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Resumo

Estudo sero - epidemioldgico da leishmaniose canina na sub - regido do Pinhal Interior
Sul

No presente trabalho, os concelhos de Macéo, Proenca-a-Nova e Vila de Rei pertencentes a
sub-regido do Pinhal Interior Sul, constituiram as areas geogréficas alvo de estudo sero-
epidemioldgico. Procedeu-se ao preenchimento de questionario epidemioldgico e a analise por
ELISA, de amostras de soro de 282 animais, durante o periodo de campanha de vacinagéo
anti-rabica. Observou-se que, os cdes de Proenca-a-Nova e de Vila do Rei tinham mais
probabilidade de serem seropositivos do que os cdes de Macgdo. A analise de agregados
espaciais (“clusters”) permitiu detectar regides geograficas cujo risco de existir doenca é
consideravelmente maior do que nas restantes areas em estudo. Através da analise
geoespacial demonstrou-se a distribuicdo da seroprevaléncia de leishmaniose nos trés
concelhos, concluindo-se que existem duas areas com maior probabilidade de um céo estar
seropositivo. Demonstrou-se também, possivel relacdo entre alguns tipos de ocupacao do solo

e o nivel de seroprevaléncia.

Palavras-chave: Andlise estatistica; analise geoespacial; estudo sero - epidemiolégico;

leishmaniose canina; sub - regido Pinhal Interior Sul;



Abstract

Study serum - epidemiological of canine leishmaniasisinthe sub - region Pinhal

Interior Sul

In this study the counties of Mac¢éo, Proenca-a-Nova and Vila de Rei, within the sub-region of
Pinhal Interior Sul, were the geographic areas investigated by a sero-epidemiological study.
Both an epidemiological questionnaire and the screening of serum samples from animals by
ELISA with sera from 282 dogs took place during the vaccination campaign against rabies.
Dogs from Proenca-a-Nova and Vila de Rei had an increased risk a seropositivity than the dogs
of Macéo. The spatial cluster analysis identified geographic areas where there is a considerably
higher risk of seropositivity than in the other areas of the study. Geospatial analysis showed the
distribution of geospatial prevalence of leishmaniosis in the three counties, which may allow the
conclusion that there are two areas with higher relative risk of seropositivty in dogs. A potential
association between some types of land occupation and seroprevalence level has also been

demonstrated.

Keywords: Statistical analysis; geospatial analysis; study sero - epidemiological; canine

leishmaniosis; sub - region Pinhal Interior Sul;
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|. Reviséo bibliogréafica sobre leishmaniose canina

1. Introducéo

Leishmaniose é a denominac¢do genérica da doenca causada por protozoarios flagelados do
género Leishmania. A Organiza¢do Mundial de Saude considera a leishmaniose como uma das
zoonoses mais importantes do mundo, tendencialmente endémica em regides tropicais e
subtropicais, estando presente em 88 paises de quatro continentes (Ready, 2010). Os dados
estatisticos referem ser a segunda doenca parasitaria com maior taxa de mortalidade, apenas
excedida pela malaria (Collin et al., 2009).

Nos humanos, as formas clinicas de leishmaniose designam-se: leishmaniose mucocutanea,
leishmaniose visceral e leishmaniose cutanea. A incidéncia anual é de 0,5 milhdes de casos
referentes a leishmaniose visceral e 1,5 milhdes de casos referentes a leishmaniose cutanea.
Durante a ultima década tem-se verificado o aumento do nimero de pessoas infectadas,
estimando-se que estejam em risco 350 milhdes de pessoas (Fraga et al., 2009).

Numa perspectiva global, os principais factores de risco na disseminagdo e ocorréncia de
novos casos prendem-se com as alteracdes ambientais, a utilizagéo de terras florestais, o fluxo
intenso de migracdes humanas acompanhadas pelo desenvolvimento econémico e tecnolégico,
o estado imunologico do hospedeiro influenciado por doengas concomitantes, a desnutrigdo,
factores genéticos e por fim a resisténcia a drogas utilizadas no tratamento (Dujardin, 2006).
Consideram-se o0s grupos de maior risco as criancas (crianga = infantum), idosos e
imunocomprometidos.

A leishmaniose canina (LCan) € uma doenca infecciosa frequente na bacia mediterranica,
inclusive Portugal. Foi identificada pela primeira vez em canideos em 1908, na Tunisia, por
Nicolle e Compte. L. infantum é o principal agente causal da leishmaniose visceral ou kala-azar,
nesta regido. (Leandro et al., 2001).

Nos canideos, ndo se observa uma distingdo tdo evidente das manifestacdes clinicas como em
humanos e os animais tendem a apresentar uma sindrome viscerocutanea. Apenas L. infantum
(L. chagasi na América) parece ser relevante como agente de doenga no cdo. Nao obstante,
LCan fundamenta um crescente interesse que transcende o campo da saude animal,
constituindo-se um vero e grave problema de saude publica (Tomas & Freitas Roméao, 2008).
Embora o céo seja considerado o principal reservatério para o homem (Baneth & Aroch, 2008),
0 protozodrio também se encontra presente na populacao silvestre e selvagem (Dipineto et al.,
2007).

A infeccdo € transmitida entre hospedeiros vertebrados por insectos da subfamilia
Phlebotominae (Ready, 2010).

Os sinais clinicos comummente observados sédo as dermatites, a hipertrofia dos ganglios, a

anorexia e a onicogrifose. No entanto, a doenca apresenta um cariz sistémico, com o
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envolvimento de varios 6rgdos, aos quais se associam diferentes quadros sintomatolégicos.
Existe ainda uma alta percentagem de cées assintomaticos com ou sem diagnostico realizado.
Esta variabilidade sintomatoldgica apresenta-se como um dos principais contributos para a
perpetuacdo da doenca em diversas regides (Moreno & Alvar, 2002).

O diagndstico concludente de LCan é feito por observacao directa das formas amastigotas ao
microscopio, a partir de puncdo ou biopsia de 6rgdos infectados. Outros métodos de
diagndstico incluem a pesquisa de ADN de Leishmania através da técnica de PCR e a
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania através de exames imunoenziméticos (Baneth &
Aroch, 2008).

Cada técnica utilizada para o diagnéstico apresenta vantagens e limitacbes e mesmo com
todos os desenvolvimentos tecnolégicos, o diagnéstico de LCan continua a ser um desafio.
Todos os exames complementares devem ser seleccionados de acordo com 0s objectivos
pretendidos (Porrozzi et al., 2007; Maia et al., 2009).

As acgOes para o controlo desta patologia ndo tém surtido efeito, havendo necessidade de um
sistema de vigilancia epidemiolégica mais rigoroso, principalmente ao nivel da regido
mediterrdnica, com padronizacdo tanto da definicdo de casos como das metodologias de
diagnostico utilizadas, objectivando, através do intercambio de informacéo e padronizagdo do
processamento de amostras, ultrapassar as dificuldades especificas relativas a esta patologia.
Neste sentido, em Portugal, o Observatério Nacional de Leishmaniose (ONLEISH) criou a
primeira rede epidemiologica da leishmaniose canina (LEISHNET), pioneira na Europa, de
forma a criar sinergias que permitam prevenir e combater a doenca. Esta rede vai permitir
analisar o numero de casos diagnosticados e tratados e ter uma noc¢éo real da evolugéo desta
doenca. “E urgente que cada pais coloque rapidamente em pratica sistemas de alerta que

protejam as populagdes de doencas infecciosas” (Grupogoci, 2010).

1.1. Breve nota Histo6rica

As informacdes retiradas dos arquivos histéricos, conjuntamente com as areas de biologia
molecular, paleontologia e arqueologia, cruzaram-se para definir um conceito “epidemiologia
histérica”, com a finalidade de descodificar a origem de varias patologias em determinado
tempo e lugar. Assim, surgem algumas teorias para tracar a génese e o perfil filogenético de
alguns parasitas (Siviero & Furtado, 2005; Andrade et al., 2006).

A origem paleartica de Leishmania do Novo Mundo teoriza que, no periodo Cretécio, existia
uma espécie ancestral, Sauroleishmania, que tinha por hospedeiro os répteis, e que esteve na
génese de Leishmania, quando passou, no inicio do Cenozdico, a dispor de uma variedade de

mamiferos (Andrade et al., 2006).



Acompanhando a fauna de roedores e outros hospedeiros, uma espécie ancestral de
flebétomos migrou pela ponte do estreito de Behring, conduzindo a separacao entre 0s géneros
Phlebotomus e Lutzomyia, ap0s esta ser destruida, no Oligoceno (Andrade et al., 2006).

Um estudo recente, baseado num conjunto de dados moleculares, que incluiu, andlise de
18.000 caracteres para cada uma das 25 estirpes de Leishmania, representativas da
distribuicdo a nivel mundial, confirma que Leishmania teria origem no sul da América devido a
diversidade genética e de aminoacidos combinados presente nas espécies neotropicais.
Concluiu também que, durante o Miocénio (25-15 MilhBes de anos) uma linhagem de
Leishmania ter-se-ia dispersado através da Asia central onde posteriormente se diferenciaria
em varias linhagens.

Leishmania infantum diferenciada a partir de uma linhagem precoce de Leishmania donovani
(1Milhdo de anos) invadiu a india e Africa, tendo estirpes europeias MON-1, ha cerca de 500
anos atras estabelecido contacto com estirpes da América do Sul (Fig. 1), considerando

Leishmania chagasi sinbnimo de L. infantum (Lukes et al., 2007).

Legenda

MYA - Milhdes
de anos atras

Fig. 1: Historia evolutiva e geografica de Leishmania spp. (Lukes., et al 2007)

Com o inicio do sedentarismo, h4 10.000 anos, a préatica agricola e a criagdo de animais
favoreceram o aparecimento das primeiras vilas e por consequéncia a luta pela posse de terra,
a devastagcdo de florestas e o convivio com animais domésticos e silvestres (Costa et al.,
2009).

Verificando-se que, aquando da fundagéo das primeiras vilas na Bacia do Mediterraneo e no
mundo, surgiram os primeiros casos esporadicos de leishmaniose visceral ou kala-azar (Fig. 2)
(Lukes et al., 2007).

Representacdes em ceramica do periodo pré-Inca no séc. | d.C. localizadas no Equador e Peru
demonstram deformidades faciais compativeis com a forma cutdnea e mucocutédnea de
leishmaniose, 0 que prova que esta doenca prevaleceu também nesta época, no Novo Mundo
(Fig. 3) (Siviero & Furtado, 2005).



Fig. 2: Cranios de sepulturas antigas (10.000 Fig. 3: Huaco mochica com lesdes
anos), mostram extensas les6es causadas por sugestivas de leishmaniose cutanea (Siviero
Leishmania spp. Comprovado por métodos & Furtado, 2005)

moleculares (Costa et al., 2009)

No Velho Mundo, em Goa (1563) Garcia de Orta, médico portugués, publicou o Coléquio dos
simples e drogas e coisas medicinais da india, onde descrevia um paciente com sinais claros
de leishmaniose, curando-o com doses de raiz de gengibre-da-China em &agua de canela.
Embora esta doenca nao tivesse sido registada, varios autores sugeriram que esta patologia
deveria ter sido descrita como kala-azar de Orta (Gibson, 1983).

Em 1901, Leishman identificou determinados organismos num esfregaco de sangue
proveniente do bago de um soldado morto pela febre de Dum-Dum. Inicialmente estes
organismos foram considerados tripanossomas mas, em 1903, o Capitdo Donovan descreveu-
0s como sendo uma espécie ainda ndo documentada. A ligacdo entre kala-azar e o organismo
foi feita mais tarde pelo Major Ross. Estava definido um novo género: Leishmania (Balley &
Bishop, 1959).

2. Biologia do parasita
2.1. Etiologia

O género Leishmania, Ross (1903) refere um conjunto de protozoarios flagelados com a

sequente classificacdo taxonémica (Tab. 1):

Tabela 1: Classificacdo taxonémica do género Leishmania (Laura et al., 2005)

Reino Protista Classe Zoomastigophora
Sub-Reino  Protozoa Ordem Kinetoplastida
Filo Sarcomastigophora Familia Trypanosomatidae
Sub-filo Mastigophora Género Leishmania




A taxonomia do género Leishmania € um assunto complexo e controverso, revisto e alterado
com as descobertas e avancos cientificos. Actualmente, de modo a sistematizar e simplificar a
classificacdo, podemos dividir o género Leishmania em dois subgéneros, de acordo com a
localizagdo do seu desenvolvimento no vector (Tab. 2).

Leishmania quando o parasita ocorre na porcdo média e anterior do intestino do fleb6tomos e

Viannia quando se desenvolve na por¢éo posterior (Andrade et al., 2006).

Tabela 2: Principais espécies do género Leishmania (adaptado de Andrade et al., 2006)

Subgénero Reservatorio Local Subgénero Reservatorio Local
Viannia Leishmania

L. (V.) braziliensis C;R;H N L. (L.) donovani H V

L. (V.) peruviana H;R; C N L. (L) tropica H; C;R \%

L. (V.) guyanensis P;R;H N L. (L.) infantum CH V

L. (V.) panamensis P;C;R;H N L. (L.) major R; H \%

L. (V.) lainsoni R; H N L. (L.) archibaldi H \%

L. (L.) chagasi CH N

Legenda: Local de ocorréncia (Local) no Velho Mundo (V) e Novo Mundo (N)

Reservatério: canideo (C); roedores (R); Homem (H); preguica (P); o reservatorio principal é

representado a negrito.

O género Leishmania compreende cerca de 30 espécies, das quais 10 tém importancia em
medicina veterinaria e humana (Bates, 2007).

As espécies sdo agrupadas em complexos, geograficamente dispersos, nos paises do Novo
Mundo (América) e nos paises do Velho Mundo (Africa, Asia e Bacia do Mediterraneo), dos
guais se referem:

Complexo Leishmania major engloba L.(L.) major que infecta preferencialmente roedores e
marsupiais no norte do Sahara, Préximo Oriente e Peninsula Arabica e L. (L.) tropica,
importante agente da leishmaniose cutanea no Homem no oeste da Europa, india, Africa e
Tunisia.

Complexo Leishmania donovani que comporta as principais espécies causadoras de
leishmaniose visceral. L.(L.) donovani que prevalece em Timor, Africa, india e partes do Médio
Oriente e L.(L.) infantum que prevalece nos paises da Bacia do Mediterraneo e no oeste de
Africa (Fraga et al., 2009).



Leishmania (L.) infantum, no Velho Mundo e L. (L.) chagasi no Novo Mundo séo indistinguiveis
(Dantas-Torres, 2006), assim como L. (L.) donovani e L. (L.) archibaldi em Africa (Cortes et al.,
2006).

A identificacdo e classificacdo de espécies Leishmania spp. poderd divergir consoante as
técnicas utilizadas. Entre as técnicas existentes, sequenciacdo de microssatélites, estudos
isoenziméticos e genéticos, a tipagem isoenzimética tem sido considerada golden standard
(Cortes et al., 2006; Fraga et al., 2009).

A tipagem isoenzimatica engloba a técnica de electroforese enzimatica de multilocus (MLEE) a
partir da qual se obtém zimogramas (matriz contendo um conjunto de bandas coradas de
isoenzimas do parasita). Os protozoarios que apresentam zimogramas semelhantes séo
classificados em zimodemes de uma determinada espécie. Devem ser examinados pelo menos
12 enzimas, para que estes estudos sejam validados (OIE, 2008).

Leishmania infantum foi subdividida em zimodemes MON, tendo sido identificados 38
zimodemes. Na Bacia do Mediterraneo e em Portugal, o zimodeme frequentemente envolvido
na LCan, na leishmaniose visceral humana bem como na infecgdo dos animais silvestres e
vectores é o0 MON-1. Nao obstante, em Portugal, outros zimodemes menos comuns tém sido
detectados, MON-98 responsavel por infeccdo canina (Cardoso et al., 2002) e zimodemes
MON-24, MON-18, MON-29 e MON-80 presentes em humanos imunocomprometidos. No
entanto, cada vez mais se considera o uso de técnicas moleculares em estudos taxonémicos
intra-especificos, na genética de populagdes e no diagndstico. (Campino et al., 2006; Cortes et
al., 2006; Alvar et al., 2008).

Sofia Cortes et al. (2006), utilizando reaccdo em cadeia da polimerase - restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) de ADN cinetoplastideal (KADN) analisou a diversidade
genética de Leishmania infantum em humanos, canideos e vectores em algumas areas
geograficas de Portugal, referindo 11 gendétipos diferentes (A; B; C; D; E; F; G; H; I; J; L; M).

O KDNA é essencial na funcdo genética do mitocdndria do parasita e permite trabalhar com

cerca de 10.000 minicirculos e 800 pares de bases.

2.2. Morfologia

Leishmania é um organismo pleomarfico, ou seja, apresenta duas formas evolutivas (Fig. 4A): a
forma amastigota, intracelular obrigatéria e desprovida de mobilidade, que se encontra
principalmente nos macrofagos de vertebrados (Fig. 4B), e a forma promastigota (Fig. 4C),

extra-celular, provida de movimento, que se encontra no hospedeiro invertebrado (Silva, 2007)



Fig. 4A: Representacdo esquematica dos diferentes organelos da forma amastigota e promastigota

Formas amastigotas (Fig. 4B) e promastigota (Fig. 4C) de Leishmania, hum esfregaco de medula éssea
com ampliacéo (x1000) (Laurenti, 2009)

Legenda:

Bolsa flagelar (Bf); cinetoplasto (c); flagelo (f); complexo de Golgi (g); glicossomas (gl); lisossomas (l);
mitocondria (m); microtdbulo (mt); corpos multivesiculares (mv); nucleo (n); reticulo endoplasmatico (re);
compartimento-lisossémico (tl); vesiculas de endocitose e exocitose (v) (Tomas & Freitas Romao, 2008)

Para a observagdo microscopica de promastigotas e amastigotas € necessario efectuar
coloracdo, os métodos de Giemsa, Wright ou Leishman séo os mais utilizados.

A forma amastigota é ovoide, medindo 2,5-5 ym de comprimento e 1,5-2 ym de largura.
Apresenta citoplasma, nucleo com forma oval e cinetoplasto (cineto = movimento) com forma
bastoniforme, localizado entre o nicleo e a bolsa flagelar. Contrariamente ao que se pensava,
o0 cinetoplasto ndo esta na origem da mobilidade do promastigota mas corresponde
efectivamente ao acido desoxirribonucleico (ADN mitocondrial) que condensa numa Unica
regido da ceélula perto da origem do flagelo (Andrade et al., 2006).

A forma promastigota apresenta um corpo fusiforme alongado, com 15-30 yum de comprimento
(se incluido o flagelo) e 2-3 um de largura. O flagelo na regido anterior, bem desenvolvido,
pode atingir 20 um de comprimento (Ciaramella & Corona, 2003a).

A maior parte das estruturas intracelulares sdo semelhantes nas duas formas, como demonstra
0 esquema acima referido. De citar ainda a presenca de uma membrana celular tripla, com

invaginacao, a partir do qual se forma o flagelo (zonula adherens) e o esqueleto, constituido por

7



um conjunto de microtubulos de tubelina interligados, com disposi¢éo longitudinal e transversal,
que permite dar forma a célula e controlar o trafego vesicular com o exterior na aquisicdo de
nutrientes.

O estudo da estrutura do parasita é alvo de inUmeras investigacdes por parte de laboratérios na
tentativa de disponibilizar meios para combater a doencga (Miles et al., 2005).

2.3. Replicacdo e genoma

Os organismos do género Leishmania sdo dipléides, mas replicam-se por divisdo binaria. A
descoberta da existéncia de hibridos de Leishmania indica a possibilidade de ocorrer
reproducé@o sexuada dentro do vector, contudo, se existir deve ser rara e incapaz de alterar a
estrutura clonal das populagbes. O processo de multiplicacdo inicia-se com a divisdo do
cinetoplasto seguido do flagelo e do nucleo (Tomas & Freitas Romao, 2008).

A sequenciacao do genoma de L. infantum estd quase completa. Apresenta uma constituicao

de 36 cromossomas e cerca de 8.195 genes (Dujardin, 2009).

3. Ciclo biolégico de Leishmania

7

Leishmania é um parasita com ciclo de vida heteroxeno (Fig. 5), isto é, parte do seu
desenvolvimento ocorre num hospedeiro invertebrado e o restante num hospedeiro vertebrado
(Eichner, 2009).

SAND FLY VECTOR
WITH PROMATIGOTES

Lo

e

DOG RESERVOIR FOR VL
L. infantum

;"WILD CANID RESERVOIR FOR VL
L. infantum

HUMAN HOSTS WITH
AMASTIGOTE CAUSING VL

Fig. 5: Ciclo de vida de Leishmania (The Hebrew University - Hadassah

Medical School, Jerusalem)


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Humberto%20Pires/Ambiente%20de%20trabalho/Eichner

A maior parte das leishmanioses tém caracter zoonético, ou seja, a infeccdo pode acometer o
homem, apesar de outras espécies de animais constituirem o reservatorio principal do parasita.
Quando o reservatoério animal desaparece e 0 Unico hospedeiro é o homem, o ciclo designa-se
antroponotico. Quando o homem passa a ter um papel activo no ciclo de transmissdo do
parasita, o ciclo designa-se antropozoonético (Collin et al., 2009; Luiz et al., 2009).

3.1. Desenvolvimento de Leishmania no vector

As formas amastigotas, encontrando-se dentro de macréfagos ou livres na corrente sanguinea
do hospedeiro infectado, sdo ingeridas pelo insecto quando se alimenta do seu sangue. Apéds a
sua ingestdo, sucedem-se um conjunto de transformacdes ao nivel do intestino do insecto
(Eichner, 2009).

Numa primeira fase, na porgéo posterior do intestino médio, a membrana peritréfica (estrutura
em forma de saco, essencialmente constituida por quitina) envolve o sangue ingerido (Fig. 6).
Esta membrana, segregada pelo insecto, visa proteger o epitélio intestinal dos possiveis
agentes infecciosos, contudo, protege também os parasitas da acc¢do directa das proteases
intestinais (Tomas & Freitas Roméao, 2008).

Sequencialmente, o0s amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicos e
posteriormente em promastigotas nectomonas, formas que iniciam a migracdo para a regiéo
anterior do intestino médio, onde a membrana peritréfica € digerida pelo parasita por secrecao
de quitinases (Rotureau, 2006). Os nectomonas formados aderem a parede epitelial do
intestino através dos flagelos, de modo a evitar a sua eliminagdo pelo intestino posterior
juntamente com as fezes e/ou restos de alimento nao digerido.

Posteriormente, os nectomonas diferenciam-se em diversas formas ou estagios: promastigotas
leptomonas, com capacidade de divisdo celular e haptomonas, que se fixam a valvula
estemodeal provocando a sua degenerescéncia (Fig. 6) (Tomas & Freitas Romao, 2008).

Na ultima parte do ciclo, a elevada densidade de parasitas, o pH baixo, a anaerobiose e a falta
de nutrientes disponiveis induzem a metaciclogénese (Rotureau, 2006; Eichner, 2009). Os
amastigotas metaciclicos formados atingem o probdscis e penetram no hospedeiro vertebrado,
aquando de uma nova refeigdo (Tomas & Freitas Roméao, 2008). O insecto pode regurgitar de 1
a 1000 metaciclicos, dando assim continuidade ao ciclo (Almeida et al., 2003).

A perda funcional da valvula estemodeal, juntamente com a oclusdo parcial do limen intestinal
causada pelos parasitas e por uma matriz de fosfoglicanos segregada pelos leptomonas,
impede o insecto de realizar refeicbes completas, obrigando o insecto a efectuar refeicdes
sucessivas na tentativa de obter a quantidade de sangue de que necessita, maximizando assim

a capacidade infectante (Tomas & Freitas Roméao, 2008).
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Fig. 6: Representacdo esquematica do desenvolvimento intravectorial de Leishmania. (Tomas & Freitas
Romé&o, 2008)

Legenda: Amastigotas (1); amastigotas prociclicos (2); nectomonas (3); leptomonas (4); promastigotas

metaciclicos (5); haptomonas (6); membrana peritréfica (MP); valvula estemodeal (VE).

3.2. Desenvolvimento de Leishmania no hospedeiro mamifero

3.2.1. Inoculac&o de Promastigotas metaciclicos

No cdo, as principais zonas atingidas pela picada do diptero sdo as mais glabras (focinho,
orelhas e abdémen). O diptero ndo introduz o parasita directamente nos vasos sanguineos,
antes utiliza as suas mandibulas para rasgar a pele, recolhendo depois 0 sangue da goticula
gue se forma, ao mesmo tempo que deposita 0s promastigotas metaciclicos. Aquando da
alimentacéo, o fleb6tomo regurgita anticoagulantes e vasodilatadores presentes na saliva que
facilitam este processo (Tomas & Freitas Romao, 2008).

Uma vez introduzidos no hospedeiro, os promastigotas metaciclicos diferenciam-se em
amastigotas e apesar de apresentarem um grande tropismo para os macrofagos podem ser
fagocitados por outras células dendriticas (Naderer et al., 2008).

Os amastigotas podem ser encontrados nas células do sistema fagocitico mononuclear (SMF),
das quais se destacam as células de Langerhans, células de Kupffer, mondcitos e macrofagos
(Eichner, 2009).

A inoculacdo experimental de culturas de promastigotas demonstrou que a diferenciacdo em

amastigotas ocorre entre 30 minutos e 24 h apoés a infecgdo (Santos-Gomes et al., 2000).

3.2.2. Internalizac&o do parasita

Numa primeira fase, ocorre a internalizacdo do parasita através de fagocitose, iniciada com a
adesao do parasita ao fagocito. Esta pode ocorrer através da ligacao directa de moléculas do
parasita aos receptores das células hospedeiras ou, em alternativa, o agente infeccioso pode,

primeiramente, ser revestido por proteinas do hospedeiro designadas opsinas (como por
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exemplo, o complemento ou anticorpo) e sO posteriormente aderir & célula, através de
receptores préprios para estas proteinas. As duas situagcbes podem ocorrer, dada a
multiplicidade dos receptores e elementos de ligacéo utilizados, que diferem consoante as
espécies de Leishmania e a prépria forma do parasita (promastigota ou amastigota) (Tomas &
Freitas Romé&o, 2008).

Entre os mais referidos receptores do macréfago que participam no processo de fagocitose das
formas promastigotas destacam-se os do complemento CR1 e CR3, de manose-fucose (MFR),
de fibronectina (FN) e os receptores para produtos finais de glicolisacéo.

