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Resumo

Lupus Eritematoso Sistémico canino: revisao bibliogréfica a propésito de um caso clinico

O lupus eritematoso sistémico (LES) € considerado o protétipo das doencas autoimunes
sistémicas e, devido a diversidade de sintomas que podem estar presentes, é conhecido
como “o grande imitador”.

A etiologia da doenca € desconhecida, mas actualmente é atribuido um papel importante as
alteracdes do sistema imunitario, & componente genética e a diversos factores externos.
Apesar de na doenca humana se verificar uma susceptibilidade relacionada com o sexo
feminino, nos cées isto ndo parece acontecer, sendo afectados de modo idéntico ambos os
sexos. O paciente tipico tem cerca de 5 anos de idade e existem algumas ragas com maior
predisposicdo para a doenga, como o Pastor Alemé&o, o Pastor de Shetland, o Galgo Afegdo
e 0 Beagle, entre outros.

O LES caracteriza-se principalmente por uma reaccdo de hipersensibilidade do tipo Ill, com
formacdo de autoanticorpos, dirigidos principalmente a material nuclear, e complexos
imunes. A deposicdo dos imunocomplexos nos diferentes 6rgaos é a principal responsavel
pela sintomatologia, sendo mais frequentemente afectados os rins, a pele e as articulagbes
e existindo normalmente periodos de remissdo e periodos em que a doenca estd mais
activa.

N&o existe um teste 100% especifico para o LES canino e as alteracbes clinicas e
laboratoriais ndo séo exclusivas da doenca. Como tal, deverdo ser seguidos alguns critérios,
adaptados da doenca humana, a fim de se fazer o diagnéstico definitivo.

O tratamento do LES é baseado principalmente em medicagdo imunosupressiva,
principalmente glucocorticoides. No entanto, na maior parte dos casos 0 maneio clinico é
dificil e torna-se necesséria a adicao de outros farmacos. Na Ultima década tém sido feitos
progressos relacionados com a terapia molecular e celular, que podem trazer alguns
beneficios, principalmente no que respeita aos efeitos secundarios adversos do tratamento
imunosupressivo a longo prazo.

O prognostico da doenga € sempre reservado, j& que depende dos 6rgédos envolvidos e da
resposta a terapéutica. Devido a natureza complexa da doenca, € necessario um

acompanhamento proximo e frequente do paciente.

Palavras-chave: lupus eritematoso sistémico, canideos, autoimunidade, anticorpos anti-

nucleares, glucocorticoides






Abstract

Canine Systemic Lupus Erythematosus: bibliographic review regarding one clinical case

Systemic lupus erythematosus (SLE) is considered to be the prototype of the systemic
autoimmune diseases and, due to the diversity of symptoms among patients, it has been
called “the great imitator”.

Although the aetiology of the disease is unknown, a role is credited to immune system
alterations, genetic factors and several external causes.

Despite an increased susceptibility related to gender — women being affected more
frequently — in the human disease, this doesn’t seem to be the case in dogs, as both genders
are equally affected. The typical patient is around 5 years old and there are some
predisposed breeds, namely German Shepherd, Shetland Sheepdog, Afghan Hound and
Beagle, among others.

SLE is characterized essentially by a type Il hypersensitivity reaction, with autoantibodies,
directed largely to nuclear components, and antigen-antibody complexes formation.
Symptoms are mainly caused by immune complex deposition in different organs, kidneys,
skin and joints being the most affected ones, and usually there are periods of relapse and
periods of remission.

As there is not a completely specific test for canine SLE and the clinical and laboratory
aspects are not disease exclusive, when trying to achieve a definitive diagnosis there are
some diagnostic criteria that should be followed, these being adapted from the human
disease.

Treatment is based essentially on immunosuppressive drugs, mostly glucocorticoids.
However, in most cases, clinical management of the disease is difficult and it becomes
necessary to add more drugs. In the last decade progress has been made regarding cellular
and molecular therapy. These may bring some benefits, especially concerning the adverse
effects of long-term therapy with immunosuppressive medication.

The prognosis of SLE is always guarded, as it depends on the affected organs and response
to therapy. Due to the complex nature of the disease, a close and frequent monitoring of the

patient is necessary.

Keywords: systemic lupus erythematosus, dogs, autoimmunity, antinuclear antibodies,

glucocorticoids
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Capitulo | — Introducéo

Com o término do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria é apresentada ao aluno a
oportunidade de aprofundar os seus conhecimentos tedricos e praticos dentro de uma area
das Ciéncias Veterinarias, quer através do Estagio Curricular, quer através da posterior
elaboracdo de uma dissertacdo, que devera estar em sintonia com e ter como base a
natureza do estagio.

Durante todo o percurso académico tive contacto com as diferentes areas de intervencao do
Médico Veterinario e fui adquirindo conhecimentos e competéncias em todas elas, o que me
permitiu avaliar as minhas opc¢des e definir uma area de interesse pessoal, onde desejasse
aprofundar as capacidades que o curso me facultou. Assim nasceu o gosto pela Clinica de
Pequenos Animais e, perante as diferentes ofertas de locais para realizar o estagio, a
escolha recaiu naturalmente sobre o Instituto Veterinario do Parque (IVP), quer pelas
opinides positivas que obtive através de colegas mais velhos que também |4 estagiaram,
quer pela oportunidade de ser orientada pelo Professor Doutor José Paulo Sales Luis,
profissional de renome e com grande capacidade de ensino. Para além disso, o IVP
apresenta também uma casuistica relevante na vertente de Patologia Cirlrgica, outra area
de interesse pessoal.

A escolha do tema desta dissertacdo foi baseada ndo tanto na casuistica observada ao
longo do estagio nem no facto de esta ser uma doenca com importancia e prevaléncia muito
significativas, mas principalmente na curiosidade em saber mais sobre o LUpus Eritematoso
Sistémico (LES) canino, precisamente por ser bastante invulgar e pelo facto de, a meu ver, a
dissertacdo de Mestrado, para além de uma oportunidade de aprofundar conhecimentos
num determinado tema, ser também uma possibilidade de aprender sobre um assunto ao
qual ndo foi dado muito relevo durante os cinco anos de curso.

Como tal, o que se pretende com este trabalho é aprender mais sobre esta doenca,
principalmente em termos clinicos e laboratoriais, etiologia, tratamento e prognéstico.

Esta dissertacdo sera assim composta por uma parte inicial, na qual sdo descritas as
actividades desenvolvidas ao longo do estagio curricular no IVP e feita a analise estatistica
da casuistica observada, seguida pelo desenvolvimento do tema através de uma revisao
bibliografica onde seréo apresentados os aspectos relevantes do LES e pela apresentagéo e

discusséo do caso clinico que estd na origem da escolha deste tema.



Capitulo Il —= O estagio curricular no Instituto Veterinario do Parque

1 - O Instituto Veterinario do Parque

O IVP é uma clinica médico-veterinéria localizada na Rua Castilho, n° 61, na cidade de
Lisboa e estd aberta ao publico de segunda-feira a sdbado. Durante os dias da semana o
atendimento é feito entre as 11 horas e as 13 horas e entre as 15 horas e as 20 horas. Aos
sabados o horario de funcionamento esta reduzido e séo recebidos pacientes apenas na
parte da manha, entre as 10 horas e as 13 horas.

Para além do acompanhamento a pacientes habituais, o IVP fornece também um servigo de
referéncia na area da Patologia Médica e da Patologia Cirlrgica, recebendo animais
encaminhados de todo o territério nacional. Assim se justifica o constante interesse dos
alunos em estagiarem la, visto ser de facto uma boa oportunidade para fazer o
acompanhamento de casos muito interessantes e, por vezes, nao tado comuns.

O corpo clinico do IVP é composto pelo Professor Doutor José Paulo Sales Luis e pela Dr.2
Ana Paula Carvalho, que sdo auxiliados por duas funcionérias, a D. Olinda e a D. Anabela.
Normalmente a clinica recebe 4 estagiarios por ano.

O IVP é composto por diversas divisdes: duas salas de espera, uma sala de realizacdo de
Electrocardiograma (ECG), um consultério que funciona também como sala de Ecografia,
uma sala de cirurgia, uma sala de recuperacdo cirdrgica e internamento, uma sala de
tosquias e outras divisdes de apoio. O IVP possui dois ecografos, um deles com Doppler a
cores, e um electrocardiégrafo.

Para complementar os resultados obtidos com os meios de diagndstico existentes na clinica,
o IVP trabalha com o Laboratério de Andlises Clinicas Dr. Reymdo Pinto e com o
departamento de Radiologia e o Laboratério de Anatomia Patol6gica da Faculdade de
Medicina Veterinaria.

O periodo de encerramento para 0 almogo permite que se crie um ambiente sem grandes

perturbacdes, sendo por isso usado para a realizacdo das intervengdes cirlrgicas.

2 — Actividades desenvolvidas durante o estagio no IVP e casuistica

O estéagio curricular no IVP teve uma duracdo de 24 semanas e decorreu entre os dias 7 de
Setembro de 2009 e 27 de Fevereiro de 2010, tendo sido possivel neste periodo assistir 981
animais.

O IVP esta vocacionado para o acompanhamento de quaisquer animais de companhia mas
recebe essencialmente canideos e felideos. Apesar de receber também animais exoticos,
durante o periodo de estagio foram apresentados a consulta apenas um lagomorfo e um
papagaio. Sendo a populagdo de animais exoticos bastante diminuta, esta ndo sera

considerada para efeitos de estudo da casuistica.



Foram atendidos 710 canideos e 269 felideos, que correspondem respectivamente a 73% e

27% da populacao observada (gréafico 1).

Grafico 1- Distribui¢do dos animais observados de acordo com a espécie (frequéncia relativa, n=979).
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Em ambas as espécies foi observado um maior nimero de animais do sexo masculino,

apesar de a diferenga n&o ser significativa (graficos 2 e 3).
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A idade dos pacientes variou entre 1 més e 21 anos, sendo a idade média dos canideos (8,5
anos) ligeiramente superior & dos felideos (8 anos). E também de referir que grande parte
dos canideos que vieram & consulta tinha idades entre os 10 e os 12 anos, contrastando
com o caso dos felideos, em que grande parte dos animais néo tinha ainda atingido o ano
de idade (gréficos 4 e 5).



Grafico 4 - Distribuicdo dos canideos de acordo com a idade (frequéncia absoluta, n=710).

21 [
20
19
18 @
17 /=
16
15
14
13
12
11
10

O

|dade (anos)

P RPNWKMOOITO NO©OO

N

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Grafico 5 - Distribuicdo dos felideos de acordo com a idade (frequéncia absoluta, n=269).
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Da amostra populacional canina 34,6% (n = 246) n&o tinham raga determinada. Dentro dos
animais de raca pura, as ragas mais representadas foram o Caniche, o Cocker Spaniel, o
Labrador Retriever, o Boxer e o Yorkshire Terrier (tabela 1).



Tabela 1 - Racas dos canideos observados (frequéncia absoluta, n=710).

Raca

NUmero de animais

Airedale Terrier
Basset Hound
Beagle
Bichon Maltés
Bobtall
Border Collie
Bouvier de Bernois
Boxer
Braco Aleméo
Bouledog Francés
Bull Terrier
Bulldog Inglés
Caniche
Céo d' Agua Portugués
Céo de Gado Transmontano
Cavalier King Charles
Chihuahua
Cocker Spaniel
Collie
Dalmata
Doberman
Dogue de Bordéus
Epagneul Breton
Flat Coated Golden Retriever
Fox Terrier
Galgo Afegéo
Golden Retriever
Grand Danois
Griffon Cortal
Husky Siberiano
Jack Russel Terrier
Labrador Retriever
Le&o da Rodésia
Lulu da Pomerénia
Malamute do Alaska
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Tabela 1 (cont.) - Racas dos canideos observados (frequéncia absoluta, n=710).

Pastor Aleméo 12
Pastor Belga 1
Pastor de Berna 1
Pequinés 11
Perdigueiro Portugués 3
Pinscher 6
Pit Bull 4
Podengo Portugués 3
Pointer 2
Pug 3
Rafeiro Alentejano 1
Rottweiler 13
S. Bernardo
Samoyedo
Schnauzer
Schnauzer gigante
Serra da Estrela
Setter Irlandés
Shar Pei
Sharplaninec
Shi Tzu
Spitz
SRD 246
Teckel

Terranova

W Wk A DN OE W W

Weimaraner
Whippet
West Highland White Terrier
Yorkshire Terrier 43

w Fkr Wk ©

Em relacdo a populacgéo felina, a ragca mais representada foi claramente o Europeu comum,
com 78,4% (n = 211), seguido pelas racas Persa e Siamés, com 10% (n = 27) e 8,2% (n =

22), respectivamente (tabela 2).



Tabela 2 - Racas dos felideos observados (frequéncia absoluta, n=269).

Raca Numero de animais

Abissinio 1
Bosques da Noruega 5

Europeu comum 211
Maine Coon 2
Persa 27
Siamés 22
Sphynx 1

Cerca de 40% das consultas efectuadas no IVP no periodo de estagio foram referidas por

outros profissionais (grafico 6).

Gréfico 6 - Consultas de seguimento e referéncia (frequéncia relativa, n=1434).
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Grande parte da actividade do IVP passa pela realizagdo de exames ultrassonograficos e
consultas no ambito da Cardiologia, factor que justifica o numero apreciavel de

ecocardiografias, ecografias abdominais e ECGs efectuados (tabela 3).

Tabela 3 - Exames complementares realizados no IVP de acordo com a espécie.

Canideos Felideos Total
Ecocardiografia 272 44 316
Electrocardiografia 90 1 91
Ecografia abdominal 105 91 196
Total 467 136 603




Durante o periodo de estagio foi possivel assistir a 1434 visitas ao IVP, divididas em
consultas de Medicina Preventiva, de Especialidade e de Tratamentos ou acompanhamento
pés cirargico. As consultas relativas a Especialidades Médico-Veterinarias foram as mais
frequentes, correspondendo a cerca de 81% (n = 1167) e, dentro destas, Cardiologia,
Gastroenterologia e Oncologia foram as que apresentaram um numero mais significativo
(graficos 7 e 8). E de destacar o facto de as consultas de Cardiologia corresponderem a
cerca de 26% (n = 303) das consultas de especialidade.

Gréfico 7 - Distribuicdo do tipo de consulta de acordo com a espécie (frequéncia absoluta, n=1434).
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Gréfico 8 - Distribuicdo das consultas de especialidade de acordo com a espécie (frequéncia
absoluta, n=1167).

300
250 A
200 +
B Canideos
150 1 O Felideos
100 -
50 -
O -
QD D> R L @ R @ QR R R W0 D @ O ©
\OQ\ {\\& \OQ\ «oéb \°CS \Oq\ \0(:S \OQ\ \Oq\ \0CS \OQ\ & \0\ \OQ\ \OQ\ \)c? \\}\@
QIS O © © & & & &S KX © © © & O
&6 o 3 O Q\o D <@ ) N \((\ \ & (\q 2 < ﬂo
Q’b (‘\\' K& (\Q & 06\ () ‘\‘O %0 & O o rb\ @ Q}) o
000 e\ob@é\'\goée’ 0\ {‘}Q&\Q~
@ & < &
0{\ @Q d
& ~ (o)
9

No campo da Patologia Cirargica houve a possibilidade de assistir a 173 intervencfes

cirtrgicas, tendo maior destaque as intervengfes em tecidos moles (grafico 9).



Gréfico 9 - Distribuicdo do tipo de cirurgia de acordo com a espécie (frequéncia absoluta, n=173).
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O papel do estagiario no IVP é bastante activo e permite ganhar experiéncia e pratica em
diversas situacdes da actividade clinica. O estagiario pode assistir e auxiliar nas consultas,
nomeadamente na contencdo dos animais, na preparacdo e administracdo de medicacao e
na realizacdo de tratamentos, na aplicacdo de pensos e na colheita de sangue.

Também Ihe é possivel desenvolver capacidades relativas ao diagnostico através dos meios
complementares disponiveis na clinica, através da realizacao e interpretacdo de ECGs e
exames ecograficos.

O estagiério participa ainda nas intervengfes cirargicas fazendo a preparagdo prévia do
paciente e assumindo um papel na equipa cirdrgica, como anestesista, circulante, auxiliar de
cirurgido e, nas intervencdes mais simples, cirurgido, ainda que sob a observagcdo de um
Médico Veterinario.

Todo o processo de aprendizagem é facilitado em muito pela excelente equipa do IVP, que

esta sempre disposta a fornecer explicagbes, motivagdo e apoio aos estagiarios.



Capitulo lll = Lupus Eritematoso Sistémico Canino

O LES é o protétipo das doencas autoimunes sistémicas (Day, 1999) e caracteriza-se por
uma progressao clinica variavel, pela auséncia de anomalias bioldgicas patognomdnicas e
por se manifestar através de uma sintomatologia bastante variada (Chabanne, Fournel,
Monier, Rigal & Monestier, 1999a). Neste sentido, poderéo estar presentes, por exemplo,
lesBes nas articulagdes, na pele, nos rins, nos musculos, na pleura e no miocardio (Day,
1999) e, devido a esta diversidade de apresentagdes clinicas, o LES também é conhecido
como “o grande imitador” (Scott, Miller & Griffin, 2001). A caracteristica chave desta doenca
€ a producao de autoanticorpos, dirigidos principalmente a material nuclear, que vao levar a
formacdo de complexos antigénio-anticorpo, sendo estes 0s principais responsaveis pelos
diferentes sinais clinicos (Fournel et al., 1992; Jones, 1993; Cohen-Solal, Jeganathan,
Grimaldi, Peeva & Diamond, 2006).

A primeira descricdo de LES canino foi feita por Lewis, Schwartz e Henry Jr. (1965) e
actualmente a condicdo estd bem definida em termos clinicos e histopatologicos (Jones,
1993).

1 - Autoimunidade e Hipersensibilidade — perspectiva geral

O sistema imunitario evoluiu de maneira a combater os diferentes agentes patogénicos que
podem penetrar no organismo e iniciar um processo patoldgico, respondendo quer através
da imunidade celular, quer através da imunidade humoral ou de ambos os processos (Day,
1999).

As especificidades expressadas pelas populacfes de células B e T sdo aleatérias e assim
se compreende que seja bastante provavel que algumas delas sejam direccionadas a
componentes self, sendo portanto necessario o estabelecimento de mecanismos de auto-
tolerancia, a fim de se evitar a autoreactividade (Roitt, 2006).

Porém, os mecanismos responsaveis pela resposta imunitaria podem por vezes ter uma
reaccao inadequada e causar alteracdes patolégicas, como no caso das infeccdes em que
se verifica secundariamente deposicdo inadequada de imunocomplexos ou nas respostas a
substéncias externas in6cuas, levando ao aparecimento de alergias, ou na resposta a
antigénios self, causando uma situagdo de autoimunidade (Day, 1999).

A presenca de doenca imunomediada primaria € relativamente invulgar nos pequenos
animais, ao contrario dos fendbmenos secundarios a outras doencas (Day, 1999; Pugliese,
De Majo & Pugliese, 2007). E também de referir que existem diversos factores que se
podem relacionar com a maioria das doencas imunomediadas nos canideos (Pugliese et al.,
2007). A susceptibilidade genética, o género (normalmente com maior susceptibilidade por
parte dos individuos do sexo feminino), a presenca de outras doencgas imunolégicas, de

doencas infecciosas ou de neoplasias e factores externos, como o uso de farmacos ou a
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exposicao a poluentes ou antigénios microbianos sédo alguns dos mencionados (Pugliese et
al., 2007).

Os varios mecanismos envolvidos nos diferentes tipos de resposta imunitaria que se
verificam nestes casos podem ser classificados como uma de quatro reaccdes de
hipersensibilidade (Day, 1999).

A hipersensibilidade de tipo | é mediada pela imunoglobulina (Ig) E e caracteriza-se por uma
reaccao alérgica resultante de um segundo contacto com determinado antigénio, neste caso
chamado alergénio (Prescott, Harley & Klein, 2005). Quando ocorre a exposi¢ao inicial ao
alergénio, os linfocitos B diferenciam-se em plasmacitos e € produzida IgE, que se liga a
receptores na superficie dos mastdcitos e os sensibiliza. Aquando da segunda exposi¢ao, o
alergénio liga-se a IgE e origina a desgranulacdo dos mastdcitos e a consequente libertacéo
de diversos mediadores inflamatérios, tornando o individuo clinicamente alérgico (Tizard,
2004; Prescott et al., 2005). Assim, a reacc¢do de hipersensibilidade do tipo | pode ser
descrita como uma forma de inflamacdo aguda que resulta da libertagcdo repentina do
conteudo dos mastocitos (Tizard, 2004).

A hipersensibilidade de tipo Il é considerada uma reaccao citolitica ou citotoxica, ja que
resulta na destruigcdo celular, ou através de lise, ou pela acgdo de mediadores toxicos. Nesta
reaccdo ha producédo de IgG e IgM, que sdo dirigidas a antigénios de superficie ou a
antigénios associados a tecidos e estimulam o complemento e diversas células efectoras.
Um dos exemplos tipicos de uma reaccao de hipersensibilidade de tipo Il € a que ocorre
quando se recebe uma transfusdo sanguinea de um dador com um grupo sanguineo
diferente (Prescott et al., 2005).

A hipersensibilidade de tipo 1ll envolve formacdo e deposicdo de imunocomplexos nos
tecidos, com uma posterior fixacdo de complemento e inflamacéo local (Day, 1999).

As reaccbes de hipersensibilidade retardada ou hipersensibilidade de tipo IV resultam de
interaccdes entre o antigénio, as células apresentadoras de antigénio (CAA) e células T
(Tizard, 2004). Estas reaccdes ocorrem quando o antigénio é fagocitado por macréfagos e
posteriormente apresentado a células T helper (Th) 1. O contacto entre o antigénio e as
células Thl leva a libertag&o de citocinas, que atraem linfécitos, macréfagos e basofilos para
o local. A particularidade deste tipo de reacgéo é o tempo necessario (normalmente 24h ou
mais) para que as células Thl migrem e se acumulem perto do antigénio (Prescott et al.,
2005).

A reaccao de hipersensibilidade de tipo Ill, sendo a mais importante no contexto do presente
trabalho, ser& descrita mais detalhadamente.

Em situagBes de resposta imunitaria normal verifica-se a formagdo de imunocomplexos;
contudo, estes sdo geralmente removidos por células fagocitarias, apos a activacdo do
sistema complemento. Porém, quando existe um excesso de antigénio, como ocorre no

LES, os imunocomplexos podem nao ser correctamente removidos e a sua formacéo de
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modo continuo causa a reaccao de hipersensibilidade, sendo os principais 6rgaos afectados
os rins, as articulagdes, os olhos e a pele (Day, 1999).

A reaccao de hipersensibilidade de tipo Il pode ser brevemente descrita em trés fases
(Figura 1).

Figura 1 - Reaccéao de hipersensibilidade de tipo Il (adaptado de Prescott et al., 2005).
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A reaccdao inicia-se quando o organismo desenvolve uma resposta humoral a um antigénio,
levando a formacdo de complexos antigénio-anticorpo circulantes que ndo sao removidos
adequadamente pelos mondcitos e macrofagos.

Na segunda fase ocorre a activagdo do sistema complemento e a producdo de factores

quimiotéxicos, principalmente C5a. Estes acontecimentos levam a mobilizagcao para o local
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de neutrofilos e macrofagos com receptores para as fraccdes Fc dos anticorpos e de
basdfilos. Os primeiros libertam anafilatoxinas e aminas vasoactivas e 0os segundos libertam
histaminas e outros mediadores e estes compostos, por sua vez, aumentam a
permeabilidade vascular, permitindo assim que os imunocomplexos se depositem na parede
vascular, induzindo a formagdo de microtrombos ou, alternativamente, passem para 0s
tecidos extravasculares. Esta entdo estabelecida a terceira fase, na qual se cria uma
reaccao inflamatoria aguda. As citocinas produzidas pelas células inflamatorias e os factores
do complemento atraem mais neutrofilos e macrofagos para o local.

