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Resumo

Rastreio de Leishmania infantum em cées assintomaticos naregido de Mafra

A leishmaniose canina é uma doenca parasitaria de distribuicdo mundial provocada por um
protozoario, que em Portugal, pertence a espécie L. infantum e é transmitido por vectores do
género Phlebotomus.

Nas zonas endémicas os cées infectados com L. infantum e assintomaticos séo infectantes
para o fleb6tomo vector numa proporcéo similar aos sintoméaticos, contudo a comunidade
veterinaria ndo esta devidamente alertada para a sua existéncia e importancia. Este trabalho
contribui para realcar a importancia destes animais na transmisséo de L. infantum. Neste
ambito foi realizado um rastreio de infec¢éo por L. infantum em caes assintomaticos numa
amostra de 80 cdes habitantes na regido de Mafra, Portugal. Este trabalho foi o primeiro
realizado exclusivamente em cées assintomaticos em Portugal na regido de Mafra. Através
da técnica de IFI detectou-se que 8,75% (7/80) dos caes testados possuiam anticorpos anti-
leishmania. Num dos cées positivos foi realizado PCR a partir de amostras cutaneas para
deteccdo de ADN de L. infantum. Embora o resultado tenha sido negativo, a presenca de
parasitas no organismo do animal ndo pode ser excluida. Procurou-se também avaliar
possiveis factores de risco.

O controlo da leishmaniose canina apoia-se no esclarecimento da comunidade veterinaria e

dos proprietarios de caes.

Palavras-chave: Leishmania infantum, caes, assintomaticos, IFl, rastreio, Mafra






Abstract

Leishmania infantum infection survey in asymptomatic dogs in Mafra area

Canine leishmaniosis is a parasitic disease of worldwide distribution caused by a protozoan
transmited by insects of Phlebotomus genus.

In endemic areas asymptomatic dogs infected by L.infantum are able to infect sandflies in a
similar proportion as the symptomatic ones, however the veterinary community is not duly
alert to its existence and importance. This study contributes to emphasize the importance of
these animals in L. infantum transmission. A survey of 80 asymptomatic dogs living in Mafra
region, Portugal was carried out to investigate the presence of L. infantum infection. This was
the first study ever done on exclusive asymptomatic dogs in Mafra, Portugal. The IFI
technique detected that 8,75% (7/80) of the tested dogs had anti-Leishmania antibodies.
Skin PCR was made in one of the positive dogs to detect L. infantum DNA. Though PCR
result was negative the presence of the parasite in the dog body can not be ruled out. Risk
factors were investigated.

Canine leishmaniosis control supports on owners and veterinary community information.

Key-words: Leishmania infantum, dogs, asymptomatic, IFI, survey, Mafra
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Introducéo

As leishmanioses sdo um grupo de doencgas provocadas por Varias espécies de protozodrios
flagelados que pertencem ao género Leishmania e que afectam fundamentalmente o
Homem e o céo. Presentemente as leishmanioses sédo a terceira doenca transmitida por
vectores mais importante, sendo a malaria e a filariose linfatica as duas primeiras
(Reithinger & Davies, 2002, citados por Cardoso, 2006).

As suas manifestagfes podem ir desde quadros cutaneos passageiros até quadros viscerais
de resolucdo fatal. Normalmente distinguem-se trés formas da doenca: a leishmaniose
visceral ou Kala-azar (L. infantum), que se encontra na India e ao redor do Mediterraneo; a
leishmaniose cuténea (L.tropica) ou “Botdo do Oriente” ou “Botao de Alepo” que se encontra
principalmente no Médio Oriente e ao redor do Mediterraneo; e a leishmaniose mucocuténea
da Ameérica Latina (L. brasilienses, L. mexicana) que se encontra na América do Sul. Estas
formas séo idénticas quanto a morfologia, mas diferem na constituicdo enzimatica e ADN,
na sua afinidade para os tecidos do hospedeiro, e nas espécies de insectos que as podem
transmitir (Rochette, 2003).

A leishmaniose canina tem distribuicdo mundial. No Velho Mundo a maioria dos casos
ocorrem na Bacia do Mediterrdneo e Portugal. No Novo Mundo é endémica na América do
Sul e Central (Foster & Foil, 2003).

No Velho Mundo a maioria dos casos é provocada por Leishmania infantum enquanto que
no Novo Mundo é provocada por Leishmania chagasi (Solano-Gallego et al., 2009).

O protozoario Leishmania é transmitido por insectos do género Phlebotomus no Velho
Mundo e por insectos do género Lutzomia no Novo Mundo. As infec¢cdes sdo mais
prevalentes nos meses mais quentes, quando a populacdo dos insectos vectores estdo
aumentadas (Foster & Foil, 2003). Esta doenca caracteriza-se pelo parasitismo de células
do sistema fagocitario do hospedeiro pelo parasita (Campillo et al., 1999).

Os roedores e o0s cédes sao reservatorios primarios de Leishmania spp, 0 Homem e os gatos
sdo hospedeiros acidentais e os fleb6tomos séo os vectores (Nelson & Couto, 2006).

O principal reservatorio de L. infantum na bacia do Mediterraneo é o c&o, no qual a infeccédo
se pode manifestar de formas muito diversas desde processos patolégicos graves, cronicos
e insidiosos que terminam na morte do animal até processos de resolugdo espontanea
(Campillo et al., 1999).

Quando um fleb6tomo fémea pica um céo infectado ingere sangue e com ele as formas
amastigotas. No aparelho digestivo deste hospedeiro invertebrado vai ocorrer a
transformacgédo de amastigota aflagelado em promastigota flagelado e a sua multiplicacéo.
Quando o fleb6tomo fémea voltar a se alimentar num cao vai inocular os promastigotas.
Uma vez no hospedeiro vertebrado os promastigotas perdem o seu flagelo e transformam-
se de novo em amastigotas, multiplicando-se no interior dos macréfagos do céo. Este cao

ir4 ficar doente caso ndo consiga elaborar uma resposta imunitaria competente.
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A leishmaniose canina € uma doenca de dificil tratamento. Os farmacos existentes
raramente eliminam as leishmanias na totalidade, ocorrendo em regra recidivas. Ainda que o
céao figue clinicamente curado permanece portador do parasita e deste modo infectante para
outros animais e Homem.

Muitos cdes das &reas endémicas sao portadores de infecgBes assintomaticas (Greene,
2006). Os cées infectados com L. infantum e assintométicos tém a mesma capacidade
infectante que os cdes sintomaticos. E de suma importancia proceder-se ao diagndstico
precoce pois quanto mais cedo o0s cdes assintomaticos forem identificados menor
disseminacao da doenca ocorrera. Estes animais quando detectados deverdo ser protegidos
da picada do fleb6tomo de modo a interromper o ciclo de transmissdo do parasita, ndo
deverdo ser utilizados como dadores de sangue e com base em estudos recentes também
ndo deverdo ser utilizados como reprodutores. A identificagdo dos cées infectados
assintomaticos € importante também em termos epidemiolégicos, de modo a aferir a
verdadeira prevaléncia da infeccdo do parasita nas varias areas estudadas. Caso ocorra a
depresséo do sistema imunitério do céo assintomatico a doenga poder-se-a manifestar.

A leishmaniose canina é uma parasitose com dupla repercussdo. Por um lado do ponto de
vista veterinario, pela sua incidéncia elevada, dificuldade de diagndstico precoce e relativa
falta de eficacia do tratamento, constitui uma doenga altamente problemética; por outro lado
do ponto de vista da saude publica dado o seu caracter zoon6tico, pois o cao é o principal
reservatorio de L. infantum para as infeccdes humanas (Campillo et al., 1999). Ainda assim,
0 risco de transmissdo de um canideo para um humano é muito baixo, se bem que exista
risco de infec¢do nas pessoas imunodeprimidas (Rochette, 2003).

O presente trabalho encontra-se dividido em trés partes. Na primeira parte € feita uma breve
descricdo das actividades realizadas ao longo do estagio curricular, a segunda parte
consiste numa revisao bibliografica sobre a teméatica da leishmaniose canina, incidindo a
terceira parte no rastreio de Leishmania infantum em cédes assintométicos na regido de

Mafra.



| - Descricao das actividades efectuadas no estagio curricular

A componente pratica do estagio curricular foi realizada na Clinica Veterinaria de Mafra
(CVM) no periodo compreendido entre 1 de Agosto de 2009 e 1 de Dezembro de 2009 com
uma carga horéria total de 703 horas.

As actividades desenvolvidas durante o estagio abrangeram todas aquelas realizadas na
Clinica Veterinaria de Mafra. Nas consultas a autora acompanhou o médico veterinario na
anamnese e exame fisico do animal, realizando também os exames complementares de
diagnéstico.

No internamento administrou medicacdo, efectuou pensos, monitorizou, alimentou e
passeou 0s animais internados.

Ao longo do periodo do estagio a espécie que surgiu para consulta com maior frequéncia
relativa foi a canina (64,4% - 336/522) seguida pela espécie felina (33,3% - 174/522). Os
animais exoticos foram pouco frequentes (2,1% - 11/522). De destacar ainda, pelo inusitado
da situacédo, a consulta na clinica de um borrego levado a trela pelo seu dono.

Gréfico 1 - Frequéncia relativa das espécies observadas nas consultas
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Do total de 498 consultas assistidas, 40,2% (200/498) pertenceram a area de medicina
preventiva, onde se incluem a vacinacdo e a desparasitacdo, seguida pela area de
gastroenterologia, acompanhamento pés-cirtrgico e dermatologia. E com agrado que a
autora regista a elevada frequéncia relativa das consultas de medicina preventiva, pois tal
comprova a cada vez maior preocupacdo dos proprietarios em proteger 0s seus animais.

Nas consultas de seguimento de cirurgia foram efectuados pensos e remocdo de



pontos/agrafos. E de realcar que cada animal pode apresentar mais do que uma doenca,

pelo que pode ser observado em mais de uma especialidade.

Graéfico 2 - Frequéncia absoluta de especialidades nas consultas observadas
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No ambito dos exames complementares de diagnostico a autora teve a oportunidade de
participar na area de imagiologia, onde efectuou o posicionamento do animal e a revelacdo
das peliculas de radiografia e assistiu também a diversas ecografias; executou hemogramas
e andlises bioquimicas. A radiografia e a ecografia foram os meios complementares de
diagnostico mais utilizados, seguidas pelo hemograma (realizado no no aparelho “Hospitex
Diagnostic”, modelo “Hema sCreen 18”) e andlises bioquimicas sanguineas (realizadas no

aparelho “Biochemical systems international srl”, modelo “clin check plus vet”).



Gréfico 3 - Frequéncia relativa de exames complementares de diagnéstico efectuados/observados
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Na éarea da cirurgia envolveu-se activamente em todas as etapas, participando na
preparacdo pré-operatoria do animal, auxilio do cirurgido, monitorizacdo da anestesia e
fornecendo os cuidados pos-operatérios. A limpeza/sutura de feridas encontra-se no topo da
tabela dos procedimentos cirlrgicos realizados. A sua elevada frequéncia explica-se
provavelmente por Mafra ser ainda uma zona predominantemente rural, onde a maioria dos

animais esta livre, pelo que ocorrem pequenos acidentes e confrontos com outros animais
com bastante frequéncia.



Gréfico 4 - Frequéncia absoluta de tipos de cirurgia assistidas

Tipo de cirurgia
Extirpacéo de cadeia mamaria 1
Limpeza/sutura de feridas 24
Limpeza de abcesso 1
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A orquiectomia e a ovariohisterectomia foram também das cirurgias mais comummente
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realizadas. A orquiectomia € muitas vezes efectuada pois os donos querem evitar 0
comportamento sexual e todos o0s problemas a ele associados. Quanto a
ovariohisterectomia, € uma cirurgia bastante solicitada pois para além da motivacdo de
diminuicdo do comportamento sexual, h& provavelmente cada vez maior consciencializagédo
dos proprietarios para os beneficios que esta cirurgia pode trazer quando realizada em
animais jovens. Verifica-se que no caso da orquiectomia foi o gato a espécie em que mais

se realizou esta cirurgia, enquanto que no caso da ovariohisterctomia foi a cadela.



Il - Revis&o bibliografica sobre leishmaniose canina

1. Perspectiva Historica Mundial e em Portugal

Thomas-Soccol et al (1993) formulou uma teoria para a origem das leishmanias, que
baseando-se no ADN mitocondrial de vinte espécies diferentes de leishmanias do mundo
afirma que a origem das leishmanias remonta aos periodos Cretadceo e Jurassico, ha 120
milhdes de anos, quando os continentes estavam ainda unidos na Pangeia (Altamirano-
Enciso, Marzochi, Moreira, Schubach & Marzochi, 2003).

No Novo Mundo, as referéncias a leishmaniose humana surgem sob a forma de pecas de
ceramica pré-Incas oriundas do Equador e Peru que datam entre 400-900 anos d.C., onde
sdo visiveis representacdes de lesdes na pele e deformacgdes faciais tipicas da leishmaniose
cutanes ou mucocutanea (Stanford University, 2010 disponivel em
http://www.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2006/Leishmaniasis/history.htm).

No Velho Mundo os primeiros relatos escritos alusivos a doencga datam do séc. | d.C.

A leishmaniose visceral foi descrita no Homem por Sir Wiliam Boog Leishman, um
patologista britanico especialista em doencas tropicais, em Maio de 1903, tendo-lhe dado o
nome de “Dum Dum Fever”. Dois meses depois Donovan realiza o mesmo feito, baptizando
a doenca de “Kala-azar” ou “Febre Negra” (Altamirano-Enciso et al., 2003). Mais tarde a
doenca foi denominada de leishmaniose em honra a Leishman (Botelho, 1986).

A leishmaniose no cdo foi descrita pela primeira vez por Nicolle e Comte em 1908 na
Tunisia. Estes investigadores relataram a presenca de formas amastigotas (Silva, Paula,
Cabrera & Carreira, 2005; Wéry, 1995) e classificaram pela primeira vez os cdes como
reservatorio da infec¢cdo humana por leishmania (Tafuri, 2009).

Nicolle e Comte propuseram o termo Leishmania infantum para denominar o agente
etioldgico pois a doenca era diagnosticada apenas em criangas com menos de 5 anos.

Em Portugal a doenca foi descrita pela primeira vez no Homem em 1910 em Lisboa pelo Dr.
Dionisio Alvares numa crianca de 9 anos de idade (Rodrigues, 1921). A primeira referéncia
a doenca no cao foi feita em 1911 por Alvares e Pereira da Silva também na regido
Metropolitana de Lisboa (Pereira, 2008).

Em 1912 foi descrita pela primeira vez leishmaniose em gatos na Algéria por Sergent et al,

mas em Portugal tal aconteceu somente em 1994 por Costa Durao et al.

2. Caracterizacdo do parasita

No Homem distinguem-se trés tipos principais de leishmanioses: cutdnea, mucocutanea e
visceral. No cdo ndo existe uma distingdo tdo clara nas manifestacbes originadas pelas
leishmanias, e assim os cées tendem a apresentar uma sindrome viscero-cutanea. No Velho
Mundo o agente da doenca no cdo é L. infantum (L.chagasi na América). Contudo, existem

outras espécies de Leishmania como L.braziliensis, L.panamensis e L. peruviana que tém
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sido encontradas no cdo, mas estas ndo causam a doenca, pelo que € possivel que este
animal actue como reservatoério também nestes casos (Toméas & Roméao, 2008).

A leishmaniose canina é provocada por Leishmania infantum, um protozoério do Reino
Protista, sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, sub-filo Mastigophora, ordem
Kinetoplastidae, sub-ordem Trypanosomatina, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania (Campillo et al., 1999).

Na bacia do Mediterraneo o zimodema (grupo de organismos de Leishmania que tém o
mesmo perfil de migragdo electroforética de isoenzimas) mais frequente de Leishmania
infantum é o Montepellier-1 (MON-1), que € responsavel por 90% dos casos de
leishmaniose humana. No cdo a maioria dos zimodemas sdo também MON-1 (Dereure et
al., 1999, citado por Cardoso, 2006). Na regido do Alto-Douro foram isoladas, a partir de P.
ariasi, duas estirpes pertencentes ao zimodema MON-24 (Pires et al., 1991, citados por
Faria, 2007).

O parasita Leishmania passa por duas formas principais ao longo do seu desenvolvimento:
promastigota e amastigota.

A forma promastigota é extracelular e flagelada e encontra-se no insecto vector. E fusiforme,
com cerca de 15x3 um e exibe um flagelo livre na sua regido anterior que pode atingir cerca
de 20 ym de comprimento (Tomas & Romao, 2008). Os promastigotas localizam-se nas
pecas bucais e probdscide do insecto vector (Campillo et al., 1999).

A forma amastigota (

Figura 5) é ovéide ou redonda e mede 2,5 a 5 u de comprimento e 1,5 a 2um de largura
(Greene, 2006), tendo um flagelo rudimentar, que ndo se observa na microscopia Optica
convencional. Os amastigotas constituem o estadio responsavel pela disseminacdo da
infeccdo no cdo ou em qualquer outro hospedeiro vertebrado (Tomas & Roméo, 2008).

A estrutura bésica de Leishmania é a de uma célula eucarittica, possuindo um ndcleo com
nucléolo central, limitado pela membrana nuclear. Possui mitocondria que em parasitas que
ndo estdo em multiplicacdo é tubular e se estende ao longo de todo o corpo, reticulo
endoplasmético, na sua maioria disposto em volta do nucleo e complexo de Golgi na regido
anterior do parasita.

Os Kinetoplastidae tém 6rgéos especificos: o cinetoplasto, glissomas e acidocalcissomas.
Em ambas as formas de Leishmania existe o cinetoplasto, que corresponde ao &cido
desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial que condensa numa Unica regido da célula, perto de
origem do flagelo. Nos glissomas realiza-se a glicolise. Os acidocalcissomas séo organelos
com pH acido que intervém em fendmenos de sinalizacdo, no equilibrio do pH e na

osmoregulacédo (Tomas & Roméo, 2008).



Figura 5 - Formas amastigotas de Leishmania infantum (seta) (ampliacdo de 1300x aprox.) (original)

2.1. Ciclo de Vida

As espécies do género Leishmania tém um ciclo de vida heteroxeno pois realizam parte do
seu ciclo biolégico no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado - numerosas espécies do
género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomia no Novo Mundo — na sua forma
promastigota e outra parte no hospedeiro vertebrado, na sua forma amastigota,
principalmente no interior dos seus macrofagos (Toméas & Roméo, 2008; Matute, Esteban,
Barrientos & Moreno, 2007). Quando o fleb6tomo fémea parasitado pica um vertebrado,
inocula, juntamente com a sua saliva, os promastigotas existentes na sua probdéscide. Uma
vez dentro dos capilares da pele do hospedeiro vertebrado, os promastigotas metaciclicos
séo fagocitados por células dendriticas e macrofagicas da pele. Numa primeira fase também
penetram em neutréfilos mas ai ndo se dividem (Tomas & Romdo, 2008). O parasita €
fagocitado pelos macréfagos, que o englobam num vacuolo parasitéforo na tentativa de o
eliminar através de uma cascata de metabolitos derivados do oxigénio, como o 6xido nitrico,
e da libertacdo de hidrolases lisossomais para o interior do vacuolo. A leishmania tem a
capacidade de se evadir destas reaccoes inespecificas do macréfago de modo a sobreviver
e multiplicar no seu interior (Matute et al.,, 2007). Uma vez terminada a internalizacdo no
macréfago o promastigota diferencia-se em amastigota (Tomas & Romao, 2008) num prazo
de 24 horas (Campillo et al., 1999). Os amastigotas comecam um ciclo de multiplicacdo que
produz um grande nimero de parasitas que vao ocupando o citoplasma celular e finalmente
originam a rotura do macré6fago. Os amastigotas libertados sao fagocitados por outros
macroéfagos que se distribuem através do sangue e linfa para outras regides do corpo, como

a medula 6ssea, baco, figado (Tomas & Romao, 2008) e ganglios linfaticos (Rochette,
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2003). No sangue periférico e pele, os amastigotas estdo a disposi¢cdo, podendo ser
ingeridos pelo insecto vector (Campillo et al., 1999). Esta situacdo pode persistir durante
meses a anos, sendo o periodo de incubacédo da leishmaniose canina de um més a seis
anos (Rochette, 2003). A progressado de doenca depende da capacidade de sobrevivéncia
dos amastigotas as reac¢bes que ocorrem no interior do macrofago, da viruléncia dos
protozoarios e da eficiéncia da resposta imunitéaria do cdo (Matute et al., 2007). Apesar do
parasita apresentar uma série de estratégias para limitar a accao microbicida do macréfago,
0 hospedeiro vertebrado consegue muitas vezes impedir o estabelecimento do parasita e/ou
interferir no seu desenvolvimento. Varios factores contribuem para isto, mas em ultima
andlise a eliminacdo de Leishmania esta dependente da capacidade do hospedeiro em
produzir uma resposta imunitaria adequada (Tomas & Romao, 2008).

Assim que um fleb6tomo pica o hospedeiro infectado ingere os macréfagos parasitados, que
rapidamente sdo destruidos e assim libertam os amastigotas. Nas préximas 24h os
amastigotas vdo multiplicar-se ou iniciar o processo de diferenciagdo em promastigotas no
intestino do insecto. Os promastigotas multiplicam-se por divisdo binaria e localizam-se
livres no limen do intestino ou fixos na sua parede através do flagelo. A fase final do ciclo
no vector € a diferenciacdo dos promastigotas metaciclicos que possuem capacidade
infectante para o vertebrado. O tempo necessario para completar o ciclo no insecto depende
da espécie de Leishmania, do vector e das condicdes ambientais, variando entre 6-14 dias
(Campillo et al., 1999). Durante a sua vida - cerca de trés meses - o flebétomo infectado pica

raposas, ratazanas e caes e seres humanos (Rochette, 2003).
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Figura 6 - Ciclo de vida de Leishmania infantum (adaptado de Greene, 2006); A- O fleb6tomo néo
infectado alimenta-se num hospedeiro infectado com L. infantum e B- ingere os macréfagos
infectados. C- Os amastigotas séo libertados no intestino do fleb6tomo e D- séo transformados em
promastigotas que ai se replicam. E- Os promastigotas séo regurgitados durante a refeicéo

sanguinea do fleb6tomo infectado, transmitindo a infec¢do a um novo hospedeiro.
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A manutencao do ciclo biolégico da leishmania depende da capacidade dos promastigotas
de colonizarem o aparelho digestivo do hospedeiro intermediario e da capacidade dos
amastigotas de estabelecerem um parasitismo intracelular no macréfago do hospedeiro
vertebrado (Campillo et al., 1999).

