitativa (ELISA ou IFI) para se obterem valores concretos.

No caso de se obterem resultados negativos mas o animal exibir sinais clinicos evidentes,
devem-se realizar outros testes seroldgicos para descartar a hipdtese de resultados falso
negativos originados pela baixa sensibilidade [58].

Apesar de ser utilizado frequentemente para este fim, o uso deste teste como rastreio anterior
a vacinagéo pode nao ser o mais apropriado devido & sua baixa sensibilidade, pois pode levar

a vacinacao de caes seropositivos [68].

1.1.2.6Terapéutica

Considerando os conhecimentos adquiridos até a atualidade, sup8e-se que um céo infetado
com Leishmaniose nao disp6e de possibilidade de cura. Como tal, sdo necessarias medidas de
prevencao e vigilancia sanitaria especificas para o cdo, uma vez que este € o hospedeiro
reservatoério principal e possui um papel muito importante na saude publica.

Por norma, um cao infetado que é submetido a terapéutica ndo alcanc¢a a erradicagao
total do parasita, pois apenas diminui a expressao dos sinais clinicos e a capacidade infetante
para os fleb6tomos, mantendo-se portador da infecdo. Esta pode recidivar a qualquer momento
por diversas razBes desconhecidas, que se pensam estar associadas a auséncia de resposta
imunitaria complementar a acdo dos farmacos, localizacdo intracelular dos parasitas ou até a
resisténcia parasitaria para os farmacos utilizados na terapéutica.

Por causa destas razdes ainda desconhecidas que condicionam o0s planos de
terapéutica, estes devem ser adaptados a cada paciente de modo a que sejam 0s mais
adequados e eficazes. Desta forma, ndo existe ainda um consenso global sobre a utilizacdo de
determinados farmacos, e estes variam consoante o pais. Na Europa existem diversos
farmacos e suas associa¢cdes que podem ser utilizadas nos protocolos de terapéutica, os quais

diferem entre cada pais.
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Apesar dos terapéuticas serem dispendiosos e de longa duracdo, na maioria dos casos
0s tutores optam pela terapéutica devido ao valor sentimental que nutrem pelos seus cdes. No
entanto, quando o estado sanitario ou imunitario do cdo ndo permite que se realize um
terapéutica eficaz e que lhe confira melhor qualidade de vida, o médico veterinario possui o
dever de informar o tutor do cado infetado sobre as suas opcfes de escolha e como estas
podem afetar a saude publica.

Existem diferentes farmacos que sao utilizados atualmente na terapéutica de Lcan.
Estes podem ter varios tipos de agdo: podem conter principios ativos especificos para
combater Leishmania spp., ser moduladores do sistema imunitario ou ser medicamentos para
controlar complicacdes associadas.

Para cada estadio, além de linhas gerais de diagndstico, também existem linhas gerais
para a terapéutica. Segundo as guidelines do grupo Leishvet (Tabela 3), as terapéuticas

aplicadas podem ser: [60]

Tabela 3 — Guidelines Leishvet relativas a terapéutica em cada estagio de Lcan.

Estadios Recomendacdes de terapéutica Prognéstico

Alopurinol, Miltefosina ou Antimoniato de

meglumina, como monoterapia. No caso de

Estadio | L 5 _ O prognostico associado
associagoes de farmacos: Alopurinol com o
(doenca ) ) ) ) ; a este estadio é
o Antimoniato de meglumina, Miltefosina com ;
ligeira) ) ) ) _ considerado bom.
Antimoniato de Meglumina ou Alopurinol com
Miltefosina.
o O prognéstico associado
Estadio Il ) ) ) ) )
Alopurinol com Antimoniato de meglumina ou a este estadio é
(doenca . o .
Alopurinol com Miltefosina. considerado bom a
moderada)
reservado.
Alopurinol com Antimoniato de meglumina ou o )
o ) ) ) ) _ | O prognéstico associado
Estadio Ill | Alopurinol com Miltefosina. Além desta terapia anti- o
) ) o a este estadio é
(doenga leishmanial semelhante ao estadio Il, recomenda- )
. o considerado reservado a
severa) se o0 seguimento das “guidelines” da IRIS para a
mau.
terapéutica de doenca renal crénica.
Estadio IV ) ) o ) o )
Alopurinol. Assim como no estadio lll, também se O prognéstico associado
(doenca _ ) .
" recomenda o seguimento das “guidelines” da IRIS a este estadio é
muito
para a terapéutica de doenca renal cronica. considerado mau.
severa)
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1.1.2.6.1 Terapia convencional

Apesar de algumas ndo constarem na lista de farmacos recomendados para a
terapéutica de Leishmaniose canina, sabe-se que sdo utilizados os seguintes como terapia

convencional:

1.1.2.6.1.1 Compostos Antimoniais (Sb"):

Sao considerados como primeira op¢do de escolha para a terapéutica de leishmaniose em

diferentes paises, sozinhos ou em associacdo com Alopurinol. Apesar de serem considerados
como primeira op¢ao, ainda possuem diversas desvantagens: sao relativamente caros; a via de
administragdo € parenteral e por isso implicam que a sua administracéo deva ser realizada por
um médico veterinario; e causam diversos efeitos secundarios prejudiciais.

Existem dois farmacos que se destacam dentro deste grupo: Antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e Estibogluconato de sddio (Pentostam®). Estes podem ser utilizados de forma
isolada (monoterapia) ou em associacdo com outros farmacos tais como: Alopurinol,
Enrofloxacina e Miltefosina, para potenciar o seu efeito contra Leishmania spp.. A monoterapia
destes compostos ndo garante uma remocgdo completa dos parasitas e existe uma elevada
hipotese de recidiva, em especial se a terapéutica for de curta duragédo [69].

O seu modo de acdo implica a sua transformacéo e ativagdo pelo metabolismo do parasita,

através da reducdo dos compostos (Sb") para a sua forma mais toxica (Sb"). A converséo

metabdlica é favorecida pela presenca de tripanotiona, que é um radical livre especifico
presente nos parasitas protozoarios como Leishmania spp. e Trypanosoma spp.. Este
procedimento provoca a inibicdo enzimética de processos metabdlicos essenciais e altera o
balanco redutor de enxofre (que por sua vez, previne os efeitos téxicos do oxigénio reativo no

parasita). Desta forma, Sb™ compete com o zinco na sua ligacdo a proteinas especificas que

estao envolvidas em interacdes de proteinas e &cidos nucleicos, causando a fragmentagdo de

ADN que é responsavel pela morte de protozoarios. O Sb"

derivado da metabolizagdo é
responsavel pela maioria dos efeitos secundarios indesejaveis, tais como: desordens
gastrointestinais, nefrotoxicidade, irritacdo da pele, hiperproteinémia esporadica, fadiga e
recidivas. Além destes, a administracdo em si causa dor local severa, bem como
flebotoxicidade, tromboflebite, fibrose muscular e abcessos. Se a formula farmacéutica contiver
polissacéaridos de alto peso molecular (como o dextrano) podem ocorrer também reagfes de
hipersensibilidade.

Os farmacos deste grupo devem ser administrados via parenteral (via intravenosa lenta, via
subcutanea e via intramuscular), o que permite uma absor¢ao relativamente rapida a partir do
local de injecdo, e uma fase de eliminacdo plasmatica com uma meia-vida de duas horas,
seguida por depuracao urinaria lenta.

Uma vez que o efeito leishmanicida depende da concentracdo atingida nos 6rgéos alvo (baco,

figado e medula 6ssea), sdo necessarias disponibilidade e distribuicdo de volume elevadas.
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Quando se utilizam as doses recomendadas, essa concentracdo plasmatica € mantida pela

administracdo diaria durante 30 dias.

> Antimoniato de meglumina (Glucantime®): A monoterapia com este farmaco

€ administrada por via subcutanea com as doses de 75-100 mg/kg uma vez por

dia, durante quatro semanas.

» Estibogluconato de sédio (Pentostam®): A monoterapia com este farmaco é

administrada por via subcuténea ou intravenosa com as doses de 30-50 mg/kg

uma vez por dia, durantes trés ou quatro semanas.

1.1.2.6.1.2 Miltefosina (Milteforan®):

A monoterapia com este farmaco ou a associagdo do mesmo com outros, estd gradualmente a

substituir os compostos antimoniais como primeira escolha na terapéutica de Leishmaniose nos
paises do sul da europa [69]. Este foi inicialmente desenvolvido como farmaco anti tumoral
usado para a terapéutica tépico de metastases de pele em tumores mamarios, mas
demonstrou também possuir uma atividade anti-leishmanial forte contra LV humana. A sua
forma de comercializagdo como produto veterinario esta disponivel para administracéo oral.

O seu principio ativo (Hexadecilfosfocolina) consiste num composto alquilfosfolipido
semelhante as lecitinas. Pode ser clivada em colina nos hepatdcitos pela fosfolipase C e D em
todas as espécies. Esses produtos de degradacdo podem ser utilizados na sintese de
acetilcolina ou lecitina no hospedeiro [70].

O seu mecanismo de acdo ainda ndo estd totalmente definido, mas estudos in vitro
demonstraram que interfere com o metabolismo de acidos gordos e esterdis das formas
amastigostas, alterando a composicao e fluidez da membrana plasmatica do parasita. Também
se sabe que induz 0 mecanismo de apoptose e promove a disfungdo mitocondrial. Além destas
funcbes, esta provado que promove a resposta de linfécitos T helper (Thl) em cées, o que
resulta num aumento de IFN-y no sangue, e por sua vez estimula a produgédo de radicais de
oxigénio reativos e sintese de NO por parte dos macréfagos [69].

De forma semelhante ao que acontece nos humanos, a miltefosina demonstrou ter uma
absorcao lenta apds administracédo per os e uma biodisponibilidade estimada de 94% nos cées.
Além disso, estima-se que tenha uma meia-vida de 159 horas, o que proporciona uma
acumulacdo no sangue cinco ou seis vezes superior em administracdes repetidas [71]. Esta
meia-vida longa, pode ser um fator que contribui para o desenvolvimento de resisténcias
através da selecao de espécies resistentes e por isso a sua utilizacdo deve ser ponderada com
cuidado [72].
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Esta provado que a utilizacdo deste farmaco nédo provoca efeitos nefrotdxicos, pelo que esta
recomendado para terapéutica de doentes renais, substituicdo de compostos antimoniais
quando estes nao sao eficazes na terapéutica ou recaidas [73].

Um estudo realizado por Mateo et al., permitiu que se verificasse a ocorréncia de outros sinais
clinicos ligeiros a moderados tais como dor intestinal, vomitos, diarreia e anorexia. [74] Outros
estudos, demonstraram que este pode ter efeitos teratogénicos e provocar fetotoxicidade tanto
em humanos como outros animais (roedores e outros), e por isso deve ser evitado em
gestantes [71].

A dose recomendada de miltefosina como monoterapia é 2,0 mg/Kg por dia durante 30 dias
[61].

1.1.2.6.1.3 Alopurinol (Zyloric®):

Este pode ser administrado de forma isolada (monoterapia) ou em associacdo com outros

(potenciando o efeito leishmanicida), para a terapéutica de Lcan, e a sua utilizacdo é muito
comum na Europa. A forma mais comum de utilizacéo na prética clinica € em combinag¢édo com
compostos antimoniais, sendo considerada como Gold standard devido aos resultados
positivos obtidos em diversos estudos (melhoria significativa de sinais clinicos e bom
progndstico) [75]. Neste caso, as doses utilizadas em estudos clinicos foram de 20-40 mg/kg
por dia para o Antimoniato de meglumina e de 100 mg/kg por dia (durante 3 semanas) para o
Alopurinol, por via intramuscular.

A sua composi¢do quimica inclui um analogo da hipoxantina que é metabolizado pelo parasita
num nucleétido trifosfato amino-pirazol-pirimidina, o qual é parte integrante da sintese de
proteinas inibidoras do ARN da Leishmania spp. [76].

Esté provado que a sua utilizagdo ndo danifica o figado ou glomérulos renais e contribui para a
reducdo de proteindria. Apesar de ndo estar documentada qualquer nefrotoxicidade, verificou-
se a presencga de cristais de xantina (e ocasionalmente urdélitos) em quase todos os caes
tratados, o que pode levar a azotémia pos-renal e ocasionalmente disfuncéo renal [77]. Esta
presenca de cristais pode ser observada na Figura 9.

Apesar de ndo ser considerada como primeira opcdo, a combinacdo de Alopurinol com
Miltefosina tem surgido com mais frequéncia por ser pertinente devido a sua baixa toxicidade e
aumento de casos de resisténcia aos compostos antimoniais [75]. Alguns ensaios clinicos
demonstraram que se obtiveram resultados semelhantes & combinacdo Gold standard,
utilizando as doses de 10 mg/kg por dia de Alopurinol e 2 mg/kg por dia de Miltefosina, durante
30 dias. ApOs esta terapia inicial, procedeu-se a continuacdo de terapéutica com Alopurinol
durante os 12 meses seguintes [78].

A dose de Alopurinol usada como monoterapia varia entre 15-30mg/kg por dia per os, dividida

em duas ou trés tomas diarias. A duracdo da terapéutica varia e ajusta-se conforme a evolugéo
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dos sinais clinicos, mas de forma geral obtém-se bons resultados apés longos periodos de

tempo (entre quatro e dez semanas). [79]

Figura 9 — Uratos com cristais de xantina (castanhos) em exame de sedimento urinario.
Ampliacdo 400x. Fotografia gentilimente cedida por laboratério veterinario INNO.

1.1.2.6.1.4 Domperidona:
A utilizacdo deste farmaco (de administracdo per 0s) na terapéutica e prevencdo de

Leishmaniose canina é recente, sendo utilizada anteriormente como antiemético para humanos
gue foram submetidos a quimioterapia, que possuiam refluxo esofagico e como procinético em
gastroparése diabética [69]. Esta aumenta a atividade da prolactina como recetor antagonista
D2, o que além de promover a producdo de leite, também pode estimular a libertacdo de
prolactina pela hipdéfise. Por sua vez, esta libertacdo possibilita a ativagdo da resposta imune
de Thl e IFN-y, IL-2, IL-12 e libertagdo de TNF-a [80].

E frequentemente utilizada para prevencdo, pois esta induz a ativacdo de fagocitos que
persistem pelo menos por um més apos a sua utilizagcdo. Também pode ser utilizada como
medicacdo em estadios iniciais da doenca, para auxiliar na remissdo dos sinais clinicos e
diminuig&o dos titulos de Ac [81].

Nao séo conhecidos efeitos nefrotoxicos apds a terapéutica, apenas se tem conhecimento de
alguns efeitos adversos digestivos (dor abdominal, diarreia e perda de apetite), que
desaparecem quando a terapéutica é descontinuado. Também sao conhecidas raras
alteracdes nas glandulas mamaérias (hiperplasia mamaria e aumento da producao de leite).

As doses utilizadas para prevencédo de Lcan sao 0,5 mg/Kg por dia, durante pelo menos quatro

semanas [81].
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1.1.2.6.1.5 Aminosidina:

Este pertence ao grupo dos antibioticos aminoglicosideos que séo utilizados frequentemente
na terapéutica de Lcan, em associacdo com Miltefosina. No caso dos humanos, constitui uma
opcéo segura, relativamente barata e eficaz [82].

O seu modo de acao baseia-se na inibicdo da sintese de proteinas atingindo as proteinas
ribossomais no parasita. Além de ter atividade anti-Leishmania, também promove um
melhoramento do sistema imunitario do hospedeiro [83].

A concentragdo maxima do plasma é atingida uma hora depois de ter sido administrada por via
parenteral, e em conjunto com Antimoniato de meglumina atrasa a eliminacdo por um
mecanismo que promove a alteracdo da permeabilidade da membrana celular [84].

O seu principal efeito na redugdo de sinais clinicos manifesta-se pela diminuicdo da
linfoadenopatia. Também ajuda na normalizacdo de alguns pardmetros hematoldgicos e
bioguimicos que possam estar alterados.

Por sua vez, é considerada muito nefrotoxica para cées e portanto estd desaconselhada em
casos de danos renais ou com sinais clinicos como proteindria e urémia [85].

A dose recomendada é entre 15-20 mg/kg por dia, via intramuscular durante trés semanas [86].

1.1.2.6.1.6 Anfotericina B:

Este € considerado um agente antifingico macrociclico de largo espectro com atividade anti-
Leishmania. O seu mecanismo de acdo consiste na formacdo de poros aguosos nas
membranas celulares dos parasitas, através da sua ligacdo ao ergosterol e em seguida ao
colesterol. Em seguida ocorre a alteracdo da permeabilidade (permitindo a passagem de
catides e anides), causando distirbios metabdlicos e lise celular [87].

A via de administracdo utilizada é a parenteral, uma vez que existe ma absorcdo no trato
intestinal (via per os) e em varios estudos foram registados vomitos e anorexia em cerca de
80% dos casos [88].

Alguns estudos demonstraram que os caes tratados com este farmaco apresentaram uma
melhoria rdpida dos sinais clinicos, semelhante & que ocorre quando se utilizam Compostos
antimoniais [89]. Por oposi¢cdo, outros estudos demonstraram que este proporciona varias
recidivas e uma necessidade de monitorizar a funcdo renal durante a terapéutica, néo
providenciando evidéncia suficiente para a recomendacao da administracdo deste farmaco a
cédes [88]. Estes efeitos secundarios indesejaveis e a preocupacao de possiveis resisténcias
em humanos, induziram a proibicdo da utilizagdo deste farmaco para uso veterinario em areas

endémicas de Leishmaniose por parte da WHO (World Health Organization).
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1.1.2.6.1.7 Marbofloxacina:

7

Este é considerado um antibiético de largo espectro que pertence ao grupo das

fluoroquinolonas sintéticas de terceira geracao, e é utilizado em medicina veterinaria. [90] Estes
sdo considerados potentes e especificos contra enzimas girases de ADN bacteriano
(principalmente Gram negativos), aos quais se ligam por ligacdes covalentes complexas e
eliminam eficazmente. Além disso, induzem a producédo de NO, IL-6 e TNF-a [69, 90].

Um ensaio clinico onde se utilizou este farmaco para terapéutica de Leishmaniose canina em
24 caes naturalmente infetados, permitiu concluir que com uma dose de 2 mg/Kg por dia
durante 28 dias (per 0s), ocorreu uma remissdo dos sinais clinicos (linfadenomegalia,
onicogrifose e esplenomegélia) em cerca de 70% dos casos durante os trés meses seguintes.
[90] Outro estudo de seguimento destes animais um ano ap0s a terapéutica com
Marbofloxacina, concluiu que a remissdo dos sinais clinicos se manteve, mas que 0s animais

permaneceram positivos por analise de PCR e citologia de linfonodos [91].

1.1.2.6.2 Terapia de Suporte

Em alguns casos, quando a terapéutica convencional ndo tem efeito ou quando
existem outras patologias concomitantes, € necessaria a utilizacdo de terapéutica de suporte
ou outras alternativas.

Uma vez que o desenvolvimento de uma resposta imunitaria competente é um fator
crucial para a recuperagéo e remissao de sinais clinicos na Lcan, torna-se também importante
a utilizacdo de imunomodeladores. Destes, podem-se destacar o Levamizol, Prednisona,
Prednisolona e Cimetidina, bem como as Citoquinas e o Interferdo gamma (mais recentes).
Apesar destes serem utilizados amplamente em humanos, o seu uso em cées ainda é limitado
e requer a realizagéo de mais estudos.

Além da terapéutica leishmanicida, por vezes é necessario uma terapia sintomética.
Esta pode compreender o uso de fluidoterapia, antibidticos de largo espectro de agdo, anti-
inflamatérios, transfusdes sanguineas, dietas especificas e mais comummente a terapia para

insuficiéncia renal (de acordo com os critérios da IRIS).

1.1.2.7 Prevencéo
Tal como referido anteriormente, devido a sua patogénese complexa, as suas variadas

formas clinicas e ao caracter zoonético, torna-se necessario o desenvolvimento de meios
profilaticos que possam atrasar o desenvolvimento da doencga e reduzir a capacidade infetante
e de transmissédo. Para tal, existem duas formas de atuar: diretamente no hospedeiro ou no

vetor.
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1.1.2.7.1 Vacinas

As vacinas sdo consideradas ferramentas essenciais na prevencado de uma doenca,
pois ajudam na estimulacdo da resposta imunitaria do hospedeiro, de forma a que este possa
ter mais uma linha de defesa contra os patogéneos.

A vacina ideal é a que permite a prevencdo do desenvolvimento de sinais clinicos,
mesmo quando o animal ja se encontra infetado. Desta forma iria proteger cdes vacinados, e
consequentemente provocaria uma reducdo da incidéncia da doenca e das taxas de infecéo
em caes e humanos néo vacinados.

Para ser eficaz, uma vacina deve induzir uma resposta imunitaria do tipo Thl que seja
forte e tenha longa duracéo, e por isso nos Ultimos anos tém sido desenvolvidas trés geracdes
de vacinas, baseados no tipo de antigénio: parasitas de Leishmania atenuados ou mortos;
proteinas recombinantes purificadas de Leishmania; ou proteinas das glandulas salivares de
fleb6tomos contendo o ADN de Leishmania [92].

Além dos tipos de antigénios, também os sistemas de inclusdo do antigénio nas células
do hospedeiro tém sido investigados. Destes, os métodos mais utilizados s&o: as lipossomas,
nanomateriais e electroporacdo (na qual um campo magnético é aplicado as células,
aumentando a permeabilidade celular) [92].

Relativamente a eficacia das vacinas no melhoramento dos sinais clinicos, esta varia
entre os 57 e 80%. Em zonas endémicas, a exposi¢do aos vetores pode durar até 8 meses e
portanto a vacinacao dos cées é recomendada em conjunto com repelentes inseticidas como
forma preventiva. Nas areas de transicéo (que se situam perto de zonas endémicas, mas que
ainda ndo sdo consideradas dessa forma) devem-se tomar medidas semelhantes as das zonas
endémicas, pois a doenca pode se propagar através de cdes, pessoas ou animais selvagens
que se movimentem para esses locais. Em zonas indemnes, a auséncia ou reduzido nimero
de vetores e o baixo niumero de cdes infetados ndo apresentam risco de transmissao, e por
isso a vacinagdo néo providencia beneficios significantes [92].

No caso de animais que viajem de zonas indemnes para zonas endémicas, a
vacinagdo ira depender da duracdo da viagem durante a época de exposi¢cdo ao vetor. Se a
viagem for de curta duracdo (um més), a prevencdo devera ser composta por repelentes
inseticidas e a vacinagdo poderd ser opcional. Por outro lado, se a viagem for mais longa
devera ser feita uma prevencdo adequada com uma combinacdo de repelentes inseticidas e
vacinacgéao [92].

Existem trés tipos de vacinas: de primeira geracdo, de segunda geracéo e de terceira
geracdo. As vacinas de primeira geragdo possuem como antigénios parasitas vivos atenuados,
0s quais sao obtidos através de culturas in vitro em diferentes meios, através da sensibilidade a
temperatura, radiagdo gama ou mutagénese quimica [93].

As vacinas de segunda geracdo surgiram com a observacdo de que a imunizagao com
determinados antigénios parasitarios providenciava protecédo contra L. infantum. Estas incluem

0 antigénio inteiro de parasitas de cultura, as fracdes nativas purificadas dos parasitas
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baseados nas proteinas de superficie ou antigénios recombinantes criados por engenharia
genética. As vacinas que estéo disponiveis atualmente no mercado séo desta categoria [94].

As vacinas de terceira geracdo (ou vacinas de ADN) constituem a mais recente
categoria das vacinas. Nestas, um antigénio estranho é introduzido no ADN de um plasmideo
bacteriano, o qual é modificado por engenharia genética de forma a se expressar nas células
eucariéticas. Esta leva a uma produgéo forte de Ac bem como a respostas imuno-mediadas por
células [95].

Por serem de dificil producdo e por nenhuma apresentar uma protecdo com 100% de
eficicia, apenas trés vacinas estdo disponiveis no mercado veterinario: Leish-Tec® (América
Latina), CaniLeish® (Europa) e Letifend® (Europa). Até dia 11 de Novembro de 2014 existia
outra vacina (Leishmune®) que era comercializada na América Latina, mas esta foi removida
do mercado por ndo apresentar os requisitos necessarios nos estudos de fase 3, nos quais se
provaria a sua eficacia [96]. Desta forma, as seguintes encontram-se disponiveis no mercado

europeu:

e CaniLeish®: E comummente designada por LIESP/QA-21, pois é composta por
proteinas excretadas de L. infantum (LIESP), com um adjuvante contendo uma fracao
purificada da saponina Quilaja saponaria (QA-21) [97].

Segundo um estudo realizado por Moreno et al., no qual se administrou a
LIESP/QA-21, verificou-se que esta permite um desenvolvimento da resposta imunitaria
com aumento dos niveis de IgG2 (que estdo associados a uma resposta do tipo Thl)
[97].

Um estudo anterior, realizado com uma vacina LIESP-MDP (adjuvante
dipeptideo muramil) permitiu um estabelecimento de uma resposta celular imunitaria do
tipo Thl em cées vacinados, com aumento de producéo de IFN-y e 1gG2 aos dois e
oito meses apds a vacina¢do. Também se verificou in vitro, que no soro de caes
vacinados ocorria a inibicdo da infetividade das promastigotas dentro dos macréfagos.
Esta alteracdo na percentagem de macréfagos infetados foi muito pronunciada,
sugerindo que os anticorpos interferiram ndo s6 na multiplicacdo e sobrevivéncia
intracelular dos parasitas, bem como na ligacdo e/ou fagocitose de promastigotas pelos
macrofagos [98].

Dois anos apés um estudo realizado em zonas onde predominavam
fleb6tomos, verificou-se que a prevencgdo dos sinais clinicos foi cerca de 68,4% em
cédes vacinados com um nivel de protecédo de 92,7%. Neste, também se observou que
nos animais onde se desenvolveram sinais clinicos, a sua progressao foi mais lenta e
menos grave [99].

Atualmente sabe-se que a vacinacdo com LIESP/QA-21 além de ser capaz de

estimular a resposta imunitaria do tipo Thl, esta ainda se encontra presente um ano
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ap6s a Ultima injecdo da vacinagdo primaria e sem administragdo do reforgo anual
[100, 101].

Podem se observar ocasionalmente reacdes locais moderadas apds a
vacinacéo, tais como: edema, formacdo de nddulos, dor a palpacédo e eritema. Estas
reacdes normalmente resolvem-se espontaneamente entre dois dias e duas semanas.
Mais raramente podem ser observadas hipertermia, apatia e desordens intestinais
durante o primeiro e o sexto dia ap6s a vacinagao [99].

O protocolo recomendado de administragdo consiste numa vacinagéo primaria
de trés doses com 21 dias de intervalo entre cada e um refor¢co anual. Esta deve ser
complementada com a utilizacdo de colares impregnados com inseticidas para diminuir

a probabilidade de transmissao aos vetores [99].

LetiFend®: Esta vacina € muito recente no mercado. E composta por um antigénio
designado Proteina Q (QP), que consiste numa proteina recombinada que é formada
pela fusdo de 5 fragmentos antigénicos de proteinas intracelulares de L. infantum. Ao
contrario de outras vacinas, esta ndo possui adjuvante [102].

Esta induz um aumento de anticorpos IgG2 anti-QP que atingem o seu pico 14
dias ap6s a vacinagéo primaria.

Além disso, a vacinac¢é@o nao interfere com a medicao de titulos de anticorpos usados
nos métodos de diagnoéstico utilizados (IFI e varias marcas de kits comerciais de
ELISA) [103].

Foi realizado um estudo de 24 meses em Franca e Espanha, com 549 cées
seronegativos (cuja metade foi vacinada), para testar a eficicia desta vacina. Quando
terminou, verificaram-se apenas oito casos de leishmaniose nos animais vacinados em
contraste com 19 casos no grupo de controlo. Também se registaram poucos efeitos
secundérios, sendo o mais comum prurido no local de injecdo (o0 qual se resolveu

passado quatro horas) [102].

1.1.2.7.2 Controlo de vetores

O controlo de vetores constitui uma medida preventiva importante, pois diminui a

hipétese de transmissé@o de Lcan. Uma vez que quase nunca se conhece a localizacdo dos

locais de criacdo dos fleb6tomos, as medidas que se aplicam sdo direcionadas aos adultos e

ndo aos estadios larvares [104].

A forma mais facil de prevencéo é sugerir aos tutores dos animais que os mantenham

dentro de casa desde o anoitecer até de manha (se possivel), e que cubram as janelas e

orificios com redes mosquiteiras de forma a que os fleb6tomos nédo entrem nas habitacdes.

A pulverizacdo de inseticidas no ar apesar de eficaz possui um efeito transitério e é por

isso uma medida considerada insustentavel durante longos periodos. Em areas vastas onde a
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Lcan é endémica, o controlo ambiental pode ser inacessivel economicamente. Além da area
geografica, o comportamento e ecologia dos vetores pode influenciar o método preventivo
escolhido.

A aplicacdo de inseticidas nas paredes, tetos de casas e abrigos de animais
(capoeiras, currais, etc.) demonstrou ser eficaz na reducdo da populacdo de fleb6tomos. Os
microhabitats favoraveis ao desenvolvimento dos vetores (solos himidos em areas de sombra
e fendas nas paredes das habitacdes) também devem de ser removidos se possivel, de forma
a minimizar o risco. A instalacdo de armadilhas eletrocutoras com lampadas ultravioleta para
atrair os insetos no exterior desses abrigos e algumas habitacfes também pode ser uma
medida preventiva.

Apesar de nao possuir um efeito tdo marcado como alguns inseticidas sintéticos, a
plantacdo de algumas plantas com efeito repelente ou inseticida (Por exemplo eucalipto,
citronela, entre outras) sobre alguns insetos pode ser considerada um método de prevengdo
[105-108].

O uso de organoclorados e outros grupos quimicos gera cada vez mais preocupacao
pela sua implicacdo na saude publica e o ambiente, 0 que tem levado a uma substituicdo
progressiva destes compostos por piretroides sintéticos (por exemplo, cipermetrina,
deltametrina, etc.). Os piretréides também podem ser utilizados em cées, constituindo uma
medida preventiva muito eficaz, na qual os insetos experimentam desorientacdo e abandonam
0 hospedeiro sem se alimentarem (sem picada), prevenindo também assim a infegcdo. Estes
estdo disponiveis na forma de spot-on ou colares impregnados e possuem uma duracdo de 1
até 8 meses, respetivamente. Quando se aplica um spot-on, deve se ter em conta que este sé
se distribui uniformemente na pele apés 24 horas e que este deve ser utilizado cerca de um
més antes da época de maior atividade dos vetores, de forma a atingir o nivel de protecéo
maximo. [109]

O efeito inseticida da deltametrina e permetrina, de forma isolada ou em associagéo
com outros inseticidas foi testado diversas vezes contra diferentes vetores. Este foi avaliado
através da captura de fleb6tomos fémeas logo apdés o contacto com animais tratados. Os
resultados desses estudos foram positivos, nos quais cerca de 84 a 96% dos fleb6tomos nao
se alimentaram dos cées e cujo o efeito inseticida chegou perto dos 100% nas poucas fémeas
que se alimentaram. Outros estudos comparativos entre colares contendo 4% de deltametrina
(Scalibor®) ou 10% de imidacloprida e 4,5% de flumetrina, € um spot-on contendo 10% de
imidacloprida e 50% de permetrina (Advantix®), demonstraram taxas de protecédo entre 50 e
100%. [104]
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2. Objetivos:

Os objetivos deste estudo consistiram na caracterizacdo da populacdo e de algumas

das suas alteraces clinicas e laboratoriais, bem como a procura de padrdes que possam ser

significativos para o prognoéstico da doenca. Desta forma, os objetivos gerais foram:

Caracterizar a populacdo em relacdo a: sexo, idade, raca, distrito, nimero de
serologias realizadas e analises laboratoriais realizadas.

Identificar quais foram os animais considerados positivos no diagnéstico de Lcan,
através de uma selecéo a partir de todos os resultados de serologia ELISA, de acordo
com os critérios do laborat6rio de referéncia.

Verificar a existéncia de uma correlacéo entre a variavel sexo (feminino e masculino) e
a variavel diagnéstico (animais positivos e negativos).

Observar em quantos casos foram realizadas analises bioquimicas especificas para os
parametros renais (creatinina) e hepaticos (ALT), uma vez que estes se encontram
alterados com frequéncia (elevados) em animais com Lcan.

Observar em quantos casos foram realizados proteinogramas e se 0s seus parametros
se encontravam alterados (Proteinas totais, Globulinas beta, Globulinas gama e Récio
Albumina/Globulina), visto que é comum estes se encontrarem elevados em animais
com Lcan.

Identificar em que més foi feito o diagnostico, uma vez que a Lcan € uma doenga
perpetuada por vetores que estdo dependentes da sazonalidade.

Caracterizar a amostra constituida pelos animais positivos em relagdo a: sinais clinicos
que apresentaram no momento de diagnostico, métodos de diagnéstico utilizados e
planos de terapéutica aplicados.

Verificar quais foram os planos terapéuticos aplicados em cada caso considerado como

positivo no diagnaostico.

Por sua vez, o objetivo final (e principal) consistiu em reunir 0s animais em grupos

consoante os diferentes protocolos terapéuticos (isolados ou associacdes de farmacos) e

compara-los em relacdo a eficacia de cada um. Esta comparacao foi realizada através da

observagdo das diferencas entre as médias dos resultados serolégicos (feitos com testes de

ELISA) ao diagnostico (TO) e ap0s o inicio da terapéutica (T1).

3. Materiais e métodos

3.1 Amostra:

A populagéo deste estudo foi composta por 251 cées, provenientes de varios distritos

de Portugal Continental, que efetuaram analises no laboratério veterinario INNO. Os critérios

de selecéo de cada um foram os seguintes:

A realizacdo de duas ou mais serologias ELISA.
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e A Ultima colheita tenha sido realizada durante o periodo de tempo compreendido entre
31 de Dezembro de 2015 e 17 de Novembro de 2016.

Deste total, 170 cdes foram considerados como positivos no diagnostico de Lcan,
segundo os critérios do laboratério de referéncia. Apds essa selecdo, foram submetidos
inquéritos aos CAMVs que tinham enviado as suas amostras para analise, e obtiveram-se 98

respostas (dos 170 inquéritos enviados).

3.1.1 Tipo de estudo
Por se basear em dados de fichas clinicas e ser necessaria a obtencdo de dados

adicionais através de inquéritos, este estudo foi considerado observacional transversal e
retrospetivo. Desta forma, decidiu-se dividir o estudo em trés partes distintas:
1. Na primeira parte do estudo foi feita a caracterizacdo da populag¢do, cuja
informacado se encontrava disponivel na base de dados do laboratério veterinario
INNO, sendo recolhidos dados relativos a: sexo, idade, raca, distrito, nimero de
serologias realizadas e analises laboratoriais realizadas.

a. As analises laboratoriais realizadas compreenderam o0s seguintes
parédmetros: Creatinina, Alanina Aminotransferase, Proteinas Totais, R4cio
Albumina/Globulinas, Globulinas Beta e Globulinas Gama.

Os valores de referéncia considerados para estes parametros foram os do
laboratério de referéncia e encontram-se resumidos na Tabela 4.
ApOs esta caracterizacao inicial, selecionaram-se os resultados que corresponderam a
animais positivos no diagnéstico de Lcan (segundo os critérios do laboratério) e

aplicou-se também uma andlise estatistica dirigida a estes resultados.

Tabela 4 — Valores de referéncia dos parametros selecionados, consoante o laboratério de

referéncia
Parametros Valores de referéncia Unidades
Creatinina 05-1.7 mg/dL
Alanina aminotransferase 10.0-109.0 U/L
Proteinas Totais 54-75 g/dL
Racio Albumina/Globulina 06-1.1 -
Globulinas Beta 06-1.2 g/dL
Globulinas Gama 05-1.8 g/dL

2. Na segunda parte do estudo, foram contactadas as entidades que enviaram as
amostras dos casos considerados positivos para analise. Apés a sua permisséo,

foram submetidos inquéritos as mesmas (relativos as amostras enviadas) sobre

47



algumas das informag8es clinicas: sinais clinicos presentes no momento de
diagnostico, métodos de diagnostico utilizados além da serologia ELISA e planos

de terapéutica aplicados.

3. Na Ultima parte do estudo, cruzaram-se os resultados de analises serolégicas no
momento do diagnéstico (TO) e os resultados da primeira serologia apés o inicio da
terapéutica (T1), com os dados obtidos nos inquéritos relativamente ao protocolo

terapéutico de cada animal.

3.2 Colheita, rececdo e conservacdo das amostras

A colheita de sangue foi realizada nos respetivos CAMVs, para tubos secos ou tubos
secos com gel com 3 a 5ml de volume, e estes foram posteriormente enviados para o
laboratorio.

No laboratério, as amostras sanguineas foram recebidas diariamente através do
servico de transportadoras (CTT ou MRW) e/ou reunidas pelos estafetas dos carros de recolha.
O servico de transportadoras entregou as amostras provenientes de varios CAMVs de todo o
pais, de 22 a sabado por volta das 9h. Por sua vez, os estafetas do laboratério deslocaram-se
de 22 a 62 feira aos CAMVs mais préximos para recolher as amostras, e regressaram
posteriormente ao laboratério onde fizeram as entregas nos horarios estabelecidos (entre as
12h e 13h30 e entre as 18h e 19h).

ApOs a recec¢do, as amostras foram registadas no sistema informatico do laboratério
(CLINIDATA) e foram processadas. O processamento incluiu a sua centrifugacdo a 3000rpm
durante 10 minutos para obtencdo do soro, na centrifugadora KUBOTA 5400®. Em seguida,
realizou-se a separacgdo do soro para ependorfs ou tubos secos, os quais foram refrigerados a
guatro graus Celsius até a realizacdo das andlises referidas (serologia ELISA, proteinograma e

analises bioquimicas dos pardmetros selecionados).

3.3 Realizacdo da pesquisa de Ac anti-Leishmania, através da técnica de ELISA

A técnica de pesquisa de Ac anti-Leishmania foi realizada sob a orientagdo da Dr.2
Paula Brilhante Simdes e das Sras. Técnicas de laboratério. Para tal, utilizou-se o kit
LEISCAN® LEISHMANIA ELISA TEST, fabricado pelos LABORATORIOS HIPRA, S.A. e
gentilmente cedido pela ESTEVE FARMA (Figura 10). A técnica foi executada de acordo com
as instrucbes do fabricante:

1. Preparacoes prévias:

a. Colocar todos os reagentes a temperatura ambiente, dez minutos antes de

proceder a realizacdo da técnica.
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Preparar a “Solugédo de lavagem”: Diluir 1 volume da solucdo de lavagem
(frasco n° 0) em 19 volumes de agua destilada. Se a lavagem for manual, séo
necessarios 4 ml de solucdo de lavagem diluida por cada poco a utilizar.

A solucao reconstituida pode armazenar-se durante quatro semanas entre 2-8
°C.

2. Preparacao das amostras:

a.

Diluir a 1:20 as amostras com o Diluente de Amostras (frasco n° 1), misturando
dez pL de amostra com 190 yL de Solugéo Diluente de Amostras. Os controlos
(positivo alto, positivo baixo e negativo) sdo fornecidos diluidos, prontos a
utilizar.

Retirar a pelicula protetora que cobre os pogos apenas quando estes vao ser
utilizados. Colocar 100 uL da amostra diluida ou controlo em cada pogo. Agitar
suavemente durante 15 segundos. E recomendado no minimo um controlo por
cada coluna da placa para verificar a validade dos resultados.

Incubar dez minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

Descartar o conteido dos pocos e lavar 5 vezes cada po¢co com 300 ul de
solugédo de lavagem diluida.

Juntar 100 yL de conjugado (frasco n® 2) a cada poco. Agitar suavemente
durante 15 segundos.

Incubar cinco minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

Repetir o passo d).

Juntar 100 pL de Substrato (frasco n® 3) a cada pogo. Agitar suavemente
durante dez segundos.

Incubar dez minutos no escuro a temperatura ambiente (20-25 °C).

Juntar 100 uL de Soluc¢do STOP (frasco n° 4) a cada poco.

Ler as densidades oticas num leitor ELISA com um filtro de 450 nm.
No presente caso, no espectrofotometro da marca MINDRAY® , modelo MR-
96A.

Calcular os resultados:

Raz&o da amostra (Rz) = Densidade 6tica da amostra

D. 6tica do controlo positivo baixo

Interpretar os resultados. (Tabela 5)
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Figura 10 - Kit Leiscan® Leishmania ELISA test, Esteve Farma. [110]

Tabela 5 — Interpretac&o dos resultados do kit Leiscan® Leishmania ELISA test, de acordo
com o fabricante.

Razédo (Rz) da amostra Resultado
Razdo da amostra < 0,5 Negativo
0,5<Rz<0,7 Negativo
0,7<Rz<0,9 Negativo
09<Rz<11 Duvidoso
1,1<Rz<15 Positivo Baixo
15<Rz Positivo

3.4 Realizacdo de analises bioguimicas aos parametros selecionados

Apéds a rececao e processamento (centrifugacdo e separacdo do soro) das amostras,
estas foram colocadas num aparelho automético de espetrofotometria de absorvancia (da
marca Mindray BS-380®). Quando ndo foi possivel realizar as andlises referidas logo apés o
processamento, as amostras foram refrigeradas a quatro graus Celsius até ao momento da sua
realizacéo.

A técnica referida (espetrofotometria de absorvancia) consistiu em: [111]

e Passagem de um feixe de luz (com um determinado comprimento de onda) na dire¢do
do tubo onde se encontra a amostra a analisar.

e Medicdo da absorvancia (quantidade de Iluz absorvida) e determinacdo da
concentracdo da amostra.

e Juncdo de um substrato da enzima (presente num reagente especifico para o
parametro a analisar) & amostra, numa cuvete do aparelho.

e Conversao do substrato em produto (por parte das enzimas da amostra) e medicdo da
sua absorvancia. Esta medicdo teve o objetivo de controlar a taxa de formacédo do

produto e de contabilizar a atividade enzimatica.
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3.5 Realizacdo de proteinogramas

As amostras que se destinaram a realizacdo de proteinogramas foram refrigeradas a
quatro graus Celsius e posteriormente enviadas para um laboratério parceiro, onde foram
processadas através da técnica de eletroforese. Os resultados das amostras enviadas, foram

mais tarde recebidos no laboratério INNO e reenviados para os respetivos CAMVS.

3.6 Selecdo de animais positivos e envio de inquéritos:

A partir da populacéo inicial (251 cées), procedeu-se a sele¢cdo dos animais positivos
no diagnoéstico de Lcan, através dos critérios do laboratério INNO. Segundo estes critérios,
todos os resultados de serologia ELISA que apresentaram valores superiores a razéo de 1,1
(Rz) foram considerados positivos no diagnéstico de Lcan. Desta forma, consideraram-se 170
animais como positivos.

ApoOs a selegdo, contactaram-se telefonicamente os CAMVs que tinham enviado as
amostras de casos positivos, sob a orientacdo da Dr.2 Paula Brilhante Simdes, Dr. Augusto
Silva e Dr. Ricardo Lopes. Os contactos estabelecidos tiveram como objetivo o pedido de
permissédo da utilizacdo de dados na realizacdo deste estudo e do envio de um inquérito
relativo a historia clinica (sinais clinicos no momento do diagndstico, métodos de diagndstico
utilizados e planos de terapéutica aplicados) de cada animal. Os inquéritos foram enviados por
email e o modelo geral dos mesmos pode ser visualizado no Anexo 1.

Dos 170 inquéritos enviados, obtiveram-se 98 respostas, correspondentes a 98

animais.

3.7 Andlise estatistica:

Os dados foram inicialmente introduzidos numa folha de calculo do Microsoft Office
Excel ® 2007 e posteriormente importados para o programa IBM SPSS Statistics 24.0 para
Windows® onde foram trabalhados.
Foi realizada uma analise estatistica com base em métodos descritivos (caracterizagao
e sumarizagdo dos dados em proporcdes e tendéncias) e inferenciais (estimacdo de
parametros da populacgéo e testes de hipéteses).
A andlise estatistica compreendeu as seguintes acdes:
Medicao de frequéncias relativas (percentagens) do parametro “sexo”.
2. Aplicacdo do método de Sturges para o calculo das classes do parametro “idade”,
medicdo das frequéncias relativas e representacao grafica das mesmas.
a. Utilizou-se este método pois a idade constitui uma variavel de natureza
continua, e a mesma deve ser agrupada em classes para se fazer uma

distribuicdo e caracterizacdo mais correta.
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b. As classes calculadas e definidas para o parametro “idade” foram: de
um a trés anos, de quatro a seis anos, de sete a nove anos, de dez a
doze anos, de treze a quinze anos e a partir de dezasseis anos.

Medicao de frequéncias relativas do parametro “raga”.

Medicao de frequéncias relativas e representacgao grafica do parametro “distrito”.
Medigc&o de frequéncias relativas do parametro “nimero de serologias realizadas” e
célculo de medidas de dispersdo associadas ao mesmo (média e desvio padrao).

6. Realizacdo do teste de hipéteses do Qui-quadrado, para comparacao de variaveis
nominais: “sexo” e “diagndstico”, considerando-se uma probabilidade de erro do tipo |
(a) de 0.05 em todas as analises inferenciais.

a. A utilizacdo deste teste tem o objetivo de comparar duas variaveis
nominais (sexo e diagnéstico), que constituem dados sem ordem ou
categorias significativas, de forma a testar a sua independéncia
(verificando a associacao entre as duas).

b. Neste teste as hipdtese em estudo séo:

o Hp (hipétese nula): as varidveis sdo independentes, ou seja,
nao existe associacao entre as variaveis;
o Hj (hipotese alternativa): as variaveis ndo sédo independentes.

c. Apés a aplicacdo deste teste no software IBM SPSS 24.0, obtém-se
duas tabelas, sendo a primeira um resumo das contagens e
percentagens relativas, e a segunda sobre o teste estatistico em si.

d. Para se considerar o teste vélido, observa-se a alinea a. da tabela do
teste estatistico. Nesta alinea verifica-se se a percentagem da

contagem das células menores que 5 é superior a 20% e se a
contagem minima esperada é inferior a 1. Quando se verifica este
acontecimento, significa que as suposicdes deste teste estdo violadas
e 0 mesmo nao é valido.

e. Na tabela do teste estatistico, observam-se geralmente os dados
obtidos na linha do Qui-quadrado de Pearson. No entanto, no caso das
tabelas de 2x2, observam-se os dados apresentados na linha da
Correcao de continuidade.

f.  Por fim, observa-se a significancia assintética (p) e se esta for inferior
ao valor a (que se assumiu como 0,05 na realizagdo deste teste),
rejeita-se a hipétese nula (Hy) e conclui-se que as variaveis possuem
uma correlagéo entre elas.

7. Medigdo de frequéncias relativas, célculo de medidas de localizagcdo central (média),
localizacéo relativa (minimo e maximo) e medidas de dispersao (desvio padrao), e
representacao grafica dos pardmetros: Creatinina, Alanina Aminotransferase, Proteinas

Totais, Racio Alboumina/Globulina, Proteinas Beta e Proteinas Gama.
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10.
11.
12.

13.

14.

Medicdo de frequéncias relativas e representacdo grafica do pardmetro “més de
diagndstico”.
Medicao de frequéncias relativas do parametro “Sinais clinicos” e “Outros”.
Medicao de frequéncias relativas do parametro “Métodos de diagndstico”.
Medicao de frequéncias relativas do parametro “Protocolos terapéuticos aplicados”.
Aplicac@o de um teste de Normalidade aos dados em cada grupo terapéutico, de forma
a ser possivel relacionar as médias dos titulos de Anticorpos em TO e T1, e no qual se
assumiu a = 0,05.
a. Quando as amostras séo reduzidas (inferiores a 30), realiza-se um teste de
Shapiro-Wilk.
b. Neste teste, para uma dada variavel em estudo as hipoteses a testar sao:
o HO: os dados provém de uma distribuicdo normal
o H1: os dados ndo séo provenientes de uma distribuicdo normal.
A deciséo é tomada com base no valor-p obtido para o teste.
d. No caso do valor-p (significancia) < a escolhido para o teste, entao rejeita-se
HO e ndo se pode considerar a hormalidade da variavel em estudo. Por sua
vez, se valor-p > a, ndo se rejeita a HO e assume-se que os dados provém de
uma distribuicdo Normal.
Representacéo gréafica das médias dos grupos de terapéutica em TO e T1, e calculo de
medidas de localizagédo (média, minimo, maximo e percentis).
Realizac&o de Testes de t-Student para dados emparelhados, de forma a comparar as
médias de TO e T1 nos diferentes grupos de terapéutica, com um intervalo de
confianca de 95% e um a = 0,05.
a. Este teste consiste numa medicdo de um grupo de casos em que se
comparam 0s mesmos parametros (titulos de Ac) em duas alturas diferentes
(ao diagndstico antes de iniciar a terapéutica, e apoés iniciar a terapéutica).
b. Neste teste, as hipoteses em estudo séo:
o HO: as médias de TO e T1 sédo iguais.
o H1: as médias de TO e T1 séo diferentes.
c. No caso do valor-p < a escolhido para o teste, entdo rejeita-se HO conclui-se
que as médias de TO e T1 séo diferentes. Por sua vez, se valor-p > a, nao se

rejeita a HO e assume-se que as médias de TO e T1 sdo iguais.
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4. Resultados:

4.1 Caracterizacdo da populacdo:

Foram incluidos na populagdo deste estudo 251 animais, dos quais 145 eram machos
(n=145/251; 57,8%) e os restantes 106 eram fémeas (n=106/251; 42,2%), como se pode

observar no Gréfico 1.

145

(57,8%)

Feminino

B Masculino

Gréfico 1 — Frequéncia relativa (%) da distribuicdo de animais por sexo.

A idade dos animais variou entre um e dezasseis anos, com uma média de 6,26 e um
desvio padrao de 3,53 (Gréfico 2). Verificou-se que as classes com mais casos foram a faixa
etaria de um a trés anos (66 animais, 26,3%) e a faixa etaria de sete a nove anos (62 animais,
24,7%). Também se observou que a classe com menor nimero de casos foi a faixa etaria a
partir dos 16 anos (1 animal, 0,40%).

Por sua vez, em 23 casos néo existia informacéo sobre a idade dos animais correspondentes
(n=23/251; 9,2%).
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Gréfico 2-Distribuicdo dos animais por faixa etaria (anos).

Relativamente aos animais correspondentes a cada raga (Tabela 6), observamos que a maioria
correspondeu a animais sem raga definida (86 animais, 34,3%). Também se observou um
namero consideravel de animais pertencentes as racas Labrador (46 animais, 18,3%), Pastor
alemé&o (15 animais, 6,0%) e Boxer (11 animais, 4,4%).

Nas restantes racas observou a seguinte distribuicdo: oito animais da raca Golden retriever;

sete das ragas Caniche, Husky siberiano e Jack Russel Terrier; cinco das racas Pitbull e S&o
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bernardo; trés das ragas Braco alem&o, Buldog Francés, Cao de gado transmontano, Epagneul
breton, Rafeiro alentejano e Rottweiller; dois das racas Beagle, Border collie, Chow-chow,
Dogue alemao, Podengo, Samoiedo, Setter e Teckel. Além das racas referidas, a criou-se a
categoria “Outra” a qual foi constituida por outras racas que s possuiam um animal de cada
na populacdo. Estas ragas foram: Rough Collie, Yorkshire, Grand Danois, Dalmata, Cocker
Americano, Fox Terrier, Pastor Belga, Dogue Argentino, entre outras.

Tabela 6- Frequéncia relativa (%) da distribuicdo de caes por raca.

Frequéncia absoluta | Percentagem (%)

Beagle 2 0,8
Border Collie 2 0,8
Boxer 11 4,4
Braco Aleméo 3 12
Buldog Francés 3 1,2
Caniche 7 2,8

Céo de Gado Transmontano 3 12
Chow-chow 2 0,8
Dogue Alemé&o 2 0,8
Epagneul Breton 3 1,2
Golden Retriever 8 3,2
Husky Siberiano 7 2,8
Jack Russel Terrier 7 2,8
Labrador 46 18,3
Pastor Alemé&o 15 6,0
Pitbull 5 2,0
Podengo 2 0,8
Rafeiro Alentejano 3 1,2
Rottweiler 3 1,2
Samoiedo 2 0,8
S&o Bernardo 5 2,0
Setter 2 0,8
Teckel 2 0,8

Sem raca definida 86 34,3
Outra 20 8,0

100
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Em relacdo aos CAMVs de onde provieram as amostras, a sua distribuicdo pode ser

observada na Figura 11.
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Figura 11 — Mapa de Portugal com distribuicdo de CAMVSs por distrito.

Dos distritos de onde provieram as amostras (Grafico 3), observou-se que foi Coimbra
(40 amostras, 15,9%) que teve maior numero. Também se verificou um namero elevado de
amostras provenientes de Braga e Setubal (13,9% e 11,2%, respetivamente). Por sua vez, o

distrito de onde derivaram menos amostras, foi Santarém com apenas uma (0,4%).
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Gréfico 3 — Frequéncias absolutas da distribuicdo de amostras por distritos.

O numero de serologias realizadas por cada animal (Tabela 7) variou entre as duas

(minimo) e as nove (maximo). A maioria dos animais (169) realizou duas serologias (67,3%), e

somente cerca de 5% dos animais (13) realizou 5 ou mais serologias.

Tabela 7 — Distribuic&do de cées por n° de serologias realizadas.

N° de serologias | Frequéncia Percentagem (%)

2 169 67,3
3 46 18,3
4 23 9,2
5 8 3,2
6 3 1,2
9 2 0,8

| 251 | 100

Da populagéo de 251 animais, 170 foram considerados positivos (n=170/251; 67,7%) e

0s outros 81 cédes foram considerados negativos (n=81/251; 32,3%), de acordo com os critérios

enunciados anteriormente. Desta forma, a distribuicdo de animais positivos e negativos por

distrito pode ser observada na Figura 12.
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diagnoéstico de Lcan.

Diagnéstico
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Figura 12 — Mapa de Portugal continental com a distribuicdo de animais positivos e negativos

animais do sexo masculino que foram analisados do que entre os animais do sexo feminino.

Tabela 8 — Distribuicdo de animais consoante o sexo e positividade/negatividade no

Total

106
42,2%

145
57,8%

251
100,0%

ApOs o cruzamento da informacédo do sexo do animal com o diagndstico (Tabela 8),

pareceu existir uma proporcdo bastante mais elevada de casos positivos de doenca entre os
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De forma a tentar avaliar a significAncia desta relacdo entre sexo (masculino e
feminino) e diagndstico (animais positivos ou negativos), realizou-se um Teste de Qui-quadrado
(Tabela 9). Ap6s a visualizacdo da nota de rodapé a., verificou-se que as condicbes de
aplicabilidade deste teste foram respeitadas, uma vez que existem 0 células (0%) com
contagem menor que 5 e que a contagem esperada é 34,21 (superior a um).

Por se tratar de uma tabela 2x2, os resultados do teste sdo dados na linha Corre¢éo de
continuidade, onde podemos observar que o valor para a estatistica de teste é 6,452 a que
corresponde um valor-p assintotico de 0,011. Deste modo, rejeita-se a hipotese das duas
varidveis em estudo serem independentes, donde se conclui que existe associacdo entre o

sexo do animal e o diagnéstico de Lcan.

Tabela 9 — Teste de Qui-quadrado.

Valor gl Significancia Sig exata Sig exata
Assintotica (2 lados) (1 lado)
(Bilateral)
Qui-quadrado de 7,165% | 1 0,007 i i
Pearson
Correcéao de 6,452 1 0,011 . .
continuidade”
Razdo de 7,125 1 0,008 ) )
verossimilhanca
Teste Exato de Fisher ) i ) 0,009 0,006
N° de Casos Validos | 251 | i | ) ) )

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é
34,21.
b. Calculado apenas para uma tabela 2x2

Apés diferenciar os animais positivos dos negativos, elaboraram-se tabelas e
representacdes graficas onde a sua distribuicdo se cruzou com os parametros das anélises
laboratoriais  (Creatinina,  Alanina  Aminotransferase, Proteinas  Totais, Racio
Albumina/Globulinas, Proteinas Beta e Proteinas Gama).

Varios animais realizaram também andlises bioguimicas e proteinogramas no momento
do diagndstico, mas por questdes de simplificacdo e de importancia clinica para o quadro de
Leishmaniose, selecionaram-se apenas alguns pardmetros: Creatinina, Alanina
Aminotransferase (ALT), Proteinas Totais (PT), Racio Albumina/Globulinas (Racio A/G),

Gloculinas Beta e Globulinas Gama. A sua distribuicdo pode ser observada na Tabela 10.
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Tabela 10 — Distribuicdo de casos por parametros bioquimicos analisados e célculo de medidas
de localizagédo e dispersdo, consoante o diagnostico.

Diagndstico
Negativo Positivo
N° | Média | Desvio padrdo N° | Média | Desvio padréo
Creatinina 0,97 0,35 54 1,27 0,87
ALT 55,78 37,43 49 | 52,08 50,217
Prot. Totais | 11 7,06 0,71 70 8,04 1,53
Racio A/G 1,16 0,23 52 0,88 0,40
Beta TO 17,00 5,50 50 | 16,40 7,90
Gama TO 16,50 10,50 50 | 26,70 14,30

Desta forma, verifica-se uma predominédncia de analises ao parametro Proteinas
Totais, com 81 casos (32,3%). Também se verificou que: 61 animais realizaram analises ao
pardmetro Creatinina e Ré&cio Albumina/Globulina (24,3% cada); 59 animais realizaram

Globulinas Beta e Gama (23,5% cada); e 56 animais realizaram ALT (22,3%).

Relativamente a Creatinina, verificou-se que 8 casos se situaram acima do valor
maximo de referéncia (1,7 mg/dl), e que os mesmos eram todos positivos no diagnéstico de
Leishmaniose, como se observa no Gréfico 4.

Nos valores dos animais considerados positivos, a média correspondeu a 1,27 com um
maximo de 5,31 e um minimo de 0,44. Também se verificou que um quarto dos valores se
encontrava até ao valor 0,84 e que 25% tiveram no minimo o valor de 1,38.

No caso dos animais considerados negativos, observou-se uma média de 0,97. Nestes,
também se verificou que 25% dos valores tiveram 0,67 como maximo e que um em cada

guatro animais teve 3,69 como minimo.
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Gréfico 4 — Gréfico caixa de bigodes sobre resultados de andlises ao parametro creatinina em
TO.

Os resultados do parametro ALT podem-se observar no Grafico 5. Verificaram-se seis
casos em que os resultados se situaram acima do valor méximo de referéncia (109 U/L).
Destes, apenas um caso correspondeu a um animal negativo no diagnéstico de Lcan, sendo os
restantes cinco casos positivos. Nestes Ultimos observou-se uma média de 52,08 com um
maximo de 272,09 e um minimo de 10,67. Este valor maximo constituiu um valor atipico que se
destacou do conjunto de dados e que enviesou o calculo da média. Esse enviesamento foi
confirmado através da verificagdo de que um quarto destes animais tiveram no méaximo o valor
de 24,52 e que 25% tiveram no minimo o valor de 52,62.

No caso dos animais considerados negativos, observou-se uma média de 55,78, um
maximo de 116,78 e um minimo de 15,78. Também se verificou que um em cada quatro

animais tiveram 32,66 como valor maximo e que 25% dos animais teve 98,00 como minimo.
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Grafico 5 - Gréfico caixa de bigodes sobre resultados de analises ao parametro alanina
aminotransferase em TO.

Em relacdo ao parametro Proteinas Totais, verificaram-se 44 resultados acima do valor
maximo de referéncia (7,5 g/dl), e os mesmos podem-se observar no Grafico 6. De entre
estes, apenas se verificaram dois casos negativos ao diagnostico de Leishmaniose.

No caso dos animais considerados positivos observou-se uma média de 8,04 com um
maximo de 13,90 e um minimo de 5,30. Tal como no parametro anterior (ALT), também se
observou que o maximo constituiu um valor atipico, o qual enviesou o céalculo da média. Além
destes, também se verificou que um quarto dos animais tiveram um valor maximo de 6,70 e
que 25% dos animais teve 13,90 como minimo.

Por sua vez, no caso dos animais considerados negativos obteve-se uma média de
7,06, um méaximo de 8,70 e um minimo de 6,50. Ainda se observou que um em cada quatro

animais tiveram 6,50 como valor maximo e que 25% dos animais teve 7,40 como minimo.
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Gréfico 6- Gréfico caixa de bigodes sobre os resultados de analises ao parametro proteinas
totais em TO.

Os valores relativos aos resultados do pardmetro Racio Albumina/Globulina podem-se
observar no Gréfico 7. Neste, verificaram-se 19 casos em que os resultados se situaram acima
do valor maximo de referéncia (1,1). Destes, apenas cinco casos corresponderam a animais
negativos ao diagndstico de Leishmaniose, sendo 0s restantes positivos.

A média dos resultados positivos foi de 0,88, 0 minimo foi 0,200 e o maximo foi 2,21.
Ainda se verificou que um em cada quatro animais tiveram 0,54 como valor maximo e que 25%
dos animais teve 1,16 como minimo.

No caso dos animais considerados negativos obteve-se uma média de 1,16, um
maximo de 1,52 e um minimo de 0,81. Além destes, também se verificou que um quarto dos

animais tiveram um valor maximo de 1,06 e que 25% dos animais teve 1,29 como minimo.
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Gréfico 7- Gréfico caixa de bigodes sobre os resultados de andlises ao parametro racio

albumina/globulina em TO.

Relativamente aos valores obtidos nas analises aos parametros Globulinas Beta e

Globulinas Gama, verificou-se que todos os casos testados (59) se situaram acima dos valores

maximos de referéncia (1,2 g/dl e 1,8 g/dl, respetivamente), como se pode observar nos

Gréficos 8 e 9.

No caso dos resultados das anélises as Globulinas Beta:

Para os animais considerados positivos calculou-se uma média de 16,40, um maximo
de 34,60 e um minimo de 4,6. Também se verificou que um guarto dos animais tiveram
um valor méximo de 10,10 e que 25% dos animais teve 34,90 como minimo.

Para os resultados dos animais considerados negativos obteve-se uma média de
17,00, um maximo de 24,80 e um minimo de 10,5. Ainda se observou que um em cada
guatro animais tiveram 12,70 como valor maximo e que 25% dos animais teve 21,2

como minimo.

Por sua vez, no caso dos resultados das Globulinas Gama:

Para os animais considerados positivos obteve-se uma média de 26,70, um maximo de
62,8 e um minimo de 2,6. Ainda se verificou que 25% dos animais obtiveram no
maximo o valor de 14,60 e que 25% dos animais teve 34,90 como minimo.

Para os resultados dos animais considerados negativos calculou-se uma média de
16,50, um méaximo de 40,20 e um minimo de 5,00. Também de observou que um
quarto dos animais tiveram um valor maximo de 10,90 e que 25% dos animais teve um

minimo de 17,30.
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Gréfico 8- Gréfico caixa de bigodes sobre o0s resultados de analises ao pardmetro globulinas

beta em TO.
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Gréfico 9- Gréfico caixa de bigodes sobre os resultados de analises ao parametro globulinas
gamaem TO.

O més em que foram diagnosticados os casos positivos de Lcan também apresentou
algumas variacdes, como se pode observar no Gréfico 10.
Os meses em que foram realizados mais exames diagnosticos foram: Julho (12,4%),

Junho (11,8%) e Setembro (10,6%). Verificou-se desta forma uma predominéncia de exames
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processados nos meses quentes (Verdo), com exce¢do de Agosto onde o nimero diminui

consideravelmente (8,8%).

Dezembro 6]
Novembro 7 ‘
Outubro | | ‘ [16]
Setembro | ‘ ‘ 28]
ngosto ————
Julho ‘ ‘ [21]
v | —
Maio 7 ‘ ‘
Abril |
Marco ] ‘ ‘ ‘[@ 1 Casos positivos
Fevereiro [20]
0 5 1‘0 1‘5 20 25

Gréfico 10 - Distribuicdo de cdes positivos no diagndstico de Lcan, por més.

4.2 Caracterizacdo dos dados relativos aos inquéritos:

Tal como referido anteriormente, foram enviados inquéritos relativos aos casos
positivos no diagnéstico de Lcan (170), e desses obtiveram-se 98 respostas (n=98/170; 57,6%).

Foram questionadas varias informacdes relacionadas com o historial clinico de cada
caso: sinais clinicos presentes na altura do mesmo, quais os métodos de diagndstico aplicados
além da serologia ELISA, e quais os protocolos terapéuticos aplicados em cada caso.
Estes inquéritos foram submetidos apenas aos CAMVs que enviaram as amostras positivas,
pois a questao relativa aos protocolos terapéuticos s6 se aplica aos animais positivos (uma vez
que estes sdo tratados e 0s animais negativos ndo o séo).

O modelo dos inquéritos pode ser visualizado no Anexo 1.

4.2.1 Sinais clinicos:

Dos sinais clinicos que podem fazer parte do quadro clinico de Lcan, questionou-se a

presenca de alguns (considerados mais comuns): linfadenomegalia, alteracfes cutaneas,
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perda de peso, onicogrifose, anorexia, lesdes oculares, diarreia cronica, epistaxis, alteragbes
locomotoras e alteracdes neurolédgicas. Além destes, colocou-se uma opc¢ao de resposta aberta
denominada “Outros”, para que pudessem ser listados outros sinais clinicos que estivessem
presentes em cada caso e ndo estivessem disponiveis nas opc¢des do questionario. Os valores
podem ser observados na Tabela 11.

Verificou-se que os sinais clinicos mais comuns foram: Alterages cutaneas (em 67
animais, 68,37%), Perda de peso (em 47 animais, 47,96%) e Linfadenomegélia (em 33
animais, 33,67%).

Em relacdo & presenga dos restantes sinais clinicos, observou-se a seguinte
distribuicdo: onicogrifose em 29 animais; anorexia em 18 animais; les6es oculares (blefarite,
conjuntivite, uveite) em 17 animais; diarreia crénica em trés animais; epistaxis em dez animais;
alteracdes locomotoras (claudicacdo devido a poliartrite, sinovite, periostite, osteomielite) em
14 animais; alteracdes neurolégicas (ataxia, paralisia, parésia e convulsées) em trés animais.

Além destes, também se registaram quais as respostas para a questédo “Outros”. Nesta,
verificou-se que 20 responderam que outros sinais clinicos estavam presentes e ho momento
do diagnostico além dos questionados. Nas respostas da questdo “Outros”, destacaram-se:
trés casos em que 0s animais em questdo ndo apresentavam sinais clinicos ho momento do
diagndstico, dois casos em que apresentaram incontinéncia urinaria, e outros dois em que
apresentaram Lesdes nos pavilhdes auriculares. Os restantes sinais clinicos, bem como as

suas distribuicdes por frequéncias, podem ser observados na Tabela 12.

Tabela 11 — Frequéncia relativa (%) da resposta de cada questao, relativa aos sinais clinicos.

Respostas (%)

Sinais clinicos Sim Nao
Alteragdes cutaneas 68,37 % | 31,63 %
Linfadenomegalia 33,67 % | 66,33 %

Perda de peso 47,96 % | 52,04 %
Onicogrifose 2959 % | 70,41 %
Anorexia 18,37 % | 81,63 %
Lesbes oculares 17,35% | 82,65 %
Diarreia cronica 3,06 % | 96,94 %
Epistaxis 10,20 % | 89,80 %

Alteracdes locomotoras | 14,29 % | 85,71 %

Alteracbes neuroldgicas | 3,06 % | 96,94 %
Outros 20,40 % | 79,60 %
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Tabela 12 — Distribuicdo de respostas da questdo “Outros”, por casos.

Respostas Frequéncia absoluta | Percentagem
Dermatite escrotal 1 1,02
Febre 1 1,02
Glossite e queilite 1 1,02
Hematudria recorrente 1 1,02
Hipertermia 1 1,02
Incontinéncia urinaria 2 2,04
Lesdes nos pavilhdes auriculares 2 2,04
Nédulos sublinguais 1 1,02
Polidria e Polidipsia 1 1,02
Sem sintomatologia 3 3,06
Tumefacdo na glande peniana 1 1,02
Vasculite 1 1,02
Voémitos 1 1,02
N&o apresentavam outros sinais 80 78,59
Diagnosticado por outro veterinario 1 1,02
Total 98 100,0

Além de se verificar quais foram os nimeros de casos em cada questdo, também se

observaram quantos animais possuiam um ou mais sinais clinicos em simultdneo no momento

do diagnéstico (Grafico 11). Observou-se que a maioria (27,55%) dos animais apresentava

apenas um sinal clinico, e que nenhum animal apresentou mais do que sete sinais clinicos em

simultaneo.
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Grafico 11 — Numero de animais consoante o niumero de sinais clinicos apresentados em TO.
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4.2.2 Métodos de diagnéstico

Tal como referido na revisdo bibliografica, atualmente existem diversos métodos que
fazem parte da rotina e que séo utilizados para diagnostico da Lcan. Com excecao dos
métodos serolégicos ELISA, questionou-se a realizagdo dos seguintes: Imunofluorescéncia
Indireta, Citologia, Histopatologia e o0 método molecular de PCR (Polimerase Chain Reaction).

Além destes, colocou-se uma opgao de resposta aberta denominada “Outros”, para que
fossem indicados outros métodos de diagndstico realizados em cada caso e que nao
estivessem disponiveis nas opg¢des do questionario. Os valores podem ser observados na
Tabela 13.

Verificou-se que os métodos de diagndstico mais utilizados (além da Serologia ELISA
que se verificou em 100% dos casos), foram a imunofluorescéncia indireta e a citologia em 5
casos cada (5,10%).

Em relacao a utilizagcao dos restantes métodos de diagndstico, observou-se a utilizagédo
de histopatologia em trés casos (3,06%) e o PCR em dois casos (2,04%).

Por sua vez, na questdo “Outros” verificou-se que em onze casos (11,23%) se
utilizaram testes rapidos de imunocromatografia e que outros dois casos (2,04%) se recorreram

de outras analises laboratoriais (hemograma e analises bioquimicas).

Tabela 13 — Frequéncia relativa (%) da resposta de cada questao, relativa aos métodos de

diagnostico.

Respostas (%)

Métodos de diagndstico Sim N&o
Imunofluorescéncia indireta | 5,10 % | 94,90 %
Citologia 5,10 % | 94,90 %
Histopatologia 3,06 % | 96,94 %
PCR 2,04 % | 97,96 %
Outros 13,27% | 86,73 %

Tal como nas questdes dos sinais clinicos, ap0s se verificarem quais foram os nimeros
de casos em cada questao, observaram-se quantos animais recorreram a um ou mais métodos
de diagnostico em simultaneo (Grafico 12). Observou-se que a maioria (78,57%) dos casos
recorreu apenas um método, e que nenhum utilizou mais do que trés métodos de diagnéstico

em simultaneo.
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Grafico 12 — Numero de animais consoante o nimero de métodos de diagnéstico utilizados em
TO.

4.2.3 Protocolos terapéuticos aplicados

Dos farmacos que estdo recomendados ou sugeridos (de forma experimental) para a

terapéutica da Lcan, questionaram-se a aplicacdo dos seguintes: Antimoniato de meglumina,
Estibogluconato de sédio, Antibidticos (tais como Pentamidina, Anfotericina B e Aminosidina),
Derivados do Imidazol (tais como Metronidazol, Ketoconazol, Itraconazol e Secnidazol),
Alopurinol, Herbicida Dinitroanilina (Trifluralina), Miltefosina, Imunomodeladores (tais como
Prednisona, Prednisolona e Levamizol) e Interferdo Gama.
Além destes, (tal como nas questdes anteriores dos sinais clinicos e métodos de diagndstico)
colocou-se uma opcdo de resposta aberta denominada “Outros”. Esta serviu para que
pudessem ser indicados outros protocolos terapéuticos que foram aplicados em cada caso e
que nao estavam disponiveis nas op¢des do questionario. Os valores podem ser observados
na Tabela 14.

Verificaram-se que os farmacos mais utilizados foram o Alopurinol em 92 casos
(93,88%), a Miltefosina em 42 casos (42, 86%) e o Antimoniato de meglumina em 39 casos
(39,80%). Também se notou que o Estibogluconato de sddio e o herbicida Trifuralina ndo foram

utilizados em nenhum dos casos (0%).
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Tabela 14 — Frequéncia relativa (%) da resposta de cada questao, relativa aos farmacos
utilizados.

Respostas (%)

Farmacos utilizados Sim Nao
Antimoniato de meglumina | 39,80 % | 60,20%
Estibogluconato de sdédio 0% 100 %
Antibiéticos 2,04 % | 97,96 %
Derivados do imidazol 1,02 % | 98,98 %
Alopurinol 93,88% | 6,12 %
Herbicida Trifuralina 0% 100 %
Miltefosina 42,86 % | 57,14 %
Imunomodeladores 7,14 % | 92,86 %
Interferdo gama 1,02 % | 98,98 %
Outros 34,69 % | 65,31 %

Por sua vez, na questdo “Outros” destacou-se a utilizagcdo de Domperidona em 25 casos
(25,51%). Os restantes farmacos, bem como as suas distribui¢cdes, podem ser observados na
Tabela 15.

Tabela 15 - Distribuicdo de respostas da questao “Outros”, por casos.

Respostas Frequéncia | Percentagem (%)
Domperidona 25 25,51
Probiéticos 3 3,06
Suplementos Ac. Gordos omega 3 2 2,04
Terapéutica de outras patologias 1 1,02
Terapéutica homeopatica 3 3,06
N&o utilizaram outros métodos 64 65,31
Total 98 100,0

4.3 Associacdo estatistica entre variaveis (dados de analises serolégicas e os dados dos
inquéritos)

ApOs a recolha de informacgdes relativas aos inquéritos, agruparam-se 0Ss casos por

grupo de terapéutica, de forma a facilitar a terapéutica dos dados. Os grupos formados foram:

Alopurinol; Alopurinol e outros; Alopurinol e Antimoniato; Alopurinol, Miltefosina e
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Imunomoduladores;  Alopurinol, Antimoniato e outros;

Imunomodeladores; Alopurinol, Miltefosina e outros;

Miltefosina; Alopurinol, Miltefosina a Antimoniato.

Miltefosina; Outros;

Alopurinol,

Antimoniato

Alopurinol

e

e

Posteriormente a observacgéo dos resultados obtidos neste teste, verificou-se que todos

0s grupos de terapéutica exibiram um valor-p (Sig.) superior ao a (0,05), como se pode

observar na Tabela 16. Desta forma assumiu-se que o pressuposto de normalidade era valido.

Além de se elaborarem representacdes graficas das médias dos grupos terapéuticos

(com excecdo dos que eram constituidos por um ndmero reduzido de casos, como 0s que

tinham dois ou trés animais), realizaram-se testes de t-student para dados emparelhados, de

modo a determinar se a diferenga entre as médias de TO e T1 foi estatisticamente significativa

em cada grupo. Considerou-se um intervalo de confianca de 95%.

Tabela 16 — Teste de normalidade Shapiro-Wilk para os dados serolégicos dos grupos de

terapéutica.
. . Shapiro-Wilk
Dados serologicos por grupos de terapeutica — .
Estatistica | N°casos Sig.
Alopurinol 0,961 10 0,803
Alopurinol e outros 0,800 a 0,286
Alopurinol e Antimoniato 0,969 22 0,694
Alopurinol, Miltefosina e Imunomodeladores - - -
Alopurinol, Antimoniato e outros 0.aa0 T 0,225
T0 | Alopurinol, Antimoniato e Imunomodeladores 0,871 ] 0,880
Alopurinol, Miltefosina e outros 0,989 10 0,995
Miltefosina B - -
Outros - - -
Alopurinol e Miltefosina 0,982 22 0,849
Alopurinol, Miltefosina e Antimoniato - - -
Alopurinol 0,990 10 0,99
Alopurinol e outros 0,902 8 0,298
Alopurinol e Antimoniato 0,951 22 0,337
Alopurinol, Miltefosina e Imunomodeladores - - -
Alopurinol, Antimoniato e outros ne1z T 0,054
T1 | Alopurinol, Antimoniato & Imunomodeladores 0,968 5 0,864
Alopurinol, Miltefosina e outros 0,820 10 0,448
Miltefosina - - -
QOutros - - -
Alopurinol e Miltefosina 0,964 22 0,572
Alopurinol, Miltefosina e Antimoniato - - -
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4.3.1 Grupos de terapéutica

4.3.1.1 Alopurinol:
Observaram-se dez casos que utilizaram apenas Alopurinol coma terapéutica, e a sua

distribuicao de titulos de Ac pode ser observada no Gréfico 13.

Verificou-se que em TO, estes obtiveram valores entre 1,50 e 4,00, com uma média de
2,92. Também se verificou que um quarto dos animais tiveram no maximo um valor de 2,38 e
25% tiveram no minimo um valor de 3,69. No caso de T1, verificou-se um méximo de 3,06 e um
minimo de 0,40, com uma média de 1,66. Também se verificou que um em cada quatro

animais tiveram um valor de 1,17 como maximo e que 25% tiveram um valor de 2,10 no

minimo.
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Gréfico 13— Distribuigdo de titulos de Ac, no grupo de animais tratados com Alopurinol.

De forma a verificar se a diferenca entre médias foi estatisticamente significativa, aplicou-se um
teste de t-student para dados emparelhados.

Na Tabela 17 pdde-se observar que a média dos titulos de anticorpos ao diagndstico é
superior a média dos titulos de anticorpos apos a terapéutica. Esta diminuicdo do titulo de Ac
pode ser indicador de que houve uma melhoria no estado geral dos pacientes, que se traduziu
numa diminuicdo da carga parasitaria, devida a aplicagdo do plano de terapéutica (Alopurinol)

entre analises.

A

O desvio padrdo correspondeu a diferenca entre as medicbes de TO e T1

correspondentes ao mesmo animal.

73



Tabela 17 - Analise descritiva do teste de t-Student

Média N Desvio Padrao Erro Padrdo da Média
TO 2,92 10 0,83 0,26
T1 1,66 10 0,76 0,24

Por sua vez, na Tabela 18 pdde-se observar que a média apresentada, correspondeu a
diferenga entre as médias de TO e T1 descritas na tabela acima. Nesta, também se observou-
se que o valor-p foi 0,001, e como este foi inferior ao nivel de significAncia (0,05), rejeitou-se a
hipétese nula e concluiu-se que a diferenca entre as médias de TO e T1 foi estatisticamente
significativa.

Relativamente ao intervalo de confianca, pode-se deduzir que existiu 95% de confianca
de que a diferenca entre as médias de TO e T1 se situou entre 0,68 e 1,84. Além disso, pode-
se dizer com confianca que os titulos de Ac ao diagndstico séo maiores que os titulos de Ac

apos o inicio da terapéutica.

Tabela 18 — Resultados do teste de t-Student

Diferencas emparelhadas
S o 95% Intervalo de . | Sig.
Média esvio 1o Fadrao Confianga da Diferenca 2 (bilateral)
Padréo da Média
Inferior Superior
TO -
| 1,26 0,81 0,26 0,68 1,84 48919 0,001

4.3.1.2 Alopurinol e outros:

No grupo em que se utilizou Alopurinol e outros coma terapéutica observaram-se oito
casos, e a sua distribuicéo de titulos de Ac pode ser verificada no Grafico 14.

Nestes, verificou-se que em TO obtiveram valores compreendidos entre 1,20 e 3,90,
com uma média de 2,23. Além disso, observou-se que 25% dos animais obtiveram um valor
maximo de 1,25 e um em cada quatro tiveram 2,95 como minimo. Por sua vez, em T1 verificou-
se um maximo de 2,80 e um minimo de 0,34, com uma média de 1,48. Também se verificou
gue um quarto dos animais tiveram um valor maximo de 0,65 e 25% dos animais tiveram um

valor minimo de 2,34.
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Gréfico 14 — Distribuigc&o de titulos de Ac, no grupo de animais tratados com Alopurinol e
outros.

Tal como no grupo terapéutico anterior, p6éde-se observar (na Tabela 19) que a média
dos titulos de Ac ao diagnéstico foi superior & média dos titulos de Ac apés o inicio da

terapéutica. Observou-se também um desvio padrdo de 1,01 em TO e de 0,95 em T1.

Tabela 19 - Analise descritiva do teste de t-Student

Média [N [ Desvio Padréo | Erro Padrao da Média
|| TO| 2,23 |8 1,01 0,36
|| T1| 1,48 |8 0,95 0,34

De forma semelhante ao grupo terapéutico anterior, também se observou (na Tabela
20) que o valor-p foi 0,029 (p < a), rejeitou-se a hipétese nula e concluiu-se que a diferenca
entre as médias de TO e T1 foi estatisticamente significativa. Também se pdde deduzir que

existiu 95% de confianca de que a diferenga entre as médias de TO e T1 se situou entre 0,10 e

14
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Tabela 20 — Resultados do teste de t-Student

Diferencas emparelhadas
- S 95% Intervalo de ‘ | Sig.
Média esvio ro Fadrao Confianca da Diferenca 2 (bilateral)
Padréo da Média
Inferior Superior
TO -
1 0,75 0,78 0,278 0,10 1,40 2,741 7 0,029

4.3.1.3 Alopurinol e Antimoniato de meglumina:

Relativamente ao grupo em que se utilizou Alopurinol e Antimoniato de N metil

meglumina coma terapéutica verificou-se a existéncia de 22 casos, e a sua distribuicdo de

titulos de Ac pode ser observada no Gréfico 15.
Em TO, estes obtiveram valores compreendidos entre 1,20 e 4,85, com uma média de

2,93. Também se verificou que 25% dos animais tiveram um valor maximo de 2,20 e que um

em cada quatro animais tiveram 3,80 como minimo. Em T1 observou-se um maximo de 4,55 e
um minimo de 0,39, com uma média de 2,15. Nestes, também se verificou que um quarto dos

animais tiveram um valor de 1,50 como maximo e que 25% dos animais tiveram 2,90 como

minimo.
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Graéfico 15 — Distribuic&o de titulos de Ac, no grupo de animais tratados com Alopurinol e
Antimoniato de Meglumina.
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Tal como nos grupos anteriores, também na Tabela 21 se pbde observar que a média
dos titulos de anticorpos ao diagndstico é superior a média dos titulos de anticorpos apés o

inicio da terapéutica. Observou-se que o desvio padréo foi de 1,03 em TO e de 1,09 em T1.

Tabela 21 — Andlise descritiva do teste de t-Student.

Média N Desvio Padrao Erro Padrdo da Média
TO 293 | 22 1,03 0,22
Tl 2,16 | 22 1,09 0,23

Também se pdde observar na Tabela 22 que o valor-p foi de 0,018, e como este foi
inferior ao nivel de significancia (0,05), rejeitou-se a hip6tese nula e concluiu-se que a diferenca
entre as médias de TO e T1 foi estatisticamente significante.

Relativamente ao intervalo de confianca, pdde-se deduzir que existiu 95% de confianca
de que a diferenga entre as médias de TO e T1 se situou entre 0,15 e 1,40.

Tabela 22 — Resultados do teste de t-Student

Diferencas emparelhadas
Erro 95% Intervalo de ;
: Sig.
o Desvio Padrio Confianca da t gl :
Média : (bilateral)
Padréo da Diferenca
Média Inferior Superior

TO
- 0,78 1,42 0,30 0,15 1,40 257 | 21 0,018
T1

4.3.1.4 Alopurinol, Miltefosina e Imunomodeladores:

Assinalaram-se apenas trés casos em que foi usada a terapéutica de Alopurinol,
Miltefosina e Imunomodeladores, e por isso ndo se elaborou um grafico representativo dos
seus titulos de Acem TO e T1.

Neste grupo verificou-se que em TO se obteve um méximo de 2,70 e um minimo de
2,20, com uma média de 2,44. Também se observou que 25% dos animais obtiveram um valor
de 2,20 como maximo e um em cada quatro animais obteve um valor de 2,70 como minimo.

Por sua vez, em T1 verificou-se que os valores variaram entre 1,80 e 4,33, com uma média de
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3,37. Também se observou que um quarto dos animais teve como maximo um valor de 1,80 e

25% dos animais teve 4,33 como valor minimo.

4.3.1.5_ Alopurinol, Antimoniato de meglumina e outros:
Neste grupo terapéutico registaram-se sete casos que utilizaram Alopurinol,

Antimoniato de meglumina e outros, e a sua distribuicdo de titulos de Ac pode ser observada
no Grafico 16.

Em TO verificou-se se obteve um maximo de 4,44 e um minimo de 1,50, com uma
média de 2,56. Além disso, verificou-se que 25% dos animais obtiveram um valor de 1,90 como
maximo e um quarto dos animais tiveram 2,80 como valor minimo. No caso de T1, verificou-se
que os valores variaram entre 0,80 e 4,50, com uma média de 2,04. Também se verificou que
um em cada quatro animais obtiveram um valor de 1,45 como maximo e 25% dos animais
tiveram 2,20 como valor minimo.

Neste grafico pode-se observar que os valores maximos de TO e T1 correspondem a

outliers (valores atipicos representados no grafico por pontos), o que leva a um aumento do

valor da média.
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Gréfico 16 — Distribuigdo de titulos de Ac, no grupo de animais tratados com Alopurinol,
Antimoniato de meglumina e outros.

Tal como nos grupos anteriores, também na Tabela 23 se observou que a média dos

titulos de Ac ao diagnéstico foi superior a média dos titulos de Ac apds o inicio da terapéutica,
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com excecao dos valores atipicos que corresponderam ao mesmo animal. Observou-se que o
desvio padrao foide 0,94 em TO e de 1,17 em T1.

Tabela 23 — Andlise descritiva do teste de t-Student

Média ] N | Desvio Padréo | Erro Padrao da Média
TO| 2,56 |7 0,94 0,35
T1| 2,04 |7 1,17 0,44

Ainda se observou na Tabela 24 que o valor-p foi de 0,050 (o qual foi inferior ao nivel
de significAncia a), e por isso rejeitou-se a hipdtese nula e concluiu-se que a diferenca entre as
médias de TO e T1 foi estatisticamente significante.

Em relacdo ao intervalo de confianga, deduziu-se que existiu 95% de confian¢a de que

a diferenca entre as médias de TO e T1 se situou entre 0,00 e 1,04.

Tabela 24 — Resultados do teste de t-Student

Diferengcas emparelhadas
S SN 95% Intervalo de . I Sig.
esvio rro Padréo . . .
Média Confian¢a da Diferenca 2 (bilateral)
Padréo da Média
Inferior Superior

TO -
— 0,51 0,55 0,21 0,00 1,04 24516 0,050

4.3.1.6 Alopurinol, Antimoniato de meglumina e Imunomodeladores:

No grupo em que se utilizou Alopurinol, Antimoniato de meglumina e
Imunomodeladores coma terapéutica observou-se a existéncia de cinco casos, e a sua
distribuicao de titulos de Ac pode ser verificada no Grafico 17.

Verificou-se que em TO, se obteve um méaximo de 5,42 e um minimo de 1,10, com uma
média de 3,00. Além disso, observou-se que um quarto do animais apresentou o valor de 2,01
como maximo e que 25% dos animais tivera 3,40 como valor minimo. No caso de T1, verificou-
se um maximo de 3,75 e um minimo de 1,10, com uma média de 2,32. Também se verificou
um valor de 1,90 como maximo em 25% dos animais e que um quarto dos animais obteve 2,84

como valor minimo.
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Gréfico 17 — Distribuig&o de titulos de Ac, no grupo de animais tratados com Alopurinol,
Antimoniato de meglumina e Imunomodeladores.

De forma semelhante aos grupos anteriores, também se observou (na Tabela 25) que a
média dos titulos de Ac ao diagndéstico foi superior & média dos titulos de Ac ap6s o inicio da

terapéutica. Deste modo, observou-se que o desvio padréo foi de 0,94 em TO e de 1,17 em T1.

Tabela 25 — Analise descritiva do teste de t-Student

Média | N | Desvio Padréo | Erro Padrdo da Média
TO| 256 |7 0,94 0,35
T1) 2,04 |7 1,17 0,44

Também se verificou na Tabela 28 que o valor-p foi de 0,050, e por ser inferior a q,

rejeitou-se a hipétese nula e concluiu-se que a diferenca entre as médias de TO e T1 foi

estatisticamente significante.
O intervalo de confianca permitiu deduzir que a diferenca entre as médias de TO e T1

se situou entre 0,00 e 1,04, com 95% de confianca.
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Tabela 26 — Resultados do teste de t-Student

Diferencas emparelhadas

_ - 95% Intervalo de . | Sig.
Média Desvio | Erro Padrao Confianca da Diferenca > (bilateral)
Padréo da Média
Inferior Superior
TO -
— 0,51 0,55 0,21 0,00 1,03 245] 6 0,050

4.3.1.7 Alopurinol, Miltefosina e outros:

Assinalaram-se dez casos em que se recorreu a Miltefosina e outros coma terapéutica,

e a sua distribuicdo de titulos de Ac pode ser observada no Gréfico 18.

Em TO observou-se um méaximo de 5,45 e um minimo de 1,10, com uma média de

3,18. Também se verificou que 25% dos animais tiveram um valor de 2,60 como maximo e que

um quarto dos animais obteve um valor de 3,80 como minimo. Por sua vez, em T1 verificou-se

que os valores variaram entre 0,70 e 4,20, com uma média de 2,88. Neste, também se verificou

que um em cada quatro animais teve um valor de 2,60 como maximo e 25% dos animais

tiveram 3,70 como valor minimo.

Titulos de Anticorpos (Rz)

545

1,10

2,88

T
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Medicéio de Ac em T1, Alopurinol,

Miltefosina e
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Gréfico 18 — Distribuigdo de titulos de Ac, no grupo de animais tratados com Alopurinol,
Miltefosina e outros.
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Tal como nos grupos anteriores, também se observou na Tabela 29 que a média dos
titulos de Ac ao diagnéstico foi superior a média dos titulos de Ac apds o inicio da terapéutica.
Deste modo, observou-se que o desvio padrao foi de 1,28 em TO e de 1,11 em T1.

Tabela 27 — Analise descritiva do teste de t-Student

Média ] N | Desvio Padrao | Erro Padrao da Média
TO] 3,18 |10 1,28 0,41
T1] 2,88 |10 1,11 0,35

Ainda se observou (na Tabela 30) que o valor-p foi de 0,44, e por ser superior ao valor

a, aceitou-se a hipétese nula e assumiu-se que a diferenca entre as médias de TO e T1 néo foi
estatisticamente significante.

Tabela 28 — Resultados do teste de t-Student

Diferencas emparelhadas
S e 95% Intervalo de . | Sig.
Média esvio 1o Fadrao Confianca da Diferenca J (bilateral)
Padréo da Média ) )
Inferior Superior
TO -
— 0,31 1,20 0,38 -0,56 1,17 0,801 9 0,443

4.3.1.8 Miltefosina:

Observaram-se que apenas dois casos utilizaram Miltefosina coma terapéutica, e por
isso ndo se elaborou um grafico representativo dos seus titulos de Acem TO e T1.

Verificou-se no entanto que em TO, estes obtiveram um méaximo de 3,10 e um minimo
de 2,14, com uma média de 2,62. No caso de T1, verificou-se um méximo de 3,00 e um minimo
de 2,47, com uma média de 2,74.

Por serem apenas dois casos, verificou-se que em cada, o valor do minimo

corresponde ao valor do Percentil 25 e o valor do maximo corresponde ao valor do Percentil
75.
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4.3.1.9 Alopurinol, Antimoniato de meglumina e Derivados do Imidazol:

Neste grupo, no qual foi utilizado Alopurinol, Antimoniato de meglumina e Derivados do
Imidazol coma terapéutica registou-se apenas um caso. Tal como no anterior, ndo se elaborou
um grafico representativo. Verificou-se que em TO0, este obteve um valor de 1,60 e em T1
obteve um valor de 1,40. Uma vez que existe apenas um valor em TO e T1, estes séo

considerados os minimos, maximos, médias e percentis.

4.3.1.10 Alopurinol, Miltefosina, Antimoniato de meglumina e outros:

Neste grupo terapéutico de Alopurinol, Miltefosina, Antimoniato de meglumina e outros
(tal como no grupo anterior) registou-se também apenas um caso. Neste caso, em TO obteve-
se um valor de 2,90 e em T1 obteve-se um valor de 2,41. Tal como no grupo terapéutico
anterior, como s6 existe apenas um valor em TO e T1, estes sdo considerados os minimos,

maximos, médias e percentis.

4.3.1.11 Alopurinol, Miltefosina, Antibiéticos e outros:

Tal como nos dois grupos terapéuticos anteriores, apenas se registou um caso que
utilizou Alopurinol, Miltefosina, Antibidticos e outros coma terapéutica. Obteve-se um valor de
5,10 em TO e um valor de 2,80 em T1, e da mesma forma que ocorreu nos grupos terapéuticos
anteriores, como s6 existe apenas um valor em TO e T1, estes sdo considerados os minimos,

maximos, médias e percentis.

4.3.1.12 Antimoniato de meglumina:

Novamente, tal como nos trés grupos terapéuticos anteriores, registou-se um caso em
que se utilizou apenas Antimoniato de meglumina coma terapéutica. Neste caso, obteve-se um
valor de 4,30 em TO e um valor de 4,60 em T1. A semelhanca dos anteriores grupos de
terapéutica, como so existe apenas um valor em TO e T1, estes sdo considerados os minimos,

maximos, médias e percentis.

4.3.1.13 Alopurinol e Miltefosina:

No grupo terapéutico em que se utilizaram Alopurinol e Miltefosina registaram-se 22
casos e a sua distribuicdo de titulos de Ac pode ser observada no Grafico 19.

Verificou-se que em TO, estes obtiveram um maximo de 5,35 e um minimo de 1,10,
com uma média de 3,08. Também se verificou que 25% dos animais obtiveram um valor de
2,40 como maximo e que um quarto dos animais tiveram 3,70 como valor minimo. No caso de
T1, verificou-se uma variagao de valores entre 0,60 e 4, , com uma média de 2,36. Também se
verificou que um em cada quatro animais obteve um valor de 1,70 como maximo e que 25%

dos animais tiveram 3,00 como valor minimo.
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Gréfico 19 — Distribuigc&o de titulos de Ac, no grupo de animais tratados com Alopurinol e
Miltefosina.

Na Tabela 31 pode-se observar que a média dos titulos de anticorpos ao diagndstico &
maior do que a média dos titulos de anticorpos apés o inicio da terapéutica. O desvio padrédo

foide 1,18 em TO e de 1,10 em T1.

Tabela 29 — Analise descritiva do teste de t-Student

Média N Desvio Padrao Erro Padrdo da Média
TO 3,07 | 22 1,18 0,25
T1 2,36 | 22 1,10 0,23

Por sua vez, na Tabela 32 observou-se que o valor-p é 0,020, e como este €é inferior ao nivel
de significancia (0,05), rejeita-se a hipétese nula e conclui-se que a diferenca entre as médias
de TO e T1 é estatisticamente significante.

Em relacédo ao intervalo de confianca, pode-se inferir que existe 95% de confianca de
que a diferenca entre as médias de TO e T1 se situa entre 0,12 e 1,31. Além disso, pode-se
dizer com confianca que os titulos de Ac ao diagndstico sdo maiores que os titulos de Ac apés

a terapéutica especificado.
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Tabela 30 — Resultados do teste de t-Student

Diferencas emparelhadas
Erro 95% Intervalo de :
: . Sig.
L Desvio Padréo Confianca da t gl ;
Média : (bilateral)
Padréo da Diferenca
Média Inferior Superior

TO
- 0,72 1,34 0,29 0,12 1,31 251 1] 21 0,020
Tl

4.3.1.14 Alopurinol, Miltefosina e Antimoniato de meglumina:

Por sua vez, no grupo terapéutico em que se utilizaram Alopurinol, Miltefosina e
Antimoniato de meglumina registaram-se apenas dois casos, e por iSso hdo se elaborou um
grafico representativo dos seus valores.

Neste grupo verificou-se que em TO, obteve-se um maximo de 2,24 e um minimo de
1,60, com uma média de 1,92. No caso de T1, verificou-se um maximo de 2,70 e um minimo de
1,38, com uma média de 2,04.

Por serem apenas dois casos, verificou-se que em cada, o valor do minimo

corresponde ao valor do Percentil 25 o valor do méximo corresponde ao valor do Percentil 75.

4.3.1.15 Qutros:

Por fim, no ultimo grupo de terapéutica que inclui Outros, registaram-se apenas dois
casos, e a semelhanca com outros grupos néo se elaborou um grafico representativo dos seus
valores.

Neste grupo verificou-se que em TO, obteve-se um maximo de 4,60 e um minimo de
1,10, com uma média de 2,85. No caso de T1, verificou-se um maximo de 1,37 e um minimo de
1,20, com uma média de 1,29.

Tal como em outros grupos com dois casos, verificou-se que em cada, o valor do
minimo corresponde ao valor do Percentil 25 o valor do méximo corresponde ao valor do
Percentil 75.
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4.3.2 Comparacdo de médias entre TO e T1 em diferentes grupos de terapéutica

Ap6s observacdo e comparacdo das médias de TO e T1 nos diferentes grupos,
constatou-se que:

e O grupo que apresentou uma melhoria (diminuicdo da média dos titulos de Ac) mais
acentuada (54,74%) foi o que utilizou “Outros” como plano terapéutico.

e Verificou-se também uma melhoria significativa (43,15%) no grupo que utilizou coma
terapéutica “Alopurinol”.

¢ Relativamente aos planos terapéuticos recomendados para a Lcan (“Alopurinol e
Antimoniato de meglumina” e “Alopurinol e Miltefosina”) também se verificou uma
melhoria ligeiramente significativa (26,71% e 23,38%, respetivamente).

e Apesar de utilizarem farmacos recomendados para a terapéutica de Lcan, alguns
grupos apresentaram um agravamento (aumento da média dos titulos de Ac) dos seus
resultados: “Alopurinol, Miltefosina e Imunomodeladores”, “Miltefosina”, “Antimoniato

de meglumina” e “Alopurinol, Miltefosina e Antimoniato de meglumina”.
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5. Discusséo:

Este estudo foi realizado com um conjunto de 251 animais (170 dos quais foram
considerados positivos no diagndstico de Lcan). Devido a reduzida dimensédo da amostra em
relacdo a populacdo de caes existente em Portugal continental, ndo se podem retirar
conclusBes absolutas em relagdo a prevaléncia real da doenca. No entanto podem-se fazer
deduc0es validas sobre esta amostra estudada, tendo em conta que as informacg@es recolhidas
sdo baseadas em resultados laboratoriais e dados fornecidos por inquéritos. Por estas razdes,
€ de notar que alguns resultados podem nao estar de acordo com as informag6es da revisao
bibliografica.

Verificou-se neste estudo uma prevaléncia maior de Lcan em animais do sexo
masculino (145 animais, 57,8%) em relacdo ao sexo feminino (106, 42,2%).

A idade foi outro fator estudado, no qual se verificou-se que as faixas etarias com maior
namero de animais foram a faixa de um a trés anos (66 animais, 26,3%) e a faixa de sete a
nove anos (62 animais, 24,7%). Estas encontram-se de acordo com a distribuicdo bimodal que
€ mencionada em varios estudos, e nos quais se refere uma predominéncia de casos dos dois
aos quatro anos e depois a partir dos sete anos [10].

Relativamente a distribuicdo pela raca na nossa populacdo, verificou-se uma
predominéncia de animais sem raca definida (86 animais, cerca de 34,3%). Por sua vez, as
ragas nas quais se verificaram maior nimero de casos foram Labrador (46 animais, 18,3%),
Pastor Alemao (15 animais, 6%) e Boxer (11 animais, 4,4%). Estas Ultimas encontram-se de
acordo com estudos anteriores em que referem que a Lcan se manifesta maioritariamente
nestas racas, seja por serem de pélo curto ou por questdes genéticas (Boxers). Também se
verificou que as racas de porte pequeno foram as que tiveram menos casos, possivelmente por
estas serem consideradas maioritariamente racas que sdo mantidas dentro de casa (menos
expostas aos vetores e a uma possivel infe¢do) [10, 11, 112].

A distribuicdo de casos por cada distrito ndo est4 de acordo com o verificado em
estudos relativos as zonas endémicas de Lcan em Portugal, nos quais se destacam a Regido
de Lisboa, a de Tras-os-Montes e Alto Douro e a Regido do Algarve. [8] Na nossa amostra
verificou-se que os distritos que tiveram maior nimero de casos foram Coimbra (40 animais,
15,9%) e Braga (35 animais, 13,9%). Os resultados diferem da bibliografia porque no nosso
estudo estdo presentes as amostras recebidas (cujos estabelecimentos mais perto enviam
mais amostras) e ndo o numero real de animais infetados de cada regiéo.

O numero de serologias realizadas em cada caso depende principalmente de fatores
inerentes aos tutores dos animais (informacgdo sobre o caracter cronico da Lcan e condicdo
financeira). Por isso, observou-se que a maioria dos animais realizou apenas duas serologias
(169 casos, 67,3%).

AplGs a selecdo dos animais positivos no diagnéstico de Lcan (170 animais, 67,7%)
verificou-se que a maioria eram do sexo masculino (108 animais, 43,0%). Uma vez que

estudos anteriores referiram uma possivel correlacdo entre o sexo masculino e o facto serem
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positivos, realizou-se o teste do Qui-quadrado para testar essa correlacdo na nossa amostra
[10, 112]. Desta forma, verificamos que p < a (0,05), rejeitAmos a hipétese nula deste teste e
confrmamos que a associacdo entre sexo (masculino/feminino) e diagnéstico
(positivos/negativos) foi significativa. Por sua vez, esta associacdo comprovou-nos a existéncia
de uma correlacéo entre o sexo masculino e o facto de serem positivos ao diagnéstico.

Tendo em conta que a Lcan provoca lesdes renais, e que estas sdo consideradas as
principais responsaveis pelo curso fatal da doenca (principalmente pela deposicdo de
complexos imunes e destruicdo do parénquima renal), € aconselhada a monitorizagcdo de
parametros de funcdo renal que possam indicar a possibilidade de doenca renal. [43, 54, 61]
Desta forma, verificou-se que os oito casos (13,11%) que realizaram a medi¢éo da creatinina e
que se encontraram acima dos valores maximos de referéncia, todos foram considerados
positivos no diagndstico de Lcan.

Tal como as lesdes renais sdo importantes, também as lesGes hepaticas surgem
comummente na Lcan e podem condicionar a qualidade de vida do animal infetado. Por isso, €
necessdria a monitorizacdo de algumas enzimas hepaticas, tais como a alanina
aminotransferase. [43, 49, 61] Os resultados deste pardmetro demonstraram que seis casos
(10,71%) se situaram acima do valor maximo de referéncia, e apenas um desses correspondia
a um animal negativo ao diagnostico de Lcan. Sabe-se que os aumentos de ALT estdo
associados a alteragfes especificas do figado e a algumas alteragfes musculares, o que
significa que o0 aumento deste para@metro no caso do animal negativo pode ser devido a outra
patologia que ndo é a Lcan. [113]

Relativamente aos proteinogramas, sabe-se que cdes com Lcan que exibam sinais
clinicos evidentes apresentam uma resposta inflamatéria muito acentuada, na qual ocorre a
producdo de varias moléculas que estdo envolvidas na resposta imunitaria. A andlise de
proteinas séricas (eletroforese ou proteinograma) permite identificar anomalias no estadio
inicial da Lcan, e dos seus parametros avaliados destacam-se as proteinas totais, racio A/G e
globulinas gama e beta [58].

Neste estudo observou-se que 44 animais (54,32%) apresentaram valores de
proteinas totais superiores ao valor maximo de referéncia e que apenas dois desses animais
foram considerados negativos no diagnostico de Lcan. Sabe-se que os aumentos de proteinas
totais estdo associados com a severidade da doenca no caso dos animais positivos, mas nos
negativos pode estar associada a varias patologias (desidratacéo, processos inflamatérios,
doencas auto-imunes, doencas infeciosas ou neoplasias) [114].

No parametro racio albumina/globulina verificou-se que 19 animais (31,15%) tiveram
resultados acima do valor maximo de referéncia. Destes, apenas cinco casos corresponderam
a casos negativos. Alguns autores consideram que a diminuicdo deste parametro é um teste
sensivel para a Lcan, e que a hipoalbuminémia é considerada um fator de prognéstico negativo
[58].
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No que diz respeito as globulinas gama e beta, verificou-se que dos 59 animais (23,5%)
que realizaram estes parametros, todos se situaram acima do valor maximo de referéncia.
Destes, 9 animais (15,25%) foram considerados negativos no diagndstico de Lcan. Estes
achados sdo compativeis com resultados em estudos anteriores, onde se verificou que um
proteinograma tipico de um animal com sinais clinicos de Lcan apresenta um aumento
marcado de y-globulinas (altos titulos de Ac circulantes, complexos imunes e outras moléculas)
€ ocasionais picos na regido 3 (IgM e proteinas de fase aguda). Além de ser tipico de Lcan,
também se verificam estes aumentos quando existe estimulacdo persistente de antigénios e
inflamacdo (no caso de desordens bacterianas cronicas, fungicas, virais, protozoarias),
neoplasia ou doengas imuno-mediadas [58, 115].

Em relacdo ao més de diagndstico, verificou-se que o més em que foram realizados
mais diagnésticos positivos de Lcan foi Julho com 21 casos (12,4%), seguido de Junho com 20
casos (11,8%) e Setembro com 18 casos (10,6%). Apesar de se verificar uma quebra no més
de Agosto (onde se verificaram 15 casos, 8,82%), tal pode ser explicado pelo fato de ser um
més em que muitos tutores vao de férias e por isso as idas ao médico veterinario s&o menos
frequentes. Estes achados estdo de acordo com a revisdo bibliografica, na qual se verificou
que a altura mais favoravel para a infecdo é na época propicia para a proliferacdo dos
fleb6étomos (desde a Primavera até ao Outono) [3, 8, 13].

Tal como referido anteriormente, a Lcan provoca um quadro variado de sinais clinicos
nao especificos. Neste estudo, das 98 respostas que se obtiveram com os inquéritos, os sinais
clinicos mais frequentes ao diagndstico foram as alteragbes cuténeas, a perda de peso e a
linfadenomegélia.

As alteracbes cutdneas estiveram presentes em 67 casos (68,4%). Estas lesdes
cuténeas sdo uns dos sinais clinicos mais comuns e por sua vez podem ser muito variadas
(alopécia difusa particularmente em redor dos olhos, hiperqueratose, despigmentacao,
dermatite esfoliativa, lesdes nodulares, ulceragdes focais em varios locais, entre outras) [54].

A perda de peso também é considerada um achado clinico comum, sendo verificada
em 47 casos (48%). Esta se nado tratada pode-se tornar progressiva até se desenvolver
caquexia acompanhada de atrofia muscular e depressdo nos ultimos estadios da doenca.
Apesar de ser um sinal clinico considerado vago, verifica-se em 25,3 a 32% dos casos em
estudos anteriores. [54, 60]

Por sua vez, a linfadenomegalia constituiu o terceiro sinal clinico mais comum neste
estudo, verificando-se em 33 casos (33,7%). Esta esta por vezes associada a perda de peso e
verificou-se em 65,2 a 88,7% dos casos em estudos anteriores. [60]

A presenca de onicogrifose observou-se em 29 casos (29,6%), a anorexia em 18 casos
(18,3%) e as lesdes oculares em 17 casos (17,3%). Estes constituem sinais clinicos
observaveis, mas menos comuns que 0s mencionados anteriormente.

Por ultimo, observaram-se: diarreia cronica em trés casos (3%), epistaxis em dez casos

(5,9%) e alteracdes locomotoras (14 casos, 14,3%) e neurolégicas (trés casos, 3%). Estes sdo
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considerados sinais clinicos menos comuns, embora possam ser observados em alguns
estudos anteriores e associados a outras patologias como a doenca renal. [116] Além dos
sinais clinicos mencionados anteriormente, também se verificou a presenca de outros neste
estudo: incontinéncia urinaria em dois casos (2%), lesdes nos pavilhdes auriculares em dois
casos (2%), dermatite escrotal em um caso (1%), febre num caso (1%), glossite e queilite num
caso (1%), hematdria recorrente num caso (1%), hipertermia num caso (1%), nddulos
sublinguais num caso (1%), politria e polidipsia num caso (1%), tumefagdo da glande peniana
num caso (1%), vasculite num caso (1%) e vomitos noutro caso (1%). Também se verificou que
trés casos (3%) ndo apresentavam qualquer tipo de sinais clinicos e que um caso (1%) foi
diagnosticado por outro médico veterinario e por isso ndo existia informacdo sobre os sinais
clinicos do mesmo no momento do diagndstico.

Por ultimo, observaram-se quantos animais apresentavam um ou mais sinais clinicos
em simultaneo, sendo que a maioria (27 animais, 27,55%) apresentava apenas um sinal clinico
e que nenhum animal apresentou mais do que sete sinais clinicos em simultdneo, no momento
do diagnostico.

Os métodos questionados fazem parte da rotina do diagndéstico da Lcan. Apesar de
alguns serem quantitativos e outros qualitativos, estes podem ser empregues isoladamente ou
em associacao. A grande dificuldade que se imp&e no diagnéstico da Lcan é que nenhum
método é 100% sensivel e 100% especifico. [68]

Observou-se que o método mais utilizado (a seguir & serologia ELISA que se verificou
em 100% dos casos, e que foi um dos critérios de selecdo da populacao do estudo) foi o teste
rdpido de imunocromatografia em 11 casos (11,2%), seguido de imunofluorescéncia indireta
(IF1) e citologia, com cinco casos cada (5,1%). Apesar do teste rapido de imunocromatografia
possuir uma eficicia inferior a IFI e citologia, este encontra-se mais acessivel e constitui um
dos métodos mais rapidos e baratos ao alcance dos CAMV’s, sendo por isso utilizado com
mais frequéncia. A citologia e a histopatologia sdo os métodos qualitativos utilizados para o
diagnéstico de cdes com suspeita de Lcan que exibam sinais clinicos, pois estes demonstram a
presenca do parasita. Por sua vez, a IFI tem sido considerada como gold standard por alguns
autores pois € um método quantitativo, mas esta depende da execucdo da técnica, da
capacidade do operador e da interpretacdo dos resultados, 0os quais sdo muito subjetivos. Além
disso podem ocorrer reacdes cruzadas com outros patogéneos. [63, 68]

Os métodos de diagnéstico menos utilizados foram o PCR e a histopatologia, com dois
e trés casos respetivamente (2% e 3%). Apesar de estes terem sido pouco utilizados,
constituem métodos diretos que possuem caracteristicas muito interessantes para o
diagnéstico. O PCR € considerado muito sensivel e menos especifico que a serologia, mas
pode ser realizado em diferentes fluidos e tecidos corporais (sangue, buffy coat, medula 6ssea
e baco). Por sua vez, a histopatologia constitui um método muito demorado e requer
experiéncia por parte de quem realiza a andlise, mas deve ser realizado sempre que se faz

uma citologia pois tem a vantagem de fornecer informacédo adicional sobre a arquitetura celular
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das lesdes. [58, 63] Além destes, na questdo “Outros”, verificou-se que em dois casos foram
feitas andlises laboratoriais (2%) e que um outro caso (1%) ndo possuia informacédo pois o
diagndstico foi realizado por outro médico veterinario. Apesar de ndo constituirem métodos de
diagndstico especificos de Lcan, as analises laboratoriais (hematoldgicas, bioquimicas,
uriandlise, entre outras) podem ser utilizadas como auxiliares no diagndstico pois auxiliam o
médico veterinario a perceber o estado geral do animal e se existem outros fatores que podem
agravar o quadro clinico. [58]

Por fim, observaram-se em quantos casos se utilizaram um ou mais métodos de diagnoéstico.
Verificou-se que 78,57% dos casos (77 animais) so realizaram um método (serologia ELISA),
18,37% (18 animais) realizaram dois métodos e que apenas 3,06% (trés animais) realizaram
trés métodos de diagnéstico associados.

O plano terapéutico aplicado a cada animal pode variar muito consoante o quadro
clinico que apresenta, a presenca de afe¢Bes concomitantes e até mesmo segundo a
experiéncia e formacdo do médico veterinario que a institui. No entanto existem alguns
farmacos e associagfes terapéuticas que estdo referidos e foram questionados neste estudo.
Além dos farmacos questionados, colocou-se uma pergunta de resposta aberta (“Outros”) na
qual os médicos veterinarios responderam com alternativas aos que foram questionados. Apés
a associacdo de dados em grupos terapéuticos, realizou-se uma andlise descritiva de cada
grupo e testes de t-Student para dados emparelhados, para verificar se a diferenga entre as
médias de TO e T1 nos diferentes grupos foi significativa.

Verificou-se que o0s grupos mais utilizados foram Alopurinol em associacdo com
Miltefosina e Alopurinol em associagdo com Antimoniato de meglumina, com 22 casos cada um
(22,5% cada). Estes constituem as associa¢fes mais comummente utilizadas (primeira linha) e
recomendadas por varios estudos. O Alopurinol por si sé constitui um medicamento
leishmaniostatico, o qual € utilizado principalmente para prevencdo de recidivas apés a
terapéutica inicial. O Antimoniato de meglumina € o composto antimonial mais antigo que
possui atividade leishmanicida e demonstra ser muito eficaz, mas devido aos seus efeitos
nefrotdxicos e aumento de resisténcias nos ultimos anos tem sido substituido pela Miltefosina.
A Miltefosina além de ser de facil administracdo (via oral) também demonstrou provocar menos
efeitos sobre os rins e figado (baixa toxicidade), o que permite ser administrada de forma mais
segura a animais com doenca renal. [74, 75, 88] Desta forma, observou-se que no grupo que
utilizou Alopurinol e Miltefosina, a diferenca entre as médias de TO e T1 foi de 0,71682, e que o
valor-p foi de 0,020. Estes valores permitiram concluir (com 95% de confianca) que os titulos
de Ac ao diagnostico sdo maiores que os titulos de Ac ap0s a terapéutica, logo este terapéutica
é eficaz.

Da mesma forma, procedeu-se a observacdo dos resultados do grupo Alopurinol e
Antimoniato de meglumina. Neste grupo observou-se uma diferenca entre as médias de TO e
T1 de 0,77455 e um valor-p de 0,018. Também estes valores permitiram concluir o mesmo que

sucedeu no grupo anterior.
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Na questdo “Outros” verificou-se que em 32 casos (32,7%) foram utilizados
terapéuticas alternativos em associacdo com outros grupos de farmacos e que em dois casos
(2%) apenas se utilizaram esses terapéuticas alternativos. Os mais utilizados foram:
Domperidona em 25 casos (14,7%), Probi6ticos em trés casos (1,8%) e Suplementos Ac.
Gordos 6mega 3 em dois casos (1,2%). No grupo terapéutico constituido sé por “Outros”,
verificou-se que a diferenca entre as médias foi a mais significativa em comparagcdo com os
outros grupos, com 54,74% de diferenca entre TO e T1l. No entanto, este grupo soO foi
constituido por dois casos, e devido ao seu nimero reduzido ndo foi possivel realizar um teste
estatistico para verificar a sua significancia estatistica.

Em seguida, observou-se que “Alopurinol” de forma isolada e “Alopurinol em
associacdo com Miltefosina e Outros”, foram utilizados em 10 casos cada (10,2%). Nestes
verificou-se que: o grupo que utilizou “Alopurinol” teve uma melhoria de 43,15% nos titulos de
Ac, bem como um valor-p de 0,001, concluindo-se assim que esta diferenca foi
estatisticamente significativa; o grupo que utilizou “Alopurinol em associagdo com Miltefosina e
Outros” teve uma melhoria de 9,43% nos titulos de Ac, bem como um valor-p de 0,443,
concluindo-se assim que esta diferenca néo foi estatisticamente significativa.

Em relagdo aos outros grupos que também foram considerados estatisticamente
significativos, verificaram-se as seguintes associac¢es e distribui¢cdes: “Alopurinol e Outros” em
oito casos (8,2%), com um valor-p de 0,029; “Alopurinol, Antimoniato de meglumina e Outros”
em sete casos (7,1%), com um valor-p de 0,050; “Alopurinol, Antimoniato de meglumina e
Imunomodeladores” em cinco casos (5,1%), com um valor-p de 0,050.

Por dltimo, nos grupos que ndo possuiram numero de casos suficientes para serem
considerados estatisticamente significativos (e que por isso ndo aplicaram testes estatisticos
nos mesmos), verificaram-se as seguintes distribuicdes: “Alopurinol, Miltefosina e
Imunomodeladores” em trés casos (3%); Miltefosina de forma isolada em dois casos (2%);
Alopurinol, Miltefosina e Antimoniato de meglumina em dois casos (2%); e “Outros” em dois

casos (2%).
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6. Concluséo:

Através do estudo realizado e da recolha de informacao sobre esta doenca, pode-se
concluir que nao existe um consenso global sobre os melhores procedimentos (métodos de
diagndstico e tipos de terapéutica) a executar. Contudo, deve-se dar énfase ao papel do
médico veterinario e disponibilizar a informacado a populacéo para que se diminua o impacto na
salide publica.

Neste estudo observou-se que os animais mais afetados foram os do sexo masculino,
revelando que a correlagdo entre o sexo masculino e a positividade tem importancia a nivel
estatistico. Também se verificou que a Lcan se pode manifestar de diversas formas (com vérios
sinais clinicos, de forma isolada ou em simultdneo), sendo as alteracdes cutaneas (68,37%)
observadas em mais de 50% dos casos neste estudo. Ainda se constatou que um dos métodos
mais utilizados no diagnéstico é a serologia ELISA para pesquisa de Ac anti-Leishmania (sendo
vista em 100% dos casos neste estudo), uma vez que é considerada acessivel em termos
financeiros e de execucdo. Por fim, verificou-se que os planos terapéuticos mais utilizados
(Alopurinol em associagdo com Miltefosina e Alopurinol em associagdo com Antimoniato de
meglumina) possuiram eficacia na redugdo dos titulos de Ac anti-Leishmania, e por isso
podemos inferir que esta diminuicdo se reflete huma melhoria dos sinais clinicos e do estado
geral dos animais, tal como se verificou em estudos anteriores. Além destes, notou-se que
apesar do grupo constituido por “Outros” ter sido o mais eficaz na reducao dos titulos de Ac
(54,74%), este ndo foi considerado estatisticamente significativo por possuir um nimero muito
reduzido de animais.

Infelizmente nem todos os objetivos deste estudo foram cumpridos, pois o nimero
reduzido, a distribuicdo desigual de casos, e a falta de informacdes sobre andlises bioquimicas
e proteinogramas posteriores ao diagnéstico, ndo permitiram a previsdo de padrdes que
possam auxiliar no prognostico da doencga. Além destes, a falta de informagédo sobre a histdria
clinica (prevencao e doencas concomitantes) e o melhoramento do estado geral dos animais
apos o inicio da terapéutica condicionaram um pouco este estudo.

Uma vez que a doenga renal e as patologias hepaticas estéo relacionadas com a Lcan
e sdo bastante complexas, seria interessante (do ponto de vista da autora) a realizacdo de
estudos futuros sobre cada um destes tépicos. Estes poderiam focar-se no estudo da variacéo
de enzimas (renais e hepéticas) e como esta poderia ser indicador de um melhor ou pior
progndstico de Lcan. Outros estudos sobre como a terapéutica leishmanicida poderia contribuir
para uma melhoria do quadro clinico do paciente renal/hepatico ou para a evolugdo de
proteinogramas poderiam ser topicos interessantes a explorar.

Conclui-se no entanto que ainda ha um longo percurso a explorar, seja no
desenvolvimento de novos métodos ou aperfeigoamento de alguns ja existentes, bem como no
desenvolvimento de medidas preventivas mais eficazes (repelentes, vacinas, entre outras) que

nos permitam ter esperanca de um dia encontrar uma cura para esta doenca.
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Anexos:

Anexo 1 — Inquéritos realizados aos CAMV’s que enviaram as amostras dos casos positivos

1. Nome do animal:

2. ldade do Animal:

3. Raca do Animal:

4. Sexo do animal: (Marcar apenas uma oval.)
a() Masculino
b.0O Feminino

5. Quais os sinais clinicos no momento de diagnéstico? (Marque todas que se aplicam)
a() Linfadenomegalia
b Alteragbes cutaneas (Hiperqueratose, despigmentacio, dermatite, etc.)
c.0O Perda de Peso
d() Onicogrifose (crescimento das unhas)
e) Anorexia
f.(O Lesdes oculares (blefarite, conjuntivite, uveite)
g Diarreia cronica
h() Epistaxis
i. O Alteragbes locomotoras (Poliartrite, sinovite, periostite, osteomielite)
ji. O Alteragdes neuroldgicas (Ataxia, paralisia, parésia, convulsdes, neuralgia)
k.O Outros

6. Serespondeu “Outros” na questao anterior, indique quais:

7. Qual a data em que foi feito o diagnéstico?

8. Quais os métodos de diagndstico utilizados? (Marque todas que se aplicam)
a() Serologia ELISA (Leiscan)
b.O Imunofluorescéncia Indireta
c.Q Citologia (puncdo de medula 6ssea, linfonodos, lesdes, massas)
d.() Histopatologia (exérese de lesbes, massas)
e PCR
f.(O Outros
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9. Se respondeu “Outros na questéo anterior, indique quais:

10. Qual a terapéutica efetuado até ao momento? (Marque todas que se aplicam)
a) Antimoniato de N. metil glucamina (Glucantime®)
b Estibogluconato de sodio (Penstostan®)
c.O Antibioticos (Pentamidina, Anfotericina B, Aminosidina)
d() Derivados do Imidazol (Metronidazol, Ketoconazol, Itraconazol, Secnidazol)
e() Alopurinol
f.(O Herbicida Dinitroanilina (Trifuralina)
g Miltefosina (Milteforan®)
h. Q) Imunomodeladores (Prednisona, Prednisolona, Levamizol)
i. O Interferdo Gama
j.O Outros

11. Se respondeu “Outros” na questéo anterior, indique quais:

12. Indique a data de inicio da terapéutica e data de fim da terapéutica:

105