A reaccgdo ja presente é exacerbada pelas enzimas proteoliticas e pelos radicais toxicos
livres originarios das células fagociticas e pela libertacdo de aminas vasoactivas e
compostos pro-inflamatorios por parte das plaquetas (Prescott et al., 2005; Snyder, 2007).
Apesar de a hipersensibilidade de tipo Il ser a mais evidente no desenvolvimento do LES,
podem ser atribuidos papéis menores a hipersensibilidades dos tipos Il e IV (Marks & Henry,
2000).

2 — Etiopatogénese

O LES tem uma etiologia desconhecida mas reconhece-se que é multifactorial, j& que
existem diversos factores que levam ao seu desenvolvimento, nomeadamente alteracdes a
nivel do sistema imunitario, predisposicdes genéticas e factores externos, como infec¢des
virais e radiagdo UV (Hargis & Ginn, 2007). A influéncia das hormonas sexuais, bastante
importante nos humanos (Cohen-Solal et al., 2006), ndo foi documentada nos caes (Snyder,

2007).

2.1 - Altera¢gdes na imuno-regulacéo

A imunopatogénese exacta do LES continua por determinar; por enquanto sabe-se que sao
produzidos complexos antigénio-anticorpo, que se alojam posteriormente em capilares, na
zona da membrana basal (ZMB) da pele e em varios 6rgdos. Tém também sido implicados
defeitos das células T, hiperactividade das células B (Choi, Shin, Youn & Lee, 2004) e

desregulacao a nivel das citocinas (Hargis & Ginn, 2007).

2.1.1. - A activagao dos linfocitos

J& foi referido anteriormente que durante a maturagcdo normal dos linfocitos B e T séo
gerados receptores de modo aleatério, 0 que leva a que uma percentagem bastante
significativa das células apresente receptores dirigidos a antigénios self (Rottman, 2008).

A diversidade de receptores das células B e T desejada é conseguida através de dois
processos — a recombinacédo V(D)J, que junta genes ligados aos receptores das células B e

T a partir de trés segmentos de genes distintos, e a hipermutacdo somatica, que faz a
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substituicdo de nucledtidos individualmente. O primeiro processo ocorre a nivel central, na
medula 6ssea e no timo, e o0 segundo a nivel periférico, nomeadamente no bago, nos
linfonodos e nas amigdalas (Goodnow, Sprent, Fazekas de St Groth & Vinuesa, 2005). Entre
20 e 50% dos receptores gerados por estes processos tém grande afinidade para um
antigénio self e ha quatro estratégias que podem ser usadas pelo organismo para combater
a situacdo — deleccdo da célula, reprogramacdo do receptor, regulacdo intrinseca e
regulagdo extrinseca (Goodnow et al., 2005; Rottman, 2008). Considerando que a
percentagem de populacdo que de facto apresenta uma doenca autoimune é bastante
baixa, reconhece-se a eficicia destes mecanismos.

A tolerancia define-se como a situacdo em que o sistema imunitario ndo responde a
determinado antigénio. Esta relaciona-se principalmente com antigénios self e desde cedo
foi reconhecida a necessidade da autotolerancia e sugerida a hipétese de a estabelecer em
linfécitos imaturos através da exposigado a antigénios durante a fase fetal (Tizard, 2009).
Reconhece-se actualmente que a autotolerancia é de dois tipos: central e periférica; na
central, os linfocitos imaturos autoreactivos sdo eliminados ou sofrem uma modificacdo a
nivel do receptor e na periférica os linfécitos maduros autoreactivos sao inactivados ou
suprimidos por mecanismos reguladores (Tizard, 2009).

Considerando que os linfécitos B ndo séo capazes de produzir anticorpos se nao existir
colaboracao por parte das células Th e que a tolerancia estara estabelecida se nao existirem
linfécitos T funcionais com receptores que reconhegcam autoantigénios (Tizard, 2009),
poderemos afirmar que um factor muito importante no desenvolvimento de doencas
autoimunes é a falha no estabelecimento de tolerancia relativamente a estes.

O mecanismo de selec¢éo central dos linfécitos T ocorre no timo, principalmente a partir de
dois processos — selec¢éo positiva e selec¢do negativa.

Inicialmente o que se pretende é que o0s receptores das células T sejam capazes de
reconhecer as moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade (CMH). Este objectivo
€ alcancado com um mecanismo de seleccdo positiva, através do qual serdo escolhidos os
receptores que apresentem uma capacidade de ligagdo moderada. Uma parte das células
sofrera uma edi¢éo do receptor, de modo a adquirirem caracteristicas menos reactivas, mas
a grande maioria dos linfocitos autoreactivos sera eliminada.

A medida que os linfécitos positivamente seleccionados se movimentam, os seus receptores
continuam a ser testados para a autoreactividade. Nesta fase, isto é feito através de um
processo de seleccdo negativa, para o qual contribui a expressdo na medula timica de
diversos autoantigénios, caracteristicos de diferentes tecidos e tipos celulares. Os
receptores que se liguem fortemente a associacdes de péptidos self promovem a apoptose
da célula, através de seleccdo negativa. Deste modo, o timo garante que os linfocitos T

autoreactivos sejam eliminados (Goodnow et al., 2005; Tizard, 2009).
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Os esforgos para determinar a origem das células auto-reactivas no LES levam, no entanto,
a crer que ha varias situacfes em que a seleccao de linfocitos a nivel central € bastante
semelhante em ratinhos normais e em ratinhos que desenvolvem uma doenca autoimune, o
gue levou Shlomchik, Craft e Mamula (2001) a apresentarem um modelo que enfatiza a
perda de tolerdncia a nivel da periferia. Apesar de o0s processos de tolerancia central
eliminarem os linfocitos com grande afinidade para o self, as células com afinidade baixa,
incluindo as que sé@o especificas para os autoantigénios lUpicos, desenvolvem-se e sdo
passiveis de serem identificadas a nivel periférico, mesmo se o individuo for normal
(Shlomchik et al., 2001; Vratsanos, Jung, Park & Craft, 2001). Estas células ficam num
estado anérgico ou quiescente que, a partida, ndo representa uma ameaca e podem
permanecer inactivadas porque estdo sujeitas a determinados mecanismos de regulacéo,
porque nao existem células Th apropriadas (Rifkin et al., 2000; Shlomchik et al., 2001) ou
porgque o autoantigénio esta indisponivel (Rifkin et al., 2000).

Porém, sob determinadas circunstancias que ainda ndo foram completamente definidas,
podem ser activadas e diferenciarem-se de modo a produzirem autoanticorpos (Rifkin et al.,
2000).

Os trabalhos de Rifkin e colegas (2000) e outros que se seguiram permitiram que se
concluisse que a forma do antigénio também tem influéncia na activagéo dos linfocitos. Foi
demonstrado que em ratinhos com um receptor nas células B especifico para a lgG2a self
apenas se observa activacdo e proliferacdo linfocitica caso a lgG2a se apresente sob a
forma de um imunocomplexo contendo acido nucleico. Estudos posteriores demonstraram
que o processo de activacao destes linfocitos implica o envolvimento sinérgico do receptor
para o antigénio e do receptor Toll-like (RTL) 9 (Leadbetter et al., 2002) e que, in vivo, a
expressao de determinados RTLs € necessaria para que ocorra a producdo de
autoanticorpos dirigidos aos acidos nucleicos (Christensen et al., 2005; Christensen et al.,
2006).

A interpretacdo que os linfécitos fazem dos autoantigénios pode ser modulada por diversos
factores, nomeadamente a presenca de inflamacdo, a libertacdo de citocinas e a
consequente activacdo de CAA. Para além disso, defeitos genéticos podem resultar num
aumento da quantidade de autoantigénio, levando a uma sensibilidade aumentada do
linfécito e/ou a uma resposta imunitaria prolongada ou aumentada (Shlomchik et al., 2001).
Relativamente aos linfécitos B, sabe-se que as células que iniciam o processo de resposta
autoimunitaria sdo a partida reactivas para o self (Shlomchik et al., 2001; Gershwin, 2010),
podendo ser estimuladas directamente por antigénio self, por um epitopo com reactividade
cruzada ou por um antigénio ambiental ou infeccioso e que a reaccao é depois sustentada
por antigénios self (Shlomchik et al., 2001).

Pelo contrario, o mesmo ndo se passa necessariamente com os linfécitos T, facto

evidenciado num estudo realizado por Mamula, Fatenejad e Craft (1994) em ratinhos.
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Utilizando um antigénio nuclear, a ribonucleoproteina nuclear pequena (snRNP), foi
demonstrado que a tolerancia dos linfécitos B conseguia ser quebrada através de
reactividade cruzada, ao passo que a dos linfécitos T ndo. Porém, foi também demonstrado
que os linfécitos B activados tinham a capacidade de levar os linfocitos T a ter uma resposta
autoreactiva, através da funcdo de CAA que possuem. Assim, quando uma célula B
estimulada através de reactividade cruzada apresenta a snRNP, é imediatamente
desenvolvida uma resposta autoreactiva por parte das células T.

Estas observacbes comprovam igualmente que, de facto, a resposta inicial pode ser
causada por mimetismo molecular.

Ainda no estudo referido, foi também constatado que outras CAA, nomeadamente
macrofagos, ndo sdo capazes de originar este tipo de resposta por parte dos linfécitos T,
revelando que, para serem geradas células T autoreactivas, sdo necessarias CAA antigénio-
especificas e levantando a possibilidade de os linfocitos B apresentarem as moléculas self
de um modo distinto do das outras CAA.

O papel dos linfocitos B na activagéo dos linfécitos T foi também comprovado nos trabalhos
de Chan, Hannum, Haberman, Madaio e Shlomchik (1999), que criaram uma estirpe de
ratinhos incapaz de produzir anticorpos a partir da estirpe MRL/Ipr.

A estirpe MRL/Ipr esta geneticamente predisposta para o desenvolvimento de LES e
manifesta sinais bastante semelhantes aos da doenca humana, incluindo nefrite, vasculite e
problemas dermatoldgicos. Trabalhos anteriores (Shlomchik, Madaio, Ni, Trounstine &
Huszar, 1994) demonstraram que numa sub-estirpe da MRL/Ipr (a sub-estirpe JuD)
caracterizada pela auséncia de linfécitos B ndo se verificam desenvolvimento de
glomerulonefrite, presenca de infiltrados celulares nos 6rgdos ou sinais dermatolégicos,
sendo também bloqueada a acumulacéo de células T de memoaria.

Pelo contrario, a estirpe desenvolvida por Chan e colaboradores caracteriza-se por possuir
linfécitos B mas ndo anticorpos circulantes. Nesta estirpe foram observadas activacao dos
linfécitos T, infiltracdo celular (causando vasculite e nefrite intersticial) e mortalidade
aumentada. Verificou-se também que a percentagem de células T de memoria era superior
a encontrada na sub-estirpe JyD, aproximando-se dos niveis normais. Foi assim possivel
comprovar que os linfécitos B, além de serem responsaveis pela producdo de
autoanticorpos, desempenham um papel independente destes, a nivel da activacdo directa
dos linfécitos T, e que estes Ultimos tém também um papel a nivel da patogénese da doenga
através da lesdo dos 6rgaos.

Considerando que as células B podem apresentar qualquer antigénio que faga parte de uma
macromolécula, poderdo também activar um largo espectro de células T, fenédmeno

conhecido como disperséo de epitopos (figura 2).
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Figura 2 - Dispersdo de epitopos (adaptado de Shlomchik et al., 2001).
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Um linfocito B especifico para o epitopo “a” reconhece um antigénio complexo com diversos epitopos
(“a”-“d"). Estes determinantes antigénicos sdo processados pela célula B e apresentados a células T

no contexto da classe Il do CMH. Assim, o linfécito B especifico para “a” consegue activar diversos

linfécitos T. Estes, por outro lado, podem auxiliar diversas células B, especificos para os restantes
determinantes. Os linfécitos B sdo representados a vermelho e os linfécitos T a cor de laranja.

A dispersédo de epitopos ja foi demonstrada no LES humano e de ratinhos (Mok & Lau,
2003), mas continua algo controversa, havendo quem considere que a reactividade cruzada
pode explicar estas observacdes (Shlomchik et al., 2001).

Apesar da controvérsia, existem outros factos que permitem afirmar que a activacao dos
linfécitos B nos pacientes com LES é anormal (Mok & Lau, 2003). Ja se comprovou que este
tipo de células é mais sensivel a estimulos por parte de citocinas, nhomeadamente a
interleucina (IL) 6 (Linker-Israeli et al., 1991). Foi igualmente demonstrado que nos ratinhos
das estirpes NZB e NZB x NZW (NZB/W), nas quais se desenvolve espontaneamente uma
doenca semelhante ao lupus, se detectam linfocitos B hiper-responsivos a diversos
estimulos derivados das células T (Jongstra-Bilen, Vukusic, Boras & Wither, 1997). Nestes
animais considera-se que um defeito intrinseco nas células B, que leva a respostas
exacerbadas a determinados estimulos por parte de células T com uma tolerancia
incompleta, tem um papel na patogenia da doenga autoimune; este facto seria suficiente

para assegurar a producdo de anticorpos (Jongstra-Bilen et al., 1997).
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Jevnikar, Grusby e Glimcher (1994) e Koh et al. (1995) demonstraram que ratinhos com uma
deficiéncia nas moléculas da classe Il do CMH ou nas células T CD4+ desenvolvem
linfadenopatia mas com auséncia de ou diminuicdo de autoanticorpos, respectivamente.
Verificou-se ainda que no caso de a deficiéncia ser a nivel do CMH n&o se desenvolvia
nefropatia, ao passo que a deficiéncia nas células T levava a inexisténcia de vasculite na
pele. Estas observacdes levam a crer que os linfocitos T sdo essenciais para a produgéo de
anticorpos e para a manifestacdo da doenca, o que, considerando também as afirmacgdes ja
feitas em relacdo as células B, atribui um papel essencial aos dois tipos de linfécitos.

A activagao policlonal das células T CD4+ é caracteristica do LES, o que sugere a existéncia
de um defeito global a nivel da manutencdo da tolerancia ao self por parte das células T;
porém, os mecanismos de activacdo destas continuam por esclarecer (Vratsanos et al.,
2001).

Sabe-se no entanto que as células T de ratinhos da estirpe MRL/Ipr, quando colocadas em
contacto com antigénios com uma afinidade baixa para os seus receptores, desenvolvem
uma resposta aumentada em relagéo aos controlos, verificando-se que sé@o activadas mais
rapidamente e que se dividem mais e mais rapidamente (Vratsanos et al., 2001). Conclui-se
assim que para nos casos de predisposi¢céo para o LES o limiar de activacdo das células T &
mais baixo e/ou a resposta observada € mais vigorosa (Shlomchik et al., 2001; Vratsanos et
al., 2001). Esta hipétese sugere que os péptidos self que sédo responsaveis por manter a
tolerdncia e homeostasia das células T CD4+ nos casos normais emitem sinais que levam a
sua activacao (Vratsanos et al., 2001).

A partir do momento em que os dois tipos de linfocitos estdo activos o processo tera que
sofrer uma expansao, de modo a gerar uma doenca cronica e autosustentavel. As
interaccdes entre os linfécitos vao criar um ciclo de feedback positivo que permite que a
resposta autoimune se diversifique e amplifique, levando a que seja atingido um ponto em
gue a presenca do eventual estimulo externo que a originou deixe de ser necessaria. As
diferencas no limiar de activacdo dos linfocitos e a extensao da resposta sdo amplificados

ao longo do ciclo e este perpetua-se por si mesmo (Shlomchik et al., 2001) (figura 3).
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Figura 3 - Ciclo de feedback positivo que podera estar na origem do LES. Os linfocitos B sao
representados a vermelho e os linfocitos T a cor de laranja (adaptado de Shlomchik et al., 2001).
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2.1.2 — Anticorpos anti nucleares e outros autoanticorpos

Os anticorpos antinucleares (AAN) constituem uma populagdo heterogénea de
autoanticorpos (Shull, Miller & Chilina, 1983; White, Rosychuk & Schur, 1992; Hansson &
Karlson-Parra, 1999; Paul, Wilkerson, Shuman & Harkin, 2005), dirigidos as histonas, a
ribonucleoproteinas (RNP), a antigénios Smith (Sm) ou outros antigénios (Brinet, Fournel,
Faure, Venet & Monier, 1988; Monier et al., 1992) e sdo os responsaveis por grande parte
da sintomatologia, através da formagdo de complexos antigénio-anticorpo (Chabanne,
Fournel & Monier, 1995Db).

A presenca de AAN é esperada em 97 a 100% dos cdes com LES, com titulos
frequentemente superiores a 256 Ul (Fournel et al., 1992; Monier et al., 1992).

Apesar de serem muito caracteristicos do LES, estes anticorpos podem também ser
encontrados, ainda que com uma frequéncia relativamente baixa, em cées que apresentem
outras doengas ou mesmo em caes normais (Monier et al., 1992) (tabela 4).

Num trabalho recente (Ginel, Camacho & Lucena, 2008) sobre a leishmaniose em canideos
foram detectados anticorpos anti-histona em 39% dos animais infectados sem sinais de
glomerulonefrite. Este numero subia para 88% se 0s animais apresentassem

glomerulonefrite.
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Outro estudo mostrou a presenca de AAN em 17% dos caes infectados com Erlichia canis e
em 75% dos infectados com Bartonella vinsonii (berkhoffii) (Smith, Tompkins &
Breitschwerdt, 2004).

Tabela 4 - Presenca de AAN em canideos de 3 grupos distintos (frequéncia relativa) (adaptado de
Monier et al., 1992).

Grupo Negativo Positivo
Caes com LES (n = 100) 0 100
Céaes com outras doencas (n = 56) 80,4 19,6
Caes controlo (n = 120) 84,2 15,8

Os titulos mais elevados de AAN verificam-se nos casos de LES clinicamente mais graves e
€ esperada uma diminui¢cdo progressiva com o tratamento (Thoren-Tolling & Ryden, 1991;
Chabanne et al., 1999a; Prélaud, 2008).

A frequéncia dos diferentes AAN no LES canino é referida na tabela 5.

Tabela 5 - Tipos de AAN detectados em caes com LES (frequéncia relativa) (adaptado de Fournel et
al., 1992 e Chabanne et al., 1995b).

Tipo de AAN Casos positivos (%)
AAN totais 100
Anti-ADN <3
Anti-ANE 40
Sm 16
RNP 8
T1 20
T2
SS A
SS B
Anti-histonas 65
H1 8
H2A 22
H2B 20
H3 54
H4 54
Anti-HMG 1 6
Anti-HMG 2 18

Legenda: ADN - &cido desoxirribonucleico; ANE - antigénios nucleares extraiveis; T1/2 - tipo 1/2; SS
A/B - sindrome de Sjogren tipo A/B; H - histona; HMG - high mobility group
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Ao contrario do que acontece no Homem e nos ratinhos, onde sdo considerados 0os mais
especificos e a caracteristica chave da doenca (Harley & Scofield, 1991), os anticorpos anti-
ADN sao, aparentemente, pouco frequentes nos canideos. A sua presenca € algo incerta, ja
que a maioria dos autores refere valores minimos ou mesmo auséncia de anticorpos anti-
ADN (Monier et al., 1992, Monestier et al., 1995; Chabanne et al., 1999a) embora outros os
tenham detectado (Shull et al., 1983).

Esta controvérsia pode ser em parte explicada pelo facto o ADN utilizado ndo estar
suficientemente puro (Shull et al., 1983) e pela existéncia de uma proteina que se liga ao
ADN em condig0es fisiolégicas (Thoburn, Hurvitz & Kunkel, 1972), podendo assim bloquear
a actividade dos anticorpos. Esta proteina foi detectada nos cées e noutros mamiferos, mas
parece ndo existir nem no Homem nem nos ratinhos (Thoburn et al., 1972). Para além disso
h& também que considerar a possibilidade de existirem diferencas a nivel das populacdes
ou dos critérios utilizados nos estudos (Monestier et al., 1995).

No Homem, a caracteristica mais notavel dos anticorpos anti-ADN é a sua associagdo com
a glomerulonefrite. Porém, esta correlacdo nédo é total, uma vez que alguns pacientes com
nefrite ndo tém anticorpos anti-ADN e vice-versa (Mok & Lau, 2003).

A confirmar esta ideia esta o facto de nos cées os sinais clinicos serem bastante
semelhantes aos observados no Homem (Fournel et al., 1992) mas, como afirmado
anteriormente, a presenca de anticorpos anti-ADN néo ser significativa. Assim, a nefrite no
contexto do LES desenvolve-se mesmo na auséncia de anticorpos anti-ADN e outros tipo de
AAN podem estar envolvidos no processo (Monier et al., 1992; Monestier et al., 1995). Os
estudos de Ginel et al. (2008), apesar de relacionados com a leishmaniose e ndo com o
LES, mostraram uma correlacdo entre a presenca de anticorpos anti-histona e
glomerulonefrite.

Contrariamente ao que se verifica para os anticorpos anti-ADN, a frequéncia de anticorpos
anti-histona é elevada (Brinet et al., 1988; Fournel et al., 1992; Monier et al., 1992; Monestier
et al., 1995; Chabanne et al., 1999a). Apesar de a frequéncia ser semelhante a observada
na doenga humana (Brinet et al., 1988; Monier et al., 1992), o padréo é diferente, j& que nos
cées as fracgbes mais reconhecidas pelos anticorpos sdo a H3, a H4 e a H2A (Brinet et al.,
1988; Fournel et al., 1992; Monier et al., 1992; Monestier et al., 1995) e no Homem séo a
H1, a H2B e a H3 (Brinet et al., 1988; Fournel et al., 1992). Alguns autores referem que a
fraccdo H1 também surge frequentemente nos canideos (Monestier et al., 1995; Chabanne
et al., 1999a). Na pesquisa efectuada por Monestier e colaboradores (1995) verificou-se que
0s anticorpos responsivos sdo do tipo IgG.

No LES canino nota-se também a presenca de anticorpos anti-ANE (Monier et al., 1992;
Chabanne et al., 1999a). Dos ANE fazem parte os complexos de snRNP e os complexos de
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNP) (Chabanne et al., 1999a). No decorrer

dos seus trabalhos, Henriksson, Hansson, Karlson-Parra e Pettersson (1998) verificaram
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gue nos caes era evidente uma reaccdo contra a proteina U1-70K, o mais importante dos
antigénios RNP no Homem, dirigida & parte da proteina que também é reactiva nos
humanos. Os anticorpos anti ShARNP, como os anti SS A e SS B (Fournel et al., 1992; Monier
et al., 1992; White et al., 1992), os anti HMG (Monier et al., 1992) e os anti-Sm ja foram
encontrados (Fournel et al., 1992; Monier et al., 1992; Henriksson et al., 1998), todos eles
também presentes na doenga humana.

Adicionalmente, j& foi reconhecida uma reaccdo dirigida a um antigénio nuclear de
aproximadamente 43 kDa (Soulard et al., 1991; Monier et al., 1992; Henriksson et al., 1998),
que, posteriormente, se concluiu corresponder a hnRNP G (Soulard et al., 1993). O
anticorpo direccionado a este antigénio € o anti-T1, que parece ser caracteristico dos caes
(Monier et al., 1992; Chabanne et al., 1995b; Chabanne et al., 1999a), o que também se
verifica em relag@o ao anticorpo anti-T2 (Chabanne et al., 1995b; Chabanne et al., 1999a).
Dos diferentes tipos de AAN, os mais tipicos do LES canino sdo os anti-histona, os anti-Sm
e os anti-T1 (Monier et al., 1992); os anti-Sm e anti-T1 tém uma alta especificidade apesar
da baixa sensibilidade (Chabanne et al., 1999a; Prélaud, 2008).

