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Resumo

A leishmaniose é uma doenca parasitaria de carater zoonoético, causada por
protozoarios do género Leishmania spp. cuja transmissdo ocorre principalmente por via
vetorial, através de insetos flebotomineos infetados. O c&o apresenta-se como o principal
hospedeiro reservatorio de infecdo para o0 Homem, no entanto outras espécies também
podem ser afetadas como outros canideos selvagens, roedores e gato. A leishmaniose
canina encontra-se disseminada por varias regifes, especialmente na bacia do
Mediterraneo, algumas regides da Asia e da América Central e do Sul.

Esta dissertacdo inclui a descricdo de trés casos clinicos acompanhados durante o
periodo de estagio curricular (Novembro 2014 a Marco 2015) na Clinica veterinaria
VetPovoa, em Coimbra e Hospital veterinario Abros em Ourense, Espanha. Os trés
animais apresentaram uma ampla diversidade de sinais clinicos nomeadamente lesdes
cuténeas ulceradas, perda de peso, onicogrifose, febre e artropatia. O diagnostico foi
realizado principalmente através da anélise dos sinais clinicos manifestados e de testes
serologicos quantititativos realizados em laboratério externo. O protocolo terapéutico
instituido consistiu na combinacdo de antimoniato de meglumina com alopurinol e a
eficadcia do mesmo diferiu entre os trés animais. Os animais foram também sujeitos a
monitorizagdo do tratamento ap6s o seu término no sentido de avaliar a recorréncia dos

sinais clinicos.

Palavras-chave: cdo, diagnostico, Leishmania infantum, leishmaniose canina,

lesBes cutaneas, tratamento



Abstract

Leishmaniosis is a zoonotic parasitic disease, caused by protozoa of the generus
Leishmania spp, which transmission occurs mainly by the bite of an infected
phlebotomine “sandfly” insect. The dog is the main reservoir host for human infection,
but other species can be affected like wild dogs, rodents or cat. Canine leishmaniosis
(LCan) is found widespread, but it’s found especially in mediterranean basin, some Asian
regions and in South and Central America.

This study refers and describes three case reports of dogs with clinical
leishmaniosis that were observed during the curricular practice period (from November
2014 to March 2015) in Clinica Veterinaria VetP6voa, in Coimbra, Portugal, and Hospital
Veterindrio Abros in Ourense, Spain. The three dogs showed a large range of clinical
signs, including ulcered skin lesions, wheight loss, fever, onicogriphosis and arthropathy.
The diagnosis was established by the analises of clinical signs and the results of
quantitative serologic tests, executed in an extern laboratory. The therapeutic protocol
used in all cases was the administration of meglumine antimoniate with allopurinol. After
the end of therapeutic protocols the animals were monitored due the recurrence of the

clinical signs.

Keywords: diagnostic, dog, Leishmania infantum, canine leishmaniosis, skin

lesions, treatment
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INTRODUCAO

A leishmaniose canina (LCan) é uma doenca zoonotica causada por protozoarios
do género Leishmania cuja transmissao é feita vetorialmente através de insetos do género
Phlebotomus. Engloba-se dentro das doencas caninas transmitidas vetorialmente (CVBD
— “canine vector borne diseases”), ou seja, pertence a um grupo de enfermidades
transmitidas por vetores, nomeadamente atraves de artropodes como carragas e insetos.
Estas doencas assumem grande importancia global devido a sua elevada morbilidade e
mortalidade, e também devido a maioria destes agentes patogenicos transmitidos serem
capazes de causar infecdo humana. De entre 0s agentes zoon6ticos destacam-se bactérias
(incluindo rickettsias), protozoarios e nematodes [1].

Existem varias espécies de Leishmania, das quais se destaca Leishmania infantum,
sendo a espécie mais estudada e responsavel pela maioria das infecdes na Europa,
nomeadamente na bacia do Mediterraneo. Nos seres humanos, a doenca apresenta trés
formas clinicas: a leishmaniose visceral, a leishmaniose cutanea e a leishmaniose
mucocutanea [2].

O principal hospedeiro definitivo de L. infantum é o cdo, embora outras espécies
possam ser afetadas, como é o caso do homem e do gato. No gato, novos estudos
demonstraram uma prevaléncia consideravel, principalmente em areas de endemicidade,
mas bastante inferior & prevaléncia da infecdo em cées [3].

Os hospedeiros intermediarios séo insetos do género Phlebotomus, e em Portugal
destacam-se principalmente duas espécies: Phlebotomus ariasi e Phlebotomus
perniciosus, sendo o primeiro importante na propagacdo do protozoario no ciclo silvestre
e 0 segundo na manutencdo do parasita no ciclo doméstico, mantendo assim a
endemicidade da patologia (4,5).

As fémeas deste inseto, para completarem o ciclo de vida terdo de efetuar uma
alimentacdo sanguinea no hospedeiro vertebrado. No decorrer dessa alimentagdo, a forma
infetante (forma promastigota metaciclica), que esta alojada na orofaringe do inseto, entra
na circulacdo linfatica e é captada por macrofagos em circulagdo, sendo
consequentemente fagocitada. Através da inibi¢do dos lisossomas, e blogqueio da ativagao
macrofagica por parte de Leishamania, a digestdo do protozoario ndo é eficaz, ocorrendo
a transicdo para a forma amastigota (forma encontrada no hospedeiro definitivo),
infetante para o hospedeiro intermediario. Os macréfagos infetados migram através da
circulacdo linfética até ao linfonodo regional e, caso o animal seja suscetivel a infecao,

existe disseminacdo sistémica do parasita. O vetor, ao ingerir sangue de um animal
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infetado, liberta as formas amastigotas no seu intestino, as quais irdo progredir e
diferenciar-se através de vérias etapas até a forma infetante, capaz de causar infecdo no
hospedeiro vertebrado [6].

A patogenia e a evolucdo da doenca no hospedeiro vertebrado, nomeadamente no
cdo, dependem de varios fatores, nomeadamente fatores relativos ao parasita, bem como
de fatores intrinsecos ao hospedeiro vertebrado [5]. Dos fatores relativos ao parasita os
mais importantes sdo a espécie e o zimodeme do parasita. Diferentes espécies e diferentes
zimodemes podem apresentar viruléncia e antigenicidade varidveis [5]. Os fatores
condicionantes da patogenia e evolucdo da doenca no hospedeiro vertebrado séo fatores
genéticos e, consequentemente, a resposta imunitaria do animal ao parasita, que
consoante a mesma pode tornar o animal suscetivel ou resistente & infegdo e
desenvolvimento de manifestacdes associadas a LCan [6]. Fatores secundarios como o
estado nutricional e estado higido, nomeadamente a coexisténcia de infecdes e estados de
imunodepressao, também condicionam grandemente a resposta imunitaria eficaz [7].

Uma resposta imunitaria eficaz traduz-se pela selecdo dos linfécitos Thl
(linfocitos T “helper” ou auxiliares), produtores de interferdo-gama (IFN-v), interleucina-
2 (IL-2) e fator de necrose tumoral (TNF, “tumor necrosis factor”), que induzem a
ativacdo macrofagica e respetiva destruicdo das formas amastigotas intramacrofagicas
[6].

Quando a resposta imunitaria seleciona os linfocitos Th2 existe a producdo das
citoquinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, as quais ndo induzem a ativacdo macrofagica e
induzem a proliferacdo de linfécitos B, os quais produzem imunoglobulinas
nomeadamente imunoglobulinas G (IgG) Esta resposta imunitaria ndo consegue induzir
a destruicdo das formas amastigotas intramacrofégicas, permitindo a evolucgéo da doenca
[6].

A extensa producdo de anticorpos contribui fortemente para a maioria das
manifestagdes clinicas da doenga. A continua estimulagdo antigénica por Leishmania
nestes animais suscetiveis contribui para a formagdo de imunocomplexos circulantes, que
se depositam em Vvarios locais nomeadamente no glomérulo renal, articulacfes e Gvea [6].

As manifestacBes clinicas da leishmaniose canina sdo muito variadas, desde
alteracdes externas facilmente identificaveis, como mau estado geral, mau estado do pelo,
alopecia periorbital, epistaxe, onicogrifose, linfadenomegalia, artrites, uveites e
conjuntivites. Os 6rgdos internos mais afetados s&o o rim, figado e bago, sendo frequente
a existéncia de hepatomegalia, esplenomegalia e alteragOes estruturais e funcionais do
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rim [8].

O diagnostico desta doenca passa pelo diagndstico parasitologico, seroldgico e
molecular. Os testes seroldgicos podem ser qualitativos, como o teste rapido, ou
quantitativos como o ensaio imunoenzimatico (ELISA — “enzyme-linked immunosorbent
assay”) e imunofluorescéncia indireta (IFI). O teste de pesquisa de ADN do parasita pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR — “polymerase chain reaction”) atesta com grande
sensibilidade e especificidade a presenca do parasita no animal [7].

O tratamento mais utilizado consiste na administracdo de farmacos leishmanicidas
e estimulantes do sistema imunitario. No tratamento leishmanicida os fa&rmacos mais
utilizados sdo o antimoniato de meglumina, miltefosina e alopurinol. O farmaco mais
utilizado na estimulag&o do sistema imunitario € a domperidona [7].

No ambito da prevencdo atua-se a dois niveis: prevencdo da picada do vetor,
através de repelentes a base de piretroides sintéticos; manter o animal em casa desde o
anoitecer até ao amanhecer, ou seja, no periodo mais favoravel a picada do vetor; e
alteracdo do habitat do vetor. Existe também profilaxia médica, com introducdo no
mercado europeu relativamente recente, através de vacina [9].

O meu interesse ao fazer incidir o tema desta dissertacdo na leishmaniose advém
de contatos anteriores com animais com esta patologia, e pelo facto de esta representar
um desafio no ambito clinico, nomeadamente por ter diferentes formas de apresentacdo
clinica e subsequente dificuldades no diagndstico, terapéutica e profilaxia. Nesta
dissertacdo desenvolvi uma revisdo bibliografica atualizada sobre varios aspetos desta
patologia e descrevo trés casos clinicos por mim assistidos nos locais onde realizei a
componente pratica desta dissertagdo, concretamente na Clinica Veterinéria VetPdvoa,

no concelho de Coimbra, e também do Hospital VVeterinario Abros, em Ourense, Espanha.



1. Etiologia:

Os protozoarios responsaveis pela leishmaniose pertencem taxonomicamente ao
reino Protista, filo Sarcomastigophora, a classe Zoomastigophora, a ordem Kinetoplastida
e a familia Trypanosomatidae e subsequentemente ao género Leishmania. O género
Leishmania por sua vez pode-se dividir em dois subgéneros, nomeadamente Leishmania
e Viannia [10].

O subgénero Leishmania inclui as espécies: L. tropica, L. major e L. aethiopica,
0 complexo L. donovani (L. donovani, L. infantum e L. chagasi)[11] e o complexo L.
mexicana (L. mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis). O subgénero Viannia é
representado por quatro espécies principais: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V.) panamenesis e L (V.) peruviana [12].

As varias espécies de Leishmania podem depois agrupar-se segundo varias
classificacOes através de diferentes métodos, entre os quais a analise e comparacéo de
segmentos de ADN, através do uso de anticorpos monoclonais, padrdes de migracédo de
isoenzimas por eletroforese e andlise de antigénios de superficie [10].

Destes métodos destaca-se a analise dos padrdes de migracdo de isoenzimas por
eletroforese, que é referida como 0 método “gold standard” (padrao-ouro) para
classificacdo dos agentes Leishmania spp. Neste método sdo analisadas 15 isoenzimas
segundo o sistema de Montpellier (MON). L. infantum apresenta um elevado
polimorfismo nas suas isoenzimas existindo até ao momento 31 zimodemes conhecidos,
ou seja, parasitas com um padrdo isoezimatico comum [13]. O zimodeme MON-1 é o
mais prevalente tanto nas infe¢fes caninas como Humanas [14].

Em cdes em Portugal apenas foram detetadosos zimodemes MON-1 e MON-98
de L. infantum, embora também tenha sido isolado o zimodeme MON-24 num paciente
humano com VIH (virus da imunodeficiéncia humana) e num vetor flebotomineo (P.
ariasi). Também foi isolado o zimodeme MON-18 de L. donovani, de um paciente
humano com VIH [15].

Apesar de este método ser o mais amplamente utilizado para classificar
Leishmania spp., tem algumas limitagdes pois & necessario um cultivo do parasita e
também podem existir alteragcdes no genoma parasitario que nao se refletem em alteracfes
nas isoenzimas. Neste sentido o método mais especifico para diferenciar e classificar
Leishmania spp. é a andlise do genoma parasitario por PCR e polimorfismo do
comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-RLFP) [16].



1.1 Morfologia celular:

Os parasitas Leishmania sdo dimdrficos e heteroxenos, ou seja apresentam duas
formas parasitarias principais e necessitam de dois hospedeiros, um vertebrado e um
invertebrado, para concluir o seu ciclo parasitario [17].

A forma amastigota é a forma parasitaria encontrada no hospedeiro vertebrado, e
consiste numa forma celular arredondada ou oval, com cerca de 2 a 4 pm de didmetro.
Através da coloracéo celular de Wright ou Giemsa é visivel uma coloragéo azul palida do
citoplasma, como um ndcleo relativamente grande de coloracdo vermelha conforme €
possivel visualizar na Figura 1. No mesmo plano que o nucleo, mas fazendo um angulo
reto com 0 mesmo, evidencia-se uma estrutura celular em forma de bastdo com coloracéo
entre o vermelho escuro e o violeta, que se denomina cinetoplasto [18]. Esta forma
parasitaria € encontrada nas células do sistema fagocitico mononuclear (SFM),
nomeadamente dentro dos fagolisossomas dos macrofagos [17].

A outra forma parasitaria consiste no promastigota (Figura 2), que se encontra
desde o intestino médio até a por¢do mais anterior do intestino do hospedeiro
invertebrado. Comparativamente a forma amastigota, aquela é mais estreita e comprida
(15 a 30 um) e apresenta um aspeto fusiforme, com flagelo comprido na porcéo anterior,
é extracelular e bastante mével, principalmente as formas promastigotas metaciclicas
(10,17).

Figura 1: Formas amastigotas de Leishmania Figura 2: Formas promastigotas de
intramacrofagicas [136] Leishmania [10]



2. Epidemiologia:

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infeciosas zoonoticas com transmissao
vetorial, que se caracterizam por distintas apresentacées clinicas, tanto nos animais como
nos seres humanos. O cdo domestico (Canis lupus familiaris) assume-se como o principal
hospedeiro definitivo de L. infantum, sendo a principal espécie reservatdria de infecdo
para os humanos [19].

Principalmente em zonas endémicas, L. infantum pode também afetar outros
animais, nomeadamente gatos, cavalos e mamiferos silvaticos como o rato europeu-da-
madeira (Apodemus sylvaticus), o murganho (Mus musculus), o rato-castanho ou ratazana
(Rattus norvegicus), martas (Martes martes), a gineta (Geneta geneta), a doninha
(Mustela nivalis) e a raposa-vermelha (Vulpes vulpes) (12, 19).

Em zonas onde a leishmaniose é endémica a seroprevaléncia de anticorpos anti-
Leishmania em gatos pode chegar aos 68%[20]. Num estudo evidenciou-se por meio de
xenodiagndstico, a infecdo de um vetor flebotomineo apds a realizacdo de uma refeicdo
sanguinea num gato infetado por Leishmania, sugerindo que este animal pode

desempenhar um papel de hospedeiro reservatorio secundario de L. infantum [21].

2.1 Leishmanioses humana

Estima-se que anualmente existam 2 milhdes de novos casos de infe¢cdo humana
numa populacdo exposta de 350 milhGes, sendo as leishmanioses referidas como
“doengas tropicais negligenciadas” [22].

A maioria das espécies de Leishmania s&o zoondticas, mas algumas assumem-se
como maioritariamente antropondticas, ou seja, sdo transmitidas de humano a humano
por meio de picada de flebdtomos, e em que 0s seres humanos se assumem como a
principal espécie reservatoria de infecdo. A principal espécie antroponotica é L. donovani,
e estd presente na India, costa oriental de Africa, Bangladesh e Nepal. Os animais,
aparentemente, ndo tém alguma importancia no ciclo epidemiologico de L. donovani [22].
Nos seres humanos as apresentacGes clinicas diferenciam-se em leishmaniose cutanea
(LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV), sendo que a L. infantum é essencialmente
causadora de LV, podendo, no entanto, também ocorrer apresentacdes cutaneas [23].

A infecdo visceral zoon6tica em humanos esta associada a L. infantum, e ocorre
principalmente nos paises da bacia do Mediterraneo, no Médio Oriente, Asia Central,
China e América do Sul [10]. Estudos recentes, atraves das similaridades genéticas

concluiram que L. infantum e L. chagasi sdo a mesma espécie [16]. O cdo assume-se
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como o principal reservatdrio de L. infantum, sendo esta espécie em humanos causadora
principalmente de LV [24].

No final da década de 1980 esta doenca caracterizava-se por atingir
principalmente as criancas, porém depois a incidéncia nesta faixa etaria foi diminuindo
relativamente, e agora 0 maior numero de casos surge em adultos imunodeprimidos [25].

Entre 2005 e 2014, no Instituto de Higiene e Medicina Tropical, em Lisboa, foram
detetados cerca de 119 novos casos de LV (L. infantum) com 17 detetados em adultos
saudaveis, 36 em criancas e 66 em doentes imunodeprimidos. Foram também
diagnosticados 16 casos de LC [25].

Em Madrid entre 2009 e 2012, 446 pessoas foram diagnosticadas com
leishmaniose das quais 160 (35,9%) manifestaram a forma visceral e 286 (64,1%) a forma

cutanea [26].

2.2 Leishmaniose canina

Os canideos domésticos e selvagens sdo a principal espécie reservatoria de L.
infantum causadora de leishmaniose viscerocutanea nestes animais e principalmente de
LV em seres humanos.[27]

Sao varios os fatores que contribuem para o cdo ser o principal hospedeiro
reservatorio de L. infantum, nomeadamente:
e O caracter de infecdo nestes animais tende a ser uma infe¢éo cronica, permitindo

a manutencdo do parasita numa populacdo animal durante bastante tempo;

e A carga parasitaria presente na pele é usualmente elevada, facilitando o contacto

do parasita com os vetores flebotomineos [28];

o A fonte preferencial da refei¢cdo sanguinea do vetor € o cdo [28];
e Existe uma elevada taxa de animais infetados, principalmente na bacia do

Mediterraneo, com cerca de 2,5 milhdes de cdes infetados entre Portugal,

Espanha, Franca e Italia [28];

e Contato estreito entre cdo doméstico e 0 homem [28].

Outras espécies de Leishmania ja foram encontradas nos cées, embora nestes animais
ndo sejam responsaveis por desenvolver doenga. Porém levam a crer que o cdo também
possa servir de reservatorio de infegdo das mesmas. S&o exemplo dessas L. panamensis e

L. peruviana [29].



Estudos de seroprevaléncia realizadas na principal regido endémica europeia,
nomeadamente nas regides limitrofes da bacia do Mediterrdneo, como Portugal, Espanha,
Franca e Italia, estimaram que cerca de 2,5 milhdes de cdes domésticos (16,7%)
apresentaram seropositividade a Leishmania, numa populacdo canina de cerca de 15
milhdes de animais [30].

Em Portugal existem trés areas consideradas como tradicionalmente endémicas para
LCan. No entanto, surgem bastantes focos de infecdo em restantes zonas do pais. Na
regido endémica de Tras-os-Montes e Alto Douro verificou-se uma seropositividade de
cerca de 21,3% em 654 animais testados [31]. Na regido endémica do Algarve verificou-
se uma seropositividade de 16,1% em 193 animais testados [32]. Na regido endémica
metropolitana de Lisboa verificou-se uma seropositividade de 19,2 % em 374 animais
testados [33].

O numero de animais infetados no continente europeu tem tendéncia a aumentar e sao
disso exemplo regiGes que antes eram declaradas como ndo endémicas e agora
apresentam prevaléncias de infe¢do por L. infantum elevadas, como o caso do noroeste
de Espanha. E também crescente a ocorréncia de novos de casos de LCan em regides
indemnes e sem a presenca do vetor, como os Alpes, os Pirinéus, e o sul da Alemanha
(19,34).

Como exemplo do aumento da prevaléncia de LCan destaca-se um estudo realizado
na regido da Galiza, noroeste de Espanha, nomeadamente na provincia de Ourense, onde
foi detetada, em 2004, uma seroprevaléncia de L. infantum de 7,5% em 80 animais
estudados, regido até a essa data considerada indemne para a leishmaniose [35]. Um
estudo posterior, realizado em 2011 na mesma regido, detetou um aumento na
seroprevaléncia, detetando-se positividade a anticorpos especificos de Leishmania em
35,6% dos 101 animais estudados [36].

O surgimento de novos casos em zonas classificadas como indemnes de leishmaniose
explica-se devido as alteracdes climaticas que proporcionam melhores condicGes de
desenvolvimento dos vetores flebotomineos, bem como de melhores condicfes para a
multiplicagdo de Leishmania no vetor invertebrado. O movimento e a visita dos animais
a paises endémicos também contribuem para o aparecimento de focos de leishmaniose
em zonas ndo endemicas [19]. Um estudo realizado na Holanda estima que cerca de
58.000 cées sdo trazidos anualmente até a regido do sul da Europa junto com os seus
proprietéarios e que o risco de infegcdo por L. infantum destes animais esta entre 0,027 a
0,23% [37].



Estdo descritos alguns fatores que podem favorecer a suscetibilidade de infecdo por
LCan, nomeadamente a raga, idade e sexo [7].