A seleccao de determinados receptores, por parte dos promastigotas, inicia toda uma cascata
de reaccgOes de sinalizacdo, fundamental para que o parasita possa infectar com sucesso o
hospedeiro vertebrado. A penetracdo preferencial do metaciclico, através do receptor do
complemento CR3, induz uma baixa producao de radicais de oxigénio por parte do macréfago
parasitado que facilita a sobrevivéncia de Leishmania (Tomas & Freitas Romao, 2008).

Quanto as opsinas, os factores de complemento C3b e C3bi parecem ser os mais utilizados
pelos promastigotas.

Na sua superficie, o parasita expressa varios glicoconjugados, que podem fixar as opsinas ou
ligar directamente a proteinas dos macrofagos. Destacam-se a metaloprotease (GP63) e o
lipofosfoglicano (LPG), encontrando-se este Ultimo apenas em promastigotas (Spath et al.,
2003; Naderer et al., 2008).

Usando a sua actividade enzimética, GP63 transforma o factor C3b em C3bi, um componente
incapaz de activar o complemento. Revestido pelo C3bi, o promastigota penetra nos
macréfagos através da proteina CR3 ou directamente através de outros receptores como o
MFR (Tomas & Freitas Roméao, 2008).

3.2.3. Diferenciacdo das formas promastigotas

Uma vez terminada a internalizacdo, a diferenciagdo de promastigota para amastigota
determina o passo seguinte, sendo essenciais factores como a temperatura, pH e inibicdo da
fusdo fagossoma-lisossoma. A inibicdo da fusdo mediada pela accdo do LPG visa proteger os
promastigotas das hidrolases lisossOmicas, criando condicdes para que ocorra a sua
diferenciagdo em amastigotas.

Os lisossomas sdo organelos citoplasmaticos ricos em enzimas, com capacidade hidrolitica e
de degradacdo de agentes infecciosos. Uma vez diferenciado em amastigota, o LPG é
degradado e o fagossoma torna-se entdo fagolisossoma, prosseguindo desta forma o

desenvolvimento de Leishmania (Spath et al., 2003; Tomas & Freitas Roméao, 2008).
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3.2.4. Desenvolvimento de amastigotas nos macrofagos

O ambiente indspito dos fagolisossomas torna-se vantajoso uma vez que Leishmania, para
além de conseguir sobreviver, nele adquire os nutrientes que advém dos processos digestivos
dos lisossomas (Besteiro et al., 2008). Aminoacidos, poliaminas, glicose, metais e nucledsidos
sdo internalizados através de uma série de transportadores existentes na membrana do
amastigota e capazes de competir com transportadores analogos presentes na parede do
fagolisossoma.

As proteinas, péptidos ou outro tipo de macromoléculas penetram através de receptores
localizados na bolsa flagelar. Entre as moléculas, é importante referir as do complexo major de
histocompatibilidade (MHC-I1), ndo se sabendo com exactiddo se a sua internalizagéo contribui
para a obtencdo de nutrientes, certamente permite ao parasita impedir a apresentacdo dos
seus antigénios e assim escapar a resposta imune do hospedeiro (Nadere et al., 2008; Tomas
& Freitas Romao, 2008).

Uma ATPase presente na membrana celular do parasita permite-lhe regular o pH intracelular
mantendo-o neutro (Tomas & Freitas Romao, 2008). Por outro lado, o pH do fagolisossoma (pH
5 a 6) optimiza a actividade das proteinas de membrana do parasita (transportadores ou
enzimas).

Evidencia-se, assim, que a resposta imune e 0s processos metabdlicos dos nutrientes tém um
profundo efeito na determinacédo da replicacdo e evolucdo da infeccdo. Todavia, para além
destas adaptacdes, o organismo desenvolveu outros processos para evitar a evasdo dos
mecanismos microbicidas do macréfago.

Leishmania é capaz de provocar um aumento de fosfatases de tirosina do macrofago,
impedindo o funcionamento de muitas cinases que desencadeariam mecanismos de defesa
(Tomas & Freitas Romao, 2008).

Algumas espécies de Leishmania sédo capazes de penetrar e sobreviver durante algum tempo
nos neutrofilos (sem ocorrer replicacdo), que sao as primeiras células a chegar ao local de
infeccdo (Nadere et al., 2008). Durante este periodo ocorre aporte de macréfagos para o local
parasitado, com capacidade para fagocitar os neutréfilos, ocorrendo a entrada de parasitas
para o interior do macréfago sem activar os seus mecanismos microbicidas e sem provocar a
libertacdo de citoquinas, permitindo desta forma a sobrevivéncia dos promastigotas (Allenbach
et al., 2006; Nadere et al., 2008).

Outra ocorréncia interessante diz respeito ao aumento do tempo de sobre-vida dos neutrofilos
até varios dias, depois de infectados.

Um estudo comprovou experimentalmente que a apoptose pode ser prorrogada por incubacéo
in vitro com aplicacdo de citocinas IL-8 IL-1, glicocorticdéides ou produtos bacterianos,

similarmente a infec¢éo por Leishmania (Aga et al., 2002).
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Finalmente os amastigotas, depois de se replicarem nos macrofagos libertam-se por lise celular
ou exocitose para parasitar novas células.

Apesar de existir uma série de estratégias para limitar a ac¢cdo microbicida das células
hospedeiras, o animal consegue muitas vezes impedir o estabelecimento do parasita
(Allenbach et al., 2006).

3.3. Transmissao nao vectorial

Experimentalmente demonstrou-se que, homogeneizados de ectoparasitas como
Rhipicephalus sanguineus quando infectados com Leishmania possuem capacidade infectante
em hamsters quando administrados por via intraperitoneal ou por via oral (Otranto et al., 2010).
Por outro lado, estudos indicam que cées infectados poderdo transmitir agentes patogénicos
aos artropodes vectores (Cardoso, 2009), o que podera explicar o endemismo de leishmaniose
em certas regibes da América do Sul, onde ndo existem vectores transmissores. No entanto, é
necessario demonstrar se estes artropodes tém capacidade de transmitir Leishmanias a um
canideo durante a sua alimentag@o em condi¢fes naturais (Otranto et al., 2009).

Dados experimentais revelaram a possibilidade de infecgé@o via trans-placentaria no ciclo de
Leishmania, conforme demonstrado em ratinhos e cachorros congenitamente infectados, assim
como através do isolamento de amastigotas de Leishmania no Gtero de uma cadela (Smith,
2008).

A observacao de cortes histologicos em cées infectados com leishmaniose demonstrou lesées
genitais (epididimite e balanopostitis). Demonstrou-se ainda, presenca de amastigotas em
sémen, evidenciando possivel transmissdo aquando da cOpula (venérea). Este tipo de
transmissao ja foi descrito num casal de humanos e esta a ser estudado em cdes no sentido de
averiguar a sua importancia epidemiolégica (Diniz et al., 2005)

Foi ainda documentada a transmissdo horizontal, através de transfusao de sangue em raposas
nos U.S.A (Katherine et al., 2008) e pelo uso comum de agulhas em toxicodependentes (Diniz
et al., 2008).
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4. O vector

Wenyon, em 1911, observou a relacdo entre o aparecimento das lesbes de leishmaniose
(principalmente em zonas sem pélo) e a distribuicdo geogréfica e sazonal do flebétomos. A sua
reflexdo foi confirmada experimentalmente por Sergent, Parrot Donatier e Beguet em 1921
(Eichner, 2009).

Os flebétomos constituem, assim, o grupo de insectos responsaveis pela transmissédo de
leishmaniose (Rosenthal & Marty, 2009).

Séo classificados taxonomicamente, (Tab. 3) de acordo com Loew (1845):

Tabela 3: Classificagcao taxonémica do insecto vector (Laura et al., 2005)

Reino Animmalia Sub-ordem Nematocera
Filo Arthropoda Familia Psychodidae
Classe Insecta Sub-familia Phlebotominae
Sub-classe Pterygota Género Phlebotomus
Ordem Diptera Lutzomyia

Geralmente, ndo ultrapassam os 5 mm de comprimento e apresentam uma cor castanho-
amarelado (Fig7). Possuem pernas longas e delgadas e o corpo apresenta filamentos pilosos,
ao contrario dos outros dipteros. As asas ostentam uma posicao erecta, mesmo em repouso. O
voo € silencioso e “saltitante” e a sua area de dispersao é relativamente pequena (Camargo &
Basano, 2004).

Fig. 7: Fémea do género Phlebotomus (Adaptado Rosenthal & Marty, 2009)
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Entre as 700 espécies e 13 géneros conhecidos (Afonso & Alves-Pires, 2008), apenas perto de
70 espécies sdo importantes em medicina veterinaria e humana: cerca de 40 espécies do
género Phlebotomus no Velho Mundo (Europa, Africa, Médio Oriente e Asia) e 30 do género
Lutozomyia no Novo Mundo (América) (Améra et al., 2009).

Nas regides tropicais, o fleb6tomo é activo durante todo o ano. Em Portugal e noutros climas
temperados do hemisfério norte observam-se no periodo de Maio a Outubro, com actividade
principalmente ao crepusculo e durante a noite, permanecendo durante o dia nos seus abrigos
(Rosenthal & Marty, 2009). Sdo sensiveis a humidade baixa e a temperaturas extremas,
estando o seu desenvolvimento e sobrevivéncia comprometidos nestas condicdes.

A monitorizag&o das variaveis meteorologicas e ambientais em relacdo as referéncias espaciais
e temporais do vector permite aplicar programas de controlo e delinear estratégias de
prevencgédo da infecgdo de LCan (Fig. 8) (Galvez et al., 2010).

Estudos laboratoriais demonstraram que P. ariasi sobrevive bem a temperaturas
compreendidas entre os 5°C e os 30°C, enquanto P. perniciosus é activo a temperaturas
compreendidas entre 15°C e 28°C. Sabe-se ainda que a densidade do vector diminui em
funcdo da altitude, sendo raramente observado em altitudes acima dos 600 ou 700 metros
(Abrantes & Silveira, 2009). Contudo, existem registos destes insectos a 3300 metros de
altitude, no Afeganistao (Afonso & Alves-Pires, 2008).
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Fig. 8: Densidade do vector em relacdo as varidveis meteoroldgicas (Galvez et al., 2010)

No hospedeiro invertebrado, o tempo para Leishmania completar o seu ciclo é variavel entre os

4 e os 20 dias, dependendo da espécie e das condicfes climaticas.
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A temperatura mais favoravel para o desenvolvimento de L. infantum nos vectores é de 25°C
(Abrantes & Silveira, 2009). Sabe-se no entanto, que temperaturas mais elevadas (dentro dos
limites de tolerancia) aceleram o desenvolvimento e a maturacdo do parasita no insecto e
aumentam também a probabilidade de sobrevivéncia da fémea.

Como o ciclo de vida do insecto dura em média 30 dias, verifica-se que existe a possibilidade
de inocular o parasita no hospedeiro vertebrado durante 2 a 3 semanas (Eichner, 2009).

A picada do fleb6tomos é do tipo telmofagico. A fémea, ao efectuar uma refeicdo sanguinea
produz inicialmente um micro-hematoma, no hospedeiro vertebrado, através do qual o sangue
€ sugado e ingerido: “pool feeding”. Contrariamente, 0s mosquitos inserem as suas pecas
bucais e sugam directamente dos capilares sanguineos do hospedeiro: “capillary feeding”
(Afonso & Alves-Pires, 2008).

Apenas as fémeas de fleb6tomos transmitem o parasita, pois s6 estas necessitam de efectuar
refeicdes sanguineas para desenvolver o ciclo gonotréfico (maturagdo dos ovos na época de
postura). Os machos apenas se alimentam dos sucos vegetais.

As fases preimaginais (ovo, 4 estados larvares e pupa) desenvolvem-se no meio terrestre,
todavia, necessitam de zonas humidas ricas em matéria organica para se alimentarem e
protegerem (fendas, tocas, troncos ocos de arvores, cabanas e celeiros) (Rosenthal & Marty,
2009).

Outrora, espécies com ecologias especificas (copa das arvores e zonas naturais) adaptaram-se
as condicdes urbanas e peri-urbanas, explorando a acumulacédo de matéria organica produzida
pelas pessoas ou animais (lixeiras). A nova distribuicdo do vector pode condicionar um grave
problema de saude publica (Dantas-Torres & Brandao Filho, 2006).

Actualmente, existem diversos tipos de bidtopos relacionados com as diferentes espécies,
encontrando-se flebétomos tanto no interior de casas (endoéfilos) como no exterior (exdfilos)
(Afonso & Alves-Pires, 2008).

Em Portugal, as principais espécies de vectores envolvidas e comprovadas na transmissao
entre hospedeiros vertebrados, por identificagdo da forma promatigotas de Leishmania
infantum, sdo Phlebotomus (Larroussius) perniciosus (Newstead, 1911) e Phlebotomus
(Larroussius) ariasi (Tonnoir 1921) (Cortes et al., 2007). No entanto, sdo também
frequentemente capturadas espécies como Sergentomyia minuta, P. papatasi e P. sergenti.
Conforme referenciado na literatura, as duas Ultimas espécies de fleb6étomos referidas
manifestam capacidade de transmitir L. tropica e L. major, 0 que possibilita uma possivel
introdugdo destas espécies em Portugal (Maia et al., 2009). Por outro lado, devido ao
aquecimento global, em Portugal verifica-se a tendéncia para diminuir o periodo de diapausa e
aumentar a distribuicdo dos vectores, o que pode implicar aumento da actividade flebotominica

e concomitantemente a incidéncia da doenc¢a (Campino et al., 2010).
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5. Epidemiologia da leishmaniose canina

Leishmaniose é uma zoonose tendencialmente endémica nas regides tropicais e subtropicais.
Presente em 88 paises, prevalece na América Latina, algumas regiées de Africa, Médio Oriente
e China. Nestas regides, onde vectores e mamiferos co-habitam, existem condic¢des favoraveis
ao desenvolvimento e disseminacgéo do vector, perpetuando a transmissdo do parasita (Garrote
et al., 2004; Laurent et al., 2009). A Leishmaniose Visceral Humana é considerada a forma
mais severa da doenca. Dos 500.000 casos anuais reportados em todo o mundo, cerca de 90%
reportam-se a cinco paises: Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudao (Fig. 9) (Dantas-Torres et
al., 2006).

Fig. 9: Mapa da distribuicdo geogréfica da leishmaniose e da co-infeccao, leishmania/VIH (1990-1998)

Fonte: http://www.who.int/csr/resources/publications/CSR ISR 2000 1leish/en/index.html

No Velho Mundo, podem encontrar-se cinco espécies patogénicas preponderantes: Leishmania
donovani; Leishmania infantum; Leishmania tropica; Leishmania aethiopica e Leishmania major
(Laurent et al., 2009).

Em relacdo a Bacia do Mediterraneo, considerada endémica desde 1908 (Ziad et al., 2002)
constatou-se uma variagéo de prevaléncia entre os 1.1% e 48.4% (Papadopoulou et al., 2005).
Leishmania infantum é a espécie predominante e o agente responsavel pela maioria dos casos
de leishmaniose visceral humana e de leishmaniose canina (Ben-Ahmed et al., 2009).

Em média, ocorrem todos os anos 700 novos casos de leishmaniose em humanos (3950 se a
Turquia estiver incluida). No entanto, estima-se que por cada caso notificado ocorram 30 a 100

casos assintomaticos nédo registados (Dujardin et al., 2008).
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Estudos realizados em Espanha, Franca, Itdlia e Portugal, baseados em valores de
seroprevaléncia, estimaram nestes paises, 2,5 milhdes de cées infectados com Leishmania
infantum (Campino et al., 2010b; Luiz et al., 2009). Porém, a determinagdo exacta do numero
de caes infectados é dificil de calcular, ndo apenas devido ao longo e variavel periodo de
incubacgédo (trés meses a varios anos), mas também a existéncia de cdes assintomaticos com
possibilidade de assim o permanecerem por toda a vida (Campino et al., 2010b). Através da
Figura 10 podemos analisar as oscilacBes de prevaléncias entre regides contiguas (Dujardin et
al., 2008).
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Fig. 10: Distribuicdo da prevaléncia de leishmaniose no sudoeste da Europa.
(Djuardim et al., 2008)

As técnicas de biologia molecular permitiram aferir dois conceitos importantes em relacao a
epidemiologia de Lcan em regibes endémicas. O primeiro é que a infeccdo é difundida, mas
nem todos os cédes infectados desenvolvem a doenca e/ou séo seropositivos. Um estudo
efectuado em Palma de Maiorca confirma-o: 13% dos cées apresentavam sinais clinicos, 26%
eram seropositivos e 63% positivos através da técnica de PCR (Fig. 11). Em lItalia, dos 73 caes
de cacga estudados sem sinais clinicos, 12,3% apresentavam serologia positiva versus 63%
positivos quando analisados através da técnica de PCR.

O segundo conceito verifica que, em regides endémicas, a infecgcdo se dispersa rpida e
amplamente na populacéo de canideos existente, concluindo existir uma relacéo directa entre
densidade de vectores e hospedeiros caninos com probabilidade de pelo menos um céo ser
infectado.

Em Itélia, verificou-se que uma populacédo de cdes quando colocada numa regido endémica,
expostos e sem proteccdo contra a picada do flebétomos, apds trés épocas consecutivas,

97,3% dos céaes evidenciava resultados positivos através de PCR (Baneth et al., 2008).
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Fig. 11: Representacdo esquemética das diferentes proporces de
animais infectados vs método de diagnéstico, numa populagdo canina
de regido endémica (Baneth et al., 2008)

Em regides ndo endémicas, como a Europa do Norte e Central, onde ndo existem condi¢cbes
para o desenvolvimento do vector, registam-se cada vez mais casos de LCan. A mudanca de
restricbes na quarentena, maior nimero de viagens e o aumento de animais de companhia
importados tém sido considerados factores predisponentes para esta situagdo. Um estudo
holandés afirma que viajam anualmente 58.000 cdes com 0S seus proprietarios com destino a
zonas consideradas endémicas, sendo o risco de adquirir leishmaniose de 0,027%-0,23%
(Dujardin et al., 2008).

5.1. Epidemiologia da LCan em Portugal

Em Portugal, o primeiro caso de leishmaniose foi descrito em 1910, numa crian¢a de nove anos
de idade, residente em Lisboa. A doenca tem sido considerada predominantemente infantil,
mas verifica-se uma tendéncia para a diminuicdo do numero de casos em criangcas e 0
aumento da infeccdo em adultos, principalmente associada a casos de VIH/SIDA.

Desde o inicio de 2000 até ao final de 2009 foram diagnosticados laboratorialmente, na
Unidade de leishmaniose do Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT), 173 novos casos
de L.V.H, dos quais 20 adultos imunocompetentes e 107 adultos imunocomprometidos.

Em Portugal, ao contrario de outros paises da Europa, a introducdao da terapéutica anti-
retroviral HAART em pacientes com VIH ndo diminuiu a incidéncia da infecgéo. Por outro lado,
as manifestacdes clinicas atipicas séo frequentes, com o envolvimento de tecidos e 6rgaos néo
usualmente atingidos, como a pele, sangue periférico, tubo digestivo e pulmdes (Campino &
Maia, 2010).
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Em relacdo a leishmaniose canina, o numero de casos tem vindo a aumentar, com
prevaléncias que podem atingir cerca de 20% em regifes endémicas. A doencga esté incluida
desde 2002, no grupo das infec¢Bes de notificacdo obrigatéria (Campino & Maia, 2010).

Em 2006, na Regido do Algarve, um estudo de seroprevaléncia detectou valores significativos
de anticorpos anti-Leishmania em 28.8% dos animais estudados (Campino & Maia, 2010).
Contudo, alguns focos endémicos podem atingir valores de seroprevaléncia de 60% a 80%
(Campino et al., 2010b).

Com base em estudos de seroprevaléncia, em Portugal considera-se como zonas endémicas a
a regido de Tras-os-Montes e Alto Douro, a sub-regido da Cova da Beira, o concelho da Lous3,
a regido de Lisboa e Setubal, o concelho de Evora e o Algarve. Ndo obstante, outras areas
estdo consideradas em risco, na medida em que podemos encontrar casos esporadicos de

LCan na totalidade do territorio portugués (Fig. 12) (Campino et al., 2010b).
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Fig. 12: Mapa da prevaléncia de leishmaniose canina em Portugal (Campino et al., 2010b)
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5.2. Epidemiologia na populacdo silvestre

Para além da espécie Canis familiaris, outras espécies de mamiferos podem ser infectadas
com Leishmania infantum, como por exemplo a raposa (Vulpes vulpes), o chacal (Canis
aureus), o lobo (Canis lupus) (Dipineto et al., 2007; Beck et al., 2008), roedores, o Lince-ibérico
(Lynx pardina) e os gatos (Felis catus) (Solano-Gallego et al., 2007; Smith, 2008).

Estas espécies podem servir como reservatorio secundério em regides endémicas e potenciar
um risco acrescido na perpetuacao do ciclo (Beck et al., 2008). No entanto, ndo esta definida a
influéncia do ciclo silvatico na epidemiologia do ciclo doméstico, sendo necessario esclarecer
se existe a capacidade de transmisséo, do protozoario, entre o hospedeiro silvestre e o vector.
Além disto, existem diferencas nos padrdoes de PCR-RFLP efectuados ao ADN de L. infantum
presente nos canideos silvestres e domésticos (Silva, 2009).

Outras espécies de mamiferos como o cavalo, o urso, o Canguru-vermelho, o Porco-espinho e
0 guaxinim podem ser infectadas por Leishmania spp. e constituirem, ocasionalmente, fonte de
infecgdo para o Homem. Contudo, se ndo contribuirem significativamente para a sobrevivéncia,
a longo prazo, da populacdo de parasitas, ndo desempenham um papel importante na
epidemiologia da doenca, sendo considerados hospedeiros acidentais (Diniz et al., 2008).

Em Portugal, Espanha e Itélia foram efectuados varios estudos em popula¢des de canideos
silvestres, tanto no seu habitat natural como em cativeiro que revelaram uma prevaléncia no
lobo entre 9-20,5% e em raposas 14,1-40 % (Silva, 2009).

6. Patogenia

Leishmania, conforme anteriormente referido, sobrevive no hospedeiro devido aos factores de
viruléncia intrinsecos como o LPG e o GP63, e por conseguirem resistir ao ambiente hostil
recriado pelos macréfagos para destruir células fagocitadas.
Os mecanismos que o macréfago utiliza na destruicdo de células fagocitadas sao a respiracao
oxidativa, acidificacdo e digestdo. A respiragao oxidativa “oxidative burst” parece ser o principal
mecanismo leishmanicida, a fagocitose de um corpo estranho activa uma oxidase (NADPH),
gue promove a formacdo de compostos intermediarios de oxigénio (compostos oxidativos)
como o peréxido de hidrogénio, o ido superdxido e a sintese do oOxido nitrico (NO). Estes
compostos reagem com a membrana fosfolipidica do parasita e com as suas macromoléculas
(Correia & Alexandra-Pires, 2008).
O tipo de resposta imunitaria, propria de cada animal, mostra-se determinante na forma como a
doenca evolui, sendo os macréfagos e as ceélulas dendriticas de grande importancia na
modulacao e regulacdo da resposta imunitaria especifica anti-Leishmania (Soong, 2008).
Em animais resistentes, 0s parasitas ndo apresentam capacidade de disseminacdo para além
do linfonodo eferente. No entanto, a falha no desenvolvimento de uma resposta imunitaria
protectora permite a multiplicacdo e disseminacdo do local da infeccdo (pele) através dos
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macréfagos para zonas como a medula, bago, figado, articulagbes, sistema respiratorio,
sistema cardio-respiratorio e 6rgaos sexuais (Miré et al., 2008).

Em animais resistentes, as células dendriticas, apds transportarem formas de Leishmania da
pele para o linfonodo eferente, tém a capacidade de estimular células T protectoras de
memoria, através do seu complexo de proteinas de classe Il do complexo maior de
histocompatibilidade (MHCII) (Correia & Alexandra-Pires, 2008). Na verdade, existe resposta
celular predominante, que se inicia com o desempenho das células apresentadoras de
antigénio (APC), que sdo normalmente macréfagos que fagocitaram de forma inespecifica o
parasita e apresentam antigénios parasitarios associados a moléculas do Complexo Maior de
Histocompatibilidade classe Il (MHC-II) na sua membrana externa. O complexo MHC-antigénio
€ reconhecido pelos receptores das células CD4+ que providenciam uma determinada resposta
em funcdo da sub-populacdo de linfocitos que resulte maioritariamente activada. (Alexandre-
Pires et al., 2010)

A resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo por L. infantum depende da capacidade dos
linfécitos T proliferarem especificamente, e esta dependente da predominancia das
subpopulagdes de linfocitos CD4" T-helper (h1) ou Th2, respectivamente (Ferrer, 2002; Santos-
Gomes et al., 2003).

Os linfécitos Th 1 desempenham fungdes importantes na interacgcdo com os macrofagos, ao
promover a producdo de citoquinas como o Interferdio gamma (IFN-y), factor de necrose
tumoral (FNT) e interleucinas IL-12 e IL-2 (Gollob & Dutra 2005; Corrales & Moreno, 2006).

Em culturas de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de canideos
assintomaticos ou de cades vacinados com protec¢do eficaz, verificava-se um padrdo de
linfécitos Thl com produgédo de altos niveis de FNT-qa, IL-2 e INF-y (Martin & Diaz, 2004).
Aquelas citoquinas, principalmente IFN-y induzem a activacdo dos macrofagos infectados,
visando a destruicdo intracelular do parasita. O éxido nitrico, sintetizado a partir da L-arginina, é
a principal molécula envolvida na actividade anti-Leishmania do macrofago, induzindo a
apoptose dos amastigotas intracelulares (Fig. 13) (Campillo et al., 1999; Baneth et al., 2008;
Ochoa et al., 2009).
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Fig. 13: Representacdo esquematica da interac¢céo entre a proliferagdo de linfécitos

do tipo Thl eTh2, num céo com leishmaniose (Baneth et al., 2008).

Outros estudos em murganhos demonstraram que a cura da infecgdo por Leishmania major
ocorre quando a resposta imunitaria € mediada por células T helper do tipo 1, caracterizada
pela producado de IFN-g, FNT-q, interleucinas (IL-2,IL-3 IL-12) e 19G2, opondo-se as situacdes
de doenca crénica ou fatal quando é mediada por células Th2, acompanhada pela producéo de
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IgGl. Similarmente, esta resposta de caracter bivalente
parece estar presente no cado infectado com Leishmania infantum (Branchelente & Welle,
2005). No entanto, esta dicotomia ndo é absoluta, sendo o equilibrio entre estas duas
respostas imunoldgicas que possivelmente determina o resultado da infeccdo em canideos
(Doctoral & Simé, 2009).

A maior parte dos canideos parece desenvolver uma resposta celular nas fases iniciais da
infeccdo, mas a medida que esta se desenvolve parece ocorrer imunossupresdo e
consequente perda de resposta mediada por células T (Rodriguez et al., 2007).

Estudos recentes sugerem que a resposta imunolégica perante a infecgdo por Leishmania
infantum em canideos pode ser compartimental e variar em funcdo do érgéo. Por exemplo, a
producdo de IL-10 (citoquina imunossupressora) e FGT-B, encontradas em canideos e
humanos, sintométicos ou assintomaticos, parecem estar associadas a persisténcia do parasita
no bacgo (Doctoral & Simé, 2009).

Sabe-se também que certas interleucinas, como a IL-4, reflectem a activacdo da resposta tipo
Th2 com proliferacéo de linfocitos B e producdo das imunoglobulinas IgE e IgG1 (James &
Bryson, 2005). As quais estdo associados quadros clinicos graves, com elevadas cargas
parasitarias na medula 6ssea e lesbes de pele (Branchelente & Welle, 2005).

A avaliacao do estado parasitario, imunolégico e clinico apés a inoculacdo de Leishmania em
cdes sub-clinicamente infectados demonstrou que a memoria imunolégica do hospedeiro,

BN

criada durante o primeiro contacto com o parasita determinou resisténcia a infeccédo por
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Leishmania infantum no segundo contacto. Verificou-se, ainda, uma resposta imunolégica mais
eficaz, quando se procedeu a inoculacdo utilizando culturas de promastigotas obtidas em
laboratério (Santos-Gomes et al., 2003).

Estudos de anticorpos monoclonais, realizados em caes experimentalmente infectados,
demonstraram que a IgM foi encontrada posteriormente a IgG, indiciando que a IgM nao pode
ser usada numa fase inicial para o diagnostico de LCan e que a principal imunoglobulina
produzida na LCan é a IgG, presente um a quatro meses apos a infeccdo (Doctoral & Simd,
2009).

A IgE apenas é expressiva em animais com sinais clinicos, direccionando-a como marcador da
doenca activa. A IgA, também encontrada em cées com sintomatologia, esta possivelmente
associada a ocorréncia de lesdes nas mucosas (Maia & Campino, 2008).

De acordo com a carga parasitaria e sinais clinicos, relacionou-se que IgG e IgA séo as
imunoglobulinas mais indicadas para o diagnéstico (Doctoral & Simé, 2009), sendo que IgG,
IgA e IgM esta presente em 64% dos cdes com sintomatologia.

A melhora do estado clinico do canideo apds tratamento correlaciona-se com uma diminuig&o
das concentragfes de IgG anti-Leishmania, embora estas possam persistir por varios anos em
baixas concentracdes.

Apesar de todos os estudos efectuados, a correlagdo minuciosa entre as concentragbes de
IgG1 e IgG2 e as respostas do tipo Th2 ou Thl, respectivamente, ndo mostram um consenso
absoluto (Maia & Campino, 2008).

7. Sinais clinicos e lesdes da leishmaniose canina

Leishmaniose é uma doenca sistémica e progressiva que teoricamente pode envolver qualquer
orgéo, tecido ou fluido biolégico, repercutindo um anarquico padrao de sinais clinicos, desde a
auséncia de doenca ao desenvolvimento de processos graves e fatais (Santos-Gomes et al.,
2003).

As manifestacdes clinicas estdo directamente relacionadas com os mdltiplos factores
envolvidos. Em relagdo ao hospedeiro, podemos destacar a constituicdo genética, a
intensidade e tipo de resposta imunitaria e o estado nutricional. Em relacdo ao parasita,
destaca-se a viruléncia/antigenicidade da espécie e zimodeme e também a capacidade de
proliferacédo nos diferentes érgdos. Podemos, ainda, referir outros factores como as condi¢des
sanitarias e a fase evolutiva da doenca (Campillo et al., 1999; Alexandre-Pires et al., 2010).
Segundo Bourdeau (1983) podem observar-se dois quadros clinicos: a forma aguda, raramente
observada e propria dos animais jovens que apresentam temperaturas elevadas (40-41°C),
sendo o prognostico desfavoravel com taxas de mortalidade muito elevadas. A outra forma de

caracter cronico é tipica da populacdo adulta.
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O quadro histopatologico encontrado nos tecidos e 6rgéos lesionados é frequentemente uma
reaccao inflamatoria cronica, granulomatosa ou difusa, que estd associado a infiltracdo de
células inflamatérias como macrdéfagos, linfécitos e plasmaocitos, e que normalmente evolui para
processos degenerativos e necroticos (Campino et al., 2002).

Por outro lado, os anticorpos no cdo podem desencadear a producdo de imunocomplexos
circulantes que se depositam em varias estruturas como os glomérulos, vasos e articulacoes,
provocando lesdes (Silva, 2007).

As principais lesbes ocorrem ao nivel da pele, érgédos linféides, rins e figado (Campino et al.,
2002).

Em relacdo aos achados clinicos, podemos referir a perda progressiva de peso,
linfoadenomegdlia generalizada, atrofia muscular, onicogrifose, intolerancia ao exercicio,
diminuicdo do apetite, letargia, esplenomegdlia, lesdes oculares, epistaxis e claudicagéo,

conforme evidenciado na Tab. 4 (Baneth et al., 2008).

Tabela 4: Sinais clinicos em cdes com Lcan (adaptado de Baneth et al., 2008)

Sinais clinicos Percentagem (%)
Dermatite 81%-89%
Linfoadenomegalia 62%-90
LesOes oculares 16%-81%
Palidez das mucosas 58%
Esplenomegalia 10%-53%
Caquexia 10%-48%
Febre 4%-36%
Onicogrifose 20%-31%
Anemia 27%
Epistaxis 6%-10%
Artropatias 3.2%- 4%
Ascite 1,3%-3%

7.1.Sistema tegumentar

As lesBes cutaneas sdo as manifestacdes clinicas mais comuns (81%-89%) as quais estdo

associados varios quadros dermatolégicos (Tab. 5).
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Tabela 5: LesBes cutdneas em cdes com leishmaniose (adaptado de Baneth et al., 2008)

Lesdes cutaneas Percentag_;ens (%)
Dermatite exfoliativa 56%-64.1%
Dermatite ulcerativa 34.4%-40%
Hiperqueratose nasal 18.8%
Hiperquertose digital 14.1%

Dermatite nodular multifocal ou focal 2.3%-17%
Dermatite pustular 2%-13%

7

A dermatite exfoliativa ndo pruriginosa é caracterizada por alopécia difusa, simétrica e néo
pruriginosa que se inicia na cabecga, sobretudo na regido peri-ocular (desenhando as lunettes)
(Fig. 14), pavilhdo auricular e plano nasal (Correia & Alexandra-Pires, 2008).

A dermatite nodular multifocal ou focal, pode ocorrer sob a forma de mdltiplos granulomas de
pequenas dimensdes, geralmente acompanhados de despigmentagdo, sobretudo nos bordos
das pélpebras.

A dermatite mucocutanea proliferativa surge principalmente nas mucosas da cavidade oral e
apresenta um aspecto nodular proliferativo e irregular.

A dermatite ulcerativa, evidencia-se nas proeminéncias Osseas (Fig. 15) juncles

mucocutaneas, pavilhao auricular e prepucio (Correia & Alexandra-Pires, 2008).

Fig. 14: Dermatite exfoliativa n&o Fig. 15: Dermatite ulcerativa,
pruriginosa na regido peri-ocular e acompanhada de hiperqueratose na
crostas na regido nasal regido tibio-tarsica
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As dermatites estdo muitas vezes associadas a infecgdes bacterianas causando piodermatites
superficiais ou profundas. Os agentes frequentemente envolvidos sdo bactérias estafilococos
(Ciaramella & Corona, 2003a; Mird, 2005).

Pode ainda existir um conjunto de manifestagdes cutdneas sem um padréo tipico, como
despigmentacdo, paniculite, erupcdo pustular, acantose, crostas, dermatite liquenoide,
paniculite, penfigo folidceo e eritema multifocal.

Quando o vector se alimenta do hospedeiro, no local de inoculacdo (ponta do focinho, ou
pavilhdo auricular) observa-se em alguns animais uma reaccdo inflamatoria, a qual se da o
nome de “cancro de inoculacdo” (Correia & Alexandra-Pires, 2008).

A natureza cronica das dermatites ou as recidivas constantes provocam uma hiperqueratose,
comummente observada no focinho (Fig. 16), nas zonas de decubito e nas almofadas plantares
(Solano-Gallego et al., 2009).

E relativamente comum o crescimento exagerado e curvatura das unhas recebendo a
denominacgao de “unhas de faquir’, “onicogrifose”, ou “unhas de cimatarra”. Esta alteracdo esta
associada a presenga do parasita na matriz ungueal e a hipersensibilidade das almofadinhas

plantares que dificulta o desgaste normal das unhas, Fig. 17 (Correia & Alexandra-Pires, 2008).

Fig. 16: Hiperqueratose e epistaxis Fig. 17: Onicogrifose

ao nivel do plano nasal

7.2. Sistema hematopoiético

No exame fisico é frequente detectar o aumento de tamanho generalizado dos linfonodos
(linfoadenomegédlia), que se apresentam sem aderéncias, indolores e de consisténcia

aumentada. As lesBes hipertroficas encontradas nos linfonodos e medula 6ssea séo resultado
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da proliferacao linfoplasmohistiocitaria. Os principais linfonodos envolvidos sdo os popliteos,
pré-escapulares e sub-maxilares.

Com a evolucdo da doenca, ocorre tendencialmente regressdao da adenopatia (Baneth et al.,
2008; Silva, 2007).

Em relacdo a medula o6ssea, as alteragbes macroscopicas permitem evidenciar uma
consisténcia mais fluida que a normal e uma cor avermelhada (deposi¢cdo de hemosiderina). A
nivel microscopico, evidencia-se uma mielopatia involutiva e ndo regenerativa, com deplecao
das séries eritroblastica, leucoblastica e megacarioblastica (Correia & Alexandra-Pires, 2008).
A esplenomegadlia é um sinal clinico dificil de detectar, especialmente se o aumento do baco for
pouco exuberante ou se ndo dispusermos de meios auxiliares de diagnostico apropriados.
Numa fase cronica, o bago encontra-se atrofiado, com consisténcia aumentada e céapsula
espessada (Solano-Gallego et al., 2009).

No baco ocorre reacgdo inflamatoria cronica e difusa, com macrofagos organizados em
granulomas e repletos de amastigotas (Silva, 2007).

Um estudo baseado na andlise de bacos de cées infectados denota profunda modificacdo na
estrutura microvascular e imunolégica, re-arranjo vascular, grande desenvolvimento das

vénulas pulpares e o desaparecimento de sinusoéides (Correia & Alexandra-Pires, 2008).

7.3. Sistema renal

A doenca renal pode progredir até insuficiéncia renal crénica (IRC) e constitui a principal causa
de morte dos animais com LCan. (Silva, 2007) O Médico Veterinario ndo deve esquecer o
guestionario base, direccionado para a patologia renal: presencga de politria (11%) e polidipsia
(4%-40%), vomito ou diarreia (Silva, 2009).

O diagnostico precoce e a monitorizacdo sdo fundamentais para prolongar a sobre-vida do
animal (Solano-Gallego et al., 2009).

A avaliagcdo histopatoldgica revela tipicamente glomerulonefrite proliferativa, nefrite intersticial,
esclerose glomerular, infiltrado inflamatdrio intersticial e fibrose (Ikeda Garcia et al., 2007).

A glomerulonefrite membranaproliferativa é associada a doenca renal crénica, enquanto cées
sem evidéncia clinico-patologica revelam les6es de glomerulonefrite mesangioproliferativa
(Solano-Gallego et al., 2009). Este ultimo quadro lesional € comummente observado em
humanos. Alguns estudos tém descrito a presenca de lesfes histopatol6gicas em 100% dos

cdes avaliados com LCan (Gaspar et al., 2008).
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7.4. Sistema digestivo e 6rgdos anexos

A diarreia apresenta uma prevaléncia que pode variar entre 3,5% e os 30%. A sua ocorréncia
pode estar associada a insuficiéncia renal, hepatica ou a infiltracdo da mucosa intestinal por
células parasitadas. Na histopatologia revela-se um infiltrado inflamatério de linfécitos,
neutrofilos e células plasméticas com a presenca de amastigotas de L. infantum. A confirmacao
é efectuada por meio imuno-histoquimico (Moraitou et al., 2007).

Pode ainda ser observada colite crénica (achado incomum) e melena, devido as ulceragfes na
mucosa gastrica intestinal. As inflamagdes do trato intestinal podem abranger a mucosa e
porcdo muscular da submucosa (Silva, 2007).

Ao nivel do figado, primeiramente a hepatomegalia congestiva, devido a estase centrolobular,
confere ao 6rgdo aspecto de noz-moscada. Seguidamente, as células de Kupffer (células-alvo
para Leishmania) por permanecerem ou passarem no orgdo originam les6es granulomatosas
(Melo et al., 2008).

As alteragBes vasculares e lesdes endoteliais provocadas iniciam processos de sobrecarga de
amiloidose e glicogénio, induzindo processos degenerativos. Os fendmenos de necrose celular
(hepatite necrética centrolobular) acabam por dar lugar a formagéo de tecido fibroso (hepatite

crénica) e por vezes cirrose (lkeda-Garcia et al., 2007; Correia & Alexandra-Pires, 2008).

7.5. Sistema ocular

As lesBes oculares e peri-oculares de leishmaniose sdo muito importantes, quer pela sua
gravidade, quer pela sua frequéncia, pois cerca de 30% dos cées apresenta lesbes desde o
inicio da doenca e 15% apresenta lesbes oculares como Unico sinal clinico (Correia &
Alexandra-Pires, 2008).

As manifestacdes oculares mais comuns s&o a conjuntivite (24%-32.5%), a blefarite exfoliativa
ou ulcerativa (12%), a queratite (7.5%), a queratoconjutivite seca (Fig. 18) (2.6%- 26.8%) e a
uveite (1.3% a 8.2%) (Komnenou & Koutina, 2007).

Em consequéncia da hipertensédo arterial sistémica, pode ocorrer deslocamento da retina e/ou
hemorragias, conforme observado em 5.7% dos cées hipertensos com LCan. Um estudo com
60 cdes com leishmaniose revelou uma reaccao inflamatéria granulomatosa linfoplasmaética,
juntamente com a presenca do parasita em 56, 2% dos tecidos oculares, maioritariamente na

conjuntiva e corpo ciliar (Solano-Gallego et al., 2009).
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Fig18: Queratoconjutivite seca e blefarite esfoliativa peri-ocular

7.6. Sistema cardiorrespiratério

Os pulmdes podem apresentar inflamagdo e alteragbes vasculares que se traduzem
clinicamente por dispneia e hemoptise. No exame histopatolégico podemos observar
congestao, hemdlise intravascular e lesbes de pneumonia do tipo exsudativo e intersticial
(Correia & Alexandra-Pires, 2008).

O coracdo pode apresentar miocardite multifocal acompanhada por necrose e degeneracao

das fibras do miocérdio (Silva, 2007).

7.8. Sistema musculoesquelético

O envolvimento osteoarticular é descrito em cé8es com LCan, que apresentam
tumefaccéo/edema nessas articulagées e dor durante a locomocédo, ocasionando claudicacao.
Podem observar-se lesGes osteoproliferativas e de osteblise no periosteo e na regido
intramedular (Fig. 19). Geralmente, apresentam-se afectadas varias articulacdes e 0ssos
(poliartrite).

Um estudo envolvendo 58 cdes naturalmente infectados com Leishmania infantum evidenciou
alteracdes radiogréficas nos ossos longos em 44,8% (Souza et al., 2005).

A nivel muscular surge uma atrofia generalizada na sequéncia de processos auto-imunes,
observando-se emagrecimento, caquexia e demarcacao acentuada das saliéncias 6sseas (Fig.
20). A atrofia marcada dos musculos (amiotrofia) temporais e masséteres, associada a perda
de pélo, originou a denominagédo “cabega de velha” ou facies senil - Fig. 21, (Correia &
Alexandra-Pires, 2008).
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Fig. 19: Radiografia dorso-ventral da Fig. 20: Caquexia e anorexia
pélvis sugere osteolise e reaccao
osteoproliferativa no grande trocanter

do fémur esquerdo

Para além dos sinais clinicos apresentados, os canideos podem apresentar um conjunto de
outros sinais e lesées menos comuns.

AlteragBes neurologicas como: letargia; convulsdes; mioclonias; nistagmos; tremores; paralisia
da mandibula; meningite e rigidez cervical (Silva, 2007).

Lesdes na cavidade oral e lingua (Fig. 22) hiperviscosidade do soro, tromboembolismo,
hemorragias e epistaxis (Manzillo et al., 2009).

Doencas oportunistas e concomitantes desencadeadas pela desordem imunolégica como:
cistites; pneumonias bacterianas; piodermites; dermatofitoses; demodecicose; babesiose e
dirofilariose (Silva, 2007).

Fig. 21: Facies senil Fig. 22: Lesdes nodulares na face dorsal e

lateral da lingua (Manzillo et al., 2009)
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8. Diagnostico

A inespecificidade dos sinais clinicos torna necessario confirmar a suspeita da doenca,
eliminando o diagnodstico diferencial. O diagndstico de leishmaniose canina envolve uma
abordagem integrada, composta por anamnese, exame fisico, analises hematoldgicas,

bioguimicas e diagndstico laboratorial especifico (Solano-Gallego et al., 2009).

8.1. Alteracdes hematolédgicas e bioguimicas

As andlises laboratoriais devem incluir perfil hepético e renal, para avaliar a funcionalidade do
figado e rim. Deve efectuar-se hemograma, uriandlise, perfil de coagulacdo e proteinograma,
servindo ndo s6 como apoio ao diagndstico, mas também como ferramenta importante na
decisdo de eventual tratamento do animal (Dias et al., 2008).

As alteracdes mais comuns do hemograma reportam-se a anemia (geralmente normocitica
normocrémica presente em 27% dos casos) e leucopénia em 43% dos canideos com
leishmaniose (Melo et al., 2008). A leucopénia (diminuicdo das populacées de mondcitos, de
eosindfilos e sobretudo de linfécitos) é essencialmente devida a disfuncdo da medula 6ssea,
com diminuigdo da hematopoiese devido ao parasitismo intenso e sequestro de leucdcitos em
varios tecidos e 6rgéos.

A alteracdo bioquimica mais frequente é a disproteinémia, revelando a electroforese de
proteinas séricas uma hiperproteinémia com hiperglobulinémia e hipoalbuminémia, resultando
em 76% dos casos diminui¢do do racio albumina/globulina (Doctoral & Simo, 2009).

A hiperglobulinémia é devida a um aumento das 3 e y globulinas em 71% dos casos e parece
estar relacionada com a estimulacdo policlonal dos linfocitos B mediada pelos antigénios de
Leishmania infantum, sintese de anticorpos néo especificos e & presenca de imunocomplexos
circulantes.

A proteindria e azotémia (ureia e creatinina elevada) provocadas por IRC estdo presentes em
cerca de 70% dos cdes com sinais clinicos. No entanto, estes parametros indicam falha renal
apenas quando a maioria dos nefronios sdo disfuncionais. Assim acontece também com o
aumento dos niveis plasmaticos do ido fosfato. (Pereira da Fonseca& Villa de Brito, 2008).
Pode existir alteracdo das enzimas hepaticas aspartato amino transferase (AST) em 31% e
alanina amino transferase (ALT) em 16% dos caes com sinais clinicos.

A trombocitopénia pode estar presente em 48% dos canideos com leishmaniose (Doctoral &
Simo, 2009).
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8.2. Diagnostico laboratorial

O diagnéstico laboratorial € imprescindivel e pode ser efectuado com base em métodos
directos, indirectos e por avaliacdo da resposta imunitaria celular (Maia & Campino, 2008).

Os métodos utilizados variam quanto a sensibilidade e especificidade, custo e facilidades de
execucdo. Tendo em conta que cada um apresenta vantagens e desvantagens, devem ser
seleccionados em funcéo dos objectivos requeridos (Correia & Alexandra-Pires, 2008).

Até ao momento, ndo existe um método de diagnédstico com 100% de sensibilidade e
especificidade. Recomenda-se a associacdo de varios métodos de modo a minimizar
resultados falsos positivos e falsos negativos (Moreira et al., 2007). A Fig. 23 indica 0s passos
a seguir no estabelecimento do diagnostico de LCan.

O diagnéstico tem como finalidade detectar a infeccdo por Leishmania num animal sintomético
ou assintomético, sendo realizado essencialmente para confirmar a doenca de um animal
suspeito, para efectuar estudos epidemioldgicos ou ainda para testar a inocuidade do sangue

de um animal em processos de transfusdo sanguinea. (Mir6 et al., 2008)

Dog with clinical signs and /or clinicopathological abnormalities
compatible with leishmaniosis
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Fig. 23: Esquema a seguir no diagnéstico de LCan (Solano-Gallego et al., 2009)
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8.2.1. Método directo

8.2.1.1. Exame microscopico

A observacdo microscépica de formas amastigotas de leishmania spp. pode ser efectuada a
partir de esfregacos obtidos por pun¢do de nédulos, linfonodos, medula éssea e também do
produto da raspagem de lesdes cutédneas. Os esfregacos a partir de matriz ungueal, baco e
figado cairam em desuso por utilizarem técnicas demasiado trauméaticas ou por nao serem
isentas de risco de hemorragia interna.

A observacdo directa do parasita é indiscutivelmente confirmatéria da existéncia de infeccéo
por Leishmania, mas a sua sensibilidade é fraca: cerca de 60-75% para a medula 6ssea e
30%-50% para o linfonodo (Maia & Campino, 2008). Contudo, demonstrou-se que o material
biolégico proveniente de varios tecidos melhora a sensibilidade para valores entre 71% e 91%
(Laurenti, 2009).

Estd demonstrado que, em cées assintomaticos, as amostras obtidas através de puncdo de
medula Ossea e linfonodos ndo apresentam grande utlidade na deteccdo do parasita
implicando sensibilidades abaixo dos 30% (Saridomichelakis et al., 2005).

As formas usuais de coloracdo destes esfregacos sdo Giemsa, Leishman ou Diff-Quick.

No Diff-Quick o citoplasma aparece corado de azul pdlido, o nucleo de vermelho e o
cinetoplasto de vermelho ou violeta, podendo os amastigotas ser encontrados livres ou no meio
intracelular dos mondcitos, macréfagos e neutrofilos.

A densidade parasitaria no esfregaco pode ser estimada pela contagem do numero de
amastigotas em relacdo ao numero de células brancas do sangue, utilizando uma escala
logaritmica de 0 (sem parasitas) a 6 (superior a 100 parasitas por campo Optico). Visto que o
namero de organismos € variavel na amostra, quantos mais campos Opticos forem analisados
maior a sensibilidade do método (Saridomichelakis et al., 2005; Solano-Gallego et al., 2009).
Cenini, (1989) desenvolveu uma técnica que possibilita efectuar contagem diferencial entre
formas mortas e vivas de amastigotas, depois de uma coloragcédo com diacetato de fluoresceina
e brometo de etidio sob luz azul. Os parasitas vivos aparecem com uma tonalidade verde
fluorescente e os mortos com coloragéo laranja. Esta técnica é bastante Gtil para efectuar o
acompanhamento no tratamento de animais, requerendo contudo um microscopio de

fluorescéncia, que tem elevados custos (Maia & Campino, 2008).

8.2.1.2. Exame histopatologico

A andlise histopatolégica requer realizagcdo de bidpsias de pele ou de outros érgaos infectados.
O processamento decorre pelas técnicas usuais de microscopia (pecas fixas em formol a 10%,
passando por uma inclusdo de parafina) apds o qual, as laminas sao observadas com uma
ampliacdo de 1000x em oOleo de imersdo (Costa et al., 2008). A coloracdo é efectuada com

hematoxilina e eosina, para evidenciar o parasita nos tecidos (Gomes et al., 2008). Esta técnica
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€ reconhecida, apesar da sua baixa sensibilidade (32% para biépsia de pele), a menos que se
utilizem técnicas imunohistoquimicas (Moreira et al., 2007).

Através de analise histopatoldgica ao intestino grosso, consegue obter-se o diagnostico de
leishmaniose com ou sem sintomatologia, ndo apenas em cdes mas também em humanos
(Moraitou et al., 2007).

8.2.1.3. Imunohistoquimica

Quando a carga parasitaria nos 6rgdos € baixa, tornando o diagnéstico dificil e duvidoso,
existem técnicas mais sensiveis, como a imunoperoxidase (Fig. 24A; Fig. 24B) e a
imunofluorescéncia directa (Fig. 24C), que servem como ferramenta complementar no
diagnéstico, pois clarividenciam os parasitas. Estas técnicas devem ser utilizadas quando o
padrao histoldgico indica claramente a ocorréncia de doengca sem observacado do parasita. Os
tecidos utilizados séo a pele, figado e os linfonodos (Ln) parotideos, cervicais, mandibulares e
popliteos (Maia & Campino, 2008).

Moreira et al. (2007) obtiveram, através da técnica de imunofluorescéncia directa com amostras
do Ln popliteo, uma especificidade de 100% e uma sensibilidade de 92,68% em animais
sintomaticos, 60% em oligossintomaticos e 73,91% em assintomaticos. Contudo, estes
métodos podem determinar resultados falsos negativos, pois a sua sensibilidade depende da
carga parasitaria ou falsos positivos devido aos artefactos que, erroneamente, possam ser

considerados amastigotas.
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Fig. 24: Formas amastigotas de Leishmania intracelulares (A) e extracelulares (B) evidenciadas através
da técnica de imunoperoxidase.

Reaccao de imunofluorescéncia directa positiva (C) de formas amastigotas do parasita (Laurenti, 2009)

8.2.1.4. Cultura

Num estudo experimental concluiu-se que os linfonodos, baco e medula sdo os materiais
biol6gicos que permitem obter maior sensibilidade quando se realiza meio de cultura (agar-
sangue ou meio de infusdo cérebro-coracdo). As formas amastigotas do parasita presentes no
material biol6gico transformam-se em promastigotas, podendo ser observadas através de

microscopia de contraste a partir da primeira semana (OIE, 2008).
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Segundo Maia et al. 2009, h& necessidade de reforcar a cultura pelo menos uma vez por
semana, no total de trés semanas, e apenas se considera resultado final negativo apés 4 sub-
culturas consecutivas negativas.

Apesar de 100% especificas, as culturas sdo pouco utilizadas porque implicam procedimentos
invasivos na colecta do material biolégico, sdo morosas, tém susceptibilidade a contaminacao
microbiol6gica e dependem da carga parasitaria. O seu uso é proficuo em estudos

experimentais como a identificacéo isoenzimatica e modelos de infeccdo experimental.

8.2.1.5. Isolamento do parasita em animais de laborat6rio

A presenca do parasita pode ser demonstrada ap0s inoculagdo de material infectado num
hamster (Mesocricetus auratus). Embora ndo seja usual na pratica clinica, o método pode ser
aplicado em estudos para avaliar os potenciais riscos de disseminacao/infeccdo (Maia &
Campino, 2008).

8.2.1.6. Xenodiagnéstico

Esta técnica tem despertado grande interesse na area de epidemiologia e consiste em detectar
e isolar agentes patogénicos através do seu vector natural (Solano-Gallego et al., 2009).

Na bacia do mediterraneo e América Latina, varios investigadores realizaram estudos para
determinar a taxa de infeccdo dos diferentes géneros de vectores relativos ao seu espaco
geografico, concluindo que Phlebotomus apresenta uma taxa de infeccdo muito superior
(21,9%-92%) a do género Lutzomyia (13% a 29%). Este facto deve-se provavelmente ao menor
limiar de infecgdo do Phlebotomus relativamente ao Lutzomyia, ou a maior carga parasitaria
dos cédes na Europa que o0s torna consequentemente mais infectantes, apresentando-se
assintomaticos devido a sua melhor nutricdo (Maia & Campino, 2008). No entanto, parece
importante referir, embora ndo seja exposto no artigo, que o periodo de diapausa do diptero

nos diferentes espacgos geograficos estudados é diferente.

8.2.1.7. Reacg¢do em cadeia da polimerase

Os métodos baseados em PCR séo altamente fiaveis, tanto para determinar a presenca e
identificacdo do parasita, como na monitorizacdo apés tratamento. Trata-se de uma ferramenta
molecular simples que tem provado ser mais sensivel e especifica do que os métodos
convencionais de diagnéstico.

A técnica de PCR consiste na extraccdo do acido desoxirribonucleico (ADN) de qualquer
amostra de material biol6gico (Campino et al., 2002), como o pulmdo, baco, rins, intestino, leite,
esperma, coragdo e vagina, seguida de ampliacdo de sequéncias alvo de material genético,

utilizando “primers” (sequéncias oligonucleotidicas) (Maia & Campino, 2008).
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Tém sido utilizadas varias sequéncias - alvo de ADN parasitario, no entanto o ADN
cinetoplastideal (KDNA) parece ser o mais sensivel (Campino et al., 2002; Gomes et al., 2008;
Solano-Gallego et al., 2009)

As amostras retiradas de medula éssea, linfonodos, baco ou pele tém maior sensibilidade e
especificidade no diagndstico de LCan do que amostras de sangue total, buffy coat e urina. A
discrepancia obtida nos resultados, quando se comparam Varios tipos de amostra, explica-se
pela distribuicdo heterogénea do parasita no corpo do animal (Maia & Campino, 2008).

De acordo com Maia et al. (2009), Ln-PCR é til como primeira linha de diagndstico ou para
acompanhamento terapéutico e BM-PCR para cées sem linfonodos popliteos palpéaveis.
Recentemente, a colheita de material a partir de esfregacos de conjuntiva, quer para
diagnéstico quer no acompanhamento do tratamento, tém demonstrado bons resultados
(Ferreira et al., 2008).

E importante destacar que o resultado obtido por PCR n&o deve ser separado dos aspectos
clinicos e avaliagdo serologica, devendo ter-se em conta, no sentido de fornecer uma avaliagdo
a mais precisa possivel, o conjunto de todas as informagoes.

Um resultado de PCR negativo ndo é suficiente para descartar infeccdo por Leishmania,
principalmente em cées clinicamente saudaveis com destino a zonas ndo endémicas, nos
dadores de sangue para processos de transfusao ou quando existem indicios fortes de doenca
(Solano-Gallego et al., 2009).

A optimizacéo dos resultados na técnica de PCR resulta de variados factores como a escolha
dos “primers”, niumero de copias alvo, método de extraccdo de ADN, material biolégico
recolhido e protocolo. (Maia & Campino, 2008).

O PCR convencional ou qualitativo é util na presenca de casos seroldgicos duvidosos, contudo,
em caes na fase cronica ou com baixa carga parasitaria apés tratamento, as técnicas ndo
guantitativas aduzem pouco valor diagndstico, porque apenas indicam se o animal é ou nao
positivo. Actualmente, através da técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) é possivel obter
valores quantifichveis, que permitem a avaliagdo da resposta a terapéutica (Pereira da
Fonsecag& Villa de Brito, 2008).

RT-PCR € uma técnica avancada que pode detectar cargas parasitarias extremamente baixas
guando comparada com o PCR convencional. Permite, ainda, reduzir o tempo de
processamento, reduzir o risco de contaminagédo, obter bons valores de sensibilidade e

monitorizar a carga parasitaria durante a terapéutica farmacologica (Maia & Campino, 2008).
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8.2.2. Diagndstico indirecto

Existem varios métodos serolégicos desenvolvidos para o diagnéstico de Lcan, dos quais se
destacam a imunofluorescéncia indirecta (IFl), a aglutinacdo directa (DAT), a hemaglutinacao
indirecta (HI), a contraimunoelectroforese (CIE), os testes de fixacdo de complemento e varios
tipos de ensaios imuno-enzimaticos (ELISA de competicdo; Dot-ELISA; Slide-ELISA) (Maia &
Campino, 2008). Na maioria das técnicas mencionadas podem ocorrer falsos positivos, devido
a persisténcia de anticorpos especificos ou a reacg¢des cruzadas com anticorpos de outros
agentes patogénicos como Erlichia canis ou Trypanossoma cruzi, assim como falsos negativos
guando, por exemplo, a serologia se efectua no periodo pré-patente da doenca. Pelo exposto
mais uma vez se realca a necessidade de avaliar a serologia conjuntamente com o quadro

clinico.

8.2.2.1. Ensaio imuno-enzimatico

ELISA tem grande utilidade tanto no diagnéstico individual como em estudos epidemiolégicos.
Para além de permitir processar um grande nimero de amostras ao mesmo tempo é executada
de forma simples e rapida (Maia & Campino, 2008).

O soro constitui a principal amostra recolhida, permitindo a deteccdo de imunoglobulinas
especificas no soro (anticorpos especificos anti-Leishmania). As suas concentracdes podem
ser relacionadas com o nivel de parasitémia e o estado clinico do animal (Doctoral & Simg,
2009).

A sensibilidade e especificidade desta técnica sao limitadas quando o animal nao desenvolve
resposta humoral (Moreno et al., 1999). Um céo infectado pode desenvolver uma resposta do
tipo celular e consequentemente auséncia ou baixa concentracdo de Ac anti-Leishmania no
soro, implicando menor sensibilidade (Doctoral & Simé, 2009; Andrade et al., 2009). As
guantidades de anticorpos no soro também podem estar diminuidas em estados avancados de
doenca em que os animais mais velhos, por faléncia do sistema imunitario, ndo produzem
anticorpos. No total, estima-se que os resultados possam estar subestimados até 30%
(Doctoral & Simo, 2009).

Por outro lado, a existéncia de anticorpos anti-Leishmania ndo implica forcosamente doenca,
pois cerca de 10% dos cdaes infectados, com um titulo significativo de anticorpos anti-
Leishmania, nunca desenvolvem doenca (Maia, 2005).

Apesar disso, a técnica de ELISA pode apresentar uma especificidade de 90,5% e uma
sensibilidade de 100% (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

A seroconversdo ocorre aproximadamente trés meses apos a infec¢do e os animais doentes
desenvolvem resposta imune humoral com producao de altos titulos de IgG anti-Leishmania. A
técnica de ELISA mostrou ser um teste serolégico muito sensivel na avaliacdo precoce de

animais com infeccéo (Otranto et al., 2009) e apenas animais com menos de 3 meses de idade
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ndo devem ser avaliados por meio de métodos serolégicos, pois podem apresentar resultados
positivos pela presenca de anticorpos maternos (Solano-Gallego et al., 2009).

Estudos indicam que cdes e humanos com proteinuria e glomerulonefrites podem apresentar
anticorpos anti-Leishmania na urina, como consequéncia de lesdo glomerular decorrente da
infeccdo ou devido a producédo de anticorpos no tracto urinario. Esta metodologia, n&o invasiva,
tem utilidade para o diagndstico e prognostico de cdes com afecgdo renal (Solano-Gallego et
al., 2003).

A sensibilidade e especificidade de ELISA também dependem muito do protocolo e do tipo de
antigénio utilizado (Mir6 et al., 2008). A grande variedade de antigénios existentes para a
elaboracdo destas provas (proteinas recombinantes, extractos purificados, extractos com a
totalidade do parasita, péptidos sintéticos e promastigotas sollveis) torna dificil a
estandardizacdo da metodologia serolégica.

As técnicas que utilizam antigénios totais sdo limitadas em termos de especificidade, devido ao
facto de apresentarem reacc¢des cruzadas ndo somente com tripanossomas, mas também com
organismos filogeneticamente distantes. Como referido atras, as reac¢des cruzadas com outros
parasitas podem conduzir a resultados falsos positivos (Gomes et al.,, 2008; Pereira da
Fonseca & Villa de Brito, 2008).

Os avancos tecnoldgicos permitiram a clonagem molecular de varios genes que codificam
proteinas antigénicas de Leishmania (proteinas recombinantes), obtendo diagndsticos mais
especificos, como demonstra um estudo comparativo que utilizou antigénios recombinantes
com epitopos especificos rk39, (especificidade, 85-100%) (Miré et al., 2008). O antigénio rK39,
predominante nos amastigotas é uma repeticdo de 39 aminoacidos da proteina cinesina LcKin,
e constitui um potente imundgeno de linfocitos B. No entanto, a resposta humoral em humanos
relativamente a esta proteina parece ser mais relevante do que em canideos (Goto et al.,
2009).

Existe ainda a utilizagdo, em conjunto, de diversos antigénios que parece aumentar a
sensibilidade de ELISA comparativamente ao uso de apenas um antigénio. A combinacao pode
ser realizada em paralelo ou aplicando uma proteina quimera. Embora o uso de proteinas
quimeras simplifiquem o diagnostico, é possivel que haja perda de alguns epitopos no
processo de fusédo (Dapra et al., 2008; Doctoral & Simg, 2009).

A tabela 6 refere os resultados promissores, tanto no diagnostico da leishmaniose visceral
humana como na LCan, quando séo utilizados antigénios recombinantes, através da técnica de
ELISA.
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Tabela 6: Sensibilidades e especificidades correspondentes ao uso de diferentes proteinas

recombinantes para o diagnostico de LCan, através da técnica de ELISA (Doctoral & Simé, 2009)

Antigénio Sensibilidade Especificidade Antigénio Sensibilidade Especificidade
A2 87% 98%- 100% Hsp70 75%-100% ND
CPA 100% ND K39 97%-99% 85%-100%
CPB 76% ND K39; K26; A2 100% 85%
(em paralelo)
GP63 100% ND Ldccysl 98% 97%
GRP94 84% ND LiP2A 88% 100%
H2A 72%-78% ND LiP2B 100% 100%
Hsp83 90% ND Proteina quimera 98% 99%
(CA)
H3 68%-81% 100% Proteina  quimera 82%-94% 97%
(Leishmanchek)
K26 92%-99% 96%-99% Proteina quimera 96% 99%

(K9; K26; K39)

8.2.2.2. Imunofluorescéncia indirecta

A imunofluorescéncia indirecta (IFAT) utiliza o corpo inteiro do parasita (forma promastigota)
como antigénio. A amostra é considerada positiva quando proporciona uma fluorescéncia verde
e negativa quando a coloracdo é vermelho opaco (Maia & Campino, 2008)

Maia et al. 2007, considerando no seu estudo caes sintomaticos e assintomaticos em areas
endémicas, obteve uma sensibilidade de 85,5% e especificidade de 94,7%. Como
desvantagens, a aplicagcdo desta técnica exige um elevado nivel de experiéncia e equipamento

dispendioso.

8.2.2.3. Ensaio de imunodifusao

Esta técnica foi desenvolvida por Bernadina, (1997) para diagnéstico de LCan e consiste na
imunodifusdo dupla em gel agarose.

Ha formacdo de bandas apos 1 dia, ao qual se segue coloracdo. Este ensaio é facil de
executar e ndo exige equipamentos sofisticados. Apresenta uma sensibilidade de 69% em caes

assintométicos e 100% em cées sintomaticos (Maia & Campino, 2008).

8.2.2.4. Teste de aglutinacéo directa

Actualmente, estdo disponiveis testes que apenas demoram 3 horas a obter resultados,
baseados na técnica de DAT, existindo uma concordancia de 81,25% entre os testes de DAT e

IFAT. Uma das limitagBes do DAT é o tempo de incubacao relativamente longo (18 h) e as
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diluicdes necessarias da amostra. Nao obstante, é barato, simples de executar e o
desenvolvimento do antigénio liofilizado permite o seu uso em condigbes de campo a altas

temperaturas (Maia & Campino, 2008).

8.2.2.5. “Kits” rapidos

Em Portugal, existem alguns testes rapidos (WITNESS Leishmania® e o Speed Duo
Leish/Ehrli®) baseados no método de imunocromatografia de membrana para pesquisa de
anticorpos anti-Leishmania, através de um antigénio purificado do género Leishmania. Para
realizar estes testes utilizam-se amostras de sangue total, soro ou plasma. Contudo, apesar da
sua actractividade por apresentarem resultados imediatos, oferecem uma especificidade baixa
(60%-71%) (Silva, 2009).

8.2.2.6. Métodos imunolégicos com aplicacdes experimentais.

Existem outros testes ndo aplicaveis ao diagnéstico de rotina, uma vez que, para além de
serem dispendiosos, demorados e complexos, requerem conhecimento técnico aprofundado,
sendo limitados essencialmente a trabalhos de investigagdo. Destaca-se 0 uso dos testes de
classificagdo de particulas microscopicas suspensas num fluxo de fluidos (Citometria de fluxo),

e 0 Western blotting quantitativo computorizado (Maia & Campino, 2008).

8.2.3. Imunidade celular

Determinar com precisdo a resposta celular especifica a Leishmania € um indicador crucial de

sobrevivéncia do hospedeiro (Maia & Campino, 2008).

8.2.3.1. Reacgéo de Montenegro

A reaccdo de Montenegro consiste na medi¢cdo do didmetro de induracdo e eritema, 72 horas
apos a inoculagdo intradérmica do antigénio de Leishmania. Resultados negativos indicam
auséncia de contacto com o parasita, ou imunosupressao.

Através deste método foi diagnosticado em Portugal, numa zona endémica, um maior numero
de caes infectados, comparativamente com outras técnicas de diagndstico. Os resultados
podem ser positivos mesmo quando apenas existe infec¢do sub-clinica, apds tratamento ou
mesmo num estadio inicial de doenca (Maia & Campino, 2008; Pereira da Fonseca & Villa de
Brito, 2008).

8.2.3.2. Teste intradérmico

Os testes dérmicos (Leishmania skin test — LST) s&o utilizados para avaliar a resposta de

hipersensibilidade em humanos relativamente a leishmaniose. Embora haja pouca informacéo
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em relacdo a sua aplicabilidade em cées (Solano-Gallego et al., 2005), sendo considerado pela
OIE (The World Organization for Animal Health) sem qualquer valor para o diagndéstico da
leishmaniose canina (OIE, 2004) tem sido util em algumas areas de investigacdo, como
demonstrado num estudo comparativo de imunidade celular e imunidade humoral, realizado em

Palma de Maiorca (Solano-gallego et al., 2005).

9. Tratamento

O tratamento da leishmaniose canina € um tema controverso e polémico, pois evidencia-se um
conjunto de consideracdes discutiveis relacionadas com a saude publica.

Admitindo que um cé&o infectado ndo tem cura e visto que € o principal reservatorio da doenca
para a espécie humana, existe necessidade de um controlo sanitario e uma vigilancia
veterinaria especial (Meireles, 2008).

Em geral, os tratamentos existentes conseguem diminuir a carga parasitaria e a sintomatologia
associada, mas nao a eliminacao total do parasita. O canideo pode ficar curado clinicamente
durante 6 meses a um ano, mas continua portador de Leishmania, notificando-se cerca de 80%
de recidivas ap6s um ano (Moreno & Alvar, 2002). A actividade infectante para fleb6tomos
aumenta 3 a 5 meses apés o ultimo tratamento.

Estas recidivas podem ser justificadas pela localizacdo intracelular do parasita (Barrientos et
al., sd), pela existéncia de resisténcias ao tratamento, pela resposta imunitaria apenas
parcialmente eficaz, pelas diferencas fisioldgicas e farmocinéticas, assim como devido a
factores nutricionais, predisposicdo genética e diferentes concentracdes parasitarias nos
tecidos.

Este conjunto de factores implica a repeticdo de ciclos de tratamento pelo menos uma vez por
ano. Todavia, um tratamento sé é eticamente aceitavel quando previamente se efectuou um
diagnostico precoce da doenga, se analisou pormenorizadamente o estado clinico do animal e
se escolheu uma terapéutica etiol6gica e sintomatica apropriada ao caso clinico.

Os proprietarios deverdo ser responsabilizados nas varias decisdes, sempre devidamente
elucidados pelo Médico Veterinario acerca do prognostico da doencga, custos, duracdo dos
tratamentos e das implicagbes da doenca em termos de sadde publica.

Em suma, perante um cdo com leishmaniose, s6 existem duas alternativas: proceder a
eutanasia ou instituir uma terapéutica e vigilancia veterinaria continuada (Meireles, 2008).
Quando se opta pela terapéutica, cujo objectivo é o tratamento etioldgico e sintomatico,
podemos referir farmacos leishmaniostaticos, moduladores do sistema imunitario
(imunossupressores e imunoestimulantes) e ainda farmacos destinados ao controlo de

complicacdes secundarias (Meireles, 2008).
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Uma vez instituida a terapéutica, torna-se necessario monitorizar a resposta a mesma,
avaliando o estado clinico, efectuando andlises serolégicas hematoldgicas e bioquimicas a
cada 3 a 6 meses e por fim, se possivel, proteinograma e RT-PCR (Petersen, 2009).

As drogas licenciadas na Europa especificas para o tratamento de LCan sdo o antimoniato de

glucamina, aminosidina e miltefosina.

9.1. Compostos antimoniais

As formas pentavalentes como o antimoniato de N. metil glucamina ou antimoniato de
glucamina (Glucantime®) sdo mais utilizadas nas zonas latinas e francofonas, sendo o
Estibogluconato de sédio (Pentostan®) mais utilizado em paises anglo-saxdnicos (Meireles,
2008).

O seu mecanismo de accdo ndo esta completamente esclarecido, contudo, pensa-se que
actuam sobre o0 mecanismo energético do parasita diminuindo a Vviabilidade dos
microrganismos expostos, bloqueando a formacdo de adenosina trifosfato (ATP) através da
inibicdo dos enzimas fosfofrutoquinase e piruvatodesidrogenase (Barrientos et al., sd).

Em relacdo a farmacocinética dos antimoniais, sabe-se que existe uma variacdo significativa
em relacdo ao aumento do tempo de semi-vida do farmaco em cdes com insuficiéncia renal,
como demostrado em experiéncias com hamsters (Solano-Gallego et al., 2009). Estudos
comprovam que estes compostos sado eliminados rapidamente por via renal (80% em 9 horas),
e que os niveis plasmaticos ndo mantém a concentracgéao inibitéria desejada, apds 12 horas da
sua administracdo, pelo que se recomenda uma segunda dose diaria (Barrientos et al., sd).

A dose recomendada de antimoniato de N. metil glucamina, pelo fabricante do glucantime ®, é
de 100 mg/kg/dia, via S.C ou I.M, durante um periodo minimo de 3 a 4 semanas, advertindo ser
prudente diminuir as doses no comeco do tratamento se a fung¢éo renal estiver comprometida
(Apifarma, 2007). Contudo, existem autores que duplicam e triplicam a dose, com
administragc6es em dias alternados, afirmando que a toxicidade & semelhante a verificada com
100 mg/kg/dia.

Segundo varios autores, a via subcutdnea é a recomendada, pois evita reac¢fes locais €
menos dolorosa e aumenta a permanéncia do farmaco no organismo relativamente as outras
vias.

Alguns autores recomendam 2 a 3 séries de administraces diérias, durante 20 a 30 dias
consecutivos ou em dias alternados, com um intervalo em cada série de 15 dias a um més. No
entanto, evidenciam-se melhores resultados quando o tratamento se prolonga até aos 45 dias.
Embora os antimoniais sejam pouco nefrotoxicos, a maior parte dos cdes com LCan apresenta
lesBes renais antes da instituicdo da terapéutica, o que podera ser confundido com os efeitos

secundarios de Glucantime® (Meireles, 2008)
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A combinacgdo de antimoniato de N. metil glucamina com alopurinol é considerada a terapia
mais eficaz e constitui a primeira linha de protocolo contra a doenca. Contudo diversos
protocolos terapéuticos sdo sugeridos no que concerne a dosagem, intervalo da dose e
duracdo do tratamento (Solano-Gallego et al.,, 2009). As doses inapropriadas deste
medicamento tém contribuido para o aparecimento de resisténcias tanto em humanos como em
caes.

A combinacdo de antimoniato (100 mg/kg/dia, via SC) até a resolucdo dos sinais clinicos e
alopurinol (20 mg/kg /BID, via PO) durante 9 meses, tém evidenciado bons resultados
(Ciaramella & Corona, 2003b).

Como efeitos secundarios o animal pode apresentar mialgia, vomitos, diarreias, dor abdominal,
apatia, alteragbes hepaticas, renais e pancreaticas, pelo que é aconselhadvel comecar a
medicacdo com doses inferiores as terapéuticas, para testar possiveis reaccdes adversas.
Sabe-se ainda que o risco de toxicidade é potenciado em cées com taxa de filtragdo glomerular
reduzida (Solano-Gallego et al., 2009).

Relativamente ao estibogluconato de sddio (Pentostan®), a dose recomendada é de 10-20

mg/kg, via IM, com séries de administracdes semelhantes ao glucantime®.

9.2. Analogos das purinas

O alopurinol € um analogo estrutural da hipoxantina que depois de metabolizado por
Leishmania, é incorporado no seu RNA restringindo a sintese proteica, actuando como um
leishmanioestatico. E também usado no tratamento da gota em humanos (Meireles, 2008).

As doses usadas variam de 10 mg a 20 mg/kg/dia, via oral, geralmente repartida em duas ou
trés tomas por dia durante 2 a 3 meses, podendo prolongar-se entre 6 meses a 18 meses.
Alguns autores recomendam 0 seu uso para o resto da vida (Barrientos et al., sd).

O principal objectivo do uso de alopurinol em associagdo com antimoniais reside principalmente
na prevencdo de recidivas, diminuicdo do tempo e dos custos de terapia com antimoniais,
aumentando a tolerancia a terapia.

A baixa toxicidade, juntamente com a forma de administracdo tornam este medicamento um
dos favoritos na escolha do tratamento (Baneth, 2002). Como efeitos secundarios podem surgir
nauseas, vomitos, elevacdo de enzimas hepaticas AST e ALT e presenca de célculos de

xantina na urina principalmente em cdes com insuficiéncia hepatica (Doctoral & Simo, 2009).

9.3. Miltefosina

A miltefosina € um fosfolipido com uma estrutura semelhante aos compostos metabolizados
por Leishmania e actua de forma a inibir a sintese da membrana celular do parasita. Tem
actividade contra as formas promastigotas extracelulares e destréi as formas amastigotas. O

Milteforan®, recentemente comercializado em Portugal, recomenda uma dose de 2 mg/kg/dia,
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via oral, durante 28 dias. A sua principal vantagem € nao ser eliminado pelas vias renais,
podendo assim ser indicado para caes com insuficiéncia renal (Meireles, 2008). Varios autores
indicam uma efectividade semelhante a registada por compostos antimoniais, mas com a
vantagem de ser administrada oralmente e ndo apresentar toxicidade renal e hepatica. Deve
ser combinado como o alopurinol, para evitar recidivas.

Como efeitos secundérios apresenta disturbios gastrointestinais, principalmente vomitos

(Doctoral & Simé, 2009).

9.4. Anfotericina B

Anfotericina B € um macrdlido produzido por Streptomyces nodosus (Ciaramella & Corona,
2003b), primeiramente usado como anti-fungico, pode também ser usado no tratamento de
algumas doencas provocadas por protozoarios (Baneth, 2002). O seu modo de acgédo
relaciona-se com a capacidade de se unir aos episteroéis (constituinte das membranas celulares
de Leishmania), provocando perdas de aminoacidos, purinas e potassio (Doctoral & Simg,
2009).

A dose recomendada € de 0.5 a 0.8 mg/kg, IV duas a trés vezes por semana, hum total
cumulativo de 8 a 15 mg/kg. Afigura-se essencial a monitorizagdo da funcdo renal durante e
apos o tratamento, devido a acg¢ao nefrotéxica desta droga.

O uso de formulacdes melhoradas com emuls@es lipidicas conseguiram melhorar os efeitos
nefrotoxicos e diminuir as doses aplicadas, mas a sua aplicagédo €é limitada pelo seu elevado
custo e pelas dificuldades inerentes a via de administracdo intravenosa. Nao obstante, a
anfotericina B Lipossomal (L-AmB) é uma frequente escolha em casos de infeccdo humana
(anexo 1), estabelecendo a cura em 95,7% de criangas tratadas, com uma dose total de 18
mg/Kg (Cascio et al., 2004).