Apesar de se saber que os AAN podem estar dirigidos a diversas moléculas, ainda se sabe
pouco no que respeita a correlagdo entre os diferentes autoanticorpos e as diversas
manifestacdes clinicas (Paul et al., 2005).

Em relacdo a outros autoanticorpos, Fournel et al (1992) indicam uma frequéncia de 20%
para o factor reumatdide e uma frequéncia de 17% para o0s anticorpos anti-gldbulos
vermelhos. Olivry, Savary, Murphy, Dunston e Chen (1999) descreveram um caso de lUpus
eritematoso sistémico bolhoso num canideo, no qual foram detectados anticorpos anti-

colagénio tipo VII circulantes.

2.1.3 - Apoptose

Considera-se actualmente que uma apoptose andmala €& também interveniente no
desenvolvimento do LES (Mok & Lau, 2003; Liphaus & Kiss, 2010), pelo facto de estar
acelerada e por se verificar, simultaneamente, uma irregularidade na eliminagdo do material
apoptdtico (Munoz et al., 2008; Liphaus & Kiss, 2010).

Modelos experimentais suportam esta teoria, jA que foi possivel comprovar que a
interferéncia em determinados genes e factores envolvidos no processo leva a acumulagéo
de células apoptéticas que originam formagé&o de AAN e uma glomerulonefrite semelhante a
do LES (Munoz et al., 2008).

As alteracBes nos factores de apoptose poderdo ter influéncia na taxa do processo através
da intensificacdo da exposi¢do de antigénios escondidos ou através da inibicdo da remocéo
de células autoreactivas (Liphaus & Kiss, 2010).

Os linfocitos de pacientes humanos com LES sofrem apoptose a uma taxa

significativamente maior que os controlos saudaveis (Chan, Ko & Lau, 1997, Ren et al.,
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2003) e 0 mesmo se passa a hivel dos mondcitos e dos macréfagos (Shoshan et al., 2001;
Kaplan et al., 2002). Tendo em conta que os linfécitos contém grande quantidade de
citocinas, a libertacdo destas em casos de apoptose aumentada poderd levar a activagéo
das células imunitarias (Ferguson, Stuart, Herndon & Griffith, 2003).

A nivel dos mondcitos, sabe-se que o processo € mediado, pelo menos em parte, por um
tipo de células T autoreactivas que tém uma maior expressdo dos ligandos TRAIL, TWEAK
e FaslL, todos eles relacionados com a apoptose, e ndo com uma maior susceptibilidade dos
mondacitos. Este mecanismo parece ser caracteristico do LES e é de facto especifico para o
self, j& que as referidas células T ndo sao capazes de eliminar mondcitos quer de controlos
saudaveis, quer de outros doentes com LES (Kaplan et al., 2002).

Durante a apoptose as proteinas celulares e os acidos nucleicos sofrem algumas
modificacBes e sdo agrupados em vesiculas superficiais, prontamente removidas em casos
normais; no LES, tendo em conta que a eliminagdo de residuos ndo é adequada, este
material antigénico vai ser exposto a CAA e reconhecido como néao self (Munoz et al., 2008;
Liphaus & Kiss, 2010), sobrepondo-se aos mecanismos de tolerancia e causando uma
resposta autoimune (Fergunson et al., 2003; Munoz et al., 2008). Das modificacdes referidas
fazem parte uma metilagdo anormal do ADN (Huck, Deveaud, Namane & Zouali, 1999;
Munoz et al.,, 2008) e um aumento no contelldo em guanina-citosina (Huck et al., 1999),
factores que aumentam o potencial do ADN para activar os linfécitos B de ratinhos e
humanos (Huck et al., 1999).

Um atraso na eliminacdo de células em apoptose foi também demonstrado em pacientes
humanos com LES (Liphaus & Kiss, 2010); este atraso ndo estd associado a um defeito
intrinseco dos macrofagos fagocitarios (Bijl, Reefman, Horst, Limburg & Kallenberg, 2006)
mas sim a deficiéncia de factores envolvidos na opsonizacéo de células apoptéticas (Ren et
al., 2003; Bijl et al., 2006), nomeadamente os factores do complemento Clqg, C4 e, em
menor grau, C3 (Bijl et al., 2006). Para além disso, considerando que 0s mondcitos e 0s
macroéfagos tém responsabilidade na eliminacdo de material apoptoético, o facto de estarem
sujeitos a uma apoptose mais acelerada leva a diminuicdo da sua eficacia (Shoshan et al.,
2001; Kaplan et al., 2002; Ren et al., 2003).

2.1.4 - Citocinas

Para além da producgéo de autoanticorpos e da deposi¢do de complexos imunes, cada vez
h&4 mais evidéncias que apontam para que as citocinas tenham um papel na
imunopatogénese do LES (Yap & Lai, 2010). A corroborar esta afirmacéo esta o facto de os
pacientes com LES apresentarem alteracdes a nivel da rede de citocinas (Mok & Lau, 2003).
As citocinas tém um papel critico na diferenciagdo, maturagéo e activagédo celular e também
podem participar nos processos inflamatérios locais relacionados com os danos a nivel
tissular no LES (Yap & Lai, 2010).
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Tem sido sugerido que o LES é uma doenca relacionada com os efeitos Th2 devido a
producdo de autoanticorpos especificos para antigénios self (Mohan, Adams, Stanik & Datta,
1993) e existem trabalhos que mostram um aumento das concentragfes séricas de citocinas
Th2, como a IL-6 e a IL-10, e uma diminui¢do nos niveis das citocinas Thl, como alL-2 e 0
interferdo (IFN) vy, facto que poderia estar na origem da activacdo policlonal observada no
LES (Wong, Ho, Li & Lam, 2000). Porém, outros ensaios experimentais (Davas et al., 1999;
Tokano et al., 1999) comprovaram que também as citocinas caracteristicas da resposta Thl
podem estar aumentadas nos pacientes com LES.

Em ratinhos ja se registou um aumento da expressdo de citocinas Thl seguida por uma
inducdo aumentada de citocinas Th2 (Segal et al., 1997).

Estas discrepancias revelam que a resposta no LES a nivel das citocinas € muito complexa
e uma area que deve ser mais aprofundada (Wong et al., 2000), ja que, aparentemente, as
modificagBes que as citocinas podem exercer dependem de diversos factores, como a fase

da doenga ou o contexto genético (Theofilopoulos, Koundouris, Kono & Lawson, 2001).

214.1-1L-2

Alguns estudos concluem que a producdo de IL-2 ndo varia significativamente entre os
pacientes e os controlos (Draeger, Swaak, van den Brink & Aarden, 1986; Viallard et al.,
1999), mas a maior parte dos autores refere uma diminuigdo a nivel da producdo desta
citocina (Mok & Lau, 2003; Kammer, 2005; Wrenshall, Smith, Stevens & Miller, 2007).

A IL-2 tem sido reconhecida como um factor de extrema importancia no desenvolvimento
das células T e é considerada uma citocina chave nas respostas imunitérias que dependem
destes linfocitos (Malek & Bayer, 2004). Sabe-se também que tem um papel fulcral na
regulacdo da tolerancia dos linfécitos T, sendo necessaria para o desenvolvimento,
sobrevivéncia e expansao de células T regulatory (Treg), que fazem a supressao periférica
das primeiras (Malek & Bayer, 2004; Kammer, 2005; Oppenheim, 2007). Na auséncia de IL-
2, a autoimunidade é causada por uma falha na producgéo de linfécitos Treg (Malek & Bayer,
2004). Outros dados que sustentam estas afirma¢des derivam das observacdes de Almeida,
Legrand, Papiernik e Freitas (2002), que verificaram que a reintroducdo de células
produtoras de IL-2 em ratinhos com auséncia desta citocina origina o restabelecimento de
células Treg. Assim, uma diminui¢do nos niveis de IL-2 pode predispor os individuos a uma
imunoregulacdo anormal e desenvolvimento de LES devido a anulacdo de mecanismos
supressores de tolerancia ao self (Kammer, 2005). Por outro lado, os estudos in vivo
revelam que, apesar de ndo ser necessaria para que se obtenha uma expansao clonal
adequada, a IL-2 tem influéncia nas respostas das células T efectoras (Malek & Bayer,
2004).

A IL-2 parece ter também um papel a nivel da activacao das células B (Draeger et al., 1986;

Wrenshall et al., 2007). Através de estudos em ratinhos, reconhece-se hoje em dia que, na
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presenca de uma deficiéncia em IL-2, ha alteracdo dos mecanismos enddgenos que
controlam a producao de autoanticorpos, bem como da exclusdo e eliminagdo de células B
autoreactivas (Wrenshall et al., 2007).

Actualmente, a teoria aceite para a justificacdo da diminuicdo de IL-2 é a proposta por
Solomou, Juang, Gourley, Kammer e Tsokos (2001), que refere uma alteracdo intrinseca
das células T que leva a que exista uma falha ao nivel da sinalizacdo, sendo
consequentemente prejudicada a transcricdo do gene IL-2.

2.1.42-1L-6

Em relacdo a IL-6, nos pacientes com LES verifica-se aumento dos seus niveis séricos
(Tackey, Lipsky & lllei, 2004; Kammer, 2005; Lee, Sugino & Nishimoto, 2010; Yap & Lai,
2010). As suas principais fungfes séo a inducdo da maturacdo dos linfécitos B, o aumento
da secrecdo de imunoglobulinas e a diferenciacdo das células T em células efectoras
(Tackey et al., 2004).

A administracdo de IL-6 recombinante humana acelera o aparecimento e evolugdo de
glomerulonefrite em ratinhos NZB/W (Ryffel et al., 1994) e em pacientes humanos os niveis
altos de IL-6 relacionam-se com a actividade da doencga (Grondal et al., 2000).

Para além disso, Pelton, Hylton e Denman (1992) determinaram que as células de pacientes
com LES, quando estimuladas com radiag&o ultravioleta, produziam uma maior quantidade
de IL-6, 0 que sugere que esta citocina possa estar envolvida no exacerbar da doenca
causado pela fotosensibilidade.

2.1.4.3 -1L-10

Nos pacientes com LES notam-se niveis elevados de IL-10 (Viallard et al., 1999; Mok & Lau,
2003; Lee et al., 2010).

O papel exacto da IL-10 continua desconhecido, mas existem estudos que referem que esta
citocina é patogénica em humanos e ratinhos (Yin et al., 2002).

Para além da existéncia de investigacdes que demonstram que os niveis de IL-10 estdo
aumentados em pacientes com a doenga activa (Hagiwara, Gourley, Lee & Klinman, 1996),
também o efeito benéfico observado aquando da administragdo de anticorpos anti IL-10 a
pacientes com LES (Llorente et al., 2000) sugere que esta citocina possa causar doencga.
Apesar disso, Yin et al. (2002) verificaram que a IL-10 pode ter um papel supressivo, ja que
tem efeitos a nivel da activagdo das células T e potencial para modular respostas Thl
potencialmente patogénicas. De facto, através do estudo que desenvolveram em ratinhos
MRL/Ipr, concluiram que os animais deficientes em IL-10, em comparagdo com a estirpe
normal, apresentavam uma mortalidade superior, glomerulonefrite e linfadenopatia mais

intensas e lesbes cutaneas mais precoces. Estas observacfes resultam provavelmente da
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supressao da producéo de IFN-y, j& que nos ratinhos com deficiéncia em IL-10 a producao
de IFN-y se apresentou aumentada (Yin et al., 2002).

Considerando entdo que a IL-10 pode ter um papel na proliferacdo e diferenciacdo dos
linfcitos B, na sua activacdo policlonal e na producdo de anticorpos (Viallard et al., 1999;
Mok & Lau, 2003; Spolski, Kim, Zhu, Levy & Leonard, 2009) e que inibe a producéo de IFN-
v, conclui-se que os seus efeitos no LES variam de acordo com a etapa em que a doenca se
encontra. Inicialmente a IL-10 suprime as respostas Thl patogénicas, incluindo a inflamacéao
renal causada pelo IFN-y; numa fase posterior, quando o efeito do IFN-y ndo é téo
importante, a quantidade excessiva de IL-10 pode aumentar a producéo de autoanticorpos e
consequente formacao de complexos imunes (Yin et al., 2002).

2.1.4.4 - 1L-17/1L-23

A IL-17 também aparenta estar envolvida no desenvolvimento e progressao do LES e a sua
producdo esta aumentada nos pacientes humanos (Crispin & Tsokos, 2010).

Esta citocina pré-inflamatéria € a citocina tipica de um conjunto de células T CD4+, as
células Th17 (Korn, Bettelli, Oukka & Kuchroo, 2009; Zhang, Kyttaris & Tsokos, 2009). Este
tipo de células desenvolve-se quando as células T CD4+ naive sdo estimuladas por
determinadas citocinas como o Tumor Growth Factor (TGF) B, a IL-6 e a IL-21 (Crispin &
Tsokos, 2010).

Nos pacientes humanos com LES, para além de um maior nimero de células T produtoras
de IL-17 (Crispin et al., 2008; Wong et al., 2008) verifica-se igualmente um aumento de
células T duplamente negativas (TDN) (CD4-CD8-), que estdo na origem de uma parte
significativa da IL-17 produzida no contexto desta doencga (Crispin et al., 2008).

A populagéo de células TDN aumentada nos ratinhos MRL/Ipr produz maiores quantidades
de IL-17 e esta contribui para o processo de nefrite. A medida que a doenca progride, 0s
linfécitos destes ratinhos expressam niveis cada vez mais elevados da citocina (Zhang et al.,
2009).

Considera-se que a formacao de células Th17 esta favorecida nos casos de SLE, ja que,
teoricamente, 0 ambiente que se gera € ideal para que tal ocorra — a IL-2, citocina capaz de
inibir o desenvolvimento das células Th17 e favorecer o das células Treg, esta diminuida e a
IL-6 e a IL-21, citocinas pro-inflamatérias, estdo aumentadas (Crispin & Tsokos, 2010; Yap &
Lai, 2010).

As concentracdes altas de IL-17 provavelmente contribuem para a mobilizacdo e activacdo
de neutrdfilos (Zhang et al., 2009) e células T e para a estimulagéo de células B (Crispin &
Tsokos, 2010). Adicionalmente, esta citocina estimula a producédo de diversos mediadores
inflamatorios (Korn et al., 2009). Apesar de ja se terem algumas nogdes, o papel da IL-17 na
patogénese do LES ainda néo foi totalmente determinado e torna-se necessério realizar

estudos mais aprofundados (Crispin & Tsokos, 2010). De referir também que, havendo ja
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evidéncias nesse sentido, a presenca de células Th1l7 ainda ndo estd formalmente definida
nos canideos (Day, 2009).

Intimamente relacionada com a IL-17 surge a IL-23, de tal modo que se considera que
ambas formam um eixo funcional que pode ter importancia nas doengas autoimunes (Yap &
Lai, 2010), incluindo no LES (Wong et al., 2008).

Em ratinhos, a manutencao e expanséo da populacdo de células Th17 depende em grande
parte da IL-23 e verificou-se que esta aumenta a expressédo da IL-17 nas células TDN e
aumenta o seu numero (Zhang et al., 2009). Assim, um eixo IL-23/IL-17 com uma actividade
aberrante pode contribuir para o desenvolvimento de nefrite em ratinhos (Zhang et al., 2009;
Yap & Lai, 2010).

A IL-23 ndo promove a diferenciacdo inicial em células Th17, mas parece ser essencial para
a expanséao destas (Wong et al.,, 2008; Korn et al., 2009) e pode servir para a difusdo e
estabilizacdo das suas respostas (Korn et al., 2009). Outros possiveis efeitos continuam por

determinar (Korn et al., 2009).

2.1.4.5-IFN-y

Os niveis de IFN-y, estdo aumentados nos pacientes com glomerulonefrite grave (Akahoshi
et al.,, 1999; Masutani et al., 2001). Nos ratinhos MRL/Ipr esta citocina tem um papel
dominante na patogénese da doenca; a sua presenca esta relacionada com a gravidade da
doenca e a sua auséncia com uma reducdo na glomerulonefrite (Peng, Moslehi & Craft,
1997; Balomenos, Rumold & Theofilopoulos, 1998; Schwarting et al., 1999). Em pacientes
com LES também ja foram detectadas mutacdes ao nivel dos receptores para o IFN-y e ha
alguns genotipos que sao considerados como factor de risco (Theofilopoulos et al, 2001).

O papel patogénico do IFN-y parece ter mais importancia na fase inicial da doenca (Peng,
Moslehi & Craft, 1997; Balomenos, Rumold & Theofilopoulos, 1998; Schwarting et al., 1999),
ja que a administracdo de anticorpos anti IFN-y ndo provocou melhoras em ratinhos mais
velhos e com a doencga num estado mais avancado (Theofilopoulos et al., 2001); quando o
protocolo foi aplicado em ratinhos jovens verificou-se que estes apresentavam maior
longevidade e uma reducdo nos parametros serolégicos e histolégicos da doenca
(Theofilopoulos et al., 2001).

2.1.4.6 — Factor de Necrose Tumoral a

Os niveis séricos de Factor de Necrose Tumoral (TNF) a em pacientes humanos com LES
estdo aumentados (Aringer & Smolen, 2003), mas o seu significado na patogénese do LES
continua rodeado de controvérsia, uma vez que ja se verificaram quer efeitos protectores,

guer efeitos prejudiciais em modelos de ratinhos (Yap & Lai, 2010).
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Estudos mais antigos efectuados em ratinhos NZB/W mostram uma deficiéncia na producao
desta citocina (Jacob & McDevitt, 1988", citado por Aringer & Smolen, 2003), facto que pode
iniciar um processo de autoimunidade semelhante ao do LES. Os animais nestas condi¢des
desenvolveram manifestac6es de doencga graves, ao contrario dos animais com um nivel de
TNF-a adequado, que mostraram uma actividade da doenca moderada (Kontoyiannis &
Kollias, 2000). Para além disso, a administracado terapéutica precoce de TNF nestes ratinhos
retardou o desenvolvimento de autoanticorpos e o aparecimento de nefrite (Jacob &
McDevitt, 1988, citado por Aringer & Smolen, 2003; Gordon, Ranges, Greenspan, & Wofsy,
1989).

Por outro lado, em ratinhos MRL/lpr observam-se niveis altos desta citocina, quer no soro
guer a nivel renal, que se relacionam com a gravidade da glomerulonefrite (Yokoyama, Kreft
& Kelley, 1995).

O TNF-a exerce influéncia directa nos linfécitos B, ao servir como factor de crescimento, e
pode também afecta-los através da capacidade que tem para induzir a producéo de IL-6
(Berghe, 2000). A estimulagdo com TNF resulta num maior grau de activagéo e proliferagédo
dos linfécitos T (Scheurich, Thoma, Ucer & Pfizenmaier, 1987; Zucali, Elfenbein, Barth &
Dinarello, 1987; Yokota, Geppert & Lipsky, 1988) e num aumento da producéo de IFN-y
(Scheurich et al., 1987). O TNF é também capaz de induzir a apoptose de linfécitos de
pacientes com LES in vitro (Aringer et al., 2002), o que pode estar relacionado com a taxa
aumentada de morte celular caracteristica desta doenca. Porém, e considerando que esta
citocina também é capaz de induzir a producdo de moléculas anti-apoptéticas, o seu papel

neste contexto ainda ndo esté determinado in vivo (Aringer & Smolen, 2003).

2.2 — Genética

Os esforgos que tém sido feitos para compreender a influéncia da genética no LES baseiam-
se na nocdo de que a susceptibilidade a esta doenca depende, em grande parte, da
predisposicdo genética que os individuos apresentam, o que é comprovado atraves de
diversos modelos de ratinhos (Kono & Theofilopoulos, 2006).

No Homem ja foi descrita uma associacdo entre o LES e alguns determinantes do CMH,
guer em termos de predisposi¢do para a doenga, quer em termos de protecgdo (Teichner et
al., 1990). Como tal, o CMH pode ser descrito como um aglomerado de genes envolvidos na
resposta imune a infecgfes, que esta associado a diversas doengas autoimunes, por ter um
papel essencial na apresentagcdo de antigénios self e ndo self ao sistema imunitario. O CMH
canino é chamado dog leucocyte antigen (DLA) e localiza-se no cromossoma 12 (Wagner et
al., 2003) e sabe-se ainda que as moléculas da classe | correspondem ao locus DLA-A e as

moléculas da classe Il ao locus DLA-B (Krumbacher, 1986; Teichner et al, 1990).

! Jacob, C.O. & McDevitt, H.O. (1988). Tumour necrosis factor-alpha in murine autoimmune “lupus” nephritis. Nature,
331(6154), 356-358.
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A seleccdo de animais com vista a obtencdo de determinadas caracteristicas fenotipicas
originou uma diminuicdo na diversidade genética; esta, por seu lado, promoveu uma
restricdo a nivel do polimorfismo do CMH, o que pode aumentar a susceptibilidade as
doencas autoimunes (Tizard, 2004; Gershwin, 2007). O mesmo se aplica aos animais de
ragas puras, que tém um pool genético mais restrito (Wagner, 2003).

Nos canideos ndo foram feitos estudos genéticos extensos no respeitante a origem da
doenca (Day, 1999; Snyder, 2007), mas a informacdo de que actualmente se dispde teve
origem em andlises de colonias de cdes com LES, feitas na ultima metade do século
passado.

A primeira destas coldnias foi estabelecida por Lewis e Schwartz (1971) em 1965 e baseou-
se na criacdo de trés linhagens consanguineas, duas com um progenitor saudavel e um
doente e outra com os dois progenitores afectados.

Na descendéncia destas linhagens, contrariamente ao que se verificou em populacdes
controlo, observaram-se varias anomalias seroldgicas, o gue aponta para a existéncia de um
mecanismo genético que regula a transmissao do LES; tendo em conta que a concordancia
entre os resultados esperados e o0s resultados obtidos nao foi absoluta, ndo se pds de parte
a hipotese de a transmisséo da doencga envolver igualmente mecanismos n&o genéticos.
Entre 1970 e 1980, Monier e colaboradores (1988) criaram uma coldnia a partir de dois

progenitores doentes (figura 4).

Figura 4 - Arvore genealdgica da colénia criada por Monier e colaboradores. Os circulos representam
as fémeas e os quadrados os machos; o preenchimento a preto indica presenca de sinais clinicos de
LES e de AAN e o preenchimento a cinzento indica presenca de AAN (adaptado de Monier et al.,
1988).
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Na geracdo F1 ndo se observaram sinais clinicos de doenca, mas estes surgiram na

geracdo F2 e, de um modo mais marcado, na geracdo F3. Dos 18 animais que compunham
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a colénia, 12 eram positivos relativamente a presenca de AAN; destes 12, 7 tinham
manifestacdes clinicas de LES, de diversos tipos e diferente gravidade.

Estas observacdes permitiram concluir que, provavelmente, a transmissdo genética da
doenca é complexa e envolve diversos genes, que terdo que estar presentes
simultaneamente para se observar sintomatologia grave.

Teichner et al (1990) realizaram um estudo que visou apenas Pastores Alemées e
verificaram que nos grupos de animais doentes predominava o alelo DLA-A7 e que o alelo
DLA-Al estava, comparativamente com a populagdo controlo, em menor propor¢cdo. Em
relacdo a classe Il, a Unica diferenca entre os animais doentes e os controlos foi uma
frequéncia reduzida do alelo DLA-B5 nos primeiros. Os riscos relativos obtidos para cada
alelo foram, respectivamente, 11,93, 0,06 e 0,05.