11



3. Caracterizacdo do vector

Os fleb6tomos - em inglés “sand flies” ou “sandflies” - séo insectos muito pequenos, com
comprimento corporal de 1,5 a 3 mm, com sedas de revestimento abundantes (Afonso &
Alves-Pires, 2008) que recobrem todo o corpo, inclusive patas, asas e antenas (Matute et
al., 2007). Sao constituidos por cabeca, torax e abdémen.

Os vectores de Leishmania pertencem a ordem Diptera, Familia Psychodidae e Subfamilia
Phlebotominae, pertencendo ao género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomia no Novo
Mundo. Na Europa Phlebotomus perniciosus e P. ariasi sdo as espécies mais importantes
como vectores de L. infantum e no Novo Mundo o vector é a espécie Lutzomtia longipalpis
(Cardoso, 2006).

Em Portugal, P. ariasi e P. perniciosus s@o os vectores de L. infantum (Alves-Pires et al.,
2001). P. perniciosus tem preferéncia por paisagens acidentadas e encontra-se cada vez
com mais frequéncia em altitudes superiores a 1200 m, localizando-se preferencialmente em
piso climéatico mediterrdneo semiarido (Matute et al., 2007).

O ciclo natural da infeccdo por Leishmania envolve um fleb6tomo como vector e um
hospedeiro vertebrado. Os fleb6tomos fémeas acolhem as formas promastigotas da
Leishmania no seu intestino e transmitem, durante a sua refeicdo sanguinea, o parasita ao
hospedeiro vertebrado — o Homem ou um animal selvagem ou doméstico - onde se
desenvolve a forma amastigota.

Ambos os sexos dos fleb6tomos alimentam-se de solu¢des acucaradas, mas apenas as
fémeas sdo hematéfogas, pois a sangue é necessario para a producdo dos ovos (Mencke et
al., 2003). Assim, sdo as fémeas as responsaveis pela transmissao do parasita. O numero
de refeicdes sanguineas necessarias para uma fémea completar o seu ciclo trofogénico
varia com a espécie e condi¢cbes climaticas, mas regra geral uma refeicdo é suficiente
(Afonso & Alves-Pires, 2008). Cada refeicdo sanguinea desencadeia um novo processo de
postura. Os acgulcares procedem de plantas e insectos e constituem a sua dieta energética.
As espécies vectoras de leishmania sdo antropozodfilas, ainda que parecam tender a
alimentar-se com mais facilidade em gado e canideos do que no ser humano (Matute et al.,
2007).

O ciclo de vida tem duracgéo variavel, dependendo da temperatura, humidade e fotoperiodo,
sendo em laboratério de cerca de 45 dias. Ocorre em meio terrestre — ovo, larva (4 estados)
e pupa - e no meio aéreo — adultos (Afonso & Alves-Pires, 2008). E realizada uma
metamorfose completa com quatro estados larvares terrestres, pupas sésseis e fémeas
hemat6fogas. Na latitude de Espanha séo as larvas de estado 4 que entram em letargia,
coincidindo com as estacdes mais frias. As larvas dos flebétomos desenvolvem-se nos
seguintes bidtopos: tocas, fendas em paredes e muros, fendas profundas no terreno,
estdbulos, currais, jardins, sarjetas, bueiro, constru¢des em ruinas, minas, entulhos,

estrumeiras, depdsitos, etc. Todos estes locais tém em comum temperaturas moderadas e
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estaveis, iluminacdo escassa ou nula, humidade relativa alta e constante, e um elevado
conteudo em matéria organica em decomposi¢cdo, de origem animal ou vegetal que lhes
serve de alimento (Matute et al., 2007).

A actividade da maioria das fémeas de fleb6tomos é crepuscular ou nocturna, conforme a
espécie e época do ano (Afonso & Alves-Pires, 2008), apresentando uma actividade
cicardiana clara (Mencke, Volf, Volfova & Stanneck, 2003). Na regido Mediterranea e Asia
os fleb6étomos sao activos nos meses quentes, da Primavera até ao Outono (Greene, 2006)
de Abril a Outubro, mas nos trépicos e sub-trépicos o ciclo de vida destes insectos ocorre
durante todo o ano (Cardoso, 2006).

A disperséo dos flebétomos varia com a espécie e os locais de habitacdo (Afonso & Alves-
Pires, 2008), mas em geral ndo se deslocam grandes distancias. Estudos mostraram que
raramente se afastam mais de 1 km dos seus locais de reprodugdo (Greene, 2006),
deslocando-se contra o vento, a pouca altura do solo, mediante voos de curta duracdo em
que percorrem poucos metros. A mobilidade dos fleb6tomos tem relagdo directa com a
disponibilidade de vertebrados de sangue quente para se alimentarem e de locais
adequados de repouso e postura. A luz parece exercer uma atracgdo moderada sobre estes
insectos (Matute et al., 2007).

Ao longo do dia quente descansam longe da luz solar em locais relativamente frescos e
humidos, como caves, estdbulos, fendas ou tocas de roedores (Mencke et al., 2003).

Os fleb6tomos tipicamente picam o cdo - ou outro mamifero hospedeiro numa zona com
pouco pélo, pois é-lhes mais facil recolher o sangue (Mencke et al., 2003; Afonso & Alves-
Pires, 2008). Zonas como focinho, orelhas, abdémen (Afonso & Alves-Pires, 2008), em volta
dos olhos e da boca sao locais tipicos desta actuacao (Mencke et al., 2003).

O flebétomo é telmofagico, rasgando a pele do cdo com as suas mandibulas e recolhendo o
sangue da goticula formada chamada de lago hemolinfatico, depositando simultaneamente
0s promastigotas metaciclicos (Afonso & Alves-Pires, 2008).

Existem pelo menos duas razfes porque os flebotomineos séo vectores de leishmania:

1 - O seu intestino médio é necessario para o desenvolvimento de parte do ciclo biolégico do
parasita (Cardoso, 2006). Os promastigotas ligam-se especificamente a receptores do
intestino do fleb6tomo. Quando esta ligacdo n&o ocorre os parasitas que inicialmente se
replicaram no limen do intestino sdo excretados com as fezes e assim ndo alcangcam a
quantidade necessaria para infectar o hospedeiro vertebrado durante a segunda refeicdo do
flebétomo (Greene, 2006).

2 - A saliva do vector tem componentes -anticoagulantes, vasodilatadores e enzimas com

propriedades anti-inflamatorias, anti-hemostaticas e anestésicas que auxiliam o

estabelecimento da infeccdo no local da picada no hospedeiro vertebrado, sendo
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importantes para a transmissdo e actuando como ampliadores da infeccdo parasitaria
(Cardoso, 2006; Mencke et al., 2003).

Para além destas duas razdes ha que referir que no decorrer do ciclo de vida de Leishmania
spp no fleb6tomo vector, o parasita forma um rolhdo na vélvula estemodeal, que bloqueia a
via alimentar e interfere com as bombas faringeas e cibarial. Isto vai fazer com que o
fleb6tomo efectue vérias tentativas para realizar uma refeicdo sanguinea, o que se revela
um factor potenciador para a transmissdo dos parasitas. Assim, um unico flebétomo
infectante, por exemplo, pode infectar varios caes numa sO noite (Afonso & Alves-Pires,
2008).

Figura 7 - Phlebotomus spp (ampliacéo de 23x aprox.) (original)

4. Principais vias de transmisséo

4.1. Transmissdao pelo vector

A transmissdo da leishmaniose é reconhecida como sendo marcadamente dependente do
vector invertebrado. Contudo ja foram descritas outras formas de transmissdo de L.
infantum.

4.2. Transmissao por transfusdo sanguinea

Freitas et al. (2006) demonstraram que L. Infantum pode ser transmitida por transfuséo
sanguinea, pois 0s amastigotas presentes nas células mononucleares sdo transmitidos para
o animal receptor e conservam o0 seu potencial infectante. A transmissdo de L. infantum
através de transfusdo sanguinea foi documentada em cdes da América do Norte, incluindo
um relato de transmissédo através de sangue proveniente de um banco de sangue da
Pennsylvania. A manifestacdo da doenca adquirida por transfusdo sanguinea depende, tal
como na infec¢do natural, do estabelecimento de um equilibrio entre o parasita e as defesas
imunologicas e genética do hospedeiro (Freitas, Melo, Costa-Val & Michalick, 2006).
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4.3. Transmisséo vertical

Foi descrita transmisséo vertical a partir de cadelas gravidas infectadas para os seus fetos
através da placenta (Silva et al., 2009).

A possibilidade de transmissao transplacentaria de Leishmania foi confirmada por Rosypal e
Lindsay (2005), citados por Magno da Silva et al. (2009) usando um modelo murino.

4.4, Transmissao sexual
Silva et al. (2009) afirmam que a transmissdo sexual de L. Infantum a partir de cées
naturalmente infectados para cadelas susceptiveis pode ocorrer na auséncia do vector

biolégico natural.

4.5. Transmisséo por Ripicephalus sanguineus

Dantas-Torres et al. (2010) comprovaram a existencia de ADN de L. infantum nas glandulas
salivares de Ripicephalus sanguineus. S&o necessarios mais estudos para validar a
hipotese de esta espécie ser vector de L. infantum (Paz et al., 2009).

4.6. Transmissao por Ctenocefalides felis
Ferreira, Fattori, Souza e Lima (2008) afirmam que as pulgas podem ser vectores de
Leishmania spp, contudo sdo necessarios mais estudos para esclarecer acerca do papel

das pulgas no ciclo de vida do protozoario (Ferreira et al., 2008).

5. Epidemiologia da leishmaniose canina

A leishmaniose visceral zoonética distribui-se fundamentalmente em trés zonas geograficas:
Brasil, China e Bacia do Mediterrédneo (Matute et al., 2007).

Baseado em estudos de seroprevaléncia realizados em Espanha, Franca, Itlia e Portugal é
estimado que 2,5 milhdes de cées destes paises estejam infectados com leishmaniose na
forma visceral (Greene, 2006).

Os canideos silvaticos (raposas, lobos e chacais) fazem parte do ciclo silvatico desta
doenca (Alvar, Cafavate, Molina, Moreno & Nieto, 2004, citados por Matute et al., 2007). A
raposa é considerada o elo de ligagédo entre o ciclo silvatico e o doméstico (Andrade et al.,
2002, citados por Matute et al.,, 2007). L. infantum foi detectada em ratazanas, cavalos,
bovinos (Lobsiger et al., 2010) e gatos (Martin-Sanchez, Acedo, Mufoz-Pérez, Pesson,
Marchal & Morillas-Marquez, 2007; Pennisi, 2002; Hervas et al., 1999), ndo se conhecendo
bem o significado epidemiol6gico destes hospedeiros.

Em areas endémicas o factor sexo nao constitui um factor de risco (Pereira, 2008). Contudo,
Denerolle (1996) e Ciaramella et al. (1997), citados por Miranda, Roura, Picado, Ferrer &
Ramis (2008) referiram que os machos pareciam ser mais afectados pela leishmaniose

canina (Miranda, Roura, Picado, Ferrer & Ramis, 2008).
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A caracterizacdo da leishmaniose canina quanto a idade e raca ndo € totalmente
consensual. Num estudo realizado por Abranches et al. (1991) citado por Pereira (2008)
verificou-se que as racas mais afectadas foram o Pastor Aleméo e o Doberman e que dos
11,9% cées doentes tinham idades entre os trés e seis anos e 13,7% dos animais tinham
idade superior a 9 anos (Pereira, 2008).

Miranda et al. (2008) realizaram um estudo no qual concluiram que as racas mais afectadas
foram o Pastor Alemé&o, Rottweiller e Boxer e as idades dos animais doentes tinham uma
distribuicdo bimodal, com um primeiro pico nos jovens adultos, com 2 a 4 anos e o0 segundo

pico em animais com mais de sete anos.

5.1. Epidemiologia da leishmaniose canina em Portugal

Em Portugal a leishmaniose canina constitui uma razdo muito frequente para a consulta
veterinaria. A prevaléncia necessaria para uma zona ser considerada endémica é de 2.5%
(Rioux et al., 1971, citados por Cardoso, 2006). Assim, uma vez que Portugal tem uma
seroprevaléncia de 6%, é considerado um pais endémico de leishmaniose canina (Neves et
al., 2009).

Segundo um estudo realizado por Casimiro, Calheiros, Santos e Kovats (2006) em Portugal
actualmente o risco de transmissdo de L. infantum é médio. S&o previstas mudancas
climaticas para todo o territério nacional, com o aumento do numero de dias com
temperaturas favoraveis a actividade de Phlebotomus pernicious — o flebétomo responsavel
pela maioria das infecgdes por Leishmania infantum em Portugal. Assim, é preconizado que
o risco de transmissédo de leishmaniose em Portugal ira tornar-se alto (Casimiro et al., 2006).
Num estudo realizado por Pereira da Fonseca, Santos, Diaz, Bordeaux e Oliveira (2008a)
110 clinicos veterinarios foram inquiridos se na sua opinido o niumero de casos novos e de
seguimento de leishmaniose canina teria diminuido, aumentado ou estabilizado. A maioria
dos clinicos (56/110) concordou que o nimero de casos novos e de seguimento aumentou.
Quanto as manifestagfes clinicas, com base em dois estudos realizados (Cardoso e
Mendao, 2009; Pereira da Fonseca et al., 2008a) em Portugal em 2007 ndo é possivel
chegar a nenhuma conclusdo absoluta, pois apresentam resultados dispares. O estudo
realizado por Cardoso e Mend&o (2009) no qual realizaram um inquérito a 105 centros de
atendimento médico veterinario afirma que a descamacgdo cutanea € o sinal mais frequente
nos animais com leishmaniose canina, com uma percentagem de 66,7%, seguido por perda
de peso ou emagrecimento (53,3%) e linfadenopatia localizada ou generalizada (44,8%)
(Cardoso & Mendao, 2009). Ja o estudo realizado por Pereira da Fonseca, Santos, Diaz,
Bordeaux e Oliveira (2008b) em 141 cées afirma que a alopécia (89%) € a manifestacéo
mais frequente seguida pela perda de peso (85%) e descamacéo (77%).

Num estudo realizado em 2006 em Portugal Continental por Neves, Cardoso, Afonso e

Campino (2007) com o intuito de aferir o que os proprietarios de caes sabiam acerca desta
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zoonose parasitaria verificou-se que 40% a 70% dos donos de cdes ndo conheciam a
leishmaniose canina, 55% a 80% n&o sabiam qual o resultado do tratamento, 60% a 75%
ndo sabiam como prevenir a doencga, 70% a 85% n&o sabiam quais 0s sinais clinicos tipicos
e 75% a 90% n&o sabiam tratar-se de uma zoonose. Apenas 6% a 12% demonstraram ter
conhecimento satisfatério acerca da leishmaniose canina. O nivel de conhecimento era
maior nas areas geograficas onde o risco de infec¢do para o cédo é considerado superior e
nas areas urbanas (Neves et al., 2007).

Num estudo realizado em 2002 foi determinada a prevaléncia de infecgcdo nos caes
domésticos e errantes, sendo de 18,4% nos primeiros e 21,6% nos segundos. Segundo 0s
autores estes resultados sustentam a importancia do papel dos cades errantes na

transmisséo de Leishmania infantum em Lisboa (Sofia Cortes et al., 2007).

6. Respostaimunologica

O ciclo de vida de Leishmania infantum no mamifero comeca com a inoculacdo de
promastigotas metaciclicos no local da picada do fleb6tomo fémea.

Ocorre entdo uma resposta primaria inespecifica ou inata na qual os parasitas terdo de
enfrentar as moléculas do complemento, anticorpos e células fagociticas, que resulta na
destruicao de até 80% dos promastigotas.

Esta resposta ndo evita, porém que um determinado niumero de parasitas se evadam da lise
mediada pelo complemento. Tal é conseguido pois as leishmanias tém a capacidade de
inactivar a forma C3b, transformando-a em C3bi (Carcelén et al., 2007). Revestido pelo
C3bi, o promastigota penetra nos macrofagos através da proteina CR3 (Yao, Donelson &
Wilson, 2003, citado por Rosa, 2009).

A inactivacéo da fraccdo C3b permite também que ocorra 0 aumento da sintese da proteina
de superficie gp63, o que impede a deposi¢do do complexo litico C5b-C9 (Carcelén et al.,
2007).

Outro mecanismo de sobrevivéncia esta relacionado com a capacidade dos promastigotas
metaciclicos de aumentarem a expressao de um lipofosfoglicano (LPG) que actua como
uma barreira a insercdo do complemento na superficie do parasita (McConville, Turco,
Ferguson & Sacks, 1992, citados por Carcelén et al., 2007).

Quando os promastigotas séo fagocitados pelos macréfagos e incluidos em fagossomas véo
se fundir com os lisossomas, provocando acidificacdo do pH e aumento da actividade
hidrolitica. Como mecanismo de resisténcia as unidades repetidas de LPG na superficie do
parasita inibem transitoriamente a maturacéo do fagossoma, o que permite a diferenciacéo
de formas amastigotas, que sao resistentes as hidrolases (Dermine, Scianimanico, Privé,
Descoteaux & Desjardins, 2000, citados por Carcelén et al., 2007).

No decurso desta evasédo a digestdo celular intervém outros mecanismos desenvolvidos por

Leishmania: expressao de glucoesfingolipidos perante a expressédo de enzimas lisossomais;
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inibicdo da proteina Quinase C durante a respiracdo oxidativa; eliminacdo de radicais de
oxigénio pela superoxido dismutase, também presente nos amastigotas (Russell, Xu &
Chakraborty, 1992, citados por Carcelén et al., 2007).

Para além do atrés referido, os amastigotas de modo a poderem sobreviver e reproduzir-se
no interior dos macréfagos, recorrem ainda as seguintes estratégias: modulam a producgéo
de citoquinas, diminuem a capacidade de apresentacdo de antigénios e bloqueiam as
moléculas co-estimuladoras necessérias para a activacdo das ceélulas T antigénio-
especificas (Carcelén et al., 2007).

Quando a resposta inata ndo € suficiente para eliminar ou neutralizar o parasita é activada a

imunidade adaptativa.

6.1. Resposta humoral

Os linfécitos B s&o activados através da ligagdo directa do antigénio com agentes
patogénicos. Esta activacao vai fazer com que estas células proliferem e se diferenciem em
células plasmaticas que produzem anticorpos. Os anticorpos agrupam-se em 5 classes ou
isotipos: IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM. A IgG apresenta quatro subclasses: IgG1, IgG2, 19gG3, IgG4
(Santos-Gomes, Rodrigues & Marques, 2008).

Santos-Gomes et al. (2008) afirmam que niveis elevados de anticorpos produzidos sdo
associados ao desenvolvimento da doenca e a pior prognéstico. Animais resistentes ou
assintométicos ndo revelam ou revelam reduzida produgédo de anticorpos anti-leishmania
(Pinelli et al., 1994, Cabral et al., 1998, Leandro et al., 2001, citados por Santos-Gomes et
al. 2008), enquanto que 0s animais sintomaticos produzem niveis elevados de IgGs totais
anti-leishmania das subclasses IgG1 e IgG2 (Iniesta et al., 2005, citados por Santos-Gomes
et al. 2008). Deplazes et al. (1995), citado por Barbiéri (2006) afirmam que as subclasses
IgG1 e IgG2 tém sido consideradas como um indicador da progressao da leishmaniose
canina mais fidvel do que as IgG totais. A producgéo elevada de imunoglobulinas ndo protege
o animal e é potencialmente prejudicial, levando a producdo de complexos antigénio-
anticorpo (Santos-Gomes et al., 2008). Estes irdo depositar se em varios locais, originando

muitas das les@es caracteristicas da doenca, tais como glomerulonefrites.

6.2. Resposta celular

A resposta celular é mediada por linfécitos T. A imunidade protectora contra a Leishmania é
mediada pelos linfécitos CD4+ do tipo Thl (Baneth et al., 2008).

Os linfécitos Th CD4+ do tipo Thl produzem interferdo y (IFN-y), interleucina 2 (IL-2),
(Santos-Gomes et al., 2008), factor de necrose tumoral (TNF-a) (Carcelén et al., 2007) entre
outros; os linfécitos Th2 produzem 1l-4 e 1-10 entre outros (Santos-Gomes et al., 2008).
Citocinas como (IFN-y), IL-2 e TNF-a segregados pelos linfécitos T activados CD4+ induzem
actividade macrofdgica anti-leishmania (Baneth, Koutinas, Solano-Gallego, Bourdeau &

Ferrer, 2008).
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Leishmania Infantum parece induzir respostas Thl e Th2, nas quais o controlo da replicacéo
do parasita, a progressdo da doenca ou a cura sdo determinados pelo balango entre estas
duas respostas (Baneth et al., 2008).

A resposta com niveis elevados de anticorpos que é seguida pela presenca de complexos
imunes circulantes esta presente nos casos de susceptibilidade a infec¢do por Leishmania
infantum, enquanto que as respostas onde ha controlo sdo mediadas pelas células T e
existe uma producdo moderada de anticorpos, que com o passar do tempo tende a ser
minima ou a desaparecer (Carcelén et al., 2007).

7. Importancia dos cdes assintoméaticos

A infeccdo por Leishmania infantum na populacdo canina estad amplamente difundida (Tafuri,
2009). Nas zonas endémicas 60 a 70 % dos cdes estdo infectados por L. infantum (Lépez,
2007b; Ferrer, 2004).