Os lipossomas funcionam como vectores de medicamentos, cuja fungdo € transportar
determinados farmacos até ao local da infeccdo. No caso de Leishmania, os vectores tém que
se fundir com o fagolisossoma, para que o medicamento exerca o seu efeito. Devem ainda ser
pequenos, para que possam atravessar 0S vasos sanguineos e atingir as zonas inflamadas
(Meireles, 2008).

Os melhores resultados clinicos registados em LCan foram obtidos com administragdes nos
dias 1,2,3,4 e 10, com a dose de 3 mg/Kg, via IV.

Como efeitos secundarios indesejaveis podemos referir flebite, anorexia, vomitos, anemia,

ictericia e paragem cardiaca (Baneth, 2002).

9.5. Aminosidina

Aminosidina é um antibiético aminoglicésido que actua inibindo a sintese proteica de
Leishmania, € muitas vezes associado aos compostos antimoniais, potenciando a sua
persisténcia ao nivel do sangue.
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A dose recomendada é de 5.25 mg/kg/BID por via intramuscular ou subcuténea, durante 3
semanas. Alguns autores recomendam uma dose de 20 a 80 mg/kg por dia.

Apresenta como possiveis efeitos indesejaveis ototoxicidade e nefrotoxicidade, sendo contra
indicado em canideos com nefropatia (Ciaramella & Corona, 2003b).

9.6. Pentamidina

Derivado aromético de diamidina, actualmente pouco utilizado. A sua actividade esta
relacionada com a desorganizacdo do metabolismo do &cido nucléico e alteracdo das
membranas internas do mitocondria (Simon et al., 2006).

A dose usualmente utilizada de pentamidina é 4 mg/kg de peso vivo, por via IM, em dias
alternados durante 4 semanas. Apresenta no entanto toxicidade superior e uma eficacia inferior
guando comparada com os antimoniais, pode causar nefrite, hepatite, dor abdominal, vomitos,
hipotensao, sincope e abcessos musculares (Baneth, 2002).

9.7. Derivados do Imidazol

Os imidazobis (metronidazol, ketoconazol, itraconazol e secnidazol) sdo antifingicos que tém
afinidade pelos esterdis das membranas celulares de Leishmania inibindo a sua sintese,
provocando desta forma a deplecdo das reservas glucogénicas e a sua morte. Por outro lado,
formam complexos com o ADN parasitario, inibindo a sintese dos acidos nucleicos.

As doses a aplicar sado respectivamente: Metronidazol, 10 a 15 mg/kg, de 12 em 12 horas, via
oral, durante 15 dias; Ketoconazol, 7 mg/kg por dia, via oral, durante 3 meses; Itraconazol, 4
mg/kg por dia, via oral, durante 6 semanas; Secnidazol, 30 mg/kg por dia, via oral, durante 15
dias (Meireles, 2008).

9.8. Farmacos Imunomoduladores

Os imunomoduladores (imunosupressores ou imunoestimulantes) podem ser usados na
sequéncia das alteracdes imunoldgicas decorrentes da doenca.

A prednisona, prednisolona, 1 a 2 mg/Kg, via oral sdo as drogas imunossupressoras
frequentemente usadas em associacdo com a terapia anti-Leishmania (Ciaramella & Corona,
2003b). Deprimem a imunidade humoral e consequentemente a formacgéo de imunocomplexos.
No entanto, por deprimirem também a imunidade celular, apenas sdo recomendadas se
ocorrerem processos concomitantes com deposicdo de imunocomplexos, como disfungéo
renal, leGes oculares graves ou epistaxis (Adamama-Moraitou et al., 2005).

A utilizagdo de imunoestimulantes como o levamizol e citoquinas tem como objectivo
fundamental estimular a imunidade celular e activar os macréfagos (Barrientos et al., sd).
Levamizol é um antihelmintico, a dose recomendada € de 0,5 a 2 mg/kg, em dias alternados,

por um periodo que poderd ir até aos dois meses.
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As citocinas recombinantes como as interleuquinas (interferdo- gama) tém sido usadas em
estudos experimentais e cientificos, principalmente em humanos. A sua utilizagdo, em cées,

ainda € muito limitada (Meireles, 2008).

9.9. Tratamento sintomatico

Juntamente com a terapéutica leishmanicida ou leishmanostatica, € necessario efectuar uma
terapéutica sintomatica de acordo com o caso clinico apresentado (Barrientos et al., sd).
Podemos instituir antibioterapia de largo espectro de acc¢ao, fluidoterapia, dietas hipoproteicas,
transfusdes de sangue, hepatoprotectores e terapéutica efectiva para insuficiéncia renal
(Meireles, 2008).

9.10. Fitoterapia e homeopatia

Estes métodos podem ser usados em opg¢do aos farmacos convencionais ou de forma
complementar a estes (Meireles, 2008).

O quassin é um produto extraido da casca de uma arvore (Quassia amara), e tem sido utilizado
em medicina tradicional chinesa. Das suas aplicacdes destaca-se o papel leishmanicida.
Estudos em murganhos demonstram que uma dose de 25 pg/ml promove uma resposta imune
do tipo Thl e suprime a reposta humoral, ao mesmo tempo que promove uma indugdo da via
iINOS (Bhattacharjee et al., 2009).

A homeopatia € a medicina do individuo, sendo a terapéutica sempre diferente, trata o doente
na sua globalidade. A tabela 7 enumera algumas espécies de animais e plantas que podem
fazer parte integrante de principios medicamentosos em fitoterapia e homeopatia no tratamento
de LCan (Meireles, 2008).

Tabela 7: Homeoterapia e Fitoterapia no tratamento da leishmaniose canina (adaptado de Meireles, 2008)

Fitoterapia Homeopatia

Espécie Espécie Espécie

Cynara scolymus Peumus boldus Apis mellifica (abelha)

Cinchona officinalis  Equisetum arvense (cavalinha) Arsenicum album (arsénio)
Erytraea centaurium Malva silvestris (malva comum) Gelsemium sempervirens
Gentiana lutea Thymus vulgaris (tomilho) sulphur (enxofre)

Arctium lappa Peumus boldus Thuya occidentalis (cedro da paz)
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10. Vacinas

Centros de pesquisa especializados, localizados principalmente em zonas endémicas, tém
vindo a realizar trabalhos no sentido de desenvolver uma vacina eficaz no combate a Lcan
(Reis et al., 2010). Esta constituiria decerto a melhor medida para prevenir a doenca na
populagéo canina e diminuir a infeccdo nos humanos (Miré et al., 2008).

A existéncia de canideos que desenvolvem resposta protectora natural contra o parasita indica
gue é possivel estimular uma resposta imunitaria eficaz mediante vacinacéao (Doctoral & Simo,
2009).

Os modelos experimentais com hamsters s&o os mais utilizados, sobretudo nas primeiras fases
de ensaios de vacinas, dado o paralelismo existente entre as manifestagdes clinicas, tanto no
homem como em canideos (Doctoral & Simé, 2009).

Idealmente, uma vacina eficaz contra Leishmania deveria promover uma resposta imunitaria
protectora de longa duracéo, estimular uma resposta do tipo Thl com activagdo de linfocitos T
CD4" e CD8" especificos, producdo de IFN-y, inducéo da via do ON nos macréfagos, proteccéo
cruzada contra as diferentes espécies de Leishmania, ser estavel e ser comercializada a custo
acessivel para todas as zonas afectadas, constituidas maioritariamente por paises em vias de
desenvolvimento (Palatnik-de-Sousa, 2008).

O dltimo requisito descrito torna-se seguramente o motivo pelo qual a indastria do
medicamento ndo tem demonstrado sério interesse em investir nesta doenga (Sima-Rafati et
al., 2006). Contudo, os avancos dos ultimos anos permitiram o licenciamento de duas vacinas
no Brasil:Leishmune® (Fort Dodge Animal Health) e Leishtec® (Hertape Calier Animal Health).
Outras vacinas contra a infecgdo de Leishmania infantum encontram-se em fase experimental,
incluindo vacinas de primeira, segunda e terceira geracdo (Dantas-Torres, 2009). Em Portugal
agenda-se em Junho de 2011 o langamento de uma vacina.

Segundo as recomendagfes da OMS, para que uma vacina possa ser comercializada deve
passar com sucesso numa série de fases durante as fases experimentais.

A fase | tem como propdsito comparar os vacinados e 0s animais sujeitos a placebo avaliando
a imunogenicidade e seguranca vacinal. Na segunda fase, € confirmada a protec¢do induzida
pela vacina nos modelos experimentais. Na fase Ill procede-se a analise da eficacia vacinal
contra a infec¢do natural, numa populacdo reduzida de individuos. Caso a vacina ultrapasse
com sucesso estas etapas, podera entdo ser registada e industrializada transitando para a fase
IV, onde é alargada a populacéo no geral (Palatnik-de-Sousa, 2008).

A escolha do antigénio é a base do sucesso para conceber uma vacina eficaz (Mir6 et al.,
2008), assim como a escolha do adjuvante, uma vez que pode potenciar a imunogenicidade
dos antigénios utilizados e reduzir a dose necesséria de vacina (Reis et al., 2010).

A utilizacdo de biomarcadores confidveis e mensurdveis para determinar o grau de

imunogenicidade e proteccdo induzida pelas vacinas contra a leishmaniose canina é
48



fundamental para obter evidéncias sobre a eficicia da vacina na sua posterior comercializagédo
(Reis et al., 2010).

As vacinas podem ser divididas em trés categorias: de 12 geracdo, compreendem as vacinas
vivas, as atenuadas e as inactivadas; de 22 geragdo, englobam as vacinas de fraccdes
purificadas e de proteinas recombinantes; e de 32 geragdo que abarcam vacinas genéticas,
originadas a partir do ADN de antigénios (Doctoral & Simd, 2009).

10.1. Vacinas de 12 geracao
10.1.1. Vacinas vivas

Baseiam-se na inducdo de imunizagdo a partir da inoculagdo de organismos vivos, retirados de
lesbes activas de leishmaniose cutanea. O seu uso delimitava-se aos paises Asiaticos e

Africanos, apesar de se utilizarem ainda no Uzbequistdo (Doctoral & Simo, 2009).

10.1.2. Vacinas vivas atenuadas

Tém a vantagem de simular uma infec¢éo natural, contudo sendo avirulenta permite exposi¢céo
a grande numero de antigénios durante um longo periodo de tempo, facilitando a estimulag&o
da resposta imunitaria. Como desvantagem releva-se o risco potencial devido a ocorréncia de

mutacdes e reversibilidade da viruléncia (Doctoral & Simd, 2009).

10.1.3. Vacinas inactivadas

A maior parte das vacinas inactivadas basearam-se em ensaios contra a leishmaniose cutanea.
Na América a maioria destas vacinas utilizava o antigénio autoclavado de L. amazonensis
(ALA) ou uma mistura de espécies autoctones, enquanto no Velho Mundo era usado antigénio
autoclavado de L. major (ALM). A autoclavagem da vacina do parasita inactivo foi introduzida
como a melhor forma de esterilizacdo e preservacdo de vacinas em paises com industria
biotecnoldgica rudimentar, onde n&o era viavel uma distribuicéo refrigerada da vacina (Palatnik-
de-Sousa, 2008). Embora os resultados obtidos indiquem que sédo seguras e imunogénicas,
nao se obtém boa proteccdo, permanecendo a maior parte das vacinas na fase Il e lll em cées
e humanos. O valor médio da eficacia (E.V) destas vacinas € baixo (54,38%) (Palatnik-de-
Sousa, 2008).

Varios autores afirmam que estas vacinas ndo devem ser utilizadas como monoterapeia, mas
sim combinadas com a quimioterapia usual (tratamento antimonial), com vista a reduzir o seu
efeito toxico e doloroso. Tém sido utilizadas como imunoterapia contra a leishmaniose cutanea
em humanos no Brasil e Venezuela, onde de resto, foram registadas como auxiliares

terapéuticos (Palatnik-de-Sousa, 2008).
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10.2. Vacinas de 22 geracdao

10.2.1. Vacinas de fraccdes purificadas

Este tipo de vacinas consiste na imunizacdo do animal com determinadas frac¢des do parasita
purificado a partir de culturas de parasitas inteiros. Este tipo de vacinas € o registado e
comercializado no Brasil (Leishmune®) e baseia-se na imunizacdo mediante um antigénio
purificado FML (ligando fructose-manose) da espécie L. donovani (Nogueira et al., 2005).

Os adjuvantes utilizados com este antigénio sdo o BCG (bacillus of Calmett and Guerin), IL-12,
saponina e Quil A (Coler & Reed, 2005). Pensa-se que o principal antigénio do complexo FML
€ a NH36 (hidrolase nucleésida), uma enzima essencial envolvida na quebra de nucleésidos,
libertando ADN livre (bases purina) que € posteriormente utilizado na sintese de ADN,
permitindo a multiplicagdo do parasita. No entanto, alguns autores afirmam que a Gp63, uma
glicoproteina presente na superficie celular das formas amastigotas e promastigotas, apresenta
o papel primordial como antigénio do complexo MFL (Dunning et al., 2009).

Ensaios da fase Ill demonstram que a vacina é segura, imunogénica e protectora a longo
prazo. Alguns autores referem o0 seu potencial imunoterapéutico em animais naturalmente
infectados e também como vacina bloqueadora na transmissao do parasita (Doctoral & Simo,
2009), pois 0 aumento de anticorpos no hospedeiro previne o desenvolvimento do parasita no
insecto vector, interrompendo o ciclo epidemiolégico (Nogueira et al., 2005). No entanto, sao
requeridos mais ensaios desta vacina, para ser registada e comercializada na Europa (Doctoral
& Simo, 2009).

A vacina foi avaliada no Brasil e apresentou uma V.E de 80% em trés estudos de campo, (Miré
et al., 2008) e uma protec¢ao especifica entre 92% e 95% nos ensaios clinicos com canideos,
na fase Il (Nogueira et al., 2005).

A vacinacdo reduziu a morbilidade e incidéncia da doenca na populacdo de canideos,
conforme asseverado pela auséncia de sinais clinicos e pelos resultados negativos de PCR a
amostras de sangue e linfonodos (Palatnick-de-Sousa, 2008). Este efeito durou pelo menos 3,5
anos, tendo sido concomitante com a redugéo da incidéncia da doenca em humanos nessa
area. Por outro lado, a manutencdo das proporcdes normais dos niveis de linfocitos CD4" e
CD21 no sangue de cdes vacinados indicam que a vacinacdo com a vacina FML reduz a
actividade infectante do cédo ao diptero.

A segunda vacina baseada em fracgBes purificadas do parasita foi estudada em Franca. E
segura, tem boa imunogenicidade e apresenta uma proteccdo quase completa contra L.
infantum. Esta vacina contém os antigénios excretados-segregados a partir de culturas de
amastigotas de Leishmania infantum (LIESAp). No entanto, ndo se encontra registada devido a

dificuldade em estandardizar a vacina (Miré et al., 2008; Doctoral & Simo, 2009).
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10.2.2. Vacinas de antigénios recombinantes

Os antigénios recombinantes de Leishmania constituem proteinas imunogénicas derivadas da
clonagem de genes de Leishmania (Miré et al.,, 2008). Estas vacinas podem ser ensaiadas
sozinhas ou em combinacéo (poliproteinas ou quimeras) (Palatnik-de-Sousa, 2008).

Apenas uma vacina de segunda geragdo composta pela fusdo de proteinas (leish111f),
formulada com um adjuvante monophosphoryl-lipid A (MPL-SE®) esté a ser testada na Fase | e
Il em humanos contra leishmaniose cutanea no Novo Mundo (Fujiwara et al., 2005).

O leish111f é um antigénio quimérico formado a partir de trés antigénios recombinantes
escolhidos por induzir uma resposta imune celular no Homem e em hamsters: antigénios
recombinantes TSA (thiol-specific-antioxidant) e LmSTI1 (L.major homolog of the eukaryotic
stress-inducible protein-1), obtidos da forma amastigota da espécie L. major, e o antigénio
recombinante LelF (leishmania elongation and initiation factor) obtido da espécie L. braziliensis
(Coler & Reed, 2005)

Nao apresenta efeitos adversos, mas estas poliproteinas podem perder imunogenicidade
devido a perda de epitopos conformacionais (Fujiwara et al., 2005).

Uma outra vacina (proteina Q), baseada na fusdo das proteinas LiP2b, LiP2a, LiPO e H2A,
obteve proteccdo de 90%, mas apenas em estudos experimentais (Doctoral & Simo, 2009).

10.3. Vacinas de 32 geracdao

O avanco da biotecnologia permitiu 0 desenvolvimento de uma nova geragdo de vacinas
baseadas em ADN. Neste tipo de vacinas, o gene que codifica a proteina com interesse insere-
se num plasmideo bacteriano, o qual é inoculado posteriormente num individuo para que
expresse as proteinas in vivo. Desta maneira, as vacinas de ADN oferecem a vantagem de
mimetizar os efeitos das vacinas vivas, mas sem risco de infec¢do (Doctoral & Simo, 2009).
Comparando com as vacinas originadas de antigénios recombinantes, as vacinas de ADN sao
mais estaveis, uma vez que a estrutura das proteinas e a sua antigenicidade permanece
inalterada, tém reduzido custo de producdo e ndo necessitam de refrigeracdo para a sua
distribuicdo. Apresentam ainda flexibilidade de combinacdo de multiplos genes numa simples
vacina (Palatnik-de-Sousa, 2008), ou seja, um Unico plasmideo pode codificar varios
antigénios, fornecendo proteccdo apenas numa Unica administracdo, contra mais de uma
espécie.

Um estudo comparativo ensaiado em dois grupos de hamsters verificou que o grupo onde se
utilizou um plasmideo que incluia o gene do antigénio LACK (Leishmania homolog of receptors
activated for C kinase) apresentava maior E.V do que em relacdo a vacina recombinante com o

mesmo antigénio (Palatnik-de-Sousa, 2008).

51



10.4. Vacinas baseadas em Proteinas salivares de fleb6tomos

A saliva dos vectores € muito importante no estabelecimento infeccéo por Leishmania. Teoriza-
se que as proteinas salivares influenciam o estado imunitario do hospedeiro e podem ter
consequéncias sobre o resultado clinico.

Esta hipOtese é comprovada em ensaios através da vacinacdo de roedores com ADN
codificando uma proteina salivar do fleb6tomos, onde se obteve elevada imunizacdo
correlacionada com resposta do tipo Thl (Collin et al., 2009).

12. Controlo da leishmaniose visceral zoondtica

Estudos contemplando apenas a eutanasia massiva de caes infectados, quando separada do
controlo vectorial, ttm demonstrado resultados conflituosos (Amoéra et al., 2009).

Se nada for feito para controlar a populacdo de vectores verifica-se uma maior probabilidade de
infecgdo para o homem (Costa et al., 2007). Por outro lado, a renovacdo dos animais torna a
populacdo canina mais jovem com maior susceptibilidade ao agente. Assim, programas de
posse responsavel, assentes na qualidade de vida dos animais, podem obter melhores
resultados que meios de controlo populacional em areas endémicas.

Dye desenvolveu um modelo matematico para avaliar as medidas de controlo da LCan,
concluindo que a eutanasia massiva de cdes positivos a Leishmania, enquanto Unica medida
de controlo, ndo reduz a incidéncia da leishmaniose (Andrade et al., 2007).

O programa de controlo da leishmaniose em zonas endémicas deve incluir um conjunto de
medidas planificadas de forma rigorosa e accionadas em simultaneo (Corrales, 2007).

O programa brasileiro de controlo de leishmaniose visceral baseava a sua estratégia em trés
medidas principais, que objectivavam a deteccéo e tratamento de casos humanos, o controlo
de vectores e do reservatorio doméstico.

No entanto, a necessidade de um sistema de vigilancia permanente, com utilizacdo de recursos
humanos e financeiros, limitou a sustentabilidade do projecto. Todavia, outros factores como a
possibilidade de transmissdo da doenca através de cédes assintomaticos, ma qualidade dos
procedimentos de diagnésticos e a rapida aquisicdo de novos cdes em substituicdo dos cées
eliminados, culminaram na ineficacia desta estratégia (Amoéra et al., 2009).

Assim, devemos acrescentar ao programa medidas sobre 0 meio ambiente, educacao sanitaria,
vigilancia epidemioldgica e apoio no campo da investigacao.

O controlo do vector pode ser efectuado através do uso de insecticidas (piretréides) tépicos ou
em colar (aplicados em canideos) e visa interromper ou reduzir o risco de transmissdo do
parasita ao hospedeiro vertebrado (Mir6 et al., 2007). Nao obstante, apesar de os fleb6tomos
apresentarem comummente susceptibilidade aos insecticidas usados ndo se deve ignorar o

surgimento de resisténcias quando utilizados de forma massiva e descontrolada.
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Em certas regifes o uso de malhas ou redes mosquiteiras (0,3-0,4 mm) em casas pode reduzir
drasticamente as picadas de fleb6tomos (Corrales, 2007).

Em relacdo ao controlo do reservatorio, primeiramente, € fundamental o uso de meios de
diagnostico eficazes, aplicados no diagnéstico individual e nos rastreios em zonas endémicas.
O tratamento e monitorizacdo dos canideos infectados, assim como das pessoas sao
fundamentais.

E necessario diminuir a exposicdo dos canideos aos periodos de maior actividade dos
vectores, controlar canideos errantes e proceder a eutanasia sempre que o animal estiver num
estado avancado de doenca ou se ndo apresentar reversibilidade dos sinais clinicos, apés
tratamento.

Nas campanhas de adopg¢éo, apenas doar os animais sem leishmaniose. Se o proprietario ndo
se disponibilizar para efectuar o tratamento, a eutanasia do animal sera o Unico caminho
consciente a adoptar.

As medidas sobre o meio ambiente devem contemplar a eliminagéo de areas que favoregcam o
desenvolvimento do vector, principalmente em zonas proximas de habitacdes.

Outras medidas incluem: educacdo sanitaria; promoc¢ao de congressos; recomendacfes em
folhetos informativos e em consultorios veterinarios; estabelecer e melhorar os sistemas de
vigilancia epidemiolégica; determinar com exactidédo a capacidade infectante dos canideos pés-
tratamento; investigacdo sobre a importancia do ciclo silvestre; apoios no campo da
investigacdo; desenvolvimento de vacinas seguras; desenvolvimento de novos métodos de

diagnostico e de novas terapéuticas baratas e eficazes. (Aragon et al., sd).
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Estudo sero-epidemiolégico da leishmaniose canina

na sub-regidao do Pinhal Interior Sul

1. Objectivos

O presente estudo sero-epidemiolégico de leishmaniose canina que inclui a deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania tem os seguintes objectivos:
e Avaliar as seroprevaléncias, pelo método de ELISA, em cées dos concelhos de Macéao,
Proenca-a-Nova e Vila de Rei;
e Determinar e comparar valores de seroprevaléncia em grupos independentes;
e Determinar e comparar factores de risco por andlise estatistica e analise geoespacial;
e Construir mapas, com base nos parametros geoespaciais analisados;
e Avaliar a importancia da leishmaniose na populacdo de cdes na sub-regido do Pinhal
Interior Sul e 0 seu possivel impacto na saude publica;
e Obter informacdo para fundamentar, se necessario, planos de accdo contra a

leishmaniose;

2. Material e métodos
2.1. Area geogréfica do estudo

Os concelhos de Macéo, Proencga-a-Nova e Vila de Rei pertencentes a sub-regido do Pinhal
Interior Sul constituiram as areas geograficas alvo do presente estudo sero-epidemioldgico.

O Pinhal Interior Sul é uma sub-regido estatistica portuguesa, integrante da regido Centro e
dividida entre o distrito de Castelo Branco e o distrito de Santarém. Limita a norte com o Pinhal
Interior Norte e a Cova da Beira, a este com a Beira Interior Sul, a sul com o Alto Alentejo e a
oeste com o Médio Tejo.

Desta area geogréfica com 1.903 km2 fazem parte cinco concelhos: Oleiros, Proenca-a-Nova,
Sertd e Vila de Rei, pertencentes ao distrito de Castelo Branco e o concelho de Macéo
pertencente ao distrito de Santarém.

E uma regido montanhosa com planaltos férteis, profundamente recortada por vales. O rio
Zézere, com as albufeiras resultantes das trés barragens que o seu leito comporta (Cabril,
Boucéd e Castelo de Bode), delimita a regido a norte, oeste e sudoeste. No extremo este da
Zona do Pinhal é o Rio Ocreza que delimita a regido, e a sudeste é em parte o rio Tejo.

Como componente das actividades desenvolvidas sdo muitas vezes criados reservatorios de
agua artificiais que a par dos muitos cursos de agua naturais contribuem para a elevada

humidade caracteristica da regido (Silva, 2009).
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As actividades econdémicas da regido estdo repartidas entre os trés sectores e mesmo que em
muitas aldeias a vida se processe em torno de actividades tradicionais, os concelhos tém visto
o florescimento de industrias de primeira transformagé@o que tem desempenhado um papel de
relevo e projeccdo na economia dos concelhos.

Das principais actividades desenvolvidas na regido destaca-se a exploragdo florestal onde
predomina o pinheiro-bravo e eucalipto, industria de serracdo de madeiras, suinicultura,
caprinicultura e actividade cinegética. Contudo, apesar da grande riqueza que constitui a
floresta, de acordo com o0s censos realizados, a zona do Pinhal é na maior parte do territorio
gue a compde, uma regido cada vez mais deprimida com baixos indices de rendimento e perda
de populacdo. Pelas mesmas razfes observa-se uma diminuicdo do nimero de cades que se
apresentam anualmente na campanha de vacinagdo anti-rabica.

Em Julho de 2010, foram assinalados na campanha de vacinagdo anti-rabica um total 2076
cées, respectivamente 802 no concelho de Macéo, 865 no de Proenca-a-Nova e 409 em Vila
de Rei.

Figura 25 - Sub - regido do Pinhal Interior Sul

2.2. Estudo por amostragem

Nestes trés concelhos, durante a campanha de vacinagcédo anti-rdbica efectuada no més de
Julho do ano 2010 foram obtidas amostras de sangue de 282 cdes (262 pertencentes a
proprietarios privados e 20 provenientes do canil municipal de Proenca-a-Nova).

O calculo do nimero de amostras de sangue necessario para a realizacao do presente estudo
por amostragem baseou-se nos resultados obtidos pelo software “Winepi”, que para uma

populacéo estimada de 2000 cdes e uma prevaléncia esperada de 30%, com um intervalo de
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confianca de 95% e um erro de 5%, indicava uma fracgcdo de amostragem ajustada de 278
amostras de sangue necessarias, representando 13,9% da populacdo estimada.

A metodologia adoptada para evitar o vicio amostral e obter uma amostra representativa,
idonea e aleatdria da populacdo de cades baseou-se na recolha de uma amostra de sangue a

cada sete ou oito caes, amostragem sistematica.

2.3. Recolha das amostras de sangue

A colheita de sangue foi executada do seguinte modo:

Com o cao imobilizado pelo dono, realizou-se a desinfeccdo da pele com alcool etilico a 70% e
de seguida efectuou-se a puncdo da veia cefalica, safena ou jugular, com ou sem recurso a
garrote, utilizando seringas de 5 ml e agulhas de 21 G.

Foram recolhidos cerca de 5 ml de sangue por cada animal, 2 ml de sangue para tubo seco e 3
ml para tubo com EDTA.

Figura 26 - Recolha de amostra de sangue

2.4. Caracterizagdo da amostra

Para cada cdo, mediante um inquérito efectuado ao dono, foram registadas as seguintes
informagBes: nome do dono, numero de telefone, proveniéncia do animal e respectivo cédigo
postal com sete algarismos, nome do céo, sexo, idade, habitat, aptiddo, tamanho do pélo,
sendo finalmente efectuada uma observagéao clinica e registada a presenca de eventuais sinais

clinicos compativeis com leishmaniose (anexo 2).
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2.5. Técnica laboratorial

O soro recolhido do tubo seco foi utilizado para detectar anticorpos especificos anti-
Leishmania.

O sangue do tubo com EDTA permitiu obter sangue total, plasma e “buffy coat” (capa de
leucécitos), com a finalidade de formar um banco de tecidos sanguineos congelados
disponiveis para futuramente avaliar outros parametros relacionados com a leishmaniose
canina.

Foi também efectuado um esfregagco de sangue para pesquisa de hemoparasitas, como
Babesia spp, Theileria spp e Anaplasma spp.

A Figura 27 mostra o material necessario e o espago usado para 0 processamento prévio das
amostras de sangue.
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Figura 27 - Processamento prévio das amostras no laboratério da Escola Superior Agréria de Castelo Branco

2.5.1. Processamento prévio da amostra

2.5.1.1. Material

e Laminas (400)

e Pinca

e Suportes de tubo de ensaio
e Pontas: 200ul; 1000ul

e Micropipeta; 200ul; 1000ul
e Fita-cola

¢ Centrifugadora

e Tubos secos (300)

e Tubos com EDTA (300)

e Caneta de acetado
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e Luvas e sacos de plastico
e Tubos de 2 ml (1200)

2.5.1.2. Método de processamento prévio da amostra

Identificar quatro tubos de 2 ml com letras diferentes (A;B;C;D) para cada uma das amostras de

sangue
Tubo seco

e Centrifugar a 1500 rpm durante 30 min e recolher o soro para o tubo A;
Tubo com EDTA

¢ Recolher 200 pl de sangue total para tubo B (Fig. 28);

e Efectuar um esfregaco com uma gota de sangue (Fig. 29);

e Centrifugar o tubo com EDTA (2000 rpm, 30 min, sem travao);

e Recolher “buffy coat” para tubo C;

e Recolher 200 pl do plasma para tubo D;

e Conservar todos os tubos de 2 ml a -20 °C;

e Antes de iniciar a realizacdo do teste de ELISA é necessario proceder a descongelacao

dos soros nos tubos de 2 ml, mantendo-os a 4 °C;

Figura 28 - Recolha das frac¢Bes descritas Figura 29 - Esfregaco por gota de sangue
para tubos de 2 ml
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2.5.2. Técnica de ELISA

O vinculo entre a resposta humoral e a producédo de anticorpos anti-Leishmania pelos cées
com leishmaniose consente 0 uso do método serolégico (ELISA) como preferencial,
apresentando especial interesse em situacbes de campo (Miré et al., 2008; Rodriguez et al.,
2007; Campino & Maia, 2008; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Por outro lado, o
diagnéstico parasitolégico ndo é suficientemente sensivel e/ou préatico e a elevada propor¢ao
de céaes infectados assintomaticos confirma que a deteccdo de anticorpos especificos anti-
Leishmania subsiste como o método de escolha para o rastreio de cdes em estudos
epidemioldgicos e avaliacdo da respectiva seroprevaléncia (Cardoso, 2004; Brancal et al.,
2009).

Neste sentido, foi escolhido a técnica de ELISA, dado tratar-se de um método objectivo de
leitura espectofotométrica, facilmente automatizavel para uma grande numero de amostras
(Campino & Maia, 2008; Doctoral & Simé, 2009).

No presente estudo, o protocolo de ELISA indirecto que seguidamente se descreve, foi
preparado no Laboratério de Parasitologia Victor Caeiro, segundo adaptacdo do protocolo
usado no Instituto de Parasitologia da Universidade de Berna, Suiga.

O antigénio utilizado foi extracto soltvel total de uma cultura de promastigotas de Leishmania

infantum obtido ap0os rotura das células do parasita.
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2.5.2.1. Protocolo de ELISA para Leishmania infantum
2.5.2.1.1. Material

e Placas de diagnostico com 96 pocos (NUNC-Immunomodel C8 Maxi Breakapart, 96
pocos - numero de ordem: 473768)

e Céamara de fluxo laminar

e Incubadora a 37°C

e Banho-maria

e Balanca digital

e Micropipetas de 2 pl; 20 pl; 200 pl; 1000 pl

e Pontas de 2 pul; 20 pl; 200 pl; 12000 pl

e Pipetador

e Pipetas graduadas, 10 ml

e Provetas

e Tubos de plastico, 50 ml

e Copos de becker, 100 ml; 500 ml

e Suporte para tubos de ensaio

e FrascodevidrolL

e Tubode2ml

e Tubos de ensaio

2.5.2.1.2. Solugdes e reagentes

As preparacgfes das solugdes estédo descritas no anexo 3

Solucdo tampéo para carregamento

Solucdo tampéao de lavagem

e Solucéo tampéao de diluicdo

e Solucéo tampdao substrato (base)

e Ac anti-cdo lgG-conjugado com fosfatase (Sigma Chemical Company; Product Number
A-0705; Lot-Nr. In use 122K4825)

e Solucéo de paragem da reacdo com fosfatase (solucao de hidroxido de sddio);

e Soro de bovino

e Antigénio
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2.5.2.1.3. Solucdes finais a aplicar na placa de diagndéstico

e Solugéo de saturacdo: 1 ml de soro de bovino + 99 ml de solucéo de diluig&o (1:100)
e Solucdo de Ac anti-cao IgG-conjugado (1:6000): 1,83 pl Ac anti-cdo IgG-conjugado +
11ml de solucéo de diluigéo
e Solucéo de soro diluido: 990 ul de solugdo de diluigdo+10 pl de soro da amostra (1:100)
e Solucdo tampédo de substrato: 11ug de tetranitrofunilfosfato + 11 ml de solugcé&o tampéo
substrato (base)
e Diluicao do antigénio (Anexo 4): 0,329 ml de Ag (C=1520ug/ml) + 24,67 ml de solucao
de carregamento
e Grupo controlo
e Controlo negativo: 990 ul de solugdo de diluicdo +10 pl de soro de animal negativo
a infecgéo por Leishmania infantum (1:100)
e Controlo positivo: 990 pl de solucédo de diluicdo +10 pl de soro de animal positivo a
infecgdo por Leishmania infantum (1:100)

e Branco: 1000 pl de solucéo de diluicdo

2.5.2.1.4. Método

o Preparar as solucdes (Anexo 3) de modo a obter as solugbes finais acima descritas. A
Figura 30 ilustra a preparacéo de solucdes;

e |dentificar 8 placas de ELISA (concentracdo de antigénio, nimero da placa, data e nome)

com caneta de acetato (Fig. 31);

e Carregamento - adicionar em cada po¢o 50 pl do antigénio diluido com uma concentracao
de 1 pg/50 ul (Fig. 32);

Figura 30 — Preparacéo de Figura 31 — Identificac@o das Figura 32 — Carregamento da
solucbes placas de ELISA placa de diagnéstico

e Incubar as placas, 16 horas a T 4°C, envolvidas por filme autocolante;
e Retirar o sobrenadante;
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Lavar 4 vezes com 200 pl/pogo de solugdo de lavagem;

Colocar as placas a - 20°C, até ao processamento das amostras;
Colocar 200 pl de solucdo de saturacdo em cada poco;

Incubar a placa a 37 °C, durante 20 minutos;

Lavar a placa 1 vez com 200 pl/pocgo de solucao de lavagem;

Colocar na distribui¢cdo pré-definida, 100l em cada poco de:

¢ Solucao de Controlos negativos

e Solucéo de Branco

e Solucéo de Positivo
e Solucdo de Soro diluido

Incubar a placa a 37 °C, durante 30 minutos;

Lavar 3 vezes a placa com 300 pl em cada poco de solucdo de lavagem;
Colocar 100 pl em cada poco de Ac anti-cdo IgG-conjugado (excepto no branco);
Incubar a placa a 37 °C, durante 30 minutos;

Lavar a placa, 4 vezes, com 300 pl/ poco de solucdo de lavagem,;
Colocar 100 ul em cada poco de solucdo de substrato buffer;

Incubar a placa a 37 °C, durante 5 minutos;

Efectuar a leitura da placa de diagnostico (Fig. 33);

Figura 33 - Leitura da placa de diagnéstico

Incubar a placa a 37 °C, durante 5 minutos;
Efectuar a leitura da placa (405 nm);
Incubar a placa a 37 °C, durante 10 minutos;
Efectuar a leitura da placa (405 nm);
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e Parar a reac¢do com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH);

2.5.2.2. Interpretacao

O resultado positivo baseia-se na ligacdo do antigénio soluvel adsorvido a placa ao anticorpo
presente no soro do céo. A aplicacdo do conjugado associado a uma enzima (fosfatase) e a um
substrato apropriado ao tipo de enzima permite a leitura dos resultados (Fig. 34), através de
leitura espectofotométrica (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

RESULTADO POSITIVO

RESULTADO NEGATIVO

2 O @ Antigénio de leishmania

)\ 1 \ Anticorpo da amostra = 56

O

Anticorpo secundario
marcado com enzima

Figura 34 — Interpretagdo dos resultados obtidos (adaptado de Doctoral & Simo, 2009)

2.6. Analise estatistica
Para processamento da informacao recolhida, introduziram-se os dados na folha de calculo do
programa informatico Microsoft® Excel onde foram utilizados métodos de estatistica descritiva
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(média, moda, mediana, desvio padréo, frequéncia absoluta e frequéncia relativa).

O "cut-off* (limiar de positividade - indice que determina o limite a partir do qual o exame
serologico é considerado positivo ou negativo) foi calculado através da média de valores dos
controlos negativos, de cada placa de diagnéstico, mais a soma de 3 desvios - padrao.

Para comparar os valores de seroprevaléncia pela presencga de anticorpos anti-Leishmania em
grupos independentes, utilizaram-se métodos de andlise estatistica ndo paramétrica,
nomeadamente o teste estatistico Qui-quadrado (x2), através do programa SPSS 17.0 statistics
para Windows, considerando-se para um nivel de probabilidade (p) <0,05 diferenca entre
proporc¢des (seroprevaléncia) estatisticamente significativa.

Na identificacdo de factores de risco independentes para a seroprevaléncia, pela presenca de
anticorpos anti-Leishmania, utilizou-se a regressao logistica multipla, calculando "odds ratios”-
OR, (razéo de possibilidades ou razdo de produtos cruzados) e os seus intervalos de confianca
(IC) a 95%. Com base na escolha das variaveis em estudo que apresentavam diferengas
estatisticamente significativas entre proporcdes. A andlise foi feita com recurso ao programa
SPSS 17.0 statistics para Windows, considerando-se igualmente um nivel de probabilidade (p)

<0,05 como estatisticamente significativo.

3. Resultados

3.1. Andlise estatistica descritiva e analise ndo paramétrica

3.1.1. Seroprevaléncia e origem

A Tabela 8 inclui os resultados obtidos das seroprevaléncias pela presenca de anticorpos anti-
Leishmania, referentes as 282 amostras recolhidas a cées, processadas através da técnica de
ELISA, nos concelhos de Magéo, (15,7%; IC: 8,9-25,0), Proenca-a-Nova (29,4%; IC: 22,1-37,6)
e Vila de Rei (56,0%; IC: 41,2-70,0).

Observa-se que foram recolhidas 89 amostras de sangue a caes no concelho de Macéo, sendo
14 seropositivos, em Proencga-a-Nova 143, sendo 42 seropositivos e em Vila de Rei 50, sendo
28 seropositivos.

Em relacdo aos concelhos podemos dizer que existe diferencas estatisticamente significativas
entre as seroprevaléncias encontradas nos concelhos. Macao vs. Proenga-a-Nova: (p = 0,028);

Macéao vs. Vila de Rei: (p <0,001); Proenca-a-Nova vs. Vila de Rei: (p =0,001).
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Tabela 8 - Seroprevaléncia por deteccdo de anticorpos anti - Leishmania nos concelhos de Macgéo,

Proenca-a-Nova e Vila de Rei

Concelho Animais Distribuicdo  ELISA- positivos  Seroprevaléncia IC 95%
testados (n)  relativa (%) (n) (%)
Macéao 89 31,6 14 15,7 8,9-25,0
Proenca-a-Nova 143 50,7 42 29,4 22,1-37,6
Vila de Rei 50 17,7 28 56,0 41,2-70,0
total 282 100 84 29,8 24,1-44,2

Macéao vs. Proenca-a-Nova: p = 0,028

Magéo vs. Vila de Rei: p <0,001

Proenca-a-Nova vs. Vila de Rei: p =0,001

Em relacdo a divisdo das freguesias na categoria rural ou semi-urbana, os valores de
seroprevaléncia obtidos sdo 27,5% (IC: 24,7-42,9) e 33,3% (IC: 20,9-34,8) respectivamente,
sendo que, 80,9% das amostras foram recolhidas em freguesias rurais (Tabela 9). Comparando
as seroprevaléncias provenientes dos cdes de freguesias rurais e semi-urbanas, nao se
observa diferenca estatisticamente significativa (p=0,376)

A classificacdo das freguesias por densidade populacional é fundamentada no anexo 5.

Tabela 9 - Seroprevaléncia por deteccdo de anticorpos anti - Leishmania em meio rural e semi-urbano

Freguesia Animais Distribuicdo ELISA- positivos Seroprevaléncia 1C 95%
testados (n) relativa (%) (n) (%)
Rural 228 80,9 58 27,5 24,7-42,9
Semi-urbana 54 19,1 26 33,3 20,9-34,8
Total 282 100 84 29,8 24,5-35,5
P =0,376
3.1.2. Sexo

Dos 282 cées, 173 sdo do sexo masculino (61,3%), e 109 do sexo feminino (38,7%).
Os valores de seroprevaléncia entre machos e fémeas foram 27,6% e 33,3% respectivamente,
nao tendo sido encontrada diferenca estatisticamente significativa (p = 0,372) entre os niveis de

seroprevaléncia relativamente ao sexo dos animais (Tabela 10).
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Tabela 10 - Seroprevaléncia por deteccéo de anticorpos anti - Leishmania segundo o Sexo

Sexo Animais Distribuicdo ELISA- positivos Seroprevaléncia IC 95%
testados (n) relativa (%) (n) (%)
Macho 173 61,3 48 27,6 21,1-34,9
Fémea 109 38,7 36 33,3 24,5-43,0
total 282 100 84 29,8 24,5-35,5
P=0372

3.1.3. Comprimento do pélo

Em relacédo ao comprimento do pélo dos caes registaram-se 174 cées (61%) com pélo curto, 86
(30,5%) com pélo médio e 22 (7,8%) com pélo comprido, sendo as seroprevaléncias
respectivas 34,5% (IC: 27,4-42,0); 22,1% (IC: 13,9-32,3); 22,7% (IC: 8-45,4).

O valor p=0,086 indica que nd&o hé& diferenca estatisticamente significativa entre as
seroprevaléncias dos grupos de cades categorizados com diferentes comprimentos de pélo
(Tabela 11).

Tabela 11 - Seroprevaléncia por deteccéo de anticorpos anti - Leishmania segundo o comprimento do pélo

Pélo Animais Distribuicdo ELISA- positivos Seroprevaléncia 1C 95%
testados (n) relativa (%) (n) (%)
Curto 174 61,7 60 34,5 27,4-42,0
Médio 86 30,5 19 22,1 13,9-32,3
Comprido 22 7,8 5 22,7 7,8-45,4
total 282 100 84 29,8 24,5-35,5
P=0,086
3.1.4. Aptidéo

Do total de cdes analisados, 52 animais (18,4%) tinham como funcdo ser de companhia, 91
(32,3%) de guarda, 119 (42,2%) de caca e 20 (7,1%) ndo tinham dono, pelo que foram
classificados como errantes.

Os valores de seroprevaléncia obtidos encontram-se descritos na tabela 12, sendo que nao
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as seroprevaléncias dos

cdes com diferentes funcdes, com excepcao dos grupos “guarda” vs. “errante” (p = 0,035).
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Tabela 12 - Seroprevaléncia por deteccéo de anticorpos anti - Leishmania segundo a aptidao

Aptidao Animais Distribuicdo ELISA- positivos Seroprevaléncia 1C 95%
testados (n) relativa (%) (n) (%)
Companhia 52 18,4 12 23,1 12,5-36,8
Caca 119 42,2 36 30,3 22,2-39,4
Guarda 91 32,3 34 37,4 27,4-48,1
Errante 20 7,1 2 10,0 1,2-31,7
Total 282 100 84 29,8 24,5-35,5

Companhia versus Caca: p = 0,438

Companhia vs. Guarda: p = 0,116

Companhia vs. Errante: p = 0,322

Caca vs. Guarda: p = 0,350

Cacga vs. Errante: p = 0,108

Guarda vs. Errante: p = 0,035

3.1.5. Habitat

Relativamente ao habitat dos animais, observa-se que 41 animais (14,5%) pertenciam ao grupo
“casa”, 35 (12,4%) pertenciam ao grupo misto “casa/rua”, 186 (66%) pertenciam ao grupo “rua”

e 20 (7,1%) pertenciam ao grupo “errantes”.

Relativamente ao habitat dos cdes nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa (p

= 0,054) de seroprevaléncia entre os grupos avaliados (Tabela 13).

Tabela 13 - Seroprevaléncia por deteccéo de anticorpos anti - Leishmania segundo o habitat

Habitat Animais Distribuicdo ELISA- positivos Seroprevaléncia(%) IC 95%
testados (n) relativa (%) (n)
Casa 41 14,5 10 22,5 10,8-38,4
Casa/Rua 35 12,4 14 40,0 23,9-57,9
Rua 186 66 58 31,6 25,0-38,7
Errante 20 7,1 2 10,0 1,2-31,7
Total 282 100 84 29,8 24,5-35,5
p = 0,054

67



3.1.6. Idade

As idades foram agrupadas em 3 grupos de acordo com o nimero de épocas de transmisséo a
gue o animal foi exposto. As épocas correspondem ao periodo médio em que o flebétomo se

encontra activo, de Abril a Outubro (Fig. 35).
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Figura 35 — Epocas de transmiss&o a que os animais foram expostos

A média de idade da populacao total de cées foi de 4,84 anos, sendo a idade maxima registada
de 14 anos e a minima de 8 meses. A moda foi de 2 anos e a mediana de 4. Todavia, a vinte
animais nao foi possivel apurar a idade com precisdo, dado tratar-se de animais errantes
(pertencentes ao canil de Proenca-a-Nova).

Em relac@o aos animais seropositivos, a média de idade foi de 5,4 anos, a idade maxima de 11
anos, a minima de 8 meses, a moda de 5 anos e a mediana de 5 anos.

No grupo 1 (0-12 meses) obteve-se um valor de seroprevaléncia de 4,8% (IC: 0,1-23,8), no
grupo 2 (13 meses-4 anos) de 26,2% (1C:18,8-34,6) e no grupo 3 (=5 anos) de 37,4% (IC: 29,1-
46,3).

Quando avaliados os 3 grupos etarios em conjunto obteve-se um valor de p =0,002, o que
indica que existe diferenca estatisticamente significativa. Para as comparacdes de
seroprevaléncia de 2 grupos etarios temos: grupo 1 vs. grupo 2: p = 0,046; grupo 1 vs. grupo 3:
p = 0,007; grupo 2 vs. grupo 3: p = 0,055, indicando que apenas ndo existe diferencas

estatisticamente significativas entre o grupo 2 e 3 (Tabela 14).
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Tabela 14 - Seroprevaléncia por deteccdo de anticorpos anti - Leishmania segundo o grupo etario

Grupo etario Grupo Animais  Distribuicéo ELISA- Seroprevaléncia IC 95%
(idade) etario testados  relativa (%) positivos (%)
(épocas) (n) (n)
G1
0-12 meses <1 21 7,4 1 4,8 0,1-23,8
G2
— 1-35 130 46,1 34 26,2 18,8-34,6
13 meses -
4 anos
G3 =3,5 131 46,5 49 37,4 29,1-46,3
25 anos
total 100 282 100 84 29,8 24,5-35,5

Comparagédo dos 3 grupos p=0,002

Grupos 1 vs. grupo 2, p = 0,047

Grupos 1 vs. grupo 3, p = 0,007
Grupos 2 vs. grupo 3, p = 0,069

A Figura 36 relaciona as épocas de transmissdo com a seropositividade apresentada pelos

animais e a seroprevaléncia.
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Figura 36 — Relagdo entre as épocas de transmissao e as seroprevaléncias
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3.1.7. Sinais clinicos

Os animais foram todos inspeccionados e considerados suspeitos aquando da observacao de
pelo menos um sinal clinico compativel com leishmaniose. Foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,002) entre os niveis de seroprevaléncia e os sinais clinicos

dos animais (Tabela 15).

Tabela 15 - Seroprevaléncia por deteccao de anticorpos anti - Leishmania segundo os sinais clinicos

Sinais clinicos Animais Distribuicdo ELISA- positivos Seroprevaléncia I1C 95%

testados (n) relativa (%) (n) (%)
N&o 228 81 58 25,4 19,9-31,6
Sim 54 19 26 48,1 34,3-62,2
total 282 100 84 29,8 24,5-35,5

p =0,002

Foi possivel assinalar 54 animais (19%) com sinais clinicos compativeis com leishmaniose,
obtendo-se neste grupo um valor de seroprevaléncia de 48,1%. Por outro lado, quando nao foi
assinalado nenhum sinal clinico - 228 animais (81%) - podemos observar, pela Figura 37, que o

valor obtido de seronegatividade foi de 74,6%.

Sinais clinicos
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Figura 37 — Relag&o entre os sinais clinicos e a seropositividade por detecgdo de anticorpos anti- Leishmania
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3.1. Andlise de dados por regresséao logistica multipla

Os OR foram calculados com a finalidade de determinar factores de risco associados a
seropositividade por presenca de anticorpos anti-Leishmania. Neste sentido, foram calculados
os OR para as variaveis concelho, aptidao, idade e sinais clinicos (Tabela 16).

Pode-se observar que, o concelho é factor de risco. Os cées de Proenca-a-Nova apresentam
um valor de OR de 2,6 (IC 95%: 1,3-5,3) o que significa que tém 2,6 vezes mais probabilidade
de estar seropositivos do que os cdes de Macéo, cujo OR de 1,0 é considerado de referéncia
(pois é o concelho que apresenta uma seroprevaléncia menor). Os caes de Vila do Rei tém um
valor de OR de 6,9 (IC 95%: 3,0-16,0) em relacdo aos cdes de Macéo, o que significa que tém
6,9 vezes mais de probabilidade de estar seropositivos do que os cdes de Magdo. Quanto ao
tipo de aptidao, podemos observar que ndo € considerado um factor de risco.

Em relacdo a idade considera-se apenas o Ultimo grupo etario como factor de risco, pois
apresenta um valor de p = 0,049.

Os sinais clinicos apresentados pelos animais, de acordo com 0 nosso estudo, apresentam
uma seropositividade maior do que os cdes sem sinais clinicos 1,1-4,2 vezes, IC 95%, p =
0,028.

Tabela 16 - Regresséo logistica na identificacao de factores de risco para a seroprevaléncia por
deteccédo de anticorpos anti - Leishmania nos trés concelhos

Factor Serprevaléncia OR (%) IC 95% Valor de p
Aptidao
Companhia 23,1 1 0,179
Caca 30,3 1,64 0,724 - 3,725 0,235
Guarda 37,4 1,88 0817-4,322 0,137
Errante 10 0,45 0,085 - 2,365 0,345
Concelho
Magzo 15,7 1 0,000
Proenca-a-Nova 29,4 2,6 1,3-5,3 0,008
Vila de Rei 56,0 6,9 3,0-16,0 0,000
Idade (Epocas)
GL(<1) 4,8 1 0,077
G2 (1-3,5) 262 54 0,674 - 43,335 0.112
G3 (23,5) 37,4 8,1 1,013 - 65,170 0,049
Sinais clinicos
Nao 25,4 1
Sim 48,1 2,1 1,1-4,2 0,028
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4. Discussao

O rastreio efectuado nos trés concelhos com &reas contiguas, permitiu determinar as
respectivas seroprevaléncias de LCan pela presenca de anticorpos anti-Leishmania. Em Macao
obteve-se um valor de seroprevaléncia de 15,7%, a semelhanca do que foi encontrado por
Brancal et al., (2009), através do teste de aglutinacdo directa (DAT) onde foi observado um
nivel de seroprevaléncia de 18,9%. Comparando os resultados, podemos observar que nao
existe diferenca estatisticamente significativa entre os dois estudos (p = 0,514).

Neste concelho observaram-se cées seropositivos em grande parte das freguesias. Os valores
de seroprevaléncia obtidos nas freguesias observadas variaram entre 0,0% (Carvoeiro) e
27,2% (Penhascoso).

No concelho de Vila de Rei obteve-se um valor de seroprevaléncia de 56,0%, tendo sido
encontrados cées seropositivos nas trés freguesias. Os valores de seroprevaléncia obtidos
variaram entre os 43,2% (Vila de Rei) e os 100% (Sao Jodo do Peso).

No concelho de Proenca-a-Nova obteve-se um valor de seroprevaléncia de 29,4%, tendo sido
observados cées seropositivos em todas as freguesias. Os valores de seroprevaléncia variaram
entre 0s 15% (Peral) e os 75% (Alvito da Beira).

E importante referir que alguns valores de seroprevaléncia por freguesia, podem ser
influenciados pelo pequeno nimero de amostras de sangue recolhidas, como é o caso de Sao
Jodo do Peso, em que apenas foram rastreados 2 canideos.

No concelho de Proenca-a-Nova, assim como nos outros concelhos, o caracter endémico da
LCan é compativel com a informacao adicional que podera ser obtida através de inquéritos nos
concelhos limitrofes, da identificacdo de casos humanos (anexo 1), pela investigacdo de
vectores e também pela caracterizacdo das estirpes de Leishmania envolvidas na infeccéo
(Brancal et al., 2009). Contudo, uma vez que ndo existe nenhum estudo anterior similar nos
concelhos de Vila de Rei e de Proenca-a-Nova, ndo podemos estabelecer comparacdo de
seroprevaléncias, no sentido de avaliar se existe diferenca estatisticamente significativa com o
presente estudo.

As variacBes de seroprevaléncias encontradas entre populacdes caninas nos trés concelhos
contiguos podem ser explicadas devido as condi¢des ecoldgicas que determinam a abundancia
de flebétomos como agentes focalizadores, dentro de uma area endémica (Brancal et al.,
2009). Podémos ainda indicar todas as medidas preventivas da picada do flebétomo aplicadas
a um canideo. Assim se explica que quando efectuada andlise de regresséo logistica multipla,
se observem diferengas entre os riscos de um cdo ser seropositivo dependendo do sitio de
proveniéncia. Verifica-se que, o concelho de Proenca-a-Nova apresenta um risco de
seropositividade por infecgdo de Leishmania de 2,6 vezes e os cdes de Vila de Rei 6,9 vezes

superior ao de um céo do concelho de Macéo.
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Verificou-se neste estudo, que o nimero de machos - 173 (61,3%) - em relagdo ao numero de
fémeas - 69 (38,7%) - foi consideravelmente maior. Dados similares de outros autores indicam
gue existe provavel representatividade da amostra em relacdo a populacdo de cées existente
na regidao (Miranda et al., 2008), contribuindo para fundamentar que os resultados obtidos
podem ser imputados a populacéo inteira.

Em relacdo ao sexo dos cédes nado se obtiveram diferencas estatisticamente significativas de
seroprevaléncias tal como descrito por outros autores que consideram que o género nao € um
factor de risco para o desenvolvimento de LCan (Ciaramella & Corona, 2003a; Miranda et al.,
2008). No entanto, devem ser consideradas todas as variaveis relacionadas com a exposi¢ao
aos fleb6tomos.

Quando se comparam as seroprevaléncias da amostra relativamente a variavel comprimento
do pélo, verifica-se que ndo podemos relacionar esta com os valores de seroprevaléncia para
cada grupo (pélo curto, médio e comprido), embora tenha sido registada maior seroprevaléncia
no grupo de cades com pélo mais curto 34,5% comparativamente com o grupo de caes de pélo
médio e comprido, 22,1% e 22,7%, respectivamente. Estes dados sdo concordantes com
outros autores (Coelho et al., 2006).

Em relacdo a variavel sinais clinicos, podemos salientar a ocorréncia de uma associacdo entre
0S animais seropositivos e 0os animais sintomaticos (48% de concordancia), o que € espectavel,
pois entre 0s canideos infectados havera mais animais com sinais clinicos de leishmaniose e
com seropositividade. Todavia, no presente estudo 52% dos animais com sinais clinicos
compativeis com leishmaniose apresentaram seronegatividade. Por outro lado, entre os
animais assintomaticos que nao apresentaram nenhum sinal compativel com leishmaniose,
25% foram seropositivos. Pode-se confirmar que a inespecificidade dos sinais clinicos
observados nesta doenca ditam a necessidade de comprovar o diagnéstico com métodos
seroldgicos ou parasitolégicos fiaveis (Cardoso, 2004).

Os sinais clinicos ndo podem ser considerados um factor de risco, uma vez que nao constituem
uma causa, mas sim uma consequéncia da doenca, ou seja, ndo é pelo facto de o canideo
apresentar sinais clinicos que tem maior probabilidade de ser infectado.

A diferenca entre valores de seroprevaléncias e a varidvel idade é descrita por diversos
autores, considerando que quanto mais épocas ou ciclos de transmissao de leishmaniose o cao
esteve exposto, maior a probabilidade de estar infectado (Mir6 et al., 2007; Oliva et al., 2006).
No presente estudo verifica-se diferenca de valores de seroprevaléncia entre os trés grupos,
pelo que os animais expostos apenas até uma época de transmissdo de Lcan (grupo 1)
obtiveram um valor de seroprevaléncia (4,8%) inferior ao obtido por cdes que estiveram
expostos a mais ciclos de transmisséo, grupo 2 (27,2%) e grupo 3 (37,4%).

Apenas entre o grupo 2 e 3 ndo se verifica uma diferenca estatisticamente significativa de

seroprevaléncias.
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Calculando o OR, quando ajustado as variaveis, concelho, sinais clinicos e aptidao, verifica-se
gue o 3° grupo etario constitui um factor de risco (p = 0,049), sendo que um canideo que foi
exposto a mais de 3,5 épocas de transmissdo de leishmaniose por fleb6tomos apresenta 8,1
vezes maior risco de ser infectado do que um animal que foi exposto menos de uma época de
transmissédo. Segundo Baneth et al., (2008) um animal quando exposto sem proteccdo numa
area endémica por mais de trés épocas consecutivas apresenta uma probabilidade de estar
infectado de 97,3%.

Segundo Miranda et al., (2008), a variavel idade apresenta uma tendéncia de distribuicdo de
seroprevaléncia bimodal, existindo maior seroprevaléncia em animais jovens e em animais
velhos (sete anos). Esta situagdo pode ser explicada pelo facto de os animais jovens
possuirem um sistema imunitario mais vulneravel que os tornam mais susceptiveis a qualquer
tipo de infecgcdo. Nos animais velhos, o desenvolvimento da leishmaniose parece estar
relacionado com o surgimento de outras doengas concomitantes, que contribuem para a
guebra da imunidade e do equilibrio entre o parasita e o hospedeiro (Miranda et al., 2008;
pinh&o, 2009).

Apesar do periodo de seroconversao ser de 1,5-3 meses (Moreno et al., 1999), é possivel ser
detectado um animal seropositivo com menos de um ano de idade, como demonstrado num
estudo efectuado a 137 cédes, onde se assinalou um animal seropositivo com 8 meses (Pinhao,
2009).

Através do inquérito efectuado aos donos, constatou-se que, em relacdo ao parametro habitat,
embora houvesse quatro tipos de habitat possiveis para agrupar o animal, ocorria
homogeneidade quanto ao tipo de exposicdo aos fleb6tomos. As freguesias séao
maioritariamente caracterizadas como areas rurais, onde tipicamente os caes sdo deixados a
solta, ou presos no quintal. Mesmo quando foram categorizados no “habitat casa”, verificou-se
gue tinham quase sempre acesso ao exterior, sendo poucos 0s donos que pareciam
demonstrar cuidados na prevencao a picada de fleb6tomos. Assim, como esperado, ndo foram
obtidas diferencas estatisticamente significativas quando se comparam as seroprevaléncias
nos diferentes tipos de habitat. No entanto, os cées errantes, contrariamente ao esperado,
apresentaram menor seropositividade (10%). Segundo resultados preliminares, n&o publicados,
no mesmo canil, em anos anteriores, também se observou uma seroprevaléncia de
aproximadamente 5%, através da técnica de DAT.

Estes dados levantam uma série de questdes e suposi¢des ao encontro de uma explicagao.
Serd que o0s animais errantes, por estarem bem alimentados no canil, se tornam
assintomaticos? Sera que adquiriram maior resisténcia por serem animais vadios? Sera que
guando sdo vadios naturalmente morrem, ou quando ndo tém um aspecto saudavel a
populacdo residente acaba por elimina-los, diminuindo artificialmente a seropositividade por

Leishmania?

74



Estd provado que determinadas racas autoctones de regides em que a leishmaniose é
endémica, como o Podengo Ibicenco, sdo resistentes a leishmaniose, pensando-se que uma
caracteristica especifica genética predispbe a resposta imunitaria do tipo celular (Solano-
gallego, 2000). Nenhum estudo deste género foi desenvolvido com as racas portuguesas,
também elas originérias de zonas endémicas. Estudos envolvendo estas ragas deveriam ser
realizados com o objectivo de esclarecer se existe por parte de alguma delas algum grau de
resisténcia ao parasita (Pinhdo, 2009). Por outro lado, as racas puras parecem ser mais

susceptiveis ao desenvolvimento da doenca do que animais cruzados (Doctoral & Simé, 2009).

5. Anédlise geospacial de dados

Geoprocessamento é uma area do conhecimento denominada oficialmente de geomaética e
engloba um conjunto de técnicas das quais se destacam os sistemas de informacgéo geogréfica
(SIG). Estes sistemas caracterizam-se por constituirem um interface de hardware, software e
procedimentos computacionais que analisam e processam a informacdo espacial obtida por
satélite e outras fontes (Athan et al., 2009).

Durante estes Ultimos anos, esta area tem despertado interesse entre os epidemiologistas, por
ser uma ferramenta util na area de investigacéo e saude publica

A epidemiologia espacial abrange a andlise geoespacial de determinada doenca, sendo
necessaria a formulacdo de modelos matematicos para descrever a relacdo entre os factores
qgue influenciam a doencga e a sua respectiva distribuicdo geografica. Neste sentido, a sua
aplicabilidade centra-se em fungBes como vigilancia e monitorizacdo de doencgas, identificacao
de areas e/ou populacdes em risco e implementacdo de planos de acc¢do prevendo o impacto
de determinada doencga (Pina & Olhero, 2004).

5.1. Georeferenciagao

A georeferenciacdo é, quase invariavelmente, a etapa inicial do processo de andlise espacial
de dados. Consiste numa operacdo que permite localizar e representar na superficie terrestre,
através de uma projeccdo cartografica pré-definida, atributos de dados processados e
armazenados por SIG (Pina & Olhero, 2004).

Para a georeferenciacdo, foi necessaria uma preparacédo prévia da base de dados obtida,
através dos inquéritos efectuados, em que cada amostra de sangue correspondeu a uma
localizacdo geografica e codigo especifico (anexo 7). Para este efeito foi utilizado o programa
Open Office 3, que de resto, serviu para trabalhar e guardar dados em formato compativel com
outros softwares (extensdo cvs).

A construcdo de mapas com pontos georreferenciados foi efectuada com recurso ao programa
“‘Quantum GIS, version 1.6.0 copiapd”. A georeferenciacdo foi realizada em duas fases: a

primeira, semi-automatica, consistiu na utilizagdo da funcionalidade “geocoding” do QSIG para
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localizar e assinalar cada morada ou localidade no mapa; a segunda fase consistiu numa
georeferenciagdo manual dos registos ndo georeferenciados na primeira fase, por ndo serem
identificadas no mapa digital as localizagGes pretendidas.

As projeccgOes cartogréficas utilizadas para a construcdo dos mapas representados foram as
WGS 84, EPSG 4326 e a Goolge Mercator, EPSG 900913.

5.2. Andlise de agregados espaciais

A andlise de agregados espaciais (clusters), permitiu detectar regibes geograficas cujo risco de
existir doenca é consideravelmente maior do que nas restantes areas em estudo (Lucena &
Moraes, 2009; Kulldorff, 2010).

Esta técnica permitiu testar se os casos de leishmaniose s@o aleatoriamente distribuidos no
espaco e conhecer em cada cluster espacial definido, o nimero total de casos, o numero de
casos positivos e o niumero de casos positivos esperado, permitindo ainda calcular o risco
relativo e avaliar a significancia estatistica.

Dentro dos métodos de deteccdo de clusters, aplicou-se 0 método Scan com recurso ao
software SaT Scan v9.1. Esta metodologia foi aplicada a dados exclusivamente espaciais,
tendo como modelo de probabilidade, o modelo de Bernoulli. A componente tedrica do método
estatistico Scan, utilizada como fundamento de base, foi descrita por Kulldorff e Nagarwalla
(Kulldorff, 1997). O método permite identificar aglomerados (regibes circulares) ao qual é
associado o valor da fung&o de verosimilhanca e um valor de p referente a simulacdo de Monte
Carlo (Costa & Assuncgédo, 2006; Kulldorff, 2010).

As coordenadas dos centréides obtidas, permitiram projectar areas circulares com um raio
definido. Contudo, visto que o output do SaT Scan ndo apresenta os resultados em mapas, 0s
resultados foram importados para o programa “Quantum GIS 1.6.0 copiapd” para a elaboracao

dos mesmos.

5.3. Andlise de factores de risco

A analise de factores de risco teve como objectivo detectar classes de ocupagéo e/ou uso de
solo que pudessem explicar a distribuicdo geoespacial de leishmaniose.

Para detectar esses tipos de ocupacao de solo foi necessario definir a area territorial média de
cada cao através de uma area circular com raio estabelecido. A construcdo de buffers permitiu
definir essa area de influéncia e visualizar através de mapas a area relativa aos animais que
foram georeferenciados. Em segundo lugar, a individualizacdo de cada classe de ocupacgéo de
solo pertencente ao mapa CLC2006, objectivou obter os valores médios das fracces de areas
de cada tipo de ocupacao de solo que se encontravam englobados nos buffers, em funcéo dos

casos seropositivos e seronegativos.
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5.3.1. Mapas com buffers

O raio definido para a construcdo de buffers permitiu estabelecer uma area territorial média
‘homerange” para cada cao e baseou-se em quatro aspectos fundamentais:

Tipo de declive (ligeiramente acentuado) e o tipo de relevo (constituido por vales e outeiros)
existentes na &rea geogréfica do estudo, uma vez que esta descrito que, quanto mais
acidentado for o terreno, menor a area territorial do céo, pois o afastamento do cédo é
condicionado pela disperséo das feromonas no espago.

Tipo de actividade e habitos de vida que a maioria dos cdes apresentava. Constatou-se que a
maioria destes animais possuia uma area de referéncia onde comia, dormia e passava a maior
parte do tempo. Todavia, como ndo estavam limitados a uma area fixa (presos por corrente ou
em canis), podiam deambular pelas ruas e localidades vizinhas. Estudos indicam que um céo
pode movimentar-se consoante a sua actividade e hébito de vida, entre os 260 metros (para
um céo sedentério) e os 8-30 quilometros (Meek, 1999).

Outro factor a considerar é a area média de dispersdo do fleb6tomo, que segundo alguns
autores pode atingir os 1000 metros (Afonso & Alves-Pires, 2008).

O assunto debatido com um profissional na area de comportamento animal e os aspectos
acima mencionados permitiram definir os buffers com um raio de 1500 metros.

A construcdo do mapa com areas circulares a partir de pontos georeferenciados foi executada

com recurso ao programa Quantum GIS, version 1.6.0 copiap6.

5.3.2. Caracteriza¢do da ocupagao de solo

De modo a caracterizar a area de influéncia, ou seja, o habitat dos cdes em funcdo da
ocupacao de solo recorreu-se aos dados do programa CORINE.

O Programa CORINE (Co-ordination of Information on the Environment) foi criado pela
Comunidade Europeia com o objectivo de desenvolver um sistema de informacdo sobre o
estado do ambiente a nivel europeu. Uma das principais componentes deste programa foi o
projecto CORINE Land Cover (CLC), que teve como objectivo primordial a produgcdo de mapas
de ocupacdo e/ou uso de solo para os paises da Unido Europeia. Esta base de dados ficou
conhecida como CORINE Land Cover.

A variabilidade da ocupacdo de solo existente em Portugal Continental (mapa CLC90)
constituiu uma dificuldade na sua correcta identificagcdo, s6 minimizada com uma compreenséao
de todas as classes existentes (Caetano et al., 2007). O anexo 6 apresenta a nomenclatura do
CLC2006, onde estédo incluidas 49 classes de ocupacdo de solo. A cartografia respectiva
possui uma exactiddo geomeétrica inferior a 100 metros.

Para a producédo da cartografia CLC2006 foram usados como dados de referéncia as imagens
de satélite SPOT 4, SPOT 5 e LIS Il fornecidas pela ESA em acordo com instituicbes

detentoras dos satélites (Caetano et al., 2007)
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Para andlise da informacéo geoespacial respeitante ao CLC2006, na individualizagdo de cada
classe de ocupacéo de solo, usou-se o software gvSIG 1.10 OADE (Oxford Archaeology Digital
Edition) 2010 com extensdo GRASS 6 e o conjunto de ferramentas do Sextante verséo 0.6.

O tratamento dos dados obtidos, para obter factores de risco, foi efectuado através da funcao

“sample t-test” com recurso ao programa R version 2.12.2.

6. Resultados

6.1. Georeferenciacdo & Localizacéo

Nos mapas seguintes, apenas foram georreferenciadas as localizagbes de proveniéncia dos
cdes com dono (262 pontos georreferenciados).

A Figura 38 demonstra qual a localizagdo geografica e espacial da area em estudo
relativamente a &rea continental (Portugal).

As diferentes cores representam os trés concelhos: Magéo (laranja); Proenga-a-Nova (azul) e

Vila de Rei (verde). As freguesias estao delimitadas por traco preto.

- X

Legenda
; [ concelho de Proenca-a-Nova
&) B Concelho de Maggio

8 (] concelho de Vila de Rei
] Freguesias

Figura 38 — Mapa de localizacdo geosepacial da area em estudo
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Os pontos georreferenciados respeitantes as localizagdes dos caes do concelho de Vila de Rei
foram representados com a cor verde, os do concelho de Macdo com a cor laranja e os do
concelho de Proencga-a-Nova com a cor azul. As areas dos concelhos estédo representadas com
as mesmas cores (Figura 39).

Legenda
® [ concelho de Proenga-a-Nova
B concelho de Macgo

1 concelho de Vila de Rei

| (1 Freguesias

. Localizagdo de canideos referentes a Magdo

0 A i
|~ Localizagéo de canideos referentes a Proenca-a-Nova

g Localizagdo de canideos referentes a Vila de Rei

Figura 39 — Mapa de Georeferenciacao

6.2. Mapa de seroprevaléncias

A Figura 40 representa um mapa organizado por classes. Cada uma engloba um intervalo de
valores de seroprevaléncia e corresponde a uma cor especifica. De acordo com os resultados
obtidos relativamente as seroprevaléncias pela presenca de anticorpos de anti-Leishmania, foi
atribuido a cada freguesia uma categoria.

Pode-se observar que as freguesias de Améndoa, Carvoeiro, Peral, Aboboreira, Magéo, Ortiga
e Envendos pertencem a classe representada com a cor azul, ou seja, com 0s menores valores
de seroprevaléncia observados (0-14%), enquanto as freguesias de S&o Jodo do Peso e
Fundada pertencem a classe representada com a cor vermelho, onde se observam os maiores

valores de seroprevaléncia (76-100%).
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Figura 40 — Mapa de Seroprevaléncia de leishmaniose por freguesia

6.3. Andlise de agregados espaciais

Através da base de dados constituida por um conjunto de coordenadas espaciais completando
um total de 89 centréides, em que cada centroide representa uma localidade ou morada, foram
definidos dois clusters. Podemos observar, na tabela 17, as caracteristicas respectivas de cada
cluster. No cluster 1, o aglomerado envolveu uma populacéo de 36 cdes, dos quais 23 foram
seropositivos. Neste aglomerado apenas eram esperados cerca de 11,3 casos seropositivos, o
gue significa que um céo, pertencente a este cluster, tem um risco relativo 2.45 vezes superior
de ser seropositivo, relativamente a uma area fora dos clusters. O valor de p obtido foi 0.003.

No cluster 2, o aglomerado envolveu uma populacdo de 12 cées, dos quais 10 foram
seropositivos. Neste aglomerado apenas eram esperados cerca de 4 casos Sseropositivos, o
gue significa que um c&o, pertencente a este cluster, tem um risco relativo 2.89 vezes superior

de ser seropositivo, relativamente a uma area fora dos clusters. O valor de p obtido foi 0.027.
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Tabela 17 — Caracterizacdo dos clusters

Cluster 1 Cluster 2

131014; 12201, 124012; 121013; 120017; 114132;
Codigo (ID’s) 110109; 32153; 127011; 30158; 123201; 129023; 26113;
107126; 132055; 134124; 137103; 138148; 111111

157506; 152353

&‘;?{S:Igﬁ‘éz? -905802,4824890 -881816,4820310
Raio (metros) 10809 3051
Populacéo 36 12
et ge gas 2 1
Casos observados / 204 266

casos esperados

Risco relativo 2,45 2,89

Logaritmo de

verosimilhanca 9,52 7,33

p- value 0,003 0,027

As coordenadas dos centréides referentes aos clusters permitiram projectar areas circulares
com raio definido: o cluster 1 (cor violeta) com as coordenadas, -905802, 4824890 e raio
10.809 metros, cujo centrdide se situa no concelho de Vila de Rei, e o cluster 2 (cor amarela)
com as coordenadas -881816, 4820310 e raio 3.051 metros, cujo centroide se situa na
freguesia de Proenca-a-Nova (Figura 41). Os pontos vermelhos representam o0s céaes

Seropositivos e 0s pontos azuis representam os seronegativos.

o v

Legenda -
® Seronegativo
® Seropositivo
[ Cluster 2
B cluster 1
[ concelho de Proenca-a-Nova
[ concelho de Macgio
1 concelho de Vila de Rei
[ Freguesias

e

~

Figura 41 — Mapa de representacéo geospacial de clusters
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6.4. Analise de factores de risco
6.4.1. Buffers

A Figura 42 define cada buffer com um raio de 1500 metros e uma area correspondente de 7,7
Km?.

As diferentes opacidades dos buffers representam as diferentes quantidades de casos por cada
ponto georeferenciado, sendo mais opaco quantos mais casos descritos nessa localizacéo.

Existem no total 89 localiza¢gGes diferentes representadas no mapa.

Legenda
Buffers de Magdo

Buffers de Proenga-a-Nova
|| Buffers de Vila de Rei
> ’ Localizagdo de canideos referentes a Magao

0 S n
Localizacéo de canideos referentes a Proenga-a-Nova

Localizagéo de canideos referentes a Vila de Rei

j Divis&o por freguesia

Figura 42 — Mapa de Buffers

6.4.2. Caracterizacdo da ocupacéo de solo

Verificou-se que, dos 49 tipos de ocupacgdo de solo, foram detectados 16 classes na area
pertencente ao estudo, sendo que apenas 5 apresentavam possivel influéncia na distribuicéo
geogréfica de leishmaniose, com um nivel de 95% de confianca.

Na tabela 18 podemos observar os diferentes tipos de ocupacdo de solo e os valores das
fraccOes das areas que estdo englobadas nos buffers. A média da area de determinado tipo de

ocupacao de solo em funcéo do grupo seronegativo ou seropositivo pode ser calculada a partir
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da féormula: (mr*)* f, em que 77 é o valor de Pi, 7 o valor do raio (1,5 Km) e f corresponde
ao valor médio da fraccao (%) da area dos buffers.

Podemos observar que a média da area de ocupacgdo de solo por culturas temporéarias de
regadio, olivais, sistemas culturais e parcelares complexos e cursos de agua apresentam
diferencas estatisticamente significativas entre 0os casos seropositivos e 0s seronegativos, p =
0.026; p =0,013; p = 0,021; p = 0,012, respectivamente.

Constata-se que 0 grupo seronegativo apresenta uma area média maior que 0 grupo
seropositivo.

Em relacdo a média da area de ocupacdo de solo por florestas abertas, cortes e novas
plantacdes, entre 0S casos seropositivos e 0s seronegativos observa-se a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas (p = 0.043).

O grupo seropositivo apresenta uma area média maior que 0 grupo seronegativo.

Tabela 18 — Analise de factores de risco por tipos de ocupacao de solo |

Valor médio Médiadaarea Desvio Numerode Valordep

da fraccgao (sz) padréo casos
(%)

Culturas temporarias de
regadio
Grupo seronegativo 0,0046 0,1195 0,0163 182 0,026
Grupo seropositivo 0,0012 0,0184 0,0078 82
Olivais
Grupo seronegativo 0,0169 0,0368 0,0736 182 0,013
Grupo seropositivo 0,0026 0,0085 0,0141 82
Sistemas culturais e
parcelares complexos
Grupo seronegativo 0,1469 1,0383 0,1326 182 0,021
Grupo seropositivo 0,1044 0,7379 0,1387 82
Florestas abertas, cortes e
novas plantagées
Grupo seronegativo 0,3629 2,5650 0,2762 182 0,043
Grupo seropositivo 0,4448 3,1439 0,3114 82
Cursos de agua
Grupo seronegativo 0,0052 0,0325 0,0174 182 0,012
Grupo seropositivo 0,0012 0,0085 0,0078 82

Na tabela 19 podemos observar que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (p>
0,05) entre as médias das areas nos diversos tipos de ocupacado de solo, segundo o grupo

seropositivo e seronegativo.
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Tabela 19 — Analise de factores de risco por tipos de ocupacéo de solo Il

Valor médio Média da area Desvio Numero de Valordep
da fracgéo (Km?) padréo casos
(%)
Planos de agua
Grupo seronegativo 0,0008 0,0057 0,0064 182 0,216
Grupo seropositivo 0,0024 0,0170 0.0108 82
Areas ardidas
Grupo seronegativo 0,0060 0,0424 0,0174 182 0,902
Grupo seropositivo 0,0054 0,0382 0,0078 82
Florestas mistas
Grupo seronegativo 0,0368 0,2601 0,1160 182 0,856
Grupo seropositivo 0,0342 0,2417 0,1087 82
Florestas de resinosas
Grupo seronegativo 0,1573 1,1118 0,1771 182 0,234
Grupo seropositivo 0,1904 1,3457 0,2202 82
Florestas de folhosas
Grupo seronegativo 0,0206 0,1456 0,0628 182 0,568
Grupo seropositivo 0,0166 0,1173 0,0511 82
Agricultura com espagos
naturais e semi-naturais
Grupo seronegativo 0,1611 1,1387 0,1560 182 0,186
Grupo seropositivo 0,1369 0,9676 0,1279 82
Culturas temporarias e/ou pastagens
associadas a culturas permanentes
Grupo seronegativo 0,0111 0,0785 0,0318 182 0,072
Grupo seropositivo 0,0229 0,1619 0,0542 82
Pomares
Grupo seronegativo 0,0008 0,0057 0,0074 182 0,158
Grupo seropositivo 0,0000 0,0000 0,0000 82
Culturas temporarias de
sequeiro
Grupo seronegativo 0,0330 0,2332 0,1512 182 0,124
Grupo seropositivo 0,0102 0,0721 0,0863 82
Tecido urbano
descontinuo
Grupo seronegativo 0,0322 0,2276 0,0439 182 0,139
Grupo seropositivo 0,0240 0,1696 0,0398 82
Industria, comércio e
equipamentos gerais
Grupo seronegativo 0,0040 0,0283 0,0150 182 0,448
Grupo seropositivo 0,0027 0,0191 0,0120 82

7. Discusséao
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Observa-se através da Figura 38, que o presente estudo sero - epidemiolégico de leishmaniose
canina abrange uma &rea nacional consideravel. Com 677,1Km? a area geogréfica do estudo
engloba o ponto geodésico de Portugal. No entanto, a vantagem de adquirir informacao relativa
aos trés concelhos € contraposta pelo menor nimero de amostras de sangue recolhidas por
concelho.

A Figura 39 reflecte a distribuicdo geoespacial das localizagdes dos pontos georeferenciados.
Denota-se que estes estdo influenciados e coincidem, em Ultima analise, pela distribuicdo
geoespacial das localidades ou freguesias de onde 0s animais provém. Os pontos
georreferenciados distribuiram-se, de modo geral, de forma proporcional e equitativa por todos
os concelhos pertencentes ao estudo, de acordo com o numero de cées que se apresentavam
a campanha de vacinagao anti - rabica.

O mapa da Figura 40 foi construido com base nas seroprevaléncias obtidas pela presenca de
anticorpos anti - Leishmania nas freguesias respectivas aos trés concelhos, e elucida o caracter
endémico da regido, conforme descrito por outros autores (Brancal et al., 2009; Silva, 2009).
No entanto, sdo necessarios mais estudos que envolvam um maior nimero de caes, com a
finalidade de obter informacdo o mais pormenorizada possivel. Esta necessidade deve-se
principalmente a ndo existéncia de qualquer estudo, até entdo, por amostragem ou censo, a
canideos em 9 das 17 freguesias estudadas. Por outro lado, para confirmar que o ciclo de
transmissdo se complete nesta regido, é fundamental a realizagéo de trabalhos que concluam a
existéncia de fleb6tomos capturados com infeccdo por Leishmania infantum, e que a
capacidade infectante destes vectores para os hospedeiros vertebrados seja comprovada. A
abordagem utilizada para analise de cluster objectivava a identificacdo de aglomerados em
regides ndo muito distintas dos locais onde se evidenciaram o0s casos seropositivos, definindo
areas com maior risco relativo de um céo ter leishmaniose. O mapa da Figura 41 representa
dois clusters: o cluster 1, com maior area, engloba as freguesias de Sado Jodo do Peso,
Fundada e regido norte de Vila de Rei, todas pertencentes ao concelho de Vila de Rei e
abrange ainda, mais trés freguesias, que ndo fazem parte do estudo e que pertencem ao
concelho da Sertd (Palhais, Cumeada e Marmeleiro); o cluster 2 apenas engloba a regido sul
da freguesia de Proenca-a-Nova. Podemos afirmar, de acordo com o0 nosso estudo, que os
cdes pertencentes aos clusters 1 e 2 apresentam um risco relativo maior de serem
seropositivos por infecgdo de Leishmania de 2,45 e 2,89, respectivamente, em relacdo a areas
fora dos clusters.

Relativamente a analise de factores de risco, a construcdo de mapas com buffers (Figura 42)
permitiu definir a &rea média territorial de cada cé@o. Devido aos parametros acima descritos foi
definido, neste estudo, um raio de 1500 metros. A semelhanca, num estudo efectuado tendo
como finalidade explicar a distribuicdo geoespacial de leishmaniose, construindo mapas de

risco, definiram um raio de 1000 metros para cada buffer (Aparicio & Bitencourt, 2004).
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Constata-se que, se os buffers fossem definidos com base apenas na area de dispersao de
flebétomos, a informacao obtida seria mais especifica, uma vez que a area de influéncia seria
menor. Por outro lado, ndo se considerava a dindmica das movimentacées que ocorrem nas
populacbes de cdes da regido, fundamentais para a caracterizagdo da ocupacdo de solo
segundo o habitat dos cées.

A andlise da informacao geoespacial referente a ocupagédo e/ou uso de solos permite inferir
guais os tipos de ocupacado de solo susceptiveis de estar relacionados com a seronegatividade
ou seropositividade pela presenca de anticorpos anti - Leishmania. No entanto, é preciso referir
gue a distribuicdo geoespacial de leishmaniose esta influenciada por outras condicionantes,
sendo necessaria, para a discussao de resultados, uma perspectiva holistica dos factores
envolvidos.

Sabe-se, por exemplo, que os biétopos com presenca de troncos ocos de arvores e matéria
organica no solo podem servir de locais de abrigo e/ou criacdo para os dipteros. Sabe-se
também, que outros factores, como 0 uso de coleira protectora contra a picada de vectores,
podem influenciar ou condicionar os resultados da distribuicdo geoespacial de leishmaniose.
(Saraiva, 2008).

No que diz respeito a analise dos factores de risco relativos a ocupacado do solo destaca-se o
resultado obtido referente ao tipo de ocupacéo de solo por florestas abertas, cortes e novas
plantacdes. Este tipo de ocupacdo de solo caracteriza-se pormenorizadamente por areas de
matos e/ou pastagens naturais com arvores dispersas (cujo limite inferior de existéncia € 10%),
bem como floresta degradada ou em regeneracéo (Caetano et al., 2007).

Podemos referir que foram registadas diferencas estatisticamente significativas entre a média
das areas, comparando 0 grupo de casos seropositivos e 0s seronegativos, o que indica que
este tipo de ocupacdo de solo se pode correlacionar com o maior nimero de casos
seropositivos, provavelmente devido a maior densidade vectorial.

Este resultado esta de acordo com outros autores que também correlacionam este tipo de
ocupacao de solo com a maior seropositividade encontrada (Aparicio & Bitencourt, 2004).

Em relacdo & ocupacgéo de solo por cursos e planos de 4gua, alguns autores, em estudos de
andlise geoespacial referem que néo existe correlacdo entre os cursos de agua a céu aberto e
a ocorréncia de casos de leishmaniose. O resultado obtido no presente estudo deve ser
interpretado da mesma forma (Aparicio & Bitencourt, 2004).

Em relacdo a ocupacdo de solo por olivais, sistemas culturais, parcelares complexos e por
culturas temporarias de regadio, embora se tenha verificado que existe diferenca
estatisticamente significativa, os resultados obtidos direccionam a relacdo destes tipos de
ocupacdo de solo com 0 grupo seronegativo, pois as médias das areas nestes grupos sao
maiores comparativamente ao grupo seropositivo, pelo que aparentemente esta correlagdo nao

constitui relevancia.
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Verificou-se ainda neste estudo, relativamente a analise de factores de risco por ocupacao de
solo, que o tecido urbano (tecido urbano descontinuo e &reas de industria e comércio) e as
areas agricolas (culturas temporarias; culturas permanentes e areas agricolas heterogéneas)
nao apresentam correlagdo com 0s casos Seropositivos ou seronegativos.

Também alguns autores referem ndo existir, aparentemente, correlacdo entre 0s casos
seropositivos e estes tipos de ocupagéo de solo (Saraiva, 2008).

Sabe-se que, tanto se trate de uma escala regional ou local, os modelos espaciais e temporais
das distribuicbes das populacdes de fleb6tomos sao influenciados pela humidade, temperatura,
luminosidade e altimetria. Ao contemplar a andlise do CLC por ocupacao de solo de vegetacao
efectua-se indirectamente a andlise de todos os parametros acima descritos (Aparicio &
Bitencourt, 2004; Saraiva, 2008).

Estudos de analise geoespacial efectuados no Brasil verificaram que a vegetac¢do constitui um
tipo de ocupacéo de solo com forte relagdo na distribuicdo dos casos seropositivos por infecgéo
de Leishmania (Aparicio & Bitencourt, 2004; Saraiva, 2008). No presente estudo, nao foi
assinalada nenhuma area com este tipo de ocupacéo de solo.

No entanto, a nomenclatura dos tipos de ocupacéo de solo adaptada a Portugal refere que as
classes por areas de pastagens naturais com vegetacao herbacea, essencialmente gramineas,
sem intervencdo humana e as areas de vegetacdo natural com espécies arbustivas, se
apresentaram confusas e algo controversas, a partir da imagem por satélite, levantando
problemas na sua identificagdo rigorosa, aplicando-se critérios como a alimetria e os diferentes
tipos de clima para sustentar a reparticdo e a escolha das imagens obtidas por satélite nas
diferentes classes (Caetano et al., 2007). Podemos referir que a diferenca de resultados com
outros autores, relativamente a relacdo das classes de ocupacao de solo por vegetacdo e 0s
casos seropositivos por presenca de anticorpos anti — Leishmania podem ser explicadas devido
aos diferentes ajustes da nomenclatura dos tipos ocupacgéo de solo e/ou pelas caracteristicas

edafo-climaticas da sub-regido do Pinhal Interior Sul.

8. Conclusao

A componente tedrica e pratica necessaria a realizagdo do presente estudo, permitiu ao autor
obter novos conhecimentos nas diversas areas implicitas. O trabalho de campo, laboratério, os
softwares, operacdes e ferramentas utilizadas, constituiram-se fundamentais na aquisicao de
capacidades para a elaboracéo futura de outros trabalhos quer no ramo da investigagéo, quer
na melhor compreenséo da actividade clinica que desenvolva.

Os resultados de seropositividade por presenca de anticorpos anti-Leishmania evidenciaram a
alta sensibilidade obtida pelo protocolo utilizado na técnica de ELISA, asseverando a utilizagéo

desta técnica em estudos epidemiolégicos sobre leishmaniose canina.
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O estudo sero-epidemioldgico de leishmaniose canina, s6 possivel com a cooperacdo de todos
os colaboradores, permitiu determinar e avaliar os niveis de seroprevaléncia na sub-regido do
Pinhal Interior Sul, inferindo que foram detectados anticorpos anti-Leishmania na populacdo de
cées pertencentes ao estudo.

Com base nos valores obtidos, reafirmou-se o caracter endémico no concelho de Mag&o, como
referido por outros autores e documentou-se, pela primeira vez, valores de seroprevaléncia nos
concelhos de Proenca-a-Nova e Vila de Rei. Concluiu-se que, estes dois ultimos concelhos
apresentaram valores de seroprevaléncia elevados, comparativamente a outras regides
descritas na bibliografia, considerando-se que 0s seus cdes apresentavam maior probabilidade
de estar seropositivos, comparativamente a Mag&o.

Foi documentado, de acordo com os parametros analisados, que a idade constituiu um factor
de risco na populacéo de céaes.

Através dos sistemas de informacdo geografica demonstrou-se a distribuicdo geoespacial da
seroprevaléncia de leishmaniose nos trés concelhos, concluindo que existem duas regides com
maior risco relativo de um canideo apresentar leishmaniose. Uma regido engloba-se na zona
norte do concelho de Vila de Rei e sul do concelho da Sertd, e outra no sul da freguesia de
Proenca-a-Nova.

Quando caracterizadas as areas de influéncia dos cédes (buffers) através dos diversos tipos de
ocupacao de solo, evidencia-se que as florestas abertas, cortes e novas plantagcbes podem
constituir uma classe de ocupagdo de solo com influéncia na distribuicdo geografica de
leishmaniose, uma vez que foi encontrada relag@o entre 0s casos seropositivos e esta variavel.
Os parametros analisados, bem como a pesquisa e recolha bibliografica, permitiu concluir a
importancia da leishmaniose na populacdo de cdes na sub-regido do Pinhal Interior Sul e
prever 0 seu impacto negativo na saude publica. O acompanhamento, aquando do periodo de
estagio, de uma criangca com leishmaniose visceral humana, no concelho de Proenca-a-Nova,
junto do Médico Veterinario responséavel, cuja funcdo objectivava inventariar o caso, tornou
evidente a necessidade de agir no sentido de minimizar o impacto desta doenca na saude
publica.

A informacédo decorrente do presente estudo ir4 fundamentar o requerimento de um plano de
accdao, junto da Direccdo Geral de Veterinaria, no sentido de encetar estratégias e actuacdes

visando o combate a leishmaniose.
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ANexos



Anexo 1- Caso clinico: leishmaniose visceral humana

No ano de 2010, uma crianga de 12 meses pertencente ao concelho de Proenca-a-Nova
apresentou-se no hospital de Castelo-Branco com os seguintes sinais clinicos:

Febre elevada oscilante entre os 39 e os 40 °C; polidria; rinorréia purulenta e perfusédo
periférica diminuida.

Para estabelecer o diagnéstico efectuou-se Rx, analises hematologicas e bioquimicas,
detectando-se hiperbilirrubinémia.

Depois de 3 meses em consultas, no hospital de Castelo Branco, foi transferida para a unidade
de pediatria do hospital de Coimbra, por ndo apresentar melhorias na terapéutica instituida.

Foi efectuado medulograma apos o qual se confirmou infec¢éo por Leishmania.

A terapéutica instituida consistiu na administracdo de anfotericina B lisosomica, durante 5 dias
e um reforgo ao dia 14 e 21. A crianga recuperou logo durante o tratamento.

O diagnostico diferencial proposto:

Linfoma; leucemia; pneumonia; gripe.



Anexo 2 - Inquérito

Nome do Dono:

Contacto telefonico:

Endereco de codigo postal com 7 digitos:

Nome do cao:

Idade (Data de nascimento):

Sexo:

Pélo: (curto, médio ou grande)

Aptiddo (guarda; companhia; caga; animal errante):

Habitat (rua; casa; rua/casa; animal errante.):

Sinais clinicos de Leishmaniose:

Nota:

Os animais foram todos inspeccionados e considerados suspeitos quando pelo menos um sinal

clinico era compativel com leishmaniose:

Sinais clinicos considerados:

Dermatite, alopécia, linfadenopatia localizada ou generalizada, ulceracdo cutanea, onicogrifose,

claudicacao, perda de peso, epistaxis e anemia.



Anexo 3 - Solugdes finais a aplicar na placa de diagnoéstico

1. Solucéo tampéao para carregamento “Coating”

Solucéo 1: pH 8.4

Solucédo 2: pH 11.3

Reagentes Férmula Quantidad| Reagentes Formula Quantidad
e

Carbonato Na,HCO4 219 Carbonato Na,CO; 2.65¢

de sodio de sodio

Azida de s6dio | NaN; 0,1g Azida de sodio | NaN; 0,19

Para um pH de 8.4 - Adicionar HCI (2M)

Perfazer até 500ml, com agua destilada

Para um pH de 11.3 - Adicionar HCI (2M)

Perfazer até 500ml, com agua destilada

Solucéo 3 (final): pH 9.6

Acertar pH 9,6
Mantera4°C

Adicionar duas partes da solucdo 2 a uma parte da solugéo 1

2. Solucéo de lavagem (0.3%): 1L PBS/ Tween 20

Reagentes

Formula Quantidade

Cloreto de sédio

Dihidrogenofosfato de
potassio
Hidrogenofosfato dissodico

Cloreto de potéssio
Azida de sédio

Tween 20

NaCl
KH,PO,

NagH PO4
KCI

NaN3

89
0.2¢

1l4¢
0.2g

0.2g
3mil




3. Solucéo de diluicdo: PBS + Tween 20 + Hgb bovine

Reagentes

Férmula Quantidade

Cloreto de sédio

Cloreto de potassio
Azida de sd6dio
Tween 20

Hemoglobina de Bovino

Dihidrogenofosfato de potassio KH2PO4  0.2g
Hidrogenofosfato dissddico Na2HPO4 1.4g¢g

NacCl 8¢

KCI 0.2g

NaNs 0.2g
3 mi
05g

Para um pH 7,2-7,4 - adicionar HCI a 2M, e de seguida perfazer
até 1L com agua destilada, Manter a 4 °C;

4. Solugéo tampéao substrato pH 9,8

hexahidratado

Reagentes Férmula Quantidade
Dietanolamina C,H11NO, 52.55¢
Cloreto de

magneésio MgCl,.6H,0 0,059

(ponto de fus&o: 25-28 ° C);

Incubar a dietanolamina durante 30 min a 37 °C

Adicionar 4gua destilada até perfazer 500 ml;

4.1. Reagentes e solu¢des utilizadas para o protocolo de ELISA



Anexo 4 - Diluicdo do antigénio com a finalidade de preparar a solucdo de carregamento

para aplicacdo na placa de ELISA

1. Volume final da solugdo de carregamento “coating”
e 96 pocos x 4placas x 50 pl = 19,200ml.

¢ O Volume final necessario, estabelecido foi 25 ml

2. Concentracdo do Ag (Concentracéo inicial)
e C =1520pg/ml

3. Concentracao do antigénio pretendido (Concentragéo final)
e C1 lpg------------- 50uml (pogo) / aplicar em 4 placas
e C2 3ug------------- 50uml (pogo) / aplicar em 4 placas

4. Quais os volumes de antigénio a adicionar a 25 ml (tubo 1 e 2) de Solucdo 3, para obter as
concentracoes pretendidas (C1 e C2) ?

e Para a concentragédo de 1ug em 50ul (C1), ou seja, 20 pg/ml

X ug ---- 25000 pl <= X =500 pg 500 pg ------- V1<= V1=0.329ml

e Para a concentragéo de 3ug em 50uml (C2), ou seja, 40 pg/ml

X ug ----- 25000ul <= X =1500 pg 1500 ------ V2 <= V2 =0.986 ml

5. Adicionou-se para um volume total de 25 ml (cada tubo), um volume de V1 e V2 (Solucéo
3: pH 9.6).

Tubo 1 Tubo 2
o @ o @
Q : o Q : O
V1=0.329 ml V2=0.986 ml

Adicionou-se 50 pl do tubo 1 a cada poco de | Adicionou-se 60 pl do tubo 2 a cada poco de
quatro placas de diagndstico guatro placas de diagndstico

v



Anexo 5 - Caracterizacao das freguesias de acordo com a densidade populacional

Quanto a caracterizacdo das freguesias, segundo o Instituto Nacional de Estatistica, 1997 e de
acordo com a densidade populacional considera-se freguesia urbana - freguesias com
densidade populacional superior a 500 habitantes (hab) /Km2 ou que integrem um lugar com
populacgéo residente superior ou igual a 5000 habitantes.

Freguesia semi-urbana - freguesias que possuam densidade populacional superior a 100
hab/Km2 e inferior ou igual a 500 hab/Km2, ou que integrem um lugar com populacéo residente
superior ou igual a 2000 habitantes e inferior a 5000 habitante. Sendo as freguesias rurais
todas as outras néo descritas acima.

Segundo os censo de 2001 e de acordo com as definicbes acima descritas considera-se que:

O Concelho de Proenca-a-Nova, que engloba a freguesia de Alvito da Beira, S. Pedro do
Esteval, Peral, Montes da senhora, Sobreira formosa e Proenca-a-Nova, apresenta apenas as
duas ultimas freguesias referidas como semi-urbanas e as restantes como rurais.

O Concelho de macdo que engloba a freguesia de Cardigos, Ortiga, Aboboreira, Carvoeiro,
Evendos, Magé&o, Penhascoso, apresenta apenas como freguesia semi-urbana a freguesia de
macao sendo as restantes consideradas rurais.

O Concelho de Vila de Rei, que engloba as freguesias de Sdo Jodo do Peso, Fundada e Vila
de Rei, apenas é considerada freguesia semi-urbana, Vila de Rei sendo as restantes freguesias

rurais.
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Anexo 6 - Nomenclatura CORINE Land Cover

Nivel 1 Hivel 2 Wivel 3
1 Territorics 1.1 Tecido urbano 1.1.1 Tecida urbans continu
artificializados 1.1.2 Tecido urbano descontinuo

1.2 Industria, comerdio e transportes

1.2.1 Industria, comeércio & equipamentos gerais
1.2.2 Redes viarias & ferroviarias & espagos associados

1.2.3 Areas portuirias
1.2.4 Aeroportos & aerodromaos

1.3 Areas de extracgio de inertes, dreas de
deposicio de residuos e estaleiros de

construgao

1.3.1 Areas de extracgio de inertes
1.3.2 Areas de deposicao de residuos
1.3.3 Areas em construcio

1.4 Espagos verdes urbanos, equipamentos
desportivos, culturais e de lazer, & zonas
historicas

1.4.1 Espagos verdes urbanos
1.4.2 Equipamentos desportivos, culturais e de lazer e
zonas historicas

2 Areas agricolas e 2.1 Culturas tempordrias
agro-florestais

2.1.1 Culturas temporanias de sequeirs
2.1.2 Culturas temporarias de regadio
2.1.3 Arrozais

2.2 Culturas permanentes

2.2.1 ¥inhas
2.2.2 Pomares
2 2.3 Olivais

2.3 Pastagens permanentes

2.3.1 Pastagens permanentes

2 4 Areas agricolas heterogéneas

241 Culturas temporanias /ol pastagens associzdas a
culturas permanentes

242 Sistemnas culturais e parcelares complexos

2.4.3 Agricultura com espaqos naturais e semi-naturais
2.4 4 Sistemas agro-florestais

3 Florestas & meios 3.1 Florestas
nahurais & semi-
naturais

3.1.1 Florestas de folhosas
3.1.2 Florestas de resinosas
3.1.3 Florestas mistas

3.2 Florestas abertas, vegetacao arbustiva e
herbarea

321 ".fegetii;m herbacea natural
3.2.2 Matos

3.2.3 Vegetacao esclerofila
3.2 4 Florestas aberias_cortes e novas planiaghes

3.3 Zonas descobertas e com pouca vegetagio 3.3.1 Praias, dunas e areais

3.3.2 Rocha nua

3.3.3 Vegetacao esparsa
3.3.4 Areas ardidas

3.3.5 Heves eternas e glaciares

4 Z7onas humidas 4.1 Zonas humidas interiones

4.1.1 Pauis
4.1.2 Turfeiras

4 ? Zonas humidas litorais

4.2.1 Sapais
4.2.2 Salinas e aquicultura litoral
423 Tonas entre-mares

S Corpos deagua 5.1 Aguas interiores

5.1.1 Cursos de agua
5.1.2 Planos de agua

52 Agl.ns marinhas e costeiras

§.2.1 Lagoas costeiras
5.2.2 Desembocaduras fluviais

5.2.3 Oceano

6. Nomenclatura CORINE Land Cover (Adaptado de Caetano et al., 2007)
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Anexo 7 - Caracterizacdo da amostra respeitante ao rastreio de leishmaniose a 282

canideos
N° Rl Idade Sexo Pélo Sinais Aptiddo Habitat Localidade XCOORD YCOORD
(anos) Clinicos (Cartesianos)  (cartesianos)
1 N 6 M MD N G R/Cs Vale -887974,99 4827138,73
2 N 4 M CT N G R/Cs Vale -887974,99 4827138,73
3 N 6 M CT N G R Vale -887974,99 4827138,73
4 N 5 M CT N G R Vale -887974,99 4827138,73
5 N 6 F MD S C Cs Vale -887974,99 4827138,73
6 N 2 F MD N C Cs Vale -887974,99 4827138,73
7 N 5 M CT S C Cs Vale -887974,99 4827138,73
8 P 10 F CT S C Cs Vale -887974,99 4827138,73
9 N 7 M CT N G Cs  Carrascal -888182,58 4825799,82
10 N 10 M CT N C R/Cs Carrascal -888182,58 4825799,82
11 N 1 M MD N G R Chaveira -890116,84  4825498,8
12 P 6 F MD N G R Chaveira -890116,84 48254988
13 N 3 M cT N © R g:rs]?o's deSa0 8919909 482638842
14 N M cT N C R g:ﬁgs deSdo  g91990,9 482638842
15 P 7 M CT N G R Casalinho -891226,99 4822837,74
16 N 15 M MD N Ca R Cardigos -892681,38 4821671,89
17 P 4 F CT N Ca R Cardigos -892681,38 4821671,89
18 N 7 F CT N Ca R Casas daribeira  .894644,12 4823903,92
19 N 2 M CT N Ca R Casas daribeira  -894644,12 4823903,92
20 N 3 M MD N C R Corujeira -893516,94 4822828,26
21 N 5 F CT N Ca R Azinhal -895107,54 4821876,31
22 N 2 M MD N G R Pereiro Cimeiro  .900989,8 4810062,12
23 N 1,5 M MD N G R Pereiro Cimeiro  .900989,8 4810062,12
24 N 4 M MD N G R Pereiro Cimeiro  .900989,8 4810062,12
25 N 2 M CT N Ca R Milreu -906231,72  4812355,2
26 P 8 M CT N G R Brejo Cimeiro -906881,93 4818592,83
27 N 2 M MD N G R Brejo Fundeiro  .908562,64 4814245,88
28 N 3 F CT N Ca R Brejo Fundeiro  -908562,64 4814245,88
29 N 8 M CT N G R Pisao Fundeiro -907091,5 4814155
30 N 12 F CT N G R Vila de Rei -906896,3  4818869,5
31 N 3 F CT N Ca R Vila de rei -006896,3  4818869,5
322 N 12 F cT N Ca R \th‘: g: Sgi”e/ -906752,33  4819094,76
33 N 3 M MD N C Cs Vilade Rei -906896,3  4818869,5
34 N 5 F MD N C Cs Vilade Rei -906896,3  4818869,5
35 P 4 F CT N Ca R Vila de rei -906896,3  4818869,5
36 N 3 F CT s Ca (E)f:%%ao da -892755,22 4791537,98
37 N 3 FCT N Ca g?:%%ao et 89275522 4791537,98
38 12 F MD Ca Estacdo da -892755,22 4791537,98
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Legenda: N° - nimero do animal; Rl — resultados; m- meses; CT — curto; MD — médio; M — macho; F —

fémea; CO — comprido; C- companhia; Ca — caca; G — guarda; E — errante; R — rua; Cs — casa;
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