Na mesma investigacdo, tentou-se determinar uma possivel associacdo do LES com alelos
silenciosos do componente C4 do complemento, situacdo verificada nos humanos (Briggs,
Senaldo, Isenberg, Welsh & Vergani, 1991) mas esta ndo se comprovou.

Atentando aos ainda parcos conhecimentos no que respeita aos cées, had que ter em
consideracdo que os modelos de ratinhos podem dar algumas direc¢cdes para melhor
compreender o papel da genética na etiopatogénese do LES.

Estudos em diversas estirpes permitiram a identificacdo de mais de 100 loci que poderdo
estar associados com uma ou mais manifestagées de LES. Adicionalmente, ja se concluiu
gue a maior parte dos genes contribuem para uma parte minima da susceptibilidade total e
gue, confirmando a ideia apresentada por Monier e a sua equipa, para a doenca se
manifestar na totalidade, € necessaria a presenca de diversos genes (Kono &
Theofilopoulos, 2006).

Diversos procedimentos com ratinhos knockout permitiram perceber que a maioria dos
genes identificados esta relacionada com a regulacao das células T e B, com a apoptose ou
com a eliminacdo dos seus residuos, o que é consistente com o modelo actualmente aceite

para a explicacédo do LES (Kono & Theofilopoulos, 2006).

2.3 — Factores externos

Apesar de, como referido anteriormente, os factores genéticos poderem criar uma
predisposicdo para o LES, a influéncia dos factores externos ndo deve ser posta de parte
(Mok & Lau, 2003).

2.3.1 — Radiagéao ultravioleta

A influéncia da luz solar no desenvolvimento e exacerbacdo da doenca € conhecida nos
animais domésticos (Snyder, 2007). A radiag&o ultravioleta (UV) pode actuar de diversas
formas, sendo uma delas a alteracdo das propriedades do ADN e de outros antigénios

nucleares a nivel dos queratindcitos, com aumento do poder imunogénico destas moléculas
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(Mok & Lau, 2003). Ja foi também demonstrado que os raios UV induzem a apoptose dos
queratinécitos (Mok & Lau, 2003) e a exposi¢do de antigénios nucleares a sua superficie
(Scott et al., 2001; Hargis & Ginn, 2007). Consequentemente ocorrerd chamada de
autoanticorpos ao local e ligagdo destes aos queratinécitos, com indugéo de citotoxicidade
mediada por anticorpos e libertacdo de diversas citocinas, nomeadamente IL-1, IL-6 e TNF-a
(Scott et al., 2001). Outra das influéncias da luz UV passa pela inducdo da hiperexpresséo
da ICAM-1 (Scott et al., 2001), que tem influéncia no trafego de linfécitos para o local (Hargis
& Ginn, 2007).

2.3.2 — Agentes infecciosos

A possibilidade da existéncia de um factor infeccioso na transmissao da doenca, suspeita ha
muito levantada, também tem sido estudada. A corroborar esta hipétese esta o facto de a
injeccao intraperitoneal de filtrados livres de células provenientes de animais com pais com
LES em cachorros e ratinhos recém-nascidos ser capaz de originar a formacdo de AAN
(Lewis et al., 1973). Em humanos ja se verificou que os técnicos de laboratério que
manipulam amostras sanguineas de pacientes com LES tém maior frequéncia de
autoanticorpos, o que também vai de encontro a ideia de um factor infeccioso (Zambinsky,
Messner & Mandel, 19892, citado por Powell & Jones, 1992).

Para melhor compreender esta hipétese, tém sido efectuados diversos trabalhos a nivel da
relacdo cdo-Homem, ja que, se de facto a existéncia de um agente ou de um factor
ambiental comum for uma realidade, é de esperar que exista uma incidéncia maior de LES
em cades de donos doentes. Porém, Kristensen et al. (1979) referem que ndo foram
encontradas diferencas em termos clinicos ou laboratoriais entre animais de donos com LES
e animais de donos saudaveis e Reinertsen et al. (1980) relatam que a exposi¢do a doenca
canina nao tem efeitos nos humanos. Por outro lado, ja se verificaram resultados opostos.
Chiou et al. (2004) encontraram uma correlacéo entre o contacto com pacientes humanos e
uma maior incidéncia de AAN em cées, suportando os resultados obtidos anteriormente por
Jones, Hopkinson e Powell (1992), que observaram uma maior quantidade de anticorpos
anti-ADN em céaes de donos doentes. O trabalho de Chiou et al. refere ainda que os titulos
mais altos de AAN foram detectados nos animais que estavam com os donos ha mais
tempo. Ainda que para se tirarem conclus@es definitivas seja necesséria uma investigacéo
mais intensiva neste campo, ha dados que sugerem que o contacto de cdes com donos com
LES aumenta o risco de contrair a doencga ou uma doencga semelhante (Chiou et al., 2004).
Nos cées j4 se correlacionou a presenca de um retrovirus que apresenta reactividade
cruzada para um antigénio linfocitario com o desenvolvimento da doenca (Quimby et al.,

1978) e nos humanos h4d uma correlacdo entre o LES e o virus Epstein-Barr, também

2 Zambinski, M., Messner, R. & Mandel, J. (1989). Anti-DNA antibodies in technicians handling lupus blood 1-S25. Cincinati,
Ohio, USA: American College of Rheumatology.

31



causada por mimetismo molecular (Agmon-Levin, Blank, Paz & Shoenfeld, 2009). Ainda na
doenca humana, ja foram igualmente implicados um parvovirus e alguns agentes

bacterianos (Agmon-Levin et al., 2009).

2.3.3 - Vacinacao

O papel da vacinacdo na autoimunidade tem igualmente despertado curiosidade, ja que é
possivel que possa desencadear processos autoimunes em individuos geneticamente
susceptiveis de um modo semelhante ao das infec¢des (Toplak & Avcin, 2009).

Em cées ja foi detectada uma relacdo entre a vacinacdo e o aparecimento de anemia
hemolitica imuno-mediada (Duval & Giger, 1996) e existem referéncias a um caso de LES
gue terd surgido devido a administracdo de uma vacina viva modificada que continha
antigénios dos virus da esgana, da hepatite, da parainfluenza e da parvovirose (Scott et al.,
2001). No entanto, em relacdo ao aparecimento de autoanticorpos ndo existem provas
concretas e sabe-se apenas que existem vacinas capazes de originar a produgéao transiente
destes em seres humanos (Toplak & Avcin, 2009). Ainda é bastante incerto o significado
gue este facto pode ter e, caso ocorra, 0 aparecimento de uma doenca autoimune causada

pela vacinagéo sera, provavelmente, uma situagdo rara (Tizard, 2004).

2.3.4 - Farmacos

Suspeita-se que a exposi¢do a determinados farmacos tenha um papel no desenvolvimento
da doenca (Snyder, 2007).

Nos humanos esta situacdo esta caracterizada com maior detalhe e reconhece-se a
influéncia, por exemplo, da hidralazina, da procainamida e da penicilamina, substancias
capazes de provocar uma sindrome semelhante ao lGpus (Mok & Lau, 2003). O fumo do
tabaco, por conter hidrazina (molécula também presente na hidralazina), pode igualmente
ter um papel importante (Mok & Lau, 2003).Também os 3 bloqueadores, a sulfasalazina, a
griseofulvina, a ciprofloxacina, a estreptomicina, a penicilina e a tetraciclina, entre outros,
poderdo estar envolvidos no aparecimento do LES em humanos (Berent & Cerundolo,
2005). Os sinais clinicos e laboratoriais normalmente desaparecem quando o tratamento é
descontinuado (Pedersen, 1999).

J& se verificou 0 aparecimento de LES em gatos cronicamente tratados com propiltiouracil,
mas ndo existem descrigbes de lUpus induzido por farmacos (LIF) em cées (Pedersen,
1999).
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3 — Prevaléncia

Um estudo realizado hé cerca de trés décadas (Scott, Walton, Manning, Smith & Lewis,
1983°, citado por Chiou et al., 2004) demonstrou que a prevaléncia de LES canino nos
Estados Unidos da América era de 0,027% (27 casos em cada 100 000 canideos) e desde
entdo ndo tém sido realizados estudos no sentido de actualizar estes dados. Apesar de
serem 0s Unicos valores disponiveis ha que considerar que, no periodo que decorreu entre a
altura do referido estudo e os dias de hoje, se introduziram critérios de diagndstico mais
actualizados e sensiveis, 0 que levanta a possibilidade de os niumeros reais serem mais
elevados (Chiou et al., 2004).

O LES foi descrito em diversas espécies de mamiferos, incluindo humanos e outros
primatas, ratinhos, que servem como modelos experimentais para estudos sobre a etiologia,
desenvolvimento e tratamento da doenca, cdes (Lewis et al.,, 1965;), gatos (Lusson,
Billiemaz & Chabanne, 1999), cavalos (Geor, Clark, Hines & Napier, 1990) e também em
espécies poiquilotérmicas (Fredric & Frye, 1976).

Apesar de no Homem se notar uma predisposi¢do por parte dos individuos do sexo feminino
com um récio de 9:1 em relagdo aos individuos do sexo masculino (Cohen-Solal et al.,
2006), a maior parte dos investigadores concorda que nos caes 0 género ndo € um factor de
risco (Jones, 1993; Chiou et al., 2004; Stull, Evason, Carr & Waldner, 2008). Contudo, os
estudos realizados por Fournel e colaboradores (1992) apontam para que o LES seja mais
frequente nos machos, tendo sido verificado que 68% dos animais afectados eram do sexo
masculino, o que corresponde a um racio de 7:3.

Dados relativos a predisposicdo de determinadas racas sao algo escassos, uma vez que a
relacdo entre a incidéncia racica e as populagfes clinicas de base ndo tem sido sujeita a
uma analise extensa (Chabanne et al., 1999a). Também nédo deve ser descurada a hip6tese
de determinadas racas mais populares estarem sobre-representadas, 0 que faz com que
seja dificil afirmar que se trata de facto de racas predispostas (Jones, 1993).

Apesar destes factos, Fournel e colaboradores (1992) referem como raca mais afectada o
Pastor Alemdo (46,7% dos casos), opinido corroborada pelas investigagbes de Stull e
equipa (2008), que relatam um valor de 24%. Entre as ragas apontadas como mais atingidas
encontram-se também o Pastor de Shetland, o Galgo Afegao, o Poodle, o Beagle, o Setter
Irlandés, o Bobtail (Tizard, 2004; Snyder, 2007) e o Collie (Cannon, 2007; Gershwin, 2010).
As racas miniatura e gigantes raramente séo afectadas (Fournel et al., 1992).

Em termos de idade, o paciente tipico € um animal com cerca de 5 anos de idade (6 meses
a 13 anos) (Fournel et al., 1992), mas h& que considerar que existird certamente uma
diferenca temporal entre o inicio da doenga e 0 momento em que o diagndstico é feito
(Chabanne et al., 1999a).

3 Scott, D.W., Walton, D.K., Manning, T.O., Smith, C.A. & Lewis, R.M. (1983). Canine systemic lupus erythematosus. I.
Systemic lupus erythematosus. Journal of the American Animal Hospital Association, 19, 461-479.
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4 — Sinais clinicos e laboratoriais

De um modo idéntico a doenga humana, o lipus canino alterna periodos de remissdo com
periodos de recaida (Chabanne et al., 1999a; Chiou et al., 2004). Ocasionalmente pode
surgir como uma doenca subaguda (Fournel et al., 1992).

Em contraste com o que se observa a nivel dos AAN, as manifestagfes clinicas de LES
canino sdo muito semelhantes as observadas nos pacientes humanos (Monestier et al.,
1995).

Aquando da sua descricdo original, o LES canino foi caracterizado principalmente por
alteracbes hematolégicas, nomeadamente anemia hemolitica e trombocitopénia (Lewis et
al., 1965) mas desde entdo o seu perfil jA sofreu algumas alteragcdes (Chabanne et al.,
1999a). Actualmente sabe-se que as suas manifestacdes clinicas e laboratoriais séo
diversas e a frequéncia com que aparecem bastante variada (Chabanne et al., 1995b)
(tabela 6).

Tabela 6 - Manifestagfes clinicas e laboratoriais de LES em canideos (frequéncia relativa, n=75)
(adaptado de Fournel et al., 1992).

Sinal clinico Animais afectados
Febre 100
Poliartrite ndo erosiva 91
Envolvimento renal 65
Lesbes mucocutaneas 60
Ulceras bucais 11
Linfadenomegalia e/ ou esplenomegdlia 50
Miosite 8
Pleuropericardite 8
Envolvimento do Sistema Nervoso Central 1,6
Polineurite 1,3
Pneumonia 3
Anemia hemolitica 13
Trombocitopénia 4
Leucocitose 31
Leucopénia 20
Linfopénia 11

Estes sintomas ndo surgem necessariamente de um modo concomitante, mas sim de uma

forma sucessiva com o evoluir da doenca (Chabanne et al., 1995b; Chabanne et al., 1999a).
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De uma forma geral, considera-se que a presenca simultanea de trés ou mais sinais ocorre
apenas em casos de doenca avancada e com um mau prognostico (Chabanne et al.,
1999a).0 estado geral dos animais altera-se a medida que a doenca progride e verifica-se a
instalacdo de uma astenia persistente e a presenca de temperaturas elevadas, com picos de
febre superiores a 40°C (Chabanne et al., 1995b).

A poliartrite (figura 5) é um sintoma muito frequente e geralmente o primeiro a aparecer
(Fournel et al., 1992; Chabanne et al., 1995b) e os animais manifestam-na através de
letargia, rigidez e dificuldades em se levantarem ou em manterem a estagéo (Stull et al.,
2008).

Por vezes também é patente uma locomogéo dificil ou uma troca constante de peso de um

membro para o outro (Chabanne et al., 1999a).

Figura 5 - Poliartrite com tumefaccdo articular num cdo com LES (Chabanne et al., 1995b, com
autorizacao).

Esta artrite caracteriza-se por ser ndo erosiva e, como tal, ndo se traduz por lesdes
radiolégicas (Chabanne et al., 1995b). Sdo afectadas principalmente as articulacdes
intervertebrais, as carpicas, as tarsicas e, numa fase mais avancada da doenca, a
articulagéo temporo-mandibular (Chabanne et al., 1995b; Chabanne et al., 1999a).

A analise do liquido sinovial mostra algumas alteragfes. Em situa¢cdes normais, as células
predominantes séo linfécitos e macréfagos (Sellon, 2007) e os neutrofilos sdo responsaveis
por apenas 5-6% da populacédo celular (Matos, 2008). Em casos de artrite devida a causa
imunomediada nota-se um aumento na percentagem de neutréfilos (Sellon, 2007; Matos,
2008), que pode variar entre os 15 e os 95%, mas ficando a morfologia preservada, ou seja,
sem sinais de degenerescéncia (Matos, 2008). O volume de fluido aumenta e a aparéncia
altera-se, deixando o fluido de ser transparente e passando a apresentar uma turvacao leve
a moderada (Matos, 2008).
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Os sintomas dermatoldgicos sao frequentes e podem ser 0s primeiros a surgir caso 0S
animais vivam em regides solarengas (Chabanne et al., 1995b). Normalmente caracterizam-
se por fotossensibilidade em localizacdes especificas, que correspondem as areas mais
expostas a luz solar, como a regido dorsal dos membros anteriores e a face, ou mais
glabras, como as axilas, a regido inguinal ou o abdomen (Chabanne et al., 1999a).

As lesdes cutaneas séo pleomorficas e podem incluir alopécia difusa ou localizada, com ou
sem dermatite, lesdes eritematosas, ulcerativas (figura 6) ou vesiculares, descamacéo,
formacé&o de crostas (figura 7), ocasionalmente hiperqueratose ou despigmentacéo (Fournel
et al., 1992; Chabanne et al., 1995b; Olivry et al., 1999).

As Ulceras bucais e faringeas parecem ser menos frequentes em comparacdo com a
doenca humana e passam mais despercebidas. Quando se observam, por norma sao
extensas e bastante sugestivas de LES (Chabanne et al., 1995b). Por vezes é também

detectado edema facial (Fournel et al., 1992).

Figura 6 - Eritema e ulcerag&o nas regides inguinal e escrotal de um cdo com LES (Chabanne et

al.,1999a*, com autorizacao).

Figura 7 - Crostas na orelha e no focinho de um Pastor Alem&o com LES (Chabanne et al., 1999a*,
com autorizagao).

4Copyright 1999 Veterinary Learning Systems, Yardley, Pennsylvania
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A patologia renal é frequente e constante nos casos em que a doenca esta mais evoluida
(Fournel et al., 1992; Chabanne et al., 1995b) e € importante para o progndstico da doenca,
ja que pode ser fatal (Fournel et al., 1992; Chabanne et al., 1999a; Hawke, Painter, Kirwan,
van Driel & Baxter, 2003). Caracteriza-se por uma glomerulonefrite, que se traduz
normalmente por proteindria superior a 0,5g/L e, por vezes, microhematuria; a associa¢ao a
sindrome nefrético ocorre em casos raros (Chabanne et al., 1995b). Fournel et al. (1992)
referem a presenca de proteinaria com valores geralmente superiores a 1g/L.

As lesdes renais envolvem o glomérulo, os capilares e a membrana basal dos tubulos renais
e a glomerulonefrite tem uma gravidade variada, desde alteracbes mesangiais ligeiras a
lesBes proliferativas difusas (Chabanne et al., 1999a; Snyder, 2007).

A linfadenomegdlia e a esplenomegdlia sdo encontradas com muita frequéncia,
principalmente a primeira, que tem tendéncia a acompanhar a poliartrite quando esta se
generaliza (Chabanne et al., 1995b).

As inflamagdes das serosas, a pneumonia e as alteracdes do sistema nervoso central séo
pouco frequentes (Fournel et al., 1992).

Eventualmente poderdo surgir leses oculares, como uveite ou corioretinite (Berent &
Cerundolo, 2005).

Ocorréncias esporadicas da presenca simultdnea de LES e outras doengas ja foram
igualmente registadas. Tal € o caso de um canideo no qual se detectou lipus e necrose da
medula 6ssea (Felchle, McPhee, Kerr & Houston, 1996). Sendo ambas doencas bastante
infrequentes, é de considerar que possa existir uma associacao entre as duas (Felchle et al.,
1996). Esta hip6tese é apoiada pela atribuicdo de um papel, a nivel experimental, aos
complexos imunes no mecanismo que leva a falha da microcirculacdo medular (Weiss,
Armstrong & Reimann, 1985). Seria, portanto, possivel que os complexos imunes circulantes
originassem vasculite a nivel da medula 6ssea e consequente necrose; neste caso
especifico, o facto de a mielonecrose apresentar uma natureza transiente e melhoria quando
sob a influéncia de terapia imunosupressora levanta a suspeita de uma etiologia
imunomediada (Felchle et al., 1996).

Ja foi detectado um caso de LES canino e bloqueio atrio-ventricular completo concomitante;
a causa apontada para o bloqueio prende-se com a destruicdo imunomediada dos tecidos
cardiacos (Malik, Zunino & Hunt, 2003).

Em relacdo as analises sanguineas, pode encontrar-se uma anemia hemolitica, geralmente
acompanhada por um teste de Coombs positivo (Chabanne et al., 1999a). Porém, nem
todos os casos de LES tém este tipo de anemia; alguns apresentam uma anemia n&o
regenerativa de doenca crénica (Day, 1999).

Pode também estar presente uma trombocitopénia (Chabanne et al., 1999a), que se
apresenta normalmente sob a forma de petéquias e equimoses da pele e das membranas

mucosas (Pugliese et al., 2007).
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Em cerca de 31% dos casos de LES, Fournel et al. (1992) observaram leucocitose e, mais
raramente, leucopénia e linfopénia.

Para além da associacdo da presenca de linfopénia com a fase aguda da doenca, ja foi
demonstrada nos cdes uma modificagao a nivel dos linfocitos T circulantes (Chabanne et al.,
1995a). Nos animais com LES verificou-se que a populagéo de células CD8+ esta diminuida
em numeros absolutos e percentualmente, facto que se relaciona directamente com a
gravidade da doenca. J& as células CD4+, apesar de terem um namero absoluto inferior ao
normal, estdo presentes em maior percentagem (Chabanne et al., 1999a). Verifica-se entdo
qgue ha um desequilibrio a nivel do racio CD4+:CD8+, sendo este maior nos caes com LES
activo (Chabanne et al., 1999a) mas passivel de ser corrigido com a instituicdo do
tratamento (Chabanne et al., 1995a). A causa subjacente a diminui¢do dos linfécitos T pode
corresponder ao aparecimento de anticorpos a eles dirigidos (Monier et al., 1988).

A nivel das proteinas pode verificar-se hipoalbuminémia e hiperglobulinémia, a Gltima devida
a uma gamapatia policlonal (Berent & Cerundolo, 2005), o que pode resultar num aumento

do valor das proteinas totais (Dunn, 1998).

5 — Diagndéstico

Esta doenca multissistémica, com as suas numerosas manifestacdes clinicas, curso variavel
e periodos de dorméncia, € um desafio em termos de diagnéstico (Chabanne, Fournel, Rigal
& Monier, 1999b).

Considerando o tipo de sinais que foi acima referido, poderéo ser feitos diversos exames
complementares que podem ajudar a orientar o diagndstico, apesar de nao haver um teste
completamente especifico para a doenca.

Os resultados hematol6gicos ndo sdo exclusivamente caracteristicos de LES, mas em
animais suspeitos que apresentem anemia e/ou trombocitopénia poderdo ser feitos o teste
de Coombs directo para avaliar a presenca de anticorpos anti-hemécia e testes para
determinar a existéncia de anticorpos anti-plaquetas (Dunn, 1998).

Se existirem sinais de doenca renal poderdo ser feitas uma urinalise ou, eventualmente,
uma bidpsia renal; em casos com evidéncias de poliartrite podera ser feita uma analise do
fluido sinovial ou uma radiografia (Dunn, 1998; Berent & Cerundolo, 2005). Ainda nos
exames imagiologicos, uma ecografia abdominal podera revelar a presenca de
esplenomegdlia ou linfadenopatia e eventuais efusdes pericardicas e sinais de pleurite
poderdo ser revelados por uma radiografia toracica (Berent & Cerundolo, 2005).

Existem, no entanto, determinados testes, exames e critérios de diagnéstico que poderao
dar indicacbes mais precisas em casos suspeitos de lUpus; estes serdo brevemente

descritos de seguida.
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5.1 - Corpos LES e Células LE

A observacao de células LE por Hargraves em 1948 levou ao desenvolvimento do primeiro
teste laboratorial para o diagnostico de LES — o teste das células LE (Kavanaugh, Tomar,
Reveille, Solomon & Hoburger, 2000; Keren, 2000).

A formacdo dos corpos LE ou corpos de hematoxilina ocorre quando os AAN se ligam a
material nuclear proveniente de células degeneradas, produzindo-se estruturas
arredondadas ou ovais (Tizard, 2004). Estas formac¢Oes séo frequentemente encontradas
em diversos 6rgaos dos pacientes com LES, como é o caso da pele, dos linfonodos, dos rins
ou do coragéo (Tizard, 2004; Snyder, 2007).

O material nuclear pode ser opsonizado e fagocitado por um macréfago ou um neutréfilo,
levando a formacédo de uma célula LE (figura 8) (Snyder, 2007). Apesar de poder ocorrer na
medula éssea (Tizard, 2004; Snyder, 2007) e no fluido sinovial (Sellon, 2007; Matos, 2008),
o fendbmeno ndo é muito frequente in vivo e, se o objectivo for usar a presenca destas
células como teste para o diagnostico de LES, normalmente a sua produgdo tem que ser
efectuada in vitro (Tizard, 2004).

Este teste consiste em colher uma amostra de sangue periférico, danificar as células (com,
por exemplo, esferas de vidro) e de seguida incubar a amostra. Nas amostras em que
estejam presentes AAN estes reagirdo com 0s componentes nucleares, formando-se assim
células LE (Keren, 2000).