As formas clinicas da leishmaniose canina podem ser classificadas como: Infeccéo
sintomatica; infeccdo assintomatica patente; infeccdo sub-patente (Oliva, 2006),

O periodo de incubacédo desta doenca varia desde alguns meses até varios anos ou até toda
a vida do animal (Moreno & Alvar, 2002, citados por Dantas-Torres, 2007; Marignac et al.,
2004; Greene, 2006). Apés a picada pelo fleb6tomo segue-se uma fase em que o cédo esta
assintomatico mas os seus niveis de anticorpos anti-leishmania sobem, ao que se segue
uma de duas situagfes, ou 0 cdo é susceptivel a doencga, torna-se sintomatico e morre se
ndo tratado ou é resistente ao parasita, sendo denominado de assintomatico (Sideris,
Papadopoulou, Dotsika & Karagouni, 1999).

A administragdo de farmacos imunosupressores, outros farmacos, uma doenca
imunosupressora grave (Baneth et al, 2008), ma-nutricdo, infec¢bes, e/ou outras
parasitoses concomitantes e neoplasias podem levar a activagdo da infeccdo latente e ao
desenvolvimento de sinais clinicos (Ferrer, 2004).

Tanto os cdes sintomaticos como os assintométicos podem albergar L. infantum no seu
sangue e pele (Moshfe et al., 2009). Moshfe et al. (2009) realizaram um estudo que mostrou
que os caes infectaos com L. infantum e assintométicos provavelmente tém um papel na
transmissdo de L. infantum nas &reas endémicas. O numero alargado de cées infectados
em areas endémicas e assintomaticos pode ter relagdo com a sua constante exposicao aos
parasitas e ao desenvolvimento de imunidade protectora, especialmente em cées mais
idosos (Moshfe et al., 2009). Contudo, Sideris et al. (1999) afirmaram que também existe a
possibilidade de os caes mais idosos passarem da condicdo de assintomaticos para
sintomaticos mais rapidamente do que em outras idades e assim diminuirem as taxas de
infeccdo na populacdo assintomatica.

O nuamero de animais assintomaticos € muito maior do que o niumero de animais portadores
de infeccbes sintomaticas (Maia, 2005; Solano, 2008; Tafuri, 2009; Lopez, 2007b; Ferrer,
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2004; Matute et al.,, 2007), sendo que os cdes assintomaticos sdo infectantes para os
flebétomos numa proporgéo similar aos sintomaticos (Molina et al., 1994, Travi et al., 2001,
Courtenay et al., 2002, citados por Manna et al., 2006).

Varios autores afirmam que as ragas autdctones das zonas endémicas sdo mais resistentes
a desenvolver os sintomas de leishmaniose canina (Papadopoulou et al., 2005; Ferrer,
2008).

Tal como referido atrds, nem todos os caes natural ou experimentalmente infectados com
Leishmania desenvolvem doenca (Greene, 2006; Ferrer, 2008). ApOs a infec¢do alguns
cdes conseguem controlar o parasita e ndo desenvolvem doenca durante anos ou até por
toda a vida, enquanto que outros céaes infectados apresentam doenca progressiva (Moreno
& Alvar, 2002, citados por Manna et al., 2006). A resposta imunitaria elaborada pelos caes
aquando da infec¢cdo parece ser o factor mais importante na determinagcdo de qual o
caminho que essa infecgdo ira seguir, isto € se se ir4 desenvolver doenga ou se a infeccao
irA permanecer assintomatica (Greene, 2006). Cées infectados de modo natural sao
capazes de realizar uma resposta imunitaria protectora (Sideris et al.,, 1999). Os céaes
infectados aparentemente séos caracterizam-se pela presenca de uma resposta imunitaria
celular especifica contra o parasita e resposta humoral leve (Solano, 2008) na qual
apresentam seronegatividade ou fraca positividade (com titulos no limiar da positividade)
(Ferrer, 2004). Caes infectados gravemente doentes possuem uma resposta humoral
exagerada e resposta celular especifica reduzida ou ausente (Solano, 2008).

O desenvolvimento da infeccdo depende da capacidade de os macrofagos destruirem o
parasita. Esta actividade é determinada pelo equilibrio entre um conjunto heterogéneo de
citoquinas. Os linfocitos T e as citoquinas desempenham um papel crucial pois determinam
se a infeccgéo ira evoluir para um estado imunitario protector ou para uma doenca declarada
e progressiva (Pinelli et al., 1994, Pinelli et al., 1995, citados por Manna et al., 2006).

A resolucdo da infeccdo por leishmania é dependente das células T e mediada por
macréfagos activados pelas citoquinas derivadas das células T (Liew & O’Donnell, 1993,
citados por Chamizo, Moreno & Alvar, 2005).

Chamizo et al. (2005) afirmam que os cées infectados com L. Infantum assintométicos
produzem resposta Thl e Th2, contudo existe uma predominéancia da resposta Thl que
confere imunidade contra o parasita. Atestam também que a resposta Thl induz actividade
leishmanicida macrofédgica, o que protege o0s cades contra a progressao da infeccdo e
desenvolvimento da doenca (Chamizo et al., 2005).

Estudos feitos acerca da resposta imunitaria em cées experimentalmente infectados com L.
Infantum mostraram que a imunidade protectora relaciona-se com a producéo de IL-2, TNF-
a (Chamizo et al., 2005; Moreno & Alvar, 2002, citados por Manna et al., 2006) e IFN-y por

parte das células mononucleares do sangue periférico (PMBC) conjuntamente com a
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activacdo de células T citotoxicas especificas para o parasita (Moreno & Alvar, 2002, citados
por Manna et al., 2006).

Para além disto a activagdo dos macrofagos pelo IFN-y resulta na produgao de éxido nitrico,
0 que medeia a morte dos parasitas intracelulares (Pinelli et al., 1999; Gradoni & Ascenzi,
2004, citados por Manna et al., 2006). O 6xido nitrico parece estar envolvido na proteccdo a
longo prazo contra a infecgdo por L. Infantum (Panaro et al., 2008).

O desenvolvimento de doenca € associado a producdo das interleucinas IL 10, IL 2 e IL 18
(Manna et al., 2006).

Manna et al. (2006) afirmam que nos cées infectados com L. infantum e assintométicos a
pele representa um reservatério de amastigotas quando o hospedeiro é imunocompetente e
existe um equilibrio entre o parasita e 0 hospedeiro e que a quantificagdo dos parasitas na
pele € um recurso fiavel para o diagnéstico de infeccdo com L. infatum, enquanto que a
quantificagdo de ADN de leishmania nos ganglios linfaticos é necessaria para a previsédo da
evolugdo da doenca. A quantificacdo do ADN do sangue de cées infectados assintomaticos
ndo parece ser util para a gestao clinica da infec¢ao.

Os cées infectados com L. infantum possuem um elevado parasitismo cutaneo por formas
amastigotas de Leishmania, aumentando a possibilidade de transmissédo (Ashford, 1996;
Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006, citados por Dantas-Torres, 2007).

Guarga et al. (2000) citados por Moshfe et al. (2009) afirmam que a pele saudavel dos caes
infectados é mais atractiva para os fleb6tomos.

O estudo de Manna et al. (2006) permitiu ainda chegar as seguintes conclusdes:

No sangue dos cées que progrediram para doenca o IFN-y e IL-2 ndo foram detectados na
primeira observacao, enquanto que apés o surgimento de sinais clinicos os seus niveis ja
oram detectados. Estes resultados sugerem que niveis altos de IFN-y e de IL-2 sem a
presenca de sinais clinicos podem conferir resisténcia aos caes face ao progresso da
doenca. A resposta do tipo Th2 tornou-se dominante & medida que os cdes progrediram
para doenca clinica. Assim, com base neste estudo pode-se afirmar que os parametros IFN-
y e IL-2 sdo uteis para aferir o progresso de infec¢do. Por outro lado, a partir deste mesmo
estudo de Manna et al. (2006) concluiu que a IL-10 n&o é patognomonica de doenca activa
em cédes naturalmente infectados. O papel da IL-4 na progressdo da infeccdo ndo esta
definido, sendo que neste estudo permaneceu sempre em niveis elevados em ambos 0s
grupos de estudo.

A IL-12 sO6 foi detectada no grupo dos cades assintomaticos cuja infeccdo evoluiu para
doenca no momento em que 0s sinais clinicos surgiram, enquanto a IL-18 apresentou niveis
altos em ambos os grupos, decrescendo 24 meses apds a primeira observagdo no grupo
dos cédes assintoméaticos infectados que ndo manifestaram sinais durante todo o estudo.

Com base nestas observacBes pode-se afirmar que enquanto a IL-12 representa um
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marcador activo da doenca, a IL-18 ndo estid envolvida nos mecanismos que levam a
passagem de animal assintomético para sintomatico.

Podemos assim concluir que existe uma correlagdo entre o estado clinico, os niveis de
citoquinas, e a carga parasitaria de leishmania nos tecidos dos caes infectados. No
momento da primeira observacdo, os cédes infectados assintométicos que mais tarde
progrediram para doenga apenas expressaram a citoquina IL-18, e ao fim de 6 meses
apresentavam uma resposta Th-2 dominante. No caso dos cdes assintométicos que
permaneceram sem sintomas durante um periodo prolongado, no momento da primeira
observacdo apresentaram dominéncia da resposta Thl mediada por II-2, IFN-y e IL-18
(Manna et al., 2006).

A producdo de citoquinas de resisténcia ou de susceptibilidade parece desempenhar um
papel importante no desenvolvimento da infeccdo em cées infectados de modo natural
(Manna et al., 2006). Manna et al. (2006) sugerem a partir dos seus resultados que a
determinagéo da quantidade de ADN parasitario em amostras de tecidos e a avaliagdo dos
niveis de citoquinas podem representar uma ferramenta fiavel para predizer o
desenvolvimento da doenca.

A monitorizagdo dos cées assintomaticos é relevante para a avaliagdo epidemiologica da
leishmaniose Canina em &reas endémicas e para o controlo da infec¢cdo nas populacdes
canina e humana (Mir6 et al., 2008). A identificacdo dos caes assintomaticos é uma tarefa
complexa. Otranto et al. (2009) afirmam que nao existe um teste gold standart para este
diagnéstico de infeccdo por L. infantum, devendo ser executados outros testes em
simultaneo. Os testes serolégicos ndo sao os mais indicados para o diagndstico de caes
expostos ou recentemente infectados. Otranto et al. (2009) afirmam que a PCR é o método
mais sensivel para a detec¢do do cdo a exposicdo a picada do fleb6tomo e/ou infeccao.
Contudo, nem os testes serolégicos nem os moleculares podem prever a evolucdo da

infeccad (Otranto et al., 2009).

8. Diagnaéstico
O diagndstico de infeccao por L. Infantum é realizado por varios motivos:
e Confirmar a doenca, isto é, aferir se um c&o com sinais clinicos e/ou alteracdes
clinicopatoldgicas compativeis com leishmaniose canina tem de facto esta doenca;
e Investigar a presencga de infeccdo no ambito de estudos epidemioldgicos, rastreando
cédes saudaveis que vivam em zonas endémicas;
e A pedido dos donos, de modo a prevenir a transmissdo através de transfuséo
sanguinea;

e Para evitar a exportacéo de caes infectados para paises ndo-endémicos

Monitorizar a resposta ao tratamento.
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E assim importante distinguir infecgdo por Leishmania de leishmaniose e aplicar diferentes
técnicas de diagnostico conforme o caso.

O diagnéstico de leishmaniose é complexo uma vez que o quadro clinico e as alteracdes
clinicopatologicas sdo extensos e inespecificos (Solano-Gallego et al., 2009). Por
conseguinte deve-se realizar uma abordagem integrada, baseando-se na histéria clinica do
animal e nos resultados dos meios de diagndstico laboratoriais (Maia, 2005). Além disso,
ndo existem testes de laboratério 100% sensiveis ou especificos. Por este motivo, existem
muitas técnicas de diagndstico: seroldgicas, citoldgicas, culturais, moleculares e outras
técnicas imunoldégicas (Solano, 2008).

Ferrer (2008) afirma que a forma mais simples de estabelecer o diagndstico da leishmaniose
canina é pela combinagéo da presenga dos sinais clinicos caracteristicos da doenga com
um meétodo de serologia quantitativa em que haja um titulo elevado de anticorpos. Afirma
ainda que em casos duvidosos se pode reforcar o diagnostico recorrendo a PCR (Ferrer,
2008).

8.1. Quadro Clinico

O quadro clinico, ainda que muito variavel e pouco especifico, é valido para orientar o
diagndstico (Riquelme, Martinez, Chavez & Cafiavate, 2007). O aspecto e a severidade dos
sinais clinicos dependem da resposta imunolégica do cdo e do estado de evolugcédo da
doenca (Oliva, 2006). Deve ser sempre feita uma anamnese minuciosa que abarque dados
epidemioldgicos relevantes como o local de habitacdo, a aptidao, o periodo de tempo de
exposi¢ao ao vector, a zona geografica onde o animal habita, a procedéncia (Miré & Fraile,
1999, citados por Riguelme et al., 2007) e desloca¢Bes do animal a zonas endémicas de

leishmaniose canina (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

8.1.1. Lesdes cutaneas

As lesdes cutaneas sao as manifestacdes clinicas mais frequentes da leishmaniose canina
(Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Podem ocorrer na auséncia aparente de outros
sinais Obvios de doenca. Contudo, na presenca de manifestacbes dermatoldgicas de
leishmaniose deve ser presumido o envolvimento visceral, uma vez que 0s parasitas se
disseminam pelo organismo do animal antes das lesdes cutaneas se desenvolverem
(Greene, 2006).

8.1.1.1. Formas localizadas

Cancro de inoculagéo

E uma lesdo cutanea que aparece no ponto de inoculacdo do fleb6tomo (Ocana, Noguer,

Rodriguez & Mird, 2007). E normalmente um nédulo com 1 a 3 cm de diametro, sem pélo,

ligeiramente doloroso (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008), assimétrico e ndo

pruriginoso (Ocana et al., 2007). Surge nos 20 dias seguintes a infeccdo e assume
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diferentes aspectos clinicos desde a inoculacédo até ao momento em que € detectado: Lesdo
eritemo-escamosa,; lesdo Ulcero-crostosa; lesao cicatricial (Ocana et al., 2007). Desaparece
espontaneamente ao fim de um a seis meses (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).
Normalmente localiza-se em locais isentos de pélo como os labios, face interna dos
pavilhBes auriculares, unido da trufa com a ponta nasal, zona glabra do abdémen, etc
(Ocana et al., 2007).

Figura 8 - Les&o de cancro de inoculagéo na ponta nasal (adaptado de Ocana et al., 2007)

8.1.1.2. Formas generalizadas

Surgem quando ha disseminagédo sistémica do parasita. As lesdes sdo simétricas, cronicas,
nao pruriginosas ou causam um leve prurido e ha auséncia de resposta a antibioterapia e
corticoterapia (Ocana et al., 2007).

Forma queratoseborreica

Ocorre alopécia difusa e descamacdo epidérmica abundante de cor esbranquicada que
confere a pele um aspecto seco e hiperqueratoso. Inicialmente surgem apenas na face -
bordos das orelhas, ponta do nariz, regido periorbitaria — e extremidades, estendendo-se
progressivamente ao resto do corpo. E frequente surgirem piodermites secundarias
superficiais (Ocana et al., 2007).

Forma pustular

E muito menos frequente. Caracteriza-se por lesdes em forma de placas eritematosas
formadas por papulo-plstulas e vesiculas semelhantes as que aparecem na foliculite
bacteriana, mas estas séo estéreis (Ocana et al., 2007).

Forma nodular

Ocorrem multiplos nodulos de pequeno tamanho, em regra sem ulceracdo, dor ou prurido.
Ocorrem em mais frequentemente em racas de pélo curto como o Boxer, Rottweiller,
Doberman, etc. Sdo ndédulos de caracter granulomatoso, a partir dos quais se podem

observar amastigotas nas citologias de amostras obtidas por pungéo (Ocané et al., 2007).
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Forma ulcerativa
Caracteriza-se pela presenca de Ulceras cronicas no bordo das orelhas, pontos de presséo,
nariz, espacos interdigitais, almofadas plantares, etc (Ocana et al., 2007).

8.1.1.3. Outras formas cuténeas

¢ Hiperqueratose nasal (Figura 9) e/ou das almofadinhas plantares

e Despigmentacao nasal (Figura 10)

e Perionixis

¢ Onicogrifose (Figura 11) - € um sinal bastante especifico mas que segundo Greene
(2006) se desenvolve numa pequena proporcao dos pacientes. Ja Ciaramella et al.
(1997), Koutinas et al. (1999), citados por Pereira da Fonseca e Villa de Brito (2008)
afirmam que surge em 24 a 30,5% dos casos de leishmaniose canina.

e Ulceracdes das mucosas

¢ Eritema multiforme (Ocana et al., 2007)

Figura 9 - Hiperqueratose nasal (adaptado de Ocana et al., 2007)

Figura 10 - Despigmentacdo da ponta nasal (adaptado de Ocana et al., 2007)
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Figura 11 - Onicogrifose (adaptado de Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008)

Tem sido descrito com frequéncia a presenca de nodulos intracutaneos, correspondendo a

acumulagbes de células inflamatorias contendo iniUmeros amastigotas e facilmente

confundiveis com neoplasias. Estes ndédulos podem ser multiplos e pequenos, localizando-

se nas palpebras, membrana nictitante e no limbo esclero-corneal, ou por outro lado,

grandes e isolados sem localizagdo preferencial. Raramente surgem também nédulos na

mucosa lingual, gengival ou peniana (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

8.1.2. Lesdes sistémicas e gerais

8.1.2.1. Sinais clinicos inespecificos

Depressao (Greene, 2006; Nelson & Couto, 2006)

Emagrecimento (Figura 12), astenia e inapténcia, que em casos extremos origina a
caquexia do animal (Ocana et al., 2007). Alguns cdes perdem peso apesar de
possuidores de grande apetite (Greene, 2006).

Atrofia dos musculos temporais e masséteres, aspecto conhecido por “cabega de
velha” (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008)

Anemia ndo regenerativa, presente em até 40% dos doentes crénicos
Linfadenomegalia localizada ou generalizada, sendo esta Gltima a forma mais
comum, na qual os linfonodos estao hipertrofiados ou com aumento de consisténcia
(Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

Esplenomegalia

Epistaxis, que parece estar mais relacionada com lesfes inflamatérias da mucosa
nasal do que com alteragBes dos mecanismos de coagulacdo (Pereira da Fonseca &
Villa de Brito, 2008).
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e Ataxia, paralisia, parésia, convulsdes e neuralgia (Lima et al., 2003, citados por
Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008)

e Temperatura rectal pode flutuar mas em regra é normal ou sub-febril (Greene, 2006).

Figura 12 - Animal com leishmaniose canina evidenciando magreza (adaptado de Pereira da Fonseca
& Villa de Brito, 2008)

8.1.2.2. Sinais clinicos especificos

AlteracOes renais - a deposicao de imunocomplexos a nivel do glomérulo renal conduz a
glomerulonefrite, que inicialmente tem um carécter agudo e reversivel, mas a medida que a
doenca avanga pode evoluir para glomerulonefrite intersticial, instalando-se a insuficiéncia
renal. Esta constitui a causa mais frequente de morte nos cdes com leishmaniose (Ferrer,
1992, Font et al., 1993, citados por Ocana et al., 2007). Os sinais fisicos frequentemente
associados sdo a poliaria/polidipsia e mais raramente o vomito, a hematemese e a melena
(Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). A insuficiéncia renal pode ser o Gnico sinal
aparente em cées com leishmaniose canina. Assim, cdes possuidores desta condi¢cdo que
vivam em zonas endémicas devem ser testados para pesquisa de leishmania (Greene,
2006).

AlteracBes hepéticas devido a deposicdo dos parasitas no figado, (Ocana et al., 2007)
podendo ocorrer hepatite crénica com subsequente insuficiéncia hepatica (Pereira da
Fonseca & Villa de Brito, 2008).

AlteracOes digestivas - sdo muito menos frequentes e devem-se também a deposicédo de
parasitas desta feita na mucosa do intestino grosso, o que conduz a diarreias de intestino
grosso com ou sem melena (Ocana et al., 2007).

Alteracdes oculares - lesbes inflamatdrias granulomatosas como blefarites, conjuntivites,
uveites, queratites ou suas associacdes. Menos frequentemente podem ocorrer hemorragias

da retina, coriorretinites ou descolamento da retina. Em ocasides raras a uveite pode
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desencadear um glaucoma de mau progndstico. Em alguns casos as lesfes oculares sao os
Unicos sinais clinicos (Greene, 2006).

Alterac@es articulares/ésseas - poliartrite (Ocana et al., 2007; Pereira da Fonseca & Villa de
Brito, 2008), sinovite, periostite e osteomielite osteolitica e menos frequentemente miosite
(Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008) — provocam claudicagdes ligeiras intermitentes
devidas a deposi¢cdo de imunocomplexos nas articulagbes. Por vezes este tipo de lesdes
tornam-se cronicas e principalmente em racas de grande porte podem complicar com
problemas de ligamentos, como a rotura dos ligamentos cruzados do joelho. A citologia do
liquido sinovial pode evidenciar a presenca de leishmanias (Ocana et al., 2007).

AlteragBes cardio-vasculares, como o trombo-embolismo (Torrent et al., 2005, Fonte et al.,
1996, citados por Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008) e alteragfes respiratorias como
a rinite e a pneumonia (Slappendel, 1998, citado por Pereira da Fonseca & Villa de Brito,
2008) tém surgido raramente.

Pode ocorrer imunosupressao e surgirem co-infecgdes que dificultam o diagnéstico da
leishmaniose canina, tais como a erliquiose, riquetsiose, hepatozoonose, demodecose,
babesiose e menos frequentemente, neosporose (Greene, 2006). Raramente a
leishmaniose canina também surge associada a neoplasias como 0 hemangiossarcoma ou

linfoma ou patologias enddcrinas como o hipaotiroidismo (Oliva, 2006).

8.2. Diagnoéstico laboratorial

8.2.1. Diagnéstico parasitolégico

8.2.1.1. Exame parasitoldgico directo

A visualizagdo do parasita, quando possivel, € sempre a melhor forma de diagnostico
(Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

Este tipo de diagnostico baseia-se na observacdo microscopica do parasita: das formas
amastigotas intracelulares em preparacfes coradas- exame directo (Maia, 2005). As formas
amastigotas aparecem no interior dos macréfagos ou livres no esfregaco, devido a ruptura
celular.

