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CIFRAS E SIGLAS

ACTH - hormona adrenocorticotropica
ALM - Leishmania major autoclavada
ALT - Alanina aminotransferase

Alum — hidréxido de aluminio

APC -

antigénios

Célula apresentadora de

AST — Aspartato aminotransferase
BCG — Bacilo de Calmette-Guérin

BID — Duas vezes ao dia

CD - células dendriticas

DAPP — dermatite alérgica a picada da
pulga

DNA — Acido desoxiribonucleico
ELISA — Ensaio de imunoadsorcao
enzimatico (Enzyme-linked
immunosorbent assay)

EUA — Estados Unidos da América
FAS - Fosfatase alcalina sérica

FeLV — Virus da leucemia felina

FIV — Virus da imunodeficiéncia felina
FML — Ligando fucose-manose

FR — Frequéncia relativa

FRP — Frequéncia relativa parcial
GGT — Gama glutamiltransferase
GIPL - Glicoinositolfosfolipido

gp63 — Glicoproteina de superficie 63
GPI - Glicofosfatidinositol

H1 — Histona 1

H,0, — Peroxido de Hidrogénio
HASPB1

superficie B1

proteina  hidrofilica de

HIV — virus da imunodeficiéncia
humana

IFI — Imunofluorescéncia indirecta
IFN-y — Interferdo gama

Ig — Imunoglobulina

IL — Interleucina

IRA — Insuficiéncia renal aguda

IRC — insuficiéncia renal cronica
LACK — Proteina C Kinase activada
Leishmaniose

LB - Leishmania braziliensis

LIESAp -

secretados de Leishmania infantum

Antigénios  excretados-

LPG - Lipofosfoglicano

MAC - Complexo de ataque
membranério
MHC Il — Complexo maior de

histocompatibilidade classe 11

MP — Matriz peritrofica

MVA - virus da vacinia modificado

NK — Natural killer

NO - éxido nitrico

ONLEISH - Observatorio nacional de
leishmaniose

OMS - Organizagdo Mundial de Saude
PAAF — Puncdo aspirativa por agulha
fina

PCR -
polimerase
RNA — Acido ribonucleico

RT-PCR - Reaccdo em cadeia de

Reaccdo em cadeia de

polimerase em tempo real
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rVV — Virus da Vacinia recombinante
Sap - saponina

SID — Uma vez ao dia

T3 — Triiodotironina

T4 — Tiroxina

TGF-p -
crescimento beta

Th1 - Linfdcitos T helper 1
Th2 — Linfdcitos T helper 2

TNF-a — Factor de necrose tumoral alfa

Factor transformador de

Treg - Linfocito T regulador
TSH — Hormona tireo-estimulante
TSA -

antibioticos

Testes de sensibilidade a

TRYP - triparedoxina peroxidase
EU — Uni&o Europeia

Ul — Unidades internacionais
UPC - Ratio

urinaria

proteina:creatinina
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I.  INTRODUCAO

O presente relatorio € referente ao estagio curricular, de dominio fundamental,
necessario para a conclusao do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da

Universidade de Evora.

O estagio teve a duracdo de quatro meses e meio, correspondente ao periodo de 14 de
Setembro de 2009 a 31 de Janeiro de 2010, abrangendo a area de Medicina Interna e
Cirurgia de Animais de Companhia, tendo sido realizado no Inemvet Hospital

Veterinario em Olh&o sob a orientacdo da Dra. Sandra Carmo.

O objectivo deste estagio era o contacto com a actividade profissional de forma a ganhar
conhecimento tedrico e competéncias préaticas na area de Medicina Interna e Cirurgia de
Animais de Companhia.

Este relatério descreve as actividades desenvolvidas durante o estagio e € constituido
por duas partes distintas: a primeira trata detalhadamente a estatistica dos casos
observados durante o periodo de estagio; a segunda constitui uma monografia dedicada

ao tema Leishmaniose Canina.
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Il.  DESCRICAO DO LOCAL E ACTIVIDADES DO ESTAGIO

O Inemvet Hospital Veterinario dispde de dois consultérios (um mais focado para a
medicina felina e o outro para a medicina canina), um laboratério equipado para a
realizacdo de hemograma, leucograma e analises bioquimicas e citoldgicas, uma sala de
preparacdo cirdrgica, uma sala de cirurgia, uma sala de radiologia, uma area destinada a
traumatologia e dois internamentos: o de Infecto-contagiosos e o de Cirurgia/Medicina

Interna.

Como estagiaria, desde o inicio fui integrada no funcionamento normal do hospital,
acompanhando os clinicos durante as consultas e ajudando na realizacdo e interpretacédo

de exames complementares na area clinica.

Na cirurgia foi-me possivel acompanhar os animais desde a sua recepcao até a entrega
aos proprietarios, auxiliando em todo o processo de preparacao cirargica, participando
na cirurgia como anestesista ou ajudante, e realizando a monitorizacdo pés-cirdrgica do
animal. Com o tempo e a evolucdo comecei a ser incentivada a assumir o papel de
cirurgido principal em algumas cirurgias mais simples e a realizar consultas gerais

(sempre com o0 acompanhamento e supervisdo do Médico Veterinario responsavel).

I1l.  TRATAMENTO ESTATISTICO DOS CASOS

Para uma melhor organizacdo e compreensdo, o tratamento estatistico das actividades
desenvolvidas durante o periodo de estdgio estd dividido em 3 areas: medicina

preventiva, patologia médica e patologia cirdrgica.

Deve-se ainda ter em conta que o nimero de casos aqui exposto ndo é o numero real de
casos que foram vistos no hospital, uma vez que o horario foi elaborado por turnos e
ndo foi possivel acompanhar todos 0s casos, assim como era impossivel assistir a todas

as consultas dentro do mesmo turno.

As frequéncias relativas (FR) apresentadas nas tabelas estdo apresentadas em

percentagem e foram calculadas de acordo com a formula:

PR Numero de ocorréncias

= x 100
Numero total de ocorréncias (n)

O gréfico 1 revela a patologia clinica como a area predominante no Hospital mas, ainda

assim, observa-se o grande peso que a medicina preventiva tem na casuistica final.

Universidade de Evora
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® Medicina Preventiva

m Patologia Clinica

Patologia Cirurgica

Grafico 1 : Distribui¢do percentual das areas clinicas observadas, n=830.

2. MEDICINA PREVENTIVA

Dentro desta area incluem-se varias ac¢cdes como a vacinacao, a desparasitacdo (externa
e interna), a identificacdo electrénica, a emissdo de passaporte animal e a profilaxia da
Dirofilariose.

No entanto, foram também incluidos outros procedimentos, como check up renal e
hepéatico, mesmo ndo constituindo estes verdadeiras medidas profilacticas. O check up
renal consiste na avaliacdo da funcdo renal através da realizacdo de uma andlise
sanguinea com hemograma e hematdcrito, e de analises bioquimicas incluindo o
doseamento da ureia, da creatinina, do fosforo, das proteinas totais, da albumina e da
globulina.

Os procedimentos de check up geriatrico permitem uma avaliacdo do estado do animal
mais completa, incluindo electrocardiograma, hemograma e avaliacdo bioquimica,
incluindo os parametros do check up renal mais a avaliacdo da alanina aminotransferase
(ALT), da aspartato aminotransferase (AST), da gama- glutamiltransferase (GGT), da

fosfatase alcalina sérica (FAS) e da glucose.

Como se pode observar nos graficos 2 e 3, tanto nos felideos como nos canideos, o acto
médico com maior expressdo € a vacinagdo, apresentando taxas de 72 e 56%,
respectivamente.

As desparasitacdes internas ndo estdo aqui contabilizadas, mas todos 0s animais que se

apresentam para vacina sem o protocolo em dia séo desparasitados no acto da consulta.
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A desparasitacdo externa pode ou ndo ser realizada no acto da consulta, mas é feito

sempre um aconselhamento quanto aos produtos a utilizar.

Medicina Preventiva - Medicina Preventiva -
Felideos Canideos
B Vacinagao

B Vacinagao
B Check Up Renal

M Protfilaxia
@ Check up Dirofilariose
geriatrico @ Certiticado de
B Certiticado de sanidade
Sanidade BIdentificacio
m Identificagédo Electronica

Electrénica

Gréfico 2: Frequéncia relativa das actividades de medicina  Grafico 3: Frequéncia relativa das actividades de medicina
preventiva desenvolvidas em gatos, n=58. preventiva desenvolvidas em cées, n=180.

2.1. Protocolo de desparasitacdo de canideos
A desparasitacdo de canideos rege-se pelas indica¢bes do Companion Animal Parasite
Council™ (CAPC, 2009).
++ Desparasitacdo das crias a cada 15 dias até ao desmame, logo apds o desmame e
um més apo6s desmame, mediante a administracdo de uma suspenséo oral eficaz
contra neméatodes contendo febantel e embonato de pirantel, na dose de 1 ml/kg
(Drontal® Puppy suspensdo oral) ou, quando tem a idade e peso indicados,
mediante a administracdo de comprimidos de milbemicina e praziquantel
eficazes contra nemétodes e céstodes (Milbemax®).
++ Desparasitagdo interna dos adultos a cada 3 meses através da administracdo de
comprimidos constituidos por febantel, embonato de pirantel e praziquantel
(Drontal® Plus palatavel ou Drontal® Plus XL para racas grandes e gigantes).
% A desparasitagdo externa recomendada nos adultos incide essencialmente sobre
produtos com accdo sobre ixodideos, pulicideos, culicideos e flebétomos. As

solucBes spot on mais utilizadas tém aplicacdo mensal e sdo constituidas por
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imidaclopride e permetrina (Advantix®). Dentro do mercado das coleiras as
impregnadas de deltametrina (Scalibor®) foram as mais recomendadas.

Para a desparasitagdo externa em cachorros muito jovens recomendam-se
soluces spot on contendo permetrina (PulvEX® Spot), para cachorros a partir

das 2 semanas de idade.

2.2. Protocolo de desparasitacao de felideos
A desparasitacdo de felideos também segue as indicaces do Companion Animal
Parasite Council™ (CAPC, 2009).

¢+ Desparasitacdo interna no acto da primeira consulta (as 6-8 semanas de idade)
com uma combinacdo de milbemicina e praziquantel (Milbemax® gatos
pequenos) contra cestodes e nematodes. Repetir esta administracdo a cada 15
dias até aos 3 meses.

+ Desparasitacdo interna dos adultos contra cestodes e neméatodes com uma
combinagdo de praziquantel e embonato de pirantel (Drontal® gatos) ou com
uma solucéo spot on contendo emodepside e praziquantel (Profender® Solucéo
topica). A semelhanca dos canideos adultos, deve ser repetida em intervalos de

3 meses.

R/

% A desparasitacdo externa mais recomendada é a aplicacdo mensal de uma

solucéo de imidaclopride (Advantage®).

2.3. Protocolo de vacinacdo de canideos:
A escolha da vacina a ministrar depende da idade do animal e das vacinas administradas
anteriormente. Os seguintes protocolos encontram-se de acordo com o Vaccination
guidelines Group (Day et al, 2010):
++ Geralmente, os cachorros apresentam-se a consulta para a primeira vacina por volta
das 6 semanas de idade, optando-se por uma suspensao bivalente: imunizacdo para o0s
virus da esgana e da parvovirose. Regressam, entdo, as 8 semanas para vacinagao
hexavalente: imunizacdo para adenovirose tipos | e IlI, parvovirose, esgana,
parainfluenza, leptospirose e coronavirose.
Por vezes os proprietarios optam por iniciar a vacinagdo mais tarde, pelo que quando
se apresentam com o cachorro apds as 8 semanas de idade a opgdo passa logo para

vacina hexavalente;
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s+ O refor¢co vacinal é feito um més mais tarde com a mesma vacina aplicada as 8
semanas.

% A Ultima vacinacdo € feita um més ap6s o Ultimo refor¢co e confere imunizacao
contra o virus da raiva. Este passo é realizado em simultaneo com a identificacdo
electronica, ficando o animal apto para ser registado na junta de freguesia.

«+ Por altimo, o animal tem de fazer um refor¢o anual. Este reforgo é alternado entre
uma imunizacdo completa hexavalente ou apenas contra as valéncias que possuem
um periodo de imunizagdo mais curto (de um ano): imunizacéo para parainfluenza e
leptospirose.

Qualquer uma das opcOes tem de ser completada com a vacina da raiva.

2.4. Protocolo de vacinacdo de felideos:
O protocolo vacinal de felideos adoptado pelo Inemvet tem inicio as 6-8 semanas de

idade da seguinte forma (Day et al, 2010):

+ Imunizacdo para Chlamydophila, herpesvirus, calicivirus e virus da panleucopénia;
% Reforco 3-4 semanas depois e inicio da imunizagdo para virus da imunodeficiéncia

felina (FeLV) se for um “outdoor”, caso contrario ndo necessita desta vacina;

X/
A X4

Passadas outras 3-4 semanas novo reforco da vacina tetravalente e FeLV;

X/
A X4

Reforco anual com a mesma vacina.

E de referir ainda que a profilaxia para a dirofilariose aqui representada refere-se a
injeccOes de moxidectina (Guardian® SR) e/ou a casos em que o animal vai iniciar um
protocolo de prevencdo e é necessario fazer um teste de rastreio. A suspensdo deve ser
administrada na dose de 0,05 ml de solucdo final por kg de peso vivo, a cada 6 meses.

Para a prevencao da dirofilariose, 0 mais recomendado ¢é a administragdo mensal de um
comprimido de ivermectina com pamoato de pirantel (Heartgard® plus). Esta forma de
prevencdo ndo esta contabilizada na casuistica porque, por regra, ndo é realizada pelo

médico veterinario.
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3. PATOLOGIA MEDICA

Dentro desta area, o tratamento estatistico dos casos observados esta dividido consoante
a especialidade em que estes se inserem: dermatologia, endocrinologia, urologia,
oftalmologia, cardiologia, sistema digestivo, sistema musculo-esquelético, neurologia,
oncologia, teriogenologia, doencas parasitarias e infecto-contagiosas, toxicologia e
pneumologia. Como se pode observar pelo grafico 4, a area com maior expressao € a
dermatologia (20%), seguida do sistema digestivo (15%) e das doencas infecciosas
(15%).

Patologia Clinica

W Dermatologia

B Endocrinologia
m Urologia

B Oftalmologia
M Cardiologia

7%

M Sistema Digestivo
B Sistema Musculo-Esquelético

B Neurologia

7% Oncologia

H Teriogenologia
B Doengas Infecto-contagiosas
Toxicologia

Pneumologia

Grafico 4: Grafico representativo da frequéncia relativa de cada area da Patologia Clinica, n=413.

3.1. Dermatologia

A pele representa 0 maior 6rgdo do organismo. Ndo sé constitui uma importante
barreira fisica a agentes externos como também desempenha uma série de funcdes
essenciais, como as de termoregulacéo e de percepcéo sensorial.

Existem varios factores que podem levar & alteracdo da estrutura normal da pele,
gerando uma grande variedade de sinais clinicos distintos. Quadros dermatoldgicos
semelhantes podem ser causados por patologias de origem distinta (parasitaria,
infecciosa, enddcrina, alérgica, neoplasica, etc.) A utilizacdo de meios complementares
de diagndstico como o tricograma, raspagem cutanea, cultivo fangico, andlise citoldgica
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de puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF), teste da fita-cola, biopsia e screening

(teste realizado que consiste na mensuragdo de imunoglobulinas séricas especificas),

torna-se essencial para determinar a origem das lesdes.

A tabela 1 representa os casos observados durante o periodo de estagio.

Tabela 1: Frequéncia relativa das entidades clinicas de dermatologia e frequéncia relativa parcial (FRP) das espécies observadas.

Dermatofitose

Hipersensibilidade
alimentar

Sarna

Impactamento dos sacos
anais

Abcesso

Fleimao

Dermatite

Higroma

Complexo Granuloma
Eosinofilico
Otohematoma

Otite Externa

Otite Média
Hematoma

Seborreia idiopética do
Cocker

Hipersensibilidade
alimentar

Atopia

Angioedema da face
Demodécica
Sarcoptica

Piodermatite

Acral por lambedura
DAPP

Contacto
Pododermatite
interdigital

Aguda humida
("hot-spot™)

Malassaezia
Mista

Corpo Estranho
Otodectes cynotis
Bacteriana

6,3
6,3

51
3,8
2,5
1,3

7,6

3,8
1,3
2,5
2,5
6,3
1,3

1,3

51
1,3
1,3

3,8
12,7
1,3
3,8
8,9
1,3
7,6

1,3

Canideo

80,0
80,0

100,0
100,0
100,0
100,0

100,0

66,7
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

100,0

100,0
100,0
0,0

100,0
100,0
100,0
100,0
14,3
100,0
66,7

100,0

Felideo Exético
20,0 0,0
20,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
33,3 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
100,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
57,1 28.6
0,0 0,0
33,3 0,0
0,0 0,0

E de ter em conta que existem algumas situacdes em que o paciente se apresentou a

consulta com queixas de lesdo dermatoldgica, mas que revelaram ser secundarias a

patologias que foram incluidas na estatistica de outras areas clinicas, como é o caso de

sinais dermatoldgicos de hiperadrenocorticismo e de leishmaniose. Como se pode

Universidade de Evora

2010




RS/,
S 2

=

ETS

<,
€ Eyor

Relatério Final de Estagio - Medicina Interna e Cirurgia de Animais de Companhia

i

observar, foram Vvarios 0s casos que se apresentaram a consulta com sinais clinicos de

otite (25,2%), sendo a maioria causada por leveduras (12,0%).

As reaccdes de hipersensibilidade também tiveram grande representatividade,
principalmente as de origem alimentar. Trata-se de uma reac¢do imunomediada a
componentes especificos da dieta ou a aditivos alimentares (Medleau e Hnilica, 2001).
Os alimentos mais passiveis de produzir este género de reaccdo sdo o leite, ovos, as
proteinas animais de porco e galinha, e as vegetais provenientes do trigo, milho e soja
(Bischoff e Crowe, 2005).

As figuras 1 e 2 representam, respectivamente, um gato acolhido da rua que apresentava
lesGes de dermatofitose por Microsporum gypseum e um leporideo que se apresentava

com uma infeccdo severa por Psoroptes cuniculi.

3.2. Doencas Parasitarias e Infecto-Contagiosas

o : é
Figura 2: Leporideo com infecgdo severa por acaros da
espécie Psoroptes cuniculi (canto superior direito da
fotografia).

Figura 1: Gato de rua de 4 meses com lesdes alopécicas e
pruriticas na zona da cabega, axilas, cauda e abdémen causadas
por Microsporum gypseum (visivel no canto superior
esquerdo).

Dentro desta area clinica, as doengas com mais representatividade foram a parvovirose e
a leishmaniose no caso dos canideos (23 e 11,5%, respectivamente), e a

imunodeficiéncia e leucemia felina (21,3 e 19,7%, respectivamente).

A elevada incidéncia de casos de virus da imunodeficiéncia (FIV) e da leucemia felina
em pacientes do hospital podera estar directamente relacionada com a elevada
populacdo de gatos vadios que existe em Olhdo, aumentando a probabilidade de
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contacto com animais infectados. Para além disso, sdo também varios os animais que
apresentam prova positiva para ambos os virus.

E ainda de salientar o elevado nimero de doencas transmitidas por ixodideos que,
quando somadas, apresentam uma percentagem de 11,4. A figura 3 representa um
esfregaco sanguineo obtido a partir de um animal com uma infeccdo por Anaplasma

platys.

Tabela 2: Frequéncia relativa das entidades clinicas de doencas parasitarias e infecto -contagiosas e frequéncia
relativa parcial (FRP) das espécies observadas.

Entidade Clinica Tipo FR (%) FRP (%)
Canideos Felideos
FIv 21,3 0,0 100,0
FeLV 19,7 0,0 100,0
Coriza felino 6,6 0,0 100,0
Panleucopénia 1,6 0,0 100,0
Parvovirose 23,0 100,0 0,0
Botulismo 3,3 100,0 0,0
Giardiose (Figura 4) 1,6 100,0 0,0
Leishmaniose 11,5 100,0 0,0
Doengas Ricketsia conorii 1,6 100,0 0,0
transmitidas Anaplasma platys 3,3 100,0 0,0
por ixodideos Ehrlichia canis 4,9 100,0 0,0
Babesia canis 1,6 100,0 0,0

4 /

Figura 3: Esfregaco sanguineo de cadela com 9 anos Figura 4: Esfregaco fecal de cdo com 8 semanas com
com plaqueta sanguinea exibindo uma mérula de giardiose. Coloragdo com Diff-Quick (ampliagdo de 40x).
Anaplasma platys. Coloragdo com com Diff-Quick

(ampliagéo de 100x).
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3.3. Aparelho Digestivo

Como se pode confirmar na tabela 3, a entidade clinica associada a boca mais
diagnosticada foi a doenca periodontal, sendo mesmo a patologia mais frequente em
cdes. No caso dos gatos, a estomatite cronica foi o principal motivo de consulta, sendo
66,7% dos casos de estomatite cronica positivos a FIV e/ou FeLV.

Quanto ao sistema gastrointestinal, a maioria dos casos observados resulta de erros
alimentares, que originaram varias situacfes de fecaloma (14,3%) e de gastroenterite
(17,2%). A maioria dos casos ocorreu por erros de maneio dos proprietarios, revelando
um grande desconhecimento relativamente a dieta adequada aos seus animais de
estimacAo, ou ignorando os avisos dos médicos veterinarios. E preciso referir, para uma
melhor compreensdo deste elevado numero na casuistica, que a area de clientes
abrangida pelo Inemvet engloba algumas classes socioecondémicas que mantém a
mentalidade de que os cdes podem e devem comer todo o tipo de alimento, 0 que
associado a fraca selectividade por parte destes animais leva ao aparecimento destas
patologias.

Como consequéncia desta fraca selectividade e alimentacdo errada observaram-se,

ainda, casos de obstrucdo, tanto a nivel esofagico (Figura 5) como a nivel intestinal
(Figura 6).

Figura 5: Raio-x latero-lateral de cadela com 1 ano e Figura 6: Raio-x latero-lateral de cdo com 2 anos com
meio, com corpo estranho esofagico. corpo estranho a nivel do jejuno.
=

Figura 7: Raio-x com projeccdo latero-lateral de céo Figura 8: Cadela, Husky, de um ano com pancreatite.

com dois anos com dilatacdo gastrica. Universidade de Evora
2010
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Tabela 3: Frequéncia relativa das entidades clinicas de gastroenterologia e glandulas anexas e frequéncia relativa parcial (FRP)

das espécies observadas

Canideos Felideos
Abcesso periapical 5,7 50,0 50,0
Estomatite cronica 17,1 0,0 100,0
Doenca periodontal 31,4 54,5 45,5
Fenda palatina congénita 2,9 0,0 100,0
Gastrite Indiscricdo alimentar 2,9 100,0 0,0
Corpo Estranho 2,9 100,0 0,0
Inespecifica 8,6 66,7 33,3
Gastroenterite Indiscricdo alimentar 11,4 75,0 25,0
Hemorréagica 2,9 100,0 0,0
Inespecifica 2,9 100,0 0,0
Enterite Alimentar 2,9 100,0 0,0
Parasitaria 14,3 20,0 80,0
Corpo Estranho 2,9 100,0 0,0
Inespecifica 57 0,0 100,0
Colite 8,6 100,0 0,0
Fecaloma 14,3 100,0 0,0
Megacolon idiopético 2,9 100,0 0,0
Invaginacao de intestino 2.9 0.0 100,0
delgado
Obstrucdo Esofagica 2,9 100,0 0,0
agggtci;ﬁa:rﬂamatorla 2.9 100,0 0.0
Sindrome de dilatagao/ 2.9 100.0 0.0
volvo gastrico (Figura 7)
Hepatopatia por esteroides 5,7 100,0 0,0
Insuficiéncia hepatica 20,0 57,1 42,9
Pa_ncreatlte Aguda 5.7 1000 0.0
(Figura 8)

3.4. Sistema Musculo-Esquelético
Como se pode observar pelos dados apresentados na tabela 4, houve uma grande
predominancia de fracturas nesta area, grande parte devido a atropelamentos, quedas ou
lutas entre animais. As figuras 9 e 10 representam, respectivamente, uma fractura de
ileo que ocorreu na sequéncia de uma luta entre dois cdes e uma amputacdo traumatica
do membro anterior de um céo, consequéncia de um atropelamento.
As fracturas de radio e ulna e de tibia e fibula estiveram sempre associadas,

respectivamente, pelo que os valores sdo sempre iguais entre si.

Universidade de Evora
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Tabela 4: Frequéncia relativa (FR) das entidades clinicas do sistema musculo-esquelético e frequéncia

relativa parcial (FRP) das espécies observadas.

Fractura Membro
toracico

Membro
pélvico

Cintura
Pélvica

Parede Costal
Crénio

Luxacao

Displasia
Ruptura
Ligamento
Osteomielite

Hérnia

Poliartrite

Radio

Ulna

Tibia

Fibula

Fémur

Plbis

ileo
Acetabulo
Costelas
Sinfise
mandibular
Ramo da
mandibula
Maxilar
Zigomatico
Coxo-femural
Roétula
Sacro-iliaca
Coxo-femural
Cruzado cranial

Avrticulacao
cotovelo
Diafragmatica
(Figura 11)
Inguinal
Umbilical

5,0
5,0
5,0
5,0
5,0
5,0
2,5
5,0
2,5

5,0

2,5

2,5
2,5
2,5
5,0
2,5
12,5

2,5
2,5

2,5

7,5
10,0
2,5

Canideo
100,0
100,0

0,0
0,0
100,0
50,0
0,0
100,0
0,0

50,0

0,0

0,0
0,0
100,0
100
100,0
20,0

100,0
100,0

0,0

100,0
25,0
100,0

Felideo
0,0
0,0

100,0
100,0
0,0
50,0
100,0
0,0
100,0

50,0

100,0

100,0
100,0
0,0
0
0,0
0,0

0,0
0,0

100,0

0,0
0,0
0,0

Figura 9: Raio-x ventro-dorsal de cdo com fractura do ileo.
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Figura 10: Cdo com 2 anos, com amputagdo traumatica do Figuraiil: Gato de 2 meses com dispneia devido a hérnia
membro anterior direito, a nivel do 1/3 distal do humero. diafragmatica. (Fotografia cedida por Sara Ferreira)

3.5. Urologia

Tabela 5: Frequéncia relativa das entidades clinicas de urologia e frequéncia relativa parcial (FRP)

das espécies observadas.

Canideos Felideos

Insuficiéncia Renal Insuficiéncia cardiaca 10,7 100,0 0,0
Aguda (IRA) Indeterminada 3,6 100,0 0,0
Insuficiéncia Renal Leishmaniose 3,6 100,0 0,0
Cronica (IRC) Indeterminada 10,7 33,3 66,7
Urolitiase 10,7 50,0 50,0
Infecgdo do tracto 3,6 0,0 100,0
urinario inferior

Infecgdo do tracto 3,6 0,0 100,0
urinario superior

Obstrucao urinaria 25,0 28,6 71,4
Rim poliquistico 3,6 0,0 100,0
Sm_drome Uroldgico 21.4 0.0 100,0
Felino

Laceracéo renal 3,6 0,0 100,0

Ao examinar a tabela 5 verifica-se que a maior fatia das patologias do sistema renal
esteve associada a gatos, sendo o diagndstico mais frequente o sindrome uroldgico
felino (21,4%). Trata-se da designacdo que se da ao conjunto de sinais clinicos que
indica alteracdo do tracto urinario inferior, que ocorre frequentemente em gatos,
independentemente da sua etiologia. Sdo varias as causas que podem originar o
aparecimento deste sindrome, sendo 0s sinais mais comuns a peridria, polaquidria,

disdria, hematdria, estrangdria, cristaldria e obstrucdo da uretra.

Universidade de Evora
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No caso dos cées, as patologias renais mais frequentemente diagnosticadas foram as

insuficiéncias renais aguda e cronica.

3.6. Oftalmologia
Uma anamnese bem estruturada acompanhada de uma boa caracterizacdo dos sinais
clinicos e de um exame oftalmico, sdo, muitas vezes, as ferramentas necessarias para
estabelecer o diagnéstico de uma patologia oftalmica (Peiffer e Petersen-Jones, 2001).
Segundo a tabela 6, as patologias oftdlmicas mais frequentemente assistidas, tanto em
cdes como em gatos, foram as Ulceras da cérnea (maioritariamente traumaticas) e as

conjuntivites (alérgicas no caso dos cées e infecciosa no caso dos gatos).

Tabela 6: Frequéncia relativa (FR) das entidades clinicas de oftalmologia e frequéncia
relativa parcial (FRP) das espécies observadas.

Entidade Clinica FR (% FRP (%
Canideos Felideos

Ulcera da cérnea (Figura 12) 35,0 57,1 42,9
Conjuntivite 25,0 60,0 40,0
Descemetocelo 5,0 100,0 0,0
Entropion 10,0 50,0 50,0
Prolapso ocular (Figura 13) 5,0 100,0 0,0
Prolapso glandula da 32 palpebra 5,0 100,0 0,0
Queratite superficial cronica 10,0 100,0 0,0
Agenesia ocular 5,0 0,0 100,0
Distriquiase 50 0,0 100,0
Sequestro corneal 5,0 0,0 100,0

3.7. Oncologia
S&o cada vez mais 0s casos de pacientes que se apresentam a consulta por motivos

oncolégicos, sendo a neoplasia mamaria maligna o diagndstico mais frequente em

Figura 12: Ulcera profunda secundaria em gato com 7 meses. Figura 13: Prolapso ocular secundério a trauma num cdo com 3

anos.

Universidade de Evora
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cadelas (Rutteman et al., 2001).

Nem todos os tumores apresentados na tabela 7 tém diagnoéstico definitivo, uma vez que
nem todos os proprietarios estiveram dispostos a fazer a andlise histopatoldgica, pelo
que foram apresentados consoante a localizacdo. A neoplasia da glandula mamaria foi a
mais observada, tendo 66,7% ja metastizado para o pulmao.

A neoplasia designada como peri-traqueal pode ndo estar associada a traqueia
propriamente dita, mas aos tecidos envolventes, provocando dispneia por compressao

da traqueia (figura 14).

Tabela 7: Frequéncia relativa das entidades clinicas de oncologia e frequéncia relativa parcial (FRP) das

espécies observadas.

Canideos Felideos
Schwanoma 3,2 100,0 0,0
Hemangiosarcoma
. 6,5 100,0 0,0
esplénico
Linfoma 3,2 0,0 100,0
Carcinoma das células
32 0,0 100,0
escamosas
Leiomioma (cérvix) 3,2 100,0 0,0
Epulis 3,2 100,0 0,0
Fribrosarcoma (Figura 15) 9,7 66,7 33,3
Neoplasia Glandula
. 25,8 75,0 0,0
mamaria
Peri-traqueal 3,2 100,0 0,0
Mediastino 3,2 100,0 0,0
Base do coracéo 3,2 0,0 100,0
Figado 12,9 100,0 0,0
Colon 3,2 100,0 0,0
Pulmao 19,4 83,3 16,7
Pénis 3,2 100,0 0,0
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Figura 14: Raio-x latero-lateral de cdo com 7 Figura 15: Cadela com 11 anos com fibrosarcoma

anos, apresentando massa com compressdo da mandibular
traqueia

3.8. Cardiologia

N&o houve grande diversidade nas entidades clinicas de cardiologia identificadas,
mesmo sabendo que dentro da insuficiéncia valvular ainda podemos encontrar algumas
subentidades. Para além disso, como se pode observar, os animais afectados foram
sempre caes.

Na tabela 8 estdo representadas as entidades clinicas de cardiologia observadas durante
0 periodo de estagio. A patologia mais frequente foi a dirofilariose, que foi incluida
nesta area pelas alteracdes graves a nivel do coracdo que provoca, seguida das
insuficiéncias valvulares (tendo sido 66.7% associadas a valvula mitral e 33,3% a

valvula aorta), e das insuficiéncias cardiacas congestivas.

A dirofilariose é uma doenca provocada pelo parasita Dirofilaria immitis, transmitida
através de mosquitos dos géneros Culex. Aedes e Anopheles que, ao alimentarem-se do
sangue dos hospedeiros, vao depositar as formas infectantes (Mehlhorn, 2008a). Uma
vez na circulagdo sanguinea, migram até as artérias pulmonares, onde a sua accao
mecanica vai levar ao desenvolvimento de lesdes proliferativas no endotélio, que podem
ocluir o lumen das artérias, levando a hipertensdo pulmonar. Esta hipertenséo vai
provocar dilatagdo e hipertrofia cardiaca direita compensatoria. Para alem disso, é
frequente que parte dos parasitas se deslogue até ao atrio e ventriculo direitos, levando a

insuficiéncia das valvulas tricispide e pulmonar (Atkins 2005; Venco, 2007).

Houve ainda alguns casos suspeitos, mas o diagnostico nao pbde ser feito, uma vez que

ndo nos foi permitido realizar os exames complementares necessarios por falta de

Universidade de Evora
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autorizacdo dos proprietarios. No entanto os sinais clinicos e a histdria clinica eram

bastante sugestivos de patologia cardiaca

Tabela 8: Frequéncia relativa das entidades clinicas de cardiologia e frequéncia relativa parcial das

espécies observadas.

Canideos Felideos
Insuficiéncia cardiaca dilatada 15,4 100,0 0,0
Insuficiéncia valvular 23,1 100,0 0,0
Insuficiéncia cardiaca congestiva 23,1 100,0 0,0
Dirofilariose 38,5 100,0 0,0

3.9. Teriogenologia

A tabela que se segue descreve o0s casos referentes a andrologia, ginecologia e
obstetricia observados durante o estagio.

Como se pode constatar pela tabela 9, a piometra foi a patologia mais vezes
diagnosticada em fémeas (20%), seguida da pseudogestacdo (12%). Ja no caso da
andrologia, verificou-se uma predomindncia de casos associados a prostata,

relativamente a outros 6rgaos do sistema reprodutor masculino.

Tabela 9: Frequéncia relativa das entidades clinicas de teriogenologia e frequéncia relativa parcial

(FRP) das espécies observadas

Canideo  Felideo
Prostatite 4,0 100,0 0,0
Quisto/Abcesso Prostatico 8,0 100,0 0,0
.g Hiperplasia Benigna Prostatica 4,0 100,0 0,0
% Neoplasia Pénis 4,0 100,0 0,0
S Criptorquidismo 8,0 100,0 0,0
é Trauma Prepucio 4,0 100,0 0,0
Ruptura Trzilumatl_ca de escroto com 4.0 0.0 1000
exteriorizacao testicular
Pidmetra 20,0 80,0 20,0
© «  Distdcia 4,0 100,0 0,0
.2  Pseudogestacédo 12,0 100,0 0,0
RS Vaginite 4,0 100,0 0,0
© &  Hiperplasia quistica endométrio 8,0 0,0 100,0
®©  Leiomioma Cérvix 4,0 100,0 0,0
Controlo de Gestacgéo (Figura 16) 12,0 100,0 0,0
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Figura 16: Raio-x latero-lateral de cadela para controlo de
gestacdo e estimativa do nimero de crias.

3.10. Pneumologia

Segundo a tabela 10, as duas entidades clinicas que mais sobressairam nesta area foram

a neoplasia e edema pulmonar (ambos com 21,4%),
abela 10 eqgue a Iela ad das e adade aS de pne Ol0Qla € egue oL
aas esSpecies 0bse ada
Canideo Felideo  Exético

Bronquite 7,1 100,0 0,0 0,0
Traqueite Infecciosa 3,6 0,0 0,0 0,0

Indeterminada 7,1 0,0 100,0 0,0
Traqueobronquite 7,1 50,0 0,0 50,0
Edema pulmonar 21,4 83,3 16,7 0,0
Hemotorax 10,7 66,7 33,3 0,0
Efuséo pleural 7,1 50,0 50,0 0,0
Colapso da traqueia 3,6 100,0 0,0 0,0
Neoplasia pulmonar 21,4 83,3 16,7 0,0
Sindrome respiratorio 71 100,0 0.0 0.0
dos braquicefalos
Enfisema subcutaneo 3,6 0,0 100,0 0,0

Os casos de hemotorax e efusdo pleural aqui representados foram resultado de trauma

por atropelamento, queda e/ou luta, ao passo que o edema pulmonar foi, essencialmente,

de origem cardiogénica.

Quanto ao sindrome respiratorio dos braquicéfalos, as alteracdes presentes eram a

estenose das

narinas e o prolongamento do palato mole.
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3.11. Toxicologia

As intoxicagBes tiveram uma distribuicdo equilibrada relativamente as espécies
observadas. O caso mais grave em canideos corresponde a intoxicacdo por
organofosforados, tendo apresentado uma evolucéo positiva (Figura 17). Em felideos, a
intoxicacdo de uma gata com 8 meses com permetrina spot on foi 0 caso mais grave,
tendo sido fatal para o animal em quest&o.

A tabela 11 resume os casos de toxicologia observados durante o periodo de estagio.

Tabela 11: Frequéncia relativa das entidades clinicas de toxicologia e frequéncia relativa parcial

das espécies observadas.

Canideos Felideos

Digoxina 20,0 0,0 100,0
Fungicidas Indeterminado 20,0 100,0 0,0
Rodenticidas Bromadiolona 20,0 100,0 0,0

Indeterminado 20,0 100,0 0,0
Organofosforados 20,0 100,0 0,0
Paracetamol 40,0 0,0 100,0
Permetrina 20,0 0,0 100,0

Figura 17: Cadela de um ano com intoxicacdo por
organofosforados.
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3.12. Endocrinologia
Nem sempre o diagnostico de uma endocrinopatia € um diagnostico facil. Sao varios os
factores que podem levar a alteragdo dos niveis hormonais. Os casos de endocrinopatias
observados foram exclusivamente em cées, tendo sido observados em mesmo nimero o

hiperadrenocorticismo e o hipotiroidismo.

O hiperadrenocorticismo é uma alteracdo enddcrina caracterizada pelo aumento dos
niveis de glucocorticoides. Pode ser hipofiso ou adreno-dependente, ou ainda
iatrogénico, resultando da terapia prolongada com glucocorticdides (Reusch, 2005). O
hiperadrenocorticismo  hipofiso-dependente é a causa mais comum de
hiperadrenocorticismo espontaneo, ocorrendo em 80-85% dos casos (Nelson e Couto,
2009).

Os animais apresentam-se frequentemente com polilria, polidipsia, polifagia, abdémen
péndulo, alopécia simétrica e bilateral, letargia, fraqueza muscular e calcinose cutis. O
método de diagnostico de eleicdo é o teste de supressdo com doses baixas de
dexametasona, uma vez que pode permitir a distingdo entre o hiperadrenocorticosmo
adreno-dependente e o hipofiso-dependente. No entanto, esta distingdo ndo é 100%
fiavel, uma vez que 20% dos individuos com hiperadrenocorticismo hipofiso-
dependente podem apresentar uma curva de producdo de cortisol semelhante a
apresentada por individuos com hiperadrenocorticismo adreno-dependente. (Reusch,
2005) Para a monitorizacgéo dos pacientes durante o tratamento, o teste utilizado foi o da
estimulacdo por hormona adrenocorticotrépica (ACTH).

Por outro lado, o hipotiroidismo resulta da diminuicdo da producdo de tiroxina (T4) e de
triiodotironina (T3) pela tiréide. O hipotiroidismo pode ser primario ou secundario a
alteracOes no eixo hipotadlamo-hipdfise-tirdide (Scott-Moncrieff e Guptill-Yoran, 2005).
No entanto, a forma mais comum em cdes € primaria e resulta de um processo
imunomediado (tiroidite linfocitica) com destruicdo do parénguima glandular (Nelson e
Couto, 2009). No geral os animais apresentam letargia, inactividade, perda de apetite
com ganho de peso e alopécia simétrica, bilateral ndo pruritica. O diagndstico definitivo
é feito através da combinacdo dos sinais clinicos, achados do exame fisico, pardmetros
laboratoriais (hemograma e bioquimicas) e com o teste da fungédo da glandula (T4 total e
da hormona tireo-estimulante TSH). Entre os achados laboratoriais podemos encontrar
hipercolesterolémia, hipertrigliceridémia, anemia ndo regenerativa, normocitica e

normocrémica e aumento da AST e da ALT (Scott-Moncrieff e Guptill-Yoran, 2005).
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O protocolo de tratamento é feito com levotiroxina na dose de 0,02 mg/kg cada 12
horas.

Na tabela 12 encontram-se as entidades clinicas de endocrinologia observadas..

Tabela 12: relativa das entidades clinicas de

Frequéncia

endocrinologia e frequéncia relativa parcial das espécies
observadas.

Canideos Felideos
Diabetes Mellitus 20,0 100,0 0,0
Hiperadrenocorticismo 40,0 100,0 0,0
Hipotiroidismo 40,0 100,0 0,0

3.13. Neurologia

A fraca diversidade de diagnosticos aqui representada esta relacionada com o facto de
nem todos os casos referenciados revelarem ser de foro neuroldgico. Para além disso o
diagnostico de doencas de origem neuroldgica €, muitas vezes, dificil e, para além de
um exame neurolégico pormenorizado, é frequentemente necessario recorrer a técnicas
de exame complementares especificas. Algumas dessas técnicas estdo disponiveis no
hospital, como a mielografia ou a colheita de liquido cefaloraquidiano, mas, mais uma
vez, ndo existe muita cooperagao por parte dos proprietarios.

Como se pode observar na tabela 13, a hérnia discal e o sindrome vestibular periférico
foram as entidades clinicas mais diagnosticadas, tendo uma representatividade de

18,8%..

Tabela 13: Frequéncia relativa das entidades clinicas de neurologia e frequéncia relativa parcial das espécies

observadas.
Canideo Felideo
Epilepsia primaria 12,5 100,0 0,0
Sln(_:ir,ome Vestibular 188 66.7 33,3
Periférico
Seccdo medular L7/S1 6,3 100,0 0,0
Polirradiculoneuropatia Idiopética 6,3 100,0 0,0
Botulismo 6,3 100,0 0,0
Organofosforados 6,3 100,0 0,0
Hérnia discal 18,8 100,0 0,0
Discoespondilite 12,5 100,0 0,0
Encefalopatia hepética 6,3 100,0 0,0
Avulsdo do plexo braquial 6,7 100,0 0,0
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4, PATOLOGIA CIRURGICA

Da mesma forma que a patologia clinica, também a patologia cirdrgica se encontra
dividida em trés grupos, de acordo com o tipo de procedimento: cirurgia ortopédica,
cirurgia de tecidos moles e pequenos procedimentos cirdrgicos. A frequéncia parcial de

cada uma destas &reas cirurgicas esta representada no gréfico 5.

Patologia Cirurgica

H Cirurgla Geral e de
Tecidos Moles

M Ortopedia

M Pequena cirurgia e outros

‘ procedimentos

Gréafico 5: Grafico representativo da frequéncia relativa de cada area da Patologia Cirdrgica, n = 175.

Na &rea da cirurgia ortopédica houve uma predominancia evidente das osteossinteses,
apresentando um total de 85,73% das intervencGes nesta area.

Ja na cirurgia de tecidos moles, as intervencGes mais realizadas estdo incluidas na
teriogenologia. A ovariohisterectomia obteve maior expressdo (42,11%) sendo realizada
maioritariamente em cadelas.

Na pequena cirurgia e outros procedimentos cirirgicos menores encontram-se incluidos
procedimentos mais simples, incluindo aqueles que séo realizadas sob anestesia fixa ou
sedacdo. Nesta area salienta-se a plastia de laceracGes, revelando mais uma vez o
elevado nimero de quedas, atropelamentos e lutas entre animais e 0 seu impacto no dia-
a-dia do hospital.

Todos estes dados encontram-se resumidos na tabela 14.
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Tabela 14: Frequéncia relativa parcial (FRP) das categorias de cirurgia ortopédica, cirurgia geral e de tecidos moles e

pequenas cirurgias e outros procedimentos.

Céo Gato
Amputacéo (Figura 18) Membro Torécico Direito 11,11 100,00 0,00
s 3 Osteossintese Tibia 33,33 33,33 66,67
53 Radio 11,11 100,00 0,00
= Ulna 2222 100,00 0,00
© S Mandibula 11,11 0,00 100,00
Sinfise mandibular 11,11 0,00 100,00
Correcgéo de entropion Bilateral 1,75 0,00 100,00
2 Cesariana Distocia 1,75 100,00 0,00
S | Enucleagéo 1,75 100,00 0,00
% Enterotomia (Figura 19) 1,75 100,00 0,00
S | Exerese de nddulo cuténeo 1,75 100,00 0,00
E Gastropexia 1,75 100,00 0,00
g Gastrotomia 1,75 100,00 0,00
2@ | Herniorrafia Umbilical 1,75 100,00 0,00
g Inguinal 5,26 100,00 0,00
&2 Laparotomia exploratdria 3,51 50,00 50,00
'S | Mastectomia 3,51 100,00 0,00
2 | orquiectomia 14,41 41,18 58,82
O | ovariohisterectomia 42,11 66,67 33,33
Plastia de fenda palatina 1,75 0,00 100,00
Abdominocentese 1,69 100,00 0,00
Algaliagdo 9,32 45,45 54,55
8 | Cistocentese 5,08 16,67 83,33
& | Colheita de medula 6ssea 3,39 75,00 25,00
% Destartarizagio 1,69 100,00 0,00
S | Drenagem otohematoma 4,24 100,00 0,00
& | Entubacio por esofagostomia 0,85 0,00 100,00
é Extraccdo de dedos supranumerarios 0,85 100,00 0,00
3 | Extraccéo dentéria 0,85 100,00 0,00
© Nodulectomia 1,69 50,00 50,00
.g Plastia de laceracdes da pele 11,86 92,86 7,14
§ Reducéo fechada Luxacao coxo-femural 0,85 100,00 0,00
O Fractura tibia 0,85 0,00 100,00
§ Pensos Simples 24,58 65,52 34,48
§ Compressivos 25,42 36,67 63,33
L Robert-Jones 3,39 100,00 0,00
Ehmer 0,85 100,00 0,00
Transfusdo sanguinea 2,54 100,00 0,00
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Figura 19 a/b/c: a)Farol: cdo com 4 anos que apresentava b)

. . . . uma obstrucéo intestinal por c) corpo estranho (pedra).
Figura 18 a/b/c: Nicolau: cdo com dois anos atropelado por um ¢ por c) corp (pedra)

comboio com (a) amputacdo parcial do membro anterior direito,
seguida de (b) amputagdo cirtrgica do restante membro. (c) Nicolau
apds amputacdo do membro e correccdo da fractura de ulna do

membro contralateral. Universidade de Evora
2010 25
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5. MEIOS COMPLEMENTARES DE DIAGNOSTICO

Sdo varias as situacdes no dia-a-dia da pratica clinica que levam a recorrer aos diversos
meios complementares disponiveis, desde a recolha de informacdo necessaria para o
estabelecimento de um diagnostico definitivo, até & monitorizacdo do tratamento

estabelecido e definigdo do prognostico.

O Inemvet dispbe de um laboratério equipado com maquina de hemograma, dispositivo
para analise quantitativa de parametros bioquimicos e microscépio Optico, incluindo os
materiais necessarios para fixacdo e coloracao (Diff-Quick e Gram). Para além disso, é
pratica corrente no hospital a realizacdo de um esfregaco sanguineo de cada amostra de
sangue colhida para hemograma e a realizacdo de microhematocrito a parte, dai os
valores serem bastante parecidos. Para além disso, a igualdade de valores de
hemograma e leucograma deve-se ao facto de serem realizados no mesmo dispositivo e

com a mesma amostra de Sangue.

5.1. Analises Laboratoriais
As analises sanguineas e bioquimica sérica constituem o0s meios complementares de
diagndstico mais frequentemente utilizados (15,50 e 21,22%, respectivamente). De
facto, a recorréncia ao laboratério foi constante, com realizacdo e interpretacdo de
hemogramas, leucogramas e analises bioquimicas, preparacdo e observacdo de varios
esfregagos sanguineos e citoldgicos e realizacdo de analises de urina com observagéo de

sedimento ao microscapio.

O hospital veterinario ndo se encontrava equipado para a realizacao de proteinogramas e
analises seroldgicas, pelo que as amostras eram enviadas para um laboratério
especializado através de uma empresa transportadora.

Na tabela 15 estéo representadas as diferentes analises laboratoriais a que foi necessario
recorrer durante o periodo de estagio.
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Tabela 15: Distribuicdo das frequéncias relativas referentes as analises clinicas, n=.735

ACTH — hormona adrenocorticotréfica; TSH — hormona estimulante da tiride ; TSA — teste sensibilidade
a antibioticos

Sanguineas Hemograma 15,32
Leucograma 15,32
Esfregago Sanguineo 14,22
Hematocrito 16,27
Bioquimica Sérica 24,64
Urianalise 11 3,63
Mensuracao
Fenobarbital 0.63
Endocrinologia Estimulagdo ACTH 0,32
Supressdo com doses baixas de
dexametasona 0,16
T4 total + TSH 0,32
Analises seroldgicas Leishmania infantum 1,58
Ehrlichia canis 0,63
Babesia canis 0,47
Rickettsia conorii 0,47
Virus da Raiva 1,26
Dirofilaria immitis 0,63
Proteinograma 2,37
Parasitologia Coprologia 0,79
Analise Bacterioldgica +
0,95

TSA

5.2. Testes dermatolégicos
Os meios complementares de diagnéstico de patologias dermatoldgicas incluem os
testes de primeira linha utilizados numa primeira abordagem as lesdes. A raspagem
cuténea, o tricograma, o teste da fita-adesiva, a ldmpada de Wood e o cultivo fangico

sdo procedimentos basicos que, muitas vezes, podem dar-nos um diagnostico definitivo.
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O tricograma da-nos alguma informacdo acerca da natureza das lesdes, como por
exemplo relativamente ao prurido e ao estadio de desenvolvimento do foliculo piloso.
Se estivermos na presenca de lesdes dermatoldgicas secundarias a um processo
patolégico de origem enddcrina, os pélos vao estar, na sua maioria, em fase telogénica.
Para além disso, a raspagem cutanea permite-nos a identificacdo de infeccbes por
acaros, enquanto o teste da fita-adesiva permite-nos pesquisar quanto a ectoparasitas
adultos, como pulgas e piolhos, ou ovos. Para descartar a hipotese de dermatofitose,
utiliza-se a lampada de Wood e o cultivo fungico. De salientar que nem todos os fungos
emitem fluorescéncia, pelo que a lampada de Wood ndo deve ser utilizada
individualmente para avaliar quanto a presenca de fungos (Foster e Foil, 2008).

O grafico 6 representa a frequéncia relativa de cada teste realizado.

Testes Dermatologicos

B Raspagem

H Tricograma

= Teste fita-adesiva
® Cultivo Fungico

= | dmpada de Wood
= Screening

Gréfico 6: Distribuicdo das frequéncias relativas referentes aos testes dermatoldgicos, n= 64.

5.3. Anatomohistopatologia
A realizacdo de analise citoldgica ou biopsia enquandra-se na anélise de qualquer tipo
de tecido ou fluido. No geral, realizaram-se mais analises citologicas do que biopsias
(total de 89,36 %) . Este facto deve-se a sua facilidade de execucéo, a possibilidade de
obtengdo imediata dos resultados e a colheita de amostras ser relativamente pouco
invasiva. A analise citoldgica é realizada, mais frequentemente, quando se apresenta
uma lesdo do tipo inflamatoria, hiperplasica ou neoplésica, permitindo mesmo, aos
observadores mais experientes, identificar diferentes neoplasias especificas (Radin e
Wellman, 1998). A grande desvantagem desta relativamente a biopsia € a de que nao
permite a observacdo da organizacdo geral das células dentro dos tecidos, sendo por
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isso, por vezes, inconclusiva. O grafico 7 revela a predominancia de analises citologicas
a amostras do conduto auditivo (42%), seguida da puncéo aspirativa por agulha fina,
com 34%).

Anatomohistopatologia

m Citologia Aposicdo

K

m Citologia PAAF

Citologia Conduto
Auditivo

® Histopatologia Biopsia

\ 42%

Gréfico 7: Distribuicdo das frequéncias relativas referentes a anatomohistopatologia, n=47.

5.4. Imagiologia
A imagiologia é dos meios complementares de diagndstico mais solicitados para a
obtencdo de informacdo necessaria ao estabelecimento de um diagndéstico. Segundo a
tabela 16, a técnica de raio-x simples foi a mais executada, estando aqui representados
apenas 0s exames complementares que foram necessarios para a emissdo do diagnostico
definitivo. A estes ainda deveria acrescer todos os realizados ap6s as cirurgias e durante
0 periodo de monitorizacdo da evolucéo.

Tabela 16: Distribuicdo das frequéncias relativas referentes a imagiologia, n= 197 ‘

Ecografia Abdominal 7,61
Obstétrica 1,52

Sumaria 10,15

Raio-x Simples  Abddmen 21,83
Cranio 4,06

Membro Toracico 11,17

Membro Pélvico 15,74

Regido Pélvica 5,08

Torax 20,30

Contraste 2,54
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5.5. Kit de diagnostico rapido
Os Kits de diagnostico répido foram bastante utilizados na prevencgdo e diagnostico de
algumas doengas infecciosas. Os testes de dirofilariose incluem os realizados em
despistes para inicio de prevencdo contra a dirofilariose, sendo também por isso o que

obteve maior expressao nos canideos (32%), como se pode observar no grafico 8.

Kits rapidos de diagndstico

m Dirofilariose
B |_eishmaniose
Ehrliquiose
B Parvovirose

m FeLV/FIV

Grafico 8: Distribuicdo das frequéncias relativas referentes a utilizagdo de kits de diagndstico
rapido,n=63

Os sinais manifestados por um animal com parvovirose associados a histéria clinica e a
um teste positivo de pesquisa de antigénios constituem a base necessaria para
estabelecer um diagndstico forte. Assim, todos 0s animais jovens que apresentavam um
quadro de gastroenterite hemorréagica eram testados para esta doenca, chegando a ser
diagnosticada em animais com aproximadamente 2 anos que ndo haviam sido
vacinados. Desta forma, foram os testes de diagndstico mais utilizados em canideos, a

seguir a dirofilariose, com uma expressao del6%.

Quanto aos felideos, como ja foi referido anteriormente, Olhdo é uma cidade com uma
grande populacdo de gatos vadios e, infelizmente, o nUmero de animais positivos para
FIV elou FeLV cresce cada vez mais. Ao hospital deslocaram-se varios proprietarios
com animais adoptados ou recolhidos da rua, pelo que o teste para despiste destas duas

doencas foi 0 mais utilizado, representando 36% do total.
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A fraca representatividade dos testes de erliquiose e de leishmaniose deve-se ao facto de
que, a maioria dos casos de suspeita de destas doencas, eram confirmados atraves de
andlise seroldgica, e ndo por testes rapidos. O grafico 8 representa a distribuicao relativa

de todos os testes de diagnostico rapido realizados durante o periodo de estagio.

5.6. Outros meios complementares de diagnostico
Na tabela 17 encontram-se descritas algumas técnicas auxiliares de diagnostico que
também sdo importantes e ndo poderiam deixar de ser referidas. O electrocardiograma é
uma delas, realizada tanto em diagnostico de patologias cardiacas, como em
monitorizacdo de tratamentos de dirofilariose ou para avaliacdo de animais antes e

durante a cirurgia.

Os testes auxiliares de oftalmologia também sao indispensaveis em algumas situacdes,
para avaliar a presenca e profundidade de Ulceras da cornea (teste de fluoresceina), ou o

nivel de producdo de lagrima (Teste de Schirmer).

Tabela 17: Distribuicdo das frequéncias relativas a outros meios

complementares de diagndstico, n=50

Funcao Electrocardiograma 36,00
cardiovascular Pressdo Sanguinea 18,00
Oftalmologia Teste de Schirmer 8,00
Oftalmoscopia 10,00
Fluoresceina 20,00
Necropsia 8,00
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Figura 20: Maquina de raio-x (imagem adaptada de
www.inemvet.com)

Figura 21: Maquina de hemograma (imagem
gentilmente cedida por Sara Ferreira)

Figura 23: Consultorio de caes (imagem adaptada de
www.inemvet.com)

Figura 22: Laborat6rio de andlises clinicas (imagem
gentilmente cedida por Sara Ferreira)
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IV. REVISAO BIBLIOGRAFICA: LEISHMANIOSE CANINA

1. INTRODUCAO

A leishmaniose € uma zoonose que continua a crescer e a desenvolver-se na populacéo
canina em Portugal, acarretando graves consequéncias para 0 seu estado de saude e
transformando os nossos animais de estimagdo em potenciais fontes de contaminagéo
para outros animais e para a populagdo humana.

A leishmaniose é um complexo de doengas, a maioria de caracter zoondtico, causado
por varias espécies de protozoarios do género Leishmania. Tem um grave impacto na
satide publica, uma vez que se encontra instalada em 4 dos 5 continentes: Europa, Asia,
Africa e América. A sua distribuicio geografica depende directamente da existéncia e
da densidade populacional do seu vector, dipteros dos géneros Phlebotomus ou
Lutzomyia.

O céo e 0 Homem sdo as espécies mais afectadas por este complexo de doengas, mas a
mesma ja foi descrita em outras espécies, embora com menos frequéncia. Existem mais
de 20 espécies patogénicas para o homem, que podem gerar trés formas clinicas
diferentes: a cutdnea, mucocutanea e a visceral (BRASIL. Ministério da Saude, 2007).
A vertente humana da doenca tem ainda uma agravante. De acordo com a Organizacéo
Mundial de Saide (OMS), o numero de co-infecgdes Leishmania — virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) tem vindo a aumentar drasticamente, ndo s6 em Africa,
mas também no sul da Europa. Este aumento esta associado ndo s6 a imunodeficiéncia
causada pelo HIV que deixa o sujeito mais susceptivel a outras infecgdes, mas também
a problemadtica da toxicodependéncia. O consumo de drogas injectaveis levou ao
aparecimento de um novo ciclo de transmissdo antropondético, em que o vector passa a
ser a seringa (WHO, 2010).

Nos locais onde é endémica a sua prevaléncia é bastante elevada, embora nem todos os
animais infectados desenvolvam sinais clinicos. Esta auséncia de sinais e o elevado
trafego de animais entre paises faz com que, muitas vezes, sejam diagnosticados casos
em paises ndo endémicos (Solano-Gallego et al, 2009; Baneth et al, 2008).

Apesar do parasita ter sido descoberto no inicio do século XX, apenas na década de 90
houve uma notoria melhoria no tratamento e maneio clinico desta doenga, com o
desenvolvimento de métodos de diagndstico mais sensiveis e especificos, assim como a
descoberta de protocolos de tratamento mais eficazes e um controlo da doenga mais
apertado (Corrales e Moreno, 2006; Solano-Gallego et al, 2009).
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2. ETIOLOGIA E TRANSMISSAO

O agente etiologico da leishmaniose € um protozoario flagelado pertencente a familia
Trypanosomatidae. S&o parasitas obrigatorios das células do sistema reticulo endotelial
e tém duas formas principais: promastigota e amastigota. A primeira forma é fina, curta
e flagelada e corresponde a fase de multiplicacdo extracelular no interior do tracto
digestivo do vector. A segunda tem uma forma oval e corresponde a fase intracelular
que afecta os macréfagos do hospedeiro vertebrado, porém é néo flagelada (Guaguére et
al, 2008).

2.1. HOSPEDEIROS RESERVATORIOS

Sao varias as espécies de mamiferos que funcionam como reservatdrio deste parasita e
que sdo responsaveis pela perpetuacdo desta doenca. No entanto, para além do Homem,
o animal mais afectado pela leishmaniose € o cdo, uma vez que a maioria das outras
espécies estd bem adaptada a Leishmania e, por isso, ndo chega a desenvolver doenca
clinica.

Outras espécies susceptiveis sdo os canideos selvagens, mas o seu papel no ciclo de
transmissdo ainda se encontra em debate. De qualquer forma, existe a hipotese de que
estes mantenham um ciclo de transmisséo selvatico independente do cdo domeéstico.
Entretanto, a doenca ja foi descrita em outras espécies como gatos, cavalos e pequenos

roedores (Gramiccia e Gradoni, 2009).

2.1.1.0 papel do cdo como reservatorio

A elevada susceptibilidade a infeccdo e a proximidade afectiva que existe entre a
espécie humana e os caes, torna estes no principal reservatorio de Leishmania infantum
para 0s primeiros.

Uma vez infectados, a evolugédo da doenca pode ocorrer de duas formas: os animais tém
uma resposta imunitaria que Ihes concede resisténcia e permanecem clinicamente saos,
ou entdo a resposta imunitéaria ndo é efectiva e comegcam a manifestar sinais clinicos de
leishmaniose. Independentemente da forma como a infeccdo progride, 0os animais

passam a ser fontes de infeccao para os vectores, mesmo que nao apresentem sinais.

Né&o existe predisposicdo em termos de genero, mas pode haver alguma predisposicao
genética relacionada com polimorfismos do gene Sicllal (gene que controla a
replicacdo dos parasitas intracelulares através de alteracdes do ambiente dentro do

fagossoma) (Sanchez-Robert et al., 2008) ou de moléculas de histocompatibilidade
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maior de classe Il (MHC-II). Ainda que todos os animais possam desenvolver um
quadro clinico de infeccdo, racas como Boxer, Pastor Alem&o, Doberman Pinscher,
Cocker Spaniel e Foxhound tém maior susceptibilidade, ao passe que o Podengo
Ibicenco mostra ser resistente (Sanchez-Robert et al, 2008; Solano-Gallego et al, 2009).
A idade também é um bom indicador para o risco de infeccdo. A prevaléncia em idades
até aos trés anos € mais elevada, descendo gradualmente nos anos que se seguem até
que, aos 7-8 anos, tem um novo pico (Solano-Gallego et al., 2009).

O grau de susceptibilidade esta relacionado, ainda, com o estilo de vida do hospedeiro e
com a densidade populacional do vector. Em geral cdes que vivem em ambientes rurais
e que passam a maior parte do tempo no meio exterior estdo mais expostos a picada de
flebotomideos do que aqueles que vivem em centros urbanos e que passam grande parte

do tempo em casa (Moreno e Alvar, 2002).

2.2. VECTOR

Os principais vectores responsaveis pela transmissao da leishmaniose sdo os dipteros
dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. S&o insectos pequenos com cerca de 1-2 milimetros, de pernas e pecas
bucais longas, corpo piloso e antenas erectas. Embora sejam também encontrados em
regibes de climas amenos, a maioria das espécies tem distribuicdo tropical ou
subtropical. Podem ser encontrados em diferentes habitats, desde desertos, a florestas e
habitats peri-urbanos, escolhendo sempre para nicho locais escondidos e com
abundancia de detritos organicos, como tocas de animais, fendas em rochas e muros,
bases e buracos em troncos de arvores, adegas e abrigos de animais domésticos.

Sao fracos voadores, pelo que a distancia que percorrem entre o abrigo e a refeigdo é,
geralmente, curta (Beaty et al, 1996).

Apenas a fémea é hematdfaga, realizando multiplas refei¢cGes ao longo da vida e, uma
vez infectada, inocula parasitas o resto da vida. Tem fraca selectividade, alimentando-se
do sangue de quase todas as especies de mamiferos de sangue quente, assim como de

alguns passaros. A sua actividade ocorre principalmente durante a noite e crepusculo.

Ao alimentar-se corta a pele e 0s vasos sanguineos do hospedeiro para que se forme um
acumulado de sangue na regido, a0 mesmo tempo que injecta a sua saliva, que contém
propriedades anti-hemostaticas, vasodilatadoras (Lerner et al., 1991) e

imunomoduladoras. Sabe-se hoje em dia que estas propriedades da saliva dos
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flebotomideos potenciam a infeccdo por Leishmania, quer por inibicdo de algumas
células do sistema imune, ou por modulacdo do ambiente de citoquinas (Giunchetti et
al, 2008a). A tabela 18 enumera os efeitos conhecidos da saliva dos flebotomideos.

Tabela  18:  Propriedades  anti-hemostatica, vasodilatadora e

imunomoduladora da saliva de dipteros vectores de leishmaniose.
(informacéo extraida de Cavalcante, et al, 2003; Lerner, et al, 1991 e Titus,

et al., 2006)
NO — o6xido nitrico; H2O, — peroéxido de hidrogénio; IFN-y — interferao
gama; IL- interleucina.

Anti-hemostética Inibe a agregacéo plaquetaria
Inibe a coagulacéo
Vasodilatadora
Imunomoduladora Inibe a activacdo de Linfécitos T
Inibe a activacdo de macréfagos
Inibe a produc¢éo de NO/H,0,
Inibe a produgéo de IFN-y, IL-12,
Estimula a producédo de IL-4, IL-6,
IL-10

Inibe o sistema complemento

A sua participagdo no ciclo de vida da Leishmania é necesséria, uma vez que é no seu
intestino que ocorre a transformacéo das formas amastigotas em promastigotas (forma
infectante) (Beaty et al, 1996). O epitélio intestinal destes vectores contém galectinas
que se ligam as moléculas de lipofosfoglicanos (LPG) da superficie dos promastigotas
nectomonas, impedindo-os de serem eliminados com o resto do alimento digerido
(Niederwieser, 2004; Silva S.M., 2007).

Existem, no entanto, algumas zonas do mundo onde a leishmaniose continua a
aumentar, mesmo havendo registo de uma baixa taxa de infeccdo nos flebdtomos. Isto
abre a possibilidade de envolvimento de outros mecanismos de transmissdo. No sentido
de atingir o maior conhecimento possivel acerca do ciclo de transmissdo desta doenca,
tém sido realizados alguns estudos para tentar averiguar a possibilidade de

envolvimento de outros ectoparasitas. Alguns revelam a susceptibilidade e capacidade
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de infeccdo de algumas carragas (Coutinho et al., 2005) e pulgas (Coutinho e Linardi,

2007) em meio laboratorial, mas ndo provam que 0 mesmo ocorra no meio natural.

Para além disso, outras formas de infeccdo foram também ja abordadas, como o
contacto directo na presenca de feridas cutaneas abertas, transmisséo transplacentaria e
0 contacto com produtos sanguineos de animais infectados (Solano-Gallego, et al,
2009).

3. EPIDEMIOLOGIA

Durante anos a leishmaniose foi uma doenca ignorada, € 0 seu impacto em saude
publica subestimado. No entanto, 0 aumento continuo do nimero de novos casos, tanto
na espécie humana como nos canideos domésticos, foi um factor que despertou para a
importancia desta doenca. A OMS estima que ocorram por ano 1,5 a 2 milhGes de novos
casos de leishmaniose humana, embora apenas cerca de 600.000 sejam oficialmente
registados.

Em medicina veterinéria, a importancia da leishmaniose reside no facto de ser uma das

zoonoses com maior mortalidade canina a nivel mundial (Solano-Gallego et al, 2009).

A transicdo desta doenca das zonas rurais para as urbanas deveu-se, em muito, as ac¢oes
de desflorestacdo por parte da espécie humana para o alargamento dos centros urbanos
(Amobra et al, 2009). A medida que essas zonas foram habitadas, iniciou-se um contacto
directo com locais naturais de reproducdo dos flebotomideos, assim como com

reservatorios selvagens.

A distribuicdo geografica das diferentes espécies de Leishmania esta intimamente ligada
com a distribuicdo geogréfica das espécies de vector, uma vez que cada espécie de
Leishmania é compativel apenas com alguns dipteros. Com efeito, existe uma
especificidade elevada na relagdo parasita — vector, uma vez que o desenvolvimento do
primeiro esta dependente da existéncia de receptores especificos no tracto digestivo do
segundo. A existéncia desses receptores no vector é que vai impedir a eliminagdo do
parasita com o resto da refeicdo sanguinea (Solano-Gallego et al., 2009). N&o quer isto
dizer que os parasitas ndo consigam desenvolver-se dentro dos outros vectores, mas sim
que acabam por ser eliminados junto com o alimento digerido (Niederwieser, 2004).

Existem, no entanto, algumas espécies de vectores menos selectivas, que se adaptam a

mais do que uma espécie do parasita.

Universidade de Evora
2010

37



EVO?

Relatério Final de Estagio - Medicina Interna e Cirurgia de Animais de Companhia

Na tabela 19 estdo descritas as espécies de Leishmania passiveis de infectar canideos

domesticos associadas ao vector, hospedeiros reservatorios e area geogréfica.

Tabela 19: Distribuicdo geogréfica das espécies de Leishmania responsaveis pela leishmaniose canina, com

respectivos hospedeiros e vectores (informacdo obtida a partir de: Mehlhorn, 2008b ; Solano-Gallego et al.
2009; Mufioz e Davies, 2006

Leishmania infantum Caes Bacia mediterranica Phlebotomus perniciosus
Phlebotomus ariasi

Sul da Asia, Irdo, Arménia,
Afeganistdo
Asia central, China Phlebotomus chinensis

Phlebotomus kandelakii

Phlebotomus alexandri
Leishmania chagasi Caes, gatos e raposas  Centro e sul da América Lutzomyia longipalpis
Lutzomyia evansi
Leishmania donovani Cées e raposas Este de Africa Phlebotomus orientalis
Phlebotomus martini
Leishmania tropica Caes e roedores Norte de Africa Phlebotomus sergenti
Phlebotomus arabicus

Leishmania braziliensis Caes e Roedores Centro e sul da América Lutzomyia wellcomei, Lutzomyia
spinicrassa
Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
yucumensis
Lutzomyia carrerai, Lutzomyia
llanosmartinsi
Lutzomyia ovallesi, Lutzomyia

intermedia
Lutzomyia gomezi, Lutzomyia
trapidoi
Lutzomyia ylephiletor, Lutzomyia
umbratilis
Leishmania peruviana Caes Andes do Peru Lutzomyia peruensis, Lutzomyia
verrucarum
Lutzomyia ayacuchensis
Leishmania panamensis ~ Cdes, preguicas América central Lutzomyia trapidoi, Lutzomyia
ylephiletor
Lutzomyia gomezi, Lutzomyia
panamensis

Lutzomyia hartmanni

3.1. DISTRIBUIQAO MUNDIAL DA LEISHMANIOSE
Uma estimativa baseada em estudos de seroprevaléncia em Espanha, Italia, Greécia,
Franca e Portugal revela que cerca de 2,5 milhdes de cées estdo infectados nestes paises.
E fundamental que se criem formas ndo s6 de controlar a doenca dentro dos paises
endémicos, mas também de impedir que esta se propague ainda mais e venha a criar
novos focos em areas ndo endémicas. No entanto, ndo é uma tarefa facil, uma vez que

se trata de um parasita que, frequentemente, ndo desenvolve doenga clinica no
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hospedeiro. Na verdade, existem estudos desenvolvidos que demonstram a maioria dos
animais infectados permanecem clinicamente assintomaticos durante muito tempo
(Moreno e Alvar, 2002; Solano-Gallego et al, 2009). Estes portadores assintomaticos
continuam a ser fontes de infeccdo para os vectores, o que associado ao elevado transito
de animais do norte para o sul da Europa (e vice-versa) os torna numa preocupante fonte
de propagacédo do parasita dentro da Uni&o Europeia (UE). A formacéo de novos focos
endémicos pode ocorrer em locais em que a populacao de dipteros seja suficientemente

densa.

A leishmaniose canina estende-se a cerca de 50 dos 80 paises onde a leishmaniose
humana esta presente. Afecta principalmente trés areas geogréficas: Brasil, China e 0s
paises da bacia mediterranica (Corrales e Moreno, 2006), embora a area abrangente seja
bastante maior. Paises do norte e centro de Africa, centro e sul da América, India,
Bangladesh e Nepal sdo também considerados areas de risco de infeccdo. Para além
disso, a area endémica esta a estender-se para norte, havendo focos endémicos ja no
centro de Franca, Alemanha (Guaguére et al, 2008), Alpes (Maroli et al., 2008) e em
alguns estados dos Estados Unidos da América (EUA) (Foster e Foil, 2008; Scott et al,
2002).

3.2. LEISHMANIOSE EM PORTUGAL
Como ja anteriormente foi referido, Portugal, ao pertencer ao conjunto dos paises da
bacia mediterranica, representa um dos principais focos endémicos de leishmaniose
canina. As espécies de fleb6tomos existentes em Portugal que desempenham a funcgéo
de hospedeiro intermediario para esta doenca sdo o Phlebotomus perniciosus e o
Phlebotomus ariasi. As temperaturas amenas (15-20° célsius) e os indices de humidade
relativa moderados que se fazem sentir no pais reinem as condi¢cfes ideais para o
desenvolvimento destes dois dipteros, o que faz com que esta doenca seja endémica em
grande parte do territério continental. No entanto a prevaléncia de cada zona endémica
varia, uma vez que as caracteristicas climaticas ndo sdo constantes de distrito para
distrito. Um estudo realizado no municipio do Alijé mostrou uma discrepancia relevante
entre as seroprevaléncias registadas nas freguesias localizadas mais a norte e as do sul,
tendo sido mais elevadas no segundo caso. Esta diferenca associa-se ao facto de as
temperaturas médias serem mais baixas nas freguesias mais a norte, 0 que condiciona o

desenvolvimento da populacao de vectores nessa area (Cardoso et al., 2004).
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Em Portugal, sdo consideradas areas endémicas as regides de Tras-os-Montes, Lisboa,
Settbal, Cova da Beira, os concelhos de Lousé e Evora e 0 Algarve. A figura 24 resume
um estudo realizado pelo Observatorio Nacional de Leishmaniose (ONLEISH) que foi
complementado com informacdo de alguns estudos de seroprevaléncias anteriormente

efectuados.

o Concelho de Mesdo Frio
15% em 1989 o Concelho da Lousa
6,2% em 1994

o Concelho de Santa Marta
de Penaguido

9,4% em 1989

0 Concelhos de Santarém
e Alcanena
10,3% em 200¢

€) Concelho de Alijé
10% em 1986 /87
12,4% em 1988/89
18,7% em 2000

0 Distrito de Lisboa
5,2% em 1981
19,2% em 2003

(D Distrito de Setiibal
7,8% em 1981/86

21,3% em 2003

o Concelho de Tabuago
6,5% em 1996

© Concelho de Peso da Régua
10% em 1989

20,4% em 1999

@ Concelno de Evora
3,9% em 1991
9.4% em 1999/00

0 Regido da Cova da Beira
Concelhos do Funddo, Covilhd
e Belmonte

12,5% em 2005

P Concelho de Loulé

7% em 1994

@ Distrito de Faro

7% em 1993/94

Figura 24: Mapa da prevaléncia da leishmaniose canina em Portugal (adaptado de: www.onleish.org)

Embora ndo possa haver uma comparacgéo directa entre os diferentes concelhos/distritos,
uma vez que os estudos foram efectuados em alturas diferentes (periodo varia de
1993/94 até 2006) e, muito provavelmente, com testes seroldgicos diferentes, ainda
assim nota-se um aumento significativo nas seroprevaléncias dos concelhos/distritos em
que se efectuaram mais do que um estudo. Isto pode levar-nos a crer que os valores de

seroprevaléncia estimados ha mais tempo podem j& ndo reflectir a situacdo no momento.
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4. CICLO DE VIDA

Figura 25: Ciclo de vida da Leishmania (adaptado de: http://www.who.int/tdrold/diseases/leish/lifecycle.htm)

A transmissdo da-se através da picada de flebotomideos que, ao alimentarem-se de
animais infectados, vao ingerir também as formas amastigotas que se encontram nos
macrofagos (1). Uma vez dentro do tracto digestivo, levam cerca de 12 — 18 horas a
transformarem-se em pequenas formas ovdides e com pouco movimento -
promastigotas prociclicos - que iniciam uma fase de multiplicacdo por divisao binaria
que dura entre 30 a 60 horas. Toda esta primeira fase ocorre dentro de uma matriz
peritrofica (MP) segregada pelo epitélio do intestino médio do vector. Apoés essa fase de
multiplicacdo ocorre uma transformacdo em formas alongadas, finas e com relativa
mobilidade — nectomonas — que aderem através do flagelo as microvilosidades do
intestino médio. A forma infectante (promastigotas metaciclicos) é atingida cerca de 7
dias depois, altura em que se desloca até a faringe e probdscide do vector que, ao
alimentar-se novamente, vai inocular as formas infectantes num novo hospedeiro (2)
(Mehlhorn, 2008b; Silva F.S., 2007).

Ao entrar no organismo do hospedeiro os parasitas sdo fagocitados pelos macrofagos
(3) e, dentro de vacUolos parasitéforos, iniciam o processo de transformacdo na sua
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forma amastigota. Uma vez atingida essa forma iniciam novamente uma fase de
multiplicacdo por divisdo binéria até que o macréfago rompe e liberta os amastigotas (4)
na circulagdo sanguinea, comecando um novo ciclo de infeccdo de macrofagos.
(Mehlhorn, 2008b)

5. RESPOSTA IMUNE

A evolugdo e a severidade da infeccdo no hospedeiro dependem directamente da
resposta imune especifica do hospedeiro. Se 0s mecanismos de defesa activados forem
eficazes, o animal permanece resistente a doenca e acaba por eliminar o parasita, caso
contrario vai haver dissemina¢do da infeccdo por incapacidade de reaccdo do sistema
imunitério e desenvolvimento de doenga clinica.

Em geral, nos cdes com resisténcia a infeccdo predomina uma resposta do tipo celular,
enguanto nos animais susceptiveis predomina a imunidade humoral (Solano-Gallego,
2001). O tipo de resposta desencadeado depende do perfil de producdo de citoquinas
que, por sua vez, varia consoante a constituicdo genética do hospedeiro, a viruléncia do

parasita, o tamanho do indculo e factores inerentes ao vector (Larangeira, 2008).

As células do sistema imunitario inato presentes no local da inoculacdo dos parasitas
(principalmente macrofagos e células dendriticas) vao ser responsaveis pelo
desencadeamento da resposta imunitaria. Quando reconhecem a Leishmania, vao
fagocita-la e, uma vez activadas, produzem citoquinas que vao atrair outras células do
sistema imune (macro6fagos, neutrofilos e células natural killer - NK). Os promastigotas
qgue ndo conseguem atingir o meio intracelular sdo destruidos pelos neutrofilos, pelas
células NK ou pelo sistema de complemento. Os promastigotas, ao ligarem-se a
proteinas do sistema de complemento, activam-nas e iniciam uma cadeia de
mecanismos de clivagem que culmina com a activagdo do complexo de ataque
membranéario (MAC), e consequente destruicdo dos parasitas (BRASIL. Ministério da
Saulde, 2007; Peixoto, 2009).

Uma vez dentro dos macréfagos, os parasitas permanecem dentro de vacuolos
parasitoforos, onde conseguem transformar-se e replicar-se gragas aos seus mecanismos
de evasdo. Ao mesmo tempo, as células de Langerhans infectadas vao transportar os
parasitas até aos linfonodos de drenagem e desempenhar uma funcdo de células

apresentadoras de antigénio (APC) aos linfocitos T imaturos, que vao posteriormente
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migrar até aos tecidos lesados, iniciando-se a resposta imunitaria secundaria (BRASIL.
Ministério da Saude, 2007).

A capacidade de resisténcia a infeccdo encontra-se associada a um predominio na
activacdo de linfocitos Theiper 1 (Th1) CD4", produtores de citoquinas como o interferdo
gama (IFN — v), a interleucina 2 (IL — 2) e o factor de necrose tumoral alfa (TNF- o).
Por outro lado, a susceptibilidade & doenga encontra-se associada a um predominio na
activacdo de linfdcitos Theiper 2 (Th2) CD4" (Baneth et al., 2008).

Para alem disso, o estado nutricional, a existéncia de outras infec¢des, a viruléncia do
parasita e a prévia exposicdo ao organismo Leishmania, sdo também factores

importantes que determinam a manifestacdo ou ndo de doenca (Alvar et al, 2004).

5.1. RESPOSTA IMUNE EFECTIVA

De acordo com varios autores, 0s animais assintomaticos apresentam altos niveis de
producdo de linfécitos especificos, uma forte reac¢do de hipersensibilidade retardada e
niveis de anticorpos variaveis (Niederwieser, 2004; Papa, 2007; Peixoto, 2009; Solano-
Gallego, 2001).

Uma resposta protectora é uma resposta gerada por linfocitos Thl CD4". Para que se
desencadeie uma resposta deste tipo, é necessaria a inclusdo de alguns dos parasitas
inoculados, por parte das APC (macréfagos e células dendriticas). Uma vez infectadas,
estas células iniciam a producdo de IL- 12 e, a0 mesmo tempo, vdo expressar 0S
determinantes antigénicos através do MHC Il (Larangeira, 2008; Silva F.S., 2007). Os
linfocitos T CD4" véo reconhecer os antigénios e, num ambiente dominado pela IL- 12,
vio diferenciar-se em linfocitos CD4" Thi. Estes linfdcitos estdo associados & activacio
de macrofagos atraves da producédo de IFN- y, TNF - a e IL — 2 (Larangeira, 2008;
Solano-Gallego, 2001).

Os macrofagos, uma vez activados, Vo iniciar uma série de reacgdes quimicas com
producdo de substancias toxicas para 0s agentes patogénicos, como o ido superoxido,
peroxido de hidrogénio e oxido nitrico (NO).

Ao mesmo tempo, a IL-12 vai aumentar a citotoxicidade das células NK, que séo
também produtoras de IFN — vy (Solano-Gallego, 2001; Papa, 2007).

O IFN — v, para além da activacdo dos macréfagos, ¢ ainda responsavel pela regulacdo

dos niveis de 1L-12 e pela supressdo dos linfocitos Th2 CD4" (Solano-Gallego, 2001).
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Existe alguma participacdo dos linfocitos T CD8" na resposta celular, mas os seus
beneficios centram-se, principalmente, na producdo de IFN — vy. (Papa, 2007) No
entanto, 0s animais resistentes mostram um aumento significativo desta populacdo de
linfdcitos, assim como ha uma relacéo inversamente proporcional entre os niveis destas

células e a carga parasitaria (Reis et al., 2006).

Os titulos de anticorpos neste tipo de resposta sdo variaveis mas a IL-2, entre outras
funcdes, é responsavel pela activacdo de linfocitos B e pela producdo de
imunoglobulinas G2a (IgG2a) (Nieto et al., 1999; Papa, 2007; Solano-Gallego, 2001).

5.2. RESPOSTA IMUNE NAO EFECTIVA

Quando o sistema imunitario especifico é activado, ndo ocorre activacdo individual dos
linfécitos Thl ou Th2. Existe um equilibrio entre os dois subgrupos, uma vez que ha
producdo de citoquinas activantes e supressoras da resposta celular. Por algum motivo,
ocorre uma sobreposicao da supressao relativamente a indugdo da resposta celular que
leva a persisténcia da infeccdo (Peixoto, 2009). Desta forma, animais que apresentam
doenca activa tém elevados titulos de anticorpos mas baixa proliferacdo de linfocitos
especificos contra Leishmania nem reac¢do de hipersensibilidade retardada.

O mecanismo pelo qual existe esta supressdo da resposta efectora ndo é muito bem
conhecido. Alguns estudos apontam para o papel dos linféfictos T reguladores (Treg)
CD4+ e CD25+ na supressdo da resposta Thl (Palatnik-de-Sousa, 2008). Actuam
através da produgdao de factor de transformagdo do crescimento B (TGF — B), que
suprime todo o sistema imune, mas parece ser menos efectivo na supressao da resposta
Th2. Simultaneamente, os linfécitos Treg vao libertar 1L-10 que actua em sinergismo

com 0 TGF — B na supressao da resposta Th1 (Liew, 1983).

Na presenca de IL-4 ocorre diferenciagdo dos infocitos T CD4" no subgrupo Th2, com
consequente producdo de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF — .

As citoquinas IL-10, IL-13 e o TGF-B vao inibir a diferenciagdo e proliferacdo de
linfécitos Thil, inactivando os macrofagos, ao passo que a IL-4 também desempenha a
mesma funcdo mas devido ao efeito supressor que tem sobre o IFN —y.

Por outro lado, as interleucinas 4 e 5 vao estimular a proliferacéo e diferenciacdo dos
linfocitos B e a produgdo de imunoglobulinas, activando a resposta humoral. As

imunoglobulinas (Ig) mais produzidas sdo a E e a G1 (Solano-Gallego, 2001).
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Embora a presenca de anticorpos anti- Leishmania ndo possa ser conclusivo acerca da
evolucdo da doenga, alguns estudos revelam uma correlagdo entre os niveis de IgG1 e o
aparecimento de sinais clinicos (Nieto et al, 1999).

6. PATOGENIA

Quando o organismo de um ser vivo € invadido por um agente patogénico, inicia-se
uma sequéncia de reac¢des que evoluem no sentido de destruir esse agente. Para que a
Leishmania se consiga instalar no organismo e multiplicar-se, necessita de uma série de

mecanismos de evasao a essas respostas naturais do hospedeiro.

Existem dois grupos de moléculas parasitarias envolvidas no processo infeccioso da
doenca: as de superficie e as intracelulares. O primeiro grupo € constituido
principalmente por moléculas de LPG, a glicoproteina 63 (gp63) (ou protease de
superficie de promastigota), as quitinases e as fosfatases, sendo este grupo fundamental
nos mecanismos de invasdo e evasdo do hospedeiro. O segundo grupo é constituido
pelas histonas, proteinas de choque térmico e proteinas ribossémicas que, ao contrario
das primeiras, necessitam que haja destruicdo do parasita para que possam ser

processadas pelo sistema imunitario (Peixoto, 2009).

6.1. MECANISMOS DE EVASAO NO VECTOR
A enzima quitinase, produzida pelos promastigotas nectomonas, rompe a MP e liberta-
0s no limen intestinal do vector, evitando a sua eliminacdo junto com o restante
alimento.
Complementando a accéo desta enzima, as moléculas de LPG (componentes abundantes
da superficie dos promastigotas) funcionam como ancora e ligam os parasitas ao

intestino do vector, impedindo desta forma a sua eliminacdo (Niederwieser, 2004).

6.2. MECANISMOS DE EVASAO EXTRACELULAR
Aquando da transformagdo em promastigotas metaciclicos ocorrem alteracbes na
composicao das moléculas de LPG que impedem a ligacdo do MAC.
Para além disso, asgp63 de superficie fazem a clivagem da proteina C3b do
complemento na sua forma inactiva C3bi, que actua como opsonizante e se liga ao
receptor do complemento CR3 nos macrdéfagos, facilitando a fagocitose sem que haja

activacdo do complemento (Castellano, 2005; Larangeira, 2008).
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6.3. MECANISMOS DE EVASAO INTRACELULAR
O LPG inibe a proteina quinase C e impede a sua translocacdo até a membrana
plasmética. Esta constitui uma enzima chave para 0 mecanismo de destruicdo por

explosdo oxidativa (Castellano, 2005).

Supde-se, ainda que ndo esteja provado, que as moléculas de LPG inibem a fusdo do
fagossoma ao lisossoma, protegendo o promastigota da ac¢éo das enzimas proteoliticas
e do pH &cido lisossomal. No caso de esta inibicdo falhar, a gp63 é responsavel pela

inactivacao das mesmas enzimas (Larangeira, 2008).

Os amastigotas possuem varias enzimas de superficie que impedem o mecanismo de
explosdo oxidativa, como a superédxido dismutase (que combina os radicais superoxido
formando oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio) e a catalase (que degrada o

peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua) (Rodriguez, 2003).

O LPG e moléculas de glicoinositolfosfolipido (GIPL) inibem de forma selectiva a IL-
12 produzida pelos macréfagos. Ao controlar a expressdo desta citoquina (principal
indutora da producdo de IFN-y ¢ da diferenciacdo dos linfocitos T), o parasita vai
impedir o desenvolvimento de uma resposta imune efectiva (Castellano, 2005).

AS GPlIs (proteinas ancoradas via glicofosfatidinositol) como a gp63 tém a capacidade
de clivar as MHC classe Il, diminuindo a sua expressdo na superficie das APCs
(Larangeira, 2008).

Por Gltimo, a Leishmania tem a capacidade de inibir a expressdo da molécula B7-1
presente na membrana do macréfago. Esta molécula tem uma funcdo co-estimulatoria
necessaria para a apresentacdo aos linfocitos Th imaturos, ligando-se a proteina CD28
presente na membrana dos linfocitos Th e estimulando a sua diferenciacéo (Castellano,
2005; Larangeira, 2008).

7. SINAIS CLINICOS

A leishmaniose é uma doenca sistémica que manifesta sinais de acordo com o0s 0rgaos
afectados. Uma vez inoculada na pele, a Leishmania é transportada até aos érgdos do
sistema reticuloendotelial, como os linfonodos e o baco. A partir daqui disseminam-se,
por via linfatica ou sanguinea, até ao figado e rins, atingindo depois os outros tecidos,
dos quais se destacam a pele, os olhos e a medula dssea.

O quadro clinico é muito variavel devido a multiplicidade dos mecanismos patogénicos

e a individualidade das respostas imunitarias (Corrales e Moreno, 2006).
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As manifestacbes clinicas podem ser classificadas segundo dois grandes grupos:
cuténeas ou viscerais. No entanto, ao contrario dos humanos, ndo existe uma verdadeira
divisdo entre as duas formas, sendo frequente a manifestagcdo de ambos os tipos de leséo
em simultaneo (Silva F.S., 2007).

No inicio da manifestacdo da doenca o animal apresenta um quadro de sindrome geral
inespecifico, manifestando perda de peso progressiva, astenia, febre, atrofia muscular
(sobretudo nos masculos temporal e masséter), anorexia e linfadenomegalia localizada
ou generalizada (Corrales e Moreno, 2006). Esta hiperplasia ganglionar deve-se ndo s
ao aumento do tamanho e do numero de foliculos linfoides, mas também a hipertrofia e

hiperplasia dos macrofagos medulares (Baneth et al., 2008).

Dentro das manifestacdes cuténeas, podemos ter manifestagcOes cuténeas localizadas
ou generalizadas.

A manifestacdo cutanea localizada de leishmaniose corresponde ao botdo de inoculacdo
(figura 26), que é uma lesdo priméria que ocorre no local de multiplicacéo inicial do
parasita. Consiste numa lesdo assimétrica, ndo pruritica e que aparece aos 20 dias de
infeccdo. A sua evolucdo passa por trés fases: lesdo eritemo- escamosa, seguida de lesdo
Ulcero-crostosa e lesdo pré-cicatricial. As zonas mais comuns correspondem as zonas do
corpo com menos pélo, como o pavilhdo auricular, labios e zona abdominal (Corrales e
Moreno, 2006; Guaguére et al, 2008).

As lesbes dermatoldgicas generalizadas ocorrem devido a disseminagdo organica do
parasita. Observa-se frequentemente dermatite esfoliativa com alopécia, formacdo de
Ulceras crénicas nas zonas das orelhas e olhos (figura 27), transi¢des mucocutaneas,
proeminéncias 6sseas e almofadas plantares, despigmentacdo nasal (figura 28),
hiperqueratose e onicogrifose (figura 29) (Guaguére et al, 2008; Silva F.S., 2007).
Menos frequentemente podem observar-se formas nodulares e pustulares da doenca
(Guaguére et al, 2008). A primeira € caracterizada pelo aparecimento de nodulos
pequenos, ulcerados ou ndo, indolores e ndo pruriticos nas zonas com pouco pélo.
Ocorrem mais frequentemente em ragas de pélo curto como o Boxer (Guaguére et al,
2008). A forma pustular é caracterizada por uma erupcdo generalizada com lesdes
semelhantes a foliculite bacteriana mas com pustulas estéreis (Corrales e Moreno,
2006).
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Figura 26: Botdo de inocula¢do no pavilhdo auricular
de canideo com leishmaniose. (adaptado de:
aristocao.com)

Figura 27: Alopécia periocular com formagéo de Glceras em
canideo com leishmaniose. (adaptado de:
lucianodinizvet.blogspot.com)

Figura 29: Onicogrifose em canideo com leishmaniose.

Figura 28: Despigmentacéo e tlcera do plano nasal em :
g P9 6a0 e U f (adaptado de: Flickr.com)

canideo com leishmaniose (adaptado de: Flickr.com)

As alteracBes histopatoldgicas da pele correspondem a um infiltrado inflamatorio
composto por macréfagos, com alguns linfocitos e células plasmaticas. Foram descritos
nove padrdes inflamatérios cutaneos associados a leishmaniose, sendo os trés mais
comuns a perifoliculite granulomatosa, a dermatite perivascular superficial e profunda e
a dermatite intersticial (Solano-Gallego et al., 2009). Os restantes padrdes descritos sdo
a dermatite de interface liquenodide, a dermatite nodular, a paniculite lobular, a foliculite
supurativa e a dermatite pustulosa intraepidémica (Scott, Miller e Griffin, 2002).

As manifestacOes viscerais estdo dependentes dos 6rgaos afectados e do grau de lesdo

desses 0rgéos.
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A afeccdo renal ocorre em quase todos os cées infectados com leishmaniose, incluindo
0s animais assintomaticos. Alguns estudos chegam a identificar lesGes histoldgicas em
100% dos animais avaliados (Solano-Gallego et al, 2009). A deposicdo de
imunocomplexos nos glomérulos provoca uma glomerulonefrite, inicialmente de
caracter agudo, mas que pode evoluir para um sindrome nefrético ou mesmo uma
insuficiéncia renal (Corrales e Moreno, 2006). O aumento da creatinina e da ureia
séricos sO ocorre quando a maioria dos nefronios estdo afectados (Baneth et al., 2008).
A insuficiéncia renal cronica é a principal causa de morte em cdes com leishmaniose
(Solano-Gallego et al, 2009).

Os parasitas multiplicam-se nas células de Kupffer provocando lesdo dos hepatdcitos e,
consequentemente, uma hepatite cronica activa e, ocasionalmente, hepatomegalia,

vomitos, polidria/polidipsia e ascite (Corrales e Moreno, 2006; Noli, 1999).

A esplenomegalia varia de ligeira a intensa, e pode nem sempre estar presente (10-53%
dos casos). E provocada pelo aumento do nimero de mondcitos e macrofagos
parasitados e por alteracdes na estrutura da microcirculacdo causadas pelos parasitas.
Para além disso, observa-se uma desorganizacdo da estrutura da polpa branca e

diminuicdo da zona cortical, que se encontra intensamente parasitada.

As oftalmopatias sdo, muitas vezes, o primeiro sinal aparente da doenga. Envolvem,
maioritariamente, o segmento anterior do olho, como por exemplo a dermatite peri-
orbitaria com blefarite associada, queratoconjuntivite seca (devido a accdo destrutiva
dos parasitas nos ductos lacrimais, causando retencdo e diminuicdo da producdo de
lagrima), conjuntivite granulomatosa e uveite anterior. Outras alterages menos comuns
sdo 0 descolamento da retina e/ou hemorragias retinianas secundarias a hipertensao
arterial (Noli, 1999; Solano-Gallego et al., 2009).

A atrofia muscular progressiva deve-se ao desenvolvimento de polimiosite cronica
caracterizado pela presenca de amastigotas nas células musculares e depositos de 19G
no tecido muscular (Baneth et al, 2008).

Os animais apresentam-se, por vezes, com poliartrites erosivas e ndo-erosivas, em que
0s 0ssos envolvidos revelam lesdes de ostedlise a nivel cortical e medular (Baneth et al,
2008).
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Em 6-10% dos casos observa-se epistaxis, geralmente
unilateral (figura 30) (Baneth, et al, 2008). Esta
manifestacdo resulta da presenca de lesdes ulcerativas
na mucosa nasal associado a deficiéncia na

coagulagdo. .

A lesbes respiratorias ndo sdo frequentes em animais
com leishmaniose, mas encontram-se descritas. O
processo inflamatorio pulmonar pode desenvolver-se

segundo dois mecanismos. Um é consequente da

imunossupressdo causada pela doenga, que leva ao

Figura 30: Epistaxis em canideo com

desenvolvimento de pneumonias por infecgdes leishmaniose causada por Leishmania
infantum (adaptado de Flickr.com)

bacterianas oportunistas (Silva F.S., 2007). O outro

mecanismo esta relacionado com a patogenia da doenca e foi descrito por Gongalves e
colaboradores (2003) como uma pneumonite intersticial crénica, difusa e intensa, com
um infiltrado composto por macréfagos, linfocitos e plasmacitos (Gongalves et al.,
2003).

Outras alteracbes como diarreia (devido a colite ulcerativa granulomatosa), patologia
cardiaca, tromboembolismo e neuropatias (devido a presenca de anticorpos no liquido
cefalorraquidiano) sdo menos frequentes (Corrales e Moreno, 2006; Noli, 1999).

8. DIAGNOSTICO

O diagndstico de leishmaniose é dificil ndo s6 devido ao quadro inespecifico, mas
também a caracterizacdo histopatolégica (muito semelhante a outras doengas
infecciosas e auto-imunes) e a inexisténcia de um teste que nos ofereca 100% de
especificidade e de sensibilidade (Noli, 1999).

No entanto, o quadro clinico e uma anamnese completa com dados como o habitat, tipo
de actividade do animal, tempo de exposi¢do ao vector e zona geogréafica, formam um
conjunto base valido para orientar o diagndstico. Em zonas endémicas, ou durante
epidemias, é um diagnostico diferencial a ter em conta sempre que haja pelo menos um

sinal clinico caracteristico de leishmaniose.
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8.1. METODOS PARASITOLOGICOS
Os métodos de diagnostico directo tém uma especificidade de 100% mas uma
sensibilidade baixa. Consistem na pesquisa e identificacdo do organismo em
preparacgdes citologicas.
A citologia e a histopatologia constituem os métodos mais rapidos. As analises
citolégicas obtidas por PAAF podem ser feitas a partir do ganglio linfatico e/ou da
medula Ossea (da juncdo costo-condral, crista-iliaca ou fémur) (Noli, 1999). A
sensibilidade do teste é de cerca 60-75% e 30-50%, respectivamente para amostras
colhidas de medula e de linfonodos.
O melhor método de coloracéo € o de
May-gruenewald-Giemsa, onde o0s
parasitas aparecem com forma oval
pequena, citoplasma azul palido e
nacleo grande (figura 31) (Noli, ‘
1999; Maia e Campino, 2008). 5

s  SCIENCEphOtOLIBRARY

A imunohistoquimica € uma técnica Figura 31: Imagem de um macréfago contendo formas
amastigotas de Leishmania donovani obtida a partir de pungéo

que permite identificar os antigénios de baco (adaptado de: http://www.sciencephoto.com).

em células e tecidos, através da sua

reaccdo com anticorpos especificos. Os anticorpos previamente conhecidos sdo
marcados com cromogéneos e, quando ligados aos antigénios, vao emitir cor permitindo
a sua visualizacdo ao microscopio optico (Maia e Campino, 2008; Peixoto, 2009). Esta

técnica aumenta a sensibilidade da histopatologia para 92% (Moreira et al, 2007).

Para além destes testes, pode ainda ser feita uma cultura e isolamento a partir de tecidos
infectados em meios, como o Novy- MacNeal-Nicolle, onde se observam as formas
promastigotas). No entanto, devido a factores como a demora na obtencéo de resultados,
a susceptibilidade a contaminagdo microbioldgica e a dependéncia da carga parasitaria

da amostra, ndo um método muito utilizado (Maia e Campino, 2008).

8.2. METODOS SEROLOGICOS
Os testes de detecgdo de anticorpos especificos anti-Leishmania tém altos niveis de
sensibilidade e de especificidade. No entanto, ndo podem ser utilizados como Unico
meio de diagnostico, uma vez que podem gerar resultados falsos positivos em animais

assintomaticos que tenham contactado com o agente, ou falsos negativos em animais
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que estejam numa fase pré-patente e ainda ndo tenham iniciado a producdo de
anticorpos (Noli, 1999). De todos os testes seroldgicos apresentados, os mais utilizados

sdo a imunofluorescéncia indirecta e o teste imunoenzimatico ELISA.

A imunofluorescéncia indirecta (IFI) é considerada o teste seroldgico de elei¢do para o
diagnostico de Leishmania, devido a sua alta sensibilidade e especificidade. E utilizada
para estudos epidemioldgicos, préatica clinica e para o seguimento da doenca durante e
apos o tratamento (Maia e Campino, 2008). Tem uma sensibilidade de 83 a 100% e
especificidade entre 74 e 100% (Silva S.M., 2007). Consiste na deteccdo de anticorpos
especificos anti-Leishmania através de conjugados (anti-imunoglobulina + fluorocromo)

e observacdo ao microscopio de fluorescéncia.

O teste ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay ou Ensaio de imunoadsor¢édo
enzimatica) tem uma elevada sensibilidade em animais assintomaticos (94,1 - 100%) e
sintomaticos (100%) (Maia e Campino, 2008), e uma especificidade compreendida no
intervalo 88-100% (Silva S.M., 2007). Utiliza uma solucdo conhecida de antigénios a
qual se adiciona a amostra de soro, ocorrendo ligacdo dos anticorpos especificos. No
fim adiciona-se o conjugado (anti-imunoglobulina + enzima) que, na presenca das

imunoglobulinas especificas, vai ligar-se a estas e reagir com o cromogéneo.

Immunoblot € uma técnica qualitativa que utiliza proteinas isoladas por electroforese
em gel de poliacrilamida e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Esta
membrana é mergulhada na amostra de soro a testar, formando um precipitado na

presenca de anticorpos especificos (Isaza et al, 1997).

Os testes rapidos de imunocromatografia tém baixa especificidade (61-75%) mas séo
altamente atractivos pela imediata apresentacdo de resultados. Utilizam uma banda
impregnada com o antigénio rK39 e, para alguns autores, sdo a forma ideal para utilizar

guando se pretende resultado imediato (Maia e Campino, 2008; Silva, 2005).

O teste de aglutinagdo directa utiliza diluicbes em série da amostra contendo 0s
anticorpos (soro ou plasma) aplicadas em quantidades constantes de particulas de
antigénio insollveis, na sua forma integra ou fragmentada. Apesar de alguns autores
referirem que é também um bom método para utilizar em campo, necessita de um
periodo de incubacdo de 18 horas, 0 que constitui uma limitacdo. A sua especificidade e
sensibilidade séo inferiores a dos testes de IFI e ELISA (84.9 — 100 e 70.6%-100%,
respectivamente) (Maia e Campino, 2008; Silva, 2005).
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A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para contar, examinar e classificar
particulas microscopicas suspensas em meio liquido em movimento, analisando as
caracteristicas fisicas e/ou quimicas de cada célula. O citdmetro de fluxo mede as
propriedades de dispersdo de luz pelas células e a emissdo de luz dos anticorpos
associados a fluorocromos ligados a superficie das células. Permite analisar tanto a
resposta humoral como a celular, uma vez que é possivel marcar as diferentes

subpopulacdes de células da linhagem branca (Maia e Campino, 2008).

O teste de Montenegro detecta uma reaccdo de hipersensibilidade retardada a
Leishmania. Desde que foi descoberta a existéncia de uma resposta celular especifica
contra Leishmania, estes testes tém sido utilizados para controlos epidemioldgicos pois
detectam animais infectados que ndo apresentam sinais clinicos. Consiste na inoculagao
intradérmica de uma suspensao de promastigotas inactivados, sendo positivo quando ha
formacdo de uma papula de didmetro superior a 5 milimetros as 48-72h seguintes (Maia
e Campino, 2008).

A medicdo dos niveis de IFN —y produzidos pelas células mononucleares ¢ um bom

método para avaliar o nivel de resposta celular no hospedeiro.

8.3. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Dentro dos métodos de diagnostico existem ainda as técnicas de biologia molecular para
pesquisa do parasita, nomeadamente a reaccio em cadeia de polimerase (PCR). E um
método qualitativo muito sensivel que consiste na amplificacdo de uma sequéncia de
oligonucledtidos especificos de Leishmania, utilizando uma reaccdo de polimerizacédo
mediada por uma enzima termo-resistente (Tag polimerase). Tem como grande
vantagem o facto de ser possivel utilizar um grande leque de amostras como sangue,
aspirados de medula 6ssea ou linfonodos, biopsias de pele e urina, mas as amostras a
partir de medula éssea, pele e linfonodos sdo as que conferem maior sensibilidade
(Silva S.M., 2007).

Se, por outro lado, queremos ter uma estimativa do nimero de parasitas, podemos
utilizar a técnica real-time PCR (RT- PCR). Esta € uma técnica quantitativa que utiliza
um marcador de flior que, no final de cada ciclo de amplificacdo do &cido nucleico, vai
emitir um sinal fluorescente que é captado por um sistema Optico e convertido em
gréfico. As vantagens desta técnica em relacdo ao PCR convencional sdo 0 menor risco

de contaminacdo, maior sensibilidade e menor tempo de execucdo (Maia e Campino,
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2008). E um método Gptimo para monitorizar a carga parasitaria do animal durante o

tratamento.

8.4. PROVAS COMPLEMENTARES
Existem determinadas provas que, apesar de inespecificas, podem auxiliar no
diagnostico da leishmaniose.
O hemograma evidencia anemia normocitica normocrémica (ndo regenerativa) em cerca
de 50 a 70% dos pacientes, devido a perdas sanguineas por epistéxis e ulceracdes da
pele, a presenca de uma infeccdo cronica ou insuficiéncia renal cronica. Alguns casos
podem desenvolver trombocitopénia por supressdo da medula 6ssea (Silva S.M., 2007;
Solano-Gallego et al., 2009).
O leucograma permanece inalterado em grande parte dos casos mas, quando ocorre
alteracdo, observa-se mais frequentemente leucopénia com eosinopénia, neutropénia e
linfocitose.
A coagulacdo e a fibrindlise sdo afectadas pelo prorpio parasita, verificando-se um
aumento do tempo de trombina e do tempo de tromboplastina parcial activada, e
aumento dos produtos de degradacao do fibrinogénio. (Abreu, 2008)
No perfil bioguimico hepatorenal podemos observar um aumento da ALT, da AST e da
FAS se houver compromisso do figado, ou da ureia e da creatinina no caso de haver
compromisso dos rins (Silva S.M., 2007).
Na maioria dos casos existe perda proteica através da urina, 0 que pode ser comprovado

através de urianalise. O racio proteina: creatinina urinario apresenta valores superiores a

0,5 (Solano-Gallego et al., 2009).

Para além disso, observa-se, ainda, um
aumento das proteinas totais, com
hipoalbunimémia e hiperglobulinémia.
(Solano-Gallego et al., 2009).

O maior destaque das provas

Prodein traction %

complementares vai para 0

proteinograma (figura 32) que consiste -10

aldemin Alghat1 alpha2 bhetat! Ddeta2 gamma

na determinagdo dos valores das — " :
Figura 32: Gréafico com a representacdo de proteinograma

diferentes fracgcOes proteicas: albumina e normal (limites maximo a azul escuro e minimo a azul claro)
. e proteinograma caracteristico de leishmaniose (a
globulinas alfa (a), beta (B) e gama (y). vermelho). (adaptado de Noli, 1999)
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Em animais com leishmaniose existe uma hiperproteinémia marcada por
hiperglobulinémia, especialmente das B e y, permanecendo as o em niveis normais. AS
B-globulinas 1 e 2 aumentam logo na fase inicial da doenca, seguida das y.globulinas.
Para além disso, também ha diminuicdo da albumina sérica devido a ma nutrigéo,
doenca hepatica ou a perdas na urina devido as nefropatias (Noli, 1999; Solano-Gallego
et al, 2009).

Estas provas, ainda que ndo sejam feitas para o diagnostico, devem ser sempre feitas

antes de instituir o tratamento.

9. TRATAMENTO

Apesar de o tratamento para a leishmaniose canina atingir a cura da doenca clinica,
raramente consegue eliminar completamente infeccdo, o que faz com que, muitas vezes,
haja recidiva. Na verdade, alguns cdes mostraram ser fontes de infeccdo para os
flebotomideos mesmo apos tratamento (Palatnik-de-Sousa et al, 2004). Isto faz com que
0 abate de animais seropositivos seja praticado em alguns paises onde a doenca é
endémica, como é o caso da China e do Brasil, numa tentativa de interromper o ciclo
peri-doméstico (Palatnik-de-Sousa et al, 2004). No entanto existe ainda muita
controveérsia em torno desta medida, uma vez que é uma medida de controlo dispendiosa
(requer programas de vigilancia, testes de diagnostico seroldgico e o abate dos animais
infectados) e o seu impacto na doenca humana é limitado (Nascimento et al, 2008).
Alguns estudos efectuados sugerem que a adopcdo desta medida por si sé ndo chega
para a interrup¢do da transmissdo, sendo necessario controlar também a populagdo de
vectores e de animais errantes e outros canideos silvestres nas zonas endémicas. Outro
facto que dificulta a adopg¢do desta medida é o de muitos animais seropositivos serem
assintomaticos, o que leva a uma dificil aceitacdo por parte dos proprietarios que
mantém uma relacéo afectiva muito proxima com o seu animal de estimacdo (Almeida,
2009; Nascimento et al., 2008).

Em Portugal, a eutanasia dos animais é apenas praticada nos casos em que 0s donos nao
optem pelo tratamento, ou uma vez que a doenca é mortal e, sem tratamento, eleva os
riscos de transmissdo. Esta afirmacdo encontra-se de acordo com o Decreto-Lei
n°314/2003 de 17 de Dezembro.

Por outro lado, a opcédo de tratar os animais infectados também é bastante debatida. As
sucessivas recidivas implicam a repeti¢do de ciclos de tratamento ineficazes que podem
levar a seleccdo de linhagens de parasitas resistentes aos medicamentos actuais. Isto
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constitui um perigo ndo s6 para 0s cdes mas também para a saide humana porque as
opcOes terapéuticas sdo iguais para ambas as espécies (Larangeira, 2008).

Desta forma, a realizagdo ou ndo de tratamento deve ser bem avaliada e ponderada.
Normalmente, em casos severos da doenca € recomendada a eutanasia. Esta decisdo é
baseada em varios factores, como o caracter crénico e incuravel da doenga e o aumento
da possibilidade de transmissdo ao Homem e a outros animais. Para além disso é
necessario avaliar o sentido de responsabilidade dos proprietarios dos animais para
garantir que o tratamento é efectuado correctamente, ja que vai ter de continuar durante

toda a vida do animal.

Uma vez que ndo existe cura completa para a leishmaniose, considera-se um tratamento
eficaz aquele que provoque remissdo completa dos sinais clinicos com diminuigdo da
carga parasitaria. Para que isto ocorra tem de haver a estimulacdo de uma resposta

celular especifica e diminuigdo das concentracGes de anticorpos.

A escolha do tratamento deve ser sempre precedida de um perfil bioquimico para
avaliar a evolucdo das lesbes em o6rgaos como o figado e os rins. Para além disso,
devem realizar-se testes para avaliar o titulo de anticorpos (como a imunofluorescéncia
indirecta, apesar do seu fraco valor quando utilizada individualmente na monitorizacao
da doenca), e um proteinograma, de modo a ter valores de referéncia para controlar a
evolucéo da doenga durante e depois do tratamento.

9.1. ANTIMONIAIS PENTAVALENTES

O antimoniato de meglumina e o stibogluconato de sodio constituem, desde ha varios
anos, a primeira linha de escolha para o tratamento da leishmaniose canina, apesar de
actualmente a tendéncia estar a direccionar-se para a associacdo entre farmacos
diferentes.

O seu mecanismo de accdo ndo é muito bem conhecido, mas pensa-se que inibem
selectivamente as enzimas da Leishmania responsaveis pela oxidacdo de acidos gordos
e pela glicdlise, bloqueando o seu metabolismo (BRASIL. Ministério da Saude, 2007).
Né&o é absorvido quando administrado por via oral, mas a sua administragdo por via
parenteral é rapidamente absorvida e, em poucas horas, a maior parte ja foi eliminada na
urina. A via subcutanea é a mais indicada pois confere maior biodisponibilidade e

tempo de semi-vida (Noli, 1999). Uma vez absorvido converte-se na sua forma
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trivalente, que é mais toxica para o hospedeiro e para o parasita do que a pentavalente
(Neves, 2008).

O antimoniato de meglumina (Glucantime®) deve ser administrado numa dose de 75 -
100 mg/kg uma vez ao dia (SID) durante 3 a 4 semanas. Existem, no entanto, autores
que defendem que o tratamento deve ser feito em séries de 15 dias com intervalos iguais
(Corrales e Moreno, 2006; Paixao, 2008).

O stibogluconato de sédio (Pentostam®) tem uma administracdo diaria de 10-50
mg/kg/dia, por via subcutanea, durante 10 — 30 dias (Noli, 1999).

O primeiro tem menos efeitos toxicos sobre o figado e o pancreas que o segundo
(Neves, 2008), mas ambos podem desencadear efeitos adversos como febre, mialgias,
artralgias, diarreias, apatia, inapeténcia e toxicidade hepatica, renal e/ou cardiaca
(Corrales e Moreno, 2006).

A formulacdo de antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas é vantajosa no
sentido em que permite obter maiores concentragdes no soro, menor excrecdo renal e
um nivel de toxicidade mais baixo. Para além disso, os lipossomas sdo fagocitados pelos
macrofagos, permitindo-lhe exercer a sua ac¢do no fagolisossoma onde o parasita se

encontra (Valladares et al, 2001).

Infelizmente, o uso prolongado destes farmacos no tratamento da leishmaniose canina e
humana, levou ao aparecimento de resisténcias em alguns parasitas (BRASIL.
Ministério da Saude, 2007).

9.2. ANALOGOS DAS PURINAS

O alopurinol é um analogo da hipoxantina que, depois de metabolizado pela
Leishmania, origina uma forma inactiva de inosina. Este andlogo da inosina €
incorporado no &cido ribonucleico (RNA) do parasita, alterando a sua sintese proteica e
induzindo a sintese de proteinas anormais. Estes farmacos ndo sdo toxicos para o
hospedeiro porque, ao contrario do parasita, 0s mamiferos conseguem sintetizar purinas
(Baneth e Shaw, 2002; Noli, 1999).

O seu efeito € leishmaniostatico no sentido em que impede a multiplicacdo dos parasitas
e, quando utilizado em terapia monovalente, o nivel de remissdo dos sinais clinicos €
semelhante ao do antimoniato de meglumina, sendo incapaz de eliminar completamente

0s parasitas do organismo do hospedeiro (Baneth e Shaw, 2002; Lamothe, 2010).
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O método de administracdo mais adequado varia consoante 0s autores, mas deve ser
administrada uma dose 15-30 mg/kg SID ou dividida em duas tomas diarias (BID), por
via oral, durante pelo menos 6 a 12 meses (Baneth e Shaw, 2002; Lamothe, 2010; Silva
S.M., 2007; Solano-Gallego et al., 2009).

Durante o periodo de administracdo deste farmaco € necessario monitorizar os rins e 0
figado, uma vez que o seu uso prolongado pode levar ao aparecimento de xantindria e
formacéo de urdlitos de xantina (Baneth e Shaw, 2002).

Varios autores referem a importancia e eficacia de uma terapéutica de manutencéo com
alopurinol para evitar recidivas de doenga em pacientes em que a cura foi bem sucedida
(Baneth e Shaw, 2002; Noli, 1999; Silva S.M., 2007). No entanto, foi feito um estudo
na Grécia cujo resultado revelou que era uma terapia ineficaz em zonas endémicas,
desencorajando mesmo o uso deste protocolo sob pena de se virem a desenvolver

resisténcias (Saromichelakis et al, 2005).

9.3. ASSOCIAQAO ANTIMONIATO DE MEGLUMINA- ALOPURINOL
A associacgdo entre o antimoniato de meglumina e o alopurinol é um dos protocolos de
tratamento mais utilizados, hoje em dia, em medicina veterinéria (Ciaramella e Corona,
2003b; Silva, 2007). Os dois farmacos tém accdo sinérgica culminando num aumento da
eficacia e diminuicdo do numero de recidivas da doenca. Por um lado temos o efeito
leishmanicida da meglumina, enquanto por outro o alopurinol inibe o desenvolvimento
dos parasitas que resistiram ao tratamento com o primeiro. Apesar de ndo conseguir
eliminar toda a carga parasitaria, este protocolo com os dois farmacos associados revela
um maior declinio da carga parasitaria do que quando utilizados individualmente,

diminuindo a infecciosidade para os flebotomideos (Silva S.M., 2007).

9.4. MILTEFOSINA
A miltefosina (Milteforan®) é um agente alquilofosfolipido que foi primeiro estudado
qguanto as suas propriedades anti-neoplésicas. A sua ac¢do esta relacionada com a
alteracdo da biossintese de glicolipidos e de glicoproteinas da membrana do parasita,
induzindo a morte do parasita. Actua através da inibicdo da sintese de fosfolipidos da
membrana das células cancerigenas e da Leishmania (Corrales e Moreno, 2006). Para
além das propriedades leishmanicidas, também tem alguma acc¢éo imunoestimuladoras,

uma vez que induz a activacao de linfocitos T e de macrofagos, estimulando a producao
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de compostos de oxigénio e azoto responsaveis pela morte dos parasitas (Baneth e
Shaw, 2002).

Tem a vantagem de ndo produz efeitos toxicos no rim e no figado, pelo que constitui
uma boa opcdo para pacientes com insuficiéncia renal. Os animais sob tratamento com
este farmaco podem desenvolver efeitos secundarios de origem gastrointestinal como
vomitos, diarreia e anorexia, mas geralmente sdo de caracter auto-limitante (Corrales e

Moreno, 2006). A dose recomendada ¢é de 2-3 mg/kg/dia, por via oral, durante 28 dias.

9.5. ASSOCIACAO MILTEFOSINA- ALOPURINOL

A associacdo de miltefosina com alopurinol também é uma boa opcéo terapéutica. Um
estudo realizado em Italia em 28 cdes testou um protocolo com uma dose de 2
mg/kg/dia de miltefosina, administrada por via oral durante 30 dias, e uma dose de 10
mg/kg/dia de alopurinol, por via oral, durante 12 meses. Os resultados demonstram uma
boa eficacia (na remissdo da doenca, mas este tratamento ndo consegue eliminar os
parasitas existentes nos linfonodos, pelo que alguns dos animais tiveram recidiva da
doenga (Manna et al., 2009).

9.6. ANFOTERICINA B

Macrolido poliénico produzido pelo Streptomyces nodosus. Foi primeiramente utilizado
como anti-fingico mas também é activo contra os organismos da leishmaniose. Liga-se
a fraccdo ergosterol da membrana celular dos parasitas, causando a sua ruptura e,
consequentemente, a morte do parasita (Baneth e Shaw, 2002). Embora em menor grau,
existe alguma afinidade entre esta substancia e o colesterol dos mamiferos que, em
parte, explica o seu efeito nefrotoxico. Para além de provocar lesdo directa nas células
dos tubulos renais, produz um efeito de vasoconstricdo com diminuicdo da taxa de
perfusdo renal (Sherding, 2006). Outros efeitos secundarios incluem flebite, hipertermia
e vomitos (Noli, 1999).

Existem varios protocolos utilizados mas o mais utilizado foi publicado por Lamothe
(1997) que recomenda uma dose de 0,5 — 0,8 mg/kg diluidos em 10 a 20 ml de soro
glicosado, por via intravenosa lenta (5- 10 minutos) cada trés dias, até alcancar uma
dose cumulativa total de 8- 10 mg/Kg (Corrales, 2007). Durante a sua utilizagdo deve
haver uma monitorizacdo atenta da funcédo renal e, sempre que os valores de creatinina

ultrapassarem os 2,5 mg/dl deve-se suspender o tratamento (Sherding, 2006).
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O potencial toxico e o protocolo de dificil execucdo fazem da anfotericina B uma dose
de segunda escolha, reservando-lhe apenas 0s casos resistentes ao tratamento com
antimoniato de meglumina (Noli e Auxilia, 2005).

Entretanto foram desenvolvidas formulacgdes lipidicas de anfotericina B, destacando-se
a sua incorporacdo em lipossomas (AmBisome®) que permitem a sua administracdo em
doses mais altas (3 mg/kg). A anfotericina B lipossomal é bastante menos nefrotoxica,
mas a sua utilizacdo em animais de companhia é limitada devido ao seu elevado custo
(Noli, 1999).

9.7. AMINOSIDINA
O sulfato de aminosidina é um antibi6tico aminoglicosideo que tem sido utilizado para
o tratamento da leishmaniose visceral humana em Africa e na Europa. Apesar de a sua
eficacia ser semelhante a do antimoniato de meglumina, € um farmaco com elevada
nefrotoxicidade e ototoxicidade. Alguns autores afirmam que a dose efectiva para a
remissdo dos sinais clinicos € uma dose tdxica para o animal (Baneth e Shaw, 2002). No
entanto, outros afirmam que a sua utilizagdo numa dose de 5 mg/kg BID, por via
subcutanea, durante 3 a 4 semanas tem uma taxa de sucesso elevada (86,6 — 100%) e é
bem tolerada pela maioria dos animais (efeitos secundarios reversiveis sobre os rins e

aparelho vestibular foram observados em 5- 8% dos animais) (Manna et al., 2009).

9.8. PENTAMIDINA
E uma molécula eficaz na cura da doenca mas a maioria dos animais tem recidiva
alguns meses apds o tratamento. A sua administracdo intramuscular causa dor e irritacdo
na zona da injeccdo e tem como principais efeitos secundarios hipotenséo, taquicardia e
vomito. O protocolo terapéutico requer oito injeccdes com uma dose de 4 mg/kg, por
via intramuscular, a cada trés dias (Baneth e Shaw, 2002).

9.9. MARBOFLOXACINA
A marbofloxacina (Marbocyl®) é uma fluoroquinolona de terceira geracdo de uso
exclusivamente veterinario. Inibe a enzima topoisomerase Il das bactérias, necessaria
para a duplicacdo do acido desoxirribonuclueico (DNA) (Rougier et al., 2008). Tem
elevada biodisponibilidade, quando administrada por via oral, e difunde-se amplamente
no organismo. Pensa-se que tem capacidade de se manter intracelularmente, sendo

transportada pelos macrofagos e outros fagdcitos até aos locais de infeccdo. Para além
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da actividade directa sobre os parasitas, um estudo in vitro orientado por Vouldoukis
(2006) revela que a marbofloxacina pode ter actividade imunomoduladora, induzindo a
producdo de mondxido de azoto (Vouldoukis et al, 2006).

O tempo de semi-vida deste farmaco € longo, o que permite que seja aplicada uma vez
ao dia. Um outro estudo em animais infectados naturalmente mostra que uma dose de 2
mg/kg, por via oral durante 28 dias foi eficaz na remissdo da doenga, diminuigdo da
carga parasitaria e ndo provocou reacgdes adversas nos animais. Apesar de ainda ser
necessaria uma pesquisa mais aprofundada sobre o0s mecanismos de accdo da
marbofloxacina, parece ser uma alternativa promissora para o tratamento da

leishmaniose canina (Rougier, et al, 2008).

9.10. OUTROS FARMACOS E ASSOCIAC;@ES MEDICAMENTOSAS
Outras substancias tém vindo a ser investigadas quanto ao seu uso para o tratamento da
leishmaniose canina. O cetoconazol revelou uma efectividade mais baixa que o
antimoniato de meglumina na reducdo da carga parasitaria hepatica, mas desenvolveu
uma forte accdo contra os parasitas presentes no baco. (Baneth e Shaw, 2002) E
necessario desenvolver uma maior base cientifica quanto a este anti-fingico, mas um
estudo realizado em 14 cées com leishmaniose houve 70% de sucesso na remissao da
doenca clinica (Noli e Auxilia, 2005).

Um protocolo com uma dose de 5 mg/kg de buparvaquona, por via intramuscular a
cada 4 dias, num total de 4 injeccdes, foi testado em 7 cédes para o tratamento da
leishmaniose visceral. Todos os animais permaneceram sintomaticos e positivos a
pesquisa de parasitas (Vexenat et al, 1998). O metronidazol também tem vindo a ser
estudado em associagdo com outros farmacos (espiramicina e enrofloxacina). E
considerado um bom agente leishmanicida in vitro contra a leishmaniose visceral
humana (Ciaramella e Corona, 2003b). A combinacdo de metronidazol com
espiramicina (Stomorgyl), para além de utilizada em afeccGes buco-dentérias e
faringeas de origem infecciosa em cdes e gatos, também pode ser utilizada para tratar
cdes com leishmaniose, ndo sendo, no entanto, das terapéuticas mais eficazes. Num
estudo publicado por Pennisi et al. (2005), a combinacgdo de 25 mg/kg de metronidazol
e 150000 Ul/kg de espiramicina foi administrada a 14 cdes por via oral, uma vez ao dia,
durante 13 semanas. Um grupo controlo constituido por 13 cées foi tratado com uma

associacdo de antimoniato de meglumina com alopurinol. A associa¢do de metronidazol
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com espiramicina atingiu uma remissao de doenca de 57%, mas todos 0s animais
permaneceram PCR positivos (Pennisi et al., 2005).

A associagdo de metronidazol numa dose de 10 mg/kg com enrofloxacina a 20 mg/kg
também foi estudada por Bianciardi et al. (2004). Este protocolo foi administrado a 12
animais, uma vez por dia, durante 4 semanas. Outro grupo controlo de 12 cées foi
tratado com antimoniato de meglumina, durante 0 mesmo periodo. A remissdo da
doenga ocorreu em 70% dos animais tratados com a associagdo, sem registo de efeitos
secundarios, mas 50% dos animais apresentaram recidiva nos 3 meses seguintes ao
tratamento.

O mesmo estudo também testou um protocolo monovalente com enrofloxacina, numa
dose de 20 mg/kg, durante as mesmas 4 semanas, mas apenas 50% dos animais

atingiram a cura clinica, ocorrendo a mesma taxa de recidivas (50% ) da doenca.

9.11. IMUNOTERAPIA
A imunoterapia pode ser utilizada como coadjuvante da terapia convencional, numa
tentativa de estimular a resposta celular do sistema imunitario. De acordo com o tipo de
accao, podemos dividir os imunomoduladores em dois grupos: 0s imunoestimulantes e

0s imu NOSSuUpPressores.

2.1.2.Imunoestimulantes

Os imunoestimulantes sdo substancias que actuam no sistema imunol6gico promovendo
0 aumento da resposta organica contra microorganismos como virus, bactérias e
protozoarios, mediante a produgdo de interferdo e seus indutores (Appolinario et al.,
2007).

Como ja foi referido anteriormente, é fundamental que haja uma resposta celular eficaz
para que haja remissdo dos sinais. Como ja foi provado em varios estudos, 0s animais
que manifestam sinais clinicos desenvolvem uma resposta celular mediada por
linfécitos Th2. A incluséo de citoquinas na terapéutica destes cées seria uma boa forma
de despoletar uma resposta mediada por linfécitos Thl, bem como de aumentar a
capacidade fagocitica dos macrofagos (Noli, 1999). Em humanos com leishmaniose,
verificou-se que a utilizacdo de IFN-y permite diminuir a dose de antimoniato devido ao

aumento da taxa de morte intracelular do parasita.
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2.1.3.Imunossupressores

As substancias imunossupressoras actuam no sistema imunoldgico inibindo-o total ou
parcialmente (Kindt et al, 2006). O seu uso, no tratamento da leishmaniose, tem como
objectivo diminuir a concentracdo de complexos de antigénio-imunoglobulina para
diminuir as lesdes causadas pela deposigdo destes imunocomplexos (Alvar et al, 2004).
Os corticosteroides sdo os farmacos de accdo imunossupressora mais utilizados no
tratamento da leishmaniose canina, sendo esse uso sempre associado a um protocolo de
terapéutica especifica (Ciaramella e Corona, 2003b). A sua utilizagdo reserva-se a
animais em que a terapia com antimoniato de meglumina ndo seja indicada, como é o
caso de animais com insuficiéncia renal devido a deposicdo de imunocomplexos (Alvar
et al., 2004). Recomenda-se a dose diaria de 1 mg/kg de prednisolona associada a
alopurinol, até que os valores de creatinina e ureia sericos normalizem (Appolinario et
al., 2007; Noli, 1999).

9.12. TERAPIA DE SUPORTE E MONITORIZAQAO

A terapéutica de suporte instituida depende do estado clinico do animal quando se
apresenta a consulta. Dependendo do tipo de lesdo pode ser necessario iniciar uma
terapia para equilibrar o estado clinico do animal antes de se iniciar o tratamento.

A insuficiéncia renal é a manifestacdo mais vezes encontrada em animais infectados.
Deve-se iniciar de imediato uma fluidoterapia adequada para corrigir os desequilibrios
electroliticos e estimular a diurese (e, consequentemente, a excrecdo de substancias
azotadas). Para além disso, o paciente deve iniciar uma dieta com baixo teor de

proteinas, fésforo e sodio.

As manifestacbes cutdneas da leishmaniose podem, frequentemente, levar ao
desenvolvimento de piodermas secundarias, pelo que € necessario instituir uma

antiobioterapia eficaz para o tratamento (Ciaramella e Corona 2003b).

A monitorizagdo do tratamento pode ser feita através de analises serologicas por IFI,
verificando-se uma diminuicdo progressiva da concentragdo de 1gG e de IgA associada
a remissao dos sinais clinicos (Solano-Gallego et al, 2009). No entanto, esta informacéao
ndo pode ser utilizada individualmente, pois nem sempre a regressao dos sinais clinicos
¢ acompanhada de diminuicdo do titulo de anticorpos, pelo que se deve também
controlar o proteinograma. A eficicia do tratamento traduz-se na normalizacdo dos

valores de globulinas (Ciaramella e Corona, 2003b; Solano-Gallego et al., 2009).
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Um animal considera-se curado quando apresentar valores de bioquimica e hemograma
normalizados, remissdo completa das manifestacBes clinicas e dois testes PCR —

negativos com um intervalo de 6 meses.

10. PREVENCAO E CONTROLO

Uma vez que os tratamentos existentes ndo séo eficazes na eliminagéo dos parasitas, a
melhor forma de controlar a propagacdo desta doenca é adoptando medidas que
previnam a infeccao ou que permitam um diagnostico precoce. Essas medidas tém como

objectivo interromper o ciclo de transmissao a varios niveis.

10.1. CONTROLO DO VECTOR

As estratégias de controlo de vectores incidem apenas sobre as formas adultas, ja que
existe ainda pouca informacao acerca dos locais onde as formas larvares permanecem e
se desenvolvem (Beaty et al, 1996). Estas medidas visam a diminui¢éo da populacéo de
vectores e a diminuig¢do do contacto entre vector e hospedeiro (Maroli, 2010).

Uma boa forma de controlar as espécies de flebotomideos peri-domésticas é através do
uso de insecticidas de accdo residual nos domicilios e nos canis. O primeiro insecticida
a ser utilizado no controlo de vectores da leishmaniose foi o dicloro-difenil-
tricloroetano, mas os mais utilizados recentemente tém sido os organofosfatos
(chlorpyrifos-methyl), carbamatos (propoxur) e outros piretréides (deltametrina,
cipermetrina, alfa-cipermetrina e lambda-cialotrina) (Maroli, 2010). Por outro lado,
novas pesquisas estdo a apontar para o uso de bioinsecticidas e de plantas insecticidas
para evitar a aproximacao dos vectores as areas domésticas (Amdra et al., 2009).

Outras formas de controlar esta doenca incluem regras basicas de higiene e sanidade por
parte da populacdo humana, que permitem reduzir a formacdo de microhabitats
favoraveis perto das habitacGes e dos abrigos dos animais. A limpeza periddica dos
canis e outros pontos de abrigo, a limpeza frequente dos quintais e terrenos e o
acondicionamento adequado dos desperdicios organicos, diminuem as condicdes
propicias para a formacao de nichos por parte dos vectores (Amora et al., 2009; Solano-
Gallego et al, 2009). Em éareas onde a populacdo de fleb6tomos é muito densa é de
ponderar o uso de redes de malha fina para proteger 0s acessos as casas € aos canis. Por
ultimo, mas ndo menos importante, deve-se sempre evitar a exposic¢éo directa durante 0s

periodos de maior actividade dos dipteros.
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10.2. CONTROLO DOS HOSPEDEIROS RESERVATORIOS

Dentro deste grupo incluem-se vérias espécies, incluindo domésticas e silvestres. No
entanto, para haver um controlo dos reservatorios silvestres seria necessario saber
exactamente quais sdo, determinar os que de entre eles estdo infectados e elimina-los.
Da mesma forma, o controlo dos reservatdrios peri-domésticos (caes errantes) também
ndo é fécil, embora sejam um reservatdrio muito importante da doenga (Cortes et al.,
2007). Esta forma de actuacdo ndo é muito viavel, pelo que os cdes domeésticos
continuam a ser 0s principais reservatorios onde as medidas de controlo sdo exercidas
(Maroli, 2010).

Como ja foi referido anteriormente, existem alguns paises (onde o nimero de casos de
leishmaniose humana é mais relevante) que adoptaram um programa de vigilancia e
abate dos animais seropositivos. No entanto, esta medida é algo controversa e continua
a ser tema de debate, ndo sendo praticada na maioria dos paises endémicos (Gramiccia
et al, 2009; Nascimento et al, 2008; Palatnik-de-Sousa et al., 2004).

Uma melhor abordagem, para além do controlo do vector e da proteccdo directa dos
hospedeiros definitivos, seria adoptar um programa de rastreio anual nos cées
domésticos, no sentido de diagnosticar os casos positivos de forma precoce e trata-los

mais eficazmente (Chappuis et al, 2007).

10.3. CONTROLO DOS HOSPEDEIROS DEFINITIVOS
Nunca é demais relembrar que um animal saudavel € um animal protegido. Um cédo bem
alimentado, vacinado e desparasitado tem mais probabilidades de conseguir reagir

eficazmente contra infeccdes.

Sao varios os autores que depositam a esperanca de conseguir controlar eficazmente
esta doenca através do desenvolvimento de uma vacina eficaz. Enquanto isso nao
acontece, a pesquisa segue outra vertente em que se estudam produtos quimicos para
serem aplicados aos animais como medida preventiva individual. (Ciaramella e Corona,
2003b) O uso de insecticidas topicos tem vindo a aumentar nos ultimos anos, mostrando
ser eficaz na diminui¢cdo do numero de picadas de fleb6tomos e proporcionando uma
boa protecgéo individual. Os insecticidas podem apresentar-se sob a forma de coleira,
pipeta ou locdo, e possuem duas formas de ac¢do: uma repelente, que impede que haja a

ingestdo de sangue, e uma insecticida, que elimina o vector no caso de este se conseguir
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alimentar. Em ambos os casos o ciclo de transmisséo é interrompido, sendo no entanto a
primeira forma de accdo mais eficaz na proteccdo do animal (Alvar et al, 2004).

As coleiras impregnadas com deltametrina (Scalibor® Protector Bands) tém obtido os
melhores resultados. A friccdo da coleira com o pélo vai libertando gradualmente o
insecticida, que é absorvido pela pele e distribui-se pela gordura subcutanea, cobrindo
toda a superficie do corpo em uma a duas semanas (Alvar et al., 2004; Solano-Gallego
et al, 2009). O seu efeito repelente vai até aos 98% e o efeito insecticida até 66%,
quando testados as 34 semanas (Alvar et al, 2004). Num estudo publicado por David et
al (2001) os colares de deltametrina revelaram-se verdadeiramente eficazes contra a
espécie Lutzomyia longipalpis (América central), com um efeito repelente de 99,3% as
4 semanas, 100% as 8 e 12 semanas, e de 96% as 16 e 20 semanas. O efeito insecticida
atingiu 0 maximo de 96% as 4 semanas, descendo gradualmente até as 35 semanas,
quando apresentou um efeito insecticida de 35%. O mesmo estudo foi feito para a
espécie Lutzomyia migonei (centro e sul da América), com resultados semelhantes ao
primeiro (David et al, 2001).

Outras formulacBes estudadas também apresentam bom efeito repelente e insecticida
mas durante um periodo de tempo mais curto. Recentemente tem sido estudada uma
combinacdo de imidaclopride 10% com permetrina 50% (Advantix®) (Otranto et al.
2007; Ortranto et al, 2010). Otranto et al. (2007) estudou o efeito desse tratamento com
periodos de aplicacdo de 15 e de 28 dias. O tratamento aplicado duas vezes por més
proporcionou maior proteccdo ao grupo de teste, com eficacia entre os 90,73 e 0s 100%,
ao passo que o outro protocolo obteve uma eficacia de 88,9 — 90,36%.

A solucdo de permetrina a 65% (ExSpot®), que se aplica no dorso do animal, tem um
efeito repelente que ndo vai além dos 77% as sete semanas, e o efeito insecticida ficou
nos 67% apds um més da aplicagdo (Alvar et alet al, 2004; Gramiccia et alet al, 2009).
Combinacdes de algumas moléculas com piriproxifeno (um inibidor do crescimento do
insecto) ainda estdo em fase de estudo (Alvar, et al, 2004) mas uma publicacdo de
Mercier et al (2003) demonstra uma boa eficacia do tratamento de cdes adultos com
uma combinacdo de permetrina e piriproxifeno, a cada 3-4 semanas, e a cada 2 semanas

no caso de animais jovens.

Universidade de Evora
2010

66



b -
Bravel

Relatério Final de Estagio - Medicina Interna e Cirurgia de Animais de Companhia

11. IMUNOPROFILAXIA

Quase todos os autores ttm a mesma opinido: uma vacina eficaz seria a melhor
estratégia para controlar a infeccdo e a propagacdo desta doenca (Alvar et al, 2004;
Dunning 2009; Moreno et al., 2007; Silva S.M., 2007) .

Para que seja efectiva, uma vacina contra a Leishmania deve ser capaz de induzir uma
resposta imunitaria celular forte e duradoura. Ja foram estudados varios antigenios e
protocolos de imunizacdo. Desde vacinas constituidas por parasitas mortos inteiros ou
fraccionados, vivas atenuadas, proteinas sintéticas e recombinantes, péptidos sintéticos,
antigénios ndo proteicos, imunogéneos expressos em bactérias ou virus e, por fim,
DNA. (Alvar et al, 2004)

Para que uma vacina possa ser comercializada tem de ter sucesso hum conjunto de fases
de teste. Na fase | avalia-se a seguranca da vacina e a imunogenicidade, através de
comparagdo de grupos de animais vacinados e grupos controlo. Na fase Il avalia-se a
proteccdo induzida pela vacina. Segue-se a fase I1l, onde se analisa a eficacia da vacina
perante a infeccdo natural. Por ultimo, a fase IV, inicia-se uma fase de vigilancia
terapéutica, que comeca apos a aprovacao do produto, servindo para avaliar a seguranca
a grande escala e determinar reaccdes adversas raras (Palatnik-de-Sousa, 2008).

A maioria destas vacinas tem sido estudada em modelos murinos e, um pequeno
namero, em humanos. A primeira tentativa de imunizacdo de um cdo através de um
protocolo testado em ratos resultou na exacerbacdo da doenca. (Alvar, et al, 2004) Este
obstaculo ocorreu em varios ensaios, em que protocolos de imunizacdo que se
mostraram promissores em modelos murinos, ao serem transpostos para 0 modelo

canino, geraram resultados nada satisfatorios (Corrales e Moreno, 2006).

11.1. VACINAS VIVAS ATENUADAS
Sdo vacinas constituidas por parasitas modificados de forma a reduzir a viruléncia. O
seu interesse reside no facto de que estas formas atenuadas mantém alguma capacidade
de multiplicacdo, pelo que mimetizam uma infeccdo natural e desenvolvem o mesmo
tipo de resposta imune (Dunning, 2009; Kindt et al, 2006). Este tipo de vacinas tem a
vantagem de, com uma Unica imunizagdo, produzir uma resposta imune duradoura com
producéo de células de memdria. No entanto, 0 uso deste tipo de vacinas trouxe varios
problemas, como a exacerbacao de lesdes e mesmo imunossupressdo (Handman, 2001).

O seu uso é algo controverso, especialmente quando ndo se conhece o perfil genético da
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estirpe que estamos a utilizar e ha possibilidade de o parasita conseguir reverter a um
fendtipo virulento (Dunning, 2009).

A infeccdo com formas promastigotas de Leishmania major atenuadas representa o
método mais eficaz para a inducdo de uma resposta imune contra Leishmania major e
Leishmania tropica (Gradoni, 2001).

Uma vacina de Leishmania mexicana com eliminagdo dos genes que codificam as
proteases-cisteina cpa e cpb também foi testada com sucesso.

O grande problema destas vacinas, para além dos ja mencionados, esta relacionado com

questdes logisticas de producdo em grande escala e de distribuicéo.

11.2. VACINAS MORTAS OU INACTIVADAS
Outra forma de aproximacéo a descoberta de uma vacina eficaz contra a leishmaniose é
atraves da inactivacdo dos parasitas por calor ou métodos quimicos. Neste caso, 0
parasita perde a capacidade de se replicar, o que faz com que a distribuicdo no
organismo do hospedeiro seja reduzida. A maior desvantagem deste tipo de vacinas, € o
facto de desencadearem uma resposta maioritariamente humoral (Kindt et al, 2006). No
entanto, Giunchetti e colaboradores (2008b), testou uma vacina inactivada com
adjuvante BCG, que mostrou desencadear resposta humoral e celular, com elevada
proliferacdo de linfocitos Thl e CD8".
As vacinas mortas/inactivadas testadas em humanos sdo compostas por promastigotas
inteiros ou fraccionado, inactivados e acompanhados de um adjuvante ou ndo (bacilo de
Calmette-Guérin — BCG).
A vacina mais simples testada é composta por promastigotas de Leishmania major e
BCG, mas apenas 35% dos individuos desenvolveram resposta celular especifica
(Handman, 2001).
Preparacdes de promastigotas de Leishmania major autoclavados (ALM) e precipitados
em hidréxido de aluminio (alum) com BCG estdo na fase Il de teste. Um teste feito em

347 caes (165 foram grupo-controlo) revelou uma proteccdo de 69% (Gradoni, 2001).

Vacinas preparadas com promastigotas de Leishmania major (inactivadas com
mertiolato) e BCG foram utilizadas nas fases | e Il de testes contra Leishmania
infantum.. Foram administradas trés doses intradérmicas, com vinte e um dias de
intervalo, a dez cdes. Nove mostraram-se resistentes a infeccdo, apds inoculacdo

intravenosa de Leishmania infantum, com o desenvolvimento de uma forte reaccédo
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celular caracterizada por elevada proliferacédo linfocitica. Entretanto, iniciou-se a fase 11
dos testes, mas os resultados ndo tém sido promissores (Giunchetti et al, 2008b;
Gradoni, 2001).

A descoberta de que a IL-12 é a principal citoquina responsavel por uma resposta
celular do tipo Thl, levou a sua inclusdo em vacinas combinadas com protozoarios
inactivados. Foram testadas diferentes doses da recombinante humana IL-12 numa
preparacdo com protozodrios de Leishmania amazonensis (inactivados pelo calor) e
hidroxido de aluminio, que se revelaram sem efeitos secundarios para os primatas. Na
mesma experiéncia foram testadas imunizac6es com apenas antigénio, s6 com hidroxido
de aluminio e IL-12, com antigénio e I1L-12 e com antigénio e aluminio. E necessaria
uma dose minima de 1pg de IL-12 para que haja desenvolvimento de resposta
protectora e uma cura mais rapida das lesdes. Todos os primatas que levaram uma
combinacdo de antigénio com hidroxido de aluminio e 2 pg de 1L-12 desenvolveram
uma resposta imunitéria protectora (Kenney et al, 1999).

Outra componente que esta a ser testada com algumas vacinas de antigénios inactivados
é a saliva dos vectores. Giunchetti et al (2008a) testou uma vacina constituida por
promastigotas de Leishmania braziliensis (LB), saponina (Sap) e extractos de glandula
salivar (Sal) de Lutzomyia longipalpis (LBSapSal). A incluséo da fraccdo Sal parece ser
benéfica pois ha formacdo de anticorpos especificos, contra proteinas da saliva, que
neutralizam as ac¢bes anti-hemostatica e imunomoduladora da mesma. Para além desta
resposta, a imunizacdo com LBSapSal induz uma forte imunidade humoral e celular,
com aumento dos linfocitos CD8" e da producgdo de NO (responsavel pela morte dos
parasitas nos macrofagos).

11.3. VACINAS DE FRACCOES PURIFICADAS

Sédo constituidas por macromoléculas especificas e purificadas, provenientes dos agentes
patogénicos (Kindt et al, 2006).

A Leishmune® foi a primeira vacina contra a leishmaniose canina a ser licenciada, mas
apenas se encontra disponivel no Brasil. E uma vacina composta por uma fracgdo
enriquecida de glicoproteinas, conhecida como “ligando fucose-manose” (FML), que se
encontra nas formas amastigotas e promastigotas da Leishmania donovani. Em
associagdo a este antigénio encontra-se um adjuvante: a saponina (Gradoni, 2001).
Durante a fase Ill de testes, a vacina gerou uma resposta protectora (linfoproliferacdo
responsiva a proteina gp63 e formacdo de um elevado titulo de anticorpos IgG2a
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especificos contra a fraccdo FML) em 80% dos animais (Dantas-Torres, 2006). Para
além do efeito de imunizacdo do animal, esta vacina tem um efeito de bloqueio de
transmissdo. Um estudo sobre a vacina FML revelou que o antigénio desta compete pela
ligacdo ao intestino, diminuindo a ligagdo de promastigotas prociclicos. Esta capacidade
do antigenio de se ligar € dose dependente (Palatnik-de-Sousa et al., 2004). O protocolo
de administracdo desta vacina consiste em trés doses, aplicadas com 21 dias de
intervalo.

Uma outra opg¢do ainda em estudo € a vacina com antigénios excretados-secretados de
Leishmania infantum (LIESAp) associados ao adjuvante dipéptido muramil. Lemesre e
colaboradores (2007) testaram esta vacina em 205 cdes com um protocolo de
administracdo de trés doses, duas com trés semanas de intervalo e a terceira um ano
apos a segunda imunizagdo. A vacina mostrou ser bem tolerada, sem reac¢des adversas
generalizadas ou localizadas e, com base em testes de PCR e de observacdo do parasita
a partir de amostras de medula 6ssea, mostrou ter uma eficacia de 92%. Um aumento da
actividade de IFN-y esta na base desta resposta protectora, com produgdo elevada de

IgG2 e de NO pelos macréfagos activados (Lemesre et al, 2007).

11.4. VACINAS DE PROTEINAS RECOMBINANTES
Sdo constituidas por proteinas purificadas obtidas a partir de genes clonados de
Leishmania e expressos através de vectores bioldgicos (Kindt et al, 2006).
A desvantagem destas proteinas é que podem perder a conformacao inicial, que se vai

traduzir numa imunizacao deficiente.

O efeito protector das proteinas recombinantes histona 1 (H1) e proteina hidrofilica de
superficie B1 (HASPB1) foi estudado em quarenta e oito cdes. Prepararam-se vacinas
monovalentes de cada um dos antigénios e uma bivalente, todas elas combinadas com
Montanide™. Os animais vacinados apenas contra H1 revelaram um efeito protector
62,5% aos 16 meses apds infecgdo intravenosa com promastigotas de Leishmania
infantum, ao passo que ambas as vacinas HASPB1 mostraram uma eficacia de 50%. No
mesmao estudo, foi testada uma vacina constituida por poliproteina recombinante de sub-
unidades (TSA, LelF e LmSTI1), também conhecida por Leish-111f, e monoril
fosfolipido em emulsdo estavel (MPL®-SE), que mostrou ser ineficaz (proteccédo em
29% dos casos) (Moreno et al., 2007).
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A proteina Q (obtida a partir da fusdo das proteinas ribossomais Lip2a, Lip2b e PO e da
histona HA2 foi testada em cées artificialmente infectados com Leishmania infantum. A
vacina foi preparada com o adjuvante BCG e aplicada, resultando numa proteccéo de
90% (Barbiéri, 2006).

11.5. VACINAS QUE UTILIZAM VECTORES RECOMBINANTES
Os genes que codificam alguns antigéneos podem ser introduzidos em virus ou bactérias
atenuados, que vao replicar-se no hospedeiro e expressar o antigénio correspondente ao
gene (Kindt et al, 2006).
Ja foram feitas algumas tentativas de desenvolver vacinas através de virus e bactérias
recombinantes. O gene que codifica a gp63 foi introduzido em Salmonella typhimurium
atenuada e administrado por via oral, desenvolvendo uma resposta imunitaria protectora

contra Leishmania major (Gradoni, 2001; Handman, 2001).

A proteina de membrana PSA-2 (antigénio de superfice do parasita 2) de Leishmania
donovani foi introduzida em virus da vacinia e inoculada em ratos, proporcionando uma

resposta protectora contra Leishmania major (Handman, 2001).

11.6. VACINAS DE DNA
As vacinas de DNA consistem na inoculacdo directa (na pele ou mdusculo) de
plasmideos com DNA que codificam antigénios especificos. As células musculares e
dendriticas captam o DNA e expressam 0s antigénios, estimulando uma resposta
humoral e celular (Kindt et al, 2006).
As vantagens deste tipo de vacinas € que tém uma tecnologia de producdo simples e de
baixo custo com possibilidade de producdo em larga escala, ndo necessitam de
refrigeracdo, logo de facil transporte, e possibilitam a combinacgéo de varios genes numa
unica vacina (Dunning, 2009).
Um estudo publicado em 2001 testou a imunizacdo de ratos com DNA plasmidico de
Leishmania donovani que codifica o homologo do receptor da proteina ¢ kinase
activada (LACK). Os resultados revelaram uma forte reaccdo mediada por linfocitos
Th1 mas, no entanto, a vacina mostrou-se ineficaz na proteccéo contra a infecgcdo. Esta
falha na proteccéo levar a crer que, apesar de uma resposta do tipo Thl ser fundamental

para o desenvolvimento de resisténcia, pode ndo ser suficiente (Melby et al, 2001).
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Carrion, Folgueira e Alonso (2008) fizeram a comparacdo entre uma vacinagdo com
plasmideos que codificam as histonas H2A, H2B, H3 e H4, e uma vacinagcdo com
células dendriticas (CD) transportando essas mesmas histonas. A vacina de DNA néo
desenvolveu resposta protectora, ao passo que a imuniza¢do com as CD mostrou uma
diminuicdo da carga parasitaria no figado e bagco. No entanto as vacinas com CD néo
sdo muito aceites, pelo que estdo em estudo vacinas com as mesmas histonas mas com

formulacdes diferentes (Carrion et al, 2008).

Recentemente conseguiu-se melhorar a eficacia das vacinas de DNA através de uma
técnica de vacinacdo com revacinacdo heterdloga. Ou seja, faz-se uma primeira
imunizacdo com o DNA plasmidico que codifica a proteina que se quer testar, seguida
de outra imunizagdo com a proteina recombinante ou expressada através de um vector
(heterologous prime- boost).

Esta técnica tem sido testada em varias situacdes, como a vacinacdo com DNA-LACK
com um reforco da mesma proteina expressa no virus Ankara (virus da vacinia
modificado - MVVA) e no virus da vacinia recombinante (rVV). Os resultados mostraram
que ambos o0s protocolos desencadearam resposta protectora Thl caracterizada por
baixo titulo de anticorpos (e destes, com maior producdo de 1gG2), boa proliferacdo de
células especificas, baixa producdo de IL-4 e IL-10 e aumento da producdo de IFN- y.
Ao contrério do que era esperado, a resposta a vacinacdo com o MVA foi mais efectiva
do que com o rVV (Ramos et al, 2008).

Dentro da mesma técnica, foi também testada a eficacia da vacinagdo com DNA/MVA
expressando a triparedoxina peroxidase (TRYP) e o LACK. Foram também comparadas
duas doses, para cada protocolo (100 e 1000ug). A imunizagdo com TRYP com a dose
mais alta desencadeou uma resposta protectora, com producdo de IFN-y, teste de
reaccdo de hipersensibilidade retardada positivo e aumento de IgG total, com maior
expressdo de 1gG2. A resposta desencadeada pela imunizagcdo com a proteina LACK
nédo foi tdo efectiva. Teve também aumento da producéo de IFN-y, mas fraca producgéo

de anticorpos (Carson et al, 2009).

12. PROGNOSTICO
O prognostico da leishmaniose canina é sempre reservado, variando de acordo com a

sua situacdo clinicopatoldgica (Solano-Gallego et al., 2009).

Universidade de Evora
2010

72



EVO

Relatério Final de Estagio - Medicina Interna e Cirurgia de Animais de Companhia

Alguns parametros da historia clinica sdao importantes, pois dao-nos uma noc¢do da
progressdo da doencga, como por exemplo o tempo decorrido desde o inicio dos sinais
até ao diagndstico e a incidéncia de recidivas (caso se aplique) (Guaguére et al, 2008).

Também os achados laboratoriais sdo essenciais para o estabelecimento de um
prognostico, uma vez que nos indicam a gravidade lesional dos sistemas. Valores de
ureia e creatinina que, mesmo apds terapia, se mantém elevados, sdo de mau
progndstico. J& o aumento do valor das enzimas hepéaticas ALT e AST ndo tem o
mesmo valor de progndéstico, uma vez que tendem a normalizar ap6s o tratamento
(Ciaramella e Corona, 2003a). A tabela 20 descreve os 4 estadios da doenca e relaciona

os sinais clinicos e os achados laboratoriais com o progndstico.

Tabela 20: Estadio clinico da doencga baseado em sinais clinicos e laboratoriais de respectivo prognostico.

! _ récio proteina creatinina urinaria;

2 _ insuficiéncia renal crénica;

% _ animais com titulacdo negativa — média positiva devem ser confirmados com outra técnica de pesquisa de

antigénio (citologia, imunohistoquimica ou PCR)
4 _ titulos elevados de anticorpos sdo conclusivos
(adaptada de: Solano-Gallego, et al, 2009)

| Titulo Negativo  Sinais clinicos Geralmente normais Bom
— baixo positivo  ligeiros:
linfadenomegalia;
dermatite papular
1 Titulo Baixo- Sinais clinicos do  Anemia ndo Bom — reservado
Elevado estadio | mais: regenerativa;
lesbes  cutdneas hipergamaglobulinémia;
difusas:  ulceras, hipoalbuminémia.
onicogrifose; Subestadio a — perfil
anorexia; perda de renal normal;
peso; febre, Subestadio b — UPC'=
epistaxis. 0,5-1; Creatinina<1,4
mg/dI
1 Titulo médio- Sinais clinicos dos Achados do estadio Il Reservado — mau
elevado® estadios | e Il mais:
mais sinais de Estadio | de IRC%:
lesdo causada por UPC' > 1 ou estadio Il
imunocomplexos:  de IRC% Creatinina =
vasculite; artrite; 1,4-2 mg/dl
uveite;
glomerulonefrite.
v Titulo médio- Sinais clinicos dos Estadio Il de IRC? Mau
elevado* estadios I, Il e Il creatinina = 2-5mg/dl
mais: ou IV: creatinina > 5
tromboembolismo  mg/dl;
pulmonar; Sindrome nefrético;
sindrome UPC'>5
nefrotico.
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V. CASO CLINICO
Anamnese

O canideo Di Maria é um macho fértil de 3 anos de idade, raca indeterminada e 9,7kg de

peso.

O Di Maria é um cdo com acesso ao exterior que vive no concelho de Olh&o, encontra-
se vacinado contra as principais doencas infecciosas caninas (leptospirose, parvovirose,
adenovirus, esgana, parainfluenza e raiva) e com desparasitacdo em atraso. A historia
clinica é curta mas reporta dois casos de hipersensibilidade, sendo uma delas uma

reaccdo de hipersensibilidade do tipo I & coleira desparasitante Scalibor®.

Dia 1: 05 de Novembro de 2009
O Di Maria apresentou-se a consulta com uma claudicacdo mais evidente a nivel do
membro posterior direito desde o dia anterior, perda de apetite, perda de peso e algumas

lesGes dermatoldgicas.

Ao exame clinico os parametros basicos estavam normais, com mucosas rosadas e
himidas, auscultacdo cardiaca e respiratoria sem alteracbes e tempos de repleccdo
capilar e retraccdo da prega cutdnea normais. Verificou-se linfadenomegalia dos
linfonodos popliteos e a manipulacdo revelou dor em vaérias articulacbes do membro
toracico e do membro pélvico, sendo mais exuberante a nivel das articulagdes coxo-
femurais. Quanto as alteracBes dermatoldgicas eram caracterizadas por nédulos de
pequeno tamanho localizados na cabeca e dermatite ulcerativa nos pavilhoes
auriculares.

Recorreu-se, entdo, a radiologia para avaliar as articulacbes dos membros, mas nao eram
visiveis alteracOes osteo-articulares.

Procedeu-se a uma colheita de sangue para analise bioquimica onde se observou
aumento das proteinas totais que se encontravam a 11,8 g/dL e da ureia (36,6 Ul /I),
com albuminémia no limite normal minimo (2,5 g/dl) e hiperglobulinémia acentuada
(9,3 g/dl). Os restantes resultados podem ser consultados na tabela 21. Sendo uma zona
endemica e tendo em conta os sinais clinicos, a altura do ano e a falta aparente de
proteccdo eficaz contra a picada de flebtomos, optou-se por enviar uma amostra de
soro para laboratorio para proteinograma e pesquisa de anticorpos anti-Leishmania.

Enquanto aguardava o resultado do teste, receitou-se uma terapia com firocoxib
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(Previcox®), um anti-inflamatério néo esterdide para a dor e inflamacao articular, com

uma administracdo oral de um comprimido de 57mg por dia.

O resultado do teste seroldgico revelou uma reaccdo positiva a Leishmania na titulacéo
de 1/320, enquanto o proteinograma mostrava uma curva tipica de patologias
infecciosas, com diminuicdo da albumina e aumento das B e y globulinas (valores
apresentados na tabela 22 e figura 33).

Iniciou-se, entdo, um tratamento com alopurinol a uma dose de 30 mg/kg/dia, num total
de 300 mg/dia, dividida em duas tomas diarias e aconselhou-se 0 uso de desparasitantes

externos que fossem também eficazes para a prevencao do flebotomo.

Dia 2: 13 de Novembro de 2009

O paciente regressou a consulta para controlo, no qual se verificou um agravamento das
lesGes dermatoldgicas e um aumento da dor articular. Nessa altura iniciou-se, entdo, um
tratamento com associacdo de alopurinol e antimoniato de meglumina (Glucantime®)

nas seguintes doses:

¢ Alopurinol 300mg: ¥ comprimido cada 12 horas, indefinidamente
%+ Glucantime: 75mg/kg/dia, o que da uma injeccdo de 2,5 mL por dia, durante 30

dias.

Para além disso, receitou-se a aplicacdo de pomada de betametasona, clotrimazol e
gentamicina (Quadriderme®) nas areas de pele lesada e receitou-se uma terapéutica com
metilprednisolona (Medrol® 4mg). Esta consiste na administracdo, por via oral, de um
comprimido a cada 12 horas durante uma semana, passando para um comprimido por
dia durante a semana seguinte, diminuindo para % de comprimido por dia durante 4 dias
e terminando com duas administracGes de 1/4 de comprimido a cada 48 horas. Ficou

marcado um novo controlo para analise bioquimica apés 15 dias.

Dia 3: 29 de Novembro

O Di Maria voltou para o controlo bioguimico, revelando uma descida das proteinas
totais (7,9g/dl) e das globulinas elevado (4,9 g/dl), tal como uma normalizacdo da
albuminémia. Ndo havendo qualquer sugestdo de toxicidade pelo antimoniato de
meglumina o tratamento prosseguiu com a dose acima referida até perfazer um més,
altura em que viria para um novo controlo com proteinograma e pesquisa de anticorpos

anti-Leishmania. Os restantes resultados apresentam-se na tabela 23.
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Dia 4: 13 de Dezembro

Terminado o tratamento injectavel, o paciente apresentou-se para um controlo. Ao
exame fisico verificou-se remissdo dos sinais articulares e das lesdes dermatoldgicas,
apresentando apenas algum grau de hiperqueratose nos pavilhGes auriculares. Foi feita
nova colheita para proteinograma e pesquisa de anticorpos mas, por erros externos ao
hospital, teve de ser repetida e os resultados so estiveram disponiveis no dia 08 de
Janeiro. O resultado do novo perfil de Leishmania (titulagdo de anticorpos e
proteinograma) voltou com uma titulacdo ainda positiva a 1/320, ao passo que O
proteinograma mostrou, de facto, uma diminuicdo de globulinas embora alguns valores
estivessem ainda no limite maximo ou mesmo acima (resultados disponiveis na tabela
24 e figura 34). Tomou-se a deciséo de fazer mais um més de tratamento com injecgdes
subcutaneas de antimoniato de meglumina, na mesma dose. As duas semanas de
tratamento foi feita nova analitica de controlo sem evidéncia de leséo a nivel renal ou
hepatico, mas ainda com hiperglobulinémia (4,7 g/dl). A colheita de soro ficou marcada
para dia 12 de Fevereiro, altura em que o tratamento injectavel ja teria acabado.

Dia 5: 12 de Fevereiro de 2010

O Di Maria voltou para fazer nova analise completa, com proteinograma e titulacdo de
anticorpos. Os resultados voltaram novamente a revelar titulagdo positiva a 1/320. No
entanto, os valores das globulinas voltaram ao normal, excepto as beta-gloubulinas que
se encontravam ligeiramente aumentadas (tabela 25, figura 35). Posto isto e, uma vez
que se conseguiu obter uma remissdo completa do quadro lesional, decidiu-se manter
apenas a medicacdo com alopurinol na mesma dose, marcando-se um novo controlo 3

meses apos esta consulta.

Dia 6: 9 de Junho
Os resultados obtidos ja eram os esperados para um cdo com leishmaniose controlada,
com titulo positivo apenas a 1/80 e o proteinograma com os valores normalizados

(consultar valores na tabela 26).
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13. RESULTADOS

Tabela 21: Valores das andlises bioquimicas do Di Maria referentes ao dia 05 de

Novembro de 2009.

ALT / GPT (UI/N) 36.6 10-70
Creatinina (mg/dl) 0.74 0.4-1.4
Ureia (mg/dl) 37.7 6-24

Proteinas Totais (g/dl) 11.8 5.2-7.2
Albumina (g/dl) 2.5 2.5-4.3
Globulinas (g/dl) 9,3 2.5-4.3

Tabela 22: Valores do proteinograma do Di Maria referentes ao dia 05 de Novembro de 2009.

Albumina 2.66 2.30-3.50
Alfal 0.11 0.50-0.80
Alfa 2 0.30 0.50-0.80
Beta 1 1.05 0.50-1.10
Beta 2 1.75 0.30-0.70
Gama 6.23 0.50-1.80
Proteinas Totais 12.10 5.10-7.80

Comentarios
PT: 5.0-7.5 A/G:0.50-1.20

Figura 33: Grafico do proteinograma referente ao dia 05 de Novembro de 2009
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Tabela 23: Valores das andlises bioquimicas do Di Maria referentes ao dia 29 de

Novembro de 2009.

ALT / GPT (UI/l) 36.6 10-70
ALP / FAS 80 20-200
Creatinina (mg/dl) 1 0.4-1.4
Ureia (mg/dl) 11 6-24

Glucose 96 65-120
Albumina (g/dl) 3 2.5-4.3
Globulinas 4.9 2.5-4.3
Proteinas Totais 7.9 5.2-7.2

Tabela 24: Valores do proteinograma do Di Maria referentes ao dia 8 de Janeiro de 2010.

Albumina 2.47 2.30-3.50
Alfa l 0.29 0.50-0.80
Alfa 2 0.92 0.50-0.80
Beta 1 0.60 0.50-1.10
Beta 2 1.12 0.30-0.70
Gama 1.4 0.50-1.80
Proteinas Totais 6.8 5.10-7.80

Comentarios
PT _500-7.50 A/G_050-1.20

Figura 34: Gréfico do proteinograma referente ao dia 08 de Janeiro de 2010
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Tabela 25: Valores do proteinograma do Di Maria referentes ao dia 12 de Fevereiro

Albumina 2.61 2.30-3.50
Alfal 0.32 0.50-0.80
Alfa 2 0.59 0.50-0.80
Beta 1 0.74 0.50-1.10
Beta 2 0.77 0.30-0.70
Gama 1.17 0.50-1.80
Proteinas Totais 6.20 5.10-7.80

Comentarios
PT _550-7.50 A/G _0.50-1.20

Figura 35: Grafico do proteinograma do dia 12 de Fevereiro de 2010

Tabela 26: Valores do proteinograma do Di Maria referentes ao dia 9 de Junho de 2010

Albumina 2.60 2.30-3.50
Alfa l 0.56 0.50-0.80
Alfa 2 0.78 0.50-0.80
Beta 1 0.60 0.50-1.10
Beta 2 0.63 0.30-0.70
Gama 1.55 0.50-1.80
Proteinas Totais 6.72 5.10-7.80
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14. DISCUSSAO

O estadio de doenca em que o Di Maria foi diagnosticado corresponde a uma transicao
entre 11 e 111. Apesar de os valores renais estarem normais e de as lesdes dermatoldgicas
ndo serem muito exuberantes, apresentava valores de proteinas totais e de globulinas
bastante elevados e ja alguns sinais de lesdo causados pela deposicdo de
imunocomplexos, como a patologia articular. Apesar de tudo considerou-se um caso
com bom prognostico.

As alteracdes de pele enquadram-se no quadro de lesdes dermatoldgicas descritas, e
ocorrem devido a accdo directa do parasita e a fendbmenos de vasculite causados pela
deposicdo de imunocomplexos (Noli, 1999).

A poliartrite também se enconta descrita, sendo mais frequentemente na forma nao
erosiva (Baneth et al, 2008). Poderia ter sido confirmado tratar-se de poliartrite
imunomediada devido a Leishmania através de puncdo intra-articular com colheita de
liquido sinovial e posterior analise, que pode revelar aumento da contagem total de
células e predominancia de neutrofilos. A observacdo de esfregacos citologicos ao
microscopio 6ptico pode permitir, ou ndo, a identificacdo de formas amastigotas
(Feitosa, 2006).

O protocolo de tratamento com alopurinol e antimoniato de meglumina deveria ter sido
iniciado logo com os resultados do primeiro proteinograma e pesquisa de anticorpos, o
que ndo pbde acontecer porque 0s proprietarios do paciente estavam ausentes na altura e
a pessoa responsdvel no momento tomou a opcdo de aguardar a chegada dos
proprietarios.

Apesar do periodo de monoterapia com alopurinol ter sido curto, mostrou-se ineficaz,
uma vez que ndo so as lesbes ndo estabilizaram, como houve agravamento.

E possivel que o segundo ciclo de tratamento injectavel com antimoniato de meglumina
ndo fosse necessario. Para além de ter sido iniciado precocemente, uma vez que o titulo
de anticorpos s6 comeca a baixar 1 més apds o tratamento (Birchard e Sherding, 2008),
possivelmente a globulinémia teria estabilizado com a manutencdo com alopurinol. No
entanto, esta opcéao foi tomada devido ao intervalo alargado entre o final do tratamento e

a realizacéo do controlo que gerou duvidas relativamente a dindmica da globulinemia.

A administragdo de corticosterdides diminuiu eficazmente a dor causada pelas lesbes
devido a deposicdo de imunocomplexos. No entanto, ainda que descrita, a sua influéncia

pode ter levado a um atraso no inicio da resposta do paciente a infeccdo. Como ja foi
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dito anteriormente, para que haja remissdo da doenca é necessario que a diminua a
resposta imune do tipo Th2 e que haja um aumento da resposta celular especifica (Thl).
(Alvar et al., 2004; Solano-Gallego, 2001). Uma vez que a metilprednisona actua de
forma indiferente sobre a resposta imune, ou seja, inibe tanto a resposta humoral como a
celular, esta pode ter diminuido a eficacia do tratamento injectavel durante o primeiro

ciclo.

N&o é possivel definir quanto a possibilidade de uma recidiva da doenga, mas sabe-se
que a taxa de recidivas em pacientes tratados com uma associacdo de antimoniato de
meglumina com alopurinol e manutencdo com alopurinol (pelo menos durante 10
meses) € de 4-11%. Em casos em que ndo se faz manutencdo com alopurinol, a taxa de
recidivas sobe para 32-100% (a mesma taxa que se verifica em pacientes que sao

tratados apenas com antimoniato de meglumina) (Noli e Auxilia, 2005).

Apesar de tudo a infeccdo foi controlada com sucesso, mas 0 paciente tera de
permanecer sob tratamento com alopurinol e sera monitorizado de trés em trés meses
até perfazer um ano, a partir do qual sera monitorizado de seis em seis meses. (Noli,
1999) Para além disso sera sujeito a um programa de controlo rigido contra a picada dos
fleb6tomos com a aplicacdo mensal de Advantix®. Esta prevencdo da picada tem como
objectivo diminuir a transmissdo da doenca aos vectores, uma vez que esta provado que
animais tratados continuam a ser fonte de infeccdo para os flebotomideos (Moreno e
Alvar, 2002; Alvar et al, 2004) e diminuir a probabilidade de um novo contacto com o
parasita, uma vez que a reinfeccdo (e consequente recidiva de doenca) € uma hipétese

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

A leishmaniose ¢ uma doenca infecciosa de caracter crénico, incurdvel e com um
tratamento dispendioso, especialmente para animais de grande porte (Baneth e Shaw,
2002; Desjeux, 2004). Tendo em conta as condi¢des socio-econdmicas actuais, existe
uma grande fatia da populacdo que ndo consegue suportar os custos tanto da medicagéo
como das andlises necessarias para a monitorizacao da infeccdo, acrescendo ainda que é
necessario assumir a responsabilidade de realizar o tratamento de forma rigorosa, para
que haja menor risco de transmissdo e para diminuir a probabilidade de recidiva da
doenca.

Desta forma, é necessario apostar num forte programa de prevencdo para proteger 0s
animais das picadas de flebotomideos e da sua transmissdo. Apesar de haver uma
grande movimentacdo de esforcos nesse sentido, ainda ndo ha uma vacina disponivel no
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mercado para a imunizacao contra esta doenca (Moreno e Alvar, 2002; Solano-Gallego
et al., 2009). Posto isto, a prevengdo passa pelo médico veterinario que deve fornecer
aos proprietarios toda a informacdo necessaria para a compreensdo dos riscos e
consequéncias desta zoonose tanto para o bem-estar dos animais domésticos, como para

a saude publica.

A ONLEISH realizou um questionario a proprietarios que frequentaram centros de
atendimento médico-veterinario e concluiu que os conhecimentos acerca da doenca
eram bastante reduzidos, sendo satisfatério apenas em 6-12% dos inquiridos. 50-70%
dos questionados ndo conhecem a doenca, 55-80% desconhecem o resultado do
tratamento, 60-75% ndo sabem como prevenir e apenas 20% sabe que se trata de uma
doenga transmissivel ao Homem (ONLEISH.org).

Este estudo reflecte a necessidade de uma abordagem mais sélida e persistente na

sensibilizacdo da populacéo.
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