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RESUMO

A leishmaniose visceral tem apresentado mudancas consideraveis no seu padrao
de transmissdo continuando a ser considerada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) uma doenca de categoria 1, o que significa uma doenca emergente
e ndo controlada.

Em Portugal, a prevaléncia de leishmaniose no cédo tem vindo a aumentar,
tendéncia que se manifesta igualmente em medicina humana ainda que com
nameros completamente dispares entre Homem e céo. Mas, o facto de a doenca
ter baixa prevaléncia no Homem, n&o invalida a importancia de estudos
seroldgicos na populacdo assintomética.

A questdo da seguranca da coabitacdo com cdes com leishmaniose €
frequentemente equacionada na pratica clinica. A eliminacdo dos reservatorios
caninos constitui uma das ferramentas preconizadas pela OMS. No entanto, na
maioria dos casos, esta medida tem-se revelado infrutifera, para além de ser
controversa do ponto de vista ético, como € reconhecido pela prépria OMS.
Pretendeu-se com este estudo epidemiolégico comparar a seroprevaléncia de
anticorpos anti-Leishmania infantum numa populacdo de 50 proprietarios de cées
com leishmaniose em comparacdo com 50 proprietarios de caes sem
leishmaniose. Os resultados obtidos com a técnica de Imunofluorescéncia Indirecta
(IFl) apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as duas
populacdes podendo levar a conclusao que o convivio com um cao doente € um
factor de risco. No entanto, estes resultados ndo foram comprovados pela técnica
de Immunoblot, o que, por um lado permite concluir a auséncia de especificidade
da IFI em popula¢des assintomaticas e por outro concluir que a posse de céo
doente ndo €, com base neste estudo, um factor de risco. Este estudo contribui

para uma melhor caracterizacdo serolégica da populacdo Portuguesa face a



leishmaniose e permite ao clinico responder de forma mais sustentada a questao

da seguranca da convivéncia com animais com leishmaniose.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis has presented considerable changes in its pattern of
transmission and is still classified by the World Health Organization (WHO) as a
category 1 disease, in other words, “emerging and uncontrolled”.

In Portugal, leishmaniasis in dogs has been increasing, something that also occurs
in human medicine, but the statistics between man and dog are quite different.
However, the fact that the disease does not prevail in man does not invalidate the
importance of serological studies in the asymptomatic population.

The concern over safety in what pertains to cohabitation with dogs carrying
leishmaniasis is frequently raised in clinical practice. The elimination of the canine
reservoirs has been adopted by the WHO. Nevertheless, in the majority of the
cases, this measure has become ineffective and controversial in an ethical point of
view, as it has been recognized by the WHO.

The purpose of this epidemiological study is to compare the seroprevalence of anti-
Leishmania infantum antibodies in a population of 50 dogs owners infected with
leishmaniasis and 50 dog owners without leishmaniasis. The results obtained with
Indirect Immunofluorescence (IIF) present significant statistical differences between
the two case studies leading to the conclusion that cohabitation with an infected

dog is a risk factor. However, these results have not been acknowledged by



Immunoblot (IB) which, on the one hand, concludes the lack of specificity of IIF in
asymptomatic populations and, on the other, that having a sick dog is not,
according to this study, a risk factor. This study contributes to the serological
characterization of the Portuguese population concerning leishmaniasis and it also
allows the health professional to sustainably respond to the matter of safety in living

with animals infected with leishmaniasis.
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1 - INTRODUCAO

A leishmaniose visceral € uma zoonose endémica em Portugal, sendo o cédo o
principal reservatorio. Nos ultimos anos, os meédicos veterinarios tém tratado um
namero crescente de cdes com a doenca. Actualmente, a terapéutica possibilita a
cura clinica do cdo e a sua permanéncia no nucleo familiar. Contudo, ndo esta
definido o risco de transmissdo da doenca aos proprietarios. Dada a relagcdo de
estreita proximidade com o animal é fundamental conhecer este risco,
principalmente, no caso de o nucleo familiar integrar criangcas ou individuos
imunocomprometidos. Os estudos que pretendem avaliar esta probleméatica sao
escassos e nenhum se centra na questao da convivéncia com o cao doente. O
aumento verificado em medicina veterinaria, ndo se verifica em medicina Humana,
onde embora exista sub-notificacdo, h&4 cerca de 20 casos por ano de
leishmaniose visceral no pais. Perceber o porque da disparidade da prevaléncia da
doenca entre o Homem e o cdo é uma das questdes mais pertinente em torno
desta zoonose. Embora os numeros indiquem que a prevaléncia da doenca no
Homem em Portugal ndo constitua um grave problema, pouco se sabe da
prevaléncia de infectados assintomaticos, cujo conhecimento € importante quer em
termos epidemioldgicos quer em termos clinicos

Este estudo, que consistiu numa andlise comparativa de dois grupos de
proprietarios de caes, para avaliar a variavel posse de um céo doente, pretende
ser um contributo para o conhecimento da epidemiologia desta zoonose
emergente e tem como principal objectivo avaliar se a proximidade fisica com o
cdo com leishmaniose se associa a uma maior probabilidade de o proprietario do

cédo ser infectado por flebétomo.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica aborda com maior detalhe a leishmaniose visceral
causada por L. infantum, por ser a forma endémica em Portugal (embora nédo a

Unica, como sera referido).

2.1 - Definicéo
A leishmaniose é uma zoonose causada por um parasita protozoario do género

Leishmania, que é transmitido pela picada de uma “mosca da areia” do género
Phlebotomus (no velho mundo) e do género Lutzomyia (no novo mundo).
Leishmania é um protozoario dimorfico que, na sua forma amastigota, € parasita
intracelular do sistema mononuclear fagocitario dos vertebrados e, na sua forma
promastigota, existe no canal alimentar do insecto vector (e em meio de cultura).
Apresenta, portanto, um ciclo de vida digenético. A transmissdo do parasita é
realizada pelo insecto fémea que € hematéfago.

As doencas causadas pelas varias espécies de Leishmania tém caracteristicas
clinicas e epidemiolégicas diversas e sao designadas por leishmanioses. Além do
Homem, a doenca pode afectar caes, raposas, gatos, chacais, roedores e outros
animais.

No Homem ha trés formas de doenca:

- leishmaniose cutanea (LC) (com a variedade cutanea disseminada (LCD) e
cutanea recidivante) — apds a picada do insecto forma-se uma lesdo ulcerada,
tipicamente localizada numa area exposta (face ou membros);

- leishmaniose mucocutanea (LMC) ou espundia (designada por alguns autores de
leishmaniose das mucosas (1)) — ha disseminacao do parasita a partir da lesdo
cutanea inicial através da mucosa oral e/ou nasal provocando Ulceras que podem

causar perfuracdo da mucosa e desfiguracao facial;



- leishmaniose visceral (LV) (com a variante leishmaniose dérmica pos kala-azar) —

0 parasita concentra-se no baco, figado e medula 6ssea.

- 3

As for_mas promastigotas sdo As formas amastigotas multiplicam-se no SMF e
fagocitadas e transformam-se podem causar um dos trés tipos de leishmaniose

wﬁf
a — My ﬁ — M

Os reservatérios incluem

vérios mamiferos dos
quais se destaca o cdo

As moscas do género Phlebotomus ou
Lutzomyia sugam sangue com formas
amastigotas

As moscas do género Phlebotomus ou
Lutzomyia picam um novo hospedeiro _—
inoculando as promastigotas

As amastigotas transformam-se em promastigotas
no canal alimentar da mosca entre 4 a 14 dias

Figura 1- Ciclo de vida da Leishmania spp. (adaptado de ref.(1))

2.2 - Histoéria
O primeiro registo de leishmaniose é atribuido a civilizagdo pré-inca do Pera e do

Equador (400-900 dC) e é relativo a LMC. Desenhadas em pecas de ceramica,
realizadas por esta civilizacdo, observam-se figuras com narizes mutilados,
caracteristicos da leishmaniose mucocutanea Americana. Em 1885, Cunningham
descreveu o parasita em lesfes cutaneas (2) e, no ano de 1903, foi feita a primeira
publicacdo de envolvimento visceral, por Wiliam Leishman que observou, na
autopsia de um soldado inglés que tinha estado na india, o parasita no baco (3).

Em 1908, Charles Nicolle demonstrou o papel do cdo como hospedeiro



intermediario mas, s60 em 1942, é definitivamente demonstrada a transmissédo ao
Homem, pela picada de fleb6tomo, fechando o ciclo desta zoonose. Desde entéo,
tem sido estudado com detalhe o ciclo da doenca. Actualmente, a etiologia da
doenca esta definida mas ha desafios que permanecem por resolver, tais como:
compreender melhor a complexidade da resposta imunitaria, obter um meio de
diagnastico rapido e de custo acessivel, dispor de um tratamento mais eficaz e de
medidas profilacticas, nomeadamente, desenvolver uma vacina humana, a
semelhanca do que ja existe no Brasil, desde 2004, para a populagéo canina (4).
Nas duas Ultimas décadas tém-se verificado um aumento da incidéncia e da
expansdo geogréfica da leishmaniose gerando, em muitos paises, um problema de
saude publica emergente ou re-emergente. Este aumento deve-se,
essencialmente, a quatro factores:

- interrupcao das campanhas antimalaricas;

- alteracdes demograficas e ecoldgicas de que é exemplo o sobreaquecimento
global. A década de 90 do século passado foi a mais quente de sempre e, 0 ano
de 1998, o ano mais quente de que h& registo (Organizacdo Mundial de
Saude(OMS));

- ineficacia ou auséncia de planos de controlo;

- infeccdo por virus da imunodeficiéncia humana (VIH).

2.3 - Epidemiologia
As leishmanioses sdo endémicas em 88 paises espalhados pelo mundo (66 do

novo mundo e 22 do velho mundo) e estdo presentes em todos 0s continentes
excepto na Australia e na Antarctica (figuras 2 e 3). Desses 88 paises s6 16 sao
industrializados e os 72 em vias de desenvolvimento incluem 13 paises

considerados dos mais pobres do mundo. A prevaléncia € de 12 a 14 milhdes de



doentes e a incidéncia é de dois milhdes de novos casos/ano, dos quais, um
guarto sdo de leishmaniose visceral e os restantes trés quartos de leishmaniose
cutanea. A mortalidade €, oficialmente, calculada em 59.000 casos/ano (60% dos
casos no sexo masculino). A OMS estima que 350 milhdes de pessoas estdo em
risco de contrair a doenca. As leishmanioses, particularmente a LV, é uma das
sete endemias mundiais de prioridade absoluta da OMS. A seguir a malaria e a
filariose linfatica € a doencga transmitida por um vector mais importante a nivel
mundial. Embora de caracter endémico, pode assumir caracteristicas epidémicas
como aconteceu nos anos 90, no Sul do Suddo, onde se estima que tenham
morrido 100.000 pessoas com LV (mais do que na guerra civil) e no estado de
Bihar, na india, onde, desde 1993, 250.000 pessoas contrairam a doenca (5).

Importa realcar que, a nivel mundial se reconhece que o nimero de casos da
doenca é muito superior ao notificado, sendo ainda maior o niumero de infectados
assintométicos. Esta situacdo € explicada pelo facto de a doenca s6 ser de
notificacdo obrigatéria em 33 paises (incluindo Portugal) dos 88 em que é

endémica e pelo facto de ser uma zoonose negligenciada e associada a pobreza

(6).

Figura 2 — Distribuicdo da leishmaniose visceral no Mundo

Ocorre em 65 paises, 90% dos casos de leishmaniose ocorrem em cinco paises: india, Bangladesh, Nepal, Sudéo e

Brasil, nos trés primeiros casos associados a L. donovani e no Brasil e Sudéo a L. chagasi (adaptado de ref.1)
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Figura 3 — Distribuigdo da leishmaniose cutdanea no Mundo

Ocorre em 82 paises, 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem em sete paises:

Afeganistéo, Algéria, Brasil, Irdo, Per(, Ardbia Saudita e Siria (adaptado de ref.1)

2.3.1 - Caracteristicas dos vectores e reservatorios
O conhecimento do ciclo evolutivo, nomeadamente no que respeita as

caracteristicas ecoldgicas e comportamentais dos vectores e dos reservatérios, €
crucial no combate a doenca. Para um melhor enquadramento da questdo da
seguranca da convivéncia com o0s reservatorios infectados/doentes, que é
colocada nesta dissertacdo, é importante conhecer algumas das caracteristicas
dos vectores:

- os fleb6tomos séo insectos muito pequenos (1,5 a 3,5 mm de comprimento) o
gue condiciona a acc¢ao da maioria das redes;

- sdo activos do por-do-sol ao amanhecer, preferencialmente crepusculares.
Quando nao activos, procuram locais frescos, humidos e escuros. Os locais de

descanso incluem caves, fissuras no solo, buracos nas arvores e locais com



animais como por exemplo estabulos ou coelheiras. Estes biotopos, se forem ricos
em matéria organica e em humidade, também servem para a ovopostura;

- sdo maus voadores mas, em determinadas condicfes relacionadas com o vento,
podem dispersar-se até 2,2 Km. Ventos suaves ajudam a deteccdo do odor do
hospedeiro/reservatorio mas, ventos de 1,5 m/s, ja inibem o voo;

- preferem picar perto do sitio de repouso/reproducao;

- independentemente de serem exofagicos/endofagicos, tém fototropismo positivo
o que faz com que a noite piquem dentro de casa;

- Phelebotomus ariasi e Phelebotomus perniciosus sdo os vectores comprovados
de leishmaniose em Portugal (tabela 1). P. ariasi tem preferéncia por zonas mais
hamidas, como o Alto Douro e P. perniciosus, 0 mais frequente em Portugal, por
zonas mais aridas. Ambos séo zoo-antropofilicos mas preferencialmente zoofilicos
0 que pode ajudar a explicar a disparidade de prevaléncia da doenca entre o cédo e
o0 Homem (7).

Tabela 1 — Caracteristicas de P. perniciosus e de P. ariasi.

Espécie Tropismo Concordancia Fototropismo

P.perniciosus Zoo-antropofilico Endofilico* Exoféagico  Concordante Positivo
Exofilico ~ Endofagico

P. ariasi Zoo-antropofilico  Exofilico Endofagico Concordante Muito forte
Exofagico*

*indica prioridade

- cerca de quatro a dez dias apds terem picado um hospedeiro ou reservatorio que
esteja infectado, ou doente, ficam com capacidade para infectar um novo
hospedeiro/reservatorio. A fémea, uma vez infectada, permanece o resto da vida
infectada. A fémea vive cerca de um més e, durante esse tempo, realiza cerca de
guatro ovoposturas necessitando, para cada uma, de uma refeicdo de sangue

7



(gonotréfico concordante). O risco epidemiolégico das espécies concordantes é
menor do que o das espécies discordantes como, por exemplo, P. papatasi que
tem que picar de dois em dois dias.

- na saliva destes insectos existem substancias que causam vasodilatacdo, inibem
a hemostase local e inibem a accdo dos macréfagos o que torna a picada mais
eficaz. Este facto é relevante quer quando esta transmissédo é comparada com a
transmisséo por via artificial quer na investigacdo de vacinas;

- um dado curioso é o facto dos fleb6tomos que estéo infectados com leishmanias
alterarem o seu comportamento e sugarem sangue com maior frequéncia do que

0s que nao estéo infectados (5, 7).

Apesar de existirem leishmanias (L. donovani, L. archibaldi, L. tropica, L. killicki)
com transmissdo predominantemente antropondtica (embora potencialmente
patogénicas para outros animais (6)), na maioria dos casos existem reservatérios
gue asseguram a manutencdo da doenca na natureza. Os reservatorios sao
animais domeésticos ou silvestres e, em casos particulares, o0 Homem (como no
caso da leishmaniose cutanea pés kala-azar). Desconhece-se na populacao
humana quer a real incidéncia de portadores assintomaticos quer o significado do
seu papel na epidemiologia da doenca. Esta questdo € um dos factores a ter em
conta quando se discute a eficacia da eliminacdo dos caes infectados/doentes,
como é sustentado por alguns estudos (8-10).

De todos os reservatorios conhecidos o cdo € o mais importante. Entre os 88
paises onde a leishmaniose humana esta presente, ha 50 paises com casos de

leishmaniose canina. Esta associacao afecta principalmente o Brasil, a China e a

orla Mediterranica. A elevada prevaléncia e incidéncia desta zoonose nos caes,



levanta importantes questfes de saude publica, nomeadamente no que respeita a
seguranca de coabitar com canideo(s) doente(s).

A infectividade dos cdes parasitados com Leishmania, assintomaticos e
sintomaticos, € alta como provam estudos que usaram xenodiagnéstico para
avaliar este importante parametro epidemiolégico (11). Cerca de dois meses apos
ser infectado por fleb6tomo, o cdo tem a capacidade de infectar 10% dos
fleb6tomos. Esta percentagem sobe para 60% quatro meses apés a picada, com o
inicio dos primeiros sintomas e a paralela descida dos linfocitos T CD4+. Tanto no
Homem como no cao a capacidade infectiva esta inversamente relacionada com a
contagem de linfocitos T CD4+.

Os cées, uma vez tratados, podem, em 70% dos casos, ser considerados
clinicamente curados (11), contudo s6 em 20% dos casos ha cura parasitologica.
Os restantes cées, apesar de assintomaticos, permanecem infectados e, em cerca
de 20 a 30% dos casos, podem infectar os flebétomos (11). No entanto, sdo os
cdes com parasitas na pele mas assintomaticos e os cées doentes nao tratados
gue constituem, provavelmente, os reservatérios mais importantes da doenca (11,
12). Este facto é de enorme importancia epidemioldgica e € uma das razdes pela
qual o sacrificio sistematico de cdes doentes ndo se traduz na diminuicdo da
incidéncia da doenca (8). No caso do Homem, os infectados assintoméaticos tém
menor capacidade para transmitir a doenca que os individuos com doenca

declarada (13).

2.3.2 - A questao da co-infec¢cao Leishmania/VIH
No inicio da década de 90 do século passado, as autoridades internacionais

reconheceram a gravidade do problema da co-infeccdo Leishmania/VIH, até

porque a co-infeccdo modificou as caracteristicas epidemiolégicas da



leishmaniose. A LV comporta-se como infec¢do oportunista em doentes infectados
por VIH e, como tal, h4 autores que defendem que deve ser considerada e
implementada a sua inclusdo nos critérios diagnésticos da sindroma de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Na Europa, a LV € a terceira doenca parasitaria
oportunista mais frequente, a seguir a toxoplasmose e a criptosporidiose (14-16).
Nas areas onde a LV é endémica, os doentes com SIDA tém uma probabilidade
100 a 1000 vezes maior de contrair a doenga comparativamente a doentes sem
SIDA. Actualmente, segundo dados da OMS, esta co-infeccdo atinge 35 paises.
Até 2001, foram reportados 1911 casos nos paises do sudoeste da Europa que
incluem 159 (8,3%) casos ocorridos em Portugal (16). No entanto, o impacto desta
co-infecc@o esta seguramente sub-estimado pois o facto de ndo ser uma doenca
definidora de SIDA condiciona a sua sub-notificagdo (14). Por outro lado, ha
autores que alertam para o eventual sub-diagnéstico de leishmaniose na
populacado com infecgéo por VIH nomeadamente, no que diz respeito a formas de
apresentacao clinica atipica (10, 14-17).

Na co-infeccdo Leishmania/VIH deve ser diferenciada a infeccdo primaria por
Leishmania, favorecida pela imunossupressdo, da reactivagdo, em que a
leishmaniose é reactivada pela deple¢édo imunolégica associada a infec¢éo por VIH
(17). Ambas as situacdes exercem um efeito cumulativo na imunossupressao dos
individuos afectados. A contagem de linfocitos T CD4+ €, geralmente, inferior a 50
células/mm3 e quase sempre inferior a 200 células/mm3 (3). Curiosamente, estes
dados da bibliografia internacional ndo se verificaram num estudo realizado em
Portugal (14), em que 88% dos co-infectados tinham contagens inferiores a 200
células/mms3, (dos quais apenas 10% tinham contagens inferiores a 50
células/mm3), 10% entre 200 e 500 T CD4+ e os restantes 2% apresentavam mais

de 500 células/mms.
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A co-infeccdo Leishmania/VIH acelera o curso clinico das duas infeccbes e
evidencia o papel dos linfocitos T CD4+ no controlo das infec¢des intracelulares.
Os individuos com maior grau de imunodepressao tém maior disseminacao
visceral do parasita, resposta menos favoravel a terapéutica e maior taxa de
recidivas.

No fim dos anos 90, com a introducdo da terapéutica anti-retrovirica de alta
eficacia (TAAE), houve uma diminuicAo marcada dos casos notificados e do
namero de recidivas. Contudo, ha varios factores que fazem com que esta questao
permaneca actual e que obrigam a manter a vigilancia desta co-infec¢céo (6):

- 0 problema das resisténcias aos antirretroviricos;

- 0 facto de na Africa subsariana, onde a infeccdo VIH é mais prevalente e a
leishmaniose endémica, ser mais dificil o acesso a TAAE;

- 0 fendmeno da urbanizacado da leishmaniose e da ruralizacéo de VIH;

E importante realcar que a questio da imunossupressio ndo se prende sé6 com a
infeccdo por VIH. E cada vez maior o nimero de doentes oncoldgicos e doentes

transplantados sujeitos a terapéutica imunossupressora.

2.3.3 - Outras vias de transmisséo
A leishmaniose por L. infantum é uma zoonose transmitida por flebétomos

contudo, em determinadas circunstancias, pode haver transmissdo sem a
participacdo do insecto vector, como nos casos associados a partilha de seringas
entre toxicodependentes (18). Este Ultimo caso representa um ciclo antroponético
artificial, visto que as seringas substituem os flebétomos, sendo a metaciclogénese
desnecessaria uma vez que ocorre transmissdo das formas amastigotas,
funcionando o Homem como reservatorio (14). Este tipo de transmissao também

esta documentado em Portugal (19).
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A transmissao por transfusdes de sangue esta bem documentada (20, 21-24). Os
portadores assintoméaticos de L. infantum, que tém baixa concentragdo do parasita
no sangue, s6 sao detectados se o rastreio desta doenca for realizado por rotina,
antes de cada dadiva de sangue. Também ha casos publicados de doentes
transplantados que desenvolvem leishmaniose, ndo por reactivacao de infeccéo
latente, mas devido ao transplante de 6rgdo com a doenca (25). Estes factos
justificam, segundo alguns autores, que em zonas endémicas seja feito o rastreio,
ndo s6 em dadores de sangue, mas também em dadores de 6rgdos. Existem
também casos publicados de transmissao vertical (26, 27), por via directa pessoa a
pessoa (27), por acidentes de laboratério (1, 27) e relatos pouco crediveis de
transmissdo por via sexual (27). No entanto, todas estas vias permanecem
excepcionais.

Nos cées, para além da transmisséo por fleb6tomo, também estd documentada a
transmissao por transfusdes de sangue e por via vertical. A transmissao por outros
insectos hematéfagos necessita de maior investigacdo, ndo estando provada, até a

presente data. Tal como no Homem, estas vias permanecem excepcionais.

2.4 - Classificacéo
A necessidade de diferenciar e caracterizar as populagbes dos parasitas, para

estabelecer melhor o diagndstico, tratamento, progndstico, controlo e influéncia
gue a variacao intra-especifica pode ter na epidemiologia da doenca, deu lugar a
gue se desenvolvessem métodos de caracterizacdo, extrinsecos e intrinsecos. A
taxonomia deste protozoario é controversa e reflecte a diversidade de critérios que
tém sido usados ao longo dos anos. Inicialmente, a classificacdo era feita com
base em caracteres extrinsecos, como a apresentacdo clinica e a distribuicdo

geografica. Actualmente, os critérios sao bioquimicos e genéticos e 0s grupos
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taxonomicos ja ndo coincidem com as entidades clinicas (3). A classificacao aceite
pela OMS e considerada “gold standard” baseia-se na electroforese das
isoenzimas (figura 4). A estirpe existente em Portugal € L. infantum que também
pode ser encontrada na restante orla Mediterranica, Médio Oriente, Africa e China.
Esta estirpe tem, segundo estudos bioquimicos, muitas caracteristicas idénticas a
estirpe L. chagasi que existe na América do Sul. Considera-se a hipotese desta
estirpe ter sido levada para o Novo mundo pelos cédes dos primeiros colonos (1,

14).

VELHO MUNDO NOVO MUNDO
familia
Trypanossmatidae
L. chagasi
L. donovani [
L. infantum L. venezuelensis
L. donovani Leishmania
L4 A 4
- donovani L. mexicana
L. mexicana [
L. amazonensis
L. major — L. major Leishmania—LEISHMANIA
L.braziliensis
L. tropica — L. tropica — L. braziliensis [ .
L. peruviana
L. aethiopica — L. aethiopica \ Viannia
L. guyanesis

L. guyanesis [
L. panamensis

ESPECIE COMPLEXO SUB-GENERO GENERO SUB-GENERO COMPLEXO ESPECIE

Figura 4 — Classificacdo taxondmica baseada em caracteristicas isoenzimaticas

do parasita do género Leishmania (adaptado de ref. (2))

A diversidade de apresentacdes clinicas da leishmaniose resulta da variedade de
espécies de Leishmania e do tipo de resposta imunitaria do hospedeiro. Embora

determinadas espécies de Leishmania tendam a causar um tipo especifico de
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doenca é frequente poderem causar outra apresentacdo (3) o que torna as
classificacfes dificeis (tabela 2). Por exemplo L. infantum — existente em Portugal
€, habitualmente viscerotrépica mas pode causar lesdes cutaneas e mucocutaneas
(28). Os soldados americanos que estiveram na operagao “Tempestade no
Deserto” ilustram outro exemplo, pois apesar de infectados por L. tropica - uma
espécie classicamente associada a lesfes cutaneas — contrairam LV. A resposta
imunitaria do hospedeiro também influencia o quadro clinico, como exemplificado
pelo zimodeme MON-29 e MON-24 de L. infantum que nos individuos
imunocompetentes provocam lesBes cutaneas (estirpes preferencialmente

dermotrépicas) e nos co-infectados por VIH causam lesdes viscerais (29).
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Tabela 2 - Classificacdo das leishmanioses (entidades nosogeograficas) (adaptado
de ref. 30).

Entidade clinica

Distribuicdo geografica

Principais reservatorios Principais vectores

Leishmaniose Visceral

*Kala-azar classica do Velho

Mundo
L. donovani

L. tropica (rara)

*L. visceral infantil
L. infantum

*L. visceral americana
L. chagasi

*L. visceral atipica
L. tropica

L. amazonensis

Bangladesh, China, india, Nepal,
Paquistéo

Africa subsariana, Este de Africa,
India, Israel, Quénia, Arabia Saudita

Litoral Mediterranico
Asia Central, China, Médio Oriente

América do Sul e Central

india, Israel, Quénia, A. Saudita

Brasil

Roedores, cdo, Homem (?)

Céo, raposa
Raposa, chacal, céo

Cao, raposa, opossum

Roedores

Phlebotomus argentipes

P. orientalis, P. martini

P. perniciosus, P. ariasi
P. caucasicus, P. ariasi

Lutzomya longipaldis

L. p6s kala-azar
L. donovani

Bangladesh, india, Nepal, Etiopia,
Quénia, Sudao

L. cutanea
*Velho Mundo
L. tropica

L. major
L. aethiopica
L. infantum (rara)
*Novo Mundo
L. mexicana
L. guyanensis

. amazonensis

. peruviana

. venezuelensis

. braziliensis

. panamensis
. chagasi

Litoral Mediterranico, Médio Oriente,
Sudoeste Asiatico

Asia Central, Médio Oriente, Sudoeste
Asiatico, Africa subsariana

Etiépia, Quénia

Asia Central, Iréo, litoral
Mediterranico

América Central, México, Texas
Brasil, Coldmbia, Guiné francesa,
Guiana, Suriname

Bacia Amazonia

Peru, Argentina

Venezuela

Brasil, Bolivia, Coldmbia, Equador,
Paraguai, Peru, Venezuela
Costarica, Coldmbia, Panama
Honduras, Costa Rica

Céao, Homem
Roedores

Hirax

Roedores
Preguica, papa-formigas

Roedores, marsupiais
Céao
Roedores

Preguica, cédo

P. sergenti
P. papatasi, P. dubosqi

P. longipes, P. pedifer

L. olmeca
L. umbratilis

L. flaviscutellata

L. peruensis, L. verrucarrum L.

olmeca bicolor
L. wellcomei

L. trapidoi

L. mucocutanea
(“Espundia”)
L. braziliensis

L. panamensis (rara)
L. guyanensis (rara)

L.major, L.aethiopica (rara)

Argentina, Brasil, Bolivia, Equador,
Paraguai, Pert

Colémbia

Colémbia, Brasil

Sudao

L. cutanea difusa
L. aethiopica

L. venezuelensis

L. mexicana

L. amanzonensis

Etiopia, Quénia, Namibia, Yemén,
Venezuela

Rep. Dominicana, México, Texas
Bacia da Amazonia

Hirax, rato
Roedores
Roedores
Roedores

L. christophei

L. recidivante
L. tropica

Médio Oriente

P. sergenti, P. papatasi
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2.5 - Apresentacéo clinica da leishmaniose visceral por L.
infantum
A infeccédo por L. infantum pode desencadear trés tipos de resposta no organismo:

- reaccdo local com destruicdo do parasita fagocitado;

- interaccdo parasita-hospedeiro com fagocitose por histiocitos e persisténcia do
parasita no organismo de forma latente por tempo indeterminado;

- fagocitose e multiplicacdo dos parasitas dentro de macrofagos com disseminagéo
para o sistema mononuclear fagocitario (SMF). Neste caso e dependendo dos
factores de risco associados (homeadamente o estado nutricional), pode causar
varias manifestacfes de doenca: desde formas oligossintomaticas (sub-clinicas)
até a doenca declarada (6, 30, 31).

Uma vez que o estudo realizado no ambito desta tese é feito em populacdo
aparentemente saudavel serdo aqui privilegiadas as apresentacfes assintoméaticas
e oligossintométicas. Esta Ultima € caracterizada pela presenca de sintomas
inespecificos, tais como febricula, tosse seca, diarreia, sudorese, fadiga
persistente, associados a discreta organomegalia. Nas duas situagdes, se houver
supressdo imunoldgica do hospedeiro, a doenca manifesta-se (3). Os infectados
assintométicos constituem um dilema terapéutico, tanto na medicina humana como
na medicina veterinaria. Alguns autores defendem o tratamento destes casos,
desde que se verifiguem titulos positivos ou border-line, com confirmacao
parasitologica (5, 11).

2.5.1 - Apresentacdao clinica da leishmaniose humana

A leishmaniose visceral tem um periodo de incubacdo médio no Homem de dois a
seis meses, mas pode variar de dez dias até dez anos. As manifestacdes clinicas
podem ter inicio subito ou serem de aparecimento progressivo e consistem em
febre irregular de longa duracdo, emagrecimento acentuado, exuberante

hepatoesplenomegalia, anemia, leucopénia, trombocitopénia e
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hipergamaglobulinemia (sobretudo a custa de aumento da imunoglobulina G). H&
doentes, principalmente na india, que desenvolvem hiperpigmentacdo da pele da
face, maos, pés e abdomen. Estas caracteristicas estdo na base do nome dado a
doenca - kala-azar - que significa “febre negra” em hindi (3). Em Portugal, embora
afecte adultos, atinge sobretudo as criancas e, cerca de 90% destas criancas, tém
idade inferior a cinco anos. Quando detectada e tratada precocemente tem
prognéstico favoravel mas pode ser fatal se nao for tratada. Nos individuos com LV
a infeccdo secundéaria mais frequente € a pneumonia bacteriana que também
constitui a principal causa de 6bito.

Nos individuos com co-infeccdo Leishmania/VIH, as apresentacfes atipicas sédo
mais frequentes, existindo relatos de biopsias com amastigotas no pulmao, pleura
e aparelho digestivo (1).

Uma vez que estudos epidemioldgicos realizados em populagdo humana saudavel,
demonstraram haver formas assintomaticas e oligossintométicas de leishmaniose,
esta doenca deve ser excluida nos individuos com sintomatologia inespecifica
residentes em zonas endémicas ou em viajantes a zonas endémicas de
leishmaniose (1-3, 32).

Em Portugal had duas apresentag6es no imunocompetente: a LV e a LC. Como
referido em 2.5, embora L. infantum seja preferencialmente viscerotropica também
pode provocar lesdes cutaneas (2, 29). Nos ultimos anos tem vindo a aumentar o
namero de casos de LC, sobretudo em criancas (28). No imunocomprometido,
também existem duas apresentacbes, a LV e a leishmaniose viscerocutanea.
Embora na Europa L. infantum também esteja associada a casos de LMC em

individuos imunocomprometidos nédo ha registo destes casos em Portugal (16).
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2.5.2 - Apresentacéo clinica da leishmaniose canina
No cado, a leishmaniose pode ter trés tipos de apresentacdes — a cutanea, a

visceral e a mista (designada leishmaniose viscerocutanea). Estas apresentacdes
ocorrem apos um periodo de incubacdo que varia de seis meses a Varios anos.

A apresentacdo cutanea caracteriza-se por quadros queratoseborreicos, formas
ulcerativas, formas nodulares e/ou erupsdes papulo-pustulosas. Também se
verificam lesdes de onicogriposis e hiperqueratose nasal. Cerca de 20 dias apos
inoculacao pelo fleb6tomo pode surgir, no local de mordedura, uma lesédo eritemo-
escamosa que progride para Ulcero-crostosa, denominada “cancro de inoculagao”
e que se pode comparar as lesbes designadas de “botdo do Oriente” da LC
humana. Cerca de 25% dos cées com esta apresentacdo ndo fazem
seroconversao.

A apresentacdo Vvisceral manifesta-se por emagrecimento, astenia, atrofia
muscular, principalmente facial (originando o que se denomina de “cabega de
velha”), anemia, linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia e epistaxis. Também
se verificam alteragcdes oculares, digestivas e renais.

O prognoéstico depende muito do estadio em que a doenca é diagnosticada e, em
particular, da existéncia, ou nao, de insuficiéncia renal associada. Actualmente, os
proprietarios dos cdes sao mais vigilantes (embora o grau de desconhecimento da
doenca ainda seja elevado (33)) e a classe veterinaria esta muito sensibilizada
para a doenca, o que faz com que o diagndstico seja realizado cada vez mais

precocemente e, consequentemente, o prognaostico seja melhor.

2.6 - Situacédo epidemiolégica em Portugal
A LV foi pela primeira vez descrita em Portugal, em 1910, por Alvares numa

crianca em Lisboa e, em 1911, é realizado o primeiro estudo em cées por Silva e
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Alvares (34, 35). Em 1943 é descrito por Tavares o primeiro caso de LC em
Portugal (36).

A leishmaniose é endémica em Portugal, causada por L. infantum, transmitida por
fleb6tomos (Phlebotomus perniciosus e P. ariasi) e tem no cdo o seu principal
reservatorio (7, 12). Embora classicamente definida em Portugal como uma
doenca rural, esta a tornar-se mais prevalente nas regiées urbanas e peri-urbanas
(12, 39). Desde 1950 que é uma doenca notificavel, mas a sub-notificacdo é
marcada (entre 2001-2006 foram notificados 63 casos mas sO no Instituto de
Higiene e Medicina Tropical foram diagnosticados 115 casos (29)). De 1996 a
2005 foram notificados em Portugal 185 casos (142 em imunodeprimidos e 43 em
imunocompetentes, sendo que dos 43, mais de metade eram criangcas com idade
inferior a cinco anos). A doenga € mais prevalente no sexo masculino (3:1). As
figuras 5, 6 e 7 ilustram a distribuicdo dos casos em Portugal entre 1996 e 2005,

segundo dados da Direccdo Geral de Saude.
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Figura5 - Casos de leishmaniose visceral porano em Portugal
(dados daDireccdo Geral deSaude)
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Figura 7 - Casos de leishmaniose visceral em Portugal em imunocompetentes
(1996-2005)
(dados da Direccédo Geral de Saude)

Em Portugal estdo descritos seis zimodemes (conjunto de isolados com 0 mesmo
perfil isoenzimético), o que contrasta com o elevado polimorfismo enzimatico em

Espanha (5, 29). O MON-1 é o mais frequente (97%) em Portugal, a semelhanca
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de outros paises da orla Mediterranica (29). Quer o zimodeme MON-1 quer o
MON-29 estdo documentados em LV e LC, colocando a quest&o do tropismo de L.
infantum, para os tecidos cutaneos ou para os 6rgaos internos, que pode depender
do poder patogénico da estirpe parasitaria e/ou da genética e do estadio imunitario
do hospedeiro (28). Apesar da diversidade de zimodemes encontrada nos
imunocomprometidos ser superior a dos imunocompetentes, o0 MON-1 também é o
zimodeme mais frequente neste grupo.

A via artificial de transmissdo de leishmaniose pode ser responsavel pela
introducdo de novas estirpes, nomeadamente, de L. donovani MON-18, conforme
foi demonstrado num Portugués toxicodependente co-infectado por VIH (17, 19).
Em 2006 foram relatados por Ravel et al., em Portugal, dois casos de hibridos
entre L. infantum e L. major (37). Este facto introduz dados novos, quer a nivel de
apresentacao clinica, quer na resisténcia a terapéutica.

Constituem &reas endémicas a &area metropolitana de Lisboa, a peninsula de
Setubal, o municipio rural de Alij6 (Alto-Douro) e o Algarve. Segundo dados de um
estudo epidemioldgico realizado em 1994 (40) o distrito de Evora também deve ser
considerado um foco endémico mas apenas em cdes. Nesse mesmo estudo
verificou-se uma maior incidéncia de P. sergenti em comparacdo com P.
perniciosus e P. ariasi, 0 que contrasta com outros ensaios realizados no Alto
Douro, Lisboa e Algarve (7, 29). Contudo, o papel de P. sergenti como vector ndo
foi esclarecido.

Com o propésito de expandir o estudo da situacéo epidemiolégica desta zoonose,
foi criado, em Setembro de 2008, um observatorio nacional de leishmaniose

denominado ONLEISH (www.onleish.orq).
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2.6.1 - Situacéo do cao e outros reservatorios em Portugal
O céo é o principal reservatorio do ciclo doméstico da LV causada por L. infantum,

tanto no Novo Mundo (onde é denominada L. chagasi), como no Velho Mundo. Os
inquéritos epidemiologicos realizados em cades, em Portugal, indicam uma
prevaléncia na ordem dos 4% a 21%, semelhante & de outros paises
mediterranicos. Contudo, diversos autores alertam para a probabilidade de ser
mais elevada a percentagem de cées portadores assintoméaticos. Diversos estudos
epidemiolégicos, realizados em Espanha, apontam para uma seropositividade da
ordem dos 50 a 60% em populagcbes de cdes assintométicos. Um outro estudo
realizado em Madrid, por Miré et al., entre 1996 e 2006, nhuma populacdo de cées
errantes, apurou que 80% dos cées assintomaticos eram seropositivos (47). Com a
associacdo de técnicas seroldgicas e moleculares, a prevaléncia registada nos
estudos epidemiolégicos realizados em canideos tem sido significativamente mais
elevada (6).

Em Portugal, o zimodeme mais frequente no cdo € o MON-1 (29). Esté descrito um
caso de zimodeme MON-98 num c&o no Alto Douro,por Cardoso em 2002, que até
essa ocorréncia se julgava restrito ao Egipto (38). S8o necessarios mais estudos
em caes, vectores e pessoas, para melhor caracterizar os zimodemes existentes
em Portugal.

Para a profilaxia da doenca existem no mercado diversos replentes para o
fleb6tomo. N&o existe vacina disponivel em Portugal.

A tabela 3 resume a situacdo da leishmaniose canina em Portugal.
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Tabela 3 — Sumario da situacdo em Portugal a nivel veterinério.

Situacédo actual

Necessidades

NUmeros = Lishoa e Setlbal em 1983, n=572, prevaléncia de 5,5-11,5% (39) S&o necessarios mais estudos
= Lisboa em 1987, n=1899, prevaléncia de 7,5-8,8% (41) epidemiolégicos em cdes, em
= Evora em 1995, n=3614, prevaléncia de 3,9% (40) gatos e na populagéo silvestre
= Faro em 1995, n=300, prevaléncia de 7% (42)
= |isboa em 2002-2003, n=1030, prevaléncia de 18,9-21% 12)
= Braganca em 2002-2006, n=2436, prevaléncia de 4,8% (43)
= Alijé (Alto Douro) em 2004, n=1540, prevaléncia de 18,7% (44)
= Peso da Régua (Alto Douro) em 2004, n=294, prevaléncia de 20,4 % (45)
= Vila Franca de Xira em 2007, n=128, prevaléncia de 50% (46)

Controlo Falta de informagcé&o dos proprietarios de cées (33) E necessario informar a

dos populagdo, sobretudo aquela

que contacta com céaes, sobre o
vectores ) .

ciclo evolutivo da doenga e

divulgar os métodos de controlo

das moscas e a aplicacdo

sistematica de produtos

insecticidas nos caes

Prevencéao Vacina néo disponivel N&o estd prevista a sua

introducao no mercado

portugués

Diagnéstico

Facil acesso ao diagnostico parasitolégico e serolégico nos caes

E necessario padronizar critérios

de diagnostico

Tratamentos
registados

em Portugal
para uso no

céao

Antimoniato de meglumina (Glucantime, Merial®)

Miltefosine (Milteforan, Virbac®)

Nota: a utilizagdo concomitante de alopurinol com estes farmacos esta

largamente difundida e é suportada por varios estudos, no entanto este

farmaco nédo esta registado para este proposito.

S&o0 necessarios:

a) protocolos terapéuticos

b) estudos que comparem a
efichicia dos dois farmacos
licenciados

c) estudos sobre resisténcias em

Portugal
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Estudos realizados em Portugal sugerem que a raposa (Vulpes vulpes) é, a seguir
ao cdo, o reservatorio mais importante de leishmaniose (48, 49). Num estudo
realizado por Abranches et al., em 1984, na regido da Arrébida, onde a
leishmaniose € endémica, a prevaléncia encontrada nas raposas foi de 5,6%, em
contraste com a prevaléncia de 0% em Alcéacer do Sal onde a doenca & muito rara.
Estes estudos apontam para a raposa como um provavel reservatério silvestre.
Recentemente, um estudo realizado em Espanha, sugere a existéncia de um ciclo
silvestre independente do ciclo doméstico (50).

O papel do gato como reservatorio permanece controverso. E conhecido que os
gatos domésticos estéo infectados por Leishmania (podendo ou ndo desenvolver
doenca), que albergam o parasita e que sao atractivos como refeicdo de sangue
para alguns fleb6tomos. No entanto, permanece por esclarecer qual é
exactamente o seu papel como reservatorio. O elevado nimero de gatos vadios, a
elevada prevaléncia de sintomatologia cutanea nesta espécie e a questédo da co-
infeccdo por virus da imunodeficiéncia felina e/ou virus da leucemia felina, téo
frequentes nestas colonias, faz com que este assunto meregca mais estudos
epidemiolégicos (51, 52). Dados recentes de um estudo realizado numa populacao
de gatos vadios, em Lisboa, mostraram que 30% destes animais apresentavam
resultado positivo para leishmania por Polymerase Chain Reaction (PCR) o que
ressalta a importancia desta espécie como potencial reservatério (53).

Estdo documentadas infec¢bes acidentais no cavalo, nalguns paises incluindo
Portugal (54).

Sabe-se que determinadas racas de caes tém maior sensibilidade a doenca e,
outras racas, como o Podengo Ibicenco (raca autoctone de Ibiza), apresentam
uma enorme resisténcia. Também em Portugal ha estudos que apontam para a

resisténcia das racas autoctones (43).
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2.7 - Diagnostico

2.7.1 - Respostaimunitaria e os diferentes testes

O método de diagndstico seleccionado para leishmaniose tem que ser adequado
ao tipo de resposta imunitaria que se suspeita estar em curso.

Assim, se o0 hospedeiro desencadeia uma resposta preferencialmente do tipo Thil,
0s macrofagos activados tém grande capacidade de destruir leishmanias do foco
inflamatorio no ponto de inoculacdo, com resolu¢do do processo. Por outro lado,
se a resposta é preferencialmente do tipo Th2, as leishmanias escapam do ponto
de inoculacao e sdo levadas pelos macréfagos para todo o organismo, colonizando
preferencialmente os 6rgdos do SMF. As formas amastigotas desaparecem do
ponto de inoculagcdo, bem como a reaccéo inflamatéria (55).

Em resumo na LC a resposta celular esta exacerbada e ausente a resposta
humoral, ao contrario do que acontece na LV, estando a LMC situada entre ambas
(tabela 4). Ou seja, a resposta imunitaria protectora para leishmaniose € do tipo
celular. Os altos titulos de Ac detectados na LV n&o séo eficazes na defesa contra

0 parasita.

Tabela 4 - Resumo do tipo de resposta imunitaria para L. infantum.

Quadro clinico Sensibilidade Anticorpos Parasitas nas Tendéncia

e resposta cutanea lesdes para acura
imunitaria

LV (Th2) Ausente Abundantes Abundantes Raro

LC (Thl) Presente Ausentes Presentes Sim

Na Tabela 5 estdo resumidos os diferentes métodos de diagnostico. Seréo
detalhados os utilizados no rastreio da populacdo assintomatica para melhor

enquadramento do estudo realizado.
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Tabela 5 — Sumario dos métodos de diagndstico para leishmaniose

Leishmaniose visceral

ISOLAMENTO

= Directo:

* Coloracado: Giemsa, Imunoperoxidase, Ac monoclonais

*Cultura (em meio Novy, Nicolle e McNeal (NNN) ou meio de cultura liquido
suplementado com soro fetal bovino)

* Animais de laboratério

= Indirecto:

* Hibridag&o em nitrocelulose com sondas de ADN (&cido desoxirribonucleico)
*PCR

IMUNODIAGNOSTICO
e Imunofluorescéncia indirecta

*ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay); ELISA com antigénios (Ag)
recombinantes
* Contra-electroforese

* Immunoblot (1B)

*Técnicas de Aglutinacdo (hemoaglutinacdo indirecta, aglutinacdo em latex e
aglutinagéo directa (DAT)

* Pesquisa de Ag na urina

Leishmaniose cutanea

ISOLAMENTO
= Directo e Indirecto (idéntico ao da LV)

IMUNODIAGNOSTICO
*Reaccdao intradérmica de Montenegro

2.7.2 - Teste de Montenegro
A intradermoreaccéo, idealizada por Montenegro, em 1926 e aqui designada teste

de Montenegro (TM), avalia a reaccdo de hipersensibilidade tardia a injeccdo
intradérmica de uma suspensao de promastigotas mortas. A sua leitura € realizada
as 48-72 horas. A positividade do teste indica que o individuo j& foi sensibilizado,
mas nao necessariamente que seja portador da doenca. O teste é habitualmente
positivo na LC localizada e na LMC, e negativo na LCD. Na LV o teste € negativo
no inicio da doenca mas torna-se positivo meses apds a cura clinica.
Resumidamente, o teste é positivo nas formas cronicas e sempre que haja

envolvimento das mucosas e é negativo nas fases iniciais da doenca e nas formas
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disseminadas (56). Este teste € (til em estudos epidemiologicos para detectar
infeccBes assintomaticas. E possivel que haja reaccdes cruzadas com tuberculose,
infeccdes fangicas sistémicas, lepra, epitelioma maligno e larva migrans (2, 5).
Apesar de um TM positivo estar correlacionado com resisténcia a doenca (2), a
imunidade celular ndo € inteiramente benéfica, conforme se infere dos seguintes
dados:

- na LMC, a reaccdo ao TM é tanto maior quanto maior a lesédo das mucosas;

- existem estudos que revelam que popula¢des assintomaticas com TM positivos
(21, 57-60) tém PCR positiva no sangue, 0 que prova que a resposta celular
consegue controlar a doenga mas nao tem capacidade para eliminar o parasita da
circulacao.

2.7.3 - Testes Seroldgicos

Relativamente aos testes seroldgicos para diagnostico de leishmaniose ha que ter
em conta varios factos:

- a presenca de Ac especificos ndo estd necessariamente associada a uma
doenca activa podendo revelar uma infeccao assintomatica ou oligossintomatica;

- apos tratamento, os titulos de Ac podem permanecer elevados durante anos
apos a cura clinica - cerca de cinco anos segundo alguns autores (61). Admite-se
gue esta persisténcia esteja associada a infeccao latente e que possa servir de
indicador para uma futura recidiva (56). Na literatura estdo descritos varios casos
de reactivacdo de leishmaniose apo6s imunossupressdo induzida por farmacos,
nomeadamente, no contexto de transplante de 6rgéaos (30);

- individuos imunodeprimidos podem ter doenca activa e serologia negativa,

- dependendo do Ag usado pode haver reaccdes cruzadas com Ac para a malaria,

tripanosomose, micobacterioses e esquistossomose (3);
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- a sensibilidade e especificidade dos testes tém que estar padronizadas para cada
estirpe de Leishmania e para cada laboratorio, além de terem que ser adequadas a
populacdo alvo desses mesmos testes. A especificidade dos testes serolégicos
para deteccdo de Ac depende fundamentalmente do Ag usado e da sensibilidade

do método propriamente dito.

Um dos testes seleccionados para avaliar uma populagdo assintomatica, isto €,
potencialmente infectada mas com uma resposta imunitaria eficaz, € o TM; no
entanto, a logistica inerente ao procedimento torna este teste pouco pratico no
terreno. O IB € o método serolégico mais sensivel e especifico em populacdo
assintomatica contudo tem a desvantagem de ser dispendioso inviabilizando a sua
utiizacdo em estudos epidemiologicos. Neste contexto sdo utlizados outros

métodos seroldgicos nomeadamente IFI, ELISA e DAT.

2.7.3.1 - O método de ELISA e Técnicas de Aglutinacao
Estas técnicas embora muito utilizadas em estudos epidemioldgicos em populacao

assintomética, tém menor sensibilidade e especificidade, comparativamente ao

TM.

2.7.4.2 - O método de Imunofluorescéncia Indirecta
A Imunofluorescéncia indirecta € considerada pela OMS a técnica de referéncia

(53) e €, habitualmente, a técnica seroldgica utilizada na pratica clinica, com um
titulo de corte em geral de 1/80. Em populacédo assintomatica, em que deve ser
usado um titulo de corte mais baixo, esta técnica tem baixa sensibilidade e baixa
especificidade. Um estudo espanhol demonstrou que titulos de 1/20 cursavam com

parasittmia e que deviam ser valorizados em individuos assintomaticos (58),
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contudo, o titulo de corte mais baixo tem a desvantagem de ter mais falsos

positivos.

2.7.4.3 - O método de Immunoblot
E a técnica seroldgica que tem maior sensibilidade e especificidade para detectar

Ac (74, 75), nomeadamente Ac especificos para as frac¢cdes antigénicas 14 e 16
Kda. Por estes motivos, € a técnica de eleicdo para individuos assintométicos ou
com resposta imunitaria comprometida, tais como os individuos imunodeprimidos
ou criangas de tenra idade.

Na populacéo assintomatica, este método tem cerca de 80% de concordancia com

o TM (5, 64). A sua grande desvantagem € o elevado custo.

2.75-APCR
A PCR quantitativa tem sido utilizada na prética clinica e na realiza¢do de estudos

epidemiolégicos. Na clinica, € uma ferramenta preciosa para ajudar a diferenciar a
infeccdo assintomatica da doenca e para detectar precocemente possiveis
reactivacbes em doentes de risco. A sua utilizacdo em estudos epidemiolégicos,
conjuntamente com o0s métodos serologicos tradicionais, permite aferir a
sensibilidade e especificidade desses testes. Também tem sido usada para avaliar
o risco de transmissdo da infec¢do por transfusdo sanguinea. No entanto, apesar
da elevada sensibilidade e especificidade deste método ocorrem falsos negativos,
sobretudo em amostras de sangue (devido a natureza criptica desta infec¢éo) pelo
qgue, o seu resultado, deve ser interpretado em conjugacdo com outras técnicas

diagndsticas.
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2.8 - Estudos em populacdo assintomética
A natureza criptica da infeccdo dificulta a determinagdo do nivel exacto de

endemicidade (48).

A seroprevaléncia, em populacao assintoméatica, varia de 10%, em zonas de baixa
a moderada endemicidade, até 30%, em focos de alta endemicidade ou em
contactos proximos com doentes (65). Segundo dados de um estudo realizado no
Brasil (32) calcula-se que haja 18 infectados assintomaticos por cada doente mas,
segundo outro estudo, em Espanha, este numero sera superior (58). Assume
particular importancia a eleicdo do melhor método de diagndstico para a realizagéo
de estudos epidemiologicos na populacdo assintomatica. Este objectivo constitui
uma das prioridades secundéarias da OMS em relagéo a leishmaniose (62).

Na tabela 6 estdo resumidos os principais estudos epidemioldgicos em populagéo
assintomética realizados em zonas onde a LV - causada por L. infantum ou por L.
chagasi - é endémica. S&o referenciados os testes utilizados e as principais
conclusoes.

Sao necessarios mais estudos prospectivos para se perceber o que se passa na
populacdo assintomética seropositiva, quantos se traduzem em cura, quantos
permanecem infec¢bes cripticas e quantos se convertem em doenca. Até a
presente data, os estudos prospectivos sdo escassos e com resultados que vao

desde 20% a 70% de individuos que se tornam doentes (32, 66).
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Tabela 6 — Resumo dos resultados das publicacbes que abordam a tematica da

infeccdo por Leishmania em populacdo assintomatica.

Pais-Ano
(referéncia)

Brasil-1986
@2)*

Populacao alvo

Criancas saudaveis mas com serologia
positiva, n=86

Teste de
diagndstico usado

Conclusoes
principais

17,4% desenvolveram a
doenca

15,1% desenvolveram a
doengca ap6s periodo de
forma sub-clinica

23,3% curaram

44,2% curaram ap6s forma
sub-clinica

Portugal-1994
(40)

Criangas, n=885

DAT (0% P)

a LV na
canina é
no distrito de

Conclui  que
populacdo
endémica,
Evora

Himalaias-1995
(61)

Populagédo de zonas endémicas, n=1938

T™ (24,7% P)
ELISA (5,5% P)
DAT (2,8% P)

Ha um “cluster” de
coabitantes com TM P mas
com testes  serolégicos
negativos e sem doenga

Espanha-1996
(67)

Populagédo “geral”, n=4825

ELISA (4,9% P)

Brasil-1996
(68)

n=1681 caes

ELISA (23,5% P)

Nao se verificou nenhum
tipo de associagdo entre
cées seropositivos e
doentes humanos

Brasil-1997 (20)

Dadores de sangue e hemodialisados
politransfundidos, n=1500

ELISA (0-37% P)

Conclui que os dadores
devem ser rastreados em
zonas endémicas

Portugal-1998
(69)

Populagéo “geral”, n=40

1B, 0% P

Conclui que o IB é sensivel
e especifco para o
diagnostico de LV em
imunocomprometidos

Franca—1999
(21)

Dadores de sangue n=565

1B (13,4% P)
PCR (1,6% P)

Conclui que deve ser
ponderado rastreio do
sangue de dadores

Brasil-2000
(23)

Dadores de sangue n=41

ELISA (51% P)
PCR (12% P)

Conclui que em zonas
endémicas deve ser
realizado rastreio do sangue
de dadores

Brasil-2000
(70) *

Criangas, n=784

ELISA (22,5% P)

Ressalta a importancia das
formas sub-clinicas e
oligossintomaticas

Espanha—-2003
(59)

Dadores de sangue, n=656

ELISA (n=656; 2,4% P)
IB (n=656; 7,6% P)

T™ (n=67; 22,3% P)
PCR (n=122; 22,1% P)

Conclui que os dadores de
sangue devem ser
rastreados

Espanha-2004
(58)

Individuos com risco de adquirir infeccdes
transmitidas por via parentérica, n=170

™
PCR

IFI (30%=1/20, 26%=1/40;
44%= N)

Populagdo assintomatica e
com titulos baixos na IFI tem
PCR positiva

Italia—2005
(24)

Dadores de sangue, n=500

ELISA (0%P)

Conclui ser muito baixa a
probabilidade de
transfuséo sanguinea
transmitir leishmaniose

Espanha-2008
(60)

Dadores de sangue
n=1437

IB 3,1%
™ 11%
PCR 6%

Conclui que os dadores de
sangue devem ser
rastreados

N: resultados negativos; P: resultados positivos; n: nUmero da amostra; *: estudo com valor

prospectivo
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2.9 - Tratamento
Esta fora do ambito desta tese a descricdo dos diferentes tratamentos para a

leishmaniose. Contudo, a autora ndo pode deixar de referir duas questdes
importantes no contexto epidemioldgico:

- a necessidade de ponderar quimioprofilaxia (14) para evitar recidivas. O uso de
agentes profilacticos ndo é consensual nem esta estabelecido qual € o melhor
esquema profilatico;

- as crescentes resisténcias ao tratamento - na india ha cerca de 60% de
resisténcia aos antimoniais (62). Esta questdo € pertinente para a medicina
veterinaria que utiliza os mesmos farmacos que a medicina humana, podendo o

tratamento sistematico dos cées estar a contribuir para essas resisténcias.

2.10 - Prevencéao
A diversidade epidemiologica e clinica dificultam o controlo da doenca e

impossibilitam o uso de uma s6 medida.

Até ao presente momento, ndo ha vacina disponivel para o Homem, pelo que as
recomendacfes da OMS para esta luta passam pela adopcdo de medidas
especificas adaptadas a cada situacdo epidemiolégica e que devem englobar as
seguintes vertentes: controlo de vectores e reservatérios, educacdo sanitaria,
deteccédo e notificacdo de doentes e portadores, tratamento precoce dos doentes,
caracterizacdo de factores de risco e assim que possivel, e quando se justifique,
profilaxia com vacinas. E da méaxima importancia nesta luta manter um bom nivel

de vigilancia epidemioldgica e divulgar esses dados.

2.10.1 - Controlo dos reservatorios e dos vectores
Estudos epidemiolégicos em que foi utilizado o método de xenodiagndstico

demonstraram que a infectividade dos caes parasitados por leishmanias é elevada,
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guer sejam sintomaticos ou assintomaticos. Comparativamente ao Homem, o céo
tem maior capacidade infectiva para o fleb6tomo. A semelhanca do que acontece
com o Homem, a infectividade no cdo aumenta com a diminuicdo da contagem de
linfocitos T CD4+. Esses mesmos estudos demonstraram que, apds 0s caes
iniciarem o tratamento com compostos antimoniais e mantendo tratamento com
alopurinol, a transmisséo para o fleb6tomo € impedida (4, 11, 71).

Modelos matematicos provam que a melhor medida em termos de relacdo
eficacia/custo para o controlo da leishmaniose visceral zoongtica € a utilizacdo de
insecticidas, nas suas distintas apresentacdes, sempre que se tratar de um foco
com flebétomos de habitos domésticos/peridomésticos. Em segundo lugar, as
medidas mais adequadas para reduzir a incidéncia humana sdo as vacinas
dirigidas a pessoas e a cées e 0 combate a desnutricdo infantil. A medida menos
vantajosa, segundo esses mesmos modelos matematicos, € o sacrificio de cées
infectados. No entanto, o controlo da leishmaniose canina com o objectivo final de
reduzir o numero de casos de leishmaniose humana, roda sempre em torno do
sacrificio dos cées (8). Com excepcdo da China, onde quer a leishmaniose
humana quer a canina se conseguiram erradicar mediante a combinacdo de
insecticidas intradomiciliarios e abate de todos os cées seropositivos, 0s resultados
das campanhas que prevéem o abate de cdes tém sido insatisfatorios (9). As
razoes pelas quais 0 abate dos caes seropositivos ndo se tem revelado eficaz séo
as seguintes:

- existéncia de reservatorios silvestres;

- o facto dos cées assintomaticos ndo serem rastreados. Os infectados
assintoméaticos sédo provavelmente mais eficazes a transmitir a doenca que animais

doentes submetidos a tratamento (5, 71);
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- existéncia de uma populacdo consideravel de caes errantes que fogem a
qgualquer plano de controlo;

- a técnica mais usada no rastreio de cées - a IFI - tem segundo alguns autores,
baixa sensibilidade;

- 0 possivel papel do Homem como reservatorio (9);

- 0 tempo que medeia entre a recolha da amostra e o abate do cao.

No que respeita ao controlo do vector, a utilizacdo de redes impregnadas com
insecticida € um dos métodos mais eficazes para prevenir doencas transmitidas
por vectores (55, 62), sobretudo quando se trata de vectores endofagicos. Embora
esteja documentada resisténcia ao dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), o0s
fleb6tomos permanecem sensiveis aos insecticidas mais vulgarmente utilizados.
Héa estudos de campo que demonstram que o uso de insecticidas nos caes diminui
a incidéncia da doenca (72).

Independentemente do tipo de estratégia adoptada para esta ser bem sucedida €
essencial a participagéo activa da populacdo. No caso da LV, em Portugal, onde o
principal reservatério é o cdo, as medidas adoptadas para o controlo da
leishmaniose tém que ter em conta que existe uma populacdo consideravel de
cdes errantes e de caes que, embora com proprietario, ndo tém assisténcia

veterinaria.

2.10.2 - Vacinas
A OMS considera a leishmaniose a segunda doenca causada por protozoarios

mais importante a nivel mundial e uma das mais negligenciadas. Segundo esta
organizacdo, € urgente definir tratamentos de primeira linha e realizar

guimioprofilaxia secundaria (14).
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Actualmente, a sequenciacdo do genoma de L. major Friedlin, L. infantum e L.
braziliensis estd completa. A identificacdo do genoma do parasita homeadamente
dos genes que determinam a sua Vviruléncia, € fundamental para o
desenvolvimento de novas terapéuticas e de vacinas. Avizinha-se uma vacina de
32 geracdo de ADN, que é estavel, de conservacao facil e pouco onerosa (10, 22).
Hé& evidéncias experimentais que sugerem a existéncia de factores genéticos que
determinam a susceptibilidade a infeccdo (30, 55, 66). O conhecimento desta
susceptibilidade genética ir4 permitir a vacinacdo selectiva.

Estudos de campo, realizados no Brasil, ap6s vacinacdo da populacdo canina
apresentaram resultados satisfatérios. Faltam contudo estudos que comprovem
gue os animais vacinados ndo séo infecciosos para o vector, questdo que tem sido

muito polémica.

3 - OBJECTIVOS

O presente estudo teve como objectivo principal avaliar se a coabitagdo com um
cdo com leishmaniose aumenta a probabilidade do Homem coabitante ser
infectado por flebétomo. Como objectivos secundarios pretendeu avaliar a
seroprevaléncia de Ac anti-Leishmania numa populacdo assintomética de 100
individuos moradores no distrito de Lisboa e caracterizar, do ponto de vista
epidemiolégico, a populagéo do estudo.

Foi também caracterizada a populacdo de cédes doentes quanto ao sexo, idade,
raca, habitat e utlizacdo de um desparasitante externo com espectro anti-

fleb6tomos.
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4 - MATERIAIS E METODOS

Estudo transversal realizado de Setembro a Novembro de 2007. A populagéo alvo
(PA) foi constituida por individuos que coabitavam com c&o com leishmaniose
sendo a populacéo controlo (PC) constituida por individuos que coabitavam com
cdes nao infectados. Os ficheiros foram obtidos a partir do arquivo de clientes do
Hospital Veterinario do Restelo, Lisboa. Apds consentimento livre e informado, e
preenchimento de um breve questionario (anexo n® 1 e n°2), foi realizada a recolha
de sangue, por picada do dedo indicador esquerdo e o sangue colhido para um
papel de filtro (“903 Protein Saver Card”, Whatman®, Reino Unido).

Nas amostras de sangue obtidas foi feita pesquisa de Ac anti-Leishmania por IFI
tendo sido também realizada a técnica de IB.

O projecto foi autorizado pelas comissdes de ética da Faculdade de Medicina de

Lisboa e do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge.

Os critérios de incluséo (Cl) para a PA foram:

- viver no distrito de Lisboa ha pelo menos cinco anos;

- coabitar com um c&o com o diagndéstico de leishmaniose realizado nesse hospital
e submetido a tratamento. Por coabitar entende-se a posse do cdo dentro da
habitacdo e/ou no seu exterior (com uma &area inferior a 100 m2?). A distancia
inferior a 100 m2 foi escolhida com base na distancia média percorrida pelos
vectores (66). O diagnostico de leishmaniose no céo foi realizado com base no
exame clinico associado a serologia positiva para leishmaniose pela técnica de IFI
(consideram-se positivos os titulos >1/80). O critério clinico usado foi a existéncia
de trés dos seguintes sinais clinicos:

- linfoadenomegalia;

- hipertrofia ungueal;
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- atrofia dos crotofitas;

- hepatoesplenomegalia;

- anemia (confirmada analiticamente);

- insuficiéncia renal (confirmada analiticamente);
- epistaxis;

- seborreia;

- uveite;

- emagrecimento.

Os Cl para a populagéo controlo foram:

- viver no distrito de Lisboa ha, pelo menos, cinco anos;

- coabitar com um cao néo infectado. Por coabitar entende-se a posse do cao
dentro da habitacdo e/ou no seu exterior (com uma é&rea inferior a 100 m2).
Considerou-se céo nao infectado o cdo assintomatico, com avaliacdo analitica de
rotina que incluiu bioquimica sanguinea, hemograma e uriandlise sem alteracoes,

e com serologia para leishmaniose negativa pela técnica de IFI.

Apo6s consulta do processo clinico do animal foram compilados os dados
necessarios para caracterizar a populacao de caes relativamente ao sexo, raca,
idade, habitos relevantes como o tempo de permanéncia no exterior, uso de
insecticidas e ano de diagnostico da doenca. Os dados para caracterizar a PA e a
PC e que nao constavam da ficha clinica do cao, foram obtidos mediante um
guestionario sumario (anexo n°2). O questionario visou obter informacéao relativa a
idade, sexo, rac¢a, escolaridade, habitos relacionados com permanéncia no exterior
(por exemplo, actividade cinegética), doencas crénicas concomitantes, historia de

febre prolongada de origem desconhecida e/ou a existéncia de uma leséo
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caracteristica de LC (“Botdo do Oriente”), viagens a paises endémicos para LV
(nomeadamente Brasil, india, Médio Oriente e paises Africanos) e antecedentes de

transfusdo de sangue.

Junto com o documento do consentimento livre e informado foi fornecido um
folheto informativo sobre leishmaniose (anexo n° 3).

A analise estatistica dos dados foi feita com recurso ao programa SPSS.

4.1 - Obtencao das amostras
A amostra foi recolhida por pungéo da polpa digital do dedo indicador esquerdo, e

0 sangue recolhido directamente para meio circulo do papel de filtro.
Seguidamente, o papel foi colocado dentro de um tubo de plastico, devidamente
identificado, que se deixou aberto e em local apropriado de forma a secar a
sombra e & temperatura ambiente. E importante evitar o contacto entre papéis para
impedir o risco de contaminagdo entre as amostras. Apos 24 horas, 0s tubos foram
fechados e refrigerados a 4° C, onde permaneceram ndo mais do que 30 dias até

serem processados.

4.2 — Processamento das amostras

O calculo do volume de PBS (Phosphate Buffered Saline) usado para eluir o
sangue presente no papel de filtro, de modo a obter a eluicdo pretendida, € uma
etapa critica. Neste estudo o procedimento foi o seguinte:

i) num tubo ependorf colocou-se meio circulo de papel (equivalente a 40 pl de
sangue) em 198 ul de PBS, obtendo-se assim uma eluicdo de 1/10 que se deixou
repousar durante a noite a 4°C. Esta é a eluicdo esperada tendo como referéncia

um hematécrito médio de 45%:;
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i) no dia seguinte, ap0s a amostra ter sido agitada durante um minuto, retiraram-se
50 ul de amostra para 50 pl de PBS, de modo a obter uma eluicdo de 1/20 e assim
sucessivamente até uma eluicdo 1/80. O restante eluato a 1/10 foi conservado
refrigerado, no maximo, até 24 horas para, posterior realizacao do IB.

Nos eluatos obtidos (1/20, 1/40 e 1/80), foi feita IFI segundo a técnica in house
realizada no Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, Lisboa (procedimento
124/D e 515/D), que utiliza promastigotas como substancia antigénica. O cut-off
desta técnica no referido laboratorio € de 1/80, sendo o habitual iniciar as diluicdes
em 1/40. Dado o facto de a populacdo deste estudo ser assintomatica, os titulos de
Ac, em caso de infec¢ao, podem ser muito baixos, fez com que se comecgasse com
titulagbes de 1/20.

Em 48 dos eluatos conservados no frigorifico foram realizados testes de IB com os
kits comerciais “LES-WB24G”, dos laboratérios “LD-BIO Diagnostics”, Franca. O
procedimento seguido foi o descrito pelo representante com a diferenca de se ter
utilizado, em vez de soro, uma eluicdo de 1/10. O critério de escolha das amostras
em que se realizou IB foi o de permanecerem positivas na titulacdo 1/40. Foram
seleccionados 23 eluatos com estas caracteristicas na populagdo com cédo doente
e para perfazer 24 foi aleatoriamente escolhido mais um eluato. Na PC foram
seleccionados os 13 eluatos positivos a 1/40 e para perfazer as 24 amostras foi

necessario incluir mais 11 eluatos aleatoriamente escolhidos.

5 - RESULTADOS

A andlise dos resultados mostra que os proprietarios de caes doentes tém maior

prevaléncia de Ac anti-Leishmania por técnica de IFIl, quando se considera o cutoff
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de 1/20 e de 1/40, que os proprietarios de cdes sem doenca. Esta diferenca foi
estatisticamente significativa.

Nenhuma das outras variaveis analisadas — sexo, idade, habitos de exterior,
escolaridade e viagens — demonstrou correlacdo significativa com os resultados da
IFI. A variavel raca ndo foi analisada porque a totalidade da populacdo estudada
era de raca caucasiana. Outra variavel que se pretendia analisar era a existéncia
de doenca cronica, no entanto, tal ndo foi possivel porque apenas quatro das 100
pessoas inquiridas responderam afirmativamente; duas infectadas por VIH com
historia de habitos de toxicofilia, uma pessoa com doenca de Cronh e outra com
asma. Estes quatro individuos pertenciam todos a PA e tiveram analises negativas
quer na IFIl, quer no IB. Nao se verificou qualquer tipo de associacao entre 0s
resultados da IFl e a pertenca ao mesmo nucleo habitacional, sendo que dos 100
inquiridos, 37 pertenciam a 13 nuacleos (entendendo-se por nicleo habitacional a
coabitacdo na mesma residéncia com ou sem lacos familiares).

O facto de nenhum dos resultados positivos por IFl ter sido confirmado por IB
permite concluir que a IFl ndo é suficientemente especifica para ser realizada em
estudos epidemiolégicos em populacdo assintomatica. Ao contrario do que é
descrito por outros autores (58) diluicbes baixas aumentam os falsos positivos e
esse procedimento ndo deve ser realizado em detrimento de técnicas mais
especificas. O facto de em ambas as populacées os IB terem sido todos negativos
esta de acordo com um estudo realizado em 1998 em Portugal que avaliou a
prevaléncia de Ac anti-Leishmania spp. em 40 individuos saudaveis obtendo 100%

de resultados negativos (69).
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5.1 — Caracterizacéo das populacdes

5.1.1 — Caracterizacdo da Populacdo Alvo e da Populagéo Controlo
Nas figuras seguintes séo caracterizadas as duas populacdes (PA e PC) quanto ao

sexo, idade, viagens a paises endémicos, habitos de exterior, escolaridade e

adicionalmente para a PA, analisou-se ano de diagnostico da doenga no céo.
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Pop. Alvo Pop. Controlo

Figura 8 — Distribuicdo da variavel amostral sexo por
populacao
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Figura9 - Distribuicdo da variavel amostral idade...
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Figura 10 - Distribuicdo gréafica da variavel amostral viagens
por populacéo
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Figura 11 - Distribuigdo grafica da varidvel amostral habitos de exterior
por populagéo
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Fig 12 — Distribuicédo grafica da variavel amostral escolaridade por
populacao
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Figura 13 — Distribuicéo gréafica da varidvel amostral ano de diagnéstico da
doenca no céo (aplicavel a populagéo alvo)

Da andlise das figuras 9 e 11 destacam-se duas impressdes. A primeira € que na
PA, e ao contrario do que se regista na PC, predominam os individuos com habitos
de exterior. Entendeu-se por habitos de exterior a pratica corrente de jardinagem,
passeios com frequéncia a pé ou de bicicleta, realizacdo de desporto ao ar livre
(incluindo caga) e mais de 60 minutos de passeio diario com céo, sendo este 0
item mais vezes referido na PA (cerca de 80% dos habitos de exterior). A segunda
impressao é o facto da média de idades da PA ser superior a da PC, o que pode
ser explicado pela menor adesédo as medidas profilacticas por parte da populagéo
mais velha. Da analise da figura 13, importa referir que o facto da grande maioria
dos cées, cerca de 65%, ter a doenca diagnosticada nos ultimos dois anos apenas
deve ser interpretada, pelo facto dos cdes aos quais a doenca foi mais
recentemente diagnosticada, irem mais frequentemente ao Hospital e como tal ser

mais facil o contacto com os seus proprietarios.
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5.1.2 — Caracterizacdo da populagéo canina com leishmaniose

A populagdo canina das 50 pessoas da PA, foi constituida por 29 céaes, pois
existem nucleos familiares a quem € associado o mesmo céo. E de registar que
entre os 29 canideos da PA, nenhum era de raca portuguesa, 0 que sugere a
possibilidade das ragas autdctones terem maior resisténcia a doenca, tal como se
verificou noutros estudos recentemente realizados em Portugal (43, 46). Nenhum
destes cées colocava com regularidade um desparasitante externo com eficacia
anti-flébotomos e, a grande maioria (83,3%), tinha por habitat o exterior da
habitacdo, dados que estdo de acordo com a literatura (11). A distribuicdo do sexo
e da idade também esteve de acordo com a literatura, ou seja a maior prevaléncia
foi entre os 3 e 0s 7 anos (75%), e a doencga foi mais prevalente no sexo masculino
(86,7%).

As figuras que se seguem ilustram a caracterizacdo da populagdo canina quanto

ao sexo, idade, habitat e raca.
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Figura 15 — Distribuicédo grafica da variavel amostral
idade da populagéo canina
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Figura 16 — Distribuicdo grafica da variavel amostral habitos de exterior da
populagéo canina
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Figura 17 - Distribuicdo da variavel raca da popula¢do canina
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Figura 18 - Distribui¢cdo grafica do tipo de quadro clinico
apresentado

5.2 — Apresentacao de resultados
Relativamente aos resultados obtidos na IFI na diluicdo 1/20 verificou-se que, na

PC (n=50), 56% (n=28) dos resultados foram negativos e 44% (n=22) foram
positivos, enquanto na PA (n=50), 26% (n=13) dos resultados foram negativos e
74% (n=37) foram positivos. No que concerne aos resultados obtidos na IFI na
diluicdo 1/40 verificou-se que, na PC, 74% (n=37) dos resultados foram negativos
e 26% (n=13) foram positivos, enquanto na PA 54% (n=27) dos resultados foram
negativos e 46% (n=23) foram positivos. Relativamente aos resultados obtidos na
IFI na diluicdo 1/80 verificou-se que, na PC, 100% (n=50) dos resultados foram
negativos, enquanto na PA 96% (n=48) dos resultados foram negativos e 4% (n=2)
foram positivos. No que respeita aos resultados obtidos por IB verificou-se que

guer na PC quer na PA todos os resultados foram negativos (tabela 7).
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TABELA 7 — Distribuicdo dos resultados da IFI e do IB por populagéo estudada

Tipo de
Teste Negativo Positivo
Populacéao

Controlo (n=50) 56% (n=28) 44% (n=22)
IFI 1/20

Alvo (n=50) 26% (n=13) 74% (n=37)

Controlo (n=50) 74% (n=37) 26% (n=13)
IFI 1/40

Alvo (n=50) 54% (n=27) 46% (n=23)

Controlo (n=50) 100% (n=50) 0% (n=50)
IFI 1/80

Alvo (n=50) 96% (n=48) 4% (n=2)

Controlo (n=50) 100% (n=50) 0% (n=0)

IB
Alvo (n=50) 100% (n=50) 0% (n=0)

De forma a determinar se as variaveis amostrais, nomeadamente as viagens, o

sexo, a idade, os habitos de exterior e 0 ano de diagnéstico de doenca no céo

constituiram factores de risco relativamente aos resultados obtidos na IFl a 1/20 e

a 1/40, foi feita uma andlise correlacional entre estas variaveis e os resultados da

IFl a 1/20 e a 1/40, de modo a determinar possiveis relacdes. Os resultados desta

analise sao apresentados na tabela 8.
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TABELA 8 — Correlagéo entre as variaveis amostrais e os testes IFI 1/20 e 1/40

IFI

1/20 1/40
Variaveis

Viagens -,045 ,033
Exterior ,018 -,092
Sexo ,015 ,105
Idade ,020 ,035
Ano de Diagnéstico -,022 -,126

Conforme esta explicitado na tabela 8 ndo se encontrou nenhuma correlacédo
significativa entre as variaveis amostrais e os resultados obtidos na IFl a 1/20 e a
1/40. Este facto é indicador de que as variaveis amostrais estudadas nao séo
factores de risco, considerando os resultados obtidos pelas IFI 1/20 e 1/40.

Relativamente & andlise de possiveis relacdes, ou concordancia, entre o0s
resultados da IFI e do IB procedeu-se também a uma andlise correlacional entre

estes testes (tabela 9).

TABELA 9 - Correlagao entre os testes IFl a 1/20, 1/40, 1/80 e 1B

IFI 1B
Testes 1/20 1/40 1/80 1B
IFI 1/20 ,583*** ,119
IFI 1/40 ,190
IFI 1/80
=]

Nota: ***p<.001; **p<.01; *p<.05

49



A andlise da correlagéo entre a IFl e o IB mostrou que a IFl a 1/20 se correlaciona,
positivamente, com um nivel de significancia alto, com a IFl 1/40 (r=0,583;
p<0,001), o que significa que, quando a IFl a 1/20 aumenta, a IFl a 1/40 também
aumenta, ou seja, quando o teste de IFl a 1/20 é positivo a IFl a 1/40 também
tende a ser positiva. Nao se verificaram quaisquer correlacbes com o teste IB
porque os resultados obtidos no teste IB foram todos negativos, 0 que nos indica
gue ndo existem quaisquer relagbes nem concordancia entre os resultados dos
testes IFl a 1/20 e 1/40 relativamente ao teste IB.

Para determinar se os resultados obtidos por IFI a 1/20 e 1/40 nas duas
populacdes tinham diferencas estatisticamente significativas procedeu-se a uma

analise de variancia (tabela 10).

TABELA 10 — Média, desvio padrdo e andlise de variancia da IFl a 1/20 e a 1/40

nas duas populacdes

Populacéao Populacéao
Teste Controlo AlVO F Valor de p
(Média—DP) (Média— DP)
IFI 1/20 0,44 + 0,501 0,74 £ 0,443 10,050 0,002
IFI 1/40 0,26 + 0,443 0,46 + 0,503 4,446 0,038

A analise dos resultados da tabela 10, mostrou que a média da IFl a 1/20 para a
PC foi de 0,44 e apresentou um desvio padrao de 0,501 e a média para a PA foi de
0,74 com um desvio padréo de 0,443. Na andlise de variancia colocaram-se as
hipoteses:

HO - “Nao existem diferengas estatisticamente significativas entre as

meédias dos diferentes grupos”

50




H1 — “Existem diferengas estatisticamente significativas entre as médias
dos diferentes grupos”.
Na analise de variancia da IFI a 1/20 entre as duas populacdes, o valores
encontrados de F e p foram respectivamente F=10,050 e p=0,002. Estes valores
permitiram rejeitar a hipotese nula e concluir que existe diferenca estatisticamente
significativa entre as médias dos dois grupos, para um nivel de significancia de
1%. Relativamente ao resultado da IFl a 1/40, a PC apresentou uma média de 0,26
e um desvio padrao de 0,443, enquanto a PA apresentou uma média de 0,46 e um
desvio padrdo de 0,503. Na andlise de variancia da IFl a 1/40 entre as duas
populacdes, o valores encontrados foram F=4,446 e p=0,038, 0 que permitiu
rejeitar a hipdtese nula e concluir que existem diferencas estatisticamente
significativas entre as médias dos dois grupos, para um nivel de significancia de
5%. A andlise de variancia mostrou que, a diferenca de resultados da IFl a 1/20 e

1/40, entre a PA e a PC tinham significado estatistico.

6 — DISCUSSAO

Neste estudo a percentagem de Ac anti-Leishmania detectados por IFI foi superior
nos individuos que coabitavam com cdo com leishmaniose (74% de positivos a
1/20 e 46% a 1/40), em relacdo aos individuos que coabitavam com cdo nédo
doente (44% de positivos a 1/20 e 26% a 1/40). Este dado poderia levar
erradamente a conclusédo de que a posse de cao constitui um factor de risco para
se ser infectado. Contudo estes resultados ndo foram confirmados no IB, pois
nenhum dos resultados positivos na IFI quer da PA quer da PC foi confirmado no
IB. A andlise da totalidade dos dados permite concluir que o convivio com cdo com

leishmaniose ndo é um factor de risco para o individuo ser infectado pelo
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fleb6tomo. Na opinido da autora ha duas explicacbes possiveis para esta
concluséo:

1- a populacdo de cdes com leishmaniose incluida neste estudo era constituida por
cdes em tratamento num hospital veterinario. Na maior parte dos casos, 0
diagnodstico e a instauracdo da respectiva terapéutica foi célere em relacdo aos
primeiros sintomas. Este facto faz destes canideos reservatorios de menor
importancia epidemiolégica, este dado tem que ser valorizado;

2- o flebotomo tem preferéncia zoofilica funcionando o cdo como um ecra
protector.

Outra conclusdo que pode ser retirada deste estudo diz respeito a auséncia de
especificidade da IFI em titulos baixos. A IFl tem sido largamente usada em
estudos epidemioldgicos pelos seus baixos custos e por ser uma técnica de
eleicdo em individuos doentes, no entanto, em populagdo assintomatica deve ser
abandonada em detrimento de técnicas mais sensiveis e mais especificas com o

IB e aPCR.

6.1 — Analise da metodologia

6.1.1 — A amostra
N&o é conhecida a percentagem de individuos infectados assintomaticos em

Portugal e em particular no distrito de Lisboa. Como tal, € dificil determinar qual é o
tamanho adequado da amostra para analisar a variavel “coabitacdo com céao
doente”. Em Espanha, os estudos realizados em populagédo assintoméatica (58-60,
67), apontam para seroprevaléncias de 2,4 a 22,3%. Com base nestes niumeros
para ter significado estatistico a amostra do presente estudo teria que incluir pelo

menos 100 individuos.
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6.1.2 — O uso de papel de filtro
Apos Stapp e Berks em 1948 terem preconizado o uso do papel de filtro para

colheita de amostras de sangue tem sido crescente a sua utilizacdo com esta
finalidade. Esta nova abordagem para obter amostras sanguineas revelou as
seguintes vantagens relativamente a puncao venosa:

- volume reduzido de sangue;

- as amostras podem ser obtidas por puncdo dérmica (no lébulo da orelha, polpa
digital ou calcanhar). Como € um procedimento menos invasivo é melhor aceite
pela populacgéo;

- N80 € necessaria separac¢ao de soro;

- ndo exige consumiveis como seringas, tubos, centrifuga, caixas térmicas etc.;

- ndo € necessaria refrigeracdo, o que facilita 0 armazenamento e transporte das

amostras e diminui os custos de logistica.

Actualmente, o papel de filtro tem o mesmo nivel de precisdo e reprodutibilidade
dos meios convencionais. E utilizado principalmente em rastreios a recém-
nascidos e em estudos epidemiolégicos. Os papéis comercializados para o efeito
sdo padronizados pelo NCCLS (National Committee on Clinical Laboratory

Standards — www.nccls.org) e permitem uma correlacdo precisa entre a area de

papel e o volume de sangue (79). A primeira utilizacdo deste procedimento para o
diagndstico serolégico de leishmaniose foi realizada em 1958, por Pelegrino &
Brener. ApGs este ensaio foram realizados diversos estudos sobre leishmaniose
em que o diagndstico, quer por seroldgica quer por técnicas de biologia molecular,
foi efectuado em sangue colhido em papel de filtro (61). Em Portugal também ha
experiéncia na realizacdo da PCR, para identificacdo de Leishmania, em sangue

colhido em papel de filtro, num estudo realizado por Campino et al em 2000 (69).
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Para o diagndstico seroldgico feito em amostras de sangue colhidas para papel de
filtro ser valido, devem ser observados os seguintes critérios:

- a estabilidade dos Ac no papel deve estar assegurada. Factores externos
designadamente altas temperaturas e a humidade degradam os Ac e favorecerem
a contaminacdo fungica. Recomenda-se por issO 0 armazenamento sob
refrigeracdo com agentes dessecantes como a silica-gel de preferéncia por
periodos inferiores a 30 dias;

- a eluicdo tem que estar padronizada e tem que haver equivaléncia entre o eluato
€ 0 soro.

No contexto em que este estudo decorreu 0 uso de papel de filiro revelou-se a
melhor opgéo, sobretudo por ter facilitado a colheita de sangue e ter sido bem

aceite pelos proprietarios dos céaes.

6.1.3 — A escolha dos testes de diagnéstico: IFl e IB
De acordo com o previamente exposto o TM seria 0 teste de eleicdo para este

estudo, no entanto o facto de este decorrer num hospital veterinario inviabilizou a
sua execucdo. A PCR seria também um teste opcional para este estudo, no
entanto a natureza criptica desta infec¢éo pode levar a falsos negativos, sobretudo
em amostras de sangue, como foi referido anteriormente. A PCR seria sem duvida
um teste de eleicdo em populacao assintoméatica se se pretendesse avaliar o risco
de transmissdo parentérica desta infeccdo. Para além disto, em populacdo
assintomética, é controverso que a PCR seja mais sensivel e especifica que o IB
(21, 59, 60).

Pelos motivos explanados optou-se por efectuar IFI a toda a populacdo do estudo.
Por motivos econémicos sé foi possivel realizar simultaneamente IB a 48% da

populacado, segundo critério posteriormente descriminado.
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6.2 — Comparacao com outros estudos
Em 1912, em Alger, € pela primeira vez equacionado o facto da convivéncia com

animais com leishmaniose constituir um factor de risco para a transmissdo da
doenca, a propoésito da infeccdo simultanea de uma pessoa, um cédo e um gato. Os
estudos que se prendem com a questdo da seguranca da convivéncia com animais
doentes bem como com pessoas doentes sdo escassos. Alguns dos estudos que
abordam a questdo da coabitacdo com pessoas com LV concluem que este é um
factor de risco, 0 que se pode dever a factores genéticos ou ao facto da
transmissao ter um padrao peridomiciliar (56). No que respeita a convivéncia com
caes doentes os resultados dos estudos sao controversos, pois nenhum tem como
principal objectivo comparar duas populacdes idénticas em que a variavel céao
doente seja analisada.

A tabela 11 resume os estudos mais relevantes relativos a coabitacdo quer com
cées, quer com pessoas doentes. De todos estes estudos o mais relevante na
analise da variavel “coabitagdo com cédo doente”, como factor de risco, € um
estudo, de 2002, realizado no Iraque, que conclui que a incidéncia da doencga nas
criangas aumenta quando existem cées na habitacdo. No entanto, neste estudo, é
tida em conta a presenca de cdo, independentemente do seu estado sanitario e,
ndo sao tidas em conta outras variaveis que podem comprometer a andlise,
nomeadamente, o facto da posse de cdo poder estar associada a outras
actividades como pastoreio, como alids é reconhecido pelos autores do estudo.
Por outro lado, ndo é explicitado neste estudo se as criangas com serologia
positiva pertencem ao mesmo nucleo familiar, podendo deste modo haver outros

factores a ter em conta nomeadamente genéticos.
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Tabela 11 - Resumo das publicacdes que abordam a questdo da coabitacéo

Pais-ano (ref.)
Amostra

Honduras — 1983 (73)
n= 218 coabitantes
n= 170 controlos

n= 279 caes

Objectivos/conclusdes

Avaliar o risco de conviver com cao
com IFI positiva para leishmaniose

Conclui que ndo ha risco

Comentarios

Os critérios de inclusdo estdo mal
definidos

Brasil — 1995 (74)
n=243

Conclui que o convivio com céo
seropositivo ndo esta associado a um
aumento significativo de TM positivo

Brasil — 1996 (68)
n=1681 caes

Tentar correlacionar casos humanos
com casos em cédes

N&o conseguiu estabelecer correlagdo

Brasil — 1997 (66)
n=135, populac¢éo familiar ou que vive
na proximidade de pessoas doentes

Apesar de haver um padrédo familiar de
doenga, a % de casos positivos por
ELISA e por TM nos familiares é
semelhante a % registada nos vizinhos

Nao compara os resultados dos dois
métodos usados

Brasil - 1994-1997 (75)
n=158 pessoas;, n=11048
seropositivos

cées

Conclui que ha correlacdo entre os
casos humanos e caninos

Sem tratamento estatistico dos mapas
N&o permite testar se é o cdo o factor
de risco ou se sdo os coabitantes
humanos, pois ha um claro “clustering”
dos casos humanos

Brasil - 1999 (76)
n=119 ndcleos familiares

Conclui que a coabitagdo com céo nédo
€ um factor de risco

O critério de incluséo dos individuos foi
clinico o que inviabiliza a avaliagdo da
prevaléncia de infecgéo

Foram incluidos todos os cées
independentemente da serologia ou da
situacdo clinica

Iraque — 2002 (51)
n= 3872 criangas
n=199 cées

Avaliar o risco de conviver com cées
Conclui que a prevaléncia de infecgdo
na populagdo humana aumenta com a
taxa de caes existentes, considerando
a posse de cdo um factor de risco

Nao avalia se os cdes estdo ou ndo
infectados/doentes

N&ao descrimina outras variaveis como
habitos de exterior e doengas
concomitantes

Apenas utiliza DAT

Brasil - 2002, estudo em 2 tempos (0
2° apés 7 meses) (77)

nl= 639

n2=572

Estudo prospectivo que analisa varias
variaveis. Os dados relativos & variavel
“presenga de cdo” ndo sdo conclusivos,
podendo inclusivé esta presencga ter
efeito protector

Conclui que a coabitagdo com pessoa
com LV é um factor de risco

Compara ELISA com TM.
Comprova a baixa especificidade da
ELISA na populagao assintomatica

Turquia — 2006 (78)
n=47 individuos que coabitam com
individuos doentes

Conclui
individuos
rastreados

que o0s coabitantes de
com LV devem ser

O facto de neste estudo todos os IB realizados terem sido negativos, esta de
acordo com outro estudo, também realizado em Lisboa (69), e indicia que a
seroprevaléncia da infeccdo na populacédo assintomatica € baixa. Porem este facto
nao invalida a necessidade de serem realizados estudos para avaliar a parasitémia
em individuos assintomaticos, pois pode haver parasitémia sem seroconversao e
como tal risco de transmissdo do parasita por transfusdo de sangue ou por

transplante de 6rgaos.

56



6.3 — Limitacbes e necessidades
Este estudo teve algumas limitacdes. A principal limitacdo prendeu-se com o facto

de a colheita de sangue ter sido realizada em circunstancias particulares. O Unico
propoésito da colheita era a participacdo neste estudo o que condicionou o tamanho
da populacédo estudada. Como a colheita foi realizada num hospital veterinario o
unico método viavel neste contexto e aceite pelos participantes, foi a recolha de
sangue por picada digital para papel de filtro, o que limitou o volume da amostra. A
falta de apoios financeiros impossibilitou que fosse realizada a técnica de IB a toda
a populacgéo estudada.

O risco da convivéncia com canideos com leishmaniose deve ser reavaliado em
estudos com amostras maiores, onde para além do diagnéstico serologico seja
realizada pesquisa de parasitémia no individuo e no cdo. SO desta forma se pode
avaliar com rigor a funcdo do cdo como possivel ecra protector. Segundo outra
perspectiva sdo também necesséarios estudos com amostras significativas de
individuos com leishmaniose para definir a percentagem daqueles que coabitam
com caes infectados/doentes. A variavel “coabitacdo com cado doente” é
futuramente melhor analisada se existrem mais dados sobre a populacéo
assintomética em Portugal.

No momento actual com os dados disponiveis pode afirmar-se que cédes doentes
podem ser mantidos no nucleo familiar desde que submetidos a tratamento
leishmanicida, vigilancia veterinaria regular e tratamento profilactico anti-

fleb6tomos.

7 - CONCLUSAO

A leishmaniose constitui uma ameaca a nivel mundial e dada a sua complexidade,
nomeadamente do ponto de vista epidemiologico, deve ser abordada por uma

equipa multidisciplinar  constituida por médicos, veterinarios, bidlogos,
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protozoologistas, entolologistas, imunologistas e epidemiologistas.
Paradoxalmente, nos paises mais desenvolvidos, onde a prevaléncia da doenca &
baixa, ndo constitui uma prioridade das autoridades sanitarias e, nos paises onde
€ um grave problema de saude publica, h& outras prioridades a gerir.

Em 2004, a OMS, apés reunido do grupo cientifico para a leishmaniose (62),
estabeleceu que a leishmaniose deve permanecer doenga de categoria 1
(emergente e ndo controlada) e estabeleceu como prioridades primarias até 2009:
- validagdo das ferramentas existentes para controlo da doenca através de uma
rede global de centros clinicos;

- investigacdo no terreno para assegurar a implementacdo de estratégias de
controlo;

- 0 desenvolvimento de novos métodos de diagndéstico, novas terapéuticas e
vacinas, como base nos recentes conhecimentos, nomeadamente, 0os que se
prendem com a descoberta do genoma do parasita;

- a investigacdo da patogénese da doenca, nhomeadamente dos factores que
condicionam a resisténcia a doenca.

Este trabalho deve ser multidisciplinar e transversal aos paises onde a doenca é
endémica.

E expectavel que a vacina seja uma realidade a curto prazo. Actualmente, o
controlo da doenca passa pela resolucédo de dificuldades como a co-infecgao por
VIH, a resisténcia aos leishmanicidas, a alteracdo das caracteristicas
epidemiolégicas dos vectores, a diversidade de reservatorios e a maior
proximidade de muitos deles ao Homem.

Pretendeu-se, com este estudo, contribuir para o esclarecimento sobre o risco da
convivéncia com o cdo com leishmaniose submetido a tratamento e caracterizar

esta zoonose na populacdo humana assintomatica de Lisboa. De acordo com os
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dado obtidos a coabitacdo com cdo com leishmaniose submetido a tratamento nao
constitui um factor de risco para o individuo ser infectado por fleb6tomo. Este facto
reforca a necessidade de realizar um diagnostico precoce e uma terapéutica eficaz

aos animais doentes.

8 — PROJECTOS FUTUROS

No sentido de prosseguir a linha de orientacdo desta tese seria interessante a
realizacéo de outros estudos:

- estudo realizado em populacdo assintomatica que n&o coabita com cdo, em
comparacdo com uma populacdo que coabite com cdo saudéavel, para avaliar a
funcdo do c&o como ecra protector;

- determinar a prevaléncia da infeccao entre os coabitantes (familiares ou nao) e
vizinhos dos individuos com doenca declarada nos dltimos anos no distrito de

Lisboa.

E também importante realizar mais estudos relativos ao papel de outros
reservatérios particularmente o papel do gato. A autora tem em curso um estudo
cujo objectivo é avaliar a prevaléncia de leishmaniose em gatos de rua através de
puncdo esplénica, biopsia de pele e serologia. Todos estes procedimentos sédo
realizados aquando da esterilizagdo com a finalidade de controlar a populagao

errante.

‘O Homem ¢é feito de tal maneira que s6 se consegue descontrair de um tipo de
ocupacao agarrando outra.”

Anatole France, 1905
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ANEXO N°1 — Consentimento livre e informado

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO

Titulo do trabalho: “Estudo da seroprevaléncia de anticorpos anti-Leishmania numa populag&o que coabita com canideos com
leishmaniose.”

Investigadora: Dr.2 Maria Jodo Dinis da Fonseca Orientadora: Doutora Helena Angelo

Natureza do trabalho e participantes: o trabalho tem como finalidade estudar a prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania
numa populag&o constituida por 50 donos de cées com leishmaniose, em comparagdo com igual nimero de pessoas com céo
sem leishmaniose.

Envolvimento na investigacdo: este estudo ird permitir avaliar a percentagem de pessoas que apresenta anticorpos para a
leishmaniose, e perceber se o facto de coabitar com um c&o com leishmaniose aumenta ou ndo a probabilidade de ser
infectado por flebé6tomo que transmite a doenga. A colheita consistird na recolha de uma gota de sangue obtida por picada do
dedo indicador esquerdo. Esta amostra serd analisada posteriormente. Todo o material utilizado na recolha é descartavel e
individual.

Confidencialidade: todas as informagdes recolhidas neste estudo séo estritamente confidenciais.

Beneficios: Esperamos recolher informagdes importantes sobre a epidemiologia da leishmaniose, na zona de Lisboa,
nomeadamente na sua vertente zoonética A investigadora compromete-se a divulgar os resultados, mantendo a
confidencialidade dos intervenientes. Apés estes esclarecimentos, e se estiver de acordo em participar do estudo por favor
preencha e assine.

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e informada, manifesto o meu consentimento para
participar no estudo

Nome do Participante Assinatura do Participante

Nome do Tutor do Participante Assinatura do Tutor do Participante

Assinatura da Investigadora

Se considerar util pedir mais informacdes pode fazé-lo através dos seguintes contactos:

Investigadora: Dr.2 Maria Jodo Dinis da Fonseca - 936955915 - dinisdafonseca@yahoo.es

Orientadora: Doutora Helena Angelo Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge
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ANEXO N° 2 — Folha para recolha de dados

FOLHA DE RECOLHA DE DADOS (para a populacéo alvo: PA)

NUMERO DO PROCESSO /PA RESULTADO

Sexo: FOO MO Idade: Ragca:

Cadigo postal: -

| Escolaridade <obrigatéria (0 obrigatéria 0 12°ano O licenciatura [0 mestrado/doutoramento [

Habitos relacionados com permanéncia no exterior:

Desporto ao ar livre ndol] sim[],

Jardinagem ndol] sim[d,

Passeios com frequéncia a pé/bicicleta ndaold sim[],

Tempo aproximado de passeio com o cdo/dia 30 min [J, 60 min [, 2 horas [,
~+3 horas [,

Viagens nos Ultimos 5 anos a paises endémicos naol] sim[],
(Brasil, Médio Oriente, India, Paises africanos)

Resposta facultativa:

Apresenta alguma doenca crénica ndol] sim[],

Lembra-se de sofrer uma lesdo semelhante a da fotografia? ndol] sim[],

Lembra-se de algum episédio de febre prolongada de origem desconhecida?
ndold] simld,

E dador de sangue? ndod sim[, J4 fez transfusdo de sangue? ndod  simO

Dados relativos ao cdo

Raca: Sexo: FOO MO Idade:

Local habitual de permanéncia: exteriorl], interior(], mistol],

Coloca habitualmente um desparasitante externo? ndo [, sim [, Qual?

Data de diagnostico da doenga:
Resultado laboratorial:

Sinais clinicos observados: linfoadenomegalia [, hipertrofia ungueal [, atrofia dos crotofitas (1, uveite[d,
hepatoesplenomegalia [1, anemia [, insuficiéncia renal [, epistaxis [1, seborreia [1, emagrecimento [J,
outros [
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FOLHA DE RECOLHA DE DADOS (para a populagéo controlo: PC)

NUMERO DO PROCESSO /PC RESULTADO

Sexo: FO MO Idade: Raca:

Cadigo postal: -

| Escolaridade <obrigatoria 0 obrigatéria 0 12°ano O licenciatura 0 mestrado/doutoramento [

Habitos relacionados com permanéncia no exterior:

Desporto ao ar livre ndol] sim[],

Jardinagem ndol] sim[d,

Passeios com frequéncia a pé/bicicleta ndol] sim[],

Tempo aproximado de passeio com o cdo/dia 30 min [1, 60 min [J, 2 horas [,
+3 horas [,

Viagens nos Ultimos 5 anos a paises endémicos naol] sim[],
(Brasil, Médio Oriente, India, Paises africanos)

Resposta facultativa:

Apresenta alguma doenca crénica ndol] sim(],

Lembra-se de sofrer uma lesdo semelhante as das fotografias? ndod]  sim[],

Lembra-se de algum episodio de febre prolongada de origem desconhecida? ndol]
simLd,

E dador de sangue? ndo] sim[J, Ja fez transfusdo de sangue? ndod  sim[]

Dados relativos ao cdo

Raca: Sexo: FO MO Idade:

Local habitual de permanéncia: exterior[], interior[], misto[],

Coloca habitualmente um desparasitante externo? ndo L1, sim [, Qual?

Data de despiste da doenca:

75




Fotografias utilizadas para ilustrar lesées de LC
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ANEXO N° 3 — Folheto informativo sobre leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca causada por um parasita, mais precisamente por um
protozoario chamado Leishmania . Trata-se de uma zoonose (doencga transmissivel entre o
Homem e animais) que afecta com frequéncia os nossos cdes. A leishmaniose existe em 88
paises, e tem uma incidéncia de 2 milhdes de novos casos/ano. Em Portugal o panorama da
doenca na Medicina Veterinaria é muito distinto do da Medicina Humana. Na Medicina
Humana foram notificados 185 casos nos ultimos 10 anos. Apesar de se saber ser notificada
é considerada uma doenca rara que atinge sobretudo criancas e pessoas com depressao do
sistema imunitario, como seja 0 caso de pessoas submetidas a quimioterapicos.

Pelo contrario em Medicina Veterinaria € uma doenga muito frequente que afecta cées de
todas as ragas e idades. N&o é possivel saber o niUmero de casos a nivel nacional porque o
sistema de notificacdo é deficiente, contudo sO neste Hospital desde Agosto de 2002 até
Dezembro de 2007 foram diagnosticados 1200 casos.

A leishmaniose é transmitida por uma mosca de pequenas dimensdes, falando-se por isso na
giria da doenca do mosquito. O cdo ¢ infectado quando é picado por uma mosca que
previamente picou um outro cdo infectado. Uma vez picado, o cdo ou fica doente, com
periodos de incubacdo que vdo de poucas semanas a anos, Ou O Seu Sistema imunitario
consegue evitar o desenvolvimento da doenga, podendo no entanto ficar portador do
parasita. Esta dualidade infec¢do/doenca é complexa e por vezes o veterinario é confrontado
com questdes de dificil resposta, como por exemplo se devem os animais infectados ser
tratados na auséncia de sintomatologia. Obviamente que o propdsito deste folheto ndo é
responder a este tipo de questdes que devem ser analisadas e discutidas caso a caso.

As manifestacBes mais frequentes da doenca nos céaes sao perda de peso, anemia, distdrbios
de coagulagdo como epistaxis (perda de sangue nasal) e mau estado de pelo.

Os animais doentes tém progndstico reservado se ndo forem tratados. Actualmente gragas
ao melhor conhecimento da doenga, sdo cada vez mais 0s animais que atingem a cura
clinica.

Nesta, como em todas as doengas, é melhor prevenir. Enquanto no nosso pais ndo estiver
disponivel a vacina resta-nos colocar coleiras e/ou spot-on (pipetas) com accdo repelente
para a mosca. Se esta medida ndo resultar apostar no diagndstico precoce e instituir o
melhor tratamento para cada animal.

Queremos que os clientes do Hospital Veterindrio do Restelo estejam esclarecidos sobre
esta zoonose. Estou pessoalmente empenhada nesta tarefa e disponivel para qualquer
esclarecimento adicional.

Maria Jo&o Dinis da Fonseca

dinisdafonseca@yahoo.es*
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