A observacdo do parasita pode realizar-se a partir de diferentes amostras biologicas:
aspirado de medula éssea, ganglio linfatico, figado, baco, sangue e bidpsia cutédnea
(Riquelme et al., 2007). Estas amostras sdo coradas com coloracdo de Wright ou Giemsa ou
outros derivados de Romanovsky. Este método permite estabelecer o diagnostico definitivo
(Nelson & Couto, 2006).

A pesquisa de amastigotas in vivo a partir de esfregacos de matriz ungueal, de baco e de
figado caiu em desuso por se utilizarem técnicas demasiado traumaticas ou por ndo serem
isentas de risco de hemorragia interna (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

O exame parasitolégico directo tem uma excelente especificidade (100%) mas fraca

sensibilidade (Roze, 2005,citado por Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008), sendo cerca
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de 50% para a medula 0ssea (logo esta € a amostra biol6gica mais recomendada (Ferrer,
2008) e 30% para o linfonodo. Apesar da elevada especificidade, a citologia tem o
inconveniente de por vezes nao permitir detectar o parasita em animais em fases iniciais da
doenca (Roura, 2007,citado por Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

Tem como vantagens tratar-se de uma técnica rapida e pouco dispendiosa. A visualizagédo
de uma sé célula parasitada € patognomonica de infec¢@o por Leishmania (Maia, 2005).

8.2.1.2. Exame parasitoldgico cultural

Consiste na observacao das formas promastigotas em meio de cultura in vitro (Maia, 2005).
Sdo realizadas culturas de amostras biolégicas em diferentes meios, que podem ser
monofasicos, como o meio de Schneider para insecto, M199, RPMI ou meio de Grace ou
difasicos como o Meio Novy, Nicole e McNeal (NNN) (Maia & Campino, 2008). Esta técnica
€ mais sensivel que a observacdo microscopica, mas € mais dispendiosa, mais trabalhosa,
mais morosa e apresenta risco de contaminacao. Ndo € uma técnica de diagndstico rotineira
nas clinicas veterinarias, estando a sua utilizacdo reservada a laboratoérios especializados
(Riquelme et al., 2007). E utilizada para identificar infeccdes patentes ou para posterior
caracterizacdo dos isolados, permitindo a identificacdo da estirpe de Leishmania (Pereira da
Fonseca & Villa de Brito, 2008).

8.2.2. Inoculacéo experimental em animais

Este método de diagnéstico é de grande utilidade para isolar estirpes de Leishmania de
dificil crescimento ou a partir amostras contaminadas (Riquelme et al., 2007). O modelo in
vivo mais utilizado é o hamster (Meoscricetus aureus) (Riquelme et al., 2007; Maia &
Campino, 2008). A técnica consiste na inoculagéo de tecidos infectados no modelo vivo e
monitorizacdo dos sinais clinicos exibidos. Esta técnica é utilizada principalmente em

investigacéo (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

8.2.3. Xenodiagndstico

Esta técnica consiste em expor 0 cdo suspeito de leishmaniose, previamente tranquilizado
ou anestesiado a picada de fémeas de Phlebotomus spp durante aproximadamente uma
hora. Apds 5 a 7 dias é realizada a dissecc¢éo dos insectos de modo a detectar a presenca
de formas amastigotas no tubo digestivo, mediante observacdo microscopica ou sdo
efectuadas técnicas moleculares para deteccdo de ADN de Leishmania (Riquelme et al.,
2007).

8.2.4. Diagndstico histopatolégico
Pode ser realizado em bidpsias de pele lesionada, ocorrendo uma grande variacao no tipo
de lesbes. Frequentemente surge uma dermatite difusa do tipo granulomatoso, na qual a

derme superficial e profunda estdo densamente infiltradas por macréfagos pleiomérficos e
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por agrupamentos de linfécitos e células plasmaticas (Pereira da Fonseca & Villa de Brito,
2008).

8.2.5. Reacc¢do em Cadeia da Polimerase — PCR

A técnica da PCR ¢ utilizada rotineiramente para fins de diagnéstico, estudos
epidemioldgicos, e seleccdo de dadores de sangue (Greene, 2006), sendo segura para
determinar a presenca e identificar o parasita ndo sé nos casos activos, mas também para
monitorizar a cura parasitologica apés o tratamento (Maia & Campino, 2008).

Esta técnica € baseada na amplificacéo in vitro de uma sequéncia especifica de nucleétidos
do ADN parasitario (Maia & Campino, 2008), permitindo detectar o ADN de Leishmania
Infantum em diferentes tecidos. A PCR mostrou ser uma técnica muito mais sensivel quando
comparada com as técnicas tradicionais de diagndstico (Ikonomopoulos et al., 2003, citados
por Riquelme et al., 2007).

Podem ser utilizadas varios tipos de amostra: medula 6ssea, ganglio linfatico, pele, baco
(Maia, 2005; Riquelme et al., 2007), figado (Maia, 2005) sangue e urina, (Riquelme et al.,
2007). A PCR apresenta sensibilidade e especificidade bastante elevadas (Maia, 2005).
Esta técnica oferece maior sensibilidade quando se utilizam biépsias de medula 6ssea e
ganglio linfético, j& nas bidpsias de pele a sensibilidade é ligeiramente menor. A pele é
claramente uma fonte segura de ADN de Leishmania Manna et al. (2004 e permite uma
deteccdo mais eficiente de ADN de Leishmania por PCR do que qualquer outro tecido. No
caso do sangue, a duracao, constancia e intensidade da parasitémia no céo estao ainda por
saber, 0 que conduz a falsos negativos, especialmente em caes assintomaticos. Assim, um
Unico resultado PCR negativo em um cado clinicamente suspeito ndo € suficiente para
descartar a hipotese de infec¢do, contudo durante a época de transmissdo podem ocorrer
falsos positivos devido a contaminag&o natural ou infecgéo transitoria. (Maia & Campino,
2008).

A utilizacdo de amostras bioldgicas periféricas torna-se mais simples e é de longe mais
aceitavel para os proprietarios dos animais do que a recolha mais invasiva de material,
como da medula 6ssea ou ganglio linfatico (Maia & Campino, 2008).

A utilizacdo de ganglio linfatico e medula 6éssea para a PCR mostrou ser mais sensivel do
que a deteccdo microscopica de amastigotas em observacdo directa ou em cultura
parasitologica. No caso do sangue foi revelada uma menor sensibilidade (Pereira da
Fonseca & Villa de Brito, 2008). Para além disto, o ganglio linfatico e medula 6éssea
aumentam a quantidade de deteccdes de infeccbes sub-clinicas (Foster & Foil, 2003).
Segundo Maia e Campino (2008) a PCR utilizando aspirado de ganglio linfatico € atil como
primeira linha do diagndstico inicial e para o seguimento do tratamento, enquanto que a
utilizacdo de medula 6ssea fica reservada para cdes em que o linfonodo popliteo ndo seja

detectavel. Nos casos em que ambos o0s aspirados ndo sejam exequiveis, por razdes
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econdmicas ou devido a tratar-se um rastreio epidemiolégico de grande escala, é sugerida a
utilizacdo de soro para IFl ou cultura parasitologica, e sangue total em papel de filtro para
PCR para complementar os resultados seroldgicos (Neves et al., 2007).

A sensibilidade e especificidade da técnica de PCR depende das sequéncias iniciadoras
utilizados, do niumero de cépias do ADN alvo, do método de extraccdo, do material de
biopsia e do protocolo utilizado (Solano-Gallego et al., 2009).

Em um estudo realizado por Quaresma et al. (2009), a andlise do desempenho da PCR com
amostras de caes sintomaticos e assintométicos mostrou que este € um método confiavel
para a detecgdo de ADN de Leishmania, independentemente de o animal possuir ou nao
sinais clinicos e sintomas.

Actualmente, através da PCR quantitativa (QPCR) também chamada PCR em tempo real
(RT-PCR) ou kinetic polymerase chain reaction (KPCR), é possivel obter valores
quantificados que permitem a avaliagdo das variagbes da carga parasitaria e da resposta a
terapéutica (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

A PCR em tempo real é uma técnica que consegue detectar cargas parasitarias
extremamente pequenas quando comparado com a PCR convencional (Francino et al.,
2006, citados por Solano-Gallego et al., 2009; Mir6 et al., 2008). Este meio de diagnéstico
possibilita a quantificacdo do parasita em tecidos de cées infectados, o que € importante
para o diagnéstico bem como para o seguimento durante o tratamento de leishmaniose
canina (Pennisi et al., 2005a; Manna et al., 2008a, citados por Solano-Gallego et al., 2009).
A técnica PCR-RFLP é utilizada para identificar espécies e geno6tipos de Leishmania a partir
de amostras biolégicas ou isolados caninos.

Finalmente importa salientar que a informacgao fornecida pela PCR deve ser analisada em
conjunto com os dados fornecidos pelo exame clinico e pelos exames serolégicos, de modo

a chegar a um resultado o mais correcto possivel (Solano-Gallego et al., 2009).

8.2.6. Pesquisade anticorpos - Sorologia

A avaliagdo da resposta humoral especifica esta amplamente difundida na leishmaniose
canina (Mir6, 2007). Podem ser detectados anticorpos contra Leishmania no soro.
Desenvolvem-se titulos de 1gG 14 a 28 dias apoés a infec¢do e declinam 45 a 80 dias apés o
tratamento (Nelson & Couto, 2006). Sdo utilizadas a imunofluorescéncia indirecta (IFl), o
teste de aglutinacéo directa (DAT), enzimaimunoensaio (ELISA), dot-ELISA, Western Blot e
imunocromatografia ou dipstick (Miré, 2007). Os resultados de IFI e DAT sdo expressos em
diluicbes e os de ELISA em densidades 6pticas (Maia, 2005).

A deteccdo de anticorpos anti-leishmania no soro indica exposi¢cdo a infeccdo. Titulos de
anti-corpos baixos, possivelmente transitérios sdo detectados em caes que foram expostos,
mas que nao desenvolveram doenca clinica. Cdes com infec¢des persistentes normalmente

desenvolvem titulos de anticorpos que aumentam ao longo do tempo. Niveis altos de
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titulagcdo sdo usualmente associados a cées sintomaticos e com elevado parasitismo ou,
segundo Baneth e Aroch (2008), a infec¢do assintomatica persistente em cées portadores
(Baneth & Aroch, 2008). Cées sintomaticos em norma produzem imunoglobulina 1gG1 e
IgG2,sendo que as IgG2 parecem predominar (Mettler, Grimm, Capelli, Camp & Deplazes,
2005).

Alguns cdes permanecem seronegativos por periodos de tempo variaveis apos terem sido
infectados por Leishmania (Baneth & Aroch, 2008).

A presenca de titulagdes baixas de anticorpos nao indica necessariamente doenga e deve
ser feita mais pesquisa para confirmar ou excluir leishmaniose através de outros meios de
diagnéstico como citologia, histopatologia e PCR (Miré et al., 2008).

O teste de anticorpos verdadeiramente positivo indica a presenca de infeccdo (Nelson &
Couto, 2006), contudo apés cura clinica os titulos de anticorpos anti-leishmania podem
permanecer significativos por um longo periodo (Maia, 2005).

Tém sido detectadas reacgbes cruzadas com outros agentes patogénicos como o
Trypanossoma cruzi (Nelson & Couto, 2006), Babesia, Erlichia e Neospora (Maia, 2005)
principalmente nos testes onde é usado antigénio de Leishmania ndo modificado (Nelson &
Couto, 2006).

8.2.6.1. Imunofluorescénciaindirecta — IFI

A IFI é considerada o gold standart do diagndstico seroldgico da leishmaniose canina (Mir6,
2007; Mettler et al., 2005; Maia & Campino, 2008).

Neste método de diagndstico procede-se a incubacao de diluicées seriadas do soro a testar
com o antigénio, em seguida com um anticorpo conjugado com fluoresceina e por fim é feita
a observacdo em microscépio de fluorescéncia (Maia, 2005).

Amostras nas quais os parasitas exibem fluorescéncia verde homogénea séo consideradas
positivas enquanto as que exibem coloracdo vermelha mate sdo consideradas negativas
(Maia & Campino, 2008).

O titulo corresponde a maior diluicdo do soro onde se verifica a emissdo de fluorescéncia
(Maia, 2005). O limiar de positividade ou “cut-off’ para distinguir resultados positivos e
negativos varia entre 1:40 e 1:60, consoante os laboratorios (Ferroglio & Vitale,

2006, citados por Solano-Gallego et al., 2009). Quando o resultado é duvidoso €
recomendado realizar uma nova analise passados 45-60 dias para comprovar se foi
produzida seroconversao (Riquelme et al., 2007).

A IFI normalmente usa promastigotas completos como antigénio. E altamente especifica e
sensivel para a deteccdo de infeccdo por L. infantum, mas parece carecer de sensibilidade

para detectar caes clinicamente saudaveis mas infectados (Mir6 et al., 2008).
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Este teste € Util em estudos epidemioldgicos, na pratica clinica e no seguimento do
tratamento. Tem como desvantagens o facto de exigir experiéncia e técnica e recursos

laboratoriais dispendiosos (Maia & Campino, 2008).

8.2.6.2. Teste de aglutinacao directa (DAT)

Este método utiliza como antigénio uma suspenséo de promastigotas fixados com formalina
e corados com azul de Coomasie que se unem especificamente aos anticorpos presentes
no soro (Riquelme et al., 2007).

No caso de a amostra ser positiva ocorre a presenca de uma malha azul difusa enquanto
gue se for negativa surge um ponto azul compacto. O titulo equivale & maior diluicdo do soro
onde é visivel a aglutinagéo (Maia, 2005).

E uma forma barata e de execugdo simples. Tem como desvantagens o longo periodo de
incubacédo (18h) e sdo necessarias varias diluicdes do soro ou sangue, 0 que torna o teste
laborioso (Maia & Campino, 2008).

E uma técnica que permite a deteccdo precoce da infeccdo e é (til para realizar estudos
epidemioldgicos em areas endémicas pois é simples e tem sensibilidade alta (Cardoso et al.,
2004, citados por Riguelme et al., 2007).

8.2.6.3. Enzimaimunoensaio — ELISA

O teste ELISA é uma reaccdo imunoenzimética para deteccdo de imunoglobulinas
especificas no soro (Maia, 2005).

Esta técnica baseia-se na ligagdo do antigénio soluvel adsorvido & placa e do anticorpo
presente no soro do cdo. A aplicagdo do conjugado associado a uma enzima (peroxidase ou
fofatase) e a um substrato apropriado ao tipo de enzima permite a leitura dos resultados
(Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008) através de espectrofotometria (Maia, 2005). E
apropriada para o diagndstico seroldgico de leishmaniose canina em caes sintomaticos e
assintomaticos (Mettler et al., 2005).

Esta técnica € mais sensivel do que a IFIl. A sua principal vantagem é a automatizacao, que
permite processar um grande nimero de amostras simultaneamente (Riquelme et al., 2007).
ELISA tem como vantagens ser uma técnica simples, sensivel e muito Gtil para estudos
epidemioldgicos em &reas endémicas (Cardoso et al., 2004, Martinkovic & Marinculic,citados
por Riquelme et al., 2007).

Rodrigues-Cortés et al. (2009) realizou um estudo a partir do qual conclui que néo existe um
gold standart para diagnosticar infec¢do por leishmania. Acrescenta que o teste que mostrou

0 maior potencial para este fim é o ELISA 1gG2.

8.2.7. Teste de Montenegro — Avaliacdo da resposta celular

O teste de Montenegro baseia-se na inoculagdo intradérmica de uma solugcédo contendo

promastigotas de Leishmania e leitura apds 48-72 horas. Considera-se que o teste foi
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positivo quando surgem nddulos ou endurecimento com didmetro maior ou igual a 5 mm. Os
caes positivos sdo considerados resistentes e manifestam uma resposta imunitaria celular
do tipo Thl (Riquelme et al., 2007).

8.3. Métodos complementares de diaghdstico

Pode ocorrer positividade no teste para anticorpos antinucleares em céaes infectados com
leishmaniose canina, especialmente se estiverem presentes infecgcdes concomitantes
(Greene, 2006).

8.3.1. Hemograma e proteinas plasméticas

Na leishmaniose canina ocorre anemia do tipo normocitica, normocrOmica e nao
regenerativa com leucocitose nas fases iniciais da infec¢éo e leucopénia, linfopenia (Nelson
& Couto, 2006; Riquelme et al., 2007), monocitose e trombocitopénia nas fases crénicas
(Riguelme et al.,, 2007). Anemia hemolitica regenerativa causada por mecanismos
imunomediados é raramente detectada (Greene, 2006).

Observa-se hiperproteinémia devido ao aumento das imunoglobulinas (hiperglobulinémia)
(Ettinger & Feldman, 1997; Nelson & Couto, 2006). Nelson e Couto (2006) dizem ser em
regra policlonal, contudo Riquelme et al. (2007) afirma ser principalmente das fraccoes 3 e
y-globulinas. Ocorre hipoalbuminémia (Greene, 2006; Nelson & Couto, 2006), o que resulta
na inversao do ratio albumina/globulina. Tal é indicativo de um agravamento do estado geral
do animal (Riguelme et al., 2007). Uma hiperglobulinémia em cées de regides endémicas de
Leishmania sem causa aparente ou em cédes que tenham viajado para tais areas devem ser
rastreados para leishmaniose canina (Greene, 2006).

Quanto ao perfil bioquimico hepético, nos cdes com doenca hepéatica ocorre elevagédo dos
niveis séricos das enzimas AST, ALT e fosfatase alcalina.

Quanto ao perfil bioguimico renal, quando sobrevém compromisso renal pode observar-se
um incremento dos niveis séricos de ureia e creatinina (Riquelme et al., 2007).

Pequenos aumentos das enzimas hepaticas sdo frequentes (Nelson & Couto, 2006),
contudo niveis de enzimas hepaticas muito elevados, azotémia severa ou ambos sdo

encontrados apenas numa minoria dos cades com leishmaniose canina (Greene, 2006).

8.3.2. Anélise da urina

Na uriandlise é frequente o aparecimento de proteinaria (Nelson & Couto, 2006) com
presenca de cilindros no sedimento, sinal evidente de glomerulonefrite (Riquelme et al.,
2007), causada pela deposicéo de complexos imunes (Greene, 2006).

O aumento das concentragBes de BUN e creatinina, além da proteindria e hematuria, €

comummente observado em cées com envolvimento renal (Ettinger & Feldman, 1997).
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9. Tratamento

O tratamento da leishmaniose canina ndo reuniu ainda consenso na comunidade cientifica.
Tal deve-se a varias razdes, entre elas o facto de um céo infectado raramente néo ter cura e
como tal representar um importante reservatorio da doenca para o Homem e para outros
cées, por outro lado o facto de os tratamentos serem prolongados, caros e muitas vezes
parcialmente ineficazes (Meireles, 2008).

Até ao momento ndo existem principios activos totalmente competentes no combate a
leishmaniose canina (Barrientos, Gongora, Torres & Mir0, 2007). Na maioria dos cées
sujeitos a tratamento ndo se alcanca a cura parasitologica mas sim a melhoria do quadro
clinico (Meireles, 2008; Barrientos et al., 2007) e das alterac¢des clinico-patologicas de modo
a que os caes tenham uma boa qualidade de vida (Ribeiro, 2009). Assim, na maioria dos
casos o0 animal fica clinicamente curado durante um periodo variavel - que depende de
varios factores dos quais se destaca a resposta imunitaria individual — (Ribeiro, 2009) mas
permanece portador de leishmanias, ainda que com menor capacidade infectante para os
fleb6tomos (Meireles, 2008). No final deste periodo surgem normalmente recidivas da
doenca (Ribeiro, 2009).

Até a data os Unicos farmacos especificos para tratamento da leishmaniose canina
permitidos na Europa sdo o antimoniato de glucamina, a aminosidina e a miltefosina
(Solano-Gallego et al., 2009). Apesar dos protocolos de tratamento e 0 seguimento clinico
se tenham modificado consideravelmente nos ultimos anos e dos esfor¢os para melhorar as
férmulas e propriedades farmacocinéticas, os farmacos utilizados na leishmaniose canina
sdo basicamente os mesmos (Barrientos et al., 2007; Mir6, Cardoso, Pennisi, Oliva &
Baneth, 2008). Varios novos farmacos tém sido testados, mas geralmente sdo sugeridos
como um complemento para serem administrados em combinacdo com os farmacos
classicamente utilizados ou como tratamentos de segunda linha para cdes que nao
respondem bem ao primeiro tratamento (Mir6 et al., 2008). De todos os farmacos
disponiveis, os leishmanicidas mais utilizados e considerados de primeira linha sdo os
antimoniais pentavalentes e a anfotericina B. O alopurinol, pela sua eficiéncia e inocuidade,
€ o leishmaniostatico por exceléncia (Mird, 2007). A tendéncia actual no tratamento da
leishmaniose canina € a combinagdo de farmacos com actividade leishmanicida e
leishmaniostética (Ribeiro, 2009; Barrientos et al., 2007), ainda que estejam a ser realizados
estudos para comprovar a efichcia de novas moléculas (Barrientos et al., 2007). A
combinacdo de antimoniato de glucamina com alopurinol € considerada a terapéutica mais
eficaz e constitui a primeira linha de tratamento contra a leishmaniose canina (Denerolle &
Bourdoiseau, 1999, citado por Solano-Gallego et al., 2009), prolongando os periodos de
remissao clinica e assim espacando as recidivas (Mir6, 2007). Para além do tratamento

etioldgico deve se também proceder ao tratamento sintomatico.
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Antes do inicio do tratamento o proprietario do animal deve ser informado da duracdo do
tratamento, do seu custo e de que poucas vezes se alcanga a cura total do animal (Lopez,
2007a).