Figura 8 - Duas células LE (setas) de um cdo com LES (Tizard, 2004°, com autorizag&o)

Apesar de a sua utilidade ter sido declarada na altura em que surgiu, rapidamente se

percebeu que o teste ndo era absolutamente sensivel ou especifico (Kavanaugh et al.,

® This figure was published in Veterinary Immunology — an introduction, lan R. Tizard, “The systemic immunological diseases”,
page no. 401, Copyright Elsevier (2004).
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2000), obtendo-se um resultado positivo em apenas 50% dos pacientes humanos (Keren,
2000).

Depois de se ter reconhecido que o fendbmeno das células LE ocorre porque existem
anticorpos para antigénios nucleares foi possivel desenvolver testes para os detectar
através de imunofluorescéncia. Estas técnicas permitem um resultado mais fidedigno, ja que
se revelaram mais sensiveis (Kavanaugh et al., 2000).

O teste das células LE foi descrito como um método de diagnéstico definitivo de LES canino
nas referéncias iniciais & doenca (Lewis et al., 1965) mas actualmente, tal como acontece na
Medicina humana, é considerado obsoleto e pouco fidvel, por apresentar uma alta incidéncia
de falsos negativos e positivos (Tizard, 2004). Hoje em dia, a importancia deste teste é mais
evidente a nivel histérico, tendo ja sido substituido pelos testes de imunofluorescéncia
(Jones, 1993; Pedersen, 1999).

5.2 - Teste de AAN

Os AAN sao considerados a base essencial do diagndstico biolégico de LES em todas as
espécies (Chabanne et al., 1995b).

Na Medicina humana existem diversos tipos de teste de AAN, cada um com uma
interpretacdo diferente. Na Medicina Veterinaria, pelo contrario, 0 mais comum é usarem-se
apenas testes nao especificos (Cohn, 2005).

Actualmente a técnica mais vulgarmente empregue na deteccdo de AAN é a
imunofluorescéncia indirecta (IFI) (Hansson & Karlsson-Parra, 1999; Paul et al., 2005;
Prélaud, 2008). O teste é feito utilizando um substrato nuclear como fonte de material
antigénico e a ligacdo de AAN a este é revelada através da incuba¢cdo com um anti-soro
espécie-especifico, conjugado com um componente fluorescente (Cohn, 2005). A amostra é
inicialmente testada a uma diluicdo baixa e, se for positiva, sdo feitas diluicbes seriadas que
permitirdo estabelecer o titulo (Dunn, 1998).

A importancia do substrato utilizado é bastante evidente (Hansson, Trowald-Wigh &
Karlsson-Parra, 1996; Hansson & Karlsson-Parra, 1999). Inicialmente comegaram por ser
usadas secc¢les de o6rgdos de roedor, principalmente figado e rim, mas a mudanca para a
linha celular human epithelial 2 (HEp-2) permitiu aumentar a sensibilidade e a especificidade
do teste (Kavanaugh et al., 2000; Keren, 2000). Estas ndo s&o, porém, as Unicas vantagens.
Depois de sujeita ao teste, a amostra € analisada através de microscopia de fluorescéncia e
€ possivel discernir diferentes padrdes de fluorescéncia (Hansson-Hamlin, Lillieh6ok &
Trowald-Wigh 2006) — homogéneo ou difuso, periférico, reticulado ou nodular e nucleolar
(Dunn, 1998). No Homem ja se demonstrou que, apesar de as correlacdes ndo serem
absolutas, diferentes padrdes estdo associados a diferentes reactividades por parte dos
autoanticorpos (Bell, Hughes, Bennett & Bari, 1997) e diferentes reactividades estéo

associadas a diferentes manifestac6es clinicas (Jones, 1993) e a doencas autoimunes
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especificas (von Miuhlen & Tan, 1995; Paul et al., 2005). Nos canideos, a semelhanca desta
situagdo, o padréo obtido por IFI também pode ser um auxiliar no respeitante ao diagnoéstico
de diferentes doengas e & melhor compreenséo do LES (Bell et al., 1997).

Hansson et al. (1996) realizaram um estudo que pretendia comparar figado de roedor e a
linha HEp-2 enquanto substratos para a deteccdo de AAN em soros caninos. Foi possivel
perceber que o figado de roedor ndo permite que os padrées de imunofluorescéncia sejam
claramente distinguidos, ao contrario da linha HEp-2, que ndo so6 possibilitou uma distin¢ao
facil e consistente, como também permitiu separar 0s soros positivos em dois grupos, de
acordo com a reactividade nas zonas cromossomicas.

O figado de roedor apresenta ainda uma especificidade menor, jA que foi detectado um
grande namero de soros de animais saudaveis positivos a baixa diluicdo, situacdo que nao
ocorreu quando se utilizou a linha HEp-2; como tal, considera-se que, quando se usa figado
de roedor como substrato, para o resultado positivo ser considerado significativo é
necessario que se verifigue positividade a uma diluigdo minima de 1/100 (Hansson et al.,
1996).

Os padrdes mais comummente detectados em soros caninos sdo o homogéneo (figura 9) e
o reticulado (figura 10), sendo que alguns autores detectaram com maior frequéncia o
primeiro (Chabanne et al., 1999a) e outros o segundo (Thoren-Tolling et al., 1991; Monier et
al., 1992; Bell et al., 1997; Hansson-Hamlin et al., 2006).

Figura 9 - Teste IFI positivo em HEp-2 a mostrar a presenca de AAN com padrdo homogéneo num
soro de um céo com LES (Gershwin, 2007, com autorizacéo).
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Figura 10 — Teste IFI positivo em HEp-2 a mostrar a presenca de AAN com padréo reticulado num céo
com LES; ampliacédo x 40 (Chabanne et al., 1995b, com autorizacao).

Nos canideos, tal como nos humanos, a medida que novas especificidades de AAN véao
sendo caracterizadas, foi surgindo a nocdo de que determinadas doencas autoimunes
poderdo estar associadas com certos perfis de autoanticorpos (Hansson & Karlsson-Parra,
1999). Porém, este assunto ainda nao foi muito aprofundado e a informacdo em relacéo ao
significado dos diferentes autoanticorpos e padrdes nas doencas imunomediadas ainda é
bastante escassa (Paul et al., 2005). Para além disso, ja foi demonstrado que os padrdes
observados no soro canino podem variar com a diluicdo deste (Schubert, Keller & Leibold,
1992° citado por Bell et al., 1997) e existem investigadores que acreditam que o padrdo
observado depende em grande parte do tratamento prévio dado as células (Tizard, 2004), o
gue origina mais dificuldades na sua interpretacao.

Thoren-Tolling e Ryden (1991) desenvolveram um estudo em Pastores Alemdes com
sintomatologia semelhante a do llpus e constataram que a presenca de antigénios
histénicos e de ANE (RNP e Sm) se relacionava com o padréo reticulado. No entanto, nao
foi possivel descortinar uma relacdo entre a sintomatologia e a especificidade dos
anticorpos. Fournel et al. (1992) verificaram que os anticorpos anti-T1 e anti-T2
correspondem a um padrao reticulonodular e que o padrdo homogéneo normalmente condiz
com anticorpos para complexos ADN-histona.

No seguimento do estudo realizado em 1996, Hansson e Karlsson-Parra (1999) notaram
que a reactividade cromossdmica estava presente apenas em soros que apresentassem um
padrao homogéneo; ja anteriormente tinha sido constatado que os soros com reactividade
cromossOmica geralmente contém anticorpos anti-histona (Monestier et al., 1995). Verificou-
se igualmente a auséncia de quaisquer correlacdes entre determinados sinais clinicos e
padrdes de imunofluorescéncia especificos, mas foi colocada a hipétese de que, a

semelhanc¢a do que acontece no Homem, as doengas autoimunes sistémicas dos canideos

6 Scubert, H.J., Koller, L. & Leibold, W. (1992). Different pattern of canine antinuclear antibodies on western blots. In
Proceedings of the 3" International Veterinary Symposium, Budapest, Hungary.
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estejam interligadas entre si, com diversas manifestacdes clinicas sobreponiveis, o que
dificultaria a separacdo em grupos distintos (Hansson & Karlsson-Parra, 1999).

Mais recentemente (Hansson-Hamlin et al., 2006) mostrou-se que nos animais que
apresentam um padrédo de imunofluorescéncia homogéneo estdo presentes sinais clinicos
relacionados com diversos sistemas organicos — alteragdes musculo-esqueléticas, anemia,
febre, polidria e polidipsia, dermatopatia, convulsGes, entre outros. Pelo contrario, nos
animais com padrdo reticulado, notam-se principalmente alteracdes musculo-esqueléticas,
letargia e febre. Este estudo sugere que um padrdo homogéneo leva a um diagndstico
provavel de LES, quer pela variedade observada nos sinais clinicos, quer pelo facto de na
doenca humana se encontrarem frequentemente autoanticorpos com reactividade para os
cromossomas (von Mihlen & Tan, 1995). O padréo reticulado, por outro lado, indicaria
doencas autoimunes semelhantes aos LES, nocdo que ainda ndo estd muito estabelecida
em Medicina Veterinaria (Hansson-Hamlin et al., 2006).

Desde cedo se percebeu que os AAN caninos tém uma especificidade antigénica
heterogénea (Shull et al., 1983), o que origina frequentemente padrées combinados. Ainda
ndo sdo evidentes relacdes claras entre reactividades, padrdoes e sintomatologia e s&o
necessarias investigacdes adicionais que possam levar a um melhor entendimento desta
area (Hansson et al., 1996)

Os testes para determinar a presenca de AAN séo sensiveis mas nao sao 100% especificos
(Gershwin, 2010) e devem ser sempre interpretados no contexto clinico (Kavanaugh et al.,
2000).

5.3 - Critérios de diagndstico

Como nédo existem testes laboratoriais completamente especificos, o diagnéstico definitivo
de LES é baseado em critérios aceites e ndo em alteragcbes patognomaonicas (Snyder,
2007).

Existem diversos esquemas propostos, ja que as apresentacdes clinicas sédo variadas e as
opinides sobre que sinais poderdo ser usados como critérios fidveis também. Um dos
esquemas pressupde que os sinais podem ser divididos em “maiores” e “menores”, de
acordo com a frequéncia com que surgem (tabela 7). Como nenhum dos sinais referidos é
especifico de LES, uma combinacdo com testes seroldgicos positivos facilita o diagnéstico
(Dunn, 1998).

Um dos modos de interpretacao mais utilizados prop8e que o diagnostico definitivo seja feito
guando se verifica a presenca de AAN e dois sinais maiores ou um maior e dois menores,
sendo o diagndstico provavel quando existem AAN e um sinal maior ou dois menores
(Gorman & Werner, 1986/, citado por Dunn, 1998).

! Gorman, N.T. & Werner, L.L. (1986). Immune-mediated diseases of the dog and cat I: Basic concepts of the immune-
mediated diseases. British Veterinary Journal, 142, 395-402.
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Tabela 7 - Sinais maiores e menores utilizados no diagndstico de LES canino.

Sinais maiores

Sinais menores

Poliartrite
Glomerulonefriite
Dermatopatia
Anomalias hematoldgicas
(anemia, trombocitopénia,

leucopénia)

Polimiosite
Pericardite/ miocardite
Pleurite
Linfadenopatia generalizada
Ulceras orais
Sinais nervosos

Sinais gastrointestinais

Hoje em dia o esquema mais usado é o proposto em 1982 pela Associacdo Americana de

Reumatologia (AAR) (Anexo |), adaptado para o cdo, que apresenta 11 critérios clinicos e
imunolégicos (Chabanne et al., 1995b, Chabanne et al., 1999b) (tabela 8).

As principais alteragbes efectuadas ao esquema da doenca humana sdo ao nivel do 10°

critério. Os anticorpos anti-ADN, que, como ja referido anteriormente, sdo raros na doenca

canina, devem ser substituidos por anticorpos anti-histona e devem também ser incluidos os
anti-Sm e os anti-T1 (Chabanne et al., 1999b).

Tabela 8 - Critérios para o diagnéstico de LES canino, adaptados dos critérios da AAR para a doenga
humana (adaptado de Chabanne et al., 1999hb).

Critério

Definicéo

1. Eritema
2. LUpus cutaneo

3. Fotossensibilidade

4. Ulceras orais

5. Artrite

6. Serosite

7. Doenca renal

Vermelhiddo em areas de pele fina ou glabra
Despigmentacao, eritema, erosdes, Ulceras, crostas e
descamacéo, afectando principalmente a face
Agravamento das lesdes por exposicao a luz solar
Ulceras na boca ou faringe, normalmente indolores
Artrite ndo erosiva, envolvendo duas ou mais articulacbes
periféricas, caracterizada principalmente por dor durante os
movimentos (flexdo-extenséo forcada progressiva);
tumefaccéo e derrame normalmente pouco marcados
Presenca de um derrame cavitério inflamatorio asséptico
(pleurite ou pericardite)

a) Proteinuaria persistente (> 0,5 g/L ou 3+) ou b) cilindrdria

ou hematuria microscopica ou hemoglobindria
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Tabela 8 (cont.) - Critérios para o diagnostico de LES canino, adaptados dos critérios da AAR para a
doenca humana (adaptado de Chabanne et al., 1999b).

8. Alteracdes neurolégicas Na auséncia de farmacos convulsionantes ou alteracées
metabdlicas: a) convulsdes ou b) psicose

a) anemia hemolitica com reticulocitose ou b) leucopénia

9. Alteracdes hematoldgicas (<3000/ mm? ou c) linfopénia (<1000/ mm?) ou d)
trombocitopénia (< 100000/ mm?®)
a) Anticorpos anti-histona ou b) anticorpos anti-Sm ou c)
10. Alterag6es imunoldgicas anticorpos anti-T1 ou d) alteragbes nas populacdes de
células T (< 200 CD8+/mm?® ou CD4+:CD8+ > 4.0)
Titulo anormal de AAN na auséncia de farmacos associados

11. AAN 3
com a Sua formagao

Seguindo esta lista, um diagnéstico definitivo de LES estard estabelecido se um paciente
apresentar quatro ou mais critérios, simultinea ou consecutivamente, durante um
determinado periodo de observacao (Chabanne et al., 1999b).

Apesar de a transposicao de certos critérios para o cao ser dificil, particularmente no relativo
aos sinais neuroldgicos, os conhecimentos que se tém actualmente apontam para que este
seja de facto o modelo mais adequado para o diagnostico da doenca (Chabanne et al.,
1995b).

5.4 — Bidpsia cutanea, histopatologia e imunohistoquimica

A bidpsia de pele pode ser util no diagnéstico de ltpus e a selecgdo do local a analisar deve
ser cuidada, evitando as lesGes e preferindo zonas de epiderme intacta (Gross, lhrne,
Walder & Affolter, 2005).

As observacdes histopatolégicas sao variaveis (Gross et al., 2005) mas a lesdo classica € a
presenca de dermatite de interface (Day, 1999; Berent & Cerundolo, 2005), isto €, a
infiltracdo superficial de células inflamatérias mononucleares na juncdo derme-epiderme
(Snyder, 2007).

Na epiderme nota-se vacuolizacdo e apoptose das células basais (Berent & Cerundolo;
Snyder, 2007), podendo originar uma separacdo entre a derme e a epiderme e ulceracao
(Gross et al., 2005). Pode ainda ocorrer hiperqueratose ortoqueratotica (Choi et al., 2004;
Berent & Cerundolo, 2005), disqueratose ou hiperplasia epidérmica (Ginn, Mansell & Rakich,
2007) e os foliculos pilosos podem apresentar atrofia (Choi et al., 2004) ou infiltrados
inflamatorios (Berent & Cerundolo, 2005). A presenga de incontinéncia pigmentar também é
possivel (Berent & Cerundolo, 2005; Hargis & Ginn, 2007)
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As lesbes em fase aguda caracterizam-se por edema, dilatacdo dos capilares com
extravasamento de leucécitos e eritrocitos (Ginn et al., 2007) e infiltrac@o linfoplasmocitica
perivascular na derme superficial (Choi et al.,, 2004). Com a cronicidade surge o
espessamento da ZMB, que reflecte a continua acumulagcdo de complexos imunes (Ginn et
al., 2007).

As técnicas de imunohistoquimica sao usadas para a detec¢éo de autoanticorpos livre ou de
imunocomplexos em amostras biopsiadas (Toman & Faldyna, 2006). No caso do LES é
referida a presenca de depositos de IgG, IgM e/ou IgA na ZMB, com frequéncias entre os
75% (Fournel et al., 1992) e os 90% (Scott et al., 1983*, citado por Dunn, 1998), formando

uma banda de fluorescéncia (teste lupus-band positivo) (figura 11).

Figura 11 - Imunofluorescéncia que revela deposi¢do de IgG na juncdo derme-epiderme (seta fina) e
uma célula mononuclear na derme com IgG citoplasmatica (seta espessa) numa bidpsia cutédnea de
um cdo com LES (Gershwin, 2007, com autorizacao).

A presenca do componente C3 do complemento também ocorre (Choi et al., 2004). Esta
banda é observada quer em em pele lesada, quer em pele sa (Fournel et al., 1992; Choi et
al., 2004), o que leva a crer que as lesdes cutdneas observadas no LES sejam em parte
devidas a accao citotoxica directa (Gross et al., 2005).

6 — Terapéutica
6.1 — Imunoterapia

Sendo a imunosupresséo o factor chave no controlo das respostas imunitarias anémalas,

torna-se Obvio que o tratamento do LES seja feito & base deste tipo de farmacos. Estes
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medicamentos tém mecanismos de acc¢do distintos mas comum a todos eles € o facto de

aumentarem a predisposi¢éo para infec¢des, pela diminuicdo das defesas orgéanicas.

6.1.1 — Glucocorticoides

O tratamento do LES é baseado principalmente em doses altas de corticosterdides
(Chabanne et al., 1999b).

Os glucocorticéides (GC) constituem a primeira linha de tratamento da maioria das doencas
imunomediadas. As razdes para tal incluem um r4pido inicio de accdo, o baixo risco de
toxicidade e o baixo custo (Scott-Moncrieff, 2009).

Apesar do sucesso dos GC como imunomoduladores, ainda ndo se compreende
completamente o mecanismo molecular que esta na base dos seus efeitos; sabe-se, no
entanto, que o seu modo de acgdo é multifactorial e que conseguem bloquear a imunidade
mediada por células T (Almawi & Melemedjian, 2002).

O mecanismo de acc¢do mais significativo baseia-se na capacidade que os GC tém de
afectar a expressdo de factores de transcricdo envolvidos na activacdo de genes pro-
inflamatérios (Bosscher, Berghe & Haegeman, 2000). Os GC inibem assim varias moléculas
associadas com a inflamag&o: metabolitos do acido araquidénico, moléculas de adesédo
(Ferguson & Hoenig, 2001) e diversas citocinas, entre as quais a IL-2, a IL-6, a IL-10, o IFN-
vy e o0 TNF-a (Ferguson & Hoenig, 2001; Almawi & Melemedjian, 2002), cuja importancia no
contexto do LES ja foi referida anteriormente; pelo contrario, estimulam a expressédo de
TGF-B, que bloqueia a activagédo das células T (Ferguson & Hoenig, 2001). A expressao dos
mediadores anti-inflamat6rios normalmente estd aumentada devido a accdo dos GC
(Ferguson & Hoenig, 2001).

OS GC também tém efeito na movimentacgao das células do sistema imunitario, diminuindo a
marginacdo de neutréfilos e mondcitos e redistribuindo os linfocitos pela medula Gssea;
estas alteracdes da distribuicdo celular diminuem a inflamacéao pois diminuem o namero de
células disponiveis (Behrend & Kemppainen, 1997). Também se verifica uma menor
mobiliza¢éo e acumulacao de linfocitos nos locais de inflamagéo e diminuicdo da funcéo das
células fagociticas (Behrend & Kemppainen, 1997).

A producdo de anticorpos geralmente ndo estd afectada, sendo inibida apenas com um
tratamento a longo prazo e com doses altas (Ferguson & Hoenig, 2001); os efeitos a nivel
dos linfécitos B verificam-se devido a supressdo das células T necessarias para uma
resposta humoral completa (Behrend & Kemppainen, 1997; Scott-Moncrieff, 2009).

Na maioria dos pacientes com doencas imunomediadas, o ideal € administrar a medicacdo
por via oral; porém, em animais com alteracdes a nivel gastrointestinal a administracédo
parenteral pode ser necessaria (Scott-Moncrieff, 2009).

No LES canino, a remissao ¢é induzida com uma dose de prednisona ou prednisolona de 1-3

mg/Kg a cada 12 horas (Chabanne et al., 1999b). Este esquema terapéutico devera ser
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mantido durante 10-28 dias e far-se-a posteriormente uma diminui¢cdo, quer em relacédo a
dose, quer em relagéo a frequéncia de tratamento (Behrend & Kemppainen, 1997).

Para maximizar a probabilidade de sucesso deve comecar-se o tratamento com doses altas
e ir fazendo uma diminuicdo progressiva (Scott-Moncrieff, 2009). Um esquema que
contemple a administracdo de medicacdo em dias alternados ndo € eficaz e, como tal, €
inapropriado e deve ser usado apenas na fase de manutencdo e nunca na inducdo da
remissao (Behrend & Kemppainen, 1997).

A progressao que é tipicamente feita em termos de frequéncia de administracao é passar de
duas administragcbes diarias para uma e de seguida para uma administracdo em dias
alternados (Behrend & Kemppainen, 1997). Uma indu¢cdo mais longa ou com uma dose
maior implica que o periodo entre reducbes seja também maior (Behrend & Kemppainen,
1997) e a diminuicdo ndo deve ser superior a 50% por més (Scott-Moncrieff, 2009). A
diminuicdo poderd ir até 0,25-0,5 mg/kg em dias alternados (Behrend & Kemppainen, 1997).
Se durante o periodo de desmame ocorrerem recaidas, a dose inicialmente usada devera
ser retomada imediatamente e mantida durante 2-4 semanas (Berent & Cerundolo, 2005).
Considerando que 50% dos animais com LES terdo que fazer um tratamento vitalicio e os
restantes 50% sé conseguirdo descontinuar a terapia em 6-12 meses (Pedersen, 1999),
torna-se necessario contrariar os efeitos adversos associados com a administracao cronica
de farmacos imunosupressores. Entre os efeitos adversos dos GC encontram-se a polilria e
polidpsia, o hiperadrenocorticismo iatrogénico, um maior risco de infeccdo, atrofia muscular
(Behrend & Kemppainen, 1997) e ulceracdo gastrointestinal (Scott-Moncrieff, 2009). Estas e
outras consequéncias, para além de, por vezes, poderem ser intoleraveis para 0s
proprietarios, sdo também responsaveis por um agravamento da debilitacdo do animal e,
como tal, devem ser tomadas medidas no sentido de as minimizar (Scott-Moncrieff, 2009).
Assim, é preferivel a utilizacdo de GC de accédo intermédia, na menor dose possivel e, se
possivel, em dias alternados (Behrend & Kemppainen, 1997).

A resposta aos GC deve ser avaliada antes da adicdo de outros medicamentos
imunosupressores (Scott-Moncrieff, 2009), que deverdo ser equacionados caso nao se
verifiqgue uma resposta adequada a prednisona em 7-10 dias (Berent & Cerundolo, 2005).

Os canideos que apresentem anemia hemolitica ou trombocitopénia imunomediadas ou
glomerulonefrite tém maior probabilidade de serem refractarios ao tratamento com

prednisona isolada (Dunn, 1998).

6.1.2 — Azatioprina
A adicdo de outros farmacos ao protocolo terapéutico é normalmente necesséria para
induzir ou manter a remissdo da doenga e, caso a resposta aos GC nao seja considerada

positiva, a azatioprina € o farmaco a acrescentar (Scott-Moncrieff, 2009). Esta terapéutica
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combinada permite uma reducdo das doses de GC, mantendo a eficacia terapéutica ao
mesmo tempo que diminui a toxicidade (Beale, 1988).

O mecanismo exacto para a ac¢ao imunosupressora da azatioprina ndo é totalmente
conhecido mas considera-se que envolve diversas vertentes (Beale, 1988).

Este medicamento € um antimetabolito, andlogo da adenina. Depois de ser absorvida, a
azatioprina sofre metabolizacdo hepéatica e origina diversos compostos que irdo competir
com as purinas na sintese dos &cidos nucleicos (Scott-Moncrieff, 2009). Daqui resulta a
inibicdo das enzimas envolvidas na biossintese das purinas e a formacdo de acidos
nucleicos nao funcionais (Gregory, 2000).

A azatioprina tem um efeito mais evidente nas funcBes dos linfocitos T e a sua utilizacdo
leva & inibicdo da imunidade mediada por células e da sintese de anticorpos dependente de
linfécitos T. O ndmero de mondcitos circulantes também diminui (Beale, 1988; Scott-
Moncrieff, 2009).

A azatioprina é normalmente considerada um farmaco de 22 linha (Scott-Moncrieff, 2009) e é
utilizada numa dose de 2 mg/kg a cada 24h, administrada por via oral (Chabanne et al.,
1999b; Berent & Cerundolo, 2005). Os efeitos da terapéutica com este farmaco podem levar
até 6 semanas a manifestar-se (Plumb, 2005).

Os efeitos adversos da azatioprina, apesar de pouco frequentes, podem ocorrer e incluem
supressdo da medula éssea, alteragbes gastrointestinais, pancreatite, hepatotoxicidade e
erupcbes cutaneas (Rosenkrantz, 1989; Scott-Moncrieff, 2009). A mielosupressao é a
complicacao mais comum (Gregory, 2000) e normalmente surge 1 a 4 meses ap0s o inicio
da terapia, mas consegue reverter-se em 7-14 dias com a sua interrupgao (Scott-Moncrieff,
2009). A terapia deve ser retomada utilizando uma dose correspondente a 50-75% da dose
inicialmente utilizada (Rosenkrantz, 1989).

Como os gatos sdo bastantes mais sensiveis a mielosupressao causada pela azatioprina, a
dose a utilizar deveréa ser 1,1 mg/kg em dias alternados, sendo também de considerar a ndo
utilizacédo deste composto (Plumb, 2005).

A fim de se prevenir o0 aparecimento dos efeitos secundarios acima referidos, os animais
tratados com azatioprina deverdo ser monitorizados. Como tal, no primeiro més de
tratamento deverdo ser feitas medicbes de enzimas hepéticas e hemogramas a cada 1-2
semanas, diminuindo posteriormente a frequéncia para uma andlise a cada 1-3 meses
(Scott-Moncrieff, 2009).

Se a resposta ao tratamento com prednisona e azatioprina for considerada positiva, a
prednisona deve suspender-se, mantendo-se a dose e a administracdo diéria de azatioprina.
Se for possivel retirar totalmente a prednisona, a dose de azatioprina pode ser diminuida
gradualmente, passando a ser administrada em dias alternados e, posteriormente, a cada 3

dias e, por fim, retirada (Scott-Moncrieff, 2009).
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Caso tenha que se manter a medicacao, Dunn (1998) sugere que se tente a diminuicdo da
dose de azatioprina para 1 mg/kg a cada 48h, alternando a sua administracdo com a de

prednisona.

6.1.3 — Ciclofosfamida e Clorambucil

A ciclofosfamida e o clorambucil s&o ambos considerados agentes alquilantes e interferem
com a transcri¢do e replicacdo dos acidos nucleicos, através da substituicdo de um atomo
de hidrogénio por um grupo alquilo (Rosenkrantz, 1989; Plumb, 2005).

A ciclofosfamida tem actividade imunosupressora marcada e interfere com a producédo de
leucécitos e anticorpos, apesar de 0s mecanismos de accdo exactos ndo estarem
completamente esclarecidos (Plumb, 2005). O farmaco afecta a imunidade celular e a
humoral, mas os efeitos na Ultima sdo mais evidentes (Scott-Moncrieff, 2009).

A ciclofosfamida estd recomendada quando ocorrem episédios agudos de anemia
hemolitica e a dose a administrar € 1,5-2,5 mg/kg em dias alternados ou diariamente
durante 4 dias consecutivos huma semana. Alternativamente, o tratamento podera ser feito
com a administracdo semanal de uma dose Unica de 7 mg/kg por via endovenosa
(Chabanne et al., 1999b; Plumb, 2005).

Em comparagdo com a azatioprina, a ciclofosfamida € utilizada com menos frequéncia,
sendo considerada um medicamento de terceira linha. O principal motivo para tal € o maior
risco de ocorréncia de efeitos adversos (Scott-Moncrieff, 2009). Entre os efeitos secundarios
mais frequentes encontram-se a mielosupressao, inflamacdo gastrointestinal, anorexia,
alopécia, neoplasias vesicais e cistite hemorragica. O desenvolvimento desta uUltima € das
principais preocupag¢fes inerentes a utilizacdo da ciclofosfamida, sendo possivel em até
30% dos cées tratados a longo prazo. A cistite hemorragica € devida ao metabolito acroleina
e cré-se que a sua incidéncia pode ser diminuida pelo aumento de producgéo de urina e pelo
esvaziamento vesical frequente; neste sentido, a ciclofosfamida devera ser administrada de
manhd e os animais devem ser encorajados a beber 4gua e a urinar ao longo do dia
(Rosenkrantz, 1989; Plumb, 2005).

Como ja referido, os gatos sdo, comparativamente aos canideos, muito sensiveis a
mielosupressdo causada pela azatioprina e, como tal, alguns autores recomendam a
substituicdo desta pelo clorambucil (White, 2000). A sua utilizacdo passa também pelos
casos intolerantes aos medicamentos utilizados com maior frequéncia (Scott-Moncrieff,
2009).

Este medicamento tem um mecanismo de accdo semelhante ao da ciclofosfamida e a dose
recomendada de clorambucil é 0,1-0,2 mg/kg por dia ou em dias alternados. A absor¢éo oral
deste medicamento é muito boa, mas a resposta clinica € evidente apenas 4-8 semanas

apos o inicio do tratamento (Rosenkrantz, 1989). Os efeitos adversos deste farmaco incluem
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anorexia, vomitos, diarreia e mielosupresséao, tendo também ja sido reportados alopécia e

um crescimento mais lento do pélo (Plumb, 2005).

6.1.4 — Ciclosporina e Tacrolimus

Apesar de ser principalmente usada em casos de transplantes, nos humanos ja foi
demonstrado que a ciclosporina pode ser considerada um tratamento alternativo em casos
refractarios de LES (Manger, Kalder & Mager, 1996; Robson, 2003). Nos pacientes caninos
tem sido usada principalmente para o controlo da dermatite atépica, mas também noutras
doencgas cutaneas inflamatorias ou imunomediadas (Verde, 2008).

A ciclosporina actua ligando-se as proteinas da familia da ciclofilina, formando um complexo
com grande afinidade para a calcineurina que, por sua vez, tem um papel essencial na
activacdo dos linfocitos T. Ao bloquear a calcineurina, a ciclosporina esta a impedir a
codificacdo de genes responsaveis pela sintese de diversas citocinas e seus receptores,
entre as quais a IL-2, que funciona como factor de crescimento das células T (Verde, 2008).
Sem o estimulo proveniente da IL-2, a proliferagdo e a actividade daquele tipo de células
fica inibida. Este efeito imunosupressor pode ser acentuado pela capacidade que a
ciclosporina tem de estimular a secre¢cdo de TGF-B, que, além de inibir a proliferacao de
células T, também contraria 0 desenvolvimento de linfécitos citotdéxicos antigénio-especificos
(Gregory, 2000).

A dose recomendada é 5 mg/kg diariamente e, jA que existem variagdes individuais, é
aconselhado medir o nivel sérico com alguma frequéncia, de modo a personalizar o
tratamento (Robson, 2003; Scott-Moncrieff, 2009). Como € um farmaco caro, alguns autores
(Gregory, 2000; Robson, 2003) referem a possibilidade de se fazer uma combinagdo com o
cetoconazol, principalmente em cades de porte médio a grande. Este interfere com o
metabolismo hepatico da ciclosporina e doses de cetoconazol na ordem dos 10-20 mg/kg
permitem que a dose necessaria de ciclosporina sofra uma reducéo de 60-90% (Robson,
2003).

Ao contrario do que acontece nos humanos, nos cdes raramente se verificam casos de nefro
ou hepatotoxicidade com um tratamento prolongado, excepto se forem mantidos niveis
séricos muito altos. Os principais efeitos adversos da ciclosporina sdo do foro
gastrointestinal e, a longo prazo, a administracdo em conjunto com doses imunospressoras
de prednisona pode promover o aparecimento de neoplasias. A ciclosporina ndo € nem
citotoxica nem mielotdxica (Gregory, 2000).

O tacrolimus, apesar de ser estruturalmente diferente da ciclosporina, tem um mecanismo
de acc¢édo bastante semelhante, j& que também pode formar um complexo proteico capaz de
inibir a calcineurina. Contudo, é 10 a 100 vezes mais potente (Griffies et al., 2004). Além de
inibir as células T, o tacrolimus também inibe a proliferacao das células B e a producédo de

anticorpos (Gregory, 2000).
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Na Medicina humana ja se mostrou que este farmaco pode ser utili em casos de LES
refractarios e ndo controlaveis por métodos mais convencionais (Duddridge & Powell, 1997).
Num estudo conduzido em 1993 por Entani et al. demonstrou-se que a administracdo
subcutanea de tacrolimus atrasa a progressdo da nefrite associada com a doenca em
ratinhos e, em 2004, Griffies et al. verificaram que a administracéo por via topica é til em
casos de lupus discéide canino. Em Medicina Veterindria, apesar de diversos dados
sugerirem que o tacrolimus pode ser uma boa opg¢éo para lesdes cutaneas localizadas, ha
que ter em consideracdo que sao necessarios mais ensaios que afiram a possibilidade de
toxicidade por absorcéo sistémica (Griffies et al., 2004).

6.1.5 - Levamisole

Um protocolo terapéutico alternativo foi proposto por Fournel et al. em 1992. Este tratamento
combina prednisona a uma dose de 1-2 mg/Kg, distribuidos em duas tomas diarias, com
levamisole a 3-7 mg/Kg (com a dose maxima de 140 mg/dia) em dias alternados. A
prednisona é progressivamente reduzida e, por fim, eliminada ao longo de 1-2 meses e 0
levamisole é administrado ao longo de 4 meses. Caso ocorram recidivas, repete-se a
administragdo deste ultimo, utilizando o0 mesmo esquema.

O levamisole é um anti-helmintico mas ja foi demonstrado que também tem propriedades
imunomoduladoras, sendo capaz de ajustar 0s mecanismos de resposta imune
(Rosenkrantz, 1989).

Este farmaco tem efeito imunomodulador a uma dose de 2-3 mg/ Kg, contrastando com a
dose mais alta que normalmente é requerida para a sua utilizacdo como anti-parasitario. Se
administrado em doses mais elevadas pode ter uma fungdo imunosupressora (Brunner &
Muscoplat, 1980).

Os efeitos do levamisole no sistema imunitario, apesar de ainda ndo estarem
completamente esclarecidos, sdo de natureza variada e verifica-se que é capaz de produzir
uma alteragdo no metabolismo e na funcao dos linfécitos, mondcitos e neutréfilos. A taxa de
diferenciacdo das células T, a capacidade de resposta a antigénios e a actividade T
citotoxica e supressora aumentam, observando-se também um aumento na velocidade de
localizacdo e eliminagdo de antigénios, bem como na estimulagdo da fagocitose e da
guimiotaxia (Brunner & Muscoplat, 1980; Rosenkrantz, 1989; Plumb, 2005).

Esta molécula ndo parece afectar de modo directo os linfocitos B, exercendo accdo nestes
pelo efeito que tem nas células T (Brunner & Muscoplat, 1980).

Os beneficios deste farmaco verificam-se  principalmente em  pacientes
imunocomprometidos, mas, no contexto do LES, pode ser (til sobretudo devido ao aumento
da taxa de eliminacdo de antigénios e da funcdo dos linfécitos supressores (Brunner &
Muscoplat, 1980).
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Os efeitos adversos da terapia com levamisole séo raros mas podem incluir agranulocitose,
trombocitopénia, neurotoxicidade ou sinais gastrointestinais (Brunner & Muscoplat, 1980;
Plumb, 2005).

6.2 — Alternativas nao médicas

6.2.1 — Plasmaferese

Apesar de existirem autores que afirmam que a plasmaferese ndo é uma opcao terapéutica
eficaz (Schneider, 2000), na Medicina humana existem diversas referéncias a casos de LES
refractarios a medicacdo que responderam bem a plasmaferese combinada com terapia
imunosupressora (Hussein, Mooij, Roujouleh & El Sayed, 1995; Papadaki et al., 2006).

Na Medicina Veterinaria a técnica também ja foi aplicada com sucesso em animais nas
mesmas condi¢bes (Matus, Scott, Saal, Gordon & Hurvitz, 1983; Matus, Gordon, Leifer, Saal
& Hurvitz, 1985).

Matus et al. (1983) reportaram o caso de um c&o que hao respondeu ao tratamento a base
de prednisona nem a combinac¢ado desta com ciclofosfamida. Este animal foi posteriormente
sujeito a diversas sessdes de plasmaferese-imunoadsorgéao (figura 12) ao longo de um més

e meio.

Figura 12 - Representagdo esquematica do processo de plasmaferese-imunoadsorgéo.
Redesenhado a partir de Matus et al., 1983.
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Este procedimento consiste em fazer a recolha de sangue do animal, ao qual se adiciona
um anticoagulante, sendo depois sujeito a centrifugagdo. Faz-se entdo passar o plasma
numa camara que contém proteina A purificada. Esta proteina liga-se a IgG canina e aos
complexos imunes circulantes que a contenham e reage parcialmente com a IgM e a IgA.
De seguida o plasma ja tratado e as células sao devolvidos ao animal (Matus et al., 1983).
Como j& foi referido, em situagbes normais 0os complexos imunes que eventualmente se
formam sao eliminados pelas células do sistema mononuclear fagocitario (SMF). Porém, no
LES, a funcéo destas células encontra-se alterada o, que, em conjunto com a hiperproducéo
de anticorpos, pode ser responsavel pela acumulagdo de imunocomplexos com
consequente lesdo orgéanica. Para além desta capacidade lesional, diversos estudos
mostraram que o0s complexos imunes tém influéncia na regulacdo de algumas respostas
celulares, podendo, entre outras acg¢des, diminuir as fungdes das células do SMF ou induzir
a activacao dos linfocitos B (Tsokos, Balow, Huston, Wei & Deckera, 1982).

Considerando ainda que os complexos imunes circulantes, lgs, autoanticorpos, citocinas e
moléculas de adeséo estdo contidos no plasma, compreende-se o beneficio e 0 mecanismo
regulador que a plasmaferese pode representar, ja que permite a eliminacdo rapida destas
moléculas pré-inflamatérias (Schneider, 2000; Papadaki et al., 2006).

Apesar disto, os resultados ndo sdo completamente consistentes e as observagdes
registadas por Tsokos et al. (1982) revelam que a remocdo destes factores pela
plasmaferese, pelo menos por si s6, ndo parece ter um efeito positivo nas fungdes dos
linfécitos.

Aparentemente, a plasmaferese é eficaz apenas quando combinada com terapéutica
imunosupressora e ocorrerdo recidivas se esta nao for incluida. Isto justifica-se pelo facto de
0os componentes celulares do sistema imunitario ndo serem directamente afectados pela
plasmaferese, o que leva a que 0s autoanticorpos voltem a ser produzidos se néo estiver
presente o efeito imunosupressor dos farmacos (Schneider, 2000; Papadaki et al., 2006).
Tendo em conta que os efeitos adversos a longo prazo da terapia medicamentosa
comummente instituida nos casos de LES podem contribuir para a morbilidade e a
mortalidade dos cdes com LES, a plasmaferese pode ter um papel importante na qualidade
de vida dos animais (Matus et al., 1985). Contudo, esta € uma técnica cara e dificil e
aconselha-se a que seja reservada apenas para 0S casos persistentes ou graves desde
inicio (Chabanne et al., 1999b).

As complica¢Bes associadas a plasmaferese incluem maior predisposicdo para infeccdes e

risco de trombose e oclusdo vascular (Matus et al., 1985).
6.3 — Abordagens terapéuticas recentes

O objectivo primordial da imunologia terapéutica € manipular o sistema imunitario, a fim de

evitar ou reverter doencas que tenham uma componente imunoldgica. A imunosupressao
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generalizada pode atenuar os processos patoldgicos, mas tem como custo a supressao do
sistema como um todo e o risco de infecgBes oportunistas. O ideal seria um método que
suprimisse ou voltasse a induzir toleranica nas células que estdo na origem da doenca,
deixando o resto do sistema imunitério relativamente intacto (Cobbold, Qin, Leong, Martin &
Waldmann, 1992).

A aplicacdo da imunoterapia as doencas autoimunes correlaciona-se directamente com o
aumento do conhecimento sobre 0S mecanismos responsaveis pela produgcdo de
autoanticorpos e de outras anomalias a nivel imunitario. Deste modo, é possivel desenvolver
novas estratégias que visem precisamente a imunosupressao selectiva (Chabanne et al.,
1999b).

As terapias mais recentes baseiam-se sobretudo na especificidade para determinadas
moléculas e nas propriedades das células estaminais. Tendo a conta a vastiddo de
moléculas e alternativas que estdo actualmente em estudo, bem como o facto de a sua
utilizacdo estar, por enquanto, limitada ao ambito da Medicina humana, optou-se por fazer

referéncia a apenas alguns exemplos.

6.3.1 — Terapia molecular

6.3.1.2 — Dirigida aos linfocitos

Na ultima década tem sido feita uma pesquisa intensa no ambito do tratamento do LES, que
deu origem a uma terapéutica mais direccionada, ainda sob avaliacdo. Grande parte dos
novos farmacos é baseada em anticorpos monoclonais dirigidos aos linfécitos B (Monneaux
& Muller, 2009).

O rituximab é um anticorpo monoclonal quimérico que se liga ao antigénio CD20, uma
proteina de superficie especifica dos linfécitos B. A razdo pela qual podera ser util, apesar
de o mecanismo exacto ndo estar determinado, € a inibicdo que causa na producdo de
autoanticorpos, através da promocao da lise de linfécitos B a nivel periférico, com
consequente depleccédo (Karim, Pisoni & Khamashta, 2009). Diversos estudos comprovam a
sua eficacia quando adicionado a terapia padrdo, observando-se melhoria clinica e
diminuicdo da actividade da doenca (Leandro, Edwards, Cambridge, Ehrenstein & Isenberg,
2002; Vigna-Perez et al., 2006).

Este composto é responsavel por uma reducao variavel nos niveis de autoanticorpos, tendo
alguns estudos verificado que a diminuicdo ocorria principalmente a nivel dos anticorpos
anti-ADN, mantendo-se o0s niveis de outros autoanticorpos e dos anticorpos anti-
microbianos. E, portanto, possivel que diferentes clones de linfocitos B tenham uma
resposta diferente & deplec¢do, sendo alguns mais susceptiveis que outros (Karim et al.,
2009).
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Da lista de compostos dirigidos aos linfécitos B fazem também parte o ocrezulimab, o
epratuzumab e o belimumab, que visam, respectivamente, o CD20, o CD22 e uma proteina
estimuladora dos linfocitos B (Karim et al., 2009).

De um modo semelhante, também os linfécitos T expressam moléculas que podem ser
alvos terapéuticos interessantes.

Nas células T dos pacientes com LES verifica-se que existem moléculas sobre ou
subexpressadas, como € o caso, respectivamente, do receptor CD44 e de uma componente
do receptor CD3. Este facto provavelmente tera um papel na hipersensibilidade que estas
células apresentam no contexto do IUpus, através de alteragdes nas vias de transmissao do
sinal. Assim, teoricamente, a correc¢cdo dos niveis de expressao destas moléculas serda uma
alternativa terapéutica eficaz. Apesar de existirem dados experimentais que atestam a
fiabilidade deste tipo de terapia, é ainda necessario realizar testes in vivo, a fim de perceber
até que ponto as correcgbes efectuadas terdo influéncia na melhoria em termos clinicos
(Crispin & Tsokos, 2008).

6.3.1.3 — Dirigida a citocinas

Outro alvo promissor é a rede de citocinas, cuja influéncia na patogenia do LES é
reconhecida, como referido anteriormente. As citocinas mais frequentemente referidas no
ambito da terapéutica molecular s&do a IL-6, a IL-10 e o TNF (Diamanti, Rosado, Carsetti &
Valesini, 2007; Tincani, Andreoli, Bazzani, Bosiso & Sozzani, 2007; Karim et al., 2009).

Em modelos de roedores nos quais se induziu nefrite ja se conseguiu atrasar a progressao
desta através do uso de anticorpos anti IL-6. Em humanos também ja estd4 aprovada uma
molécula deste tipo, o tocilizumab, para uso em ensaios clinicos (Diamanti et al., 2007).

Em relacdo aos anticorpos anti IL-10, um estudo piloto revelou boas perspectivas, tendo-se
verificado melhoria da sintomatologia e diminuicdo da actividade da doenca com o seu uso
(Diamanti et al., 2007; Karim et al., 2009).

Ja no que diz respeito ao TNF, apesar de estar rodeado por controvérsia, sabe-se que 0s
seus valores podem estar aumentados no lipus e que pode haver deposicdo renal,
causando glomerulonefrite. H& pouca informacéo relativa ao efeito da terapia anti-TNF no
lGpus, mas ha dados que mostram que, numa terapia conjunta com azatioprina, 0 composto
infliximab — anticorpo monoclonal para o TNF — originou diminuicdo da actividade da

doenca, embora com um aumento simultaneo de alguns AAN (Karim et al., 2009).

6.3.2 — Terapia celular

Apesar dos avangos e descobertas que vao sendo feitos diariamente no que respeita a
terapia molecular, grande parte dos ensaios clinicos ndo consegue obter resultados tédo
bons quanto seria desejavel. Considerando que o LES é uma condicdo a qual estdo

inerentes diversos factores, compreende-se que, utilizando uma abordagem que visa estes
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factores de forma isolada e individualizada, seja dificil de alcancar uma remissao sustentada
e prolongada no tempo (Tyndall, 2009).

O problema que se coloca em relacdo a terapia curativa em casos de doencgas autoimunes
inflamatorias cronicas como o LES continua, portanto, sem solugéo, j& que requer um re-
estabelecimento da tolerancia imunitaria. Para que tal aconteca seria necessario fazer a
depleccdo do pool de células T e B autoreactivas, restaurar a integridade das redes
reguladoras e, simultaneamente, preservar um conjunto de células memorias, a fim de
manter a capacidade de responder a patogénios ambientais.

Neste sentido, a terapia celular tem sido testada e empregue com algum sucesso nas

doencas autoimunes (Dazzi, van Laar, Cope & Tyndall, 2007).

6.3.2.1 — Transplante de células estaminais hematopoiéticas

Uma das estratégias a considerar é a imunoablagdo seguida do transplante de células
estaminais hematopoiéticas (TCEH) autdlogas, que se tem vindo a tornar uma opgao
curativa experimental em pacientes humanos com progndstico reservado e nos quais as
terapias direccionadas tém pouco ou nenhum efeito (Dazzi et al., 2007; Alexander et al.,
2009). A razéo para isto é a possibilidade de eliminar as células que estdo na origem da
doenca, através da utilizacdo de agentes citotoxicos, e alcancgar, através dos percursores
hematopoiéticos, a regeneracdo do sistema imunitario, de modo a re-estabelecer a
tolerdncia imunolégica (Alexander et al., 2009; Tyndall, 2009). Assim, o TCEH difere das
terapias direccionadas no sentido em que visa um vasto conjunto de células
imunocompetentes e cria espaco para que surja um novo repertorio imune (Dazzi et al.,
2007).

Ainda nédo é claro se existe alguma fase do processo de transplante que seja critica, mas
cré-se que existem diversos factores que podem contribuir para a remissao clinica e/ ou
para a cura. A terapia linfotdxica leva a uma linfopénia profunda e duradoura que diminui os
niveis de autoanticorpos e o transplante origina 0 aumento do nimero de células Treg e a
reactivacao da funcao timica, permitindo o re-estabelecimento do sistema imunitério (Hugle
& Daikeler, 2010).

O TCEH ja foi utilizado com sucesso em humanos, conseguindo obter-se uma remissao
clinica e laboratorial a longo prazo, sem dependéncia de terapia imunosupressiva
(Alexander et al., 2009). Apesar disso, existe a possibilidade de ocorrerem recorréncias, por
a ablacdo do sistema imunitario ter sido insuficiente, levando a persisténcia de células
autoreactivas ou, em individuos com uma grande susceptibilidade genética, por serem
apresentados autoantigénios que quebrem a toleréncia (Alexander et al., 2009; Higle &
Daikeler, 2010).

Em estudo esta também o transplante alogénico, isto é, a partir de um dador. Este tipo de

transplante tem sido preterido em favor do aut6logo devido ao risco de rejeicao por
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incompatibilidade, mas ja foram obtidos resultados promissores em ratinhos NZB/W e em
ensaios com pacientes humanos (Smith-Berdan, Gille, Weissman & Christensen, 2007).
Teoricamente, o transplante alogénico oferece a substituicdo de um sistema imunitario
autoreactivo por um que ndo €, o que pode ser benéfico em pacientes com grande
predisposicdo genética para a doenca. Outras das vantagens passam pelo facto de a
mobilizac&o celular para os transplantes aut6logos acarretar mais riscos em individuos com
doencga autoimune (Smith-Berdan et al., 2007; Tyndall, 2009).

6.3.2.2 — Transplante de células estaminais mesenquimatosas

O facto de as células estaminais mesenquimatosas (CEM) apresentarem propriedades
imunosupressivas e anti-inflamatorias tem gerado muito interesse, ja que podera traduzir
algum potencial enquanto terapia celular para doengas autoimunes (Dazzi et al., 2007).

O mecanismo que esta na origem do efeito imunosupressivo nao é claro, mas as CEM tém
caracteristicas que permitem um transplante autélogo sem um condicionamento prévio a
base de farmacos citotoxicos, bem como uma capacidade de sobrevivéncia que permite que
sejam exercidos efeitos clinicos positivos. Contudo, os ensaios clinicos referentes ao uso
das CEM em doencas autoimunes ainda sdo escassos, pelo que é necesséaria mais
dedicagdo a esta area, e parece pouco provavel que os efeitos benéficos que lhes sdo

inerentes se mantenham a médio ou longo prazo (Tyndall, 2009).

6.4 — Terapia complementar

No contexto do tratamento do LES canino também se torna importante o maneio clinico de
eventuais insuficiéncias organicas (principalmente a nivel renal) e infec¢cdes oportunistas. As
infeccbes podem surgir secundariamente ao tratamento ou devido as deficiéncias
imunologicas inerentes a doenca. Caso surjam, devem ser identificadas e tratadas
especifica e agressivamente (Chabanne et al., 1999b).

Se a trombocitopénia for refractaria ao tratamento podera ser considerada a administracédo
de vincristina por via endovenosa, com a dose de 0,01-0,025 mg/Kg semanalmente,
consoante a necessidade (Berent & Cerundolo, 2005).

Em casos de anemia hemolitica e/ou trombocitopénia que resistam ao tratamento tradicional
podera ser necesséria a transfusdo sanguinea ou de plasma rico em plaquetas (Day, 1999)
ou, em Ultimo caso, poder-se-a ponderar a realizagdo de uma esplenectomia (Chabanne et
al., 1999b).

Para o controlo da dor podem ser usados &cido acetilsalicilico, anti-inflamatérios néo
esterbides (AINE) ou opidides (Marks & Henry, 2000).

Considerando também que a radiacdo UV tem um papel importante do desenvolver do LES,

devera ser evitada a exposi¢ado ao sol (Scott et al., 2001; Berent & Cerundolo, 2005).
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7 — Monitorizagcdo e seguimento

Os animais com LES deverdo ser acompanhados frequentemente, ja que as recaidas sao
comuns e dificeis de controlar. Recomenda-se que, até que se verifique remissdo, sejam
efectuados um exame fisico, um hemograma, andlises bioquimicas e urindlise numa base
semanal. A frequéncia podera ser entdo reduzida para um controlo a cada 3 meses,
passando para 6 meses quando o animal estiver em remissao ha um ano.

Devera ser prestada uma atencdo particular aos parametros do hemograma se o animal
estiver sujeito a terapia com potencial mielosupressivo.

Em relacdo Aos AAN, estes deverdo ser avaliados mensalmente até ser obtido um resultado
negativo, depois trimestralmente durante um ano e posteriormente semestralmente.

O ideal é que se obtenha a regresséo dos titulos de AAN no espaco de 2-4 semanas,
alcancando-se um resultado negativo com 2-3 meses de terapia (Berent & Cerundolo,
2005).

Também importante, tendo em conta a natureza do lapus, € a educagéo do dono do animal.
Este deverd ser informado acerca do curso progressivo e imprevisivel da doenca e da
necessidade de medicagdo imunosupressiva a longo prazo e seus efeitos (Thompson,
2004).

8 — Prognadstico

Na Medicina Veterinaria, ao contrario do que acontece na Medicina humana (Anexo Il), ndo
h& um método universalmente aceite para definir a actividade do LES, sendo por isso de
considerar alguns factores aquando da determinacdo do prognéstico (Chabanne et al.,
1999b).

Entre os critérios que apontam para um progndstico mais favoravel estdo uma boa resposta
a terapia com GC, o diagnéstico numa fase inicial da doenga com instituicdo imediata de
terapia, um titulo de AAN negativo, o desaparecimento dos sinais clinicos e a correc¢éo do
racio CD4+:CD8+ (Chabanne et al., 1999b; Berent & Cerundolo, 2005). Pelo contrério, entre
os critérios desfavoraveis encontram-se uma resposta fraca a terapia ou recaidas frequentes
durante os desmames, a presenca de insuficiéncia orgénica ou septicémia (Berent &
Cerundolo, 2005).

Os animais com sintomatologia articular, cutdnea ou muscular parecem responder melhor a
medicacdo, conseguindo manter-se em remissao clinica durante longos periodos; por outro
lado, os animais com alteragcBes hematoldgicas apresentam frequentemente respostas
menos satisfatdrias e requerem uma terapia mais agressiva. Nos cdes com glomerulonefrite
0 curso mais habitual, apesar da terapia, € a progressao para insuficiéncia renal, o que
indica um mau prognéstico (Scott et al., 2001).

Scott et al. (2001) referem que mais de 40% dos cdes com LES perece um ano apés o

diagnostico, mas Fournel et al. (1992) obtiveram resultados diferentes. Em 45 casos
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estudados, 34 animais apresentavam-se numa situacdo moderada mas sem sintomatologia
renal grave. Foram utilizados dois protocolos terapéuticos diferentes — utilizando apenas
corticoterapia registou-se melhoria clinica, ndo persistente quando a medicacao era retirada.
A terapia de manutencdo foi necessaria nestes casos, mas foi possivel fazer um
acompanhamento clinico destes animais durante pelo menos 2 anos. Ao adicionar
levamisole a 3-7 mg/Kg a prednisona verificou-se que se alcancava uma remissao
prolongada (até 9 anos) sem necessidade de repetir o tratamento em 55,6% dos animais.
Contudo, considera-se que o prognostico do LES canino € normalmente reservado a mau,
dependendo dos 6rgaos afectados (Scott el al., 2001; Scott-Moncrieff, 2009).

As causas de morte mais frequentes em casos de LES canino sdo a insuficiéncia renal, a
septicémia e a broncopneumonia. A eutanasia também € realizada com muita frequéncia
(Dunn, 1998; Marks & Henry, 2000).
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Capitulo IV — LES canino: discussédo de um caso clinico

1 - Apresentacao do caso “Bono”

1.1 — Histéria pregressa e ambiente familiar

O Bono, canideo macho de raca indeterminada, com cerca de 15 kg, foi encontrado
desorientado e a vaguear na zona onde agora habita, presumivelmente depois de ter fugido
ou ter sido abandonado pelo anterior dono. O actual proprietério cré que nesta altura o Bono
ndo tinha ainda completado um ano de vida. Viveu na rua durante alguns meses, alimentado
pela comunidade do local e, por fim, foi recolhido pelo agregado familiar do qual agora faz
parte. A partir desta altura o Bono passou a dormir numa casota no quintal da familia, com
acesso ao interior da habitacéo. Nesta fase foram também feitas as primeiras vacinas, tendo
0 Bono entre 12 e 18 meses.

Actualmente o Bono, agora com 6-7 anos, vive dentro de casa 24h por dia e da passeios
curtos 3 ou 4 vezes por dia.

A familia tem outro cdo, uma fémea de porte médio com 14 anos, que tem sido saudavel.

N&o existe historia de doenca autoimune no agregado familiar.

1.2. — Historial clinico

A 3 de Marc¢o de 2008 o Bono, na altura com aproximadamente 4-5 anos, apresentou-se a
consulta na Associacdo Zodfila Portuguesa (AZP). O dono refere que o animal sempre
apresentou o focinho descolorado, por vezes descamado, mas aquando desta primeira
consulta notava-se uma ferida, que estava a ser tratada com tintura de violeta de genciana.
Os colegas da AZP recomendaram a realizacdo de uma biépsia caso a ferida ndo
cicatrizasse.

Em Agosto desse ano o Bono voltou a AZP, desta vez para vacinacao, tendo também sido
realizado o despiste de leishmaniose. O resultado foi positivo a uma titulacdo de 1/80, sendo
o critério de valorizacdo um titulo superior a 160 Ul. Deste modo, o resultado foi considerado
suspeito e iniciou-se o tratamento com alopurinol 30 mg/kg uma vez por dia, durante um
més. Passado este periodo de tempo repetiu-se o teste e o resultado foi idéntico, mas a
ferida no focinho estava cicatrizada.

Em Janeiro do ano seguinte o Bono apresentou-se a consulta com historia de tosse,
estando nesta altura suspenso o tratamento com alopurinol. Foi medicado com alfa-amilase
(Maxilase ®, 1 comprimido de 12 em 12 horas) e melhorou.

No dia 5 de Agosto a ferida no focinho tinha voltado a surgir e foi realizada a bidpsia
anteriormente sugerida; no dia seguinte o Bono apresentava muita dor articular, dificuldade
na locomocao e temperatura elevada (40,8°C). Neste mesmo dia comecou a ser medicado

com carprofeno (Rimadyl ®, 60 mg por dia) e enrofloxacina (Baytril ®, 75 mg por dia), tendo
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feito também fluidoterapia durante alguns dias. Também neste dia foi feito um hemograma e
a avaliacdo de parametros bioquimicos. A noite foram administrados 40 mg de succinato
sddico de metilprednisolona (Solu-Medrol ®) e a temperatura desceu para 38,6°C.

No dia 7 o Bono j& conseguia andar e apresentava temperatura normal. Continuou internado
até dia 17, dia em que fez novo hemograma, mantendo a medicacdo com os farmacos ja
referidos e com tramadol (Tramal ®, 30 mg 1-2 vezes por dia), S-adenosilmetionina
(Denosyl ®, 225 mg por dia) e gluconato ferroso (Hemototal ®, 150 mg por dia).

Durante este periodo foram recebidos os resultados da bidpsia, tendo-se chegado a um
diagndstico de lupus eritematoso discoide. A titulagdo de AAN foi feita a 12 de Agosto e o
resultado foi positivo a uma titulacdo de 1/10, confirmando o diagndstico de LES.

No dia 19 de Agosto o Bono apresentou-se pela primeira vez no IVP. Eram notérias as
dores articulares intensas e vinha jA medicado com prednisolona (Lepicortinolo ®, 30 mg
duas vezes por dia). Foi sugerido substituir a prednisolona por acetato de metilprednisolona
(Depo-Medrol 40 ®), em conjunto com azatioprina (Imuran ®) numa dose de 2 mg/kg.
Durante o resto do més de Agosto o Bono foi observado mais trés vezes. Nas trés consultas
apresentou-se febril, com temperaturas oscilando entre os 39,9°C e os 40,5°C. As dores
articulares melhoraram mas continuava queixoso, principalmente do membro posterior
esquerdo. Surgiu também um abcesso junto a escapula, cujo conteudo purulento foi
drenado em duas ocasides. Manteve-se o tratamento com analgésicos — tramadol,
metamizol magnésico (Nolotil ®, 1,2 g por dia) e meloxicam (3 mg diariamente) — e
antibiotico — cefixima (Tricef ®, 400 mg por dia) e doxiciclina (Actidox ®, 150 mg por dia).

A 8 de Setembro a temperatura tinha diminuido mas ainda estava um pouco alta (39,6°C) e
0 Bono comecou a tomar um suplemento alimentar multivitaminico (Anima-Strath ®),
mantendo os outros medicamentos. Nesta altura parou o tratamento com prednisolona e
uma semana depois foram-lhe administrados 20 mg de acetato de metilprednisolona por via
intramuscular. Ainda em Setembro o dono referiu que o Bono andava sem apetite e que teve
um episddio de diarreia sanguinolenta, tratada com um normalizador da flora intestinal e
fosfato de aluminio (Phosphalugel ®, meia saqueta por dia). A 30 de Setembro voltou a ter
febre (41°C) e sinais de dor e recebeu 40 mg de acetato de metilprednisolona. No inicio de
Outubro teve novamente um episodio de diarreia e dores articulares mais intensas. Nesta
altura foi apresentada ao proprietério a hipétese de eutanasia.

No inicio de Novembro o Bono voltou ao IVP. A diarreia tinha sido corrigida com sucesso
mas o animal andava prostrado. Repetiu a administracdo de metilprednisolona (40 mg) e a
dose de azatioprina foi diminuida para 25 mg. No fim do més o Bono j& tinha melhor aspecto
geral, contudo a articulagéo do carpo do membro direito estava tumefacta (figura 13) e tinha
surgido uma leséo eritematosa na zona inguinal (figura 14), bem como uma ferida de
decubito na regido da articulacdo coxo-femoral direita. Foi recomendado tratamento local

com pomadas contendo vitamina A e 6xido de zinco (Halibut ® ou Mitosyl ®).
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Figura 13 — Consulta no dia 23 de Novembro de 2009. Tumefac¢do na zona do carpo do membro
direito (original).

Figura 14 — Consulta no dia 23 de Novembro de 2009. Les&o eritematosa nha regido inguinal - vista
geral (A) e vista mais detalhada (B) (original).
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O dono referiu ainda que as fezes e a urina do Bono tinham sangue vivo mas que a situagao
melhorava com a administracao de metronidazol (Flagyl ®, 200 mg duas vezes por dia).

A 18 de Dezembro a temperatura do Bono era de 39,2°C. Apresentava também uma ferida
infectada na zona periocular e, de h& dois ou trés dias a esta parte, anorexia e sinais de dor.
Foi novamente prescrita cefixima e, como nesta altura a hematuria era muito intensa,
iniciou-se a administracdo de acido aminocapraico (Epsicaprom ®, 200-300 mg por dia). Foi
proposto parar o tratamento com azatioprina durante algumas semanas, mas mantendo a
hipétese de retomar a terapia caso o animal ndo se mantivesse relativamente estabilizado, e
repetiu-se a administracdo de 40 mg de acetato de metilprednisolona.

No dia 29 de Janeiro de 2010 o Bono foi novamente visto em consulta. O dono referiu que a
cicatrizagdo das feridas estava a progredir e que a administracdo de azatioprina ndo andava
a ser necessaria. Apesar disso, a urina do Bono continuava com sangue e mantinha-se o
tratamento com acido aminicaproico. Voltaram a surgir sinais de dores articular, combatidos
com meloxicam. Voltou a fazer tratamento com acetato de metilprednisolona (40 mg).
Passado cerca de um més o Bono continuava estavel sem azatioprina mas mantinha a
administracdo de meloxicam quando necessario e tinha surgido uma nova ferida. Repetiu-se
o tratamento injectavel.

A 22 de Margo o Bono andava estavel e tinha tido um episddio de dor uns dias antes,
tratado com prednisolona, notando-se dificuldades relativas a marcha dos membros
posteriores. Em consulta foi feito o tratamento injectavel. Surgiu novamente sangue nas
fezes e repetiu-se a terapéutica aconselhada em episddios anteriores semelhantes.

Passado um més o Bono voltou ao IVP, com dores muito intensas. Tinha sido medicado no
dia anterior e na manha do dia da consulta com prednisolona e ja se notavam algumas
melhorias. Foram administrados 40 mg de acetato de metilprednisolona e estabeleceu-se
gue em casa se tentaria manter o efeito desta administracdo, com prednisolona. Nesta fase
0s sinais cutaneos da doenga estavam relativamente controlados (figuras 15 e 16).

Figura 15 - Consulta a 27 de Abril de 2010. Zona inguinal do Bono, com melhorias evidentes em
relacdo a consulta de 23 de Novembro (foto gentilmente cedida por Mariana Pereira).




Figura 16 - Consulta no dia 27 de Abril de 2010. Verifica-se a descoloracdo no focinho do Bono e
algum eritema (foto gentilmente cedida por Mariana Pereira).

No dia 30 de Junho foi necessario fazer novamente o tratamento injectavel com acetato de
metilprednisolona (40 mg).

Durante o periodo em que o Bono foi acompanhado pelo IVP foi sendo notéria uma
diminuicdo progressiva da condi¢do corporal, com emagrecimento, alguma atrofia muscular,
principalmente a nivel dos membros posteriores, e sinais evidentes de desconforto quando o

animal se encontra em estagéo (figura 17).

Figura 17 - Consulta a 27 de Abril de 2010. Aspecto geral do Bono (foto gentilmente cedida por
Mariana Pereira).
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1.3 — Exames realizados

Como referido, para além de dois despistes de leishmaniose e, posteriormente, uma
titulagcdo de AAN, o Bono realizou um primeiro hemograma e andlises bioquimicas no dia 6
de Agosto de 2009, depois de ter sido feita a bidpsia ao focinho. Os resultados das analises
sanguineas apresentam-se de seguida (tabelas 9 e 10).

Tabela 9 - Resultados do hemograma realizado a 6 de Agosto de 2009.

Parametro Resultado Valor de referéncia Unidades
Leucdcitos 1,40 6-17 x 10%/pL
Eritrocitos 4,05 55-85 x 10%/pL
Plaquetas 97 200 - 500 x 10%/pL
Hemoglobina 10,5 12-18 g/dL
Hematocrito 26,1 37 -55 %

VCM 64,4 60 - 77 fl

HCM 25,9 19,5 - 24,5 Py

CHCM 40,2 32-36 g/dL

Observacgbes: confirma-se a leucopénia grave. Devido a leucopénia ndo foi possivel
efectuar a férmula leucocitaria. Sem agregacéo plaquetaria. Normocitose e normocromia

eritrocitarias.

Tabela 10 - Resultados das analises bioquimicas realizadas a 6 de Agosto de 2009.

Parametro Resultado Valor de referéncia Unidades
ALP 193 10 -85 U/L

ALT 281 13-92 U/L
Creatinina 11 0,4-1,2 mg/dL
Ureia 31 20 - 50 mg/dL

Observacgbes: soro hemolisado.

Verifica-se assim que o Bono apresentava nesta altura uma leucopénia bastante grave e
trombocitopénia. Em relagédo as andlises bioquimicas nota-se que tanto a ALP como a ALT
estdo aumentadas, facto que n&o foi muito valorizado.

Alguns dias depois foi recebido o resultado da biopsia ao focinho (figuras 18 e 19). Este

exame revelou hiperplasia da epiderme com hiperqueratose paraqueratética e a presenca
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de duas pustulas intracorneais contendo detritos nucleares. Verificou-se igualmente
infiltracdo inflamatéria da derme, com a presenga predominante de linfocitos, que infiltravam
também a epiderme. Era visivel incontinéncia pigmentar e ndo foram identificados agentes
microbianos ou células neoplasicas. Face a estas observacdes foi feito o diagnéstico de
lGpus eritematoso discoide.

Figura 18 — Resultados da biépsia ao focinho do Bono. Nota-se a presenga de uma pustula
intracorneal com detritos celulares no interior e de infiltracdo inflamatéria intensa na juncdo derme-
epiderme, bem como a hiperqueratose paraqueratética e a incontinéncia pigmentar. H&E, ampliacdo x
100 (foto gentilmente cedida pelo VetPat).

Figura 19 — Resultados da biépsia ao focinho do Bono. Nota-se a presenca de infiltrado inflamatério
intenso, composto principalmente por linfécitos, na jun¢do derme-epiderme. H&E, ampliagdo x 200
(foto gentilmente cedida pelo VetPat).
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Alguns dias depois 0 Bono realizou novo hemograma, cujos resultados sdo apresentados na
tabela 11.

Tabela 11 — Resultados do hemograma realizado a 17 de Agosto de 2009.

Parametro Resultado Valor de referéncia Unidades
Leucdcitos 9,70 6-17 x 10°/uL
Eritrocitos 3,22 55-8,5 x 10°%/pL
Plaquetas 73 200 - 500 x 10%/pL
Hemoglobina 7,6 12-18 g/dL
Hematocrito 21,7 37 -55 %

VCM 67,5 60 - 77 fl

HCM 23,6 19,5-24,5 pg

CHCM 35,0 32-36 g/dL

Observagdes: com agregacao plaguetaria. A contagem de plaquetas feita pelo contador
celular ndo foi confirmada pela observacao do esfregaco sanguineo, onde as plaquetas se
encontravam em numero considerado adequado. A “pseudo-trombocitopénia” deve-se
provavelmente a agregacao plaquetéria. Anisocitose e policromasia eritrocitarias (+). Com
agregacao leucocitaria.

Parametro % Valores absolutos % Valores absolutos
Neutroéfilos ndo segmentados 3 291 0-3 0 - 300/uL
Neutréfilos segmentados 86 8342 60 - 77 3000 - 11500/uL
Linfécitos 7 679 12 - 30 1000 - 4800/uL
Mondécitos 3 291 3-10 150 - 1350/uL
Eosindfilos 1 97 2-10 100 - 1250/uL
Basofilos 0 0 raros raros

Reticulocitos: indice de producao de reticulécitos (IPR) < 1 — anemia ndo regenerativa ou

pré-regenerativa.

Este hemograma mostrou a normalizacdo da contagem de leucdcitos, mesmo com
agregacao leucocitaria, mas manteve-se a anemia, sendo os valores do hematdcrito e da
hemoglobina um pouco inferiores aos obtidos anteriormente. O IPR obtido foi inferior a 1,

revelando que a anemia presente seria ndo regenerativa ou pré regenerativa.
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2 — Discusséo

O acompanhamento do Bono no IVP permite estabelecer um paralelismo entre as
informag0des referidas na reviséo bibliogréfica e um caso clinico de LES.

Em relacdo a prevaléncia, dados de 1983 referem um valor de cerca de 0,03%. No entanto,
para efeitos de comparagdo com os dados obtidos na pratica ndo se poderéo tirar grandes
conclusdes, ja que foi apenas observado um animal com LES numa popula¢do de 710;
estes nimeros corresponderiam a uma prevaléncia de 0,14% mas considerando que a
amostra é muito limitada, este nimero ndo devera ser valorizado. Apesar disto, € importante
mencionar que o Bono apresenta algumas caracteristicas que vao de encontro ao que €&
referido na bibliografia.

A maioria dos autores considera gque nao existe uma predisposicdo etaria para a doenca,
mas que esta é diagnosticada quando o animal tem, em média 5 anos (Fournel et al., 1992),
sendo esta a idade que o Bono apresentava aquado do diagnéstico. Também ha alguma
concordancia entre 0s varios autores no aspecto da predisposicdo racica e sabe-se que 0s
animais de ragas miniatura ou gigantes sdo menos afectados que os restantes (Fournel et
al., 1992). Apesar de o Bono ser um animal sem raga determinada, podera ter algum valor o
facto de ser um cdo de porte médio.

A etiologia do LES é desconhecida mas actualmente considera-se que sera multifactorial,
sendo diversos os factores que poderao influenciar o seu aparecimento e patogénese.
Através de estudos em ratinhos e no Homem, sabe-se que a doenca tem uma componente
genética bastante evidente. Nos humanos a taxa de concordancia entre gémeos idénticos
varia entre 25 e 50% (Mok & Lau, 2003) e ja foram identificados diversos genes que
contribuem para uma maior predisposicdo para a doenca ou, pelo contrario, conferem algum
grau de proteccéo e resisténcia. Infelizmente no céo as informagdes ainda séo escassas e
0S poucos estudos que se debrucaram sobre este assunto permitiram concluir apenas que a
transmissao da doenca, espelhando o que acontece no Homem e no ratinho, é complexa e
provavelmente envolve varios genes. Em termos de informacdo mais especifica, ja foi
demonstrado que em Pastores Alemaes o alelo DLA-A7 esta relacionado com a
susceptibilidade a doenga e os alelos DLA-A1 e DLA-B5 com a protec¢cdo. No entanto, néo
serd descabido assumir que algo semelhante se passara com outras ragas. Em relacdo ao
Bono serd dificil tecer consideracdes relativas a este aspecto, j& que se trata de um animal
recolhido da rua e que ndo se tém quaisquer informacdes sobre 0s seus antecedentes
familiares.

N&o obstante a influéncia da genética, também alguns factores externos terdo um papel a
desempenhar.

Existem diversas referéncias a importancia da radiacdo UV no desenvolvimento da doenca,
através de mecanismos variados, entre 0s quais aumento do poder imunogénico dos

gueratinécitos e a expressdo de antigénios a sua superficie. De facto, o caso do Bono
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comprova estes dados, ja que, segundo o proprietario, enquanto o Bono viveu no quintal era
visivel que as lesdes do focinho se agravavam pela exposi¢cdo a luz solar. Também a
recidiva destas lesdes que acabou por levar ao diagnéstico ocorreu nos meses de Veréo.
Ainda ndo foi completamente posta de parte a possibilidade de existir um factor infeccioso
na trasmissdo do LES, perspectiva que podera ser abordada por dois lados. Alguns dos
estudos que se tém realizado fazem-no comparando a presenca da doenca em cdes com
donos saudaveis e em donos com LES. A bibliografia relata resultados discordantes, ja que
alguns autores encontraram correlaces (Chiou et al., 2004) e outros ndo (Kristensen et al.,
1979), mas o caso do Bono aponta mais para a segunda hipétese, ja que nem a familia nem
0 outro canideo que faz parte da familia apresentam histéria de doenca autoimune. Por
outro lado, as doencas imunomediadas caninas estdo relacionadas com diversos factores,
entre os quais a presenca de doencgas infecciosas. No Homem considera-se mesmo que
estas sdo um dos gatilhos ambientais mais importantes para a autoimunidade em individuos
geneticamente susceptiveis. O Bono esta com os donos h& cerca de cinco anos e durante
este periodo ndo apresentou quaisquer sinais de doenca infecciosa, excepto os que levaram
a suspeita de leishmaniose, cujo teste, nas duas vezes em que foi feito, se veio a revelar
suspeito. Porém, tendo em conta que a historia clinica do Bono é conhecida apenas a partir
dos 12 meses, poder-se-a considerar a possibilidade de no primeiro ano de vida ele ter tido
uma doenca infecciosa, como parvovirose, esgana ou febre da carraca. Poderia assim haver
uma desregulagcdo imunitaria, que mais tarde se veio a traduzir no aparecimento de LES.
Também o facto de o Bono ter vivido na rua durante alguns meses e depois no quintal
podera ter alguma influéncia neste aspecto, jA que a exposicdo a possiveis factores
ambientais importantes seria maior.

A importancia das vacinas também comeca a ser discutida, apesar de ndo haver dados
concretos neste sentido. O Bono comecou a ser vacinado a partir dos 12-18 meses e poder-
se-a4 afirmar que este facto, eventualmente, poderd ter tido alguma importancia no
desenrolar da doenga.

De um modo semelhante, ndo existem descricbes de casos de lUpus canino devido a
farmacos e poderemos mesmo considerar que a importancia que este factor tera no caso do
Bono é bastante limitada, ja que ndo existe historia de administracdo de medicamentos
prévia ao diagndstico, com excepgdo da alfa-amilase. Apesar de ter sido apos a inducéo
anestésica necessaria a realizacdo da biopsia que a doenca se revelou, a luz dos
conhecimentos actuais a hipotese de que tera sido este o factor desencadeador da
sintomatologia nédo fard muito sentido. Os sintomas de LIF normalmente surgem apenas
com a administracdo crénica de alguns farmacos e os sintomas tendem a desaparecer
quando se péara a terapéutica e, no caso do Bono, o primeiro sinal j& estava presente.
Porém, e apesar de, caso ocorra, ndo ser uma situacdo habitual, também se coloca a

possibilidade de a metabolizacdo dos farmacos poder levar a formagédo de compostos que
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sejam capazes de estimular excessivamente o sistema imunitario, desencadeando a
manifestacdo de uma condi¢cdo lUpica pré-existente. Entre as moléculas que se sabe
levarem ao aparecimento de LIF ndo se encontram anestésicos mas, apesar de muito
improvavel e ndo existirem quaisquer dados que o sugiram, podera ser colocada a hipotese
de nos cées este tipo de composto poder ter algum tipo de influéncia no aparecimento da
doencga.

A bibliografia refere que o primeiro sinal a aparecer € geralmente a poliartrite mas em
animais que vivem em zonas com sol podem surgir primeiro as lesdes de pele. (Chabanne
et al., 1995). No caso do Bono foi isto que aconteceu, j& que a doenca surgiu inicialmente
como uma leséo cutanea.

Alternativamente, poderia ser considerada a hipétese de a lesao inicial do Bono ser um sinal
de lupus discoide, ja que esta doenca surge como uma descoloracdo, descamacao e
eritema do focinho, passando depois a erosdes ou ulceracdes, preferencialmente no
focinho, na transicdo do plano nasal para a zona pilosa (Scott et al., 2001). Esta descri¢cdo
corresponde exactamente a lesdo que o Bono tinha e lUpus discéide é o diagndstico
sugerido pelos resultados da biépsia. Porém, apesar de na Medicina humana ja ter sido
verificada, a progressao de lapus discoide para lUpus sistémico ocorre em apenas 5-10%
dos casos, e, segundo a bibliografia, ndo ha referéncias a casos semelhantes em Medicina
Veterinaria. Para além disso, as duas formas de lUpus podem ser indistinguiveis em termos
histopatoldgicos, sendo necessaria uma diferenciacdo em termos clinicos, que no caso do
Bono aponta para a forma sistémica.

De acordo com os dados apresentados por Fournel et al. (1992) os sinais clinicos mais
frequentes de LES séo febre, poliartrite ndo erosiva, envolvimento renal e lesbes
mucocutaneas. E também referido que os sintomas n&o surgem todos simultaneamente,
mas sim de um modo sucessivo e progressivo ao longo do desenvolver da doencga. De facto,
o caso do Bono espelha bem estas informacgdes, ja que comecou por ter lesdes cutaneas,
depois surgiram as lesdes articulares e a febre e, algum tempo depois, 0s sinais de
envolvimento renal, nomeadamente hematuria.

Também a descricdo deste tipo de sinais esta de acordo com o que se observa no Bono, ja
gue se verifica a presenca de despigmentacdo e de lesdes eritematosas e descamativas,
que surgem principalmente no focinho e na zona inguinal. As caracteristicas da poliartrite
também se enquadram no que € descrito por diversos autores, jA que esta é mais
significativa nas articulagfes periféricas, sendo por vezes bastante evidente nas articulagées
do carpo, que sédo das mais afectadas em casos de LES.

Outro sinal bastante frequente é a presenca de linfadenomegalia e/ ou esplenomegalia. Ao
exame fisico o Bono ndo aparenta nenhuma das duas, mas ndo houve confirmacao através

de ecografia abdominal.
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Durante o0 acompanhamento do animal também foram registados dois episddios de diarreia.
Os sintomas gastrointestinais no contexto do LES canino sdo muito raros, ao ponto de
apenas um dos autores consultados Ihes fazer referéncia. Outros dados que indicam que
provavelmente a diarreia teve outra causa sdo 0s sintomas que normalmente surgem
associados a diarreia, quando esta € causada por lipus — dor abdominal, ndusea e vomitos.
Assim, provavelmente estes episodios terdo origem ou na medicacdo ou em alguma
alteracdo na alimentagéo.

A nivel laboratorial, o primeiro hemograma que o Bono realizou revelou uma leucopénia
grave, resultado que, segundo a bibliografia, surge em 20% dos casos. No contexto do LES,
esta situacdo surge habitualmente associada a presenca de anticorpos anti-linfécito; porém,
para se obter um valor td0 baixo como 1,40 x 10°/uL seria de supor que a linha dos
neutréfilos também estaria afectada. Como néo foi possivel realizar a férmula leucocitaria
torna-se dificil tirar ilacdes sobre este aspecto, mas poderd ser assumida a hipétese de o
Bono ter também anticorpos anti-neutrofilo, situacdo incomum mas que duas das fontes
bibliogréficas referem como possivel diagnéstico diferencial para neutropénia no contexto do
lGpus (Kerr, 2002; Willard & Tvedten, 2004). Foi também detectada trombocitopénia, que,
segundo Fournel et al. (1992) surge em 4% dos casos de LES canino, e anemia. A
leucopénia estava corrigida aquando do segundo hemograma, realizado cerca de 10 dias
depois, bem como a trombocitopénia, mas a anemia mantinha-se, com valores ligeiramente
mais baixos que os iniciais. A anemia hemolitica surge em cerca de 13% dos casos de LES
canino, mas também é possivel que ocorra anemia ndo regenerativa.

No caso do Bono o laboratério verificou que a amostra destinada as analises bioquimicas
estava hemolisada, o que poderia servir de indicagdo para considerar uma anemia
hemolitica. No entanto, esta hemdlise poderia também resultar de mau manuseamento da
amostra. Do mesmo modo, também a presenca de anisocitose e policromasia no segundo
hemograma poderiam ser indicativos de uma anemia regenerativa. Porém, a presenca deste
tipo de caracteristicas € medida numa escala que varia entre + e ++++, 0 que nos leva a
concluir que estas alteragfes ndo terdo muita importancia, j& que foram quantificadas como
+. Para mais, como o IPR obtido neste segundo hemograma foi inferior a 1, 0 mais provavel
€ que no caso do Bono se trate de uma anemia ndo regenerativa, 0 que também esta de
acordo com a normocitose e nhormocromia observadas nos eritrocitos anteriormente.

As Ultimas andlises do Bono datam de Agosto de 2009, e, como tal, em termos de
hemograma serd dificil avaliar se a situacdo se mantém ou se, pelo contrario, melhorou ou
piorou. Nunca foi realizada urinalise para avaliar a fungdo renal, mas sera seguro afirmar
que, face aos sintomas que o0 Bono apresenta, nomeadamente os episodios de hematuria, ja
h& compromisso renal.

Em relac@o ao diagnostico, se for analisada a tabela 8 verificamos que o Bono cumpre os

critérios necessarios para ser classificado como caso de LES, ja que, ao longo do curso da
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doenca, ja apresentou eritema, lUpus cutaneo, fotossensibilidade, artrite, doenca renal,
leucopénia e um titulo anormal de AAN. A trombocitopénia ndo serd de valorizar neste
contexto uma vez que o critério 9 especifica que a trombocitopénia devera ser inferior a 100
células/ mm?® e o Bono tinha 97. No entanto, o facto de ndo ser valorizavel no contexto do
diagnostico ndo invalida a sua importancia clinica no contexto da doenca.

Em comparacdo com os altos titulos referidos pela bibliografia, que séo frequentemente
superiores a 256 Ul, o titulo do Bono — 10 Ul — é bastante baixo. Este facto podera justificar-
se pelo facto de o titulo de anticorpos se correlacionar positivamente com a gravidade da
doenca, sendo que, a altura da realizacao do teste, o Bono apresentava apenas a ferida no
focinho e tinha comecado a manifestar dores articulares uns dias antes.

Em termos de tratamento, o0 Bono comegou por seguir o tratamento preconizado para casos
de LES, ou seja, prednisolona, que ajudou a melhorar os valores dos parametros
laboratoriais. Cerca de uma semana depois de ter sido feito o diagnéstico o Bono
apresentou-se no IVP e nessa altura iniciou a terapéutica com azatioprina, ja que a
prednisolona por si sé ndo estava a ter o efeito pretendido. Aproximadamente um més
depois os sintomas mantinham-se e a abordagem terapéutica foi novamente modificada,
desta vez com a substituicdo de prednisolona oral por acetato de metilprednisolona, um GC
com uma poténcia maior, por via intramuscular.

O acetato de metilprednisolona esta indicado principalmente para aplica¢éo intralesional e
intra-articular, podendo ser também administrado por via subcutanea ou intramuscular. A
sua absorcao esta limitada por uma taxa lenta de dissolucdo no local de injeccéo, dai nédo
ser aconselhado quando a condicdo a tratar exige concentracdes plasmaticas altas
rapidamente. Assim, a sua administracdo fornece uma terapia a longo prazo, durante alguns
dias a semanas.

Para uso cronico, como 0 necessario para controlo do LES, sdo preferiveis as formas orais
de duracdo de accdo mais curta, como a prednisolona, que permitem a adequac¢éo da dose
ao necessario e um melhor controlo dos efeitos secundéarios. No entanto, no caso do Bono,
gue nao estava a responder tdo bem como o desejado a esse tipo de terapia, e apesar de 0
seu uso ndo estar recomendado para doencas autoimunes, optou-se por tentar o tratamento
com acetato de metilprednisolona.

Nos humanos a suspensao utilizada (Depo-Medrol 40 ®) pode ser utilizada como
terapéutica de manutencdo em casos seleccionados de lupus e foi esse o protocolo que se
resolveu aplicar ao Bono. Esta foi uma opcdo pessoal do Médico-Veterindrio que
acompanha o animal e justifica-se pelo facto de ter sido dada primazia ao controlo da
sintomatologia clinica, ao invés dos possiveis efeitos a médio e longo prazo que este tipo de
terapia pode acarretar. Desde entdo o Bono tem-se mantido razoavelmente controlado
durante o periodo de tempo em que o acetato de metilprednisolona mantém o seu efeito,

sendo normalmente necessario repetir a injeccao numa base mensal. Quando necessario, 0
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dono faz a administracéo de prednisolona por via oral, numa tentativa de prolongar o efeito
do tratamento injectavel.

Para além desta terapia base sdo administrados outros farmacos como terapia
complementar, de acordo com o0s sintomas que o Bono vai apresentando. As dores
articulares sdo normalmente combatidas com AINE e quando ha perda de sangue pela urina
€ administrado um composto ferroso ou um anti-hemorragico. Nas feridas cutaneas séo
normalmente aplicados compostos com vitamina A e 6xido de zinco.

Considerando que o Bono nao respondeu bem a terapia com corticosteréides e os sintomas,
mesmo com a administracdo de metilprednisolona, continuam a ser evidentes, e que,
mesmo sem existirem resultados laboratoriais que o comprovem, poder-se-a considerar que
existe jA envolvimento renal, serd complicado afirmar que o prognéstico deste caso é
favoravel. No entanto, € um facto que o diagnéstico de LES ja foi feito ha mais de um ano e
o Bono, desde que os sintomas da doenca comegaram a surgir com mais intensidade, tem
conseguido manter-se relativamente estavel, com fases mais criticas, como é caracteristico
da doenca.

Este caso ilustra bem a natureza complexa da doenga e a necessidade de acompanhar o
animal com bastante frequéncia, de modo a ir tentando corrigir os sintomas a medida que se

vao tornando mais evidentes e eventuais efeitos secundarios da medicacao.
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Capitulo V — Conclusdes

Esta Dissertacdo de Mestrado, apesar de abordar uma doenga pouco comum em Medicina
Veterinaria, permitiu certamente consolidar conhecimentos na é&rea das doencas
autoimunes, principalmente no que respeita ao LES.

Tendo em conta a populacdo de reduzida dimensdo e o facto de apenas se ter
acompanhado um caso de lapus, as conclusdes em termos de epidemiologia e prevaléncia
sdo bastante limitadas, mas verificou-se que o paciente é um canideo de 4-5 anos e de
porte médio, caracteristicas que, segundo a bibliografia, sdo bastante tipicas.

O caso acompanhado foi no entanto bastante elucidativo no que respeita a componente
clinica da doenca, ja que o Bono cumpriu diversos critérios utilizados para o diagnéstico de
LES canino e verificou-se que apresentava os sinais que sao referidos com maior
frequéncia.

Foi também possivel confirmar que esta é uma condicdo que exige muita dedicacdo por
parte do clinico e dos proprietarios, ja que implica deslocacdes frequentes ao consultorio
Médico-Veterinario e tem um curso clinico muito imprevisivel e dificil de controlar. O facto de
o tratamento ser necessariamente crénico ou mesmo vitalicio traz dificuldades acrescidas, ja
gque se torna necessario pesar constantemente os beneficios e os efeitos adversos dos
farmacos. No entanto, os novos avancos em termos terapéuticos, apesar de estarem ainda
em fase inicial e compreendendo que ndo serdo aplicaveis aos animais de companhia nos
proximos anos, sdo bastante promissores, ja que permitem assumir que € possivel um
controlo da doenca mais direccionado e, em principio, sem tantos efeitos secundarios
indesejaveis.

Concluiu-se também que existem muito poucos trabalhos relativos a prevaléncia da doenca
e a importancia de factores genéticos e que 0s que existem ja sdo bastante desactualizados
ou debrucam-se apenas sobre determinada raca. Mesmo os trabalhos que visam a
patogénese nao sdo feitos com muita frequéncia em canideos. No entanto, considerando a
relativa raridade da doenca nos canideos e o facto de grande parte dos estudos ter como
objectivo a aplicabilidade & doenga humana, compreende-se que a procura de
conhecimentos especificos para a melhor compreensédo da doencga canina seja um pouco

posta de parte.
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Anexos

Anexo | — Critérios revistos de 1982 para o diagnostico de LES propostos pela AAR

Adaptado de http://www.rheumatology.org/practice/clinical/classification/SLE/sle.asp

Critério

Definicéo

1. Eritema malar

2. LesOes cutaneas discoides

3. Fotosensibilidade

4. Ulceras orais

5. Artrite

6. Serosite

7. Alteragtes renais

8. AlteracOes neuroldgicas

9. Alterac6es hematologicas

10. Alterac¢des imunoldgicas

11. AAN

Eritema nas regiées malares e dorso do nariz
Placas eritematosas com descamacdo aderente e
comprometimento folicular, podendo ocorrer
cicatrizacao nas lesGes mais antigas
Erupcédo cutanea como reultado da exposicéo a luz
solar
Ulceras orais ou nasofaringeas, geralmente
indolores
Artrite ndo erosiva comprometendo pelo menos duas
articulac@es periféricas, caracterizada por dor,
tumefaccéo ou derrame
Evidéncias de pleurite ou pericardite
a) proteindria persistente (> 0,5¢g/ dia ou > +++) ou b)
cilindraria
Convulsdes ou psicose na auséncia de causas
farmacoldgicas ou metabdlicas
a) anemia hemolitica com reticulocitose ou b)
leucopénia <4000 células/mm?® em pelo menos duas
ocasifes ou c) linfopénia <1500 células/mm? em pelo
menos duas ocasides ou d) trombocitopénia
<100000 células/mm?® na auséncia de causas
farmacoldgicas
a) teste LES positivo ou b) anticorpos anti-ADN ou c¢)
anticorpos anti-Sm ou d) teste falso positivo para a
sifilis durante pelo menos 6 meses
Um titulo anormal de AAN na auséncia de causas

farmacologicas
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Anexo Il = Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)

Adaptado de Silva et al., 2008

Existem diversos sistemas na Medicina humana que podem ser usados para medir a
actividade da doenca, sendo o SLEDAI um dos mais utilizados.

O SLEDAI mede a actividade da doenca considerando a importancia dos diferentes
sistemas organicos envolvidos. Apesar de ter alguns limites (por exemplo, ndo avalia se um
sintoma piorou e, do mesmo modo, ndo detecta se houve melhoria de determinado sinal)

tem sido sistematicamente demonstrado que € um método sensivel e fiavel.

Pontuagé&o/Descricao Definigcao

8 Convulsées De inicio recente e excluindo outras causas

_ Perturbacgéo grave da percepcao da realidade, excluindo
8 Psicose
outras causas

§ Alteracdes da fun¢éo mental de inicio subito e caracter
8 Sindrome cerebral _
flutuante, excluindo outras causas

. o AlteracOes oculares, incluindo, entre outras, hemorragias na
8 Alteracdes retinianas ) . o ]
retina, na corodide ou nevrite Optica, excluindo outras causas

Alteracdes dos nervos Neuropatia sensitiva ou motora envolvendo 0s nervos
° cranianos cranianos
Cefaleia grave e persistente que pode apresentar
8 Cefaleia lupica . .
caracteristicas de enxaqueca e nado responde a narcGticos
Acidente Vascular
8 Excluindo aterosclerose
Cerebral
Ulceragdo, gangrena, nédulos digitais dolorosos, enfartes
8 Vasculite periungueais, hemorragias sub-ungueais ou vasculite
confirmada por biopsia ou angiografia
4 Artrite Dor e sinais de inflamag&o em pelo menos duas articulagfes
Dor ou fraqueza muscular associadas a elevagdes
4 Miosite enzimaticas, alteracdes electromiograficas ou biopsia
compativel com miosite
4 Cilindraria Hematicos, granulosos ou eritrocitarios
4 Hematuaria > 5 eritrécitos/campo, excluindo outras causas
4 Proteinuria > 0,5 g/dia
4 Pidria > 5 leucécitos/campo na auséncia de infeccao
2 Eritema malar Eritema inflamat6rio
2 Alopécia Queda de cabelo excessiva, difusa ou localizada
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Mucosas

Pleurisia
2 Pericardite

2 Hipocomplementémia
2 Anti-ADN elevado

1 Febre
1 Trombocitopénia
1 Leucopénia

Ulceras orais ou nasais
Dor pleuritica com atrito, derrame ou espessamento pleural
Dor pericardica com um dos seguintes: atrito, derrame,
confirmacéo por ECG ou ecocardiograma
C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de referéncia
Acima dos valores de referéncia
Temperatura axilar > 38° C na auséncia de infecgéo
Plaquetas em nimero < 100000/mm?®, excluindo causas
farmacologicas
Leucdcitos em nimero < 3000/mm?, excluindo causas

farmacologicas

A pontuacéo final é obtida através da soma das pontuagfes dos sintomas que estiverem

presentes aquando da avaliacdo ou que tenham estado presentes nos 10 dias anteriores a

esta.
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