Esté descrita em cdes uma predisposicdo racial, em que algumas ragas como o Pastor
Alemao, Boxer, Rottweiller, Cocker Spaniel apresentaram maior predisposi¢éo a infecéo
por L. infantum. Aparentemente, racas como Yorkshire Terrier e Poodle apresentam
menor susceptibilidade a leishmaniose, porém a baixa incidéncia de LCan nestas ragas
também pode ser explicado devido a estes animais viverem mais em ambiente interior
que exterior e consequentemente terem risco inferior de infecao [38].

Um estudo realizado nas ilhas Baleares, Espanha, revelou que a raca Podengo de Ibiza
tinha uma predominéncia de imunidade celular no combate a infecéo por L. infantum e
consequentemente uma baixa prevaléncia dos animais desta raca em desenvolver
manifestacdes clinicas de LCan [39].

A predisposi¢do genética em animais suscetiveis esta principalmente associada a
mutacBes do gene Slcllcl, um gene codificante de uma proteina transportadora
envolvido na ativagcdo macrofégica e na resisténcia dentro dos fagolisossomas por parte
de varios agentes infeciosos, entre os quais Leishmania [40].

Foi também verificado uma relacdo positiva entre a presenca do gene DLA-
DRB1*01502, envolvido na codificacdo de proteinas da classe Il do complexo maior de
histocompatibilidade (MHCII), e a suscetibilidade em sofrer de leishmaniose.
Confirmou-se que animais com a presenca deste gene, desenvolveram altos niveis de 1gG
especificas relacionadas com a imunidade humoral ndo protetora desta patologia, bem
como mais facilmente apresentavam resultados positivos ao parasita no exame de PCR,
comparativamente a animais em que nao foi detetado este gene [41].

A predisposi¢do a LCan associada a idade apresenta uma disposi¢cdo bimodal, em que
existem dois picos de prevaléncia em animais com idade inferior a 3 anos e outro pico em
animais com mais de 8 anos [7]. Esta disposi¢do bimodal pode explicar-se pelo carater
cronico da infecdo por L. infantum em que os animais que desenvolvem sinais clinicos
mais tarde podem ter contraido a infecdo enquanto jovens mantendo-se controlados até
que, por diversos motivos, entre os quais estados de imunodepressdo ou doencas
concomitantes, conduziram a expressdo de LCan [38].

Os machos aparentemente demonstram ter maior suscetibilidade em desenvolver a
doenca em relacdo as fémeas. Alguns estudos evidenciam que cerca de 60% dos animais

infetados sdo machos (38,42). Nao obstante que em ambos os estudos a maioria dos



animais intervencionados eram machos e que esta discrepancia no género possa ser
explicada deste modo.

Outros fatores como o comprimento do pelo dos animais, e subsequente a facilidade
do vetor flebotomineo realizar a sua alimentacdo sanguinea, também podem estar
associados. Num estudo verificou-se que cdes de pelo curto apresentaram niveis de
seroprevaléncia mais elevados (37,6%) comparativamente a cées de pelo longo (20,9%)
[43].

3. Transmissao
3.1 Hospedeiro invertebrado

Como ja referido anteriormente, a leishmaniose é uma doenca vetorial, em que
apenas os flebotomos séo aceites cientificamente como vetores do parasita, tanto para
animais como para o homem [44].

Os fleb6tomos sdo insetos da ordem Diptera, da familia Psychodidae e da
subfamilia Phlebotominae. Existem cinco géneros de flebotomineos, dos quais se destaca
0 género Phlebotomus, vetores encontrados nos continentes europeu, africano e asiatico,
ou “Velho Mundo”; e o género Lutzomyia, responsavel pela disseminacdo da doenca no
continente americano ou “Novo Mundo” Sao conhecidas sensivelmente 1000 espécies de
flebotomineos, das quais apenas 50 sdo vetoras de Leishmania spp[45].

Em Portugal, é conhecida a existéncia de cinco espécies diferentes de flebdtomos,
nomeadamente Phlebotomus perniciosus, P. ariasi, P. sergenti, P. papatasi e
Sergentomyia minuta [46].

P. ariasi, P. perniciosus e S. minuta sdo as espécies com maior abundancia na
regido endémica de Tras-0s-Montes e Alto Douro, sendo P. ariasi a espécie predominante
(73,1% das espécies flebotominicas capturadas). Estdo tambem relatadas outras espécies
de fleb6tomos, particularmente P. perniciosus (19,0%) e S. minuta (7,9%) [47]. Um
estudo semelhante realizado no Algarve demonstrou que P. perniciosus é mais frequente
nesta regido (90,5% das espécies flebotominicas capturadas) seguida de S. minuta
(6,33%) e P. ariasi (0,84%) [48].

Apenas P. perniciosus e P. ariasi sdo espeécies vetoras de L. infantum, a principal
especie responsavel pela leishmaniose mediterranica, sendo portanto as espécies
flebotominicas existentes no territdrio nacional mais importantes na epidemiologia de

leishmaniose [49].

10



Os flebotomineos distribuem-se principalmente nas zonas tropicais e temperadas
da Asia, América, Africa, Australia e sul da Europa. Geralmente, nio ultrapassam os 50°
de latitude norte e os 40° de latitude sul. Encontram-se também em regides localizadas
abaixo do nivel do mar, como nas regides limitrofes do Mar Morto, e até 3300 m de
altitude, como nas regiées montanhosas do Afeganistdo. Nao esta descrita a ocorréncia
de insetos flebotomineos na Oceénia nem nas ilhas do Pacifico [50].

Geralmente, o ciclo de P. perniciosus dura cerca de 45 dias (47), embora a duragédo
do ciclo seja fortemente condicionada por fatores climaticos como temperatura, humidade
e fotoperiodo [50].

Em Portugal os adultos costumam surgir em Maio/Junho e tém atividade até
Outubro/Novembro [46].

3.2 Morfologia e bioecologia do hospedeiro intermediario

Os flebotomos, ou “sand flies” como sdo vulgarmente denominados no idioma
inglés, sdo insetos de pequenas dimensdes, com cerca 3,5 mm, de cor cinzenta a
acastanhada e corpo revestido por sedas que lhe conferem um aspeto felpudo
caracteristico [50].

As fémeas para completarem o ciclo trofogénico e realizarem a ovipostura
necessitam de ingerir sangue de um hospedeiro vertebrado, nomeadamente de mamiferos,
aves ou répteis. Contudo, existem algumas espécies em que as fémeas executam a postura
de ovos antes de realizarem uma refeicdo sanguinea, denominando-se como espécies
autogénicas [44]. Algumas espécies, mais circunscritas as zonas tropicais, apresentam
também propriedades partenogénicas no seu ciclo biol6gico, ou seja, realizam a postura
de ovos sem necessitarem de fecundagéo por um fleb6tomo macho [51].

No geral, os flebdtomos realizam voos curtos, de cerca de 300 m, e ndo se afastam
muito dos locais de alimentacdo, ou seja, dos hospedeiros vertebrados. N&o obstante,
demonstrou-se que P. ariasi realiza voos de distancia superior a 2 km [44]. A velocidade
de voo do fleb6tomo € de cerca de 1 m/s, sendo mais lenta que a velocidade de voo de
um mosquito. Outra caracteristica de seu voo € o facto de 0 mesmo ser silencioso, também
contrariamente ao voo dos mosquitos [50].

Na maioria das espécies, os flebotomineos adultos apresentam maior atividade no
periodo crepuscular e noturno, e apenas um numero reduzido de espécies tem maior

atividade durante o dia. Temperaturas compreendidas entre os 25 e 28°C, com humidade
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relativa do ar moderada, sdo também condic¢des 6timas ao desenvolvimento do ciclo dos
flebétomos [49].

Durante os periodos de menor atividade, normalmente durante o dia, 0s
flebotomos elegem como locais de repouso zonas abrigadas e humidas. S&o disso
exemplo refagios de outros animais (casotas, tocas e estabulos), latrinas, fissuras nas
paredes, rochas, solo, buracos nas arvores e entre vegetacdo densa. Normalmente, o local
de ovopostura coincide com o local de repouso dos fleb6tomos [44].

Apenas 0s insetos flebotomineos fémeas participam na transmissdo do parasita
Leishmania, pois aquelas necessitam de ingerir uma refeicdo sanguinea, com o intuito de
completar o ciclo trofogdnicos. As fémeas quando infetadas por Leishmania spp. séo
capazes de inocular o parasita durante toda a sua vida. E estimado que P. ariasi sobreviva
durante cerca de 29 dias e P. perniciosus cerca de 31 dias[45].

As larvas dos flebotomineos alimentam-se de matéria organica em decomposicao
animal ou vegetal, com preferéncia por locais hiumidos como tocas de roedores e fissuras
nas paredes e muros, sendo assim o controlo dificil [50].

Espécies como P. ariasi sdo exofilicas (vivem no exterior) e zoofilicas, ou seja,
tem preferéncia por ambientes silvaticos ou exteriores e os hospedeiros vertebrados
preferenciais para a sua refeicdo sanguinea sdo animais silvaticos e domésticos,
nomeadamente raposa, cao, lobo e roedores. P. papatasi e P. perniciosus classificam-se
como espécies endofilicas, pois tém preferéncia pelos habitats peridomésticos e
domésticos, aumentando assim o risco de infecdo dos animais domésticos, como o cédo e
0 gato, bem como o risco de infecdo humana, dado que P. perniciosus é também
zooantropofilico, ou seja, ingere as suas refeicdes sanguineas tanto em animais como em
humanos [49].

Das varias espécies de flebdtomos existentes, poucas sdo as que tém competéncia
vetora. Para atuarem como vetores tem que satisfazer alguns critérios, tais como ter
contacto e preferéncia em se alimentar no hospedeiro reservatorio, nomeadamente no cao.
Devem permitir o desenvolvimento bioldgico de Leishmania spp., nomeadamente
apresentarem condicGes para as formas promastigotas se ligarem a recetores especificos
no intestino para que desta forma ndo sejam expelidas juntamente com as fezes do
flebotomo [44].

O flebotomo tem de ter a capacidade de transmitir o parasita apds realizar uma

nova refeicdo sanguinea num novo hospedeiro. Esta transmissdo ocorre principalmente
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através da perturbacdo da valvula estomodeal, que permite a libertacdo das formas
promastigotas metaciclicas para o local da picada onde o fleb6tomo se alimenta [49].

Outro fator adjuvante na transmisséo de Leishmania ao hospedeiro vertebrado é o
facto de a saliva do fleb6tomo possuir varios compostos com propriedades
vasodilatadoras, anticoagulantes, anti-inflamatorias e imunomoduladoras. Desta maneira
aumenta a capacidade de disseminagdo de Leishmania spp., promovendo-se uma
modificacdo da resposta imunitaria do hospedeiro definitivo no sentido de estimular a
imunidade humoral, ndo protetora da infe¢do por Leishmania spp. [44].

O vetor alimenta-se de modo telmofagico, que consiste na insercdo das suas pecas
bucais cortantes na pele do hospedeiro vertebrado, sendo depois estas agitadas de forma
vigorosa e provocando lesdes na pele, como micro-hematomas, formando-se o charco
hemolinfatico, do qual o sangue é sugado e ingerido [52].

A atividade das pecas bucais do fleb6tomo e respetiva lesdo causada provoca uma
resposta inflamatdria no hospedeiro vertebrado, havendo recrutamento de células
inflamatorias, como macrofagos, células de Langerhans e células dendriticas, facilitando
assim o estabelecimento da infecdo em animais suscetiveis e tornando os fleb6tomos
como parte integrante na patogenia da leishmaniose [50].

As formas amastigotas, uma vez no intestino do fleb6tomo, iniciam processos de
desenvolvimento e multiplicacdo que culminam em cerca de 6 a 10 dias com a geragéo
das formas promastigotas metaciclicas, sendo estas as formas infetantes para o hospedeiro
vertebrado [28].

A forma amastigota comeca a alterar a sua estrutura morfolégica, alongando-se e
adquirindo flagelo na porcdo anterior conferindo-lhe alguma mobilidade. Esta forma
denomina-se como promastigota prociclico, e € também a primeira forma parasitaria no
hospedeiro invertebrado que tem capacidade de diviséo celular [53].

Apos alguns dias estas formas promastigotas prociclicas abrandam o ciclo
replicativo e comecam a diferenciar-se em formas nectomonadais [54].Estas continuam a
sua progressdo anterior e ao chegarem proximo da valvula estomodeal mudam para a
forma de leptomonas, cuja estrutura celular € mais pequena e tem capacidade de
multiplicacdo, iniciando o segundo ciclo de replicacdo parasitaria no hospedeiro
invertebrado [53].

Entre 5a 7 dias ap0s a refei¢do sanguinea, as leptomonas fixam-se a parte cuticular
da valvula estomodeal e transformam- se em haptomonas. Algumas das formas

haptomonadais, sofrem depois uma Ultima transformacdo em promastigotas metaciclicas,
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sendo esta a ultima diferenciacdo parasitaria, bem como é a Unica forma capaz de infetar

0 hospedeiro vertebrado [54].

3.3 Outros potenciais vetores

Embora, atualmente, os fleb6tomos sejam os Unicos vetores bioldgicos de
Leishmania spp. aceites na comunidade cientifica, [44] pde-se a possibilidade de outros
artropodes atuarem como vetores, nomeadamente ectoparasitas como as pulgas e as
carracas. Questiona-se esta hipdtese, pois em alguns locais onde a leishmaniose nédo é
endémica, existe baixa percentagem de infecdo por Leishmania spp. nos fleb6tomos
(cerca de 1%) ou existe transmissdo autoctone sem a presenca do vetores flebotomineos
na regido [55].

Os ixodideos tém grande potencial vetorial uma vez que apresentam: 1) elevado
potencial bidtico, 2) varios estadios larvares necessitando de uma refei¢cdo sanguinea num
novo hospedeiro para executar a muda, 3) elevada resisténcia e longa duragdo no meio
ambiente bem como alta densidade populacional (56,57). Estes ectoparasitas sdo capazes
de transmitir varios agentes infeciosos, nomeadamente bactérias, protozoarios, virus e
nematodes.

Alguns estudos revelaram a detecdo de segmentos de ADN de Leishmania spp.
em carracas retiradas de cdes previamente diagnosticados com leishmaniose. Solano-
Gallego et al. [58] revelaram num estudo uma positividade de infe¢do por Leishmania
spp. de cerca de 10,1 % em 128 adultos de Rhipicephalus. Salvattore et al. [59] num
estudo em que utilizaram 119 carracas da espécie Ixodes ricinus, removidas de cées e
gatos, verificaram que 7,5% destas apresentavam positividade para a presenca de ADN
de Leishmania.

Outro facto detetado por Solano-Gallego et al. [58] foi uma alta positividade em
machos de Rhipicephalus, bem como a sua extracdo principalmente em céaes
seronegativos para Leishmania, o que demonstra uma infecéo prévia e que depois buscam
um novo hospedeiro, ao qual podem potencialmente transmitir o parasita [58].

Um estudo realizado por Dantas-Torres et al.[60] comprovou também a existéncia
de segmentos de ADN na descendéncia das fémeas, ao realizar um estudo por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, analisando a existéncia de ADN de
Leishmania spp., nas carracas fémeas, ovos e suas larvas. Tal facto comprovou a

transmissdo transovarica e transestadica de Leishmania em R. sanguineus [61]. Este
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estudo tambem revelou a existéncia de ADN de Leishmania 4 meses apds a detecdo da
infecdo e, tendo em conta que o ADN de Leishmania é destruido muito rapidamente,
provavelmente os parasitas continuaram viaveis (60,62).

Dantas-Torres et al. [63] comprovaram também a existéncia de ADN nas
glandulas salivares de R. sanguineus, 0 que ajuda a sustentar a hipdtese do potencial
destes agentes em atuarem como vetores de leishmaniose, pois durante a sua alimentacédo
é segregada grande quantidade de saliva para o local de inoculagéo [63].

A detecdo de ADN de Leishmania em carracas como Ixodes ricinus ou R.
sanguineus ndo comprova a capacidade vetorial destes agentes, pois as leishmanias
ingeridas podem morrer e n&o ter atividade. No entanto, num estudo levado a cabo por
Colombo et al. [64] detetou-se a existéncia de ARN de Leishmania spp., significando que
existe transcricao ativa por parte do parasita e consequentemente sua viabilidade (60).

Com estes dados, pode-se assumir que sdo ainda necessarios novos estudos, no
sentido de averiguar o desenvolvimento de Leishmania nestes hospedeiros invertebrados
e do modo como estes agentes conseguem intervir na transmissdo. No entanto, ndo se
deve descuidar os fatos recentemente encontrados e o potencial vetorial destes

ectoparasitas.

3.4 Transmissao nao vetorial

O surgimento de casos autdctones de leishmaniose em zonas onde a leishmaniose
ndo é endémica e onde ndo é conhecida a existéncia do vetor desencadeou o0 surgimento
da hipotese de transmissdo ndo vetorial, nomeadamente através de transfusfes sanguineas
provenientes de animais infetados, mordeduras entre cées, transmissdo venérea e
transmisséo vertical (7,55,65).

O aparecimento de casos de leishmaniose, em regides com auséncia de registos
de incidéncia desta doenca pode também dever-se ao fato de alguns dos animais terem
proveniéncia em regides endémicas, como a bacia do Mediterraneo, ou por terem se terem
deslocado e permanecido temporariamente nessas regides e consequentemente a infegdo
ter ocorrido nesses locais [55].

Porém, néo se pode descuidar o fato de que alteragcdes climaticas e geograficas
poderem conduzir a alteragcbes das condi¢des de nidificacdo e desenvolvimento dos
vetores de Leishmania spp., os fleb6tomos, e com isto zonas antes ndo endémicas terem

condicdes para a doenca se estabelecer como endemica [55].

15



No entanto, em alguns locais, surgiram focos de infecdo em animais que nunca
sairam de um territorio livre da doenca e onde ndo esta registada a existéncia de vetores

flebotomineos, nomeadamente no sul da Alemanha e Holanda (55,66).

3.5 Transmissao vertical e venérea

Varios estudos comprovaram ser possivel a transmisséo de L. infantum das cadelas
para a sua descendéncia. Este fato também explica o surgimento de focos de leishmaniose
em zonas geograficas onde ndo existe o vetor (55,66). A transmissao venérea, ou atraves
da copula, esta também descrita e provada. E um fato que se deve ter em conta por
criadores de canideos, principalmente em zonas endémicas (55,65,67).

3.6 Transmissdo por transfusédo sanguinea

Como ja referido, esta hipdtese ganha forca devido ao aparecimento de casos
autoctones em zonas sem registo de existéncia do vetor.

Pode ocorrer transmissao através de transfusdes sanguineas, uso de seringas entre
animais infetados e sdos, e também atraves de mordeduras entre cdes. No entanto, esta
ultima hipédtese ainda carece de informacao cientifica que prove esta via de transmissao
[7].

A transmissdo através transfusdes sanguineas realizadas a partir de animais
infetados é importante, pois algumas medidas no controlo desta doenca foram adotadas,
nomeadamente o controlo da positividade da doenca para animais sujeitos a recolha de
sangue para ser armazenado em bancos [7].

A selecdo de animais para doadores de sangue implica a realizacdo de um teste
serologico quantitativo prévio, e 0s animais seropositivos a leishmaniose sdo excluidos
[7].

Os animais que apresentam resultado negativo neste teste sdo também sujeitos a
testes moleculares, nomeadamente a PCR. Idealmente devem ser analisadas varias
amostras de tecido, no sentido de conferir mais sensibilidade ao teste. De preferéncia
devem ser sujeitas a PCR amostras de medula dssea e/ou linfonodos, no sentido de
aumentar a sensibilidade do teste [7]. Cada lote de sangue individual também deve ser

alvo de analise por PCR.

16



4. Patogenia

Apos as formas promastigotas metaciclicas serem inoculadas na pele, desenvolve-
se uma resposta imunitaria, ndo so devido as formas parasitarias como também devido a
accdo das substancias vasoativas e imunomoduladoras, presentes na saliva do flebétomo.
Esta resposta imunitaria traduz-se no recrutamento de varias populacdes celulares de
primeira linha, ou imunidade inata, entre as quais sobressaem-se o0s neutrofilos,
macrofagos, células “natural killer” (NK), células dendriticas e células de Langerhans
[68].

1: Giclo de vids Linfantum

la: Promastigota 2a: Vertical
1b: Amastigota 2b: Transfusdo sanguinea
1c: Disseminacdo parasitaria 2c: Venérea

através dos macréfagos

Figura 3: Ciclo de vida de Leishmania spp. 1: Ciclo parasitario; 2: Vias transmissao

4.1 Imunidade inata

Pouco se sabe da real funcdo que os neutréfilos tém na patogenia de Leishmania.
No entanto, estas sdo das primeiras células a chegar ao foco inflamatério produzido pela
picada do flebdtomo [69]. O recrutamento de neutrofilos parece ser exacerbado através
de um fator quimiotatico produzido pelos proprios promastigotas metaciclicos (fator
quimiotatico de Leishmania, LCF — “Leishmania chemotactic factor”) inoculados na pele
do hospedeiro vertebrado [70].

No foco inflamatdrio as promastigotas sdo fagocitadas pelas células neutrofilicas,

e provocam mecanismos que culminam com a apoptose destas células, recrutando
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macrofagos ao foco necrético, sendo estas as principais células-alvo de Leishmania. Esta
denomina-se como teoria do “cavalo de Troia” [69].

As células NK também se incluem nas células inflamatérias de primeira linha, ou
imunidade inata, tal como os neutrofilos/macréfagos. Estas celulas estdo associadas a
resposta imunitaria protetora frente a Leishmania, pois produzem as citoquinas
inflamatorias IFN-y ¢ FNT-a, associadas a este tipo de imunidade [71].

Outras células que participam na patogenia e evolucdo da doenca séo as células
dendriticas, nomeadamente as células de Langerhans [72]. Estas sdo células
apresentadoras de antigénio (CAP) através dos complexos de proteinas MHCII, e
transportam as leishmanias até ao linfonodo regional com o intuito de estimular os
linfocitos T. Consoante o animal seja suscetivel ou resistente, sera estimulada a populacao
linfocitaria CD4+ Th2 ou Thil, respectivamente [73].

As Ultimas células pertencentes a imunidade inata que faltam referir sdo os
macrofagos. Estas sdo as células tém funcdes importantes na fagocitose de diversos
microrganismos patogénicos, produzem diversas citoquinas inflamatorias e tém também
funcGes de CAP. Sdo também as principais células-alvo das formas parasitarias de
Leishmania [68].

Os macrofagos sdo recrutados até ao local de inoculacdo devido a varios
mecanismos inflamatorios, ja referidos, com o intuito de fagocitar as formas
promastigotas metaciclicas. Apo6s fagocitadas, as mesmas usam mecanismos de
resisténcia fagocitaria atraveés de varias moléculas, nomeadamente através de duas
moléculas como o lipofosfoglicano e uma protease de superficie (GP63) [73]. A principal
funcdo do lipofosfoglicano, nesta parte do ciclo parasitario, € atrasar a fusdo do fagossoma
com o lisossoma, importante para a diferenciagdo do promastigota em amastigota [74].
Apos esta diferenciacdo o fagossoma ja se consegue unir com o lisossoma e forma-se o
fagolisossoma, local onde existe a multiplicacdo das formas amastigotas por fissdo binaria
[73]. Estas formas conseguem resistir e multiplicar-se neste local por diversos
mecanismos entre 0s quais a inibicdo de certas enzimas liticas produzidas pelos
macrofagos, principalmente a enzima responsavel pela produgédo de 6xido nitrico (iNOS)
[74].

Esta multiplicacio parasitaria conduzira posteriormente a lise dos macréfagos
infetados, e subsequente libertacdo das formas amastigotas, que irdo novamente ser
fagocitadas por outros macréfagos e neutrofilos [68]. Nos animais resistentes a infecao,

as formas parasitarias geralmente ndo se disseminam além do linfonodo regional,
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enguanto em animais suscetiveis as formas amastigotas prosseguem a disseminacdo até

varios 6rgéos, tais como o figado, medula 6ssea, baco, linfonodos e rins [75].

4.2 Imunidade especifica e adquirida

A suscetibilidade e resisténcia a infecdo por L. infantum, sera influenciada pelo
carater da imunidade especifica ou adquirida, conduzida pelo hospedeiro vertebrado, ou
seja Existem duas populacdes linfocitarias principais: os linfocitos B, produtores de
anticorpos, e os linfocitos T. Os linfocitos T, de especial interesse no &mbito da patogenia
da LCan, podem-se dividir principalmente consoante os seus recetores em linfocitos T
CD4+ e linfocitos T CD8+ ou citotoxicos [76].

A principal populacdo celular responsavel por conferir resisténcia ou permitir
suscetibilidade a infecdo por L. infantum sera a populacéo celular Th CD4+. Sabe-se que
numa resposta imunitaria protetora contra a infegdo existirda um predominio de células
linfocitarias T CD4+ Thl, indutoras de imunidade celular protetora, e numa resposta
imunitaria ineficaz a populacdo linfocitaria predominante serdo os linfécitos T CD4+
Th2, indutores da imunidade humoral ndo protetora [75].

N&o obstante, estudos demonstram que animais infetados com L. infantum,
aparentemente saudaveis ou doentes, demonstram um padrdo imunitario misto com
ambas as populac@es linfocitarias (Thl e Th2) [77]. No entanto, uma das populacdes
celulares sobrepBe-se em relacdo a outra [75] e é este equilibrio entre as mesmas que ira
conduzir & progressdo da doenga e respetivos sinais clinicos ou a cura e ao controlo da
multiplicacdo e disseminacédo parasitaria [78].

Na resposta imunitaria celular, eficaz e protetora contra a infe¢do por L. infantum,
é selecionada a populacgéo linfocitaria dos linfocitos Thl que produzem as citoquinas IL-
2, IL-12, IFN-y ¢ FNT-a. Destas o IFN-y assume-se como a molécula mais importante
associada a resisténcia, pois estimula capacidade de destruir as formas parasitarias
intramacrofégicas, juntamente com o FNTa [79]. Esta ativacdo macrofagica induz
principalmente a formacéao de 6xido nitrico, a principal molécula envolvida na destruicdo
das formas amastigotas intramacrofagicas [6].

Além da populagdo linfocitaria CD4+ Thl, também os linfocitos T CD8+
aparentam ter um papel importante na resisténcia a LCan, pois lisam diretamente os

macrofagos infetados [23].
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A resposta protetora traduzir-se a na auséncia de manifestacGes clinicas, baixos
niveis de anticorpos anti-Leishmania, baixa carga parasitéria e resposta positiva no teste
interdérmico de hipersensibilidade retardada a antigénios de Leishmania na pele (HTR)
[79].

Os animais suscetiveis a infecdo e doentes terdo uma predominancia da populacao
celular dos linfocitos Th2, que produzem as citoquinas, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e
TGF-p (Fator de transformacéo do crescimento beta) (6,11,80). O TGF- é uma citoquina
que possui uma forte funcdo regulatéria e supressora do sistema imunitario,
nomeadamente na supressao do desenvolvimento dos linfocitos Thl e Th2, como também
inibe a sintese de IFN-y e NOS2 e subsequente capacidade leishmanicida por parte dos
macrofagos [81].

A IL-10 tem funcdes inibitorias sob a diferenciacdo da resposta Thl [78], bem
como na ativacdo e atividade macroféagica, ao inibir a enzima iNOS e com isto a
capacidade leishmanicida dos macréfagos infetados. Efeito semelhante também aparenta
ser desencadeado pela IL-4 [80].

Nos animais suscetiveis, os linfécitos Th2, em resposta a uma continua
estimulagdo antigénica do sistema imunitario por parte de Leishmania, sdo responsaveis
pela ativagdo policlonal e monoclonal dos linfécitos B e plasmacitos [6], que respondem
com uma excessiva produgdo de imunoglobulinas, nomeadamente IgG, 19G1, 19G2, IgM,
IgA e IgE (10,68,82) (Figura 4).

Symptomatic Asymptomatic

= PO YT

Cell proliferation

o IgG -y Leishmanin skin test +
response Ight TNF-0., IFN-y
atter IgA, IgE CD4+
natural TGF-f, IL-10 — CD8+

infection Cell immunosupression B B-cells
Parasite load

Susceptibility Resistance

Figura 4: Principais diferencas imunoldgicas entre animais infetados sintomaticos e assintomaticos.
Adaptado de [137]

Esta excessiva producdo de anticorpos € responsavel pela maioria dos sinais

clinicos manifestados num paciente suscetivel a LCan, principalmente pela manifestacéo
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de dois fendmenos de reacGes de hipersensibilidade, nomeadamente de tipo Il e tipo Il
(reacdo de D’Arthus). Na primeira reagdo, a excessiva producdo de anticorpos, pode
causar a formacao de autoanticorpos, que irdo reagir com células do proprio organismo
nomeadamente plaquetas, eritrocitos e outras células, originando fendmenos de anemia e
trombocitopenia imunomediadas (10,68).

A reacdo de hipersensibilidade de tipo 111 é responsavel pela producao e libertacdo
de grandes quantidades de imunocomplexos circulantes, que se irdo depositar em varios
tecidos conduzindo a ativacdo do complemento e subsequente reacdo inflamatdria nos
tecidos onde se depositam. Desta reacdo inflamatdria resultam lesdes como vasculites,
glomerulonefrite, poliartrites e uveites [10].

Um animal afetado apresentara elevados niveis de anticorpos anti-Leishmania,
nomeadamente de IgG2 [8], hipergamaglobulinémia, baixo numero de linfécitos T
circulantes, auséncia das citoquinas IL-2 e IFNy e auséncia de resposta ao teste de HTR
por estimulagdo com antigénios de Leishmania [79].

A imagem histopatoldgica tipica num animal infetado é de uma inflamag&o
granulomatosa ou piogranulomatosa, localizada em diversos tecidos, caraterizada por
uma infiltracdo e proliferacdo de macréfagos, histidcitos, plasmdcitos e linfocitos [77].

Esta imagem ¢é frequente em tecidos como os linfonodos, medula éssea, baco,

figado, intestino, tecido 6sseo, aparelho reprodutor masculino e em lesdes em mucosas

[6].

5. Sinais clinicos:

As manifestagbes apresentadas pelos animais suscetiveis sdo muito variadas
podendo apresentar-se desde uma simples dermatite papular, geralmente no local de
inoculacéo, até a uma afecdo sistémica comprometendo gravemente o estado sanitario do
animal, principalmente devido a disfuncdo renal, geralmente de desfecho fatal [77]
(Figura 5). O periodo de incubagdo da LCan pode variar entre 3 meses e 6 anos, pelo que
desde 0 momento da infecdo até ao desenvolvimento de alteracdes pode decorrer bastante
tempo [75].

Como jéa referido, muitos fatores predisponentes condicionam a evolugéo e tipo
de manifestacGes apresentadas num animal infetado por L. infantum, mas geralmente as
manifestacbes mais frequentemente apresentadas sé&o a perda de condigdo corporal,

atrofia muscular generalizada, linfadenomegalia, intolerancia ao exercicio, letargia,
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anorexia, esplenomegalia, lesdes dermatoldgicas, polidipsia/poliuria, epistaxis, lesdes

oculares, onicogrifose, vomitos, diarreia e febre [83] (Tabela 1).

Tabela 1: Percentagem de ocorréncia dos sinais clinicos mais frequentemente apresentados nos animais
com LCan clinica. Adaptado de [78]

Sinais clinicos mais

frequentemente apresentados
nos animais com LCan clinica

Percentagem de ocorréncia

Lesbes cutaneas
Linfadenomegaélia

Lesdes oculares

Esplenomegalia
Caquéxia
Febre

Onicogrifose

Palidez das mucosas

Hemorragia nasal (epistaxe)

81% - 89%
62% - 90%
16% - 81%
58%
10% - 53%
10% - 48%
4% - 36%
6% - 10%
20% - 31%

5.1 Lesbes dermatologicas

As lesdes dermatoldgicas associadas a LCan encontram-se em cerca de 80 a 90% dos

casos apresentados a consulta[6], sendo bastante varidveis desde uma lesdo nodular no

local da picada do fleb6tomo, localizada normalmente no nariz e no pavilhdo auricular

denominando-se de “cancro de inoculacdo”, até lesdes cutaneas mais difusas como:

Dermatite descamativa seca ndo pruritica (lesdo muito sugestiva de LCan) [75];

Lesdes ulcerativas, geralmente nas extremidades auriculares, saliéncias 0sseas

(asas do ileo) e jun¢des mucocutaneas [6];

Dermatite proliferativa mucocutanea [83];

Dermatite papular [77];

Alopecia periorbital, conferindo aspeto de lunetas [42];

Onicogrifose [6];
Alopecia e hiperqueratose [75];

Despigmentacdo, normalmente nasal [6].

A ocorréncia de pioderma profundo ou superficial, geralmente por Staphylococcus

spp. constitui muitas vezes uma complicacdo secundaria [83].
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A analise histopatoldgica das lesdes, geralmente revela a presenca de inflamacgéo
granulomatosa ou piogranulomatosa, podendo ter vérias distribuicdes nomeadamente
perivascular, intersticial, nodular ou periadnexal, sendo possivel por vezes a extensao das

mesmas para o paniculo cutaneo [6].

5.2 Linfadenopatia

Ocorréncia em cerca de 62 a 90% dos animais, apresentando algumas vezes uma
hipertrofia local, mas na maioria dos casos ocorre uma linfadenomegélia generalizada
[78]. Os linfonodos apresentam-se hipertrofiados e duros a palpacéo [75].

Esta hipertrofia é causada por um aumento do nimero e tamanho dos foliculos
linfoides, bem como devido a uma hiperplasia e hipertrofia dos macr6fagos medulares

[78]. Geralmente os linfonodos mais afetados sdo o pré-escapular e o popliteo [75].

5.3 Les0Oes renais

As lesBes renais sdo a principal causa responsavel pelo desfecho fatal da infecéo
por L. infantum nos cées [75] e estdo presentes em praticamente todos os animais com
LCan, quer tenham infecdo clinica ou subclinica. Na andlise histopatoldgica, 91% dos
animais apresentam glomerulonefrites, enquanto 78% apresentam lesdes tubulo-
intersticiais [78]. Alguns estudos demonstram que quase todos os animais infetados, quer
estejam fisicamente doentes ou ndo, apresentam alteracGes histopatoldgicas no tecido
renal [75]. As alteracdes renais, por vezes podem ser a Gnica manifestacdo clinica num
animal com LCan [77].

As lesdes renais evidenciadas num paciente com LCan variam desde uma ligeira
proteindria em animais subclinicamente infectados até a uma sindrome nefrética ou
urémica, geralmente de desfecho fatal [77]. Num animal clinicamente afetado ocorre uma
extensa reacdo inflamatéria humoral, caraterizada por um excesso de producdo de
anticorpos nédo protetores, permitindo a multiplicacdo e disseminacdo de Leishmania, e
como tal um aumento de antigénios de Leishmania circulantes. Este fenémeno é
responsavel pela formacdo dos imunocomplexos circulantes, que se depositam entre
outros tecidos, no glomérulo renal, e causam uma extensa resposta inflamatoria, sob o
intuito de remover estes imunocomplexos. No entanto, esta resposta é bastante lesiva para
o glomerulo, especialmente devido a libertacdo de enzimas liticas por parte dos
neutrofilos [84]
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A lesdo glomerular manifesta-se sobretudo por aumentar as perdas de proteina na
urina, que nos animais aparentemente saudaveis pode ser a Unica alteracdo
clinocopatoldgica apresentada [77]. Como tal, a avaliacdo da proteinaria é aconselhada
em todos os animais infectados [75]. A proteindria constante nestes animais pode explicar
a atrofia muscular e a caquexia [77]. Apesar de a maioria dos animais infetados com LCan
apresentarem lesdes renais, a azotemia apenas € evidente nos animais com doenca
avancada, pois esta sO ocorre apos a maioria dos nefronios estarem afetados [6].

Outra complicacao das lesGes renais da LCan é o fato de a nefropatia proteindrica crénica
conduzir a alteracbes da excrecdo glomerular, bem como ao desenvolvimento de
hipertensdo sistémica, que conduz a prepetuacao das lesbes [77].

Como tal, torna-se importante em todos os animais diagnosticados com LCan

avaliar a funcdo renal, bem como determinar o estadiamento da possivel lesdo renal

instalada, segundo as recomendacdes da IRIS.

5.4 Lesdes oculares

As lesBes oculares representam entre 16 a 81% das lesdes manifestadas na LCan
[78] e podem apresentar-se como sendo a principal lesdo num animal com com LCan em
3,7-16% dos animais [77]. Incluem principalmente uveite anterior, queratite, blefarite,
conjuntivite e combinacdes entre as mesmas [75].

Estas lesbes tém diferentes mecanismos histopatoldgicos, nomeadamente:

e Inflamacdo granulomatosa local por presenca de agentes parasitarios, responsavel
por blefarites e conjuntivites;

e Deposicao de imunocomplexos circulantes na Gvea, originando uveite [85];

e |Inflamacdo de estruturas oculares adjacentes, como por exemplo
queratoconjuntivite seca devido a inflamacdo das glandulas lacrimais e
conjuntivite secundaria a blefarite [6];

e Repercussdes de alteragfes sistémicas como a hipertensdo arterial originando
descolamento da retina [83];

Estas lesdes em estados avangados, por vezes podem culminar na existéncia de

glaucoma e panoftalmite[75].Outras lesdes, embora mais raras, também podem ocorrer,

nomeadamente cataratas, celulite periorbital e esclerite granulomatosa [77].
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5.5 Lesdes no sistema locomotor
5.5.1 Tecido muscular

Séo frequentes as alteragdes da locomocdo nos animais infetados por LCan. Um
estudo demonstrou que cerca de 45% dos animais revelaram alteragdes na marcha [78].
Tém diversas origens, nomeadamente no tecido muscular (miosites), tecido nervoso
(paresia, neuralgia) e no tecido dsseo e articulagdes [75].

As lesdes musculares existentes nos animais com LCan sdo sobretudo devidas a
polimiosites cronicas, que estdo presentes tanto em animais doentes como aparentemente
saudaveis e manifestam-se sobretudo pela atrofia muscular progressiva [86]. Tém como
mecanismos patoldgicos subjacentes a existéncia de um infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario devido a presenca de formas amastigotas de Leishmania no tecido
muscular, deposicdo de imunocomplexos nas miofibrilas, vasculite neutrofilica e
presenca de auto-anticorpos [78].

A atrofia muscular inicia-se primariamente nos musculos mastigadores,
nomeadamente nos muasculos temporais, € continua progressivamente pela restante
musculatura esquelética [86]. A atrofia dos mdsculos mastigadores da a aparéncia tipica
de “cabega de velha”[75]. A atrofia da restante musculatura, nomeadamente a
musculatura esquelética dos membros, contribui para a claudicacdo e intolerancia ao

exercicio evidenciada em alguns animais [77].

5.5.2 Ossos e articulacdes

As alteragdes nestes tecidos estdo também estreitamente relacionadas com as
alteracdes na locomocao, cuja patogenia envolve dois mecanismos, nomeadamente um
através do qual as formas amastigotas de Leishmania tém uma agédo direta na membrana
sinovial, originando uma reacéo inflamatdria granulomatosa neste local [77], e outro que
resulta na deposicdo de imunocomplexos circulantes, na membrana sinovial resultando
na reacdo de hipersensitividade tipo 111 com respetivo recrutamento neutrofilico. Estas
células séo responsaveis pela libertagdo das suas enzimas liticas resultando na destruicéo
da membrana [87].

As lesdes nas articulagdes geralmente sé&o bilaterais e simétricas e classificam-se
como sendo erosivas ou ndo erosivas [6]. Geralmente sdo ndo erosivas e podem estar,
associadas a sinovite, sendo que com esta condi¢do associada apresentam um edema e

aumento de temperatura da articulacéo [88]. Alguns estudos sugestionam que a forma nédo
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erosiva relaciona-se com a forma subaguda da doenga, enquanto a forma erosiva se
relaciona com a fase aguda de LCan [87].

No tecido 06sseo sdo evidenciadas lesGes osteoliticas e osteoproliferativas,
usualmente nos 0ssos longos, e séo resultado de inflamacao granulomatosa [77]. Os 0ss0s
afetados frequentemente apresentam lesdes proliferativas no peridsteo e na medula 6ssea,

bem como osteolise cortical e medular [78].

5.6 LesBGes hemorragicas

A hemorragia nasal ou epistaxe € a lesdo hemorragica mais frequente nos cées
com LCan. As lesdes hemorragicas sdo a segunda causa principal de morte nos caes
doentes, sendo a insuficiéncia renal cronica a principal causa de morte associada a esta
patologia [75]. Além de epistaxe, também hematuria e diarreia hemorragica podem
ocorrer nos animais com LCan [78]. Estas lesdes devem-se principalmente a
trombocitopatia, trombocitopenia, aumento da viscosidade do soro por hiperblobulinemia
e devido a inflamacéo nasal que pode ser acompanhada por ulceracdo e vasculite, devido
a presenca de formas amastigotas de Leishmania [6]. No entanto, pensa-se que a maioria
das lesGes hemorragicas na LCan resulta de inflamagdo das mucosas, acompanhada ou
ndo de lesBes ulcerativas, em detrimento de alteracfes hemostéaticas [77].

5.7 AlteracGes hematoldgicas

As alteracBes hematologicas mais frequentes sdo respetivamente anemia e
trombocitopenia. Destas a anemia é mais frequente e tem diversas causas, tais como
perdas sanguineas em lesdes hemorrégicas; hemdlise causada pela producdo de
autoanticorpos e deposicdo de imunocomplexos nas membranas dos eritrocitos; e
diminuicdo da eritropoiese bem como por possivel coexisténcia de outras infegcdes. A
trombocitopenia na LCan tem 0 mesmo mecanismo fisiopatologico subjacente, mas ndo

costuma ser tdo evidente em comparagdo com a anemia [6].

5.8 Aparelho reprodutor

Geralmente as lesdes no aparelho reprodutor em LCan sdo encontradas em
machos, pois L. infantum ndo manifesta ter tropismo para este aparelho na cadela. As
lesbes mais comumente encontradas sdo orquites, epididimites e prostatites cronicas,

responsaveis pelo aparecimento de hematospermia e teratozoospermia, ou seja, presenca
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de eritrocitos no sémen e alteracbes morfoldgicas dos espermatozoides. Sdo também

encontradas balanopostites e inflamagdes granulomatosas penianas [77].

5. 9 Lesdes digestivas

As lesdes no sistema digestivo encontram-se sobretudo no intestino e no figado e
tém como patofisiologia subjacente uma reacdo granulomatosa/piogranulomatosa devido
a presenca do parasita nestes locais (6,77). As lesdes intestinais encontram-se
principalmente no colon e manifestam-se sob a forma de colites crénicas, sendo
responsaveis por diarreias cronicas, como também podem ter carater subclinico [6].
Estudos demonstraram que a carga parasitaria € maior nos segmentos intestinais do ceco
e colon, embora todos os segmentos do trato gastrointestinal sdo passiveis de conter
formas amastigotas de Leishmania [89].

As lesbes hepéticas sdo frequentemente encontradas, embora na maioria das vezes
ndo tenham expressao clinica, mas podem contribuir para algumas condigdes clinicas
associadas a LCan, nomeadamente ter um papel adjuvante no estabelecimento da hipo-
albuminemia, bem como nas alteracBes dos parametros bioquimicos de avaliacdo da
funcdo hepaética (6,77).

Na anéalise histopatolégica destas lesdes, evidenciam-se principalmente trés
padrdes histologicos, pressupondo-se uma relacdo entre os trés padrdes e a progressao da
doenca hepatica. Num primeiro padrdo histolégico ndo se evidenciam alteracbes na
arquitetura hepética, ndo obstante observa-se um aumento do nimero de macréfagos nos
sinusoides. Num grau mais grave de afecdo hepatica, a analise histopatoldgica revela uma
extensa infiltragdo linfoplasmocitéria na zona da triade portal, sinusoides e eventualmente
no restante parénquima [90]. O grau de fibrose hepética correlaciona-se positivamente
com a carga parasitaria, estado clinico do animal e as alteragdes degenerativas no

parénquima hepatico [77].

5.10 Les0es cardiovasculares

Estas alteracGes sdo pouco frequentes e estdo descritas lesdes ndo supurativas no
miocéardio, pericardite fibrinosa e pneumonia [77]. Em pacientes com disfuncdo
glomerular grave e que apresentam sindrome nefrético, podem também por vezes serem

encontradas lesdes tromboembdlicas [88].
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5.11 Outros 6rgaos: baco, sistema nervoso central e mucosa oral

A esplenomegélia é um dado relativamente frequente em animas com LCan. No
entanto, este aumento organico geralmente, ndo se manifesta de modo suficiente para que
se consiga detetar por palpacdo abdominal [6]. A esplenomegalia resulta devido a
infiltracdo de macrofagos e mondcitos bem como a alteragfes estruturais tais como o
aumento de veias e vénulas da pulpa e aumento das fibras reticulares [78]. Alguns autores
sugerem que este 6rgdo desempenha um papel relevante na sobrevivéncia de Leishmania
nos animais suscetiveis, apos instituicdo de protocolos terapéuticos [6].

Embora raras, estdo também descritas alteracdes do sistema nervoso central
(SNC) em alguns animais com LCan, geralmente provocadas por reacdo inflamatdria
granulomatosa devido a presenca do parasita no SNC, hemorragias espinais, vasculites e
enfartes cerebrais (77,91). Estas les6es podem ter como manifestacdes clinicas associadas
a alteracGes comportamentais, convulsdes, paraplegia, rigidez e dor no pescoco (6,77).

As lesdes na mucosa oral associadas a Leishmania sdo também pouco frequentes
e, quando presentes, manifestam-se principalmente sob a forma de nédulos e papulas na
lingua e lesdes ulcerativas que podem estar dispersos por toda a cavidade oral (77, 95).
Estas lesGes sdo provocadas pela migracdo de macrofagos infetados secundariamente a
traumas na cavidade oral como também podem advir da ingestdo acidental de fleb6tomos
infetados [6].

= Jinl i

Figura 5: Manifestagdes clinicas de LCan.
1 - Caquexia; 2 - Dermatite esfoliativa com descamacdo; 3 - Placa ulcerada no
aueixo: 4 - Onicoarifose: 5 — Blefarite e OCS: 6 - Atrofia dos muasculos mastiaadores.
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6. Diagnostico

Como jé referido, a LCan apresenta um espetro muito variavel e inespecifico de
sintomatologia clinica e alteracdes clinicopatologicas, tornando o diagndstico complexo
[83]. O diagndstico de LCan pode-se realizar usando tanto métodos diretos como
indiretos. Os principais métodos de diagndstico direto sdo a avaliacdo citologica,
avaliacdo histoldgica, cultura do parasita, analise de PCR e xenodiagnostico. Os métodos
de diagnostico indireto sdo 0 exame seroldgico e avaliacdo da resposta imunitaria celular
ou humoral (93,94). Os procedimentos de diagnostico sdo executados principalmente em
duas situacdes; quando os animais apresentam alteracdes compativeis com LCan, e para

pesquisa de infecdo em animais aparentemente saudaveis [95].

6.1 Métodos néo especificos

O primeiro passo comega pela obtengdo de uma histdria clinica exaustiva do
animal, nomeadamente recolha de informacéo sobre as condicGes de alojamento, zona de
proveniéncia, possiveis viagens efetuadas até zonas endémicas e acerca da percecdo do
dono do animal em relagéo as alteraces apresentada pelo mesmo (75,95). E importante
averiguar se foram detetados alguns sinais clinicos carateristicos, nomeadamente perda
de condic¢do corporal, alteracBes cutaneas, polidipsia-poliuria e epistaxis [93].

Um exame fisico adequado e exaustivo é importante no sentido de garantir a
méaxima recolha de informacdo e averiguar alteracfes clinicopatolégicas frequentes,
especialmente lesGes cutaneas e linfadenomegalia. Ndo obstante, poderdo existir sinais
clinicos que ocorrem com menor frequéncia nos pacientes de LCan e que podem desviar
0 médico veterinario clinico do diagnostico correto [95]. Outras alteragcdes podem néo ser
percetiveis na realizacdo do exame fisico e apenas sdo detetadas por exames
imagioldgicos, como o exemplo da hepatoesplenomegalia [93].

Especial atencéo deve ser tida em relagéo aos diagndsticos diferenciais, no sentido
da apropriada excluséo de outras afecfes que mimetizam as manifestacfes clinicas da
LCan, como por exemplo algumas doencas linfoproliferativas que também resultam em
linfadenomegalia e outras doencas responsaveis por epistaxe como erliquiose neoplasias
nasais e aspergilose. Algumas doencas infeciosas, nomeadamente de transmissao vetorial,
coexistem frequentemente com a LCan, sobretudo a babesiose e a erliquiose, e até mesmo
a hepatozoonose e a anaplasmose [75]. Algumas destas também apresentam também
manifestacdes compativeis com LCan, tornando-se importante o diagndstico diferencial
[42].
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Posteriormente a obtencéo dos dados do exame fisico é necessario a recolha de
dados laboratoriais basicos, nomeadamente a recolha de dados bioquimicos, analise de
hemograma, analise de urina e andlise do perfil eletroforético das proteinas plasmaticas,
com o intuito de perceber as manifestacfes multissistémicas da LCan [7].

Por vezes, as alteracdes destes parametros sdo a Unica indicacdo de doenca em
animais aparentemente saudaveis. As alteracbes dos dados laboratoriais basicos mais
frequentemente encontradas s&o anemia normocrémica, normocitica e ndo regenerativa,
hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, racio albuminas/globulinas reduzido e proteinaria
glomerular [95].

Na analise dos parametros bioquimicos é importante o controlo da azotemia, pois
avalia o grau de depuracdo renal dos compostos azotados. Neste sentido é indicado a
avaliacdo dos parametros bioquimicos dos valores de creatinina (CRE), ureia (BUN) e
fosforo circulantes [95].

A anélise de urina e também imprescindivel para a monitoriza¢do da funcéo renal
e para determinar o grau de proteindria e o racio urinario proteina/creatinina, bem como
para determinar a densidade especifica urinaria, que se encontra geralmente diminuida
[95]. A proteindria persistente geralmente traduz-se por um racio proteina/creatinina
urinaria igual ou superior a 0,5 e deve-se a dano glomerular (10,83). O controlo da
azotemia, funcdo renal e presenca de proteindria manifesta-se de extrema importancia na
determinacdo da terapia adequada bem como no estabelecimento do progndstico do
animal [95].

E também importante o controlo do nivel das enzimas hepéticas, nomeadamente
da ALT, AST, &cidos biliares séricos pos-prandiais e bilirrubina total. E frequente nos
animais com manifestacfes de LCan um aumento moderado da concentragdo sérica das
enzimas hepaticas [95].

A generalidade dos animais que desenvolvem LCan apresenta um perfil
bioquimico classico onde se evidencia hiperglobulinemia e hipoalbuminemia,
traduzindo-se num racio albuminas/globulinas reduzido [10]. A hiperglobulinemia é
devida a gamopatia policlonal e y e por vezes também de a-2 e f-globulinas. Neste
sentido, recomenda-se a elaboragdo de um perfil eletroforético das proteinas do sangue
para rastrear quais as imunoglobulinas se encontram em maior concentracdo [6]. A
hipoalbuminemia surge principalmente por nefropatia com perda de proteina, doenca

hepética, inflamacdo cronica intestinal e malnutricéo (6,96).
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Outras alteracdes dos parametros bioquimicos sdo também por vezes evidenciadas
como hipercolesterolonemia e aumento dos triglicerideos, aumento da creatinina quinase
e lactatodesidrogenase quando ocorre miosite, hiper- ou hipocalemia e aumento das
proteinas da fase aguda como as proteinas C reativa, amiloide A e haptoglobina [95].

A alteracdo hematologica mais frequente € a evidenciacdo de uma anemia nédo
regenerativa normocitica e normocrémica, embora outras menos frequentes estejam
também associadas como leucocitose ou ligeira leucopenia, neutrofilia ou neutropenia,
eosinofilia ou eosinopenia, linfocitose ou linfopenia, monocitose ou monofilia e
trombocitopenia. Sdo também evidenciadas alteracbes nos perfis de coagulacdo e
hiperviscosidade do soro (83,95).

Contudo, € estimado que o diagnostico baseado apenas nos dados do exame fisico,
analise das alteracGes clinicopatoldgicas e dos dados dos métodos laboratoriais tem uma
eficacia de detecdo das infecdes por L. infantum inferior a 50%, tornando necessario a
execucao de testes especificos de diagndsico para estabelecer o diagnostico definitivo
[97].

6.2 Métodos especificos

Estes métodos envolvem a andlise parasitolégica por observacdo do agente
parasita, por exame citolégico ou histolégico/imunohistoquimico, ou 0s exames

serologico ou molecular.

6.2.1 Diagnéstico parasitologico
6.2.1.1 Avaliagéo citoldgica

E um recurso muito util no diagnéstico de Leishmania, pois permite ao clinico a
observacao microscopica direta do parasita, garantindo uma especificidade 6tima do teste
com o minimo de custos e material necessario para a sua realizagcdo. No entanto, a
sensibilidade do teste depende do nivel técnico do executante, qualidade de preparacao
da amostra, tempo despendido na analise da mesma e carga parasitaria na amostra
extraida. E consensual na comunidade cientifica que este teste apresenta sensibilidade
reduzida na detecdo de Leishmania em animais subclinicamente infetados [95].

A avaliagdo citoldgica deve ser realizada através do recurso a uma agulha fina
(citologia aspirativa por agulha fina, CAAF) e aspirando o contetido de tecidos com lesdes

suspeitas, como dermatites nodulares, papulares ou ulcerativas, medula éssea, linfonodos,
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sangue periférico e fluidos bioldgicos de locais afetados, como liquido articular em casos
de artrite ou poliartrite, ou liquido cefalorraquidiano quando estdo presentes sinais
neuroldgicos [93].

Para garantir uma maior sensibilidade do teste, recomenda-se a analise citoldgica
complementar de medula 6ssea e linfonodo, com sensibilidades descritas ente os 60-75%
para o primeiro e 30-50% para o segundo tecido. Contudo, nos animais que apresentam
LCan clinica a sensibilidade pode aumentar para 88,2% para o primeiro tecido e entre
83,8% e 92,6 % para o segundo tecido [98]. Este fato explica-se devido a maior carga
parasitaria existente nos animais com LCan clinica. A sensibilidade da analise citoldgica
aumenta quando ambos o0s tecidos séo analisados e quando se examinam mais campos
microscopicos (71-91%) [99]. E aconselhada a puncdo de qualquer linfonodo que se
encontre hipertrofiado em todos o0s animais suspeitos de padecerem de LCan (18,95). Os
locais descritos para recolha de amostras de medula 6ssea sdo as unifes costocondrais e
0 esterno, mas sO deve ser efetuado quando ndo se encontram formas amastigotas na
analise citoldgica do linfonodo popliteo e da pele lesionada (75,95).

Apds recolha das amostras estas devem ser coradas com Giemsa e visualizadas
microscopicamente a uma ampliacdo de 1000x. As formas amastigotas encontram-se
principalmente no interior de macrofagos infetados, mas também se podem encontrar

extracelularmente [100].

6.2.1.2 Avaliacao histologica

A andlise histoldgica é também utilizada para definir o diagnéstico de LCan, ao
analisar amostras de érgdos afetados, coradas através de hematoxilina-eosina [18]. Por
vezes, é possivel a visualizacdo direta do parasita; no entanto, neste exame pode ser
dificil, sendo muito mais visiveis as alteragdes microscopicas provocadas pela acdo do
parasita [95]. A LCan deve ser suspeitada em tecidos que demonstrem uma inflamacao
granulomatosa, piogranulomatosa ou linfoplasmocitaria. O mesmo sucede quando se
evidencia hiperplasia reativa numa amostra de ganglio linfatico [83].

Apresenta algumas desvantagens em relacdo a citologia, pois pode apenas detetar
alteracdes microscopicas altamente sugestivas de leishmaniose, contudo ndo confirma
definitivamente o diagnodstico sem a visualizacdo direta da forma amastigota. Outras
desvantagens sdo o custo do meio de diagndstico, o elevado tempo de execucao, relativa

baixa especificidade e o fato de ser um método relativamente invasivo [95].
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Na prética clinica € usual a analise histopatologica de bidpsias cutaneas de zonas
lesionadas, suspeitas de serem causadas pela infe¢do por L. infantum, mas mais com o
intuito de descartar outras afe¢des do que para confirmar definitivamente o diagndstico
de LCan [95]. Esta descrito que para uma melhor eficacia do teste 0 melhor local para
recolha de amostra é o linfonodo popliteo (43,9% em animais subclinicamente infetados)
[18].

Para aumentar a sensibilidade do teste é aconselhado o exame histopatoldgico com
recurso a IHQ, sendo til especialmente nos animais com baixa carga parasitaria. [101]
A IHQ pode ser conduzida através da utilizacdo da imunoperoxidase e
imunofluorescéncia direta [18]. Contudo, a IHQ sofre de algumas limitagdes, pois
poderdo existir reacOes cruzadas. Com apresentagdo de um resultado negativo neste

exame € aconselhado o diagndstico com recurso as técnicas de detecdo molecular [93].

6.2.1.3 Cultura do parasita

E um método extremamente especifico, pois permite o seu desenvolvimento até
as formas promastigotas, o estado flagelado exclusivo ao género Leishmania, mas carece
de utilizacdo clinica devido ao elevado tempo de incubacédo, superior a 30 dias e por
apenas ser possivel a sua realizacdo em laboratdrios especializados [100].

6.2.2 Xenodiagndstico

E um exame que permite que um animal suspeito de infecdo por L. infantum, ap6s
sedacdo e colocacdo em jaula, seja fonte de alimentacdo sanguineo de flebétomos, com
origem em coldnias controladas laboratorialmente. Os insetos sdo posteriormente
recolhidos e é efetuada a pesquisa de formas promastigotas no seu intestino [100]. Este
meio de diagndstico é raramente utilizado na pratica clinica principalmente por apenas

poder ser executado em laboratérios especializados [18].

6.2.3 Analise serologica

O diagndstico com recurso aos métodos seroldgicos é amplamente utilizado, pois
permite detetar IgG especificas para Leishmania no soro de um animal suspeito, com
recurso a varias técnicas principalmente a IFI, ELISA e testes rapidos comerciais
(imunomigracdo ou imunocromatografia) (83,100). Outros testes como a imunodeteccéo

(WB, “western blot) de Western blotting, apesar de apresentarem maior sensibilidade,
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ndo sdo utilizadas na pratica clinica comum, principalmente devido a necessidade da sua
realizacdo em laboratorios especializados (75,93).

A andlise seroldgica é o meio de abordagem diagnostica mais utilizado, pois deteta
e quantifica as imunoglobulinas circulantes (IgG principalmente), que tendem a
apresentar-se em grande concentracdo nos animais afectados, em virtude da excessiva
resposta imunitaria humoral desenvolvida pelos mesmos [95]. N&o obstante, a
generalidade dos animais doentes (88-100%) consegue ser detetada através deste método,
mas apenas 30-66% dos cdes subclinicamente infetados se encontram seropositivos,
devido ao baixo nivel de anticorpos existentes nestes animais (101,102).

O periodo de seroconverséo (desde o momento da infe¢do) pode ser longo e variar
entre 1 e 22 meses, sendo que em média dura 5 meses [93]. Um exame seroldgico que
detete altos niveis de anticorpos num animal suspeito de LCan confirma o diagnostico
(83,100).

6.2.4 Imunofluorescéncia indireta (1FI)

Um dos métodos seroldgicos preferencialmente utilizados na pratica clinica é a
IFI, tendo sido classificado como o0 método “gold standard” (padrdo-ouro) no diagnostico
da LCan. E amplamente utilizado na realizacio de estudos epidemiol6gicos e tanto no
diagnostico de infecdo como no seguimento da terapéutica instituida. Devido a sua
elevada sensibilidade e especificidade, este teste é descrito como o teste serologico de
referéncia para o diagnéstico de leishmaniose pela Organizacdo Mundial da Saude
Animal (OIE)[93]. Segundo Rosypal et al. [103], nas titulagbes de 1/50 e 1/100 este
método apresenta uma sensibilidade de 92 e 89% respetivamente. Contudo esta descrito
que a sensibilidade do IFI varia de 26% a 100% [18].

Este método baseia-se na preparagdo de diferentes titulacdes de soro do animal
suspeito por ordem decrescente de concentracdo em diferentes laminas. Essas laminas
estdo revestidas por formas promastigotas de Leishmania, as quais se ligardo o0s
anticorpos presentes num animal seropositivo. Posteriormente sdo adicionados anticorpos
conjugados com isotiocianato de fluoresceina com especificidade para os anticorpos anti-
Leishmania do animal suspeito [93]. As amostras sdo depois avaliadas
microscopicamente e as que demonstrarem uma fluorescéncia verde e homogénea das
formas promastigotas séo classificadas como positivas; e as que demonstrarem uma cor

vermelha fosca sdo negativas [18]. E também determinado em que titulacio ocorre a
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ligacdo anticorpo-anticorpo, prevendo-se a concentracdo de imunoglobulinas especificas
contra Leishmania circulantes no animal suspeito [93].

Desta forma, a IFI € um meio de diagnéstico muito Gtil na detecdo de animais com
infecdo subclinica, que geralmente apresentam baixos titulos de anticorpos e baixa carga
parasitaria, a par da detecdo dos animais com manifestacGes da doenca e alta carga
parasitaria, que geralmente apresentam altos niveis de anticorpos [100].

N&o obstante este teste de diagnostico apresenta algumas desvantagens,
nomeadamente a possibilidade de ocorréncia de reacdes serologicas cruzadas em locais
onde Leishmania e Trypanossoma cruzi sdo simpatricos, como também pode apresentar
subjetividade dos resultados do teste pois a avaliagdo da intensidade de fluorescéncia

pode n&o ser consensual [100].

6.2.5 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

ELISA é um método muito util para analise laboratorial, capaz da analise de um
elevado numero de amostras num curto periodo de tempo, de forma simples e capaz de
detetar varios antigénios desde todo o citoplasma, antigénios purificados, péptidos
sintéticos e proteinas recombinantes [18]. E um teste avaliado como tendo elevada
sensibilidade, que aumenta quando s&o usados mais do que um antigénio em simultaneo
[100]. Um estudo demonstrou uma sensibilidade de 100% em animais afetados e de
94,1% em animais infetados mas aparentemente saudaveis [104].

Numa amostra de um animal seropositivo, desenvolve-se uma reagdo
colorimétrica que pode ser quantificada por espetrofotometria laboratorialmente,
contrariamente a avaliacdo subjetiva da emissdo de fluorescéncia no IFI [93]. Existem

alguns testes ELISA disponiveis comercialmente [100].

6.2.6 Imunocromatografia

Estdo disponiveis, principalmente para a pratica clinica, varios testes rapidos de
imunocromatografia ou imunomigracao, diferindo entre eles pelos reagentes e antigénios
utilizados. Apresentam sensibilidade inferior ao IFI e testes de ELISA, podendo a mesma
variar entre 0s 30% e 0s 70% e s@o apelativos para a pratica clinica pela facil execucéo
dos testes e capacidade de avaliar o resultado sem necessidade de recurso ao exame
laboratorial [93].
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E também um método que apresenta elevada especificidade o que lhe confere uma
vantagem na capacidade de distin¢do entre infegdo por Leishmania spp. e T. cruzi
(83,100). A maior desvantagem destes testes reside no fato de que estes apenas atestam
a presenca de anticorpos especificos para Leishmania no soro do animal (qualitativos), e
para confirmar o diagndstico pode ser necessaria a repeticdo do teste com métodos
quantitativos (IFI ou ELISA) (93,95).

Em todos os animais que apresentem baixos niveis de anticorpos nos resultados
dos exames seroldgicos e em que se mantenha a suspeita de LCan, deve-se recorrer a

outras técnicas com mais sensibilidade, como PCR [83].

6.2.7 Métodos de pesquisa molecular

Vaérias técnicas de pesquisa de molecular sdo utilizadas com frequéncia crescente
no diagndstico e identificacdo de Leishmania spp., nomeadamente as técnicas baseadas
na PCR [100]. As mais utilizadas sdo a PCR convencional, “nested”-PCR e PCR em
tempo real, e destas a Ultima é a que apresenta maior sensibilidade [95].

Os métodos de pesquisa molecular melhoraram nos ultimos anos a sensibilidade
do diagnostico parasitoldgico da LCan [83]. A capacidade diagndstica destes métodos de
amplificacdo gendmica mostrou-se mais elevada em comparacdo com o0s métodos
serologicos, analise microscépica e cultura, especialmente em amostras com baixa carga
parasitarian [105]. Os métodos baseados na PCR sdo Uteis para o diagndstico de LCan
em animais com resultados duvidosos nos testes seroldgicos e em locais onde existem
reacOes serologicas com tripanossomas [101].

Estas técnicas permitem a amplificagdo de sequéncias gendmicas especificas de
Leishmania e demonstram elevada sensibilidade e especificidade no diagndstico da LCan,
que pode ser potenciada quando as sequéncias genomicas selecionadas fazem parte do
ADN do cinetoplasto (KDNA) (83,93). Contudo, alguns fatores podem contribuir para a
existéncia de resultados falsos negativos. A eficacia da técnica de PCR vai depender de
varios fatores nomeadamente dos “primers” (iniciadores) utilizados, nimero de copias de
ADN existentes na amostra, método de extracéo, tipo de amostras bioldgicas analisadas
e protocolo seguido [18].

Sob condigbes 6timas, estes métodos possibilitam a detecdo de fragmentos de
ADN parasitario em diversos tecidos (pele, linfonodos, medula 6ssea, bago e zaragatoas

conjuntivais) e fluidos bioldgicos como no sangue, “buffy coat” (capa leucocitaria) e
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urina [95]. No entanto, a sensibilidade aumenta quando a amostra analisada apresenta
elevada carga parasitaria, nomeadamente em tecidos como medula 6ssea, linfonodos,
baco e pele; mas quando os tecidos analisados sao “buffy coat”, sangue periférico ou urina
a sensibilidade dos testes é geralmente inferior (83,95).

A andlise por PCR de medula dssea e linfonodos em conjunto demonstrou ser
mais sensivel do que a analise citoldgica e cultura dos mesmos tecidos. [83] Estudos
evidenciaram sensibilidades de detecdo por PCR de 99% em linfonodos, 94% em
amostras sanguineas e 95 % em amostras de tecido cutaneo de animais infetados e doentes
[106].

Os métodos de analise por PCR ndo sdo apenas Uteis no diagnostico de infecao,
como também sdo importantes para o controlo da parasitemia ap6s instituicdo de
terapéutica. Nesse sentido, o teste de PCR em tempo real tem vindo a substituir tanto a
PCR convencional como a “nested”’-PCR no diagndstico e acompanhamento da
terapéutica instituida [107]. Este € um método quantitativo que determina com grande
fiabilidade o nimero de sequéncias de ADN de Leishmania existentes numa amostra
inicial, contabilizadas através de sondas com emissao de fluorescéncia [18].

Estudos demonstraram que além da capacidade de quantificacdo da carga
parasitdria o teste de PCR em tempo real apresenta também sensibilidade
consideravelmente superior em relagdo ao teste de PCR convencional, nomeadamente na
analise de amostras de medula 6ssea e de sangue. O teste de PCR convencional apenas
consegue apresentar resultados positivos nos animais com uma parasitemia estimada em
30 parasitas por mililitro de sangue, enquanto o teste de PCR em tempo real tem um limiar
de detec&o inferior a um parasita por mililitro de amostra [101].

Em concluséo, o diagnéstico da LCan pode ser efetuado com eficacia por analise
citoldgica, seroldgica e métodos moleculares. A abordagem diagndstica aconselhada
(Figura 6) consiste primariamente na realizagdo de exames seroldgicos quantitativos em
todos os animais com manifestagdes compativeis com LCan (dermatite exfoliativa e
linfadenomegalia principalmente) e com alteragcdes clinicopatoldgicas associadas a
alteraces hematoldgicas (anemia), alteracdes dos pardmetros bioquimicos (diminuicéo
do récio albuminas/globulinas) e andlise de urina (proteinuria). Dependendo dos

resultados, poderd@o depois ser aplicados métodos mais sensiveis.
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Figura 6: Esquematizacao de abordagem diagndstica recomendada para
LCan. Adaptado de [95]

7. Tratamento:
Apesar de varios avancos conseguidos principalmente na &rea do diagndstico e

controlo da LCan, a terapéutica desta patologia esta longe de ser a ideal. A maioria dos
farmacos utilizados apenas consegue atuar no controlo e remissao dos sinais clinicos, mas
nenhum é garantidamente eficaz na cura parasitoldgica (95,101). As recorréncias sdo
frequentes e mesmo alguns cées tratados sdo capazes de transmitir o parasita aos vetores
[101]. A maioria dos animais sujeitos a protocolos terapéuticos de agdo curta sofre uma
recaida ou recorréncia num espaco temporal inferior a um ano apds o término do
tratamento [95].
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Especialmente nos locais onde a doenca € endémica seria importante adquirir uma
terapéutica eficaz no sentido da remissdo dos sinais clinicos como também para a
eliminacdo parasitaria do hospedeiro afetado no sentido de diminuir a populacdo de
hospedeiros reservatorios de infecdo para outros caes e para os humanos [108].

O tratamento da LCan continua a ser um desafio para os clinicos veterinarios, no
sentido de que esta doenca apresenta uma patogenia complexa e uma ampla diversidade
de alteracdes clinicopatoldgicas em diversos tecidos e 6rgdos [9]. Os objetivos principais
a considerar no tratamento da LCan sdo o controlo dos sinais clinicos e alteracGes
clinicopatoldgicas associadas, estimular a imunidade celular protetora, diminuir a carga
parasitaria e consequente diminuigao do risco de transmissdo de Leishmania aos vetores
flebotomineos [95].

Vaérios farmacos estdo descritos para a terapéutica da LCan, particularmente os
antimoniais pentavalentes, alopurinol, miltefosina, anfotericina B e outros menos
utilizados como aminosidina, marbofloxacina, cetoconazol, enrofloxacina, metronidazol
e pentamidina [101]. Os unicos farmacos registados na Unido Europeia (UE)
especificamente para o tratamento da LCan sdo o antimoniato de meglumina, a
aminosidina e a miltefosina. Os mais utilizados sdo o0s antimoniais pentavalentes,
nomeadamente o antimoniato de meglumina juntamente com a administracdo de
alopurinol, sendo a combinagdo entre ambos classificada como a mais eficaz na
terapéutica e constitui a primeira linha terapéutica no controlo da doenca e da infecdo
[83].

7.1 Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes incluem o antimoniato de meglumina e
estibogluconato de sodio, e exibem uma funcdo leishmanicida ao inibir seletivamente
enzimas parasitarias necessarias para glicolise e oxidacao dos acidos gordos. O protocolo
de administracdo mais utilizado consiste na administracdo de 75-100 mg/kg de peso
corporal, uma vez por dia durante 3-4 semanas, preferencialmente através de via
subcutanea (SC). N&o obstante, outros protocolos estdo descritos, como a administracdo
de antimoniato de meglumina na dosagem de 40-75 mg/kg duas vezes por dia, durante 4-
6 semanas. E aconselhada também a combinag&o com alopurinol em ambos os protocolos,
no sentido de diminuir a percentagem de recaidas e recorréncias (95,108). Foi sugerido

que tem sido desenvolvida resisténcia ao antimoniato de meglumina por parte de
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Leishmania, principalmente devido ao seu amplo uso bem como devido a subdosagens
nos protocolos terapéuticos, tanto em seres humanos como em cées [109].
Administrag0es pela via intramuscular (IM) ndo sdo recomendadas devido a
alguns efeitos secundarios geralmente fibrose muscular e formacdo de abcessos. Os
antimoniais pentavalentes apresentam alguns efeitos secundarios, como nefrotoxicidade,
anorexia, vomitos, diarreia e dor no local da injecdo [95]. Neste sentido, é importante a
avaliagdo e monitorizagdo da fungéo renal antes de instituir os antimoniais pentavalentes

como terapéutica, para avaliar o risco de toxicidade renal deste farmaco.

7.2 Alopurinol

O alopurinol ¢ um farmaco anélogo das purinas, com efeito leishmaniostatico
utilizado no tratamento da LCan, isolado ou em combinacdo com farmacos,
nomeadamente com 0s antimoniais pentavalentes (95,110). Desenvolve o seu efeito
leishmaniostatico através da formacdo de 4-aminopirrazolopirimidina trifosfato, um
analogo toxico do ATP, que ap6s sua incorporacdo no ARN parasitario inibe a sintese
proteica parasitaria [109]. Tem poucos efeitos secundarios associados, mas € aconselhada
a monitorizacdo da funcdo renal e hepética antes da instituicdo da terapia. Por vezes
ocorre a formacdo de urdlitos de xantina devido a administracdo prolongada de
alopurinol, principalmente nos cdes com doenca hepatica [108]. O protocolo de
administracdo de alopurinol recomendado € a administracdo de 10-15 mg/kg PO, duas
vezes por dia durante um periodo minimo de 6-12 meses [95].

A combinagdo do alopurinol com os antimoniais pentavalentes tem sido
amplamente utilizada, e varios estudos comprovam um sinergismo de ambos os farmacos
na remissdo dos sinais clinicos. Esta combinagdo permite diminuir a duragdo do
tratamento com antimoniato de meglumina, tornando a terapia mais bem tolerada e menos
dispendiosa. A administracdo prolongada de alopurinol permite também diminuir a
percentagem de recorréncias [108]. Estudos demonstraram que a administracdo periodica
de alopurinol mantém eficazmente o estado de remissdo dos sinais clinicos em animais
que foram tratados com sucesso [111].

Uma alternativa a este protocolo terapéutico passa pela combinacéo do alopurinol
com outro farmaco leishmanicida, a miltefosina. O alopurinol também pode ser utilizado
como agente isolado no protocolo terapéutico em paises onde 0s antimonias pentavalentes

e a miltefosina ndo se encontrem disponiveis no mercado, como também no tratamento
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dos animais com insuficiéncia renal,devido a inexisténcia de efeitos nefrotéxicos deste

farmaco e de possibilitar uma reducdo nas lesdes renais e subsequente proteinaria [95].

7.3 Miltefosina

A miltefosina é um fosfolipido desenvolvido primariamente como farmaco anti-
neoplésico, que demonstrou ter capacidade de eliminar o parasita tanto in vitro como in
vivo [95]. Desenvolve a sua acdo farmacologica ao perturbar as vias de sinalizacéo
intracelular e da sintese da parede celular, induzindo apoptose e morte celular do parasita
[109]. A miltefosina apresenta também outros efeitos benéficos no combate & infecéo,
nomeadamente através do estimulo dos linfécitos T e da atividade macrofégica por
aumento da producdo de oxigénio e azoto reativo necessarios a eliminacdo parasitaria
[95].

O seu uso como agente isolado reduz significativamente a carga parasitaria,
contudo ndo garante cura parasitolégica. Estudos demonstraram um aumento da carga
parasitaria 6 meses ap0s 0 término da terapéutica. Neste sentido, é aconselhavel a
combinacéo deste farmaco com o alopurinol (minimo 6-12 meses, no sentido de diminuir
a taxa de recorréncias. Tem poucos efeitos secundarios associados e, quando presentes,
estdo praticamente restritos a possivel existéncia de vomitos em cerca de 11 a 23% dos
animais tratados. E aconselhada a sua administracdo especialmente nos pacientes com
dano renal, devido a baixa nefrotoxicidade deste farmaco [95].

A miltefosina tem a especificidade de poder ser administrada per os (PO), o que
pode ser apelativo, em virtude da facilidade de execucdo do tratamento, tanto para 0s
donos como para o préprio animal. Este farmaco representa também uma boa alternativa
aos protocolos mais utilizados, no sentido de que alguns estudos comprovam eficacia
semelhante na diminuicdo da carga parasitaria, como também a utilizacdo de diferentes
protocolos terapéuticos é aconselhada no sentido de diminuir a selegdo de organismos
resistentes aos farmacos utilizados no tratamento da LCan [109].

O protocolo terapéutico mais utilizado englobando a utilizacdo de miltefosina
consiste na administracdo sob a dosagem de 2 mg/kg PO, uma vez por dia durante 4
semanas, simultaneamente com a administragdo de alopurinol na dosagem de 10-15

mg/kg PO, duas vezes por dia num periodo minimo de 6-12 meses [95].
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7.4 Anfotericina B

A anfotericina B é um agente farmacoldgico extraido de uma bactéria
actinomiceta, nomeadamente Streptomyces nodosus. E utilizado principalmente devido &
sua acdo antifungica, no entanto este agente farmacoldgico demonstrou ter propriedades
que permitem o combate a alguns protozoarios, nomeadamente dos géneros Leishmania
e Naegleria [108]. Em muitos paises onde a LCan é endémica, tem-se revelado a
existéncia de resisténcia aos antimoniais pentavalentes por parte de Leishmania spp.,
tanto na Lcan como na LV humana. Na area da medicina humana este farmaco tem-se
afirmado como opcéo de primeira linha no combate a LV humana, principalmente nos
pacientes com coinfe¢do com VIH [112].

A anfotericina B exerce o seu efeito farmacoldgico através da ligacdo exercida
por esta molécula ao ergosterol parasitario, resultando em alteracbes da permeabilidade
da parede celular parasitaria, que se traduz no aumento do fluxo de potassio intracelular
e respetiva morte do parasita. A anfotericina B liga-se as moléculas esteroides, podendo
também ligar-se ao colesterol existente nas membranas celulares dos mamiferos, sendo
essa ligacao responsavel pela elevada nefrotoxicidade associada a este farmaco. As lesdes
renais sdo devidas a vasoconstri¢ao e por acdo direta nas células epiteliais renais. Contudo
esta nefrotoxicidade tem vindo a ser diminuida devido as novas formulaces,
especialmente a associacdo lipidica [108]. Outros efeitos adversos como pirexia, vomitos
e anorexia, podem também ser observados [9].

Este farmaco pode apresentar algumas formulag6es distintas, nomeadamente pode
existir na sua forma livre e extremamente nefrotdxica, e numa formulagdo mais recente,
associado a lipidos, nomeadamente a forma de anfotericina B desoxicolato. Esta
formulacdo apresenta um menor grau de toxicidade renal. Alguns estudos demonstram
maior eficacia deste farmaco no combate a LCan em relagdo aos antimoniais
pentavalentes tanto em cdes como em humanos (108,113). Contudo, devido a sua
utilizacdo em medicina humana, o seu uso no combate a LCan é desaconselhado pela
OIE, no sentido de prevenir o aparecimento de estirpes de Leishmania resistentes [9]. O
protocolo terapéutico da sua utilizacdo no combate a LCan consiste na administracdo de

0,5 mg/kg de anfotericina B desoxicolato, 1V, duas a trés vezes por semana [108].
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7.5 Aminosidina

Aminosidina, ou paramomicina, € um antibiotico incluido na classe dos
aminoglicosideos que também tem propriedades na luta contra protozoarios. Desenvolve
a sua acdo leishmanicida essencialmente por impedir a unido das subunidades
ribossomais e consecutiva quebra na traducéo proteica [9]. Apresenta boa eficacia na
melhoria e remissdo dos sinais clinicos, contudo é possivel a existéncia de efeitos
adversos graves dose-dependentes, nomeadamente efeitos toxicos no rim e no sistema
vestibular (9,95).

O protocolo terapéutico englobando a utilizagdo de aminosidina, mais utilizado
consiste na administracdo da mesma na dose de 5 mg/kg por via SC, uma vez por dia
durante 3 semanas, juntamente com a administracdo de 60 mg/kg de antimoniato de
meglumina administrado 1M, duas vezes por dia durante 4 semanas [9]. Nao obstante
estdo também descritos protocolos terapéuticos utilizando a aminosidina como agente
farmacoldgico isolado, nomeadamente a administracdo uma vez por dia de 15 mg/kg de
aminosidina SC durante 21 dias consecutivos [114].

7.6 Marbofloxacina

A marbofloxacina é um antibi6tico pertencente a classe das fluoroquinolonas, que
também apresenta propriedades leishmanicidas principalmente por estimular a atividade
macrofégica através do incremento de FNT-a e da estimulagdo das vias que conduzem a
formacéo de 6xido nitrico [95]. Alguns estudos demonstraram uma eficécia de cerca de
69%, quando utilizada na dosagem de 2 mg/kg PO, uma vez por dia durante 28 dias,
todavia foi evidenciada uma alta percentagem de recorréncias (53% dos animais
intervencionados), em média 5,5 meses apds término do tratamento. N&do obstante,
desconhece-se se a incorporacdo da administracdo prolongada de alopurinol neste
protocolo terapéutico teria sido benéfica no sentido da diminuigéo das recorréncias [95].

7.7 Metronidazol + espiramicina

Especialmente devido as propriedades leishmanicidas evidenciadas pelo
metronidazol in vitro, alguns investigadores realizaram um protocolo terapéutico
experimental englobando a associagcdo metronidazol (25 mg/kg PO, SID) com

espiramicina (150000 U/kg PO, SID). Foi comparado com um grupo controlo tratado
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segundo um protocolo com a associacdo de antimoniais pentavalentes e alopurinol, e 0s

resultados em termos de eficacia em ambos os grupos foram semelhantes [9].

7.8 Imunoestimulantes (domperidona)

A domperidona é um farmaco antiemético e procinético que atua como
antagonista competitivo dos recetores dopaminérgicos D2, e apresenta também a
capacidade de estimular a producéo de serotonina. O aumento de serotonina influi por sua
vez num aumento reversivel dos niveis séricos de prolactina (PRL) (95,115). A PRL é
uma hormona neuroenddcrina produzida na hipéfise que revelou também ter também um
papel imunoestimulador, atuando como uma citoquina pré-inflamatoria derivada dos
linfocitos [116]. Foi descrito pela primeira vez num estudo realizado em hamsters um
papel imunomodulatério importante no combate a LCan por parte da prolactina [117].

Altas concentracdes séricas de PRL demonstraram ter como consequéncia um
aumento na populacdo linfocitaria CD4+ Thl e um subsequente aumento das citoquinas
IL2, IL12, FNT o e IFN-y e diminui¢do da populagdo linfocitaria CD4+ Th2 e
subsequente diminuigdo de TNF-. O aumento da populacéo linfocitaria Th1 e respetivas
citogquinas inflamatdrias, como ja referido, conduz a ativacdo macrofagica e recrutamento
de células NK, auxiliando assim a destruicdo dos parasitas [116]. O uso de domperidona
mostrou também ser eficaz no controlo e reducdo dos sinais clinicos, bem como também
no decréscimo dos niveis de anticorpos anti-Leishmania [115]. Num estudo realizado por
Gbmez-Ochoa et al, a administracdo de 1 mg/kg PO BID de domperidona resultou num
decréscimo dos titulos de anticorpos em 74% dos animais subclinicamente infetados ou
com manifestacOes ligeiras de LCan. Cerca de 40% deste grupo de animais apresentaram
mesmo resultados negativos nos testes serologicos. Nos animais que apresentavam
doenga avancada e manifestagdes graves de LCan observou-se uma estabilizagcdo dos
titulos de anticorpos em 57% destes animais, enquanto 36% dos mesmos apresentaram
mesmo uma diminuicdo do titulo de anticorpos especificos [116].

A domperidona encontra-se disponivel comercialmente sob indicagdo de seu uso
tanto na terapéutica como na prevencdo, através da administracdo de 0,5 mg/kg PO, duas
vezes por dia durante 4 meses [95].

Antes da instituicdo da terapéutica é necessario uma avaliacéo clinica do estado
do animal e da gravidade da doenca e definir o estadiamento clinico de infecdo. Foi
proposto pela associacdo LeishVet um protocolo de estadiamento clinico dos animais
com LCan e respetiva terapéutica aconselhada para cada estddio. Os sistemas de
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classificacéo clinica ttm como objetivo agrupar os animais de acordo com a gravidade do
quadro clinico e também com vista a definicdo da terapéutica mais adequada a cada
paciente e ao estabelecimento do prognostico para cada estaddio clinico[118]. Neste
protocolo os animais sdo agrupados em quatro estadios clinicos diferentes baseados nos
sinais clinicos e resultados dos exames laboratoriais e serologicos [95].

Os animais no estadio | manifestam a forma mais ligeira da doenga, podendo
apresentar como manifestagdes clinicas desde linfadenomegalia a dermatite papular,
porém sem relevantes alteracGes hematoldgicas ou dos exames laboratoriais. Exibem
também desde resultados negativos a um baixo titulo de anticorpos nos testes seroldgicos
e ndo manifestam restricdo no tipo de terapéutica a instituir. A generalidade dos animais
incluidos neste estadio clinico apresenta bom prognéstico [7].

No estadio Il incluem-se o0s animais que apresentam doenca moderada,
manifestando em conjunto com as manifestacfes descritas no estadio | lesbes cutaneas
simétricas ou difusas como dermatite exfoliativa, onicogrifose, lesdes ulceradas,
anorexia, perda de peso, febre e epistaxis. Podem apresentar algumas alteracdes
hematoldgicas como uma moderada anemia ndo regenerativa, hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia. Alguns animais podem apresentar os parametros de avaliacdo da
funcdo renal dentro dos valores normais, enquanto outros animais podem evidenciar
proteindria encontrando-se o réacio proteina/creatinina urinaria (UPC) entre 0,5 e 1. Neste
estadio Il deve-se instituir como terapéutica a combinacdo de alopurinol com antimoniato
de meglumina ou com miltefosina, mediante os danos renais existentes e respetiva funcédo
do 6rgdo. O progndstico varia desde bom a reservado [7].

O estadio Il caracteriza-se pela presenca dos sinais clinicos anteriormente
descritos com a adig@o de sinais de doenca severa ou grave nomeadamente as lesoes
carateristicas da deposi¢do dos imunocomplexos circulantes como vasculites, artrites,
uveites e glomerulonefrites. As alteracbes hematologicas e bioguimicas sdo semelhantes
as dos animais do estadio Il, com a excecdo do aumento da severidade dos danos renais
e respetiva diminuicdo do orgdo referido. Geralmente encontra-se insuficiéncia renal
cronica (IRC) no estadio Ill, e os valores séricos de creatinina situam-se entre 1,4 e 2
mg/dl. A terapéutica aconselhada neste estadio clinico € a mesma descrita para o estadio
I1, mas deve-se seguir as orientagdes do programa IRIS no controlo das lesbes renais [7].

No ultimo estédio clinico, estadio 1V, incluem-se os animais com doenca muito
severa manifestando as alteragdes anteriormente descritas com a adigéo de sinais de

tromboembolismo pulmonar, sindrome nefrético e doenca renal em estaddio terminal
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(estadios Il e 1V - IRIS). Os valores de creatinina encontram-se entre 2 e 5 mg/dl no
estadio Il (IRIS), sendo superiores a 5 mg/dl no estadio IV (IRIS). Principalmente no
estadio IV surge também proteindria marcada (UPC> 5) [7].

7.9 Monitorizacdo do tratamento

Varios protocolos terapéuticos descritos recomendam a monitorizacéo e controlo
de varios parametros clinicopatolégicos durante e depois da instituicdo do tratamento. Os
pardmetros bioquimicos e hematoldgicos a controlar no decurso da instituicdo da
terapéutica dependem das alteracdes clinicopatoldgicas de cada paciente. Em geral é
recomendada a avaliacdo de exames hematologicos completos, painel bioquimico geral,
andlise d urina com récio proteina/creatinina, e um perfil eletroforético das proteinas
séricas/plasmaticas [95].

A frequéncia da monitorizacdo varia consoante o animal, mas em geral cada
paciente deve ser monitorizado no fim do primeiro més de tratamento, cada 3-4 meses até
completa remissdo dos sinais clinicos, e depois uma ou duas vezes por ano. A medi¢do
dos titulos de anticorpos antes dos 6 meses ap6s inicio do tratamento ndo é Util para a
monitorizacdo do mesmo; contudo, apds esse periodo estes devem ser controlados a cada
6-12 meses. Um aumento superior a duas dilui¢bes consecutivas no teste de IFI sugere
que tenha ocorrido recaida [116]. Contudo, alguns animais, apesar da melhoria dos sinais
clinicos, ndo apresentam diminuicdo dos titulos de anticorpos desde 6 meses até um ano
apos o inicio do tratamento [83]. Os testes de pesquisa molecular, nomeadamente PCR
em tempo real, sdo também bastante Uteis na monitorizacéo da terapéutica instituida, no
sentido que determinam a carga parasitaria existente na amostra analisada. Um
decréscimo na carga parasitaria significa o sucesso da terapéutica utilizada, enquanto um

aumento da mesma significa uma recaida [95].

8. Prognostico

O estabelecimento do progndéstico para os animais com LCan é dificil, existindo
pouca informac&o e consenso sobre 0 mesmo. Como ja referido, esta doenca apresenta
um vasto conjunto de alteracdes clinicopatologicas que variam individualmente, que
influem diretamente no protocolo terapéutico e no prognostico a estabelecer [83].

Contudo, em geral o progndstico vai depender da presenca de IRC e da severidade da
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mesma, bem como da utilizacdo adequada dos protocolos terapéuticos e monitorizacao
da mesma, aconselhados na comunidade cientifica [95].

A instituicdo da terapia recomendada, nomeadamente os protocolos terapéuticos
englobando a utilizacdo da combinacdo dos antimoniais pentavalentes com o alopurinol,
ou miltefosina com alopurinol, bem como uma monitorizacdo terapéutica adequada
revela-se de extrema importancia no sentido de garantir o estado de remisséo dos sinais
clinicos e garantir a melhor qualidade de vida pelo maior periodo de tempo. Neste sentido,
Torres et al evidenciaram que em 23 animais monitorizados até periodos superiores a 9
anos, apenas trés evidenciaram recorréncias [119]. Estudos demonstraram uma
sobrevivéncia média de 4,7 anos dos animais sujeitos a tratamento, mas a sobrevivéncia
revelou-se inferior nos animais que apresentavam hipoalbuminemia, proteinuria e
azotemia de origem renal[95]. Outras publicacdes também revelaram que mais de 75%
dos animais estudados, que ndo apresentaram sinais clinicos associados a disfuncao renal,
viveram por mais de 4 anos apds instituicdo dos protocolos terapéuticos aconselhados
[120].

9. Prevencéo e controlo

Em sentido lato, o termo prevencao inclui a aplicacdo de medidas destinadas a
evitar casos de infecdo por um agente patogénico ou as consequéncias patoldgicas dos
mesmos [9]. Um dos objetivos principais na profilaxia e controlo da leishmaniose incide
na prevencdo da picada dos vetores flebotomineos, diminuindo assim o risco de
estabelecimento de infecdo nos hospedeiros suscetiveis, nomeadamente o homem e o céo.
(100,101). Outras medidas sdo também importantes na reducdo da populacdo vetora,
nomeadamente a utilizacdo de inseticidas nas casas e abrigos dos animais, redes
mosquiteiras impregnadas com inseticidas, aplicacdo dérmica de repelentes nos humanos
e aplicacéo topica de inseticidas nos caes [9]. Um estudo realizado no Irdo comprovou
que a utilizacdo de coleiras impregnados com inseticidas (deltametrina) diminuiu a
seroconversdo em cées e criangas numa zona endémica, atestando a importancia destas
medidas preventivas numa populagdo canina [121].

A prevencao da picada do vetor artropode na populagéo canina pode ser alcangada
seguindo um conjunto de diversas medidas, tais como: manter o animal dentro de casa
nos periodos de maior atividade do vetor, nomeadamente desde o anoitecer até ao

amanhecer; a alteracdo do micro-habitat do vetor tornando-o indspito para o seu

47



desenvolvimento, particularmente os locais limitrofes das habitacbes e abrigos dos
animais; a aplicacdo ambiental de inseticidas, especialmente nas casas e abrigos dos
animais; e a aplicagdo topica de inseticidas com atividade comprovada contra as espécies
flebotominicas que se alimentam nos canideos [83].

Diversos compostos quimicos demonstraram eficacia na prevencédo da picada do
fleb6tomo, estando disponiveis comercialmente varias formulagGes e diversas
apresentacgdes de inseticidas e repelentes de uso topico para cdes. Os piretrdides sintéticos,
nomeadamente a deltametrina e a permetrina, sdo atualmente os inseticidas mais
utilizados, especialmente devido a baixa toxicidade na populacdo canina e a sua eficacia
farmacoldgica. Estdo disponiveis comercialmente vérias formulagdes e diversas
modalidades de aplicagcdo, nomeadamente coleiras impregnadas com deltametrina e
solugdes de administracao topica como solugdes para pulverizacao (“sprays”) e solugdes
para ungdo puntiforme (“spot-ons”) [9].

As coleiras impregnadas com deltametrina libertam lentamente a substancia ativa
que é absorvida e difundida pela pele do animal, conferindo-lhe prote¢do em todo o corpo
num periodo aproximado de 5-6 meses [122]. No entanto, apenas é garantida protecao
contra as picadas de fleb6tomos uma semana ap6s sua aplicacdo [100]. Sob condicdes
laboratoriais constatou-se que o efeito repelente desta formulacdo protegeu 94% dos
animais das picadas dos fleb6tomos até 34 semanas ap0s a sua aplicacdo [44]. Nas zonas
onde a leishmaniose é endémica aconselha-se a aplicacdo das coleiras no inicio do periodo
sazonal de maior atividade dos vetores. Aos animais que vivem em territorios onde ndo
existem casos de infecdo por LCan devem ser aplicados das coleiras repelentes 1-2
semanas antes de uma viagem a um territorio onde esta € endémica, no sentido de garantir
tempo suficiente para que a deltametrina seja difundida [122]. Foi recentemente
introduzida no mercado uma coleira com agdo comprovada para prevenir a infegéo por L.
infantum, contendo a sua formulacdo 10% de imidaclopride associado a 4,5% de
flumetrina. Um estudo realizado numa zona onde a LCan é altamente endémica
comprovou eficacia deste método de protecdo de 93,4% contra a infecdo [123].

As formulagdes para pulverizagao e os “spot-ons” demonstraram também eficacia
na prevencao da picada do fleb6tomo, mas por tempo inferior & protecdo garantida pela
aplicacdo das coleiras repelentes [101]. Existem varias formulagdes associando
piretréides com outros compostos, nomeadamente imidaclopride. Os “spot-ons”
garantem protecdo desde 24-48 horas ap0s a sua aplicacdo até 21 dias depois [100]. Estéo

disponiveis comercialmente algumas “spot-ons” com atividade protetora comprovada,
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nomeadamente solucdes contendo permetrina a 65% e solugdes combinando
imidaclopride a 10% com permetrina a 50% [9]. Para esta Gltima associacéo foi registada
uma acao repelente com eficicia superior a 90% durante 3 semanas, e com efeito
inseticida de cerca de 50% [124]. Foi também comprovada uma protecdo mais eficaz
qguando a mesma associacdo foi administrada duas vezes por més relativamente a
administracdo mensal [125]. A utiliza¢ao de “spot-ons” com a formulag@o de permetrina
a 65% revelou também eficacia adequada como repelente durante 3 semanas, enquanto a
atividade inseticida apenas € evidenciada até 2 semanas ap6s aplicacdo. Nao obstante, na
prevencdo de Lcan o efeito repelente manifesta maior importancia e neste sentido este
método revela-se importante no controlo da doenga [126].

Relativamente aos repelentes ¢ inseticidas de aplicagdo por “spray”
(pulverizacdo), a atividade inseticida é imediata. Uma formulacéo associando permetrina
e piriproxifeno garante protecdo de 87-94% dos animais, por um periodo de 3-4 semanas
[9].

Os proprietarios dos animais devem ser corretamente aconselhados sobre o meio
de protecdo mais adequado, no sentido de garantir que estes sdo corretamente utilizados.
Os métodos “spot on” e de aplicagdo por “spray” devem ser reaplicados frequentemente
(2-3 semanas) no sentido de garantir protecdo eficaz, enquanto as coleiras apenas
necessitam ser trocadas duas vezes por ano no sentido de assegurar protecdo contra a
picada do flebétomo. Devem também ser informados acerca do periodo de inicio de
atividade farmacologica dos diferentes métodos de prote¢do, nomeadamente nos animais
que irdo viajar desde territdrios indemnes para outros onde a LCan é endémica [100].

Estas medidas preventivas devem ser encorajadas por parte do médico veterinario
junto dos proprietarios dos animais saudaveis com auséncia de infe¢cdo, como também
dos proprietarios de cdes infetados e doentes e dos animais tratados, mesmo que em
remissdo dos sinais clinicos. Estd provado que mesmo animais com baixa carga
parasitaria em circulacdo podem constituir uma fonte de infecdo para os vetores
flebotomineos e consequente para outros animais e homem [95].

Além dos produtos repelentes e inseticidas de administracdo topica, foi
recentemente introduzido no mercado um método profilatico consistindo na
administracdo oral de domperidona, que como ja referido apresenta competéncia no
tratamento e prevencdo da LCan [122]. Um estudo evidenciou que 0Ss cdes apenas
medicados profilaticamente com domperidona, com um regime de administraco bidiario

segundo a dosagem de 0,5 mg/kg durante 4 meses consecutivos, apresentaram um risco
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de infecdo ativa sete vezes inferior em relacdo aos animais aos quais nao foi instituida
qualquer terapia. Foi registada uma prevencdo de 80% durante o primeiro ano de
instituicdo da medicacéo profilatica e de 77% 21 meses depois.

A vacinacdo constitui uma medida adicional para o controlo e prevencdo da Lan
no ambito da medicina veterinaria e da saude publica. Diversos estudos foram realizados
utilizando hamsters e murganhos como modelos experimentais, com o objetivo de definir
as classes de imunogénios com melhores capacidades na indugdo de protecdo imunitaria.
Destes destacam-se 0s parasitas mortos e intectos, fracGes celulares purificadas,
componentes proteicos parasitarios, proteinas recombinantes maltiplas de Leishmania ou
do vetor flebotomineo, ADN plasmidico e particulas virais contendo os fatores de
viruléncia parasitarios codificados. O principal propdsito na obtencdo de uma vacina
eficaz é estimular uma resposta imunitaria forte e duradoura com uma populacéo celular
dominante Thl [127].

Na Europa esta apenas disponivel comercialmente uma vacina contra a LCan,
concretamente CanilLeish®. E composta por proteinas purificadas excretadas ou
segregadas por L. infantum (LiESP) e tem como adjuvante uma fracdo altamente
purificada da saponina Quilaja saponaria [128]. As ESP sdo proteinas excretadas ou
segregadas por varios protozoarios que apesentam diversas funcGes e propriedades das
quais revelam interesse nesta matéria a sua contribui¢do na infecdo das células-alvo do
hospedeiro pelo parasita e subsequente multiplicacdo intracelular, como também
desempenham um papel relevante na modulacdo da resposta imunitaria conduzida pelo
hospedeiro infetado. Muitas destas proteinas sdo também encontradas na superficie
celular das formas de Leishmania, o que juntamente com a sua capacidade na estimulagéo
da proliferagdo de linfocitos T faz com que sejam alvos antigénicos e imunogénicos
desejaveis, no sentido de obter uma resposta profilatica adequada (128,129). Esta vacina
utiliza como adjuvante a QA-21, sendo uma saponina altamente purificada capaz de
estimular a proliferacdo de linfocitos Thl e linfocitos T citotoxicos, 0 que a torna o
adjuvante ideal para as vacinas contra agentes patogénicos intracelulares. A vacinagao
com CaniLeish® esta aconselhada para os caes a partir dos 6 meses, e a primovacinagdo
consiste na administracdo de trés doses vacinais com um intervalo de 3 semanas entra as
administracdes. Posteriormente, os cées sdo revacinados anualmente [131].

Estudos demonstraram a capacidade desta vacina induzir uma resposta imunitaria,
composta principalmente pela populagdo celular Thl a partir da terceira semana apos a
primeira administracdo vacinal [128]. Outro estudo constatou que esta resposta imunitaria
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dura pelo menos até um ano depois [132]. Um estudo de campo numa zona altamente
endémica, realizado durante 2 anos, evidenciou uma eficacia de 68,4% e uma protecdo
de 92,7%.0utro fato constatado neste estudo foi que a ocorréncia de casos positivos no
exame de PCR foi semelhante em animais vacinados e ndo vacinados, mas a percentagem
de animais que obtiveram posteriormente um resultado negativo no mesmo exame foi
maior nos animais vacinados [133]. Foi também descrito que o0 uso de protocolos vacinais
contra a LCan reduz a intensidade de infecdo por L. infantum em P.perniciosus, tendo

este facto particular relevancia no controlo epidemiolégico desta doenca [134].
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CASOS CLINICOS

Caso clinicon® 1 - Rex

Identificacéo do animal:

O Rex (Figura 7), um cdo inteiro de raca indeterminada, com aproximadamente

3 anos, apresenta-se a consulta no dia 26 de dezembro de 2014, na clinica veterinaria

VetPovoa.

Anamnese e Exame fisico/
motivo da consulta:

O animal foi apresentado a
consulta devido a uma leséo
'~ ulcerada no pavilhdo auricular no
ouvido direito que persistia ha
varios meses sem cicatrizar. Esta
lesdo é mostrada na Figura 7. Foi
possivel observar outra lesdo

semelhante no codilho no lado

Figura 7: Rex no primeiro dia de consulta direito, conforme se visualiza na

Figura 8.

Apesar das lesdes evidenciadas, o animal aparentou estar em boas condi¢oes
sanitarias e ndo foi referida qualquer outra manifestagcdo por parte do proprietario. No

decorrer do exame fisico ndo foram também detetadas quaisquer outras alteracdes.

Dados laboratoriais basicos:
Conforme é possivel visualizar nas Tabelas 2 e 3 (Anexo |) os parametros
bioguimicos analisados estavam dentro do intervalo dos valores de referéncia

Exames complementares

Pelo carater cronico, tipo de lesdes, neste caso ulceradas e pela localizacdo das
mesmas suspeita-se que na sua etiologia esteja implicada Leishmania, pelo que foi
efetuado o teste seroldgico quantitativo através da técnica de IFI.
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Os resultados obtidos neste
exame revelaram a presenca de um
titulo elevado de anticorpos
especificos contra Leishmania,
cujos resultados na titulagdo podem
estar compreendidos de 640 a 1280.
Este titulo de anticorpos excede em
8 wvezes o titulo limiar de
positividade adotado pela
generalidade dos laboratdrios (80).

Figura 8: Les&o ulcerada no codilho direito
Diagnosticos diferenciais

Causas infeciosas como: pioderma bacteriano profundo por foliculite ou
furunculose e demodicose; causas metabolicas como: calcinosis  cutis
(hiperadrenocorticismo); uremia/ insuficiéncia renal; causas neoplasicas como linfoma
epiteliotropico e carcinoma de células escamosas; agentes fisicos ou quimicos como:
reacOes medicamentosas ou queimaduras; causas autoimunes como: lupus eritematoso

discoide, e lupus eritematoso cutaneo vesicular.

Tratamento

Apo6s confirmado 0
diagndstico de Lcan e evidenciacao
dos resultados dos dados laboratoriais
dentro dos valores normais, o0 paciente
iniciou, no dia 16 de janeiro de 2015,
21 dias ap6s a primeira consulta, o
protocolo terapéutico consistindo na
administracdo de antimoniato de
meglumina (Glucantime®), sob o

regime de administracdo de 100 mg

Figura 9: Primeiro dia tratamento

/kg, SC durante 21 dias juntamente
com a administracdo de alopurinol (Zyloric®), PO, 20mg/kg, BID. Foi também
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administrado um estimulante imunitario, nomeadamente o Inmodulen® ao primeiro,
terceiro e sétimo dias apos inicio do protocolo terapéutico. Este estimulante imunitario
consiste numa solucdo farmacolégica contendo 25 mg de células de Propionilbacterium
granulosus, juntamente com 2 mg de lipopolisacarido de Escherichia.coli num excipiente
constituido por 100 ml de agua destilada.

No decorrer da instituicdo do protocolo terapéutico as lesGes foram sendo
debeladas e regredindo. Nas figuras 10, 11 e 12 evidencia-se a evolugédo da resolucéo da
lesdo ulcerada no pavilhdo auricular direito ao longo do protocolo terapéutico.
Especialmente nas fases finais é possivel observar uma lesdo nodular, que pode ser
compativel com o caracteristico “cancro de inocula¢do” por vezes evidenciado nas lesdes

cutaneas, como previamente referido na revisdo bibliogréfica.

Figura 10: Quatro dias apds o
inicio do tratamento (20 de janeiro
de 2015)

Figura 11: Sexto dia ap6s
o inicio do tratamento (22
de janeiro de 2015)
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Figura 12: Oito dias ap6s o inicio da
terapia (24 de janeiro de 2015)

Monitorizagdo do tratamento

O Rex foi sujeito a reavaliagdo 2 meses apds o término do tratamento, e ndo
apresentou alteragdes nos resultados do exame fisico. Alguns dados bioquimicos foram
analisados nomeadamente um proteinograma, ou quantificacdo das proteinas séricas, mas
ndo se registaram alteragdes dos pardmetros analisados. Os resultados dos testes analiticos
efetuados estdo expostos na Tabela 6 (Anexo I).
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Caso clinico n° 2 — Danko

Identificacéo do animal:

O Danko (Figura 13), um cdo
inteiro de raca Dalmata, com
aproximadamente 9 anos, apresenta-se
a consulta no dia 4 de Marco de 2014,
no Hospital Veterinario Abros, em
Ourense, Espanha.

Motivo da consulta:

Este animal foi remetido por

uma clinica veterinaria externa,

localizada nas regides limitrofes da
cidade de Ourense, e comecou a ser Figura 13: Danko no primeiro dia de consulta

seguido neste local devido a episodios de diarreia, primariamente de consisténcia liquida
e posteriormente mucoides. Apos instituicdo terapéutica nesta clinica o seu estado clinico
melhorou durante alguns dias, contudo posteriormente regressou a mesma clinica
apresentando-se prostrado, com febre, vomitos e perda de peso. No mesmo local foi
sujeito a um protocolo terapéutico englobando a utilizacdo de duas administraces de
dipropionato de imidocarbe (Imizol®), dexametasona (Deyanil®) e vitaminas. Foi
administrado dipropionato de imidocarbe devido a existéncia de varios casos de babesiose
na regido e uma vez que as manifestacGes clinicas apresentadas pelo animal também
coincidem com esta doenca. Apds as administragdes o animal apresentava melhorias no
seu estado clinico, mas voltava a piorar e apresentar febre alguns dias depois.
Posteriormente os proprietarios indicaram que o animal apresentava desconforto ao
alimentar-se e na ingestdo de 4gua, e que apresentava sialorreia com saliva de aspeto mais
espesso que o normal. Mais tarde comegaram a ser visiveis lesdes na boca,
particularmente nos labios (Figura 15), que se foram estendendo até a regido do nariz e

peri-ocular (Figura 14).
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Exame fisico

No decorrer do exame fisico constatou-se que este animal se apresentava

hipertérmico (40°C), com diminuicéo da condi¢do corporal, levemente desidratado (5%)

e com lesdes ulceradas na face interna dos labios, gengivas e também na lingua. O restante

exame fisico ndo evidenciou outras alterac6es além das descritas.

Figura 14: Lesdes ulcerocrostosas na regido
perinasal e periocular

Diagnosticos diferenciais:

Primariamente a suspeita inicial
foi de que o animal poderia ter ingerido
um agente caustico que lhe tivesse
provocado inicialmente a diarreia e
depois lesdes orais. Contudo, a evolucao
das lesdes e distribuicdo posterior em
outros locais como na regido do nariz
(Figura 14), periocular e pavilhdo
auricular (Figura 16) sugeriu outras
causas, nomeadamente Lcan, e doengas
auto-imunes como pemphigus vulgaris

ou lupus eritematoso multi-sistémico
(LES).

Figura 15: Les0es ulceradas na regido
perinasal e nos labios
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Exames complementares (dados laboratoriais basicos)

Numa primeira abordagem o
animal foi sujeito a realizacdo de
analises de parametros bioquimicos e
hemograma, cujos resultados se
encontram nas Tabelas 7 e 8 (Anexo
I) respetivamente. Apresentou um
ligeiro aumento de enzimas hepaticas,

nomeadamente da fosfatase alcalina e

da gama-glutamil-transferase (GGT) 2ol :
i Figura 16: Leses ulcerocrostosas na face interna do
como também do  colesterol. pavilhdo auricular direito
Apresentou também um ligeiro

aumento das proteinas totais séricas como um racio albuminas/globulinas reduzido.

Bidpsia das lesbes

No sentido de avaliar e caraterizar as lesbes dermatoldgicas evidenciadas, o
animal foi sedado e sujeito a recolha de amostras das lesdes cuténeas presentes,
nomeadamente na boca (pele e mucosa), nariz e regido periorbital. O exame
histopatolégico das lesbes revelou a presenca de acantose do estrato espinhoso da
epiderme com hipergranulose e hiperqueratose ortoqueratética ligeira a focalmente
moderada. Na superficie das lesdes evidenciaram-se crostas serocelulares constituidas por
neutréfilos e pidcitos. Focalmente, em alguns locais foi possivel observar areas de
exocitose de neutrofilos através da epiderme com presenga de espongiose. Na derme
superficial observou-se um intenso infiltrado inflamatério de padréo difuso constituido
por macrdfagos, linfocitos, células plasmaticas, neutrofilos e um menor ndmero de
leucdcitos polimorfonucleares eosinofilos. Os foliculos pilosos apresentaram atrofia com
queratose folicular e marcada atrofia do complexo glandular periadnexal. N&o foi possivel
a visualizacdo de agentes infeciosos nomeadamente fungicos ou parasitarios, nem atraves
de técnicas rotineiras de visualizagdo, nem com técnicas mais avangadas como PAS
(&cido periddico de Schiff) ou coloracdo Giemsa.

O diagndstico destas lesBes caraterizou-as como dermatite hiperplasico- crostosa,
difusa e periadnexal. A observacdo das crostas serocelulares na superficie, juntamente

com a presenca de neutréfilos indicaram um pioderma superficial com necessidade de
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controlo clinico. Contudo, o quadro inflamatorio das lesbes era completamente
) inespecifico e de carater crénico.
N&o obstante, a presenca de um
elevado numero de células
plasmaticas  perivasculares e
periadnexais tornava
recomendavel a realizacdo de
outras técnicas complementares de
diagnostico para descartar a

relacdo deste processo com uma

forma atipica de leishmaniose,

Figura 17: Les6es ulceradas na regido perinasal e
periocular apesar da auséncia de formas

amastigotas de Leishmania spp.

A localizacdo e tipo de lesdes cutdneas apresentadas podem também ser
partilhadas com outras condi¢bes patologicas, nomeadamente de carater autoimune, e
neste sentido foi também realizada uma pesquisa para presenca e quantificacdo de
anticorpos anti-nucleares (ANA), no sentido de descartar a presenca de LES, a qual se
mostrou negativa.

Descartada a presenca de LES e devido aos resultados inconclusivos da biopsia,
as amostras das lesdes foram sujeitas ao teste de pesquisa molecular de Leishmania spp.
por PCR, e foi instituido empiricamente o protocolo terapéutico para leishmaniose até

confirmacéo do diagnostico de Lcan.

Tratamento

O protocolo terapéutico para leishmaniose foi iniciado no dia 12 de marco de
2015, 8 dias ap0s a primeira consulta, e consistiu na administracdo de antimoniato de
meglumina (Glucantime®), na dose de 100 mg /kg, SC durante 1 més, juntamente com a
administracdo de alopurinol, PO, 20mg/kg, BID. Foi-lhe também administrado
enrofloxacina (Baytril®) e sucinato sodico de metilprednisolona (Solu-medrol®), SC, 1
mg/kg, SID, no sentido da resolucdo das lesbes cutaneas, juntamente com tratamentos
locais com clorhexidina e pomada Dermoscent®.

No dia 19 de marco de 2015, 15 dias apds a primeira consulta, a administracdo de

corticoesteroides, nomeadamente Solu-medrol® foi descontinuada.
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O diagnostico de Lcan foi confirmado no dia 24 de marcgo de 2015, 12 dias apds
inicio do tratamento, pela rece¢do do resultado positivo ao teste de PCR previamente
requisitado.

Durante este periodo, o animal permaneceu em casa juntamente com 0S
proprietarios, os quais cumpriram o protocolo terapéutico instituido no hospital,
permanecendo em contato telefénico frequente com o0s médicos veterinarios
responsaveis. Pelos proprietarios foram constatadas melhorias do estado clinico que
indicaram estar o animal a debelar as lesdes, com atividade normal, com apetite e ingestéo

de 4gua normal.

Monitorizagdo do tratamento

O animal regressou ao hospital, no dia 02 de abril de 2015, 21 dias ap0s o inicio
do tratamento, para monitorizagdo do tratamento e revisdo das condicGes clinicas
anteriormente apresentadas. Os proprietarios referiram que nesse dia o animal se
apresentou mais deprimido comparativamente aos dias anteriores e que demonstrou
também manifestacbes articulares, nomeadamente claudicacdo intermitente juntamente
com edema do focinho. Foi-lhe realizado um exame hematoldgico, e analise de esfregaco
sanguineo, simultaneamente com um exame ecografico da cavidade abdominal. O exame
ecografico ndo revelou alteracBes importantes, com a excecdo da evidéncia de
prostamegalia com presenca de alguns quistos prostaticos de pequenas dimensdes (< 1
cm) e zonas heterogénicas no parénquima do mesmo 6rgdo. Os resultados do hemograma
estdo expostos na Tabela 10 (Anexo IlI). Estas alteragdes negativas relativamente ao
estado clinico do animal podiam estar relacionadas com um pico de febre decorrente da
Lcan, mas também poderia existir alguma infe¢do concomitante.

No dia seguinte (03 de abril de 2015), o animal regressou ao hospital para
reavaliacdo do seu estado clinico e foi-lhe retirada, por cistocentese, uma amostra de urina
para analise, cujos resultados se encontram expostos na Tabela 9 (Anexo I1). Apenas a
densidade (1,018) e o pH (7) estavam alterados, com 0s outros parametros existentes na
tira de urina estando dentro dos limites normais bem como se verificava auséncia de
sedimento. Foi também sujeito a um teste seroldégico, nomeadamente um “kit” de teste de
imunocromatografia rapido (Snap 4Dx®) para pesquisa de outros agentes patogénicos
que poderiam existir concomitantemente, mas os resultados foram negativos para todos
0s agentes patogénicos testados, nomeadamente Dirofilaria immitis, Borrelia burgdorferi
Anaplasma spp, e E.canis.
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No dia 05 de abril de 2015, 24 dias ap0s inicio do tratamento, o animal voltou para
reavaliacdo e manifestou deterioracdo do seu estado clinico e condicdo corporal,
concretamente apresentou-se mais prostrado, com anorexia, alteragdes locomotoras, neste
caso apresentando uma “marcha rigida”, com dificuldades em permanecer em estacéo e
apresenta as articulacdes dolorosas e quentes ao toque. Foi novamente sujeito a realizagédo
de analises hematoldgicas, cujos resultados estdo expostos no Tabela 11 (Anexo I1). A
anemia evidenciada anteriormente agravou-se (29,8%) e continuou a apresentar
leucocitose (29,06 K/uL) por neutrofilia (25,53 K/uL). A alta concentracdo plaquetaria
continuou também elevada (621 K/uL).

No dia 07 de abril de 2015, 26 dias ap0s inicio do tratamento, 0s proprietarios
decidiram optar pela eutanasia do animal, em virtude da nova recaida e consequente
agravamento do estado clinico do animal, como também devido a indisponibilidade

econdmica e animica dos mesmos no sentido de continuarem a terapia.
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Caso clinico n° 3 — Brandéan

Identificacéo do animal:

O Brandén (Figura 18), um céo inteiro de
raca Pastor Alemé&o, com aproximadamente 9 anos
de idade, apresentou-se a consulta no dia 23 de

fevereiro de 2015, no Hospital Veterinario Abros.

Motivo da consulta
O Brandan apresentou-se a consulta devido
essencialmente a presenca de lesdes cutaneas

evidentes e de perda de peso. Os proprietarios

referiram ainda que o animal vinha tendo um : I
Figura 18: Brandan na primeira

comportamento diferente nas ultimas semanas, consulta

nomeadamente a nivel social, apresentando-se mais

prostrado e distante do ambiente familiar.

Exame fisico

Apresentou ligeiro aumento da temperatura corporal (39,2° C). Foram também
percetiveis lesdes cutaneas evidentes localizadas nas extremidades auriculares, codilhos
e na regido externa das extremidades das asas do ileo. Foi também percetivel um ligeiro
aumento dos ganglios linfaticos popliteos e um crescimento exagerado das unhas
(onicogrifose), conforme é possivel observar na Figura 19. Excetuando os factos
descritos, ndo foram observadas outras alteragdes relevantes no restante exame fisico

realizado. As lesBes cutaneas evidenciadas externamente sdo visualiziveis nas Figuras
20, 21, 22 e 23.

Figura 19: Onicogrifose
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Figura 20: Lesdo ulcerada na extremidade Figura 21: Les&o ulcerada na extremidade
auricular direita auricular esquerda

Figura 22: Lesdo ulcerocrostosa nas saliéncias ésseas (asas do ileo)

Figura 23: Lesdo ulcerocrostosa nas saliéncias ésseas (codilho esquerdo)
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Diagnosticos diferenciais

Causas infeciosas como: pioderma bacteriano profundo por foliculite ou
furunculose e demodicose; causas metaboOlicas como: calcinosis  cutis
(hiperadrenocorticismo); uremia/ insuficiéncia renal; causas neoplasicas como linfoma
epiteliotrépico e carcinoma de células escamosas; agentes fisicos ou quimicos como:
ReacOes medicamentosas ou queimaduras; causas auto-imunes como: lupus eritematoso

discoide e, lupus eritematoso cutaneo vesicular.

Exames complementares (Dados laboratoriais basicos)

Em virtude de avaliar todas as condicdes clinico-patoldgicas frequentemente
associadas a esta doenca o animal foi sujeito a realizacdo de analises bioguimicas e
hematoldgicas, cujos resultados estdo expostos nas Tabelas 12 e 13, respetivamente
(Anexo I11).

Foi realizado um exame citologico das lesGes cutaneas apresentadas e foram
visualizadas células inflamatorias como neutrofilos e macréfagos, e também cocos e
bacilos, mas ndo foram visualizadas formas amastigotas de Leishmania.

Foi também realizado um teste rapido de imunocromatografia para Leishmania, o
qual revelou um resultado positivo. Foram também remetidas para o laboratério interno
amostras seroldgicas para realizacdo do teste seroldgico ELISA, e outra amostra
seroldgica para realizacdo de IFI, em laboratoério externo.

Como terapia apés a primeira consulta é Ihe instituida predisona 30 mg, PO, SID
e Tsefalen® (cefalexina) 1000mg BID.

No dia 27/02 o resultado de ELISA (Leiscan® ELISA) apresentou positividade
muito alta (equivaletnte a titulo de anticorpos superior a 1/1280).

O teste de IFI manifestou também um resultado positivo alto, correspondendo a
positividade no teste de IFI entre as titulagdes de 1/160 e 1/320, o que confirma o
diagnostico de LCan.

No dia 03 de Marco de 2015, 8 dias ap0s a primeira consulta, o animal regressa
ao hospital sob o intuito da realizacdo de um proteinograma sanguineo. Os resultados
desse teste evidenciaram hiperproteinemia e aumento da concentracdo das globulinas,
nomeadamente das alfa e gama-globulinas. Os resultados do proteinograma estdo
expostos na Tabela 14 (Anexo I11).
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Tratamento:

Apo6s confirmagdo de infecdo clinica por Leishmania foi instituido o protocolo
terapéutico utilizando a combinacao de antimoniato de meglumina com alopurinol.

No dia 03 de marc¢o de 2015, 8 dias apds a primeira consulta, foi-lhe instituido o
protocolo terapéutico consistindo na administracdo de antimoniato de meglumina
(Glucantime®), na dose de 100 mg /kg, SC durante 1 més juntamente com a
administracdo de Alopurinol, PO, 20mg/kg, BID. A dose de -corticoesteroides
anteriormente instituida foi reduzida para a administracdo de 50% de prednisona a cada
2 dias, durante mais 6 dias.

No dia 11 de margo de 2015, 8 dias apds inicio do tratamento, o animal foi trazido
ao hospital para monitorizacao da terapia e estado clinico. No exame fisico foi constatada
uma melhoria significativa das lesGes cutaneas previamente manifestadas. Foi também
realizado um hemograma e analises bioquimicas, que revelaram que 0s pardmetros
avaliados estavam dentro dos valores normais.

No dia 02 de abril de 2015, 30 dias ap6s inicio do tratamento, é terminada a
administracdo de antimoniato de meglumina, e foi referida uma melhoria significativa do

estado clinico do Brandan por parte dos proprietarios.

Monitorizacao do tratamento

No dia 28 de maio de 2015, sensivelmente 3 meses ap6s o0 término do protocolo
terapéutico, o Brandan regressou ao hospital, para monitorizacdo do seu estado clinico e
realizacdo de proteinograma sanguineo. As lesdes estavam completamente debeladas e
os resultados do proteinograma foram significativamente melhores, nomeadamente
houve reverséo da hipoalbuminemia e aumento do racio das albuminas e globulinas,

conforme é possivel, observar na Tabela 15 (Anexo I11).
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DISCUSSAO:

A LCan é uma doenca que aparenta estar disseminada por todo o territério
nacional, mas existe ainda a definicdo “classica” de trés zonas tradicionalmente
endémicas, como Tras-os-Montes e Alto Douro, regido metropolitana de Lisboa e o
Algarve [46]. Contudo, a doenca é encontrada por todo o territorio continental portugués,
e num estudo efetuado em 2009, foi encontrada uma prevaléncia de infecdo de 6,31% nos
canideos dos 18 distritos nacionais [135].

Durante o periodo de 4 meses de estagio por mim realizado na area de clinica de
animais de companhia, observei o acompanhamento clinico de trés casos de LCan, sendo
um dos casos acompanhados na clinica veterinaria em Coimbra (VetP6voa) e 0s outros
dois no hospital veterindrio em Ourense, Espanha (Abros). No distrito de Coimbra foi
registado no estudo realizado em 2009 uma seroprevaléncia de 6,43% de infecdo canina
por Leishmania, e na regido de Ourense em 2011 foi detetada uma prevaléncia de 35,6%
(36,134).

As manifestacGes clinicas evidenciadas nos trés casos foram variadas e com
gravidade diferente entre os animais doentes, coincidindo com a diversidade e
consequente inespecificidade dos sinais clinicos dos animais que padecem de infecéo por
LCan, conforme descrito na literatura cientifica e resumido nesta dissertagcdo. Variaram
desde a apresentacdo de uma lesdo cutanea ulcerada no interior de um pavilhao auricular
(caso clinico n® 1 Rex), sem presenca de qualquer outro sinal clinico adicional, com
também auséncia de alteracGes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos, até lesGes
cutdneas mais extensas e de maior gravidade e com alteragbes dos parametros
hematoldgicos e bioguimicos graves (caso clinico n® 2 - Danko).

O Danko e o Brandan foram trazidos a consulta devido a percecdo por parte dos
proprietarios de um estado letargico, com prostragdo, vomitos, diarreia, anorexia, perda
de peso, onicogrifose e lesdes cutaneas ulceradas. Estas coincidem com as alteragcdes mais
comumente referidas pelos proprietarios dos animais trazidos a consulta com diagndstico
positivo de LCan, como fraca condigdo corporal, atrofia muscular generalizada,
linfadenomegalia e lesbes cutaneas (42,78). Os mesmos animais mostraram outros sinais
clinicos, nédo relatados pelos proprietarios como linfadenomegalia, febre e patologia
articular. Estudos realizados na regido sul de Italia relataram linfadenomegalia em 88,7%
dos animais, enquanto em 4% dos casos de LCan é possivel a ocorréncia de febre
resistente a antibioterapia, como também de patologia articular (42,88).
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Todos os animais dos casos descritos nesta dissertacdo apresentaram lesdes
cuténeas, 0 que sucede em aproximadamente em 80-90% dos animais com LCan. No
entanto, a ocorréncia de lesdes cutaneas ulceradas sucede apenas em 15 a 40% dos casos
e ttm como localizagBes habituais as extremidades auriculares, pontos de pressao,
membros posteriores e jun¢des mucocutaneas, normalmente devido a lesdes traumaticas
ou com origem vascular [6]. A localizacdo das lesdes ulceradas apresentadas por todos 0s
animais trazidos a consulta coincidiu com as localizages habituais das lesdes ulceradas
anteriormente referidas na revisdo da literatura. O caso clinico n® 3 — Brandéan, apresentou
também um crescimento exagerado das unhas (onicogrifose), o que segundo estudos
efetuados pode ocorrer em 20 a 31% dos animais com LCan [78].

A perda de peso é também um dado frequente nos cées doentes com LCan,
ocorrendo em cerca de 10 a 48% dos animais apresentados na consulta[6]. Pode ter
origens diversas, entre as quais a anorexia, competicao pelos nutrientes do hospedeiro por
parte do parasita, absorcao intestinal reduzida e les&o cronica renal [6].

A presenca de manifestages digestivas, principalmente diarreia, foi referida
como ocorrendo em cerca de 3% dos animais consultados [42] e deve-se sobretudo a
destruicdo da mucosa intestinal especialmente do célon, causando uma reducéo da area
da superficie de absorcdo [89]. A presenca deste tipo de manifestacBes ocorreu apenas no
caso clinico n° 2 (Danko).

O Danko, no decorrer do tratamento, apresentou também alteraces da marcha,
nomeadamente manifestava uma marcha rigida e juntamente com dor e aumento de
temperatura nas articulagdes. Segundo outros estudos, as alteragdes da marcha ou da
locomocdo, estdo presentes em 45% dos animais com LCan clinica [78]. Estas tém
diversas origens nomeadamente no tecido muscular (miosites), tecido nervoso (paresia,
neuralgia), mas devem-se principalmente a lesdes no tecido 6sseo e articulagdes [75].

A abordagem diagnostica aos trés casos foi realizada de forma integrada,
atendendo desde a historia clinica pregressa dos animais, manifestacdes relatadas por
parte dos proprietarios e no decorrer do exame fisico, da analise das alteracGes
laboratoriais basicas presentes e dos resultados de testes laboratoriais especificos [93].
Nos trés animais foram efetuadas as seguintes analises laboratoriais: bioquimica sérica,
hemograma, proteinograma, serologia e anélise de pesquisa molecular.

No que se refere aos resultados dos testes laboratoriais basicos foram detetadas as
seguintes alteragdes nos parametros bioquimicos: hiperproteinemia,

hipercolesterolonemia, hiperglicemia, hipercalemia e alteracfes das enzimas hepéticas
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séricas nomeadamente GGT e fosfatase alcalina, constituindo alteracdes bioquimicas
reveladas com maior e menor frequéncia nos cdes com LCan [95].

As alteracBes hepaticas revelam uma contribuigdo para alguns sinais clinicos
manifestados nos cdes doentes, mas raramente evoluem até ao estadio de insuficiéncia
hepatica[6]. Dos trés animais referidos no estudo, apenas o Danko (caso clinico n° 2)
apresentou as referidas alteraces dos parametros de avaliacdo da fungdo hepatica,
nomeadamente apresentando aumento da fosfatase alcalina (131 U/L) e da GGT (10 U/L).
Contudo foram alteracdes ligeiras, sem aparente significado clinico.

A hipoalbuminemia e hiperglobulinemia sdo referidas como as alteracdes
bioquimicas classicas (“Hallmark™) nos cdes doentes com leishmaniose [6]. Estas
alteracOes ndo foram evidenciadas no caso clinico n® 1 (Rex), contudo nos restantes casos
clinicos apresentados foram observadas hiperproteinemia, racio das albuminas/globulinas
reduzido (0,54 no Danko e 0,38 no Brandan; valor limiar: 0,59 — 1,11) e aumento da
concentracdo das globulinas, sendo estas alteracbes frequentes dos parametros
bioguimicos encontradas nos cdes com LCan clinica [95]. Nao obstante, no Brandan
verificou-se um aumento da concentracdo das gama-globulinas como também das alfa-
globulinas, sendo que na bibliografia esta referido que este aumento ocorre
principalmente nas gamas e beta- globulinas[95].

E de referir a auséncia de alteracdes dos parametros bioquimicos de avaliagio da
funcdo renal, como BUN e CRE, em todos 0s animais presentes no estudo. Foi descrita
elevada prevaléncia de lesdes renais nos cdes com leishmaniose, estando presentes
alteracOes neste 6rgdo em praticamente todos os animais doentes, mas isso nao sucedeu
nos trés animais referidos nesta dissertagéo [78].

A anélise hematoldgica revelou as seguintes alteracdes nos animais referidos no
presente estudo: anemia, leucocitose e neutrofilia. A anemia esta presente na maioria dos
animais que desenvolvem LCan clinica, sendo a alteracdo hematoldgica mais frequente
nesta doenca [6]. E devida especialmente a lesdo cronica renal e consequente diminuicio
da eritropoiese, podendo ser agravada quando existe perdas sanguineas e hemolise devido
a producdo de auto-anticorpos e imunocomplexos (6,78). Nos animais referidos nesta
dissertacdo apenas o Danko revelou anemia na analise hematoldgica. Este animal
apresentou também neutrofilia na analise hematoldgica, que pode ser explicada por
infecdo secundaria das extensas lesdes ulceradas por ele manifestadas.

No sentido de confirmar o diagnéstico de LCan, foi realizada serologia

guantitativa anti-Leishmania nos trés casos clinicos, através do recurso a técnica de IFI
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realizada num laboratorio externo. Esta téecnica € amplamente utilizada para o diagnostico
de LCan na pratica clinica, e é descrita pela Organizacdo Munial da Saude Animal (OIE)
como o teste seroldgico de referéncia para o diagnostico de leishmaniose [93]. Este
método é também util para a monitorizacdo do tratamento, sendo recomendado a
realizacdo de um exame seroldgico, no mesmo laboratério, 6 meses ap0os o inicio do
tratamento [83].

O Rex foi um caso de LCan de certo modo peculiar, pois apenas apresentou um
unico sinal clinico, uma lesdo cutanea ulcerada no pavilhdo auricular direito. O facto de
existir uma lesdo cutanea sem mostrar sinais de cicatrizacdo desde sensivelmente 2 meses
antes da sua apresentacdo na clinica veterinaria, trouxe a suspeita de LCan aos clinicos
responsaveis por este animal. A abordagem diagndstica foi conduzida apenas pela analise
da presenca e quantificacdo de anticorpos especificos para Leishmania através da técnica
de IFI devido a restri¢des financeiras por parte dos proprietarios.

O resultado do teste apresentou positividade nas diluicdes de 1/640 a 1/1280. O
valor limiar de detecdo neste laboratorio encontra-se entre as diluigdes de 1/80 a 1/160,
pelo que o resultado do teste evidenciado neste animal se encontrou 4 vezes superior ao
valor limiar de detecdo, definindo-se assim que este animal apresenta um titulo muito alto
de anticorpos especificos para L.infantum. E consensual na comunidade cientifica definir
que um animal apresenta um titulo elevado de anticorpos quando os valores apresentados
se encontram 2 a 4 vezes superiores ao titulo limiar de detecdo definido no laboratério
que realiza o teste. A definicdo de um baixo titulo de anticorpos ocorre quando os valores
obtidos no teste sdo iguais ou 2 vezes superiores ao titulo limiar de detegéo [93].

A detecdo de anticorpos especificos indica que existiu um contato por parte do
animal com o agente parasitario. Um titulo de anticorpos baixo revela que existiu
exposicdo a Leishmania, contudo geralmente sem presenca de manifestacdes clinicas
associadas a LCan. Um titulo alto estd normalmente associado a animais que
desenvolvem doenca clinica, podendo também estar presente em alguns animais infetados
subclinicamente, ou seja, sem a presenca de deonga associada a LCan, o que se parece
enquadrar neste caso apresentado (Rex - caso clinico n® 1) [102]. Neste caso, pelo titulo
elevado de anticorpos especificos para Leishmania pressupde-se que este animal
desenvolveu uma forte imunidade humoral, mas ndo desenvolveu alterac6es secundarias
a este tipo de reacdo imunitaria, o que seria expectavel, pois a detecdo de titulos altos de
anticorpos especificos ocorre principalmente nos animais que apresentam doenca clinica
[78].
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A detecdo de um titulo alto de anticorpos confirma o diagnostico de LCan [83] e,
como tal, foi instituido ao Rex o protocolo terapéutico utilizando a combinacdo de
antimoniato de meglumina, sob o regime de administracdo de 100 mg /kg, SC durante 21
dias juntamente com a administracédo de alopurinol, PO, 20 mg/kg, BID. Este protocolo
terapéutico é o que apresenta melhor eficacia no tratamento de LCan, estando descrito na
literatura cientifica como o protocolo de primeira linha no tratamento da doenga [83]. O
mesmo protocolo terapéutico foi também instituido no caso clinico n® 2 (Danko) e caso
clinico n® 3 (Brandan). Para a eleicdo deste protocolo terapéutico contribuiu também a
demonstracdo da auséncia de alteracbes dos parametros bioquimicos de avaliacdo da
funcdo renal, nomeadamente BUN e CRE, pois ndo é recomendado este protocolo
terapéutico a cdes com dano renal, devido a toxicidade do antimoniato de meglumina
[95].

A evolucdo do tratamento decorreu favoravelmente nos casos clinicos n® 1( Rex)
e n° 3 (Brandan), com a completa resolucgdo e cicatrizacdo das respetivas lesdes cutaneas
ulceradas apo6s o inicio do tratamento. O proteinograma do Brandan manifestou também
melhorias. O Danko (caso clinico n® 2) ap0s iniciar o protocolo terapéutico obteve
também melhorias respetivamente as lesdes cutaneas apresentadas, mas o seu estado geral
foi-se deteriorando, desenvolvendo nomeadamente anemia e artropatia, 0 que pressupde
uma multiplicacdo e disseminacdo parasitaria [83]. Devido a evolucdo negativa do
tratamento aplicado e elevados custos dos mesmos, 0s proprietarios optaram pela
eutanasia do animal, ap06s deterioracéo do seu estado clinico.

A literatura recomenda o controlo das alteracfes clinicopatoldgicas associadas a
LCan, 1 més ap0s inicio da terapia anti-Leishmania, durante 3 a 4 meses até remisséo dos
sinais clinicos, e posteriormente a cada 6 a 12 meses. Recomenda-se também a realizacao
de serologia quantitativa anti-Leishmania de 6 em 6 meses ap0s a remissao dos sinais
clinicos [95].

Nos animais em que o tratamento se manifestou eficaz, particularmente no Rex e
no Brandan, foi aconselhado a monitorizagdo do tratamento 1 més apds o seu inicio,
nomeadamente a monitoriza¢do dos pardmetros bioquimicos, hematologicos e realizagdo
de proteinograma sanguineo. Apenas no Brandan foi realizado proteinograma sanguineo
antes do tratamento e posteriormente ao mesmo. Esta analise comprovou a eficacia do
tratamento através da diminuicdo da hiperproteinemia, reversao da hipoalbuminemia e

diminuicdo da concentragdo das globulinas, especialmente das gama-globulinas.
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O controlo no Rex foi efetuado através da andlise de determinados parametros
bioguimicos, nomeadamente mensuracdo sérica de albuminas, globulinas e proteinas
totais, e por também do récio entre albuminas e globulinas. Tais pardmetros ja estariam
dentro dos valores normais antes da instituicdo do tratamento e seguiram dentro da
normalidade na mensuracao realizada 1 més apds inicio do mesmo.

Existem alguns fatores concordantes entre os trés casos clinicos descritos, que s&o
importantes no risco epidemioldgico de LCan, nomeadamente os habitos de vida dos
animais e medidas profilaticas aplicadas. Todos os animais viviam principalmente no
exterior, o que facilita o contato com os vetorer flebotomineos, e ndo recebiam medidas
de prevencdo ou estas ndo estavam a ser aplicadas na frequéncia correta. O Rex e 0
Brandén realizavam desparasitagdo externa através de uma solucao “spot-on” com uma
formulacdo constituida por 10% de imidaclopride e 50% de permetrina, contudo no
primeiro animal esta foi descontinuada em Setembro e no Brandan esta ndo era aplicada
de forma regular. O Danko néo recebia qualquer medida profilatica, quer por inseticidas
de aplicacao topica, coleiras, vacinacdo ou uso de imunomoduladores (ex: domperidona).

A aplicacdo regular e adequada das medidas profilaticas é de extrema importancia
para um controlo e prevencao eficaz de LCan numa populacéo canina. Como ja referido,
a solu¢do para unc¢do punctiforme (“spot-on”), com a formulacdo combinada de
imidaclopride e permetrina, faculta um efeito repelente eficaz (92,7 —97,7%) [124], desde
24 horas apds a sua administracdo até 21 dias depois, pelo que a falha na administracao
mensal e regular pode representar um fator de risco para o contato do parasita com o
hospedeiro definitivo [100]. Esta aplicacdo é especialmente recomendada durante os
periodos de maior atividade dos vetores, que na Europa e nomeadamente em Portugal,
coincide com os meses de Maio até Outubro. O facto de o Rex ter sido desparasitado
externamente apenas no Verao sem a inclusdo do més de Outubro pode ter contribuido
para um aumento do risco do contato com o vetor neste periodo [46]. Tanto o Brandan e
o Danko ndo estariam devidamente protegidos da picada do vetor, devido a aplicagédo
irregular do desparasitante externo no primeiro animal e mesmo completa auséncia de
protecdo no segundo, fatores que podem favorecer o contato com o vetor e respetiva

infecéo por L.infantum [95].
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CONCLUSAO

A LCan é uma doenca que suscita preocupacdo global, especialmente devido ao
seu carater zoondtico e também por o seu agente afetar largos milhdes de animais e
humanos por todo o0 Mundo. As alteracdes climaticas e o transito global dos animais sao
responsaveis pelo surgimento de casos em regides com auséncia de registos da ocorréncia
desta doenca e pelo estabelecimento de novas zonas endémicas, como a regido do
noroeste de Espanha.

Os cées afetados podem apresentar uma ampla diversidade de sinais clinicos,
sendo que nos trés animais descritos nesta dissertacdo foi comum a presenca de lesdes
dermatoldgicas, nomeadamente lesGes cutaneas ulceradas.

A abordagem diagndstica consistiu na andlise integrada das condigdes
clinicopatoldgicas apresentadas e pela realizacdo de testes seroldgicos quantitativos
especificos. O protocolo terapéutico utilizado consistiu na combinacédo de antimoniato de
meglumina, administrado por via subcutanea durante 21 dias consecutivos, com a
administracdo oral de alopurinol durante um periodo de 6 meses. Este protocolo
terapéutico ¢ classificado como o tratamento de “primeira linha” no combate a LCan.

O tratamento mostrou-se bastante eficaz em dois dos casos presentes no estudo
(Rex e Brandan). No entanto, no Danko apenas surtiu algum efeito na resolucéo das lesdes
cuténeas ulceradas, e no decorrer do tratamento este apresentou outros sinais clinicos,
nomeadamente anemia e artropatia, que se revelaram responsaveis pela deterioracdo do
seu estado clinico.

A monitorizagdo do tratamento apds este terminar, nomeadamente atraves de
andlises seroldgicas e de proteinograma sanguineo, revelou-se também importante nos
casos em que o tratamento foi eficaz, no sentido de avaliar possiveis recorréncias da
doenca.

A elevada prevaléncia desta doenca no territorio nacional implica a necessidade
de estimular medidas preventivas por parte dos proprietarios dos animais, nomeadamente
através da aplicacdo de inseticidas/repelentes topicos, vacinacdo ou administragdo de
domperidona. Estas medidas sdo importantes ndo s6 no sentido de diminuir o risco de
infecdo de um animal saudavel, como também para prevenir o contato de um animal
infetado com os vetores flebotomineos e consequente diminuigéo do risco de infecdo para
outros animais e para 0 homem.

A realizagdo desta dissertacdo permitiu-me aprofundar os meus conhecimentos

tedricos e praticos sobre a LCan, o que serd de extrema importancia na minha futura
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pratica clinica no sentido de um melhor reconhecimento dos sinais clinicos desta doenca

e garantir a melhor abordagem diagnostica e terapéutica a instituir na sua presenca.
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ANEXOS:

Anexo I: Caso clinico n®1 — REX

Tabela n° 2: Bioquimica sérica do Rex no dia da primeira consulta (6 de Janeiro de 2015).

Parametros bioguimicos Resultados anélises Valores de referéncia
Creatinina (CRE) 0.9 mg/dl 0.4 - 1.4 mg/dl
Ureia (BUN) 24.3 mg/dI 9.2 -29.2 mg/dl
ALT 36 U/l 17 -78 U/l
Fosfatase alcalina (FA) 80 U/l 13-83 U/l
Proteinas totais (PT) 6.8 g/dI 50-7.2¢g/dl
Albumina 3.7 g/di 2.6-4.9 g/dl
Globulinas 3.1 g/dl 2.9-7.7 g/dl
Relagéo A/G 1.194 0.59-1.11

Tabela n° 3: Bioquimica sérica do Rex no dia 16 de Janeiro de 2015 (10 dias ap6s a primeira consulta).

Parametros bioquimicos |  Resultados analises |  Valores de referéncia
Proteinas totais (PT) | 6,8 g/dI 50-7.2¢g/dl
Albumina | 3,8 g/dl 2.6-4.9 g/dI
Globulinas | 3 g/dI 2.9 7.7 g/dl
Relacéo A/G | 1.26 0.59 - 1.11

Tabela 4: Bioquimica sérica do Rex no seu 4° dia de tratamento com Glucantime® (20 de Janeiro de
2015)

Parametros bioguimicos |  Resultados analises |  Valores de referéncia
Creatinina (CRE) | 0.8 mg/g| 0.4 — 1.4 mg/dl
Ureia (BUN) | 13.2 mg/dl 9.2 —29.2 mg/dl
ALT | 33 U/ 17 - 78 U/l
Fosfatase alcalina (FA) | 76 U/ 13-83 U/l

Tabela 5: Bioquimica sérica do Rex no seu ultimo dia de tratamento com Glucantime® - 02 de Fevereiro
de 2015. Os valores alterados encontram-se marcados a vermelho.

Parametros bioguimicos |  Resultados analises | Valores de referéncia

Ureia (BUN) 21.5 mg/ dI 9.2~ 29.2 mg/d
ALT 46 U/| 17 - 78 U/I
AST 17 - 44 U/|
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Tabela 6: Bioquimica sérica do Rex no dia 4 de Abril de 2015 (2 meses apds o fim do tratamento).

Parametros bioguimicos | Resultados analises |  Valores de referéncia
Proteinas Totais | 6.8 g/ dl 5.0-7.2g/dl
Albumina | 3.8 g/ dl 2.6-4.9 g/dl
Globulinas | 3g/dl 2.9 7.7 g/dl
Récio A/G | 1.26 0.59 - 1.11
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Anexo I1: Caso clinico n° 2 - DANKO

Tabela n°7: Bioquimica sérica do Danko no primeiro dia de consulta (4 de Margo de 2015). Os valores
alterados encontram-se marcados a vermelho.

Parametros bioquimicos |

Resultados analises

Valores de referéncia

Creatinina (CRE) |
Ureia (BUN)
ALT

Fosfatase alcalina (FA)
GGT

Colesterol
Faésforo

Calcio |

Amilase |
Bilirrubina |
Albumina
Proteinas totais
Globulinas

Réacio A/G

0.6 mg/dI
17.8 mg/dl
76 U/
131U/l 1
101 UL
450 mg/dl 1
4.5 mg/dl
11.1 mg/dl
850 U/l
0.5 mg/di
3 g/dl

0.4 —1.4 mg/dl
9.2 -29.2 mg/dl
17 -78 U/L
13-83 U/L
1-9.7U/L
111 — 312 mg/dl
1.9 - 5 mg/dl
9.3-12.1 mg/dl
226 — 1063 U/I
0.1 - 0.5 mg/dl
2.6-4.9g/dl
50-7.2¢9/dl
2.9-7.7 g/dl
059-1.1

Tabela n° 8: Hemograma do Danko no primeiro dia de consulta (4 de Margo de 2015).

Resultados hemograma

Resultados analises

Valores de referéncia

Leucécitos
Linfocitos
Mondcitos
Neutroéfilos
Eosinofilos
Basofilos
Hematdcrito
Eritrécitos
Hemoglobina
Reticulécitos
Indice reticulocitario
MCV

MCHC

MCH

PLT

7.83 K/pL
0.57 K/uL
0.57 K/pL
6.61 K/pL
0.06 K/puL
0.02 K/uL
47.6%
6.98 M/pL
16 g/dL
34.6 K/pL
15.5% (RDW)
68.2 flL
33.6 g/dL
22.9pg
205 K/pL

5.5-16.9 K/pL
0.5-4.9 K/uL
0.3-2 K/uL
2-12 K/uL
0.1-1.49 K/pL
0-0.1 K/uL
37-55 %
5.5-8.5 M/pL
12-18 g/dL
10-110 K/uL
14.7 — 17.9% (RDW)
60-77 fL
30-37.5¢/dL
18.5-30pg
175 — 300 K/pL
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Tabela n° 9: Urianalise do Danko no primeiro dia de consulta (4 de Marco de 2015).. Os valores
alterados encontram-se marcados a vermelho.

Parametros Resultados Valores de Referéncia
Cor amarelo intenso transparente e amarela a
inspecdo visual
Turbidez levemente turvo
Densidade 1.038 (1.030-1.060)
pH 8 (5-7)
Proteinuria +++ negativo
Glicosuria negativo negativo
Corpos Cetdnicos negativo negativo
Bilirrubina +++ negativo
Urobilinogénio negativo 3.2—16 p mol/
Sangue +++ negativo
Nitritos negativo negativo
Analise de | auséncia de cilindros, presenga de
sedimento cristais de urato, e escassa

presenca de eritrocitos, leucocitos
e células epiteliais

Tabela n° 10: Hemograma do Danko 21 dias ap6s o inicio do tratamento (2 de Abril de 2015). Os valores
alterados encontram-se marcados a vermelho.

Resultados hemograma

Resultados analises

Valores de referéncia

Leucdcitos
Linfécitos 1.32 K/puL
Mondcitos 2.07 K/pL
Neutrdfilos
Eosinofilos 0.42 K/uL
Basofilos 0.06 K/uL
Hematocrito 32% ||
Eritrocitos 4.8 M/uL ||
Hemoglobina 11.9gdL ||
Reticuldcitos 78 K/pL
Indice reticulocitario 16.1% (RDW)
MCV 66.6 fL
MCHC 37.1 g/dL
MCH 24.7 pg

PLT

5.5-16.9 K/uL
0.5-4.9 K/uL
0.3-2 K/uL
2-12 K/uL
0.1-1.49 K/pL
0-0.1 K/uL
37-55 %
5.5-8.5 M/uL
12-18 g/dL
10-110 K/uL
14.7 - 17.9% (RDW)
60-77 fL
30-37.5g/dL
18.5-30pg
175 — 300 K/pL
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Tabela n° 11: Hemograma do Danko 24 dias apds o inicio do tratamento (5 de Abril de 2015). Os valores
alterados encontram-se marcados a vermelho.

Resultados hemograma

Leucdcitos
Linfocitos
Mondcitos
Neutrofilos
Eosinofilos
Basofilos
Hematocrito

Eritrécitos
Hemoglobina
Reticulocitos

Indice reticulocitario
MCV

MCHC

Resultados analises

29.06 K/uL 11
1.24 K/pL
1.74 K/pL
0.36 K/pL

0.2 K/pL 11
29.8% ||

448 M/uL ||
11.5 g/dL |
43.7 K/uL

16.2% (RDW)

66.4 fL

38.6 g/dL 1

25.6 pg

621 K/uL 11

Valores de referéncia

5.5-16.9 K/uL
0.5-4.9 K/uL
0.3-2 K/uL
2-12 K/uL
0.1-1.49 K/uL
0-0.1 K/uL
37-55%

5.5-8.5 M/uL
12-18 g/dL
10-110 K/pL
14.7 - 17.9% (RDW)
60-77 fL
30-37.5g/dL
18.5-30pg
175 — 300 K/uL
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Anexo I11: Caso clinico n° 3 - BRANDAN

Tabela n° 12: Bioquimica sérica do Brandan no primeiro dia de consulta (dia 23 de Fevereiro de 2015).
Os valores alterados encontram-se marcados a vermelho.

Parametros bioguimicos |

Resultados analises

Valores de referéncia

Creatinina (CRE) |

Ureia (BUN)
ALT

Glucose (GLU)
Colesterol (COL)
Proteinas Totais

Albumina |
Globulinas |
Calcio |

0.6 mg/dl
26.4 mg/dl
55 U/L
131 mg/dl 1

219 mg/dl

8.5¢g/dl 1
3.1 g/dl
6.8 g/dI

10.8 mg/dl

0.4 —1.4 mg/dl
9.2 —29.2 mg/di
17 -78 U/L
75— 128 mg/dl
111 — 312 mg/dI
50-7.2¢9/dl
2.6 -4.9 g/dl
2.9-7.7 g/dl
9.2 —29.2 mg/dl

Tabela n° 13: Hemograma do Brandan no primeiro dia de consulta (23 de Fevereiro de 2015)

Resultados hemograma

Resultados analises

Valores de referéncia

Leucdcitos
Linfécitos
Mondcitos
Neutrofilos
Eosinofilos
Basofilos
Hematdcrito
Eritrécitos
Hemoglobina
Reticulocitos
Indice reticulocitario
MCV

MCHC

MCH

PLT

8.92 K/uL
0.78 K/pL
0.52 K/pL
6.54 K/uL
0.05 K/uL
0.01 K/pL
38.6%
7.2 M/uL
15 g/dL
45.7 K/puL
15.6% (RDW)
67.4 fL
32.5 g/dL
24.6 pg
216 K/pL

5.5-16.9 K/uL
0.5-4.9 K/uL
0.3-2 K/pL
2-12 K/pL
0.1-1.49 K/pL
0-0.1 K/pL
37-55 %
5.5-8.5 M/pL
12-18 g/dL
10-110 K/pL
14.7 - 17.9% (RDW)
60-77 fL
30-37.5¢g/dL
18.5-30pg
175 — 300 K/pL
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Tabela n° 14: Proteinograma do Brandan 8 dias ap6s a primeira consulta (3 de Marco de 201). Os valores
alterados encontram-se marcados a vermelho.

Proteinograma Resultados anélises Valores de referéncia
Proteinas totais 49 - 85 g/l
Albumina 27 - 46 g/l

Alfa -1 -globulina 2.54 g/l 2-5¢g/

Alfa-2-globulina 12.96 g/l 3-119/
Beta-1-globulina 6.52 g/l 7-134¢l/l
Beta — 2 - globulina 9.7 g/l 6-149/1l
Gamma globulina 13.3g/11 5-124¢l/l
Récio A/G 0.38 | 0.7-19

Laboratdrio: LabortiVeterinaria, Espanha

Tabela n° 15: Proteinograma do Brandan 3 meses apés o primeiro dia de consulta (28 de Maio de 2015).
Os valores alterados encontram-se marcados a vermelho.

Proteinograma | Resultados | Valores de referéncia
Proteinas totais | 72 g/l 49 - 85 g/l
Albumina | 34.7 g/l 27 - 46 g/l

Alfa -1 -globulina 1.66 g/1] 2-5¢g/

Alfa-2-globulina 12.17 g/It 3-119/
Beta-1-globulina 6.62 g/l| 7-134¢l/l
Beta — 2 - globulina | 7.20 g/l 6-149/1
Gamma globulina | 9.65 g/l 5-12 g/l
Récio A/G | 0.93 0.7-1.9

Laboratdrio: LabortiVeterinaria, Espanha
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