Seguidamente serdo aboradados diversos compostos:

9.1. Anédlogos das Purinas — Pirazolopiridinas: Alopurinol

O alopurinol é um composto analogo estrutural da hipoxantina e funciona como
leishmaniostatico (Meireles, 2008; Barrientos et al., 2007), ndo destruindo as leishmanias
(Meireles, 2008). Este composto atrasa o crescimento das leishmanias pois inibe as
enzimas responsaveis pela interconversdo das purinas, o que se traduz na diminuicdo da
capacidade de produzir ATP e também porque incrementa metabolismos catabdlicos de
ARN com consequente restricdo da sintese proteica (Barrientos et al., 2007; Noli & Auxilia,
2005).

O alopurinol é utilizado sozinho ou combinado com antimoniais pentavalentes (Noli &
Auxilia, 2005).

A dose utilizada varia entre 5mg a 40 mg/kg por dia, via oral, sendo que a dose mais
utiizada é a de 20 mg/kg por dia (Meireles, 2008) repartida em duas ou trés tomas
(Barrientos et al., 2007) durante um a quatro ou mais meses (Meireles, 2008). Segundo
Barrientos et al. (2007) o tratamento deve prolongar-se entre seis a dezoito meses, ainda
qgue alguns clinicos recomendem a sua utilizacdo por toda a vida. Deve ser realizado o
seguimento dos cées tratados com alopurinol de modo a avaliar qual 0 momento em que se
deve terminar o tratamento (Barrientos et al., 2007). Ndo existem dados suficientes que
recomendem o uso do alopurinol como farmaco Unico, considerando que algumas semanas
apo6s o final do tratamento como farmaco Unico sdo esperadas recidivas na maioria dos
animais tratados. O interesse deste principio activo, quando combinado com uma primeira
fase de tratamento com antimoniais, € exactamente diminuir significativamente a quantidade
de recidivas (Noli & Auxilia, 2005). Se for administrado como Unico tratamento néo ira
eliminar o parasita, uma vez que ndo é um farmaco leishmanicida, e assim o parasita estara
presente ao longo de todo o tratamento, o que representa maior elevado risco
epidemioldgico (Barrientos et al., 2007). Contudo se for feito tratamento com antimoniato de
glucamina durante 20 dias seguido da administracdo de alopurinol durante varios meses
este vai reduzir ou inibir a populacéo parasitaria na pele dos cédes e como tal diminuir o risco
de transmissado (Jodo et al., 2006, citado por Meireles, 2008). Nos caes, a eficacia do
alopurinol em produzir remissao clinica é igual a dos antimoniais pentavalentes, apesar de
ambas os farmacos, sozinhos ou combinados ndo erradicarem completamente o parasita. A
combinacdo destes dois farmacos € comummente utilizada pois 0 sinergismo entre eles
produz remissdo dos sinais clinicos, diminui o tempo de administracdo dos antimoniais

pentavalentes, tornando o tratamento melhor tolerado e mais econémico. Num estudo esta
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combinacdo produziu um maior racio de cura clinica do que qualgquer outro farmaco sozinho.
Num outro estudo, a manutencao a longo prazo com o alopurinol reduziu as recidivas apos o
tratamento com antimoniais pentavalentes apesar de esta combinagdo nao ter aumentado a
taxa de curas parasitologicas (Manna et al., 2009).

Este farmaco tem baixa toxicidade (Meireles, 2008; Barrientos et al., 2007; Manna et al.,
2009; Noli & Auxilia, 2005), baixo custo, é eficiente na melhoria do estado clinico, é
administrado oralmente (Manna et al., 2009; Noli & Auxilia, 2005) e € bem tolerado
(Barrientos et al., 2007), o que se torna uma vantagem perante os antimoniais (Meireles,
2008; Barrientos et al., 2007).

Os efeitos secundarios ndo sdo comuns (Manna et al., 2009), mas estdo descritas nauseas,
vomitos, diarreia, aumento das enzimas hepaticas AST, ALT e FAS bem como a producéo

de cristais e/ou urdlitos de xantina (Barrientos et al., 2007).

9.2. Antibiéticos

9.2.1. Anfotericina B

O mecanismo de accdo da anfotericina B consiste na sua capacidade de se unir ao
ergosterol das membranas celulares das leishmanias alterando a sua permeabilidade (Miro
et al., 2008).

As doses utilizadas variam de autor para autor, indo de 0,1 mg a 1 mg/kg, diluidos em soro
fisiolégico, via intravenosa lenta — o que representa uma desvantagem deste farmaco - em
dias alternados, durante dois meses.

Os efeitos secundarios conhecidos relacionam-se com a sua nefrotoxicidade - logo pode por
em risco cdes que ja sejam insuficientes renais (Mir6 et al., 2008) - e com a sua unido ao
colesterol das células do hospedeiro mamifero, traduzindo-se em flebite, anorexia, vomitos,
hipocaliémia, anemia, aumento da ureia e creatinina, ictericia, febre e em casos graves,
paragem cardiaca (Meireles, 2008). Assim, a administracdo de anfotericina B requer
monitorizacdo atenta da funcéo renal ao longo do tratamento com suspenséo da terapéutica
caso o0s niveis de creatinina aumentem acima dos niveis normais.

Apesar da anfotericina B ser um farmaco promissor para o tratamento e cura definitiva da
leishmaniose canina, ndo existem estudos suficientes que confirmem esta possibilidade e a
incidéncia de efeitos secundarios (potencialmente severos) € alta. Assim, os dados
existentes sdo insuficientes para recomendar o uso da anfotericina B na leishmaniose
canina (Noli & Auxilia, 2005). Para além disto, Oliva (2006) defende que a classe veterinaria
nao deve recorrer a anfotericina B de modo a evitar a seleccdo de parasitas resistentes a

infeccdo como ocorreu com 0s antimoniais pentavalentes.

9.2.2. Paramomicina (Aminosidina)
A paramomicina € um antibidtico aminoglicosideo. O seu mecanismo de accdo nado é

conhecido (Barrientos et al., 2007), ainda que se considere a hipétese de actuar nos
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ribossomas do parasita e assim bloquear a sintese proteica (Meireles, 2008; Barrientos et
al., 2007).

A dose é de 10-20 mg/kg via intramuscular, observando-se uma melhoria clinica e
diminuicdo da taxa de anticorpos. Se for utilizada uma dose mais elevada — 40 mg/kg/dia
ocorre melhoria clinica e cura parasitolégica durante um maior periodo de tempo, mas séo
produzidos efeitos adversos mais graves.

E nefro e ototdxica, pelo que a sua utilizacdo requer alguns cuidados (principalmente em
insuficientes renais), ndo sendo por isto recomendada como primeira linha de tratamento
(Meireles, 2008; Noli & Auxilia, 2005; Solano-Gallego et al., 2009).

A combinagédo da paramomicina com compostos antimoniais permite diminuir a duracéo do
tratamento uma vez que este antibidtico reduz o ritmo de eliminagdo do Sb5+, mantendo
este composto em circulacdo durante mais tempo. Para além disto tém sido obtidos
melhores resultados, tanto clinicos como parasitolégicos, do que com a utilizag&o individual

dos farmacos (Barrientos et al., 2007).

9.3. Compostos antimoniais

Os compostos antimoniais sao utilizados desde h&d muitos anos e permanecem como 0S
farmacos de eleicdo no tratamento da leishmaniose canina (Meireles, 2008; Barrientos et al.,
2007). Contudo, apenas permitem uma melhoria clinica e ndo a eliminacdo completa do
parasita (Lopez, 2007a).

Inicialmente eram utilizados na sua forma trivalente, porém devido a sua toxicidade elevada
passaram a ser utilizados na sua forma pentavalente (Meireles, 2008; Barrientos et al.,
2007). As formas pentavalentes sdo consideradas o tratamento de escolha. As formas
existentes sdo o Estibogluconato de sédio (Pentostan® e o antimoniato de glucamina
(Glucantime®) (Meireles, 2008; Barrientos et al., 2007), sendo esta Gltima a mais utilizada
(Lépez, 2007a). Existe ainda o antimoniato de metilglucamina encapsulado em lipossomas,
gue apresenta maiores concentracdes plasméticas de Sb, maior volume de distribuicdo e
eliminacdo mais lenta. Contudo a sua relagdo custo-eficAcia comparada com o tratamento
com antimoniato de glucamina é discutivel (Noli & Auxilia, 2005).

O modo de accdo destes compostos consiste em inibir as enzimas fosfofrutoquinase e
piruvato desidrogenase (Barrientos et al., 2007), inibindo a glicélise e assim impedindo a
formacédo de ATP e GTP e também inibe a oxidacdo dos acidos gordos (Mir6 et al., 2008).
Estas accdes irdo levar a destruicdo das leishmanias (Meireles, 2008; Barrientos et al.,
2007). A quantidade de parasitas no animal diminui rapidamente, o que parece facilitar a sua
resposta imunitaria (Lépez, 2007a).

A dose minima recomendada é de 100mg/kg diariamente no minimo durante 3 a 4 semanas.
Séo alcancados melhores resultados com tratamentos mais longos (4 a 6 semanas) (Noli &
Auxilia, 2005).
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A farmacocinética dos compostos antimoniais pode variar significativamente em cédes com
leishmaniose canina. A insuficiéncia renal pode aumentar o tempo de semi-vida, logo o risco
de toxicidade pode estar aumentado em cédes com taxa de filtracdo glomerular diminuida
(Solano-Gallego et al., 2009). Nestes casos alguns cées apresentam mialgias, atralgias,
vomitos, diarreia, dor abdominal, anorexia, apatia, alteracbes hepaticas, renais e
pancreaticas (Meireles, 2008; Barrientos et al., 2007) e reac¢des no local da injeccdo (Noli &
Auxilia, 2005). Assim, € prudente iniciar o tratamento farmacolégico com doses inferiores as
doses de tratamento de modo a testar as possiveis reac¢cbes de intolerancia (Meireles,
2008).

Estes farmacos sdo os mais empregados no tratamento da leishmaniose canina, mas a sua
utilizacdo encontra-se ameacada pela instalacdo de resisténcias (Manna et al., 2009), o que

obriga a pesquisar alternativas terapéuticas (Lépez, 2007a).

9.4. Diamidinas

Actualmente as diamidinas sao utilizadas no tratamento da leishmaniose canina como
farmaco alternativo ou quando os antimoniais falham (Meireles, 2008).

Quando utilizadas, a diamidina escolhida é a pentamidina.

O mecanismo de accédo destes farmacos esta relacionado com a alteragdo do metabolismo
das proteinas e dos acidos nucleicos, ocorrendo interaccdo com o ARN e desorganizagéo
do ADN, com o qual forma complexos (Barrientos et al., 2007). Para além disto exercem
alteracdes sobre a mitocondria, ribossoma, cinetoplasto e bolsa flagelar (Meireles, 2008).

A dose de pentamidina normalmente administrada € de 4mg/kg por via intramuscular
profunda, duas a trés vezes por semana durante quatro a sete semanas. As pentamidinas
tém toxicidade e eficacia superiores quando comparadas com 0s antimoniais pentavalentes
(Barrientos et al., 2007).

Os efeitos adversos descritos sdo taquicardia (Barrientos et al., 2007), vémitos, hipotenséo,
abcesso muscular no local da injeccdo (Meireles, 2008; Barrientos et al., 2007), nefrite,
hepatite, dor abdominal, sincope (Meireles, 2008).

A maioria dos cées tratados melhoram mas as recidivas sédo frequentes apos o tratamento
(Barrientos et al., 2007).

9.5. Derivados do Imidazol

Os imidazois sdo compostos antifungicos que bloqueiam a sintese dos esterbis das
membranas celulares das leishmanias, tornando-as pouco estaveis (Meireles, 2008;
Barrientos et al., 2007; Sundar & Chatterjee, 2006). Intensificam a glucogénese, o que
conduz a uma diminuicdo das reservas energéticas e levando a morte das leishmanias. Para
além disto formam complexos com o ADN inibindo a sintese dos &cidos nucleicos (Meireles,
2008; Barrientos et al., 2007). Os principios activos utilizados sdo o ketoconazol e o

metronidazol.
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9.5.1. Ketoconazol

N&o existem muitos estudos acerca do tratamento da leishmaniose canina com este
principio activo. Alguns autores utilizam o protocolo de 7 mg/kg/dia via oral durante dois ou
trés meses, outros preferem utilizar doses mais elevadas — 25 mg/kg/dia via oral durante
trés meses. E altamente nefrotoxico, pelo que o seu uso esta contra-indicado em cédes com
azotémia. Foi observado em trabalhos experimentais que o ketoconazol potencia a eficacia
dos compostos antimoniais quando associados (Barrientos et al., 2007).

9.5.2. Metronidazol

O metronidazol tem propriedades antiprotozoarias, antibacterianas e antiinflamatérias. A
dose utilizada ndo deve exceder 65 mg/kg/dia e ndo deve ser administrado em fémeas
gestantes pois existe a suspeita de que seja teratogénico. Os seus efeitos secundarios sao
anorexia, vomitos, diarreia, letargia, hepatotoxicidade, hematuria, neutropenia e alteracdes
neurolégicas como ataxia, sindromes vestibulares, nistagmus, entre outros. Estes efeitos
adversos nao sdo frequentes quando € utilizada a dose adequada. Com o0 objectivo de
combater a leishmaniose canina foram realizados estudos em que se associou o
metronidazol a outros principios activos como a espiramicina, enrofloxacina, marbofloxacina
e alopurinol. Resultou numa melhoria clinica mas ndo foi obtida cura parasitologica
(Barrientos et al., 2007).

9.6. Farmacos imunomoduladores

A leishmaniose canina leva a altera¢des imunoldgicas graves, o que justifica a utilizacdo de
farmacos imunoestimulantes — que potenciam a imunidade celular, considerada a imunidade
protectora - ou imunosupressores, que deprimem a imunidade humoral. A infec¢do por
Leishmania spp leva a uma depresséo dos linfécitos T helper 1 e a um aumento dos
linfocitos T helper 2. Assim, a estratégia de desviar os linfocitos T helper para uma resposta
do tipo Thl é considerada uma boa estratégia. Os farmacos imunomoduladores sao quase

sempre associados a tratamentos especificos (Barrientos et al., 2007).

9.6.1. Farmacos imunosupressores
Os mais utilizados sao os corticosterdides, nomeadamente a prednisolona e prednisona.
Os farmacos imunosupressores deprimem a imunidade celular, diminuindo a capacidade
dos linfécitos T de produzirem IL2 e assim interferindo no reconhecimento dos antigénios e
bloqueando a producado de linfotoxinas e dos factores quimiotacticos dos mondcitos. Para
além de tudo isto sdo necessarias doses muito altas para diminuir a imunidade humoral. Por
tudo isto deve-se evitar o uso destes farmacos em animais com leishmaniose canina, uma
vez que podem provocar o aumento da replicacdo do parasita (Barrientos et al., 2007).
Deste modo estes farmacos sO se utilizam ocasionalmente em casos de insuficiéncia renal
ou alteracbes oculares, como a uveite devido a producdo de imunocomplexos pois ao
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diminuirem a imunidade humoral diminuem a producdo de imunocomplexos (Meireles,
2008).
A dose recomendada é de 1 a 2 mg/kg/dia por via oral.

9.6.2. Farmacos imunoestimulantes
A utilizacdo destes farmacos tem como principal objectivo a estimulacdo da imunidade
celular e a activacdo dos macroéfagos.

Os imunoestimulantes estudados sao o levamizol, as citoquinas e a domperidona.

9.6.2.1. Levamizol

O levamizol € um antihelmintico muito utilizado e em 1971 foi reconhecido o seu efeito na
resposta imunitaria (Meireles, 2008). No Homem potencia a velocidade de diferenciacao dos
linfécitos T e estimula a fagocitose em individuos saudaveis. Nao esta esclarecida a sua
actividade nos caes (Meireles, 2008). Na leishmaniose canina nao € habitualmente utilizado
e quando o é, é sempre associado a um tratamento convencional (Barrientos et al., 2007).

9.6.2.2. Citoquinas

A producéo de citoquinas como a IL- 2 e IFN-y pelos linfocitos T esta diminuida durante a
infecgcéo por Leishmania.

N&o existe informacéo suficiente acerca do tratamento com citoquinas em canideos, mas foi
observado que os caes que desenvolvem uma resposta celular do tipo Thl permanecem
assintomaticos, pelo que alguns autores consideram que a inducdo do INF-y mediante o
tratamento com citoquinas pode ser uma alternativa com boa possibilidade de sucesso, uma
vez que o INF-y induz resposta imunitaria mediada por linfécitos Th1 (Barrientos et al.,
2007).

O uso de citoquinas e interferdo y é contudo ainda limitado e requer estudos mais

aprofundados (Meireles, 2008).

9.7. Miltefosina

A miltefosina € um farmaco leishmanicida (Vischer, Grousson & Médaille, 2007), ndo sendo
0 seu mecanismo de accdo completamente conhecido (Manna et al., 2009)

Este farmaco € um alquifosfolipido com uma estrutura semelhante aos compostos
metabolizados pelas leishmanias com actividade contra as formas promastigotas
extracelulares e destruicdo das formas amastigotas (Meireles, 2008).

A miltefosina incorpora-se na bicamada lipidica da membrana plasmatica do parasita,
tornando-a permeavel e alternado o metabolismo dos alquilipidos. Também foram descritas
alterac6es da membrana flagelar dos promastigotas e defeitos na sintese dos fosfolipidos.
Independentemente de qual o seu alvo primario a miltefosina induz a morte celular por

apoptose. Para além disto tem efeitos imunoestimulantes.
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Foram realizados poucos estudos em canideos, tendo 0os mesmos mostrado que a
miltefosina pode ser uma alternativa eficaz para o tratamento da leishmaniose canina.
Manna et al. (2005) demonstraram uma boa efichcia da miltefosina, melhorando a
sintomatologia, reduzindo a disproteinémia e reduzindo a carga parasitaria quantificada por
PCR em tempo real. Miro et al. (2005), citados por Barrientos et al. (2007) demonstraram
boa eficicia clinica, bem como toleréncia por parte dos animais tratados, ndo ocorrendo
alteracdo das fungbBes hepaticas e renais, ainda que tenham ocorrido efeitos adversos
moderados a nivel gastrointestinal de rapida recuperacao.

A miltefosina é comercializada em Portugal como Milteforan®, tem como dose recomendada
2mg/kg/dia via oral durante 28 dias (Meireles, 2008; Barrientos et al., 2007), apresentando
uma elevada percentagem de reducdo dos sinais clinicos dos cées tratados (Barrientos et
al., 2007). Apresenta a vantagem de ao ndo ser eliminado pela via renal poder ser indicado
para caes com insuficiéncia renal (Meireles, 2008). Doses mais elevadas (4mg/kg)
demonstraram uma maior eficicia leishmanicida mas podem provocar efeitos adversos mais
prolongados que necessitem de tratamentos paliativos (Barrientos et al., 2007).

O uso da miltefosina no tratamento da leishmaniose deve ser cuidadosamente pensado,
pois como demonstrado pelo uso dos antimoniais em cdes ou humanos pode conduzir a
resisténcia. No caso de farmacos como a miltefosina, que tém uma semi-vida longa e a
propenséo de seleccionar formas resistentes, é essencial a monitorizacdo da dose diaria e 0
cumprimento do tratamento até ao fim (Manna et al., 2009). Foi sugerida a combinacédo da
miltefosina com o alopurinol como alternativa a combinagédo do antimoniato da meglumina
com o alopurinol (Solano-Gallego et al., 2009). Legrand et al., 2006, Vischer et al., 2007 e
Miré et al., 2007, citados por Meireles (2008) concluem que a combinacao do alpourinol com
a miltefosina é eficaz, compativel e ndo provoca efeitos adversos e toxicos. No ensaio
clinico de Mir6 et al. (2007) em que se compara a eficacia do tratamento de referéncia -
Glucantime® e Alopurinol com a combinacdo de miltefosina - Milteforan®- e alopurinol em 72
cdes infectados naturalmente com leishmaniose canina concluiu-se que ambas as
terapéuticas resultam em 30 a 50% de melhoria clinica. Observou-se ainda auséncia de
efeitos adversos e manutencdo das fungbes renal e hepatica normais. Ocorreu clara
diminuicdo da carga parasitaria ao fim de 3 meses de tratamento, o que leva a concluir que
ambas as combina¢des tém um bom efeito leishmanicida (Barrientos et al., 2007). Manna et
al. (2009), num estudo realizado para determinar a eficacia da miltefosina e alopurinol em
cdes com leishmaniose, concluem que o tratamento combinado de miltefosina e alopurinol

representa um bom protocolo e atrasa a progresséao da doenca em cées.

9.8. Péptidos antimicrobianos
Os péptidos antimicrobianos permeabilizam a membrana plasmaética, alterando o transporte

de enzimas.Os péptidos estudados para o combate a leishmaniose canina sdo dermaseptin,
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cecropins, melittin, polipéptido da pele YY e gomesin. Um estudo realizado por Alberola et
al. (2004) sobre a eficacia do péptido Oct-CA(17)M(2-9) concluiu que este tratamento &
seguro e que, seis meses apds o tratamento, 0s animais apresentavam melhoria clinica,
valores normais de proteinas e diminuicdo do titulo de anticorpos e carga parasitaria
(Barrientos et al., 2007).

9.9. Transportadores de moléculas de farmacos

Os transportadores de moléculas de farmacos sdo substancias que ao serem incorporadas
em determinados farmacos vao transporta-los até ao local da infeccéo (Meireles, 2008).
Permitem controlar a distribuicdo do farmaco, libertando-o nos 6érgdos alvo e assim
reduzindo a possibilidade de toxicidade. Possibilitam também prolongar o tempo de
libertacdo do principio activo e assim aumentam a sua permanéncia no organismo, sendo
necessarias doses mais baixas do que quando se utiliza o farmaco sozinho (Barrientos et
al., 2007).

Na leishmaniose os vectores devem poder transportar os farmacos anti-Leishmania até
serem fagocitados, tém que se fundir com o fagolisossoma para que o medicamento exerca
o seu efeito, tém de ser pequenos para poderem atravessar 0S vasos sanguineos e atingir
as zonas inflamadas e nao devem ser toxicos para o hospedeiro.

Estes vectores permitem reduzir as doses medicamentosas, diminuir os riscos de toxicidade
e dirigir os farmacos de forma selectiva para o local onde se encontram as leishmanias.

