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NOTA INTRODUTORIA

O gosto pela Parasitologia comecou ha cerca de 3 anos aquando do exame da unidade
curricular de Parasitologia I. Depressa surgiu o interesse pelos protozoarios havendo sempre
uma “estranha” inclinacdo para 0s hemoparasitas. O género Babesia foi, sem divida alguma,

a minha preferida desde entéo.

O presente trabalho de reviséo bibliografica vem no seguimento de um periodo de estagio
final do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, o qual teve comec¢o no més de

setembro e término no més de abril deste ano letivo (2016/2017).

A primeira parte do estagio foi realizada no Hospital Veterinario de Gaia (HVG), localizado
nos Carvalhos, sob a orientacdo do Dr. Sérgio Alves, diretor clinico da instituicdo, durante um
periodo de trés meses (04/09/2016 a 30/11/2016).

No decorrer do tempo |4 passado tive a possibilidade de acompanhar as mais variadas
situacBes no contexto clinico. Desde casos clinicos na area das doencas parasitarias e
infeciosas, passando um pouco por todas as areas como a neurologia, dermatologia,

endocrinologia, ortopedia e ainda areas como a acupuntura que estdo cada vez mais a

expandir-se e a dar cartas no mundo da medicina veterinaria.

A segunda e Ultima parte deste estagio final foi cumprida no Hospital Veterinario de Tras-os-
Montes e Alto Douro (HVTM), localizado em Vila Real, sob orientacéo do diretor clinico, Dr.

Paulo Pimenta, durante um periodo de quase quatro meses (04/01/2017 a 28/04/2017).

Durante esta fase final do meu estagio pude contactar com uma realidade diferente da que
tinha anteriormente experienciado em Gaia. Desde os diferentes métodos de trabalho e
abordagem clinica, a maneira como temos que nos adaptar e aprender a lidar com um tipo de

populacdo “alvo” diferente.

Tal como na primeira parte do estagio, foi-me permitido presenciar casos clinicos das mais
variadas areas da medicina veterinaria. Muitos deles passaram pela oftalmologia, neurologia,
oncologia, sendo que a maior parte se concentrava na area das doencas infeciosas e

parasitarias.



Foi no decorrer deste periodo passado no HVTM, que devido a elevada casuistica na area das
Doencas Parasitarias transmitidas por vetores, como é o caso da Babesiose canina, que decidi
aprofundar o meu fascinio pelo estudo dos hemoparasitas e dedicar por isso, 0 tema da minha

dissertacdo de mestrado a eles.

O HVG e 0 HVTM tratam-se de dois locais com dinamicas bastante préoprias, em que fatores
externos como a populacdo, as condi¢fes climatéricas e geograficas, representam uma elevada

importancia, influenciando muito o tipo de trabalho realizado em cada um destes hospitais.



RESUMO

A babesiose canina, também denominada de piroplasmose, trata-se de uma hemoparasitose
provocada por um protozoario que apresenta tropismo para as células sanguineas, mais
especificamente para os eritrocitos. A transmissao deste agente etioldgico ao seu hospedeiro
ocorre pela sua inoculacao através de artropodes, sendo, neste caso, os ixodideos 0s principais

responsaveis.

As espécies Babesia canis e Babesia gibsoni sdo responsaveis por provocar babesiose canina
um pouco por todo o mundo, representado respetivamente formas intraeritrocitarias grandes
(3-5 um) e pequenas (0,5-2,5 um). Anteriormente a primeira podia ser subdividida em 3
subespécies: Babesia canis canis, Babesia canis vogeli e Babesia canis rossi, sendo agora

consideradas espécies individualmente.

As espécies B. canis e B. vogeli sdo as mais frequentemente encontradas em Portugal e
Europa em geral, e séo transmitidas por vetores como 0 Dermacentor reticulatus e

Rhipicephalus sanguineus respetivamente.

A doenca pode manifestar-se sob quatro formas: subclinica, aguda, hiperaguda e crénica, uma
vez que a gravidade dos sinais clinicos esta intimamente relacionada com o estado do

hospedeiro (incluindo idade e condicdo imunitaria) e com a espécie de Babesia envolvida.

O tratamento da babesiose canina passa essencialmente pelo uso de anti-protozoarios, mas
acima de tudo, o mais importante baseia-se numa boa prevencao, através do uso de

desparasitantes externos, administrados externamente ou per os.

A presente dissertacdo inclui uma descricdo de alguns casos clinicos acompanhados durante o

periodo de estagio decorrido no Hospital Veterinario de Tréas-os-Montes, Vila real.

Palavras-chave: babesiose canina, Babesia canis, cdo, tratamento, prevencéo.



ABSTRACT

Canine babesiosis, sometimes referred to as piroplasmosis, is a hemoparasitosis caused by a
protozoan that presents tropism to blood cells, more specifically to erythrocytes. The
transmission of this etiological agent to its host occurs by its inoculation through vectors,

being, in this case, the ixodideos the main responsible ones.

The species Babesia canis and Babesia gibsoni are responsible for causing canine babesiosis
around the world, represented respectively large (3-5 um) and small (0.5-2.5 um) intraerocyte
forms. Previously the first could be subdivided in 3 subspecies: Babesia canis canis, Babesia

canis vogeli and Babesia canis rossi, being now considered species individually.

The species Babesia canis and Babesia vogeli are most frequently found in Portugal and
Europe in general and are transmitted by vectors such as Dermacentor reticulatus and

Rhipicephalus sanguineus respectively.

This disease can manifest itself in 4 forms: subclinical, acute, hyperacute and chronic, since
the severity of the clinical signs is closely related to the state of the host (immune condition,

age, etc.) and with the Babesia species involved.

The treatment of canine babesiosis is essentially through the use of anti-protozoa, but above

all, the most important is based on good prevention through the use of external parasites.
This study refers and describe some case reports of dogs with clinical babesiosis that were

observed during the pratice period at the Hospital Veterinario de Tras-os-Montes.

Keywords: canine babesioses, Babesia canis, dog, treatment, prevention.
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ABREVIATURAS

AHIM anemia hemolitica imunomediada

ALT alanina-amino-transferase

AST aspartato-amino-transferase

FA fosfatase alcalina

BID administracdo duas vezes por dia (bis in die)

BUN ureia nitrogenada sérica

CPV complexo prematuro ventricular

CID coagulacdo intravascular disseminada

EDTA acido etilenodiamino tetra-acético (“cthylenediamine tetraacetic acid”)
ELISA ensaio imunoenzimatico (“enzyme-linked immunosorbent assay”)
GGT gama-glutamil-transferase

IFAT teste de imunofluorescéncia indireta (“indirect fluorescent antibody test”)
IFN-y interferdo gama

Ig imunoglobulina

IM via intramuscular

IRA insuficiéncia renal aguda

v via intravenosa

MODS sindrome de disfunc¢do organica multipla (“multiple organ dysfunction

syndrome”)

NK células “natural killer”

NO oxido nitrico (“nitric oxide”)

PO via oral (per 0s)

PPT proteinas plasmaticas totais

PCR reacdo em cadeira da polimerase (“polymerase chain reaction”)

PCR-RFLP polimorfismo no comprimento de fragmentos de restri¢ao (“Restriction

Fragment Length Polymorphism™)

RLB hibridacdo reversa em membrana (“reverse line blot”)
SC via subcutanea

SID administracdo uma vez por dia (semel in die)

SNC sistema nervoso central

Xl



SPA
SRIS
SSAR
TID
TNF-a
VIH

antigénios solUveis de parasitas (“soluble parasite antigens”)
sindrome de resposta inflamatoria sistémica

sindrome de stress agudo respiratorio

administracdo trés vezes por dia (ter in die)

fator de necrose tumoral alfa (“tumor necrosis factor alfa”)

virus da imunodeficiéncia humana

Wl



INTRODUCAO

O geénero Babesia compreende protozoarios hemoparasitas transmitido por um vetor
invertebrado, a carraca, que apresenta um grande impacto econémico, veterinario e de salde
publica em todo 0 mundo. Este é considerado o segundo parasita sanguineo mais frequente
nos mamiferos a seguir aos tripanossomas, tendo também sido descritos em aves infetadas
(Telford, 1993).

A primeira epidemia relatada de babesiose remonta ainda a tempos biblicos, sendo descrita no
Livro do Exodo como uma “praga divina” que se apoderou de todo o gado do Farad Ramsés
Il (Boustani e Gelfand, 1996).

Foi no fim do século X1X, decorria 0 ano de 1888, que o bacteriologista Victor Babes, relatou
a presenca de microrganismos intraeritrocitarios, que pensava inicialmente tratarem-se de
bactérias. Estes teriam sido responsaveis pela morte de 30 000 a 50 000 cabecas de gado
bovino na Roménia, na altura com a conhecida hemoglobinuria bovina, também denominada
de “red water fever”, tendo descoberto mais tarde 0S mesmos microrganismos nos eritrocitos
de gado ovino (Babes, 1888).

Cinco anos mais tarde nos Estados Unidos, em 1893, Smith e Kilbour estabeleceram o
Pyrossoma como o agente causador da febre de gado do Texas (“Texas cattle fever”), doenga
esta que ha muito atingia o gados dos estados mais a sul dos Estados Unidos. Esta foi uma
descoberta com significado histérico uma vez que, foi a primeira descri¢do de uma
transmissao de um protozoario ao seu hospedeiro vertebrado através de um vetor artropode
(Smith e Kilbourne, 1893).

No mesmo ano (1893), Starcovici deu a estes parasitas 0s nomes de Babesia bovis, Babesia
ovis e Babesia bigemina respetivamente (Starcovici, 1893; Mihalca, 2010). Desde entéo
outras designagdes foram sendo propostas, sendo que “piroplasma” foi a mais conhecida. O
nome “piroplasma” advém da forma caracteristica deste protozoario, e tem sido utilizado
ainda hoje para designar o grupo das babesioses e theilerioses como “piroplasmoses”

(Uilenberg, 2006).

Pouco tempo depois, novas descobertas de parasitas intraeritrocitarios foram feitas em

animais domésticos como cées (B. canis) e cavalos (B. caballi) por Piana e Galli-Valerio em



Ya
’0

1895 e por Koch em 1904, respetivamente. Depois destas, muitas mais espécies diferentes de
Babesia foram descobertas gragas aos avancos das técnicas de biologia celular e molecular e

microscopia (Uilenberg, 2006; Schnittger et al., 2012).

Tabela 1: Espécies de Babesia que afetam animais domésticos, mamiferos selvagens e aves. Adaptado de (Schnittger et al.,
2012)

Animais domésticos Espécie Mamiferos selvagens e Espécie
aves
B. canis
B. vogeli
B. rossi
Cao B. gibsoni Ledo e leopardo B. leo
B. conradae (Panthera leo,
T. annae P. pardus)
B. vitalli
Babesia sp.
Gato B. felis Chita
B. (canis) presentii (Acinonyx jubatus) B. lengau

Veado, veado-de-cauda-

branca, rena B. odocoilei
(Cervus elaphus,
Equinos/ asininos T. equi Odocoileus virginianus,
B. caballi Rangifer Tarandus)
Morcego
(Pipistrellus sp.) B. vesperuginis
Gaivota
Suinos B. trautmanni (Larus cachinnans) B. bennetti
B. crassa
Ovinos/ caprinos B. ovis Corco B. capreoli
B. motasi (Capreolus capreolus)
B. bovis
B. bigémina
B. major
Bovinos B. occultans Rinoceronte preto B. bicornis
B. ovata (Diceros bicornis)
B. divergens
B. sp. Kashi
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A nivel taxondmico, o género Babesia pertence ao reino Protista, filo Apicomplexa (também
denominado Sporozoa), classe Piroplasmea (Aconoidasida), ordem Piroplasmida e familia

Babesiidae e subsequentemente ao género Babesia (Levine 1971, 1988).

Geralmente, infegdes provocadas por Babesia apresentam varios graus de severidade estando
muitas vezes associada a idade do hospedeiro, infe¢fes simultdneas com outros agentes
patogénicos, fatores genéticos e estado imunoldgico do hospedeiro, dependendo também da
espeécie nela envolvida. Serve de exemplo as infe¢des por B. rossi que séo altamente
virulentas, provocando quadros clinicos de anemia hemolitica imunomediada, sintomatologia
neuroldgica e insuficiéncia renal aguda (IRA), enquanto que infe¢bes por B. vogeli

normalmente sdo subclinicas em animais adultos (Irwin, 2009).

O tratamento desta hemoparasitose passa, na maioria dos casos, pela administracdo de duas
doses de dipropionato de imidocarb intervaladas por 15 dias, existindo outros protocolos cuja
aplicacdo varia com cada caso. Tratamento de suporte como fluidoterapia e transfusédo

sanguinea € necessario nos casos mais complicados.

A melhor maneira de travar as infecdes por Babesia € sem dlvida a prevencdo. Esta passa
sobretudo por combater o vetor através da aplicacdo de desparasitantes topicos como spot-on
(solucdes para uncdo puntiforme) e coleiras, desparasitantes orais com efeito sistémico ou
ainda administracdo de vacinas, existindo, de momento, duas disponiveis no mercado

portugués.



1. Etiologia

Taxonomicamente, o género Babesia encontra-se no filo Apicomplexa, podendo também ser
denominado de Sporozoa, na classe Aconoidasida (Piroplasmea) e na ordem Piroplasmida
(Levine, 1971).

Duas das familias que se incluem na ordem Piroplasmida s&o a Babesiidae e Theileriidae. E
particularmente a forma de transmissédo e a existéncia ou auséncia de esquizontes que serve de
distingdo entre a Babesia sensu strictu (s.s) e a Theileria (Uilenberg, 2006). A Babesia s.s.
tem sido definida pela auséncia de esquizontes e por apresentar uma transmisséo transovarica,
enquanto que a existéncia de esquizontes (auséncia de um ciclo pré-eritrocitario) e uma
transmissdo transestadial é caracteristica de protozoarios do género Theileria (Mehlhorn,
1994; Kakoma e Mehlhorn 1994).

Os protozoarios do género Babesia e Theileira sdo normalmente denominados de
piroplasmideos ou piroplasmas devido a sua morfologia caracteristica em forma de péra
aquando da sua multiplicacdo no sangue do hospedeiro vertebrado. Sendo estes hemoparasitas
que nao formam pigmento, uma vez que “digerem” melhor a hemoglobina nao deixando
residuos, podem facilmente ser distinguidos de outros parasitas intraeritrocitarios como o
Plasmodium e o Haemoproteus, que em contrapartida formam pigmento nas células

parasitadas (hemozoina) (Uilenberg, 2006).

Antes do uso de métodos moleculares, e até ha relativamente pouco tempo, as espécies de
Babesia era identificadas com base em parametros morfoldgicos das formas intra-
eritrocitarias (trofozoitos) visiveis ao microscépio nas laminas de sangue. Este tipo de anélise
juntamente com a especificidade do hospedeiro permitiu classificar cerca de 111 espécies de
Babesia e 39 espécies de Theileria validas (Levine, 1988; Reichard, 2005). No entanto,
suspeita-se que muitas dessas descri¢cfes possam ser de espécies idénticas ou semelhantes,
gue os métodos de diagndstico tradicionais ndo consigam distinguir. Estes foram sendo
gradualmente substituidos por métodos mais recentes e precisos (moleculares), tendo-se
verificado bastante Uteis na diferenciacéo entre protozoarios semelhantes, confirmando assim

essas distingOes baseadas em caracteristicas subjetivas (Persing, 1995).



Foram varios 0s motivos para recorrer ao uso de métodos moleculares para classificar
protozoarios do género Babesia em vez de continuar com os métodos tradicionais baseados

em parametros morfoldgicos e especificidade de hospedeiro:

o No mesmo hospedeiro, diferentes parasitas podem apresentar-se morfologicamente
semelhantes (Ex: algumas espécies de Babesia e Plasmodium);

o O mesmo parasita pode ter diferentes apresentacdes microscopicas em diferentes
hospedeiros, devido a fatores especificos deste como a condi¢do imunologica e a
funcdo esplénica (Ex: B. divergens apresenta o seu especto caracteristico quando
infecta eritrocitos de bovinos, mas quando infecta eritrocitos de humanos apresenta
um extenso pleomorfismo, dificultando o diagndéstico);

o A classificacdo de espécies de Babesia com base na especificidade do hospedeiro
deixou de ser tdo usada, uma vez que algumas espécies (Ex: B. microti) apresentam

uma ampla gama de hospedeiros (Brandt, 1977).

As espécies de Babesia sdo normalmente agrupadas em dois grandes grupos: as pequenas
cujo didmetro varia entre 1 a 2.5 um e inclui espécies como B. gibsoni e B. microti, e as
grandes com um didmetro a variar entre 2.5 e 5 um que incluem B. canis e B. bovis, entre
outras. Estas classificacbes morfoldgicas sdo consistentes com a caracterizacao filogenética
baseada no estudo do gene 18s rRNA, que mostra que as espécies “pequenas” estdo mais
relacionadas com a Theileria spp. do que as “grandes”, com a excecdo da B. divergens que
parece morfologicamente pequena nos esfregacos sanguineos mas esta geneticamente

relacionada com as formas grandes (Persing e Conrad, 1995).

A primeira sugestao de que todos os isolados de B. canis ndo correspondiam a mesma
especie, foi dada pelo aleméo Eduard Reichenow que verificou diferencas na patogenicidade
de isolados de B. canis de Franga e do Norte de Africa (Reichenow, 1935).

Com o surgimento dos métodos moleculares a Babesia canis foi reclassificada em trés
subespécies, sendo estas B. canis canis, B. canis vogeli e B. canis rossi, tendo esta “divisdo”
sido baseada em testes seroldgicos, especificidade do hospedeiro, imunidade cruzada e
filogenia molecular (Irwin, 2009). Atualmente, estes parasitas sdo consideradas espécies

propriamente ditas e separadas como indica a tabela 2. No que diz respeito as formas



pequenas destes piroplasmas, trés espécies clinicamente e geneticamente distintas sdo

conhecidas por provocar doencga em cées, sendo estas B. gibsoni, B.conradae e B. microti-like

também denominada de Theileria annae ou Babesia vulpes (Rinder et al., 2000; Camacho et

al., 2001; Baneth et al., 2015).

Tabela 2: Espécies de piroplasmas que afetam cdes domésticos. Adaptado de (Irwin, 2009).

Tamanho Espécies Sindnimos Vetor
Babesia vogeli Babesia canis vogeli Rhipicephalus
sanguineus
Sl Babesia canis Babesia canis canis Dermacentor spp.
Babesia rossi Babesia canis rossi Haemophysalis
elliptica
Babesia gibsoni Babesia gibsoni Haemophysalis
Pequeno (estirpe asiatica) longicornis
Theileria annae Babesia microti-like Ixodes hexagonus
(isolado espanhol)
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1.1.Morfologia celular
Dois grandes grupos séo facilmente distinguiveis dentro do género Babesia: as formas
piriformes pequenas (1-2,5 um) e as grandes (2,5-5 pm). Este parasita é geralmente
reconhecido pela sua forma de péra ou piriforme, muitas vezes dispostos em pares ou em
quadras formando cruzes, podendo também apresentar-se com formas circulares (‘“rings”),

ovais, mais alongadas ou ameboides dentro dos eritrécitos (Kreir, 2012).
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Figura 1: Possiveis apresentagbes morfoldgicas de Babesia spp. A- Presenga de anéis pleomdrficos de Babesia spp. ; B-
Piroplasmas grandes de Babesia canis (“forma de péra”); C- Piroplasmas pequenos de Babesia microti-like em forma de
cruz de Malta. Disponivel em: https://clinicalgate.com/microorganisms

O corpo piriforme é rodeado por uma pelicula composta por trés camadas distintas: uma fina
membrana externa, uma membrana interna espessa, provavelmente composta de trés camadas
e interrompida por poros e uma camada de microtibulos (Buttner, 1968; Scholtyseck e
Friedhoff, 1970). A membrana interna termina na extremidade romba do parasita num anel

polar juntamente com um nimero de organelos formando o complexo polar ou apical.

Os organelos presentes sdo de dois tipos: os maiores com forma de lagrima chamados
roptrias, € numerosas vesiculas elipticas chamadas micronemas. Logo apds a entrada no
eritrocito, o corpo piriforme perde a sua membrana interna, a camada de microtdbulos e 0
complexo polar. Este fendmeno deu origem a crenca de que estas estruturas estdo

relacionadas com a locomocao e penetragéo celular.


https://clinicalgate.com/microorganisms
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A hemoglobina pode ser observada em vacuolos no citoplasma do parasita e € completamente
digerida ndo deixando vestigio de pigmento residual. Estes protozoarios possuem
mitocondrias semelhantes aos das células dos mamiferos e um ndcleo como é possivel

verificar na Figura 2 ( Simpson, 1967; Frerichs e Holbrook, 1974).

diaseen Anel polar (complexo apical)

-- Micronemes

- Membrana interna
..« Rhoptries

...~ Apicoplasto

- Nucleo

.- Complexo de Golgi

- Microporo

- Mitocondria

Figura 2: Representagdo esquemdtica de um protozodrio do filo Apicomplexa. Adaptado de Jan Sapleta, 2011.

2. Epidemiologia

A babesiose é uma doenca transmitida por vetores artropodes, as carragas, com B. canis sendo
transmitida por Dermacentor reticulatus, B. vogeli e B. gibsoni por Rhipicephalus
sanguineus, e B. rossi por Haemaphysalis elliptica. Em estudos experimentais, foi
demonstrado que Hyalomma marginatum e Dermacentor andersoni sdo capazes de transmitir
B. canis. Babesia canis pode infetar cdes de todas as idades podendo também infetar outros
canideos, como por exemplo chacais (canis adustus) e lobos (canis lupus). Foi relatada uma
variagdo sazonal no nimero de casos, com maior incidéncia nos meses de verao (setembro a
abril) e pico em novembro (Leschnik et al., 2008). Esta variacdo sazonal também tem sido
descrita na América do Norte, com a maioria dos casos de babesiose ocorrendo entre margo e
outubro. Segundo relatos, a seroprevaléncia de B. canis em galgos do sudeste dos Estados

Unidos é maior do que a da populacéo geral de animais de estimacdo. Na California, até 13%
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dos cées em abrigos de animais sdo seropositivos para B. canis e 3% positivos para B. gibsoni
(Yamane et al., 1994).

2.1.Babesiose Humana
A primeira evidéncia de que os humanos podiam ser infetados por protozoarios de Babesia
spp. foi relatada por Wilson e Chowning em 1908 (Wilson e Chowning, 1979), que
observaram e descreveram inclusdes piriformes intra-eritrocitarias, como as que tinham sido
anteriormente descritas por Smith e Kilbourne, em amostras de sangue de pacientes com a

chamada febre das Montanhas Rochosas. Estes chamaram-lhe de Pyroplasma hominis.

O primeiro caso certo de babesioses em humanos, foi documentado num agricultor Jugoslavo,
submetido a uma esplenectomia, em 1957, cujo agente implicado foi B. divergens (Skrabalo e
Deanovic, 1957). Em 1969 foi detetado um caso de babesiose humana num paciente com o
baco intacto em Nantucket Island, Massachusetts (Western et al., 1970).

Até hé relativamente pouco tempo, verificou-se a existéncia de sete espécies distintas de
Babesia capaz de provocar doenga em humanos (ver Tabela 3) (Gorenflot, 1998; M. J. Homer
et al., 2000; Hildebrandt et al., 2008).

Tabela 3: Espécies de Babesia que podem infetar o Homem. Adaptado de (Schnittger et al., 2012)

Espécie Distribuicéo geografica

B. microti EUA, Japdo, Alemanha, Taiwan
B. venatorum Austria, Italia, Alemanha, Bélgica
B. divergens China, Europa

B. duncani EUA

B. sp. CAl, CA3, CA4 EUA
B. divergens-like EUA (MO1)

B. sp. (ovina) Coreia do Sul

A maioria dos pacientes infetados partilhavam o facto de serem esplenectomizados, o que
constitui um grande fator de risco, assim como a idade avangada e estados imunodeprimidos.

O aumento do ndmero de individuos com virus da imunodeficiéncia humana (VIH)
9



conjuntamente com outros imunocomprometidos pode servir para aumentar 0 nimero de
casos de babesioses em humanos ( Kjemtrup e Conrad, 2000; Haselbarth et al., 2007; Karp e
Auwaerter, 2007).

Os seres humanos, assim como os restantes mamiferos adquirem a doenga através da picada
de ixodideos, podendo também haver transmissao por transfusdo sanguinea (Homer et al.,
2000). Existe também a possibilidade, embora rara, de ocorrer transmisséo transplacentaria,
sendo que até a data apenas dois casos foram documentados, e numa situacdo em que haja
infecdo maternal, se for aplicado tratamento evita-se que haja infecdo do feto (Raucher,
1984).

Os picos de transmissao ocorrem entre 0s meses de maio e setembro e o periodo de incubacao
pode variar de 5 a 33 dias ap0s a picada da carraca (Homer et al., 2000; Haselbarth et al.,
2007).

2.2.Babesiose Canina
Tradicionalmente, a morfologia deste protozoario (merozoitos) dentro dos eritrocitos foi
utilizada como o principal determinante taxondmico. Esta avaliacdo, feita através de
observacao microscopica de um esfregaco sanguineo, pode ser usada para classificar estes
piroplasmas como grandes (Babesia canis), ou pequenas formas (Babesia gibsoni). Mais
tarde, técnicas moleculares permitiram a identificacdo de véarias espécies de Babesia que
podem infetar cdes (Solano-Gallego et al., 2016).

As formas grandes de Babesia spp., anteriormente considerada apenas como B. canis,
atualmente inclui B. canis, Babesia rossi e Babesia vogeli como espécies distintas. A sua
morfologia idéntica levou inicialmente a que B. rossi e B. vogeli fossem considerados
subespécies de B. canis, embora diferencas significativas na sua apresentagéo clinica,
distribuicdo geografica, testes serologicos (IFAT e ELISA) e especificidade vetorial agora nos
levem a considerar o contrario (Zahler, 1998; Carret et al., 1999; Caccio et al., 2002; Irwin,
2009; Solano-Gallego e Baneth, 2011).

Até agora, apenas trés espécies de formas pequenas de Babesia com importancia clinica

foram descritas: B. gibsoni, Babesia conradae e a recente "Babesia vulpes"” (Baneth et al.,

2015) sugerida para a anteriormente conhecida Babesia "Spanish Dog Isolate", Babesia
10
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"microti-like", "Babesia (Theileria) annae" e Babesia cf. Microti, com base nos seus
hospedeiros naturais e numa aparente falta de qualquer fase pré-eritrocitaria de infecéo nos
linfécitos. No entanto, nenhum tipo foi fixado para ambos, "Theileria annae" e "Babesia
vulpes"”, portanto, estas denominac6es devem ser consideradas nomina nuda e portanto,
indisponiveis (Zahler et al., 2000b; Camacho et al., 2001).

2.2.1. Distribuicéo geografica

Ao avaliar a distribuicdo geogréafica desta doenca, Irwin considerou util classificar a
prevaléncia e a incidéncia regional em dois niveis distintos: (i) regifes onde o parasita
especifico estd bem estabelecido, as chamadas zonas endémicas (Figura 3), e clinicamente
reconhecido e (ii) regides onde infe¢cdes autdctones esporadicas ou casos associados a cées
itinerantes foram relatados (Irwin, 2009).
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B Endemic occurrence

ALGERIA TUNISIA

Figura 3: Mapa de distribui¢do de zonas endémicas de babesioses canina (a vermelho) e zonas ndo endémicas
(a verde). Disponivel em: www.cvbd.org
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A distribuicdo geogréfica de infecBes por Babesia spp. é altamente variavel e na sua maioria
dependente da distribuicdo do vetor competente. Para além disso, a prevaléncia de babesiose
varia devido as varias técnicas de diagndéstico utilizadas para detecdo, varia consoante o pais
e/ou populacdo a ser analisada e as espécies de Babesia a serem estudadas (Solano-Gallego e
Baneth, 2011b). Relativamente as formas grandes de Babesia spp., mais especificamente B.
canis, esta tem sido diagnosticada em varios paises do norte, centro e sul da Europa, bem
como B. vogeli (Davitkov et al., 2015). B. rossi, originalmente descrita na Africa do Sul, foi
mais tarde descoberta noutros paises africanos como a Nigéria e 0 Sudao. Quanto as formas
pequenas, isolados de B. microti-like sp. tem sido detetados em cées na Croacia (Beck et al.,
2009), Sérvia (Gabrielli et al., 2015), Suécia (Falkend, 2013), Franca (René-Martellet et al.,
2015) e especialmente na Peninsula Ibérica, mais especificamente a norte de Portugal e
Galiza, em Espanha (Camacho et al., 2001; Garcia, 2006; Simdes et al., 2011; Mir¢ et al.,
2015). Outras espécies como B. conradae e B. gibsoni sdo frequentemente encontradas nos
Estados Unidos e Asia respetivamente, sendo que no caso da B. gibsoni tem sido encontrada

em cdes da raca Pit Bull em paises ndo asiaticos (Zahler et al., 1998; Uilenberg, 2006).

£

B. canis ®
B. vogeli @
B. vulpes ®
B. gibsoni

Figura 4: Mapa de distribuicdo geogrdfica de espécies de Babesia capazes de provocar doenga em cdes na
Europa. Fonte: (Solano-Gallego e Baneth, 2011b).
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No entanto, o mapa de distribui¢do geogréfica destas formas pequenas ainda néo é tao
detalhado uma vez que as descrigdes sdo baseadas em casos clinicos isolados.

O aquecimento global e seu efeito sobre as condi¢Ges climaticas locais € uma das causas
presumiveis de mudancas na distribuicdo temporal e espacial de doencas transmitidas por
vetores (Leschnik, 2008). A extensdo da distribuicdo geogréfica dos vetores e a crescente
incidéncia de doencas transmitidas por vetores estdo intimamente relacionadas com uma
mudanca global no clima e na composic¢ao atmosférica (Randolph, 2004), bem como nas
mudancas na ocupacdo terrestre humana, na globalizacdo do comércio e transporte, na
disseminacdo de espécies exdticas de plantas e animais, salde humana e tecnologia (Sutherst,
2001).

As doencas transmitidas por vetores e 0 risco que representam para 0s animais domeésticos
tem ganho uma crescente atengdo publica nos Ultimos anos. A extensdo de novas areas
endémicas, bem como a maior sensibilidade dos meios de diagnostico e a consciencializagéo

dos proprietarios e veterinarios contribuiu muito para estes desenvolvimentos.

Um estudo levado a cabo por Leschnik em 2000 durante um periodo de 6 anos na Europa
Central demonstrou que a ocorréncia bianual de babesiose canina (ver figura 5), que deve ser
correlacionada com a atividade da forma adulta do D. reticulatus, esta relacionada com as
alteragBes climéticas locais sazonais especificas. Este estudo demonstra o efeito da
temperatura média do ar e do solo, humidade relativa e precipitacdo na ocorréncia de
babesioses canina durante um periodo de 7 anos. Segundo 0 mesmo estudo, outros fatores
como o comprimento do dia e a temperatura do solo pela manha, influenciam a atividade

sazonal do D. reticulatus (Leschnik et al., 2008).
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Figura 5: Distribui¢do sazonal de babesioses canina na Europa Central entre 2000 e 2006. Fonte: (Leschnik et al., 2008)
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3. Transmissao

3.1. Transmisséao vetorial
Os vetores responsaveis pela transmissdo da babesiose canina sdo os ixodideos, pertencentes a
familia Ixodidae, que infetam os cées através da inoculacdo esporozoitos presentes na sua

glandula salivar.

Para ser considerado um vetor ideal é necessario que este apresente uma elevada taxa
reprodutiva, boa capacidade de sobrevivéncia, capacidade de se adaptar a diferentes habitats e
ainda uma apresentar uma grande gama de hospedeiros e de agentes patogénicos que pode

transmitir.

No caso da B. canis, o principal vetor € o Dermacentor reticulatus. A elevada adaptabilidade
desta espéecie é comprovada pela grande area em que esta espécie se estabeleceu,
nomeadamente em muitos dos paises da Europa, preferindo climas frios e himidos (Petney et
al., 2015). As formas adultas parasitam normalmente em cées enquanto que as formas jovens
imaturas alimentam-se em roedores selvagens (Rubel et al., 2014). Os adultos tornam-se mais
ativos durante os meses de inverno, com picos em Setembro/Outubro e Abril, caso a estacao
ndo seja muito agressiva, sendo menos abundantes durante a estacdo quente (FOldvari e
Farkas, 2005; Duscher et al., 2013). A sua ativacéo relativamente adiantada, apés o periodo
de hibernacdo no inverno, esta associada a sua capacidade de suportar baixas temperaturas,
resultando numa vantagem evolutiva relativamente a outros ixodideos (Sonenshine, 1991).
Embora alguns autores se refiram a estes vetores como tendo habitats restritos, verificou-se
que estes possuem em leque muito diversificado de locais que podem habitar tais como
prados, florestas de carvalhos, clareiras, bacias hidrogréaficas, terrenos pantanosos, margens de

rios, areas suburbanas e zonas costeiras (Jongejan et al., 2015; Mierzejewska, 2015).

Relativamente a B. vogeli, esta é principalmente transmitida por Ripicephalus sanguineus,
gue é muito abundante em areas mediterranicas, bem adaptado a climas temperados, podendo
também tolerar regides mais frias da Europa central (Hansford et al., 2014). A sua habilidade
para sobreviver em ambientes fechados vem complicar a determinacéo das suas areas na

natureza (Dantas-Torres, 2010).
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No caso da B. rossi, esta apenas se encontra até a0 momento restrita no continente africano e é
transmitida por Haemophysalis elliptica também denominada de H. leachi (Solano-Gallego e
Baneth, 2011b).

Figura 6: Principais vetores de babesiose canina na europa. A esquerda uma vista dorsal de uma fémea de Dermacentor
reticulatus, e a direita uma vista dorsal de uma fémea de Ripicephalus sanguineus. (fonte: Online Photographic Guide to
Ticks, Bristol University tick ID).

Os ixodideos da espécie Ripicephalus sanguineus sdo potenciais vetores de B. gibsoni em
territério europeu enquanto que, em territdrio asiatico, o vetor responsavel pela sua

transmissao é Haemophysalis longicornis (Hatta et al., 2013; Iwakami et al., 2014).

O ciclo de vida de B. microti-like é ainda um pouco desconhecido, mas a espécie Ixodes
hexagonus sido implicada como o seu potencial vetor (Camacho et al., 2003; Mir0 et al.,
2015). Este vetor parasita principalmente carnivoros selvagens como raposas. Esta espécie
juntamente com uma espécie relacionada, o I. canisuga, esta presente em todas as areas onde
estes animais sdo abundantes, incluindo onde B. microti-like ainda estd um pouco por
descrever, o que deixa alguma ambiguidade em relacdo a sua transmissdo (Harris e
Thompson, 2009; Najm et al., 2014).
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3.1.1. Ciclo de vida

Os parasitas do Filo Apicomplexa passam geralmente por 3 fases de reproducao:

gametogonia, esporogonia e merogonia ou esquizogonia (Kakoma, 1993). Este ciclo de vida

pode ser dividido em duas partes distintas: os fenOmenos que ocorrem no vetor e 0s

fendmenos que ocorrem no hospedeiro vertebrado.

No vetor: os parasitas sdo primeiramente detetados no vetor cerca de 10 horas depois
que este comeca a sua refeicdo no hospedeiro infetado. Passadas 46 a 60 horas, alguns
destes organismos (gametdcitos) comecam a desenvolver-se e surgem novos
organelos. O desenvolvimento mais notavel é o de uma estrutura em forma de seta, na
extremidade anterior do parasita, chamada de corpo ciliar (Koch, 1906). Estas
estruturas estardo provavelmente envolvidas na fusdo dos gadmetas (Rudzinska, 1983).
Passadas aproximadamente 80 horas de o0 vetor se comecar a alimentar, o zigoto
resultante desta fusdo utiliza essa estrutura para penetrar nas células epiteliais do
intestino da carraca, deslocando-se para a glandula salivar através da hemolinfa
(Rudzinska, 1983). Depois de estes zigotos entrarem na hemolinfa, estes podem
invadir outros tipos de células, como por exemplo os ovarios, podendo assim ser
transmitidos transovaricamente.

O desenvolvimento de esporozoitos dentro da glandula salivar pode ser dividido em 3
fases. Primeiro o parasita expande a célula hospedeira hipertrofiada, formando um
esporoblasto multinucleado da qual os esporozoitos vao sair (Karakashian et al.,
1983). O segundo passo comecga quanto o vetor se comega a alimentar novamente,
quando os organelos especializados dos futuros esporozoitos se desenvolvem. O
terceiro e Gltimo passo consiste na formacao dos esporozoitos maduros por gemulagéo
(Karakashian et al., 1983). A eficiéncia da transmissdo dos esporozoitos pelo vetor ao
seu hospedeiro deve-se principalmente a saliva da carraga que facilita a infecdo devido

as suas propriedades anti-inflamatdrias e imunossupressoras (Ribeiro, 1987).
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Figura 7: Ciclo de vida de Babesia spp. Fonte: https.//veteriankey.com/babesiosis/

No hospedeiro vertebrado: Uma vez no hospedeiro, 0s esporozoitos (merozoitos)

tendem a infetar os eritrdcitos por invaginacdo formando um vacuolo parasitoforo. A

membrana deste vacutolo vai-se desintegrando e o parasita fica com a forma

caracteristica de um piroplasma (Maria A Rudzinska et al. 1976). Dentro dos

eritrocitos do hospedeiro, a maioria dos trofozoitos passa a merozoitos e divide-se por

fissdo binaria. Este tipo de reproducdo assexuada aumenta o numero de merozoitos

que provocam lise celular, libertando-os para que estes infetem outros eritrocitos.

Alguns trofozoitos podem no entanto tornar-se gametacitos, Estes trofozoitos ndo se

reproduzem, aumentando apenas em tamanho. Quanto estes estiverem novamente no

intestino do ixodideo, estes gametdcitos vao-se desenvolver em gametas antes de

deixar os eritrécitos dentro do intestino da carraca (Rudzinska, 1976; M A Rudzinska,

1979).
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3.2. Transmissdo néo vetorial
E certo que a forma mais comum de transmisso de Babesia spp. entre animais € através da
inoculacdo do agente por picada de carraca. No entanto tem-se comprovado, através de

estudos realizados, a existéncia de outros meios de transmisséo desta doenga.

O caso mais reconhecido é o da B. gibsoni, que foi demonstrado poder ser transmitida via
transfusdo sanguinea, por material contaminado ou por transmisséao vertical (transplacentéria)
(Stegeman, 2003;Fukumoto, 2005). Outros estudos tém verificado a transmissao desta mesma
espécie entre cdes através de mordeduras (lutas de cées), saliva e ainda ingestdo do sangue
(Birkenheuer, 2005; Yeagley et al., 2009).

Embora B. gibsoni possa infetar qualquer céo, existe uma elevada prevaléncia de infecdo em
racas de cdes como o Pit Bull Terrier e o Tosa, utilizadas em lutas (Lee et al., 2009; Miyama
et al., 2005). Como o Sudeste Asiatico representa uma area endémica, as picadas de carracas
parecem ser 0 modo de transmissd@o mais comum, onde a infecdo é igualmente observada em
ragas de cées que lutam e ndo lutam. Em contraste, a infegéo por B. gibsoni nos EUA e na
Australia é encontrada principalmente em Pit Bull Terriers (Yeagley et al., 2009; Adam J
Birkenheuer et al., 2015).

A primeira evidéncia de uma possivel transmissdo vertical foi documentada nos casos de B.
canis, na Polonia (Adaszek et al., 2016) em que foi diagnosticada babesiose durante o periodo
de gestacdo na cadela e 8 a 9 semanas p0s-parto os cachorros comecaram a apresentar
sintomas da doenca, e em casos de B. microti-like, em Portugal em que ambos 0s progenitores
foram diagnosticados com a doenca, e 0 cachorro sem nunca ter saido do pais e sem estar
aparentemente infestado com carracas apresentava sintomas semelhantes (Simdes et al.,
2011).

4. Patogénese e ManifestacOes clinicas

4.1.Patogénese
A gravidade da babesiose em cdes pode variar de uma infecdo subclinica, desenvolvimento de
anemia leve, até a uma faléncia generalizada de 6rgdos e morte (Kraje, 2001). A vasta gama
de manifestacdes clinicas depende muito das especies de Babesia em causa e outros fatores

que afetam a gravidade da doenga, incluindo idade e estado imunoldgico do hospedeiro,
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esplenectomia, infecdo ou doenca concomitante e resposta a infecéo (P. J. Irwin, 2009;
Solano-Gallego e Baneth, 2011a)

A anemia hemolitica e o sindrome de resposta inflamatdria sistémica (SRIS) que conduz ao
sindrome de disfuncdo multipla representam a maioria dos sinais clinicos observados na
babesiose canina (Taboada e Lobetti, 2006). No geral, as espécies de Babesia causam uma
anemia hemolitica multifatorial que € a manifestacéo clinica predominante e que induz uma
série de respostas imunitarias que podem ter uma influéncia muito grande (Ayoob et al.,
2010). Esta anemia hemolitica pode ocorrer devido a lise direta dos eritrocitos pela replicagdo
dos parasitas intracelulares que causam uma combinacao de hemélise intravascular e
extravascular. No entanto, varios mecanismos estdo envolvidos com a destruicao dos
eritrocitos, como por exemplo a ligacdo de anticorpos a superficie celular, a ativacéo do
complemento (Adachi et al., 1995; Carli et al., 2009), producdo de fatores hemoliticos séricos
(Onishi et al., 1990), dano oxidativo dos eritrdcitos, aumento da fagocitose dos glébulos

vermelhos e aumento da sua fragilidade osmética e aparecimento de esferdcitos.

Tanto os fatores humorais como os celulares estdo envolvidos na imunidade contra a infegéo
por babesiose. Quando ocorre a picada pelo vetor, os esporozoitos sdo livres no plasma da
corrente sanguinea durante um curto periodo de tempo. Nesta fase, 0s anticorpos
(imunoglobulinas G [IgG]) podem prevenir a infecdo através da ligacdo e neutralizacao de

esporozoitos antes de conseguirem invadir os eritrocitos (Homer et al., 2000).

Uma nova fase comeca quando os esporozoitos de Babesia invadem os eritrocitos. E durante
esta fase de progressdo que a parasitemia aumenta e podendo ocorrer a fase aguda da doenca.
As células do sistema imunitério inato sdo responsaveis pelo controlo da taxa de crescimento
do parasita e, portanto, da extenséo da parasitemia. Na auséncia de macréfagos e células NK,
a parasitemia desenvolve-se a uma velocidade mais elevada. A inibicdo é provavelmente
realizada pela producgdo de mediadores inflamatorios: interferdo gama (IFN-y) produzido por
células NK e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), 6xido nitrico (NO) e radicais livres de
oxigénio (RLO) produzidos por macrofagos (Homer et al., 2000).
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Cerca de 10 dias ap0s a infecdo os niveis de parasitemia comegam a decrescer. Este
decréscimo deve-se ao facto de os piroplasmas de Babesia se degenerarem dentro dos
eritrocitos e por haver depuracéo por parte do baco. A infecéo entra entdo na fase de
resolucdo. Para que ocorra morte intra-eritrocitaria dos parasitas nesta fase de resolucéo, é
necessario o envolvimento de linfocitos T (CD4+), mais especificamente os produtores de
IFN-y, uma vez que foi proposto que este esteja relacionado com a degradagao do parasita

dentro do eritrocito (Homer et al., 2000).
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Figura 8: Resposta imunitdria em infe¢des por Babesia spp. Adaptado de (M. J. Homer et al., 2000).

A hipoxia tecidual existente nos casos de babesiose, é provavelmente uma das maiores causas
de libertacdo de citoquinas, radicais livres de oxigénio, 0xido nitrico entre outros mediadores
inflamatorios. Estes fatores levam a uma reagdo generalizada pelo hospedeiro (SRIS) que é

responsavel pelo envolvimento maltiplo de 6rgéos vitais (MODS) (Jacobson e Clark, 1994).
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4.2.Manifestacoes clinicas
Existem sinais clinicos e outras anormalidades clinico-patoldgicas que sdo comuns a todas as
espeécies de Babesia. Os sinais clinicos frequentemente associados a babesiose canina sao
apatia, fraqueza, anorexia, mucosas palidas e uma condi¢do corporal fraca. Todas as espécies
de Babesia podem provocar febre, esplenomegalia e adenomegalia, anemia, trombocitopenia,
ictericia e pigmenturia. Embora a trombocitopenia seja frequentemente detetada, a presenca
de petéquias ou equimoses ndo é assim tdo comum. A trombocitopenia, quando presente,
varia de leve a grave, assim como a anemia (P. J. Irwin, 2009; Solano-Gallego e Baneth,
2011a).

Muitos cdes podem apresentar outros sinais clinicos que ndo estdo diretamente relacionados a
hemolise provocada pelos piroplasmas, mas que demonstram o envolvimento de outros

orgaos (Jacobson, 2006).

Tem vindo a verificar-se que diferentes Babesia spp. podem resultar em diferentes
parasitémias devido a diferencgas na gravidade da doenca. B. vogeli é a espécie menos
virulenta e, embora possa causar doenca clinica devido a anemia grave em cachorros,
geralmente causa infecdes subclinicas com baixa parasitemia em cdes adultos. A falta de
viruléncia pode ser devido a sua longa associacdo com o cdo domeéstico (Irwin e Hutchinson,
1991; Penzhorn, 2011). B. rossi € a espécie mais virulenta, geralmente causando anemia
hemolitica marcada que muitas vezes € associada a complicacBes (Apanaskevich, 2007). B.
canis so causa sinais clinicos leves que podem incluir anorexia, depressdo, febre, ictericia,
anemia e trombocitopenia (Boozer e Macintire, 2003; Inokuma et al., 2004). B. gibsoni é
moderadamente patogénico, embora complica¢des ndo sejam comuns (Irwin, 2009). B.
Conradae é considerado mais patogénica causando maior parasitémia, anemias mais
pronunciadas e maior mortalidade (Kjemtrup, 2006). B. microti-like causa anemia grave e

trombocitopenia com azotemia também sendo comum (Camacho et al., 2003).

A babesiose canina pode ser ainda clinicamente classificada como ndo complicada ou
complicada (Jacobson e Swan, 1995). Os sinais tipicos de babesiose ndo complicada sdo
hemolise aguda, febre, anorexia, depressao, mucosas palidas, esplenomegélia e pulso em
colapso. A babesiose ndo complicada é ainda dividida em leve, moderada ou grave,
dependendo da gravidade da anemia (Jacobson e Swan, 1995). A forma leve pode evoluir

para uma forma mais grave nao complicada, na qual a anemia pode tornar-se fatal, podendo-
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se apresentar um hematdcrito abaixo de 15%, chegando por vezes a 5%. A babesiose
complicada envolve manifestagdes clinicas que ndo estdo relacionadas com a doenca
hemolitica. As complicacdes frequentemente encontradas sdo insuficiéncia renal aguda (IRA),
babesiose cerebral, coagulopatia, ictericia e hepatopatia, anemia hemolitica imunomediada
(AHIM), sindrome de stresse agudo respiratorio (SSAR), hemoconcentracao, hipotenséo,
disfuncéo cardiaca, pancreatite e choque. As complicagdes raras incluem disturbios
gastrointestinais, mialgia, envolvimento ocular, sinais respiratorios superiores, necrose das
extremidades, acumulacéo de liquido e doenca crénica (Jacobson e Clark, 1994; Reyers et al.,
1998; Welzl, 2001).

4.2.1. Insuficiéncia Renal Aguda (IRA)

A falha renal aguda é uma complicacdo incomum da babesiose canina, na qual os cées
apresentam geralmente oliguria ou andria. Em alguns casos, a babesiose pode despoletar uma
doenca renal subjacente e pré-existente. A evidéncia de dano renal é refletida na analise de
urina pela presenca de proteindria, calculos e células epiteliais tubulares renais. A ocorréncia
de danos a nivel renal é comum na forma complicada e ndo complicada da doenca, mas ndo
causa necessariamente insuficiéncia renal. A observacao de niveis séricos de ureia elevados,
isoladamente, ndo é um indicador fiavel de insuficiéncia renal, isto porque, porque um
aumento desproporcional na uréia, comparativamente aos niveis de creatinina, tem sido
relacionado com a lise dos eritrécitos. A insuficiéncia renal € diagnosticada por avaliacdo
continua do volume de urina, analise de urina e grau de azotémia (Lobetti e Jacobson, 2001).
Na necropsia, 0s rins encontram-se aumentados e de cor escura, com a urina a apresentar uma
cor avermelhada. Microscépicamente, as células epiteliais tubulares renais estdo aumentadas
contendo hemoglobina e pequenas vacuolos. A necrose pode ser evidente em casos graves
(Maegraith et al., 1957). Estas lesdes morfoldgicas foram atribuidas a hipoxia anémica
resultante da destruicéo de eritrocitos. No entanto, em casos de babesiose complicada com
creatinina elevada, o valor do hematdcrito é significativamente mais elevado, tornando a
hipovolémia uma causa mais provavel do que a anemia para insuficiéncia renal na babesiose

canina (Lobetti e Jacobson, 2001).
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4.2.2. Babesiose Cerebral

N&o sendo muito comum, a babesiose cerebral traz um mau progndstico e € causada por
danos a nivel endotelial com necrose microvascular subsequente, edema perivascular e
hemorragia (Jacobson, 2006). A babesiose cerebral notifica a presenca simultanea de varios
sinais neuroldgicos. O aparecimento € repentino com uma combinacédo de sinais como
incoordenacao, paresia dos membros posteriores, tremores musculares, nistagmo, anisocoria,
perda intermitente de consciéncia, convulsdes, estupor, coma, agressividade, vocalizagdes e
movimentos de “paddling”. A taxa de progressao € rapida, tornando-se tetraplégico dentro de
algumas horas apds a apresentacao da ataxia dos membros posteriores A nivel
histopatoldgico, o cérebro pode apresentar congestao, hemorragia macroscopica e
microscopica, sequestro de eritrécitos parasitados nos capilares e uma camada de células
parasitadas junto ao endotélio. O dltimo implica que as células parasitadas aderem ao
endotélio, embora ndo tenha sido identificado um mecanismo de aderéncia, € especulado que
existem recetores na superficie endotelial que facilitam a aderéncia (Jacobson, 1994; Jacobson
e Clark, 1994).

4.2.3. Sindrome de stresse agudo respiratorio (SSAR)

O SSAR é uma complicacdo grave da babesiose. As indicac@es clinicas sdo um aumento
subito na taxa respiratoria, dispneia, tosse himida e secrecdo nasal espumosa (com epistaxis).
Uma analise aos gases sanguineos pode confirmar hipoxemia. O diagnostico de SSAR baseia-
se na presenca de infiltrados pulmonares difusos em radiografias toracicas e hipoxemia,
dependendo também do reconhecimento dos fatores de risco, da radiografia toracica e da
excluséo de outras causas de edema pulmonar. Este sindrome é caracterizado por uma PaO-
<60 mmHg, um gradiente de oxigénio alveolar para arterial> 15 mmHg e por uma dispneia
marcada. E responsavel por uma elevada taxa de mortalidade nos casos de babesiose
complicada (Jacobson e Clark, 1994; Welzl, 2001).
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4.2.4. Hepatopatia

Esta é uma complicacéo da babesiose evidenciada por bilirrubinemia, pigmentdria e ictericia,
um sinal raramente visto em cées com apenas hemolise. A ictericia pode ocorrer em casos
avancados. Além disso, a hipocalémia encontra-se frequentemente presente. No entanto, a
possibilidade de comprometimento hepatico deve ser sempre considerada. O grau de
comprometimento funcional, dano hepatocelular e estase biliar relacionam-se com o grau de
ictericia observada. Em alguns casos de babesiose, a ocorréncia de ictericia, enzimas
hepaticas elevadas e acidos biliares elevados, € indicativa de uma falha hepatica. A ictericia
ndo parece apenas ser devido a hemolise ou obstrucdo pos-hepatica. As alteracdes
histopatol6gicas geralmente associadas a ictericia incluem lesdes difusas e peri-portais,
enquanto cées ictéricos devido a babesiose apresentam les&o centrolobular. E possivel, no
entanto, que o figado tenha uma lesdo difusa leve a moderada que seja insuficiente para
causar alteracGes histopatoldgicas, mas grave o suficiente para causar uma mudanca funcional
(Jacobson e Clark, 1994; Koster et al., 2015).

4.2.5. Anemia Hemolitica Imunomediada (AHIM)

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) é causada pela destruicdo imunomediada dos
eritrocitos e resulta em uma diminuicdo acentuada do volume globular. Esta pode ocorrer
como um evento idiopatico (primaria) ou ser secundaria a uma variedade de desordens

infeciosas, neopléasicas entre outras (Balch e Mackin, 2007).

Os sinais clinicos frequentemente encontrados incluem fraqueza, intolerancia ao exercicio,
apatia, anorexia, taquipneia, dispneia, vomito, diarreia e ocasionalmente polidria e polidipsia.
Ao exame fisico pode-se verificar a presenca de mucosas palidas, taquipneia, esplenomegalia,
hepatomegalia, febre e linfoadenomegalia, podendo também se verificar ictericia (Reimer et
al., 1999).

Né&o ha achados patognomanicos para a AHIM, mas sabe-se que anemia com volume globular
inferior a 25%, presenca de hemoglobinuria e/ou bilirrubindria, reticulocitose, auto-
aglutinacdo, esferdcitos e teste de Coombs positivo. A principal caracteristica da AHIM
associada a babesiose é a hemolise em curso, apesar do tratamento anti protozoario bem

sucedido. Casos ndo complicados, bem como casos complicados com AHIM sdo Coombs
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positivos, pois a membrana de eritrocitos € marcada com o complemento e as

imunoglobulinas (Scott-Moncrieff, 2001).

Figura 9: Animal com marcada ictericia evidente pela coloragdo das mucosas, caracteristico de anemias
hemoliticas. Disponivel em: https://www.expertoanimal.com

4.2.6. Disfuncéo cardiaca

A disfuncéo cardiaca na babesiose canina tem sido tradicionalmente considerada como uma
complicagdo rara, com a maioria das lesGes relatadas como achados acidentais no exame post
mortem. As lesGes cardiacas macroscopicas que foram relatadas incluem derrame pericardico
e hemorragia pericardica, epicardica e endocérdica, que geralmente envolvem uma ou mais
camaras, sendo o ventriculo esquerdo mais frequentemente afetado. As alteracdes
documentadas da histopatologia cardiaca sdo hemorragia, necrose, inflamagéo e micro
trombos de fibrina no miocardio bem como a presencga da microvasculatura cardiaca
congestiva e dilatada contendo eritrocitos infetados e formas parasitarias livres. Sdo também
detetados elevados niveis de troponina (Lobetti e Dvir, 2012), o que indica existéncia de lesdo
miocéardica. As lesdes podem ser multifocais, mas geralmente sdo limitadas a uma &rea dentro
do miocardio (Dvir et al., 2004).

Um estudo levado a cabo por Eran Dvir demonstrou a presenca de alteracdes
eletrocardiogréaficas que ndo tinham sido antes verificadas. Os varios acontecimentos

descritos na babesiose canina como a anemia, hipotensdo, hipocalémia e hipercalémia,
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acidose metabdlica, hipoxemia e urémia, podem estar na origem do aparecimento destas
alteracdes no ECG (Feldman e Ettinger, 1977; P. Irwin e Hutchinson, 1991; L S Jacobson e
Clark, 1994; L S Jacobson et al., 2000; Leisewitz et al., 1996). Neste estudo as alteracfes que
mais se verificaram foram o bloqueio do nédulo sinoatrial e 0s complexos prematuros

ventriculares (CPV).

Figura 10: Eletrocardiograma (derivagdo I, 50 mm/s, 1cm/1mV) de uma fémea com 4 anos de idade com bloqueio sinoatrial
(A) e complexo prematuro ventricular (B). Adaptado de: (Dvir et al., 2004).

Estas representam arritmias ndo especificas que tém sido descritas em miocardites, enfartes do
miocardio e isquémia, condicdes sépticas, anemia e desequilibrios eletroliticos e acido-base.
Todas estas condi¢cdes tém-se verificado em casos de babesiose canina, ndo sendo por isso
surpresa que se detetem CPV durante o estudo (Driehuys, 1998; Feldman e Ettinger, 1977,
Muir, 1982).

4.2.7. Pancreatite

Os distarbios gastrointestinais geralmente foram considerados uma complicacdo rara da
babesiose, no entanto, a etiologia dos distdrbios gastrointestinais relatados pode ter sido
pancreatite aguda. A inflamacao do pancreas pode se estender ao estdbmago adjacente,
duodeno e cdlon ascendente e transverso, representando os sinais clinicos gastrointestinais
observados na pancreatite aguda. As anormalidades do sistema digestivo relatadas como uma
complicacgdo da babesiose canina incluiram vémitos, diarreia, dor abdominal, melena,
hematémese, efusdo abdominal, gastrite e enterite. Este novo desenvolvimento de pancreatite

aguda como sequela de babesiose canina influencia os regimes de tratamento dos cées
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afetados, incorre em custos de tratamento adicionais, resulta em hospitaliza¢do prolongada e
piora o prognostico do paciente (Mohr et al., 2000).

4.2.8. Hemoconcentracao (“red biliary syndrome”)

O fendbmeno de hemdlise intravascular grave combinada com a hemoconcentracdo constitui
um sindrome denominado "sindrome das vias vermelhas". As caracteristicas clinicas séo
mucosas congestionadas, hemoglobinémia visivel (ou hemoglobindria) e hematdcrito (Ht)
alto ou normal (Ht> 0.47 L/L). A hemoconcentracdo tem sido associada a outras
complicacdes, como a babesiose cerebral, coagulacao intravascular disseminada (CID), IRA e
SSRA. Em cées com babesiose, a hemoconcentracdo pode ser causada por reducdo no volume
de sangue devido a deslocacdo do liquido do compartimento vascular para o compartimento
extravascular. Como as concentragdes de proteina plasmatica permanecem normais, o plasma
em vez de filtrado é deslocado da vasculatura. O aumento da permeabilidade capilar que
ocorre com SIRS pode desempenhar um papel importante na patogénese (L S Jacobson e
Clark, 1994; Welzl et al., 2001).

4.2.9. Choque

Cées com babesiose grave e complicada sdo frequentemente apresentados em estado de
colapso e choque clinico. Varios mecanismos foram propostos que poderiam levar ao
desenvolvimento de choque séptico na babesiose. O primeiro mecanismo esta relacionado ao
proprio parasita. A associacdo entre um nivel mais alto de parasitemia e choque levanta a
questdo de saber se os dois estdo relacionados causalmente. No entanto, é improvavel que a
parasitemia grave seja o unico fator a despoletar o colapso, especialmente porque alguns cées
com baixos niveis de parasitemia sdo conhecidos por desenvolver chogque (Bohm et al., 2006).
O segundo mecanismo proposto é a anemia e anoxia tecidual que é causada pela lise de
eritrocitos (Jacobson e Clark, 1994). No entanto, Reyers et al., 1998 relataram no seu estudo
gue a maior taxa de mortalidade foi no grupo de cdes sem anemia, enquanto a menor taxa de
mortalidade ocorreu em cées gravemente anémicos. Este resultado sugere que a lise dos

eritrocitos ndo é a provavel causa do choque séptico. O ultimo mecanismo envolve uma
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resposta inflamatéria excessiva do hospedeiro ao parasita, causada pela superproducao de
mediadores inflamatorios como parte da reacéo de fase aguda (Jacobson e Clark, 1994; Lin &
Shaio, 1998; Matijatko et al., 2007; Krause et al., 2017).

O choque parasitério, assim como o choque endotdxico, pode passar por uma fase
hiperdindmica seguida de uma fase hipotensiva. Mostrou-se que a hipotensao ocorre
frequentemente na babesiose e que a presenca e a gravidade da hipotensdo aumentam com o
aumento da gravidade da doenca. A presenca de hipotensdo numa grande proporc¢éo de cées
com babesiose complicada é consistente com a hipdtese de que os mecanismos inflamatérios
s&o o principal papel nesta doenca e podem resultar em choque séptico. E provavel que a
hipotensdo na babesiose seja uma combinacédo de vasodilatacédo, reducdo do volume vascular
devido ao aumento da permeabilidade vascular e / ou desidratacdo e depressdo miocardica. A
hipotensdo pode desempenhar um importante papel na fisiopatologia da doenga, como tem
sido proposto o facto de facilitar o sequestro de parasitas (Bone et al., 1992).

5. Alteracdes hematoldgicas e Laboratoriais

Para além dos sinais clinicos facilmente reconhecidos no exame fisico na babesiose canina
existem outros parametros que contribuem para a caracterizacao desta doenga. As alteracdes
hematoldgicas foram examinadas ao longo de varios estudos, uma vez que o parasita tem
como principal alvo os eritrcitos. Apos a infecdo, ocorre geralmente uma anemia
regenerativa normocitica e normocrémica leve a moderada devido & hemdlise, que inclui
anisocitose, policromasia, reticulocitose e normoblastémia (Kettner et al., 2003; Furlanello et
al., 2005). Outros achados hematoldgicos podem incluir esferocitose, em casos de anemia
hemolitica mediada secundaria e neutrofilia a esquerda, devido a marcada resposta
inflamatoria sistémica, podendo no entanto encontrarem-se normais ou diminuidos. A
hemoconcentracdo é um indicador de mau prognostico, tal como cées com hematocrito
elevado ou hematdcrito dentro do intervalo de referéncia, mas com um valor inadequado para
o grau de hemolise evidente. A trombocitopenia é um achado consistente e geralmente € grave
na fase aguda da infe¢do, mas normalmente a contagem de plaquetas aumenta com uma
semana de tratamento. Dependo da espécie implicada, as alteracdes laboratoriais podem variar
como é possivel de ver na tabela 4 ( Reyers et al., 1998; Furlanello et al., 2005; Mathé, V6ros

et al., 2006; T. P. M. Schetters et al., 2009). Outras altera¢des incluem o aumento de enzimas
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hepaticas, como ALP, ALT e AST, maioritariamente em pacientes com ictericia marcada,

refletindo assim a hepatopatia concomitante. O potassio serico geralmente € baixo,

especialmente em animais ictéricos. As concentracdes séricas de bilirrubina sdo elevadas,

compativeis com o grau e rapidez do inicio da anemia e a gravidade da hepatopatia que

acompanha. A azotémia esta presente em muitos casos desidratados e naqueles com

insuficiéncia renal aguda (Lobetti e Jacobson, 2001). A ureia encontra-se frequentemente

aumentada desproporcionalmente para a creatinina (Scally et al., 2006). Na analise de urina

pode verificar-se bilirrubinaria, hemoglobindria, proteindria, células epiteliais tubulares renais

e alguns cristais. Os desequilibrios &cido-base sdo comuns com acidose metabdlica (devido ao

aumento do lactato e aumento da concentracdo de cloro), sendo que a alcalose respiratoria é

mais comum (Leisewitz et al., 2001).

Tabela 4: Principais alteragbes laboratoriais provocadas pelas vdrias espécies de Babesia. Adaptado de (Solano-Gallego e Baneth,

2011b).

Historial

Severidade da doenca

Alteragbes
hematologicas e
laboratoriais

B. canis

Cdes jovens, adultos, cdes de
caca e pastores ou que vivem
no exterior

Maoderada a grave

Trombocitopénia, ligeira a
moderada anemia nao
regenerativa normocitica e
normocrémica, anemia
regenerativa ndo € frequente,
leucopénia com neutropénia
e/ou linfopénia,
hipoalbuminémia, aumento
das enzimas hepaticas (ALT,
AST, ALP), hipocalémia,
hiponatrémia e hiperclorémia,
hiperlactémia,
hiperfosfatémia,
hipertriglicémia, hipoglicémia,
azotémia pré-renal e renal,
bilirrubinémia, pigmentdria e
bilirrubindria

6. Diagnostico

B. vogeli
Cachorros ou ces adultos

com doengas concomitantes

Ligeira a moderada

Anemia hemelitica

imunomediada regenerativa,

anemia ndo regenerativa,
leucocitose, leucopénia e
trambocitopénia

B. rossi

C3es jovens e adultos

Maderada a grave

Ngo complicada: anemia
ligeira a moderada,
trombocitopénia, leucocitose,
pigmenturia, bilirrubinémia e
bilirrubintria. Complicada:
Acidose metabdlica e alcalose
respiratoria, azotémia renal,
anemia hemolitica
imunomediada, hipoglicémia e
hiperlactémia

B. gibsoni B. microti-like

C3es jovens, adultos, cdes de
guarda, caca ou que vivem no
exterior

Frequente em cdes de luta

Maderada a grave Moderada a grave

Anemia hemolitica

regenerativa, por vezes anemia

hemolitica imunomediada, Anemia regenerativa
trombocitopénia, pigmentlria, moderada a grave,
bilirrubinémia e trombocitopénia, azotémia,
bilirrubinuria, neutropéniae proteindria, cilindriria e
leucocitose, hipoalbuminémia, hiperglobulinémia
azotémia e aumento das

enzimas hepaticas [ALT, ALP)

O diagndstico de babesiose deve envolver um historico descritivo completo do animal que

inclua manifestac@es clinicas, historica de viagens a areas endémicas da doenca, exposicao a

picadas de carraca, esplenectomia e transfuséo de sangue recente. Uma vez que 0s sinais

29



clinicos da doenca podem ser relativamente ndo especificos, um teste de laboratorial é
essencial para estabelecer um diagndstico correto. O método de diagndstico primario consiste
na detecdo microscopica de parasitas com a observacdo de um esfregago sanguineo, bem
como a avaliacdo sorologica com testes de imunofluorescéncia indireta de anticorpos (IFAT)
e, possivelmente, PCR (Chisholm, 1978; Persing et al., 1992).

6.1.Métodos de detecdo microscopica
O exame de esfregaco de sangue é uma ferramenta de diagnostico Util para a babesiose clinica
em cdes. No entanto, a sensibilidade deste método é menor do que a de diagnostico molecular
ao auxiliar o veterinario a fazer um diagnostico positivo, sendo que é bastante dependente da
espécie que infecta o cdo, uma vez que umas sao mais facilmente visiveis que outras (Solano-
Gallego e Baneth, 2011b). A observacéao do esfregaco de sangue deve, portanto, ser uma
ferramenta de diagndstico de "primeiro passo”. Além disso, para identificar as espécies de
piroplasma, a observacdo morfoldgica é insuficiente, e técnicas moleculares como 0 método
de PCR sao necessarias (Bohm et al., 2006; P. J. Irwin, 2009).

Este método € altamente especifico e pode ser usado para diagnosticar a maioria dos cées
doentes infetados pelos piroplasmas grandes de Babesia (por exemplo, B. canis). Os pequenos
piroplasmas (B. gibsoni, B. microti-like sp.) sdo dificeis de observar por microscopia 6tica,
que tem sensibilidade relativamente pobre a moderada, sendo necessaria alguma experiéncia
(Miré et al., 2015). A observacdo de merozoitos (piroplasmas) intraeritrocitarios
emparelhados é indicativa de infe¢do, mas existem outras fases parasitarias do parasita, que
apresentam diferentes formas e tamanhos, dependendo da espécie (trofozoitos), e estes tornam
sua detecdo dificil e demorada (Potgieter e Els, 1977).
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Figura 11: Trofozoitos de B. gibsoni (A), piroplasmas de B. canis (B) e formas extraeritrocitdrias de B. canis (C). Adaptado de
Shah, 2011.
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A microscopia continua a ser o teste de diagndstico mais simples e acessivel para a maioria
dos veterinarios e, durante as infecGes agudas, a microscopia é razoavelmente sensivel a
detecdo de parasitas intraeritrocitarios nos esfregacos de sangue corados de Giemsa, Wright
ou Diff-Quick. A diferenciacdo entre formas grandes e pequenas também € relativamente
simples. Além disso, a microscopia ainda é a Unica opcéo viavel disponivel para veterinarios
em muitas partes do mundo em desenvolvimento, onde a babesiose é endémica. Com as
formas grandes de Babesia, a amostragem de recolhida de capilares periféricos (orelha) ou o
exame de células do buffy-coat de um tubo de hematdcrito pode melhorar a probabilidade de

encontrar parasitas (Boéhm et al., 2006; P. Irwin e Hutchinson, 1991).

6.2.Métodos serologicos
Os testes soroldgicos que podem ser utilizados séo técnicas quantitativas, como a
imunofluorescéncia indireta (IFAT), ou 0 ensaio de imunoenzimatico (ELISA). Uma das
vantagens da IFAT ou ELISA é que estes testes permitem-nos determinar os niveis de
anticorpos e, portanto, estabelecer se estes sdo altos ou baixos. Por esta razéo, é importante
enviar as amostras para um laboratdrio que use técnicas seroldgicas quantitativas (Sainz et al.,
2015). As técnicas rapidas ainda nao estdo comercialmente disponiveis para a detecdo de
anticorpos anti-Babesia para o contexto clinico e oferecerdo apenas um resultado positivo ou
negativo, sem fornecer um titulo de anticorpos. Além disso, as técnicas quantitativas sao

geralmente mais sensiveis e especificas do que técnicas rapidas (Fukumoto et al., 2004)

A interpretacdo de um resultado positivo é complicada pela reatividade cruzada entre as
diferentes espécies, especialmente as espécies filogenéticamente relacionadas (Yamane et al.,
1993).

No entanto, estes métodos tém a desvantagem de necessitar da presenga de anticorpos
especificos contra esses parasitas, que podem demorar dias ou semanas para se
desenvolverem num animal infetado ou que estdo presentes meses apds a infecédo ter
desaparecido, tornando sua utilidade muito limitada em casos de doenga aguda, animais

vacinados ou animais limpos por tratamento (Mosqueda, 2012).
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6.2.1. IFAT

Quando o nimero de parasitas no sangue € muito baixo para ser detetado, a procura de
anticorpos contra proteinas de fases sanguineos provou ser uma ferramenta confiavel para
identificar portadores infetados ou animais previamente expostos. O IFAT foi descrito pela
primeira vez por Ristic e Sibinovic em 1964 para detetar anticorpos contra B. caballi em
cavalos cronicamente infetados (Vercammen et al., 1995). Desde entéo, foi adaptado a todas
as espécies Babesia e tem um bom nivel de especificidade e sensibilidade. O IFAT baseia-se
no reconhecimento de antigénios de parasitas por anticorpos séricos no sangue do animal
testado. Os anticorpos ligados sdo detetados por um anticorpo anti-lg marcado com um

marcado fluorescente (anticorpo secundario) (Burridge et al., 1973; Weiland, 1986).

6.2.2. ELISA

Quando um grande nimero de amostras de soro é processado, o teste IFAT torna-se
demorado e ndo é muito eficaz. Isto deve-se principalmente porque cada amostra deve ser
analisada ao mesmo tempo pelo examinador e a leitura de cada amostra pode levar algum
tempo (Bose e Peymann, 1994). Outros métodos baseados em automacéo, como o método de
ELISA, tém-se demonstrado bastante Uteis. Este tem a vantagem de ndo ser subjetivo,
capacidade de ler facilmente um grande nimero de amostras e apresenta maior especificidade
do que o IFAT ( Weiland, 1986; Waltisbuhl, 1987). Métodos recentes incluem o uso de
antigenos recombinantes e anticorpos monoclonais, aumentando assim a especificidade e a
diminuicdo da ligacdo e sinal inespecificos. Isto permite a expresséo de proteinas patogénicas
antigénicas, que podem ser ligadas em pocos de ELISA e utilizadas para avaliar a presenca de
anticorpos anti-babesia utilizando uma anti-lgG conjugada com uma enzima que geralmente é
a peroxidase ( Bose, 1990; Ikadai et al., 2000; Boonchit et al., 2002).

6.3.Métodos moleculares
Embora os casos clinicamente aparentes sejam geralmente diagnosticados, os pacientes que
apresentem infecédo leve muitas vezes permanecem ndo diagnosticados, ndo recebendo o
tratamento adequado. A detecdo desses casos leves de babesiose requer técnicas mais

sensiveis do que as descritas até agora (Mary J Homer et al., 2000).
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A técnica de PCR é muito util no diagndstico da babesiose, uma vez que a detecao € mais
sensivel do que um exame direto de um esfregago sanguineo. Em segundo lugar, a detecdo de
DNA para um agente patogénico especifico em contexto cenario clinico pode ser considerada
evidéncia de uma infecdo ativa. Além disso, ao contrario da detecédo direta por microscopia
Gtica ou serologia, 0 método de PCR permite uma identificacdo mais confiavel das espécies
em causa que infetam o animal (Solano-Gallego e Baneth, 2011a).

Dentro do método de PCR existem algumas variacdes que permitem a identificacéo e
diferenciacdo de varias espécies de Babesia, que incluem o semi-nested PCR (Birkenheuer,
2017), PCR-RFLP (R Jefferies et al., 2007) e RLB (Matjila, 2004; Yisaschar-Mekuzas et al.,
2013). Os genes de RNA ribossomico 18S, 5.8S, 28S e as sequéncias espaciais transcritas

internas (ITS1 e ITS2) foram utilizados para PCR convencional (Fukumoto et al., 2001).

Estas técnicas permitem-nos melhorar o diagndstico ao nivel da espécie e, portanto, fornecer
um progndstico mais preciso (Adam J Birkenheuer et al., 2004). O sangue periférico
tamponado com EDTA deve ser usado para realizar este tipo de analises. Além disso,
amostras de baco podem também ser Uteis, embora essa amostra ndo seja geralmente muito

usada porque envolve um procedimento mais invasivo (Solano-Gallego e Baneth, 2011a).

Animais com
sinais clinicos
compativeis com
Babesiose

Observacdo de

esfregaco
sanguineo

Piroplasmas Piroplasmas

grandes pequenos =

IFAT/ELISA

{Serologia quantitativa)

Figura 12: Algoritmo diagnéstico para a babesiose canina. Adaptado de (Laia Solano-Gallego et al.,
2016).
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7. Tratamento

O tratamento de cées que apresentem sintomatologia de babesiose canina encontra-se
direcionado para o controlo de propagacao do parasita, moderacéo da resposta imunitaria do
hospedeiro e tratamento sintomético (Schoeman, 2009).

Segundo Irwin, existe uma escassez de evidéncias cientificamente precisas quanto a eficacia
de medicamentos que foram utilizados para tratar a babesiose canina nos ultimos 100 anos.
Os estudos sobre o tratamento desta doenga foram outrora bastante dificultados pela
“necessidade” de ter que confiar na auséncia dos sinais clinicos ¢ de formas parasitarias em
esfregacos sanguineos, para se poder declarar que um animal estava curado. Para determinar a
eficacia de um farmaco com confianga razoavel, os tecidos obtidos por necropsia de todos o0s
6rgdos deveriam ser testados por técnica de PCR validada no final de cada experiéncia. A
auséncia do DNA parasitario do sangue periférico por si s6 ndo é evidéncia suficiente de cura
(P. J. Irwin, 2009).

Casos leves a moderados de babesiose ndo complicada requerem apenas terapia anti-babesia,
podendo ser visiveis sinais de recuperacdo dentro de 24 horas pds-tratamento especifico.
Casos graves de babesiose ndo complicada requerem terapia anti-babesia e transfusfes
sanguineas, e todos 0s casos de babesiose complicada requerem terapia adicional.

7.1.Farmacos anti-babesiais
Séo reconhecidos trés medicamentos contra a babesiose: Aceturato de diminazeno,
dipropionato de imidocarb e atovaquone. A atividade antiparasitaria do aceturato diminazeno
(Virbazen®, Virbac) ndo é bem compreendida, mas esta evidentemente relacionada a
interferéncia com glicolise aerdbica e sintese de DNA no parasita (Lane, 1991; Miller, 2005).
O aceturato liga-se, inibindo a sintese de DNA, provocando a dilatacdo dos organelos e
espaco perinuclear ligados & membrana, dissolucdo do citoplasma e destruigdo do nucleo do
parasita. E recomendada uma dose de aceturato de diminazeno intramuscular (3,5 mg / kg)
(Birkenheuer e Breitschwerdt, 1999). O aceturato de diminazeno é o farmaco que pode ser
utilizado em casos de infe¢des por B. canis sem complicacfes, devendo ser evitado em casos
graves por causa de possiveis efeitos hipotensivos e anticolinérgicos (Milner, 1997). O
aceturato de diminazeno tem um indice terapéutico baixo, com toxicidade que resulta em

depresséao ou estupor, vocalizagdo continua, ataxia, opistotonus, rigidez extensora, nistagmo e
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convulsdes. Os sinais nervosos ocorrem 24 a 48 horas ap6s uma sobredosagem, sendo
irreversiveis e potencialmente fatais. O diminazeno pode aumentar os niveis de
transaminases, 0 que pode afetar a interpretacdo dos resultados laboratoriais (Donghyun,
2014).

O dipropionato de imidocarb (Imizol®, MSD Saude Animal) tem acdo direta sobre o parasita,
alterando o nimero e o tamanho das celulas e a morfologia citoplasmatica. Recomenda-se
uma dose com administracdo via intramuscular (IM) ou subcutanea (SC) (6,6 mg / kg), e uma
segunda dose administrada com um intervalo de 14 dias (Kjemtrup e Conrad, 2006). O
imidocarb é doloroso na injecdo e pode provocar o aparecimento de sinais colinérgicos como
hipersalivacdo, diarreia, epifora, dor abdominal e vomito num espaco de 10 minutos apos a
administracdo (Garcia, 2006). Para evitar estes efeitos secundarios, o animal pode ser pré-
medicado com atropina. Outras rea¢es que podem ocorrer, 10 a 12 horas apos a
administracdo, incluem tremores, depressao, edema periorbital e pirexia. A toxicidade pode

provocar necrose renal e hepatica (Sikorski, 2010; Uilenberg, 2010).

Atovaquona (Malarone®, GlaxoSmithKline) € um novo composto anti-protozoario que tem
atividade de amplo espectro contra varios protozoarios incluindo espécies de Babesia.
Atovaquona esta comercialmente disponivel em 2 formulagdes: uma formulagédo simples do
farmaco e uma combinacdo de 2,5: 1 com cloridrato de proguanil (Birkenheuer et al., 2004;
Sakuma, 2009). Atovaquone inibe a agdo do citocromo b. No entanto, o protocolo terapéutico
tem varios problemas, como por exemplo um tempo relativamente mais longo para mostrar
eficécia clinica e variados efeitos adversos, como vomitos e diarreia. Além disso este farmaco
é dispendioso e, como tal, ndo € comum em muitos paises (Birkenheuer et al., 2004; Matsuu
et al., 2004). A combinacao entre o atovaquone e azitromicina € o Unico tratamento que se
provou reduzir a parasitemia em infe¢Ges por B. gibsoni (Sakuma et al., 2009). A azitromicina
é um macrolido, que apresenta atividade contra espécies de Plasmodium in vitro e in vivo
(Nakornchai & Konthiang, 2006). A dose mais utilizada de atovaquone é de 13,5 mg/kg,
administrada per os (PO) a cada 8 horas com alimentos gordurosos (para maximizar a
absorcéo de farmaco) e em associa¢do com azitromicina (a uma dose de 10 mg/kg PO)
durante o periodo de 10 dias (Di Cicco et al., 2012). Recentemente, o uso de duas doses de IM
de buparvaquone a 5 mg/kg separadas por 48 h demonstrou boa eficacia clinica em cées
naturalmente infetados por B. microti-like sp ( Sakuma et al., 2009; Checa, 2015; Jefferies,

2016).
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7.2.0utras combinacdes farmacologicas
Uma terapéutica alternativa é a combinacéo de 3 antibidticos diferentes: clindamicina-
metronidazol-doxiciclina com doses de clindamicina a 25 mg/kg, metronidazol a 15 mg/kg e
doxiciclina a 5 mg/kg, PO de 12 horas durante 10 dias. Esta combinagdo aumenta a
imunidade inata e é conhecida como protocolo Marshall (Nandini, 2016).

O tratamento com clindamicina isoladamente n&o é suficiente para eliminar os sinais clinicos
e as formas parasitarias do sangue periférico (Wulansari et al., 2003). Foi também sugerido
que a clindamicina estimula a celular e humoral contra as infecdes por Babesia, resultando
numa melhora na condicéo clinica ( Wulansari et al., 2003; Nandini, 2016). Esta terapia
combinada de clindamicina, metronidazol e doxiciclina é uma estratégia de tratamento
alternativa eficaz para a babesiose clinica cronica com menos efeitos secundarios observados
na pesquisa realizada até o0 momento, no entanto, ha que ter em atencéo a questao do

desenvolvimento de resisténcia antibiética (Rich et al., 2005).

Outra combinagdo que pode ser usada para tratar a babesiose canina é uma combinacéo de
doxiciclina-enrofloxacina-metronidazol com ou sem aceturato de diminazeno. A eficacia
desta combinacéo de antibidticos em conjunto com o aceturato de diminazeno nao se

demonstrou superior do que a combinacao por si s6 (Lin e Huang, 2010).

Tabela 5: Principais linhas de tratamento para as vdrias espécies de Babesia. Adaptado de (Laia Solano-Gallego et al., 2016).

Espécie Farmaco Eficécia Dosagem
B. canis Dipropionato de Imidocarb Boa 6.6mg/Kg IM/SC (repetir dose
15 dias depois)
B. vogeli Doxiciclina Fraca 10mg/Kg/dia PO, durante 30
dias
Fraca e 6.6mg/Kg IM/SC
B. np_lli;rotl- e Dipropionato de Imidocarb mc?(;)ear:da ((jreer?gfslr dose 15 dias
1K€ e Azitromicina+Atovaquone Boaa e 10mg/Kg PO SID/10
o moderada dias + 13.5mg/Kg PO
e Azitromicina+Buparvaquone TID/10 dias
e 10mg/Kg PO SID +
5mg/Kg IM (repetir
passadas 48h)

Outro exemplo terapéutico, foi demonstrado num estudo de 2007 por Chaudhuri e Varshney,

em que se comparou a eficacia do aceturato de diminazeno em cées infetados, com a de um
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farmaco homeopatico, o Crotalus horridus 200C, obtido a partir do veneno da cacavel,
verificando-se uma progressiva e significativa regressao dos sinais clinicos em casos de
babesiose canina moderada, cujo principal agente em causa era B. gibsoni (Chaudhuri e
Varshney, 2007).

7.3. Tratamento de suporte
Em casos de babesiose canina moderada a grave é necessario recorrer ao uso de terapia
adicional de suporte, que varia de acordo com o tipo de espécies de Babesia em causa. Em
cdes desidratados ou hipovolémicos, é indicado o uso de fluidoterapia com cristaloides
intravenosos, juntamente com a correcdo dos desequilibrios eletroliticos e acido-base (Irwin,
2009). A fluidoterapia também é essencial para a manuten¢do do volume sanguineo e
perfusdo adequada dos érgdos, diurese e prevencao da deposicdo dos eritrocitos nos capilares
(Ayoob et al., 2010).

Em cdes com sinais clinicos associados a anemia, deve-se recorrer ao fornecimento de
transfusdes sanguineas. Alternativamente, a hemoglobina sintética pode ser utilizada. Caes
com CID ou disturbios de coagulacdo podem requerer transfusdes de plasma (Grundy e
Barton, 2001).

O uso de farmacos imunossupressores como a prednisona (2mg/Kg/dia) em cdes com AHIM
ou trombocitopenia é controverso, uma vez que estas condi¢cfes estdo sempre associadas a
doencas infeciosas. Se 0 animal se encontra estavel e ndo requer hospitalizacdo, o tratamento
deve ser restrito a agentes antiprotozodrios. O tratamento ndo deve ser iniciado
exclusivamente em relacdo ao valor de hematdcrito ou ao valor plaquetario, mas sim com
base nos sinais clinicos associados a anemia ou trombocitopenia, uma vez que um animal com
um hematocrito de 15%, por exemplo, pode reagir bem apenas com tratamento
antiprotozoario (Grundy & Barton, 2001; Scott-Moncrieff et al., 2001).

Farmaco como a heparina, o acido acetilsalicilico ou o clopridogrel podem ser utilizados em
cdes com AHIM, de forma a prevenir a ocorréncia de tromboembolismos pulmonares, que em
muitos destes casos se torna fatal (Kidd & Mackman, 2013). Muitas vezes surgem sinais
clinicos secundarios relacionados com a préopria doenga ou até mesmo com o tratamento anti-
parasitario e, como tal, é importante adicionar, por exemplo, anti-eméticos ou oxigenoterapia

quando ha dificuldade respiratéria (Ayoob et al., 2010).
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8. Prognostico

A maioria dos cées infetados com B. canis e B. vogeli (piroplasmas grandes) melhoram
clinicamente nos dias 1 a 7 apés o inicio do tratamento antiprotozoario especifico, embora,
em alguns casos, nao exista uma resposta imediata, por vezes por mais de 15 dias ( P. Irwin e
Hutchinson, 1991; Bourdoiseau, 2006). Os cées infetados por estas duas espécies geralmente
apresentardo uma recuperacdo completa apos o tratamento, sendo a resposta clinica boa e
mais rapida (24-48 h) em cées infetados com espécies grandes de Babesia do que com

pequenas (B. gibsoni e B. microti-like) (P. J. Irwin, 2009; Solano-Gallego e Baneth, 2011b).

Nas infe¢des por B. canis, a ocorréncia de resultados baixos e mortalidade estdo associadas a
uma anemia moderada, trombocitopénia grave, leucopenia leve a moderada, hiperlactemia,
triglicerideos moderadamente aumentados e concentracbes moderadas de proteinas séricas
totais (Eichenberger et al., 2016).

Para alguns caes, os sinais clinicos podem desaparecer inteiramente, mas uma anemia
moderada ou trombocitopénia poderdo persistir. Noutros casos, as alteraces
clinicopatoldgicas podem ser resolvidas, mas podem reaparecer em circunstancias anormais
como € o caso do stresse, bastante comum em cdes submetidos a esplenectomia (Birkenheuer
etal., 1999, 2004).

Portanto, sdo necessarios exames sanguineos de acompanhamento (hemograma completo e
perfil bioquimico incluindo hematdcrito), até que concentracdo de plaquetas e as alteracoes
hepaticas/renais normalizarem. Isto é especialmente importante em cées esplenectomizados
ou em casos de infecdo por B. gibsoni ou B. microti-like sp (Laia Solano-Gallego et al.,
2016).

Geralmente os niveis de anticorpos comegam a diminuir trés semanas ap6s o inicio do
tratamento e diminuem gradualmente depois de aproximadamente 160 dias (Brandao et al.,
2003). A cura clinica e uma boa resposta terapéutica sdo mais comuns em infecdes por
piroplasmas grandes de Babesia do que em infe¢des por formas pequenas, que tendem a ser
mais refratarias aos tratamentos convencionais. Existem varios protocolos terapéuticos
destinados a infe¢BGes provocadas por pequenas espécies de Babesia, embora a cura

parasitologica seja rara, o que justifica a persisténcia de B. gibsoni em cdes apés o tratamento
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com diferentes protocolos (Wulansari et al., 2003; Sakuma et al., 2009; C. Lin & Su, 2011,
Ryan Jefferies et al., 2016).

9. Prevencao

A prevencdo da babesiose recai principalmente no uso de tratamentos acaricidas topicos e
ambientais destinados a reduzir a exposicao a carragas e a transmissdo de agentes parasitarios
para o cdo ou gato. A profilaxia contra os ixodideos devera abranger todo o periodo durante o
qual as carragas sdo ativas, tendo em conta os fatores de risco e estilo de vida do animal. Esta
profilaxia pode consistir na verificacdo regular de existéncia de carracas no animal pelo
proprietario e médico veterinario, e pelo uso regular de tratamento acaricida (Halos et al.,
2012)

Os principais compostos ativos considerados eficazes para o tratamento e prevencéo de
infestacdes por ixodideos em cdes incluem uma grande variedade de acaricidas, que
apresentaram diferentes efeitos nestes como expeléncia, efeito anti-alimentacao,
desprendimento da carraga, e/ou efeito acaricida, sendo importante usar acaricidas adequados
para matar os ixodideos o mais rapidamente possivel antes que estes transmitam os as formas
parasitarias de Babesia ao hospedeiro (Halos et al., 2012). Como se trata de uma doenca
parasitaria que podera ter grandes repercussdes, € ainda melhor evitar que as carragas se

liguem.

As coleiras de eficacia duradoura (6-8 meses), pipetas spot-on (3-5 semanas), sprays (2-3
dias) e os novos comprimidos orais mastigaveis (1-3 meses) sao 0s meios mais populares e
eficazes de controlar infestaces por carragas em caes. Estes podem incluir permetrina,
amitraz, fipronil, imidacloprid, fluralaner entre outros produtos para protecdo dos animais de
companhia (Last, 2007; Berrada, 2009; Brianti, 2010). A diminuicdo da carga de possiveis
vetores no ambiente pode ser conseguida atraves do uso de formulacfes acaricidas
convencionais, de libertacdo lenta, aplicadas por pulverizacdo (spray) ou em po (Fernandes e
Bittencourt, 2008). As novas formulagdes orais (sobretudo fluralaner e outras isoxazolinas) e
atuam a nivel sistémico e, como tal, é necessario que as carragas se liguem ao hospedeiro e se

comecem a alimentar para ingerirem a substancia ativa (Taenzler, 2016).

Os tratamentos periodicos com objectivo profilatico com dipropionato de imidocarb (6
mg/kg) ou com doxiciclina (5 mg/kg) mostraram resultados variaveis mas nao séo

recomendados atualmente como profilaxia de rotina da babesiose canina (Uilenberg et al.,
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2010; Vercammen, 1996). O uso quimioprofilatico destes medicamentos deve ser restringido
a cées imunodeprimidos (principalmente cées esplenectomizados) com maior risco de

exposicao devido a sua residéncia em areas endémicas (Irwin, 2009).

Como os agentes da babesiose canina sdo também transmitidos através de transfusdes
sanguineas, é altamente recomendavel a verificacdo de dadores de sangue regularmente. A
transmisséo ndo vetorial de Babesia por transfusdes de sangue e/ou por lutas de cdes €
evitavel, devendo-se dar especial atencdo e preocupacdo, uma vez que, pode ser responsavel
pela inclusdo desta doenca em areas anteriormente consideradas ndo endémicas (Wardrop et
al., 2005).

Os antigénios sollveis de parasitas derivados de uma cultura in vitro (SPA) foram utilizados
para proteger os cées contra B. canis numa vacina comercialmente disponivel desde a década
de 1980 (Theo Schetters, 2005). No entanto, a eficicia inconstante da vacina SPA, durante um
teste com a vacina homdloga, foi atribuida a variacao da estirpe e ficou claro que o SPA
derivado da estirpe utilizada ndo protegeu os cées com B. rossi (Schetters, 1995), o que levou
ao desenvolvimento de uma vacina contendo uma combinacdo de SPA a partir de B. canis e
B. rossi sul-africanos, oferecendo assim maior protecéo (Schetters et al., 2001). Ambas as
vacinas (homdlogas e heter6logas) induzem protecao parcial contra a doenca causada por B.
canis manifestando-se assim pela diminuicdo da gravidade dos sinais clinicos, parasitémia ou
duracdo da doenca clinica induzida pela infecdo. A vacinacgdo ndo previne a infe¢do, mas
parece bloquear o inicio de muitos dos processos patoldgicos envolvidos na doenca,

resultando numa baixa parasitemia (S. Fukumoto, 2007, 2009; Cao et al., 2013).
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CASOS CLINICOS

Caso clinicon® 1: Lord

¢ Identificacdo do animal

O Lord é um cdo, macho, de raca Céo de Gado Transmontado x Serra da Estrela, inteiro, com
aproximadamente 4 meses de idade, que se apresentou a uma consulta no dia 1 de janeiro de

2017, no Hospital Veterinario de Tras-os-Montes em Vila Real.

e Motivo da consulta/ Exame fisico

O animal foi apresentado a consulta por o proprietario referir que este apresentar um pouco de
intolerancia ao exercicio durante o pastoreio, anorexia, € a urina se encontrar mais escura. Ao
exame fisico era bastante evidente a prostracdo do animal. Verificou-se que este apresentava
temperatura elevada (40,1°), a mucosa bucal e ocular encontravam-se ictéricas, taquipneia e

dispneia. Nao foram detetadas outras quaisquer alteracfes no exame fisico.

e Diagnosticos diferenciais
- Anemia hemolitica imunomediada priméria;
- Anemia hemolitica imunomediada secundaria a hemoparasitas;
- Hepatite infeciosa canina

- Outras hepatopatias

e Exames complementares

Dado a condicéo clinica do animal, procedeu-se a recolha de uma amostra de sangue para
realizacdo de hemograma, perfil bioquimico completo e microhematocrito, cujos resultados

estédo expostos nas tabelas 6 e 7, provas de coagulacdo e provas de aglutinagéo (tabela 8).
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Tabela 6: Resultados do hemograma do Lord obtidos no dia de entrada no HVTM (01/01/2017). Os pardmetros alterados
encontram-se assinalados a vermelho.

Parametros Resultados Valores de referéncia
Glucose (mg/dl) 51 75—128
Ureia (mg/dl) 33,5 9,2-29,2
Creatinina (mg/dl) 1,3 04-14
Bilirrubina (mg/dl) 9,5 0,1-0,5
ALT (U/l) 558 17 - 44
ALP (U/l) 363 13 -83
GPT (U/l) 673 17 -78
Albumina (g/dl) 2,2 264
Triglicerideos (mg/dl) 295 30-133

Tabela 7: Resultados da bioquimica sérica do Lord no dia de entrada no HVTM (01/01/2017). Os pardmetros alterados
encontram-se assinalados a vermelho.

Parametros Resultados Valores de referéncia
Leucocitos (m/mmd) 23,48 6,0-17,0
Linfdcitos (%) 53 10,0 - 30,0
Eritrocitos (m/mm3) 1,63 55-8,5
Htc (%) 12,6 35-55
Hemoglobina (g/dl) 3,6 10,0 - 18,0
Plaquetas (m/mmg) 129 120 - 600

Tabela 8: Resultados das provas de coagulagéo do Lord no dia de entrada no HVTM (01/01/2017)

Provas de coagulacéo Provas de aglutinacéo
Tempo de protrombina: 10s (5,8 — 14,9) Sem macroaglutinagéo
Tempo de tromboplastina: 29s (11 —25) 1 Com microaglutinagéo
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Foi ainda realizado um esfregaco sanguineo com a vista a procura de hemoparasitas, uma vez

que se trata de uma zona endémica, no qual ndo foram observadas quaisquer formas

parasitarias intra ou extraeritrocitarias, sendo apenas visivel alguma hemdlise.

o
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'

Figura 13: Esfregago sanguineo realizado no dia em que o Figura 14: Esfregago sanguineo realizado no dia em que o
Lord deu entrada no HVTM (01/01/2017). Lord deu entrada no HVTM (01/01/2017).

Uma vez que ndo foram encontradas formas parasitarias na observacao do esfregaco
sanguineo, foi proposto a realizagdo de um teste rapido de imunocromatografia (Snap 4 DX®,
Srvive) para detecdo de Erlichia canis, Anaplasma platys, Dirofillaria immitis e Borrelia
burgdorferi, que também teve resultado negativo.

Como o proprietario referiu que o animal apresentava a urina mais escura fez-se uma colheita
através de cistocentese ecoguiada. A urina obtida na colheita apresentava uma cor escura com

evidéncia de hematuria e bilirrubindria confirmadas por urianalise.
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Figura 15: Urina colhida por cistocentese Figura 16: Teste rdpido de detecdo das 4
evidenciando uma marcada hematuria. principais hemoparasitose (negativo) realizado
Colheita realizada no dia em que o Lord deu no dia em que o Lord deu entrada no HVTM
entrada no HVTM (01/01/2017). (01/01/2017).

e Tratamento e Monitorizacéo

O animal foi entdo hospitalizado comecgando a fazer uma taxa de manutencéo de fluidoterapia
(30 mi/h). Devido ao diminuido valor de hematdcrito, decidiu-se proceder a uma transfusdo
de uma unidade de sangue para tentar normalizar estes valores apos a tipificacdo. Comegou
tratamento com ranitidina (Zantac®, GlaxoSmithLine) a uma dose de 0,36 ml IV BID, e
metilprednisolona (Solu-Medrol® 125 mg, Pfizer) numa dose de 0,57 ml IV BID. E consenso
que o tratamento da AHIM envolve o uso de agentes imunossupressores para reduzir a taxa de

destruic&o eritrocitaria mediada por anticorpos (auto-anticorpos).

No 2° dia de internamento, o Lord continuava muito prostrado, a temperatura, apesar de ter
diminuido um pouco, continuava aumentada, e 0 hematdcrito rondava os 14%. Continuava a
apresentar hematdria, fezes muito moles com tenesmo, comegou a comer e foram-lhe
encontradas algumas carracas, pelo que se decidiu fazer novo esfregago de buffy-coat para

pesquisa de Babesia, no qual foi possivel a observacao de piroplasmas.
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Figura 17: Esfregaco de buffy-coat. Colheita realizada no 22 dia de internamento do Lord no HVTM (02/01/2017).
Observagdo de merozoitos de Babesia dentro dos eritrocitos.

Estabelecido o diagnostico definitivo do animal foi administrada a primeira dose de
dipropionato de imidocarb, 1,18 ml via SC (6,6 mg/kg), juntamente com a administracao de
3,6 ml de cefazolina via IV BID (20 mg/kg). No terceiro dia de internamento, mediu-se
novamente o hematocrito, tendo-se verificado uma subida ligeira para 18%, a temperatura
comegcou a diminuir (38,5°C), mas este ainda apresentava bilirrubinaria. Foram realizadas
novamente provas de coagulagdo cujos resultados se apresentaram dentro dos parametros
normais. Como foram detetadas algumas carracas, decidiu-se administrar um desparasitante
externo PO (Bravecto®, MSD Saude Animal). No quarto dia de internamento continuou-se a
fazer o controlo do valor do hematocrito que subiu para 25%, a cor e consisténcia das fezes

normalizou e ja ndo se verificou hematuria nem bilirrubindria.

No quinto dia de internamento do Lord no HVTM, parou-se a metilprednisolona e comegou-
se a administrar via PO prednisolona (Lepicortinolo® 20 mg, Angelini) numa dose de
2mg/kg. Ao sexto dia, com os parametros ja devidamente normalizados, o animal teve alta
médica, tendo regressado no dia 20 de janeiro para ser reavaliado e tomar a segunda dose de

dipropionato de imidocarb (15 dias ap06s a primeira dose).
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Caso clinico n°2: Nilo

e Identificacdo do animal

O Nilo é um cdo macho inteiro, sem raca definida, com aproximadamente 15 anos de idade e
28 kg, que se apresentou a uma consulta no dia 18 de marco de 2017, no Hospital Veterinario

de Trés-os-Montes em Vila Real.

e Motivo da consulta/ Exame fisico

O animal foi apresentado a consulta por o proprietario referir que este se nos ultimos dias se
encontrava muito prostrado, tinha comecado a comer menos e que tinha feito 2 vémitos apds
a refeicdo. Ao exame fisico pode-se verificar a prostracdo do animal, a temperatura
encontrava-se aumentada (40,5°C), as mucosas rosadas, frequéncia cardiaca e respiratoria
normal, notando-se apenas algum desconforto a palpacao abdominal.

e Diagnosticos diferenciais
- Pancreatite;
- Massa abdominal (possibilidade de ser tumoral);

- Babesiose canina

e Exames complementares

Uma vez que o animal apresentava um historial clinico de pancreatites recorrentes, procedeu-
se a recolha de uma amostra de sangue para realizacdo de hemograma, perfil bioquimico
completo com lipase incluida e esfregaco sanguineo, cujos resultados estdo expostos nas

tabelas 9 e 10 respetivamente.
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Tabela 9: Resultados do hemograma do Nilo obtidos no dia de entrada no HVTM (18/03/2017). Os pardmetros alterados
encontram-se assinalados a vermelho.

Parametros Resultados Valores de referéncia
Leucocitos (m/mmg) 15,3 6,0-17,0
Linfocitos (m/mm3) 0,3 0,6-51
Eritrdcitos (m/mm3) 7,1 55-85

Htc (%) 42,3 35-55
Hemoglobina (g/dl) 15,8 10,0 - 18,0
Plaquetas (m/mms3) 160 120 - 600

Tabela 10: Resultados da bioquimica sérica do Nilo no dia de entrada no HVTM (18/03/2017). Os pardmetros alterados
encontram-se assinalados a vermelho.

Parametros Resultados Valores de referéncia
Glucose (mg/dl) 107 75—128
Ureia (mg/dl) 18,9 9,2-29,2
Creatinina (mg/dl) 1,0 04-14
Bilirrubina (mg/dl) 0,4 0,1-0,5
ALT (U/l) 32 17— 44
ALP (U/l) 77 13 -83
GPT (U/) 56 17 -78
Albumina (g/dl) 3,4 264
Triglicerideos (mg/dl) 31 30133
Lipase (U/l) 47 10— 160 U/I

Né&o se verificaram alteracdes com significado clinico para além de uma ligeira linfopenia. No
esfregago sanguineo, realizado a partir do buffy-coat, também néo foram observadas

quaisquer formas intra ou extraeritrocitarias sugestivas de hemoparasitas.
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Figura 18: Esfregaco de buffy-coat. Colheita realizada no 12 dia de internamento do Nilo no HVTM (18/03/2017).

Na auséncia de qualquer alteracdo a nivel hematol6gico e bioquimico, e como o animal
apresentava no exame fisico algum desconforto abdominal, foi proposta a realizagdo de uma
ecografia abdominal para avaliagdo do trato gastrointestinal e pesquisa de massas tumorais
gue pudessem estar na origem da sintomatologia. Ecograficamente ndo se verificaram

alteracoes.

e Tratamento e Monitorizagdo

Devido ao quadro clinico do Nilo, foi iniciada fluidoterapia (duas vezes a taxa de
manutencdo), uma vez que este se encontrava muito prostrado e ndo se alimentava. Uma vez
que apresentava historia de vomito e toda a sintomatologia envolvente era muito vaga,
decidiu-se aplicar um antibiotico, cefazolina IV TID (20 mg/kg) e ranitidina (Zantac®,
GlaxoSmithLine) a uma dose de 0,56 ml IV BID.

Durante o primeiro dia de internamento, foi feito um controlo da temperatura do animal a
cada 2h, ndo se verificando qualquer melhoria, tendo rondado sempre os 40°C. Continuou

com anorexia, bebendo apenas e urinando normalmente.
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No segundo dia de internamento, ao realizar-se o exame fisico do animal, verificou-se que a
temperatura corporal continuava aumentada (40,8°C), O animal continuava com anorexia,
verificou-se palidez das mucosas, e a urina que se encontrou de manha era mais escura

(hematdria e anemia). Foi medido novamente o valor de hematdcrito tendo-se verificado uma

descida para os 34%.

Figura 19: Urina colhida na manha do 2° dia de internamento do Nilo evidenciando uma
marcada hematuria (19/03/2017).

Foi proposta a realizacdo de um teste rapido de imunocromatografia (Snap 4 DX®, Servive)
para detecdo de Erlichia canis, Anaplasma platys, Dirofillaria immitis e Borrelia burgdorferi,
obtendo-se um resultado negativo para estas hemoparasitoses. Repetiu-se 0 esfregaco
sanguineo de buffy-coat, no qual foi possivel observar piroplasmas de Babesia.
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Figura 20: Esfregago de buffy-coat. Colheita realizada no 22 dia de internamento do Nilo no HVTM (19/03/2017).
Observagdo de merozoitos de Babesia intra e extraeritrocitdrios.

Chegando-se assim a um diagnostico definitivo, comegou-se de imediato o tratamento anti-
protozoario, tendo-se administrado a primeira dose de dipropionato de imidocarb, 1,85 ml via
SC (6,6 mg/kg). Ao terceiro dia de internamento o animal melhorou consideravelmente, tendo
comegcado a comer, a cor da urina normalizado, bem como a temperatura corporal. O animal
teve alta médica no dia 21 de margo de 2017. No dia 4 de abril de 2017, o Nilo voltou ao
HVTM para reavaliacéo e para a segunda administracdo de dipropionato de imidocarb (15

apos a primeira dose).

50



Caso clinico n°3: Jamaica

e Identificacdo do animal

A Jamaica € uma cadela, ndo esterilizada, sem raca definida, com aproximadamente 3 anos de
idade e 18 kg, que se apresentou a uma consulta no dia 10 de abril de 2017, no Hospital
Veterinario de Tras-os-Montes em Vila Real.

e Motivo da consulta/ Exame fisico

O proprietario do animal apresentou-se no HVTM referindo ser uma situacdo de urgéncia
médica depois de, subitamente, a Jamaica ter ficado muito prostrada, havendo suspeita de
ocorréncia de rutura de baco, uma vez que, por ser um animal usado no pastoreio, esta sujeito
a um grande esforco fisico. A Jamaica encontrava-se visivelmente apatica, com a frequéncia
cardiaca e respiratoria aumentada, mucosas muito palidas e a temperatura corporal elevada
(40,3°C).

o Diagnosticos diferenciais
- Rutura de baco;
- Massa tumoral no baco;
- Ingestdo de tdxicos;
- Babesiose caning;

- Outras hemoparasitoses;

e Exames complementares

Dada a urgéncia da situacéo, foi realizado de imediato uma ecografia abdominal para avaliar a
integridade do baco, que se verificou estar normal. Foi colhida uma amostra de sangue para
avaliagcdo do valor de microhematocrito, hemograma, perfil bioquimico, esfregago de buffy-
coat e realizagdo de um teste rapido de imunocromatografia (Snap 4 DX®, IDEXX).
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Tabela 11: Resultados do hemograma da Jamaica obtidos no dia de entrada no HVTM (10/04/2017). Os parGmetros
alterados encontram-se assinalados a vermelho.

Parametros Resultados Valores de referéncia
Leucocitos (m/mm3) 6,56 6,0-17,0
Linfocitos (m/mm3) 0,72 0,6-5,1
Eritrécitos (m/mm3) 5,68 55-8,5

Htc (%) 20 35-55
Hemoglobina (g/dl) 6 10,0- 18,0
Plaquetas (m/mms3) 40 120 - 600

Tabela 12: Resultados da bioquimica sérica da Jamaica no dia de entrada no HVTM (10/04/2017). Os pardmetros alterados
encontram-se assinalados a vermelho.

Pardmetros Resultados Valores de referéncia
Glucose (mg/dl) 114 75128
Ureia (mg/dl) 14,3 9,2-29,2
Creatinina (mg/dl) 0,7 04-14
Bilirrubina (mg/dl) 0,7 0,1-05
ALT (U/l) + 2000 17 - 44
ALP (U 112 13 -83
GPT (U/) + 2000 17 -78
Albumina (g/dl) 3,5 2,6 -4
Proteinas totais (mg/dl) 7,8 50-72

Verificou-se que o valor de microhematdcrito se encontrava diminuido (20%) e o teste rapido
mostrou-se negativo para as quatro hemoparasitoses testadas. No entanto, na observagéo do
esfregaco sanguineo foi visivel a presenca e piroplasmas de Babesia, ndo se verificando micro

nem macro aglutinagéo.

COHJL D

Figura 21: Esfregago de buffy-coat. Colheita realizada no 12 dia de internamento da Jamaica no HVTM
(10/04/2017). Observagdo de merozoitos de Babesia intraeritrocitdrios.
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e Tratamento e Monitorizagdo

Depois de se ter obtido um diagndstico definitivo, comegou-se de imediato o tratamento anti-
protozoario, tendo-se administrado a primeira dose de dipropionato de imidocarb, 1,18 ml via
SC (6,6 mg/kg).

No segundo dia de internamento, a Jamaica continuava muito apatica, com anorexia, tendo a
temperatura diminuido ao longo do segundo dia e 0 microhematdcrito subido apenas 2%
(22%).

No terceiro dia de internamento, a temperatura corporal normalizou, comegou a comer aos
poucos e 0 microhematocrito subiu para os 27%. No entanto, verificou-se que a Jamaica se
apresentava ataxica e com nistagmos horizontal, sugerindo haver envolvimento do SNC neste
caso, tendo-se por isso comegado com a administracéo via PO de prednisolona BID

(Lepicortinolo® 20 mg, Angelini), juntamente com um protetor gastrico.

No quarto dia de internamento da Jamaica, o quadro de ataxia e incoordenacdo motora
mantinha-se, tendo-se posto a hipo6tese de haver uma babesiose cerebral. Para tal, seria
necessario fazer uma recolha de liquido cefalorraquidiano mas, mais uma vez, devido ao
reduzido or¢camento, ndo foi possivel a confirmacdo. A Jamaica acabou por ter alta
condicionada no dia 14 de abril de 2017. No dia 28 de abril de 2017, a Jamaica voltou ao
HVTM para reavaliacdo e para a segunda administracdo de dipropionato de imidocarb (15
apos a primeira dose). Esta tinha melhorado consideravelmente, ndo apresentando qualquer
sintomatologia neuroldgica, tendo-se repetido esfregaco sanguineo no qual ndo se observaram

piroplasmas de Babesia.

o
e

Figura 22: Esfregago de buffy -coat. Co/he1ta real/zada no d/a de reavallag:ao da Jamalca no HVTM (28/04/2 l7i
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DISCUSSAO

A babesiose canina é uma doenca que aparenta estar maioritariamente disseminada pelo Norte
e Centro o territorio nacional, sendo bastante frequente na regido de Tras-os-Montes e Alto

Douro, Beira Litoral e Beira Alta.

Durante o periodo de 7 meses de estagio por mim realizado na area de clinica de animais de
companhia, observei o acompanhamento clinico de varios casos de babesiose canina, sendo
que escolhi 3 que se destacavam. Todos o0s casos observados e relatados foram acompanhados
no Hospital Veterinario de Tras-os-Montes em Vila Real, uma vez que na zona do Douro
Litoral (Vila Nova de Gaia) ndo é comum o aparecimento deste tipo de casos.

De entre 0s 21 casos suspeitos de babesiose canina, 14 deles (66,7%) eram representativos
desta doenca, sendo num dos casos havia concomitancia de Erlichia canis, confirmada através
de um teste rapido de imunocromatografia. Dos 21 casos, 19,0% correspondiam a infecdes

por Erlichia canis e 14,3% correspondiam a infe¢Ges por Anaplasma platys.

De entre 0s 14 casos de babesiose canina confirmados, o nimero absoluto de machos com a
doenca (64,3%) foi maior relativamente ao nimero absoluto de fémeas doentes (35,7%). Em
estudos prévios esta percentagem foi variavel. (Furlanello et al., 2005; L. Solano-Gallego et
al., 2008)

Uma vez que, a regido de Tras-os-Montes e Alto Douro é bastante propensa e ativa na area da
caca, os canideos mais predispostos a esta doenca, cujos casos foram acompanhados, eram
cdes de gado transmontado (35,7%), muito usados no pastoreio, cdes com aptiddo para caga
como podengos e perdigueiros portugueses (42,9%) entre outros sem raca definida (21,4%)
(Bourdoiseau, 2006; Furlanello et al., 2005; L. Solano-Gallego et al., 2008). Estas
percentagens devem-se principalmente pelo facto de estes animais habitarem e terem
atividades principalmente de exterior, como a caga, deixando-0s mais expostos aos vetores.
Outro fator, é a falta de informacéo por parte de proprietarios a nivel dos corretos protocolos
de desparasitagdo externa, o que deixa os cdes mais vulneraveis. O maior nimero de casos
observados (11) decorreu no periodo de marco a abril representando uma percentagem de
78,57%. Esta ocorréncia deve-se as perfeitas condi¢cdes climatéricas para o desenvolvimento
dos vetores de Babesia (Leschnik et al., 2008; Cardoso et al., 2010; Duscher et al., 2013).
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Durante o acompanhamento destes casos a idade apresentou-se bastante variavel entre os
canideos, variando entre os 4 meses até aos 15 anos de idade. Notou-se um maior volume de
individuos, 57,1%, numa faixa etaria até aos 5 anos de idade, o0 que podera indicar que,
individuos mais jovens estdo mais predispostos a esta doenca, uma vez que ndo apresentam

um sistema imunitario tdo desenvolvido (Bourdoiseau, 2006).

As manifestacdes clinicas evidenciadas nos trés casos apresentados foram variadas e com
gravidade diferente entre os animais, coincidindo com a diversidade e inespecificidade do

quadro clinico, conforme o descrito na literatura cientifica.

O Nilo e a Jamaica foram trazidos a consulta devido a percecdo por parte dos proprietarios de
um estado letargico, com prostracdo, vomitos (no caso do Nilo) e anorexia. Esta
sintomatologia coincide com as alteracGes mais comumente referidas pelos proprietarios dos
animais trazidos a consulta com diagnostico positivo para babesiose canina (Cardoso et al.,
2010; Furlanello et al., 2005). Estes sintomas estdo presentes em quase todos 0s casos
observados, representando uma percentagem avultada de 96,4%. Este valor torna-se
compativel com o de Solano-Gallego et al. 2008, que nos apresenta percentagens na ordem
dos 93%. A sintomatologia gastrointestinal (vomitos) foi aparentemente visivel e motivo de

vinda a consulta por parte de 50% dos casos acompanhados.

Para além destes sinais clinicos, todos os animais descritos nesta dissertacdo apresentavam na
consulta uma temperatura corporal superior a 40°C. Este parametro representa uma
percentagem de 85,7% no total de casos confirmados de babesiose sendo superior ao de
estudos como o0s de Solano-Gallego et al. (2008), Furllanello et al. (2005) e Cardoso et al.
(2010).

Nos trés animais foram efetuadas as seguintes analises laboratoriais: bioquimica sérica,

hemograma, teste rapido de imunocromatografia e esfregaco sanguineo.

No que se refere aos resultados dos testes laboratoriais basicos foram detetadas as seguintes
alteracGes nos parametros bioquimicos: alteracbes das enzimas hepaticas séricas
nomeadamente GGT, ALT e fosfatase alcalina, hipoglicemia e bilirrubinemia, tendos estas
sido descritas em varios outros estudos (Furlanello et al., 2005; Mathé et al., 2006; Zygner et
al. 2007),. Os animais em que foram detetadas alteragdes hepaticas significativas

apresentavam ictericia generalizada, aumento da bilirrubina sérica e bilirrubindria, ndo tendo
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evoluido para estados de insuficiéncia hepética coincidente com os estudos de Furlanello et al.
(2005) e Solano-Gallego et al. (2008). A hipoglicemia verificou-se em cerca de 52,3% dos

casos, contudo foram alteracdes ligeiras, sem aparente significado clinico.

E de referir a auséncia ou presenca de ligeiras alteracdes (sem significado clinico aparente)
dos parametros bioguimicos de avaliacdo da fungéo renal, como ureia e creatinina, em todos

0s animais acompanhados

A analise hematoldgica revelou as seguintes alteracdes nos animais referidos no presente
estudo: anemia, linfopenia (Vial & Gorenflot, 2006) e trombocitopenia. A anemia esta
presente na maioria dos animais que desenvolvem babesiose canina clinica, sendo a alteracao
hematoldgica mais frequente nesta doenca (Boozer & Macintire, 2003). Dentro dos casos
observados, 64,3% dos animais apresentavam palidez das mucosas (sinal clinico de anemia) e
35,7% apresentavam ictericia, por acumulacao de bilirrubina nas mucosas, resultado da
destruicdo dos gldbulos vermelhos, como no caso descrito do Lord (Furlanello et al., 2005; L.
Solano-Gallego et al., 2008; Eichenberger et al., 2016). A anemia € um parametro bastante
frequente na babesiose canina e que pode ser explicada pela hemolise existente, levando a
quadros bilirrubinemia (35,7%) e bilirrubindria com consequente pigmenturia. A percentagem
de cdes com pigmentdria (urina escura com presenca de sangue ou bilirrubina) foi cerca de

28,6%, tendo sido um dos motivos de vinda a consulta do Lord.

Em 64,3% dos casos observou-se uma ligeira a moderada linfopenia, valor que se aproxima
dos valores apresentados em estudos anteriores, sendo que em apenas 14,3% dos casos se
verificou leucocitose, o correspondente a 2 casos em 14 (Furlanello et al., 2005; Eichenberger
etal., 2016)

A trombocitopenia moderada a severa é um dado clinico frequentemente associado a
babesiose canina, sendo um indicador de mau prognostico quando é severa (Zygner et al.,
2007; Solano-Gallego et al., 2008). A diminuicdo do volume plaquetario € consequéncia da
destruicdo das plaquetas por processos imunomediados e pelo seu sequestro no bago (Boozer
& Macintire, 2003). Dos 3 casos apresentados, apenas a Jamaica apresentava

trombocitopenia, fazendo parte de uma percentagem de 21,4%

Na observacédo dos esfregacos sanguineos foi possivel o diagnostico para babesiose canina

logo no primeiro dia de consulta
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CONCLUSAO

A babesiose canina € uma patologia importante na clinica de animais de companhia na regiao
de Tras-os-Montes e Alto Douro e da Beira Alta que tem vindo a ganhar algum impacto na
populacdo uma vez que o animal passou a representar um papel importante na sociedade

devido ao seu estatuto.

Esta é uma doenca que afeta principalmente animais jovens, que nestas regides do pais sdo
usados na préatica do pastoreio de rebanhos e da caca, ndo existindo uma predisposicao

marcada para fémeas ou machos.

O diagndstico de babesiose canina em Portugal baseia-se essencialmente na observacéo de
piroplasmas por microscopia 6tica em esfregaco de sangue periférico (orelha) ou entdo de

esfregaco de buffy-coat.

A sintomatologia gue se encontra normalmente associada a esta doenca retne sinais clinicos
como a apatia, anorexia, febre e palidez das mucosas, havendo por vezes casos de ictericia
marcada como foi possivel de observar nos casos abordados.

O protocolo terapéutico utilizado consistiu essencialmente no uso de duas doses intervaladas
por 15 dias de dipropionato de imidocarb (Imizol®) e um bom tratamento de suporte baseado

em fluidoterapia e transfusGes sanguineas.

Como a regido em que foram detetados a totalidade dos casos é considerada endémica para a
babesiose, a melhor maneira de evitar que tal aconteca passa por uma boa prevencéo. Sendo
assim, é importante eliminar a possibilidade da exposicdo ao vetor (as carragas) com o uso de
antiparasitarios externos como os spot-on, sprays, coleiras ou mais recentemente as

formulages orais de fluralaner.
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