Os mais utilizados sdo os lipossomas, anfotericina B, glébulos vermelhos que veiculam
medicamentos anti-leishmania cobertos com imunoglobulina G, niossomas e
macromoléculas tipo polimeros glucosilados Poli-L-lisina.Apesar de todas as vantagens o

seu custo torna proibitivo o uso destes farmacos (Meireles, 2008).

9.10. Tratamento sintomatico

Além da terapéutica etiologica é de vital importancia melhorar o estado de saude do animal,
utiizando um tratamento completo que vise a normalizacdo das alteracdes clinicas
provocadas pela doenca. Assim, consoante o quadro clinico podera recorrer-se a
antibioterapia, fluidoterapia, anti-inflamatérios, dietas hipoproteicas, transfusdes de sangue,
anti-anémicos, ferro, tratamentos dermatoldgicos, entre outros (Meireles, 2008; Ribeiro,
2009). Nos tratamentos paliativos tem especial importancia um bom maneio da insuficiéncia

renal dada a elevada prevaléncia desta afec¢cdo em cdes com leishmaniose canina.

9.10.1. Domperidona

A domperidona € um anti-hemético antagonista da dopamina. Actualmente € utilizado como

antagonista dos efeitos gastro-intestinais produzidos por outros farmacos como por exemplo

a miltefosina. Para além disto a domperidona eleva os niveis séricos de prolactina. A

prolactina estimula a imunidade celular mediada por linfocitos Thl, que é a que se encontra
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afectada nos canideos que sofrem de leishmaniose. Assim, provocar hiperprolactinémia
parece ser eficaz no tratamento destes animais. As doses utilizadas sdo de 1 mg/kg via oral,
30 dias consecutivos, associada a restante terapia (Barrientos et al., 2007).

As vantagens da domperidona séo o facto de ser um farmaco pouco dispendioso, poder ser
administrado oralmente, e no estudo realizado por Gomez-Ochoa et al. (2009) n&o terem
sido observados efeitos secundarios, permitindo tratar animais insuficientes renais. No
estudo supra-citado a domperidona foi eficaz no controlo e redu¢&o dos sinais clinicos e dos
titulos de anticorpos.

9.11. Trifuralina
A trifuralina € um herbicida que inibe a proliferacdo dos promastigotas e reduz a
infectividade das formas amastigotas. Tem sido alvo de alguns estudos experimentais
(Meireles, 2008).

9.12. Outros Tratamentos

Os principios activos de seguida abordados ainda estdo a ser alvo de estudos, nao tendo
até a data, provado serem tdo eficazes como o antimoniato de meglumina (Noli & Auxilia,
2005).

9.12.1. Buparvacuona

E utilizada no tratamento da teileriose em ruminantes e equinos, tendo demonstrado eficacia
em estudos in vitro com amastigotas de Leishmania. Contudo ndo demonstrou eficacia no
tratamento da leishmaniose canina na dose de 5mg/kg em quatro doses num periodo de 12
dias (Barrientos et al., 2007).

9.12.2. Enrofloxacina

A enrofloxacina ndo é eficaz in vitro. Contudo, in vivo, associada sobretudo com o
Gluacantime® demonstrou melhoria das manifestacdes cutaneas, diminuicdo do titulo de
anticorpos e melhoria dos parametros analiticos. As primeiras recidivas surgiram 60 a 90

dias ap0s o inicio do tratamento (Barrientos et al., 2007).

9.12.3. Marbofloxacina

A marbofloxacina é uma quinolona de aplicacdo recente em Medicina Veterinaria que
demonstrou actividade in vitro perante os promastigotas e em macrofago dos animais
infectados.

A morte dos promastigotas e amastigotas é dependente da dose, sendo a dose de 500ug/ml
eficaz e ndo mostrando toxicidade. O tempo médio de eliminacdo é de 14 horas, o que

facilita uma Unica administracao diaria.
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Vouldoulkis et al. (2006), citado por Barrientos et al. (2007) mostrou num ensaio clinico que
na dose de 2mg/kg/dia durante 28 dias, a marbofloxacina pode ter um claro efeito
leishmanicida e representar uma alternativa terapéutica oral no combate a leishmaniose
canina.

Stefani et al. (2005), citado por Barrientos et al. (2007) sugerem que exista um possivel
sinergismo na associacdo da marbofloxacina, metronidazol e alopurinol em cdes com

leishmaniose canina e insuficiéncia renal (Barrientos et al., 2007).

9.13. Dieta

Existe uma dieta especifica para o maneio da leishmaniose canina. E a Canine
Leishmaniasis management®, que administrada juntamente com Glucantime® e alopurinol
resultou numa melhoria dos sinais clinicos, parametros analiticos e da resposta imunitaria
(Barrientos et al., 2007). Contudo, em Portugal esta dieta ou outras especificas para a
leishmaniose canina ndo estdo disponiveis, competindo ao médico veterinario aconselhar o

melhor alimento dietético para esta situacao.

10. Profilaxia
O controlo da leishmaniose canina é um processo que implica varias medidas que
idealmente deveriam ser realizadas em conjunto, de modo a atingir o objectivo de impedir
gue mais cées sejam infectados com esta doenca.
As principais estratégias que devem ser empregadas sao:
e Actuar directamente sobre o cdo doente mediante tratamento.
Tal como ja referido anteriormente, os farmacos utilizados no tratamento da
leishmaniose canina nao eliminam completamente as leishmanias, ocorrendo
raramente cura parasitolégica. Assim, o tratamento dos cdes doentes limita-se a
melhorar a qualidade de vida do animal e a diminuir a carga parasitaria, nao
prevenindo que os fleb6tomos, ao picarem este animal doente ingiram o parasita. O
uso periédico de farmacos contra a leishmaniose para a prevencao da transmissao
nao provou ser bem sucedido (Mir6 et al., 2008).
e Actuar directamente sobre o cdo doente recorrendo a eutanasia.
Esta abordagem é utilizada no Brasil com o objectivo de reduzir a incidéncia de
leishmaniose visceral humana (HVL) (Tafuri, 2009). Contudo tal medida tem diversas
contra-indicacdes:
- O céo é um animal de estimacdo muitas vezes considerado como parte da
familia e o seu sacrificio é considerado inaceitavel (Tafuri, 2009).
- A eutanésia de um céo implica muitas vezes a sua substituicdo por outro cao, o
gue ja comprovou criar uma nova populacao alargada de cdes mais jovens e

mais susceptiveis a infec¢do por Leishmania (Tafuri, 2009).
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Existem hospedeiros reservatérios selvagens (Mir6 et al., 2008)

Os métodos serologicos muitas vezes facultam resultados falsos negativos
(Mir¢ et al., 2008)

N&o é possivel alcancar toda a populacdo canina (Mir6 et al., 2008)

O periodo, por vezes longo, entre a deteccdo e a eutanasia dos animais (Mir6
et al., 2008)

Controlo do vector - a prevencdo da picada do fleb6tomo interrompe o ciclo de

transmissd@o da Leishmania e previne que ocorra infec¢éo (Mir6 et al., 2008). Para tal

deve-se recorrer a diversas medidas:

Controlo intra-domiciliario - utilizacdo de redes convencionais protectoras
(com 0,3 a 0,4 mm? de area da quadricula da malha) ou tratadas com
piretréides sintéticos residuais (Esteban, Matute, Torres & Moreno, 2007; Mir6
et al., 2008) janelas, portas e canis (Esteban et al., 2007).

Resguardar o cao dentro de casa na época de actividade do flébotomo desde
0 crepusculo até ao amanhecer (Solano-Gallego et al., 2009).

Utilizar insecticidas nos canis e ao seu redor (Greene, 2006).

Reduzir os micro habitats favoraveis aos fleb6tomos nas imedia¢gbes da casa
ou nos locais onde o céo passa 0 seu tempo (Solano-Gallego et al., 2009).
Aplicacdo topica de insecticidas no cdo de modo a reduzir as picadas dos
flebétomos (Solano, 2008). Para este efeito pode-se recorrer a diversos
métodos, como coleiras impregnadas de deltamertina, pulverizagbes e
uncdes punctiformes a base de imidoclopride e permetrina (Greene, 2006).
Através deste recurso é conseguido um duplo efeito: por um lado, um
repelente através do qual se interrompe a transmissdo do parasita pois 0
flebétomo ndo chega a ingerir sangue; por outro, 0 insecticida mata o
flebétomo que se tenha alimentado ou pousado no céo (Solano, 2008).

Os insecticidas mais utilizados actualmente sdo os piretrides pois sao
eficazes contra os fleb6tomos e pouco téxicos para o cdo (Mir6 et al., 2008).
Cardoso (2006) afirma que o uso de insecticidas € a medida mais eficaz para

prevenir a infeccdo em cées.

Actuar sobre o cdo saudavel através de imunoprofilaxia- a vacinagdo contra a

leishmaniose canina previne a doenca nos cées e constitui a principal estratégia para

diminuir a ameaca de infec¢éo para os humanos (Mir6 et al., 2008).

Este assunto é alvo de pesquisa ha ja décadas (Mir6 et al., 2008), contudo ainda ndo

foi encontrada a vacina ideal para esta doenca. No Brasil existe jA uma vacina

comercializada - Leishmune®, com uma eficacia de 80% (Borja-Cabrera et al., 2002,

citados por Mir6 et al., 2008), contudo a distincdo entre os animais vacinados e 0s

animais naturalmente infectados € dificil, pelo que alguns veterinarios do Brasil

46



hesitam em vacinar 0s seus pacientes, uma vez que nesse pais 0s cdaes
seropositivos sdo sacrificados (Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006, citados por
Solano-Gallego et al., 2009).

Uma outra vacina foi estudada em Franca, que mostrou boa protecgdo contra
infeccdo experimental com L. Infantum. (Lemesre et al., 2005, citados por Solano-
Gallego et al., 2009).

11. Prognadstico

O prognéstico da leishmaniose canina é variavel (Nelson & Couto, 2006). Apesar de o
tratamento combinado com antimoniato de meglumina e alopurinol ou somente com
alopurinol proporcionar muitas vezes cura clinica (Noli & Auxilia, 2005, citados por Solano-
Gallego et al., 2009), alguns cées gue inicialmente respondem bem ao tratamento podem
recidivar durante ou apds o final deste (Solano-Gallego et al., 2009).

O prognéstico depende da severidade das lesdes organicas causadas pela doenca, da
resposta imunitéria individual de cada animal, e do grau de evolu¢éo da doenca.

Na auséncia de insuficiéncia renal o tratamento em regra melhora os sinais dermatolégicos
e viscerais da doenca (Greene, 2006). Contudo, os cdes com insuficiéncia renal tém mau
prognostico (Nelson & Couto, 2006).

12. Importancia zoonética

Zoonose € uma doenga dos animais transmissivél ao Homem (Richard & Ashford, 1996).

A leishmaniose canina faz parte do grupo das principais zoonoses mundiais (Solano-Gallego
et al., 2009).

Os caes sao muito utilizados como animal de companhia, pelo que sdo encontrados num
grande numero de agregados familiares, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento (Solano-Gallego et al., 2009). S&do considerados os principais reservatérios
de leishmaniose visceral zoonética para os Humanos na Bacia Mediterranea, Médio Oriente
e América do Sul (Greene, 2006).

Importa salientar que o facto de possuir um cao ndo representa um risco acrescido para
infeccdo humana (Greene, 2006). A infeccdo ocorre através da accdo do fleb6tomo, ndo
sendo provavel que o contacto directo com os amastigotas presentes nas lesdes resulte em
infeccdo humana (Nelson & Couto, 2006). Contudo, a hip6tese de transmisséo directa do
cao infectado para o humano ndo pode ser excluida (Greene, 2006).

Tradicionalmente a leishmaniose visceral zoon6tica afectava criangas, contudo actualmente
€ observado em adultos infectados pelo HIV ou sob tratamento com farmacos citostaticos ou
imunosupressores.

Campino (2002) citado por Cortes et al. (2007) defende que a leishmaniose visceral canina é
mais prevalente e esta mais amplamente distribuida do que a leishmaniose visceral

humana, ndo se correlacionando fortemente com a prevaléncia em humanos .
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Um estudo realizado em Espanha em humanos toxicodependentes utilizadores de drogas
endovenosas e que partilhavam agulhas mostrou que a infecgdo é transmitida através dessa
via (Greene, 2006).

O facto de os cées que receberam tratamento leishmanicida e os cées assintoméaticos
poderem ser infectantes para os Humanos e 0s animais permanece como assunto de

debate e preocupacgédo em termos de Saude Publica (Greene, 2006).
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Il — Rastreio de Leishmania infantum em caes assintomaticos na

regiao de Mafra

1. Objectivo

O objectivo deste estudo foi a deteccédo de cédes infectados por L. infantum assintométicos
pela técnica de imunofluorescéncia indirecta (IFI) na Clinica Veterinaria de Mafra (CVM), no
periodo compreendido entre 1 de Agosto de 2009 e 1 de Dezembro de 2009. Para além
disso, nos cdes cujo resultado de IFlI fosse positivo seriam realizadas analises

hematoldgicas e bioquimicas e PCR a partir de amostras de pele.

2. Material e Métodos

2.1. Caracterizacao da area geografica do estudo

O concelho de Mafra localiza-se na Area Metropolitana de Lisboa. Confronta-se com 0s
concelhos de Torres Vedras, Sobral de Monte Agraco, Arruda dos Vinhos, Loures e Sintra.
Ocupa uma extensdo de 291 km? e é constituido por um total de 17 freguesias: Azueira,
Carvoeira, Cheleiros, Encarnagdo, Enxara do Bispo, Ericeira, Gradil, Igreja Nova, Mafra,
Malveira, Milharado, Santo Estevdo das Galés, Santo Isidoro, Sdo Miguel de Alcainca,
Sobral da Abelheira, Vila Franca do Rosario e Venda do Pinheiro (Figura 13).

Segundo os censos de 2001 a populacdo deste concelho é de 54 285 habitantes (Camara
Municipal de Mafra, 2010).

Figura 13 - Mapa do concelho de Mafra e dos distritos de Portugal (adaptado de

http://www.fisicohomepage.hpg.ig.com.br/mfr.ntm e de http://oliveiradigital.no.sapo.pt/distritos.jpg)
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O concelho possui uma topografia ondulada, ocupada em mais de metade por areas
agricolas. As zonas de floresta ocupam 21,9% da cobertura total do concelho, das quais se
destaca pela sua beleza e notoriedade a Tapada Nacional de Mafra (Camara Municipal de
Mafra, 2007).

2.2. Caracterizacdo climética da zona de Mafra

O clima nesta zona ¢é influenciado pela proximidade do mar, que se encontra apenas a
poucos quilometros. A temperatura média anual ronda os 15°C, sendo a temperatura média
do més mais quente (Agosto) de 20°C. A velocidade do vento € moderada, contudo na
transicdo entre estacfes os ventos chegam a soprar com rajadas fortes. A precipitacao total
anual média é de 860,9 mm, sendo Novembro o més com maior precipitagéo (132,1 mm) e
Julho o més com menor precipitacdo (2,8 mm), ocorrendo cerca de 75 a 100 dias de chuva
por ano. Verifica-se que existem dois semestres distintos em termos de precipitacdo: o
semestre humido (entre Outubro e Marco) e o semestre seco (entre Abril e Setembro). O
periodo humido predomina em relacdo ao periodo seco, que se limita aos meses de Verao,
entre principios de Junho e meados de Setembro (Camara Municipal de Mafra, 2007).

2.3. Caracterizagdo da amostra

O presente estudo foi realizado com base numa amostra por conveniéncia , tendo sido
efectuado em 80 cédes provenientes da regido de Mafra, com mais de um ano e meio de
idade (para aumenttar a probabilidade de ja terem tido tempo de contactar com o insecto
vector de L. infantum no periodo de maior prevaléncia deste e também para que houvesse
tempo para a formacdo de resposta imunitaria humoral) e sem sintomas aparentes de
leishmaniose canina.

Aos proprietarios de caes que se apresentaram na CVM foi-lhes questionado se estariam
interessados em participar num estudo onde 0s seus cdes com mais de um ano e meio de
idade e sem sintomas de leishmaniose seriam testados para a infeccdo por L. infantum.
Para além destes estdo presentes neste estudo cades cujos proprietarios souberam que
estaria a decorrer o rastreio de infec¢do por Leishmania infantum e assim se deslocaram
voluntaria e propositadamente a CVM com 0s seus caes para que estes fossem testados.
Por fim, dois proprietarios na impossibilidade de se deslocarem até a CVM solicitaram que a
recolha de material fosse realizada nos seus locais de habitacdo, e tal foi efectuado. A todos
0s proprietarios de caes participantes neste estudo foi realizado um inquérito com o intuito

de obter dados para caracterizacdo da amostra.

2.3.1. Histodria pregressa e exame fisico
A todos os cdes participantes neste estudo foi feito um exame fisico onde se verificou a

auséncia de sinais aparentes de leishmaniose, tais como, depressdo, magreza, lesbes
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cutaneas, lesdes oculares, onicogrifose, ulceragdes das mucosas, atrofia muscular, queixas
articulares, hepatomegalia, esplenomegalia, adenomegalia e/ou epistéxis.
Os animais que revelaram qualquer sinal que pudesse indicar a presenca de leishmaniose

canina foram eliminados do estudo.

2.3.2. Sexo

Dos 80 cées rastreados, 45 (56,25%) eram fémeas e 35 (43,75%) eram machos.

Gréfico 14 - Frequéncia relativa do sexo dos caes da amostra (N=80).

= Feminino
= Masculino

2.3.3. Ildade
A idade dos animais estudados variou entre os 2 e 0os 12 anos, sendo a média de 4,7 anos,
a mediana de 4 e o desvio padréo de 2, 8.

Graéfico 15 - Frequéncia absoluta da idade em anos dos cées da amostra (N=80).
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2.3.4. Racga

A maioria dos animais estudados, 37,5% (30/80) resultou de um cruzamento da raca

Podengo, 25% (20/80) dos cées rastreados pertenciam a raga Podengo, 21,3% (17/80) da
amostra nao tinha raca definida (IND) e os restantes 16,3% (13/80) pertenciam as racas
Epagneul Breton, Basset da Bretanha, Ledo da Rodésia, Teckel, Caniche, Yorkshire Terrier,
Pastor Alemé&o, Boxer e Labrador Retriever.

Gréfico 16 - Frequéncia absoluta da raca dos caes da amostra (N=80).
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2.3.5. Aptidao

Relativamente a aptiddo, a caca foi a mais frequentemente indicada (65% - 52/80), seguida
pela aptiddo de companhia (26,3% - 21/80) e de guarda (8,8% - 7/80).

Gréfico 17 - Frequéncia relativa da aptidao dos cdes da amostra (N=80).
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Guarda
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2.3.6. Local de habitacéo

A grande maioria (87,5% - 70/80) dos cées rastreados vivia no exterior e dormiam numa

casota ou canil, 7,5% (6/80) viviam no exterior e dormiam recolhidos no interior de um

edificio como uma garagem ou um anexo da casa de habitacdo dos proprietarios e 5,0%

(4/80) viviam dentro de casa e faziam passeios na rua.

Grafico 18 - Frequéncia relativa do local de habitacdo dos caes da amostra (N=80).

2.3.7. Proveniéncia
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Quanto ao local de origem dos cées rastreados, 60% (48/80) pertenciam a freguesa de
Mafra, 13,8% (11/80) a freguesia de Santo Isidoro, 13,8% (11/80) a freguesia de
Encarnagéo, 3,8% (3/80) a freguesia da Carvoeira, 3,8% (3/80) a freguesia da Azueira, 2,5%
(2/80) a freguesia de Sobral da Abelheira, 1,3% (1/80) a freguesia de Cheleiros e 1,3%
(1/80) a freguesia da Igreja Nova.

Grafico 19 - Frequéncia absoluta da proveniéncia dos cdes da amostra (N=80) por freguesia.
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2.3.8. Prevencdao da picada do insecto vector

No que respeita a medidas de prevencdo contra a infeccdo por L. infantum, 36,3% (29/80)
dos cées da amostra ndo recebiam qualquer tipo de medida de prevencdo, enquanto que
63,7% (51/80) eram alvo de aplicacdo de uncdo punctiforme (spot-on) a base de
imidaclopride e permetrina (55,0% - 44/80) ou coleira impregnada com deltametrina (8,8% -
7/80).

Gréfico 20 - Frequéncia relativa do tipo de prevengéo contra a picada do insecto vector realizada nos

cdes da amostra (N=80).
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2.4. Colheita e processamento das amostras

A recolha de sangue dos caes rastreados foi efectuada na CVM e nos locais de habitacdo
dos cédes pertencentes a dois dos proprietarios. Estes ndo tinham possibilidade de se
deslocarem até a CVM e apresentaram manifesto interesse em rastrear os seus caes.

Ambos os locais se localizam na freguesia e concelho de Mafra.

2.4.1. Obtencao de soro para realizacdo da técnica de IFI

Apos a contencdo do animal desinfectou-se a pele com &lcool a 70%. Com um catéter de 22
G puncionou-se a veia cefalica e recolheu-se 1,5 ml de sangue, para um tubo seco para
obtencdo de soro destinado a realizacdo da técnica de imunofluorescéncia indirecta de
modo a detectar anticorpos anti-leishmania.

Os proprietarios dos cées cujos resultados fossem duvidosos seriam contactados no sentido

de repetir este exame, contudo apenas um dos proprietarios se mostrou disponivel para tal.

2.4.2. Execucdo de hemograma e analises bioquimicas

Posteriormente, em todos os cées cujo resultado da técnica de IFI foi positivo realizou-se

nova colheita de sangue para tubo com EDTA para realizagdo de hemograma no aparelho

“Hospitex Diagnostic’, modelo “Hema Screen 18" e determinacdo dos parametros
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bioguimicos -creatinina, fosfatase alcalina, aspartato transaminase e alanina transaminase -
no aparelho “Biochemical Systems International SRL”, modelo “Clin Check Plus Vet”. Cerca
de 1,3 ml de sangue foram colhidos para tubo seco para obtencéo de soro para realizagéo

de proteinograma em laboratério externo.

2.4.3. Execucdao de esfregaco sanguineo

Foi efectuado um esfregaco de sangue para pesquisa de hemoparasitas.

2.4.4. Raspagem cutanea
No caso dos caes positivos na técnica de IFI efectou-se raspagem cutédnea com bisturi no
pescoco, térax e membro anterior direito para obtencdo de material para PCR. Nao foi

possivel realizar bidpsia cutanea porque os proprietarios ndo o permitiram.

2.5. Técnica de imunofluorescéncia indirecta (IFI)
Considerando o objectivo de detectar cdes assintomaticos, realizaram-se os testes de IFI
utilizando um valor de limiar de positividade inferior ao referido pelo fabricante com o
objectivo de encontrar um maior nimero de caes assintomaticos infectados com L. infantum.
Assim, convencionou-se iniciar o estudo com a diluicdo de 1/40 e no caso de os resultados
serem maioritariamente negativos, proceder-se-ia a um segundo rastreio na diluicdo de
1/20. Para além disso, os soros que fossem positivos ou duvidosos na diluigdo de 1/40
seriam também analisados na diluicdo de 1/80. Usou-se como controlo positivo um pool de
soros de caes positivos da seroteca do Laboratério de Doencgas Parasitarias da Faculdade
de Medicina Veterinaria (Universidade Técnica de Lisboa), com titulo = 1/320. Como
controlo negativo foi utilizado um pool de soros de cdes negativos da seroteca do
Laboratorio de Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinéria (Universidade
Técnica de Lisboa). A técnica de IFI foi realizada no Laboratério de Doencas Parasitarias da
Faculdade de Medicina Veterinaria (Universidade Técnica de Lisboa) e utilizou-se o Kit
Leishmania-Spot IF (Laboratério bioMérieux, Franga, Ref. 75 931), de acordo com o
protocolo do fabricante, com as seguintes alteracoes:
1. Retirar as laminas com o antigénio fixado do frigorifico e coloca-las a temperatura
ambiente durante 15 minutos;
2. Preparar o tampéo fosfato salino (PBS) (BioMérieux, Franca, Ref. 75 511), diluindo-o
em 1| de 4gua destilada;
3. Preparar o PBS-Tween 80, através da juncdo de 1 ml de Tween 80 (Merck,
Alemanha, Ref. 822 187) a 1 | do preparado anterior;
4. Descongelar as amostras de soro a temperatura ambiente

Homogeneizar as amostras recorrendo ao agitador
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10.
11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.

a) No caso da diluicdo 1/20 depositar 95 ul de PBS em cada um dos poc¢os da
placa de titulacdo, correspondendo o nimero de pogos ao nimero de soros
gue se pretende titular.

b) No caso da diluicdo de 1/40, depositar 195 pl de PBS, em cada um dos pocos
da placa de titulagédo, correspondendo o nimero de po¢os ao numero de
soros que se pretende titular.

Depositar 5 pl de soro em cada um dos pocos da placa de titulacao,
homogeneizando com o auxilio da pipeta

Depositar 10 pl da diluicdo de cada soro problema obtida em 6 num poco da lamina.
Depositar 10 pl de controlo positivo no pogo 10 da l[amina

Incubar durante 30 minutos a 37°C em camara humida.

Fazer uma primeira lavagem rapida das laminas utilizando um banho de PBS/Tween
80.

Fazer uma segunda lavagem das laminas mergulhando as laminas num recipiente
com PBS/Tween 80 durante 5 minutos.

Fazer uma terceira lavagem das laminas mergulhando as laminas em outro
recipiente com PBS/Tween 80 durante 5 minutos.

Fazer uma ultima lavagem rapida das laminas utilizando um banho agua destilada.
Secar bem as laminas com o auxilio de um secador de cabelo.

Depositar 10pl de conjugado fornecido no kit em cada um dos pogos da lamina.
Incubar durante 30 minutos a 37°C em camara hamida.

Repetir os passos 10 a 14.

Colocar uma gota de glicerina tamponada (1:10) Fluoprep em cada poc¢o de cada
lamina

Colocar uma lamela 50x24/mm sobre cada lamina

Observar em microscopio de fluorescéncia (neste caso, Olympus DP10, Modelo
BX50F), no comprimento de onda de 425 nm. Considerar como positivo 0S pogos
onde se observam promastigotas de cor verde fluorescente e como negativo aqueles

onde existir uma coloracéo vermelha.

2.6. PCR

A técnica da PCR foi realizada no da seroteca do Laboratério de Virulogia e Biologia

Molecular da Faculdade de Medicina Veterinaria (Universidade Técnica de Lisboa).

a)

Extraccdo do ADN total a partir da amostra de pele

A extraccdo de ADN de alto peso molecular foi efectuada com o Kit de extraccdo Dneasy

Blood and tissue kit (Qiagen) de acordo com as instruccdes do fabricante.
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1. Homogeneizaram-se 200ul de sangue total com igual volume de Tampédo AL,
durante 15mn a 56°C, de forma a efectuar a lise celular (glébulos vermelhos e
gl6ébulos brancos).

2. No final da incubagéo adicionou-se 200ul de Etanol a 96%, para promover a
precipitacdo dos &cidos nucleicos e a totalidade da amostra foi aplicada numa
coluna de silica gel, com elevada afinidade para ADN/ARN, quando em solucdo
alcodlica.

3. Apds um passo de centrifugagédo a 16000xg/1mn, lavou-se a coluna de silica gel
duas vezes com dois tampdes de lavagens, sempre com alta concentracdo de
alcool. As lavagens incluiram, adicdo do tampdo seguido de um passo de
centrifugacéo (16000xg/1mn) e eliminacdo do sobrenadante do tubo colector.

4. Apo6s a dultima lavagem adicionou-se 100 pl de tampédo de eluicdo aquoso,
directamente na coluna, de forma a hidratar os &acidos nucleicos fixos e
centrifugou-se nas mesmas condi¢fes, para um tubo previamente identificado.

5. A gquantificacdo das amostras foi realizada no Nanodrop 2000c
spectrophotometer e a concentragdo do ADN total expressa em ng/ pl. As
amostras foram armazenadas a -20°C até a sua utilizagéao.

b) PCR convencional para detec¢do de Leishmania spp.

1. Submeteram-se as amostras de ADN total a uma reaccdo de PCR para
amplificacdo de um fragmento de 120bp, incluido no ADN do cinetoplasto de
Leishmania spp., de acordo com Lachaud et al. (2002). A reacc¢ao foi efectuada
no volume final de 25ul utilizando Fidelity Taq 2x (GE Healthsciences) que inclui
a Taq polimerase com actividade de proofreading, o tampdo de reaccdo da
enzima e os dNTPs necessarios para a reac¢do de amplificacao, para além do
primer forward K13A (5 GTGGGGGAGGGGCGTTCT 3’) e do primer reverse
K13B (5 ATTTTACACCAACCCCAGTTC 3’) na concentragao de 25 pmol/ pL. O
ADN molde foi o ultimo elemento a ser adicionado a reaccéo.

2. Todos os ensaios incluiram um controle positivo da reaccéo, no qual foi utilizado
ADN gendmico de L. infantum e um controle negativo, sem ADN.

3. O ciclo de amplificacdo incluiu um passo inicial de desnaturacdo a 94°C/4mn,
seguido de um conjunto de 40 ciclos de 94°C/30seg; 58 °C/30seg; 68°C/30 seg e
um passo adicional de extencéo final de 68°C durante 10min.

c) Electroforese horizontal em gel de agarose e visualizacdo dos produtos da reacc¢ao.
Os produtos resultantes da reaccdo de amplificagdo foram separados por electroforese
horizontal, num gel de agarose a 2,5% em Tampdo acetato-EDTA (TAE) com gelred

(diluicdo 1/20) e visualizados num Imagemaster VPS.
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2.7. Andlise estatistica dos resultados

Na andlise dos dados foram utilizados métodos de estatistica descritiva tais como graficos
descritivos e descricdo tabular.

Foi também utilizado o teste do ¥* para determinar a relacdo entre a aptiddo de caca e a
infeccdo assintomética por L. infantum e entre a raca dos caes testados e a infecgdo

assintomética por L. infantum.

3. Resultados

3.1. Deteccdo de animais infectados com L. infantum pela técnica de
imunofluorescéncia indirecta (IFI)

Dos 80 animais testados por IFI na diluicdo de 1/40 apenas um soro foi positivo (1,25%) e

sete revelaram resultados duvidosos, enquanto que na diluicAo de 1/20 seis soros

mostraram positividade (7,5%). O animal que revelou positividade na técnica de 1/40

revelou-se duvidoso na IFI na diluicdo de 1/80 (Tabela 22).

As frequéncias relativas dos cédes positivos na técnica de IFI segundo a freguesia de

habitacdo estdo representadas nos mapas da Figura 23 e Figura 24.

Figura 21 - Aspecto da técnica da IFI do resultado positivo (ampliacao de 370x aprox.) (original)
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Tabela 22 - Caracterizagdo da amostra em estudo e resultados da IFI (N=80).

N° Amostra Sexo Idade Raca Aptidao Local de habitacdo Prevengéao Freguesia Pelagem Vive com IFI
[anos] Comprimento Cor Tipo céescom 1/20 1/40 1/80
Leishmaniose?

1 Feminino 6 Retriever do Companhia Viwve dentro de casa e vai a rua Coleira impregnada com Mafra Média Bege Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Labrador deltametrina realizado

2 Masculino 3 IND Companhia Vive dentro de casa e vai a rua Uncao punctiforme a base de Azueira Curta Amarelo Lisa nao Negativo | Negativo Né&o
imidaclopride e permetrina realizado

3 Feminino 9 IND Companhia Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Mafra Curta Creme e branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado

4 Feminino 9 Boxer Companhia Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Mafra Curta Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

5 Masculino 5 IND Companhia Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Azueira Média Castanha e branca Lisa nao Positivo | Negativo Néo
canil/casota realizado

6 Masculino 9 IND Guarda Vive no exterior e dorme num Coleira impregnada com Mafra Comprida Branco e Preto Encaracolada nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota deltametrina realizado

7 Masculino 6 IND Guarda Vive no exterior e dorme num Coleira impregnada com Mafra Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Né&o
canil/casota deltametrina realizado

8 Masculino 4 IND Guarda Vive no exterior e dorme num Coleira impregnada com Mafra Comprida Castanha Encaracolada nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota deltametrina realizado

9 Feminino 6 IND Guarda Vive no exterior e dorme num Coleira impregnada com Mafra Comprida Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota deltametrina realizado

10 Masculino 3 Retriever do Companhia Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Mafra Média Amarelo Lisa nao Positivo | Negativo Néo
Labrador canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

11 Masculino 5 Retriever do Companhia Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Mafra Média Preta Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Labrador canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

12 Masculino 9 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Uncao punctiforme a base de | Santo Isidoro Média Amarelo Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

13 Masculino 12 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de | Santo Isidoro Média Castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

14 Masculino 7 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Unc&o punctiforme a base de | Santo Isidoro Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

15 Feminino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de | Santo Isidoro Média Castanha e branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

16 Masculino 8 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de | Santo Isidoro Média Castanha Lisa nao Positivo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

17 Feminino 2 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Uncao punctiforme a base de | Santo Isidoro Comprida Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

18 Feminino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de | Santo Isidoro Média Castanha Lisa nao Positivo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

19 Masculino 4 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncdo punctiforme a base de | Santo Isidoro Média Castanha e branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

20 Masculino 7 Céo de Pastor Guarda Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Preta Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
Aleméo canil/casota realizado

21 Feminino 9 Céo de Pastor Guarda Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Preta Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
Aleméo canil/casota realizado

Soros positivos inicialmente testados por IFl apenas na diluicao de 1/40
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Tabela 22 - Caracterizagdo da amostra em estudo e resultados da IFI (N=80) (continuacgéo).

N° Amostra Sexo Idade Raca Aptidao Local de habitacdo Prevengéao Freguesia Pelagem Vive com IFI
[anos] Comprimento Cor Tipo céescom 1/20 1/40 1/80
Leishmaniose?

22 Feminino 8 IND Companhia Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Branco Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado

23 Feminino 7 IND Companhia Vive no exterior e dorme num Ungé&o punctiforme a base de Mafra Comprida Castanha Lisa néo Negativo | Negativo N&o
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
24 Feminino 2 IND Companhia Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Canweira Comprida Branco e Preto Cerdosa nao Positivo | Positivo | Duvidoso

canil/casota imidaclopride e permetrina

25 Masculino 2 IND Companhia Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Canwoeira Curta Preta e castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

26 Feminino 5 IND Companhia Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Canvoeira Comprida Preta e castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

27 Feminino 3 IND Companhia | Vive no exterior e dorme recolhido Sem prevengéo Azueira Comprida Preta Encaracolada nao Negativo | Negativo Néo
no interior de um edificio realizado

28 Feminino 9 Yorkshire Terrier | Companhia Vive dentro de casa e vai a rua Uncao punctiforme a base de Mafra Comprida Preta e castanha Lisa nao Negativo | Negativo Né&o
imidaclopride e permetrina realizado

29 Masculino 5 IND Guarda Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Igreja Nova Média Bege Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

30 Feminino 2 Caniche Companhia | Vive no exterior e dorme recolhido Sem prevencéo Sobral da Comprida Branca Encaracolada nao Negativo | Negativo Néo
no interior de um edificio Abelheira realizado

31 Feminino 11 IND Companhia | Vive no exterior e dorme recolhido | Ung&o punctiforme a base de Mafra Comprida Preta Encaracolada nao Negativo | Negativo Néo
no interior de um edificio imidaclopride e permetrina realizado

32 Feminino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de | Santo Isidoro Comprida Castanha Encaracolada nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

33 Masculino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncao punctiforme a base de Cheleiros Curta Preta Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

34 Masculino 12 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de | Santo Isidoro Curta Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

35 Masculino 2 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Unc&o punctiforme a base de | Santo Isidoro Curta Amarela Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

36 Masculino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

37 Feminino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Castanha e branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

38 Masculino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Preta Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

39 Feminino 4 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Mafra Média Branco e Preto Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

40 Feminino 3 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Mafra Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

41 Masculino 6 Teckel Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Comprida Castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado

42 Feminino 3 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

Soros positivos inicialmente testados por IFl apenas na diluicao de 1/40
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Tabela 22 - Caracterizagdo da amostra em estudo e resultados da IFI (N=80) (continuacgéo).

N° Amostra Sexo Idade Raca Aptidao Local de habitacdo Prevengéao Freguesia Pelagem Vive com IFI
[anos] Comprimento Cor Tipo céescom 1/20 1/40 1/80
Leishmaniose?
43 Masculino 3 Ledo da Rodésia | Companhia Viwve dentro de casa e vai a rua Coleira impregnada com Mafra Curta Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
deltametrina realizado
44 Masculino 3 Retriever do Companhia Vive dentro de casa e vai a rua Coleira impregnada com Mafra Curta Preta Cerdosa nao Negativo | Negativo Né&o
Labrador deltametrina realizado
45 Feminino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarnagao Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
46 Feminino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarmnacgéo Média Bege Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
47 Masculino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarnagéo Média Preta Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
48 Feminino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarnagéo Média Preta Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
49 Masculino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncao punctiforme a base de Encarnagao Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Né&o
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
50 Feminino 3 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarnagéao Média Castanha e branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
51 Masculino 4 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarnagéo Comprida Branco e Preto Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
52 Feminino 2 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarnagéo Média Cinzento e branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
53 Masculino 4 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarnagéo Média Castanha Lisa nao Negativo | Duvidoso | Negativo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina
54 Feminino 5 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Uncao punctiforme a base de Encarnagdo Média Branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
55 Feminino 2 Basset castanho Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Encarnagao Comprida Castanha Cerdosa nao Negativo | Duvidoso | Negativo
da Bretanha canil/casota imidaclopride e permetrina
56 Masculino 3 IND Companhia Vive no exterior e dorme num Unc&o punctiforme a base de Sobral da Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina Abelheira realizado
57 Masculino 4 IND Companhia Vive dentro de casa e vai a rua Uncéo punctiforme a base de Mafra Comprida Cinzento Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
imidaclopride e permetrina realizado
58 Feminino 3 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Comprida Castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado
59 Feminino 3 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Branca e amarela Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado
60 Feminino 6 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Mafra Média Castanha Lisa nao Positivo | Negativo Néo
canil/casota realizado
61 Feminino 3 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Mafra Curta Branca e amarela Lisa nao Positivo | Duvidoso | Negativo
canil/casota
62 Feminino 4 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Castanha Lisa nao Negativo | Duvidoso | Negativo
Podengo Portugués canil/casota
63 Feminino 3 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Comprida Castanha Encaracolada nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado

Soros positivos inicialmente testados por IFl apenas na diluicao de 1/40
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Soros secundariamente testados por IFI na diluicdo de 1/20




Tabela 22 - Caracterizagdo da amostra em estudo e resultados da IFI (N=80) (continuacgéo).

N° Amostra Sexo Idade Raca Aptidao Local de habitacdo Prevengéao Freguesia Pelagem Vive com IFI
[anos] Comprimento Cor Tipo céescom 1/20 1/40 1/80
Leishmaniose?

64 Masculino 2 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Preta e castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado

65 Masculino 11 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Mafra Comprida Castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo Né&o
canil/casota realizado

66 Feminino 3 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Mafra Média Castanha e branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado

67 Feminino 5 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

68 Feminino 3 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

69 Feminino 5 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Média Branca Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

70 Masculino 11 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevengdo Mafra Comprida Castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo N&o
canil/casota realizado

71 Feminino 3 Cruzamento Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencao Mafra Curta Cinzento Lisa nao Negativo | Negativo Néo
Podengo Portugués canil/casota realizado

72 Feminino 7 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Sem prevencéo Mafra Comprida Castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota realizado

73 Feminino 3 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Mafra Média Preta e castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

74 Masculino 3 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Mafra Média Branca e amarela Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

75 Feminino 4 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Uncao punctiforme a base de Mafra Média Branca Cerdosa nao Negativo | Negativo N&o
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

76 Feminino 4 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Mafra Comprida Castanha Cerdosa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
77 Masculino 5 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Unc&o punctiforme a base de Mafra Média Preta Cerdosa nao Negativo | Duvidoso | Negativo

canil/casota imidaclopride e permetrina

78 Masculino 4 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Mafra Média Castanha Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado

79 Feminino 4 Podengo Portugués Caca Vive no exterior e dorme num Uncéo punctiforme a base de Mafra Média Branca e preta Lisa nao Negativo | Negativo Néo
canil/casota imidaclopride e permetrina realizado
80 Feminino 10 Epagneul Bretdo | Companhia | Vive no exterior e dorme recolhido [ Ung&o punctiforme a base de Mafra Média Branca e castanha Lisa nao Negativo | Duvidoso | Negativo

no interior de um edificio imidaclopride e permetrina

Soros positivos inicialmente testados por IFl apenas na diluicdo de 1/40
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Soros secundariamente testados por IFI na diluigéo de 1/20




Figura 23 - Frequéncias relativas de caes positivos na técnica de IFI na diluicdo de 1/40 distribuidas

pelas freguesias de origem (mapa adaptado de http://www.fisicohomepage.hpg.ig.com.br/mfr.htm)

Figura 24 - Frequéncias relativas de cédes positivos na técnica de IFI na diluicdo de 1/20 distribuidas

pelas freguesias de origem (mapa adaptado de http://www.fisicohomepage.hpg.ig.com.br/mfr.htm)
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3.2. Resultados das analises hematoldgicas, bioquimicas e proteinograma
As andlises hematoldgicas, bioquimicas e proteinograma apenas foram realizadas ao céo n°

24. Os resultados apresentam-se na seguinte tabela.

Tabela 25 - Resultados das analises hematol6gicas, bioquimicas e proteinograma do cao n°24.

Caon°24 Resultados Valores referéncia Unidades
IFI 1/20 e 1/40 Positivo > 1/20
Leucograma
Leucécitos 44 | 8,0-17,0 10%/uL
Linfécitos 2,43 0,40-7,60 103/HL
MID 1,01 0,05-2,80 10°/uL
Granuldcitos 0,96 | 2,70-12,8 10°/uL
Eritrograma
Eritrécitos 7,09 5,50-8,50 10°/uL
Hematdcrito 44,6 37,0-55,0 %
VCM 63 60,0-70,0 fl
HCM 179 1 20,0-26,0 pg
CHCM 28,4 | 32,0-36,0 g/dl
Hemoglobina 12,7 11,0-18,0 g/dl
Plaquetas 58 ¢ 200-500 10°/uL
Parametros Renais
Creatinina | 0,6 | <1,6 | mg/dl
Parametros Hepaticos
FAS 3 <330 UL
AST 19 <83 UI/L
ALT 39 <100 UL
Proteinograma
Albumina 3,8 2,26-4,31 g/dl
Alfa-1 0,3 0,32-0,75 g/dl
Alfa-2 0,8 0,50-1,17 g/dl
Beta 1 0,93-2,0 g/dl
Gama 0,8 0,39-1,02 g/dl
Ratio (A/G) 14 1 0,6-1,1 g/dl
Prot. Totais 6,6 55-7,5 g/dl

No hemograma verificou-se uma trombocitopénia marcada e leucopénia com diminui¢do dos
granulécitos.
Os parametros bioquimicos ndo apresentaram qualquer alteragéo.

O proteinograma revelou aumento do racio albumina/globulina.

3.3. Esfregago de sangue

A observacgéo do esfregaco de sangue foi negativa para a pesquisa de hemoparasitas.
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3.4. Pesquisa da ADN de L. infantum por PCR
Apesar de inicialmente ter sido considerado o estudo de amostras cutdneas dos céaes
assintomaticos positivos, somente foi realizado num Unico animal e a PCR nao revelou ADN

de L. infantum nas amostras de pele do céo testado.

3.5. Teste do ®? para determinacdo da relacdo entre a aptiddo de caca e a infeccdo
assintomética por L. infantum

O valor do »* para este factor foi de 1,45<3,84 e o valor de P encontrado com base no

Fischer exact test foi 0,23>0,05 pelo que a relagdo entre a aptiddo de caca e a infeccéo

assintomatica por L. infantum é devida ao acaso na amostra estudada. N&ao foi encontrada

relacdo estatistica entre a raga dos cdes testados e a infeccdo assintomatica por L.

infantum.

4. Discusséao

O numero de cées infectados com L. infantum e assintométicos € muito maior do que o
namero de cédes portadores de infecgbes sintomaticas (Maia, 2005; Solano, 2008; Tafuri,
2009; Lépez, 2007b; Ferrer, 2004; Matute et al., 2007), sendo que os caes assintomaticos
séo infectantes para os fleb6tomos numa propor¢éo similar aos sintomaticos (Molina et al.,
1994, Travi et al., 2001, Courtenay et al., 2002, citados por Manna et al., 2006).

O presente trabalho teve como objectivo diagnosticar a infec¢éo por L. infantum em caes
assintomaticos da regido de Mafra e chamar a atencdo para a importancia destes cées na
transmissdo de L. infantum. Até a data foram realizados poucos estudos acerca deste
assunto (Moshfe et al., 2009; Sideris et al., 1999; Papadopoulou et al., 2005), sendo este o
primeiro a ser realizado na regido de Mafra, Portugal.

Em Portugal a leishmaniose canina constitui uma razdo muito frequente para a consulta
veterinaria. A prevaléncia necessaria para uma zona ser considerada endémica é de 2.5%
(Rioux et al., 1971, citados por Cardoso, 2006). Assim, uma vez que Portugal tem uma
seroprevaléncia de 6%, é considerado um pais endémico de leishmaniose canina (Neves et
al., 2009). Segundo os resultados preliminares do estudo de Neves et al. (2009) — em que
testou 4004 amostras através do teste de aglutinacao directa (DAT) - dos dezoito distritos de
Portugal, trés - Castelo Branco, Portalegre e Beja- apresentaram seroprevaléncia entre 10 e
16%, sete - Vila Real, Braganca, Viseu, Guarda, Coimbra, Santarém e Lisboa- apresentaram
seroprevaléncia entre 5 e 10% e os restantes distritos exibiram seroprevaléncia inferior a
5%. Castelo Branco possuiu a maior seroprevaléncia -16%- e Viana do castelo a menor,
com 0,9%.

Mafra faz parte da area metropolitana de Lisboa (AML), que € considerada zona endémica
de leishmaniose, logo a regido de Mafra € igualmente considerada endémica. N&o existem

dados disponiveis acerca da seroprevaléncia desta doenca em Mafra. Segundo Dr. Nuno
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Palma, médico veterinario da CVM, existem muitos casos de leishmaniose canina na regido
de Mafra e o seu nimero tem vindo a aumentar.

A leishmaniose canina € uma doenca de dificil tratamento. Os farmacos existentes
raramente eliminam as leishmanias na totalidade, ocorrendo em regra recidivas. Ainda que o
céao figue clinicamente curado permanece portador do parasita e deste modo infectante para
0 agente vector.

Muitos cdes das &reas endémicas sao portadores de infecgBes assintomaticas (Greene,
2006). Os cées infectados com L. infantum e assintométicos tém a mesma capacidade
infectante que os cdes sintomaticos. E de suma importancia proceder-se ao diagndstico
precoce pois quanto mais cedo os cdes assintomaticos forem identificados menor
disseminacdo da doencga ocorrera. Estes animais quando detectados deverdo ser protegidos
da picada do fleb6tomo de modo a interromper o ciclo de transmissdo do parasita, ndo
deverdo ser utilizados como dadores de sangue (Freitas et al., 2006) e com base em
estudos recentes também néo deverao ser utilizados como reprodutores. (Silva et al., 2009)
A identificacdo dos cées infectados assintomaticos € importante também em termos
epidemioldgicos, de modo a aferir a verdadeira prevaléncia da infecgdo do parasita nas
varias areas estudadas. A monitorizacdo dos cdes assintomaticos pode ser de relevancia
ndo soO para avaliacdo epidemioldgica da leishmaniose canina em areas endémicas, como
também para o controlo da infeccdo nas populagbes canina e humana através da
monitorizacao dos caes dadores de sangue, e/ou de caes para importacao para paises nao
endémicos (Mir6 et al.,, 2008). Caso ocorra a depressdo do sistema imunitario do cdo
assintomatico a doenca poder-se-a manifestar.

O papel dos caes infectados com L. infantum e assintomaticos como reservatérios da
infeccdo deve ser tido em conta como relevante e a percentagem destes animais em cada
regido deve ser conhecida de modo a serem implementadas medidas adequadas que visem
a diminuicdo da transmissdo deste parasita. Tanto os cées sintoméaticos como o0s
assintométicos podem albergar L. infantum no seu sangue e pele (Moshfe et al., 2009). A
opinido no que respeita ao papel dos cdes assintomaticos como fonte de infec¢do de L.
infantum para humanos e outros animais mudou ao longo do tempo. Enquanto Lanotte et al.
em 1979, citado por Moshfe et al. (2009) afirmam que os cdes assintomaticos ndo
representam um papel importante na transmissdo da leishmaniose pois ndo possuem ou
possuem capacidade diminuta de infectar os vectores, Molina et al. em 1994 citados por
Manna et al. (2006) afirmam que os cdes portadores assintomaticos tém a mesma
capacidade de infectar os vectores que 0s cdes sintomaticos e que a infeccdo latente
contribui para a manutencédo da presenca do parasita nas regiées endémicas (Manna et al.,
2006). Moshfe et al. (2009) realizaram um estudo no qual tentaram aferir este papel
recorrendo a inoculacdo de Syrian Golden Hamsters (Mesocriteus auratus) com exsudados

de pele abdominal de cées infectados com L. infantum seronegativos e seropositivos. Este
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estudo confirmou a alta prevaléncia de infeccdo com Leishmania nos cades assintomaticos
nas areas endémicas e mostrou que tanto os assintomaticos como 0s sintomaticos
conseguem produzir infecgdo no Golden Hamster e que provavelmente tém um papel na
transmissdo de L. infantum nas areas endémicas. Estas conclusbes vém mostrar que 0s
cdes infectados com L. infantum e assintométicos sdo importantes na epidemiologia do
parasita e que deverdo ser feitos estudos no sentido de determinar a sua quantidade de
modo a perceber em que escala influenciam a transmissdo de L. infantum. Assim, o
presente trabalho pretendeu iniciar este tipo de investigacdo em Portugal e o local escolhido
para realizar este rastreio foi a regido de Mafra, uma vez que a autora realizou o estagio
curricular na CVM.

Na regido de Mafra verifica-se que existem dois semestres distintos em termos de
precipitacdo: o semestre hiumido (entre Outubro e Margo) e o semestre seco (entre Abril e
Setembro). O periodo humido predomina em relacdo ao periodo seco, que se limita aos
meses de Verdo, entre principios de Junho e meados de Setembro.

Em Portugal, P. ariasi e P. perniciosus sdo os vectores de L. infantum (Alves-Pires et al.,
2001, citados por Cortes, Afonso, Alves-Pires & Campino, 2007). Cortes et al. (2007)
estudaram 488 flebétomos recolhidos de areas onde previamente tinham sido
diagnosticados casos de leishmaniose canina e humana. A identificagdo dos vectores
permitiu concluir que 80,33% da amostra pertencia a espécie Phlebotomus perniciosus,
19,06% a espécie P. ariasi e 0,61% a P. sergenti (Cortes et al., 2007).

As espécies vectoras de leishmania sdo antropozoofilicas, pois ainda que parecam tender a
alimentar-se com mais facilidade em gado e canideos do que no Homem, na maioria das
ocasides parece tratar-se simplesmente de uma questéo de acessibilidade e disponibilidade.
Quando em presenca de um humano e de um céo, o flébotomo parece preferir alimentar-se
no cao (Matute et al., 2007).

A actividade da maioria das fémeas de fleb6tomos é crepuscular ou nocturna, conforme a
espécie e época do ano (Afonso & Alves-Pires, 2008), apresentando uma actividade
cicardiana clara (Mencke, Volf, Volfova & Stanneck, 2003). Porém, se houver intromissdo do
Homem, este tipo de actividade pode ser alterada (Afonso & Alves-Pires, 2008).

P. perniciosus tem preferéncia por paisagens acidentadas (Matute et al., 2007), o que € o
caso da regido de Mafra. Os vectores de L. infantum sdo activos quando ocorrem
temperaturas entre os 15 e 20 °C e na auséncia de condi¢ges climéticas extremas como
chuva e ventos fortes (Cardoso, 2006). Sabemos que a temperatura média anual da regido
de Mafra ronda os 15°C, sendo a temperatura média do més mais quente (Agosto) de 20°C.
A velocidade do vento é moderada, contudo na transi¢do entre estacdes 0s ventos chegam
a soprar com rajadas fortes. Assim, verificamos que a temperatura da regido de Mafra é
propicia a actividade flebotominea na média dos meses do ano. Quanto ao vento, sabendo

gue as estacdes do ano mudam nos meses Marc¢o, Junho, Setembro e Dezembro, logo é
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nestes meses que ocorrem rajadas fortes de vento, 0 que representa um impedimento a
actividade dos fleb6tomos. Assim, tendo em conta que na regido Mediterrdnea o0s
flebétomos sdo activos nos meses quentes, da Primavera até ao Outono (Greene, 2006)
(Abril a Outubro) e que Outubro devera ser descartado pois ja& € um més em que ocorre
precipitacdo relevante, poderia afirmar-se que os meses mais propicios a actividade dos
fleb6tomos na regido de Mafra seriam Abril, Maio, Julho e Agosto. Contudo, esta visdo
tornar-se-ia um pouco redutora e fechada, uma vez que cada vez mais as mudancas
climéticas se manifestam num clima instavel e a transi¢éo entre esta¢cfes se faz de maneira
abrupta e em desacordo com o calendéario. Segundo um estudo realizado por Casimiro,
Calheiros, Santos e Kovats (2006) em Portugal actualmente o risco de transmissao de L.
infantum é médio. S&o previstas mudancas climaticas para todo o territério nacional, com o
aumento do numero de dias com temperaturas favoraveis a actividade de Phlebotomus
pernicious — o flebétomo responséavel pela maioria das infecgbes por Leishmania infantum
em Portugal. Assim, é preconizado que o risco de transmisséo de leishmaniose em Portugal
ird tornar-se alto (Casimiro et al., 2006). Deste modo, para se concluir acerca do periodo de
actividade dos fleb6tomos deve-se ter em conta as suas preferéncias e analisar ano a ano,
més a més de modo a concluir correctamente se se encontra num periodo de actividade
flebotominea ou néo.

Como é do conhecimento geral existe em Mafra a Tapada Nacional de Mafra, onde
abundam raposas e existe um nucleo do lobo Ibérico. Os canideos selvagens (raposas,
lobos e chacais) fazem parte do ciclo silvatico da leishmaniose canina (Alvar, Cafiavate,
Molina, Moreno & Nieto, 2004, citados por Matute et al., 2007). A raposa é considerada o elo
de ligacdo entre o ciclo selvatico e o doméstico pelos seus habitos de aproximacdo as
populacdes e assim actua como reservatorio para os caes (Andrade et al., 2002, citados por
Matute et al., 2007). Assim, seria interessante estudar a populacéo de raposas (encontradas
mortas ou capturadas) da regido de Mafra de modo a aferir em que medida estas
influenciam a leishmaniose canina na regido de Mafra.

Das 17 freguesias que constituem o concelho de Mafra apenas oito estiveram representadas
(Grafico 19) e s6 foram encontrados cades positivos em quatro - Azueira, Mafra, Santo
Isidoro e Carvoeira (Tabela 22, Figura 23 e Figura 24). As freguesias de Mafra né&o
apresentam diferencas -climaticas, topogréaficas ou urbanisticas- relevantes entre elas, com
a Unica excepgdo de Mafra que é de todas a mais urbanizada. Assim, ndo é possivel
encontrar uma explicacéo para a distribuicdo dos resultados.

A determinagdo dos factores de risco para um cdo ser portador assintomatico ndo estao
descritos e o presente trabalho tentou chegar a conclusées quanto a este assunto. Face aos
resultados obtidos ndo é possivel concluir qual dos sexos representa um factor de risco para

a infeccdo por L. infantum em cédes assintomaticos, pois pela técnica de IFI na diluicdo de
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1:40 s6 ocorreu um caso (Tabela 22) e na diluicdo de 1:20 a distribuicdo por sexo é
equitativa (3/3) (Tabela 22).

A prevencdo da picada do fleb6tomo interrompe o ciclo de transmissdo de Leishmania e
previne que ocorra infeccdo (Mir6 et al., 2008). Quanto ao item da prevencdo também néo é
possivel chegar a uma conclusao pois da totalidade dos cédes que revelaram positividade na
técnica IFI na diluicdo de 1/20, trés eram alvos de medidas de prevencao por parte dos seus
proprietéarios, enquanto trés ndo se encontravam protegidos contra a infeccdo por L.
infantum. O céo positivo n°24 na técnica IFI na diluicdo de 1/40 era alvo de medidas de
prevencdo contra a infec¢cdo por L. infantum (Tabela 22). O facto de os proprietarios
tomarem medidas de prevencgdo contra a infeccdo por L. infantum e ainda assim os seus
cdes serem portadores de infec¢do assintomética pode ter varias explicagbes: dado o
elevado nimero de cdes que os cacadores possuem torna-se dificil suportar todas as
despesas inerentes. Assim e tendo em conta que os cagadores querem 0S Seus animais nas
melhores condicbes de modo a desempenharem uma Optima performance na caca e
também para tirarem dividendos das ninhadas provenientes dos seus caes, tentam realizar
uma prevencao que considerem eficaz e econdmica. Da observacao e troca de informacgdes
com os proprietarios cacadores concluiu-se que é uma pratica comum a compra de uma
uncdo punctiforme & base de imidaclopride e permetrina numa formula para pesos mais
elevados (cdes com mais de 25 kg) e aplicagcdo de apenas uma pequena quantidade de
cada pipeta em cada um dos cdes. Este método ¢é falivel e como tal os caes provavelmente
nao ficardo devidamente protegidos. Para além disto, da observacéao realizada neste estudo
0s proprietarios de caes cacadores tendem a minimizar a quantidade de aplicacdes, ndo
abrangendo a totalidade do periodo favoravel a actividade dos fleb6tomos. A caca é
praticada principalmente no inicio e final do dia, o que coincide com o periodo diario de
actividade do fleb6tomo, assim os cées de caca estdo mais expostos ao insecto vector.
Quanto aos caes positivos cuja aptidao € de companhia, as explicacdes relativas a ineficacia
passam também por razbes econOmicas, pois 0s proprietarios podem ndo fazer as
aplicacdes necessarias ao longo da época de actividade do flebétomo. Para além disto, em
regra a aplicacdo da uncdo punctiforme faz-se de quatro em quatro semanas, contudo a
actividade repelente contra P. perniciosus, é de apenas trés semanas. Isto leva a um
intervalo de uma semana em que o cdo ndo se encontra protegido da picada de P.
perniciosus. Existe ainda um outro aspecto a mencionar que ainda que ndo muito habitual
pode ocorrer, pois caso 0 cao seja exposto frequentemente a 4gua a duracdo da eficicia
protectora pode diminuir (Bayer, 2010, acedido em
http://www.bayervet.com.pt/pt/popups/advantix.html).

Existem estudos que relatam outras vias de transmissdo do parasita que ndo séo evitadas
através das medidas de prevencdo. Foi descrita transmissdo vertical a partir de cadelas

gravidas infectadas para os seus fetos através da placenta (Silva et al.,, 2009). A
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possibilidade de transmissao transplacentaria de Leishmania foi confirmada por Rosypal e
Lindsay (2005), citados por Magno da Silva et al. (2009) usando um modelo murino. Um
estudo realizado por Magno da Silva et al. (2009) numa cadela infectada de modo natural
comprovou a transmissao vertical de L. infantum, tendo sido confirmada a transmisséo
transplacentaria. S0 necessérios mais estudos para determinar a frequéncia com que
ocorre este tipo de transmisséo e qual o seu papel na epidemiologia da doenca (Magno da
Silva et al., 2009).

A espécie L. infantum tem tropismo para o aparelho sexual masculino, particularmente para
o epididimo, prepucio e glande do pénis, resultando na inflamagc@o destas estruturas e
localizacdo do parasita no sémen dos caes infectados de modo natural. N&o foram
observadas lesdes no aparelho genital de cadelas com leishmaniose visceral. Assim, com
base nestes factos e em resultados prévios, Silva et al. (2009) defendem que provavelmente
a transmissdo venérea de L. infantum € unidireccional, ocorrendo preferencialmente de
machos infectados para fémeas susceptiveis. E presumivel que os promastigotas
metaciclicos inoculados no hospedeiro mamifero através do fleb6tomo sejam mais
infectantes do que os transmitidos sexualmente, uma vez que a saliva dos fleb6tomos
contém diversos factores que favorecem a infeccéo (Silva et al., 2009).

Teria sido interessante averiguar junto aos proprietarios se os pais dos caes positivos na
técnica de IFI eram doentes de leishmaniose e se os seus cédes ja tinham tido relacbes
sexuais.

Freitas et al. (2006) demonstraram que L. Infantum pode ser transmitida por transfuséo
sanguinea, pois 0s amastigotas presentes nas células mononucleares sdo transmitidos para
0 animal receptor e conservam o seu potencial infectante. A transmissdo de L. infantum
através de transfusdo sanguinea foi documentada em caes da América do Norte, incluindo
um relato de transmissédo através de sangue proveniente de um banco de sangue da
Pennsylvania. A manifestacdo da doenca adquirida por transfusdo sanguinea depende, tal
como na infec¢do natural, do estabelecimento de um equilibrio entre o parasita e as defesas
imunologicas e genética do hospedeiro (Freitas, Melo, Costa-Val & Michalick, 2006).

As medidas de prevencao adoptadas pelos proprietarios dos cées positivos pela técnica de
IFI neste estudo ndo previnem estes tipos de transmissdo, o que também poderé explicar a
positividade. Nenhum dos cées positivos na técnica de IFlI tinham recebido transfusdes
sanguineas, logo esta hipotese ndo deve ser considerada.

Ainda que os insecticidas aplicados pelos proprietarios nos caes positivos na técnica de IFI
também previnam contra pulgas e carracas, importa referir que estes parasitas também
podem estar implicados na transmissdo de Leishmania spp e assim, tendo em conta as
limitacdes da aplicacdo do insecticida ja referidas anteriormente, a hipétese de transmisséo
por pulgas ou carracas, embora remota deve ser tida em conta. Dantas-Torres et al. (2010)

comprovaram a existéncia de ADN de L. infantum nas glandulas salivares de Rhipicephalus
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sanguineus recolhidos de cées infectados com L. infantum. Contudo, tal ndo prova a sua
capacidade vectorial e esta hipotese permanece em aberto, requerendo mais investigacédo
(Paz et al., 2009). Ferreira et al. (2008) afirma que as pulgas podem actuar como vectores
de Leishmania spp e que sdo capazes de infectar cdes e hamsters com este parasita.
Contudo, mais estudos sdo necessérios para avaliar a importancia das pulgas no ciclo de
vida de Leishmania spp (Ferreira et al., 2008).

Um outro parametro avaliado como factor de risco foi o local de habitacdo. Todos os caes
positivos na técnica de IFI tanto na diluicdo de 1:40 como na de 1:20 viviam no exterior e
dormiam num canil/casota. Tal pode representar um factor de risco pois 0s animais sO se
recolhem ao interior da casota/canil quando querem e assim podem estar no exterior
durante o periodo de actividade dos flebétomos, estando mais expostos a picada do
fleb6tomo do que aqueles que vivem dentro de casa. Contudo, 87,5% (70/80) da amostra
vivia no exterior e dormia num canil/casota e apenas 10% (7/70) destes revelou positividade
(Tabela 22), o que nos deixa duvidas quanto a considerar este tipo de local de habitac&o
como factor de risco.

Tendo em conta que 65% (52/80) da amostra tem por aptiddo a caga (Grafico 17) pode-se
considerar que a amostra estad um pouco desviada para esta aptiddo e ainda assim apenas
4 dos cées de caga (7,7% - 4/52) apresentaram positividade na diluicdo de 1:20, n&o
apresentando positividade na diluicdo de 1:40 (Tabela 22). Tal pode ser explicado por os
cdes de caca aqui estudados serem de uma raga autéctone — Podengo Portugués — e de
cruzamentos desta raca. Varios autores afirmam que as ragas autoctones das zonas
endémicas sdo mais resistentes a desenvolver os sintomas de leishmaniose canina pois
convivem com o parasita ha milhares de anos e como tal desenvolveram resisténcia ao
desenvolvimento de sintomas (Papadopoulou et al., 2005; Ferrer, 2008). Foi demonstrado
que a raca Podengo de lbiza, uma raca local das ilhas Baleares, é mais resistente a doenca
e desenvolve uma imunidade do tipo celular (Ferrer, 2008). Por outro lado, tendo em conta
gue vivem no exterior e dormem em canis ou casotas, estes animais estdo muito mais
expostos a picada dos flebétomos do que os animais que vivem em interior de edificios. O
namero alargado de cées infectados em &reas endémicas de leishmaniose canina sem
apresentarem sinais clinicos pode estar relacionado com a sua grande exposicdo aos
parasitas e ao desenvolvimento de imunidade protectora, especialmente em cées mais
idosos (Moshfe et al., 2009).

Assim, pode ser exactamente a sua elevada exposicdo ao parasita e consequente
desenvolvimento de imunidade protectora que explique o facto de os cdes de caca néo
apresentarem valores altos de positividade a exposi¢éo por L. infantum. Devido ao numero
reduzido de animais positivos encontrados no presente estudo, o teste do x° concluiu que a
relacdo entre a aptiddo de caca e a infeccdo assintomatica por L. infantum se deve ao

acaso, pois o valor de P ndo permite validar este teste. Ainda no ambito dos resultados da
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técnica de IFI é importante referir que nas areas endémicas sdo encontrados baixos titulos
de anticorpos devido a exposi¢ao continua ao parasita.

As formas clinicas da leishmaniose canina podem ser classificadas como: infeccao
sintomética, em que existem sinais clinicos e laboratoriais de leishmaniose canina; infeccao
assintomatica patente em que ha sempre deteccdo do ADN do parasita nas amostras de
ganglio linfatico/medula 6ssea, titulos de IFl estdveis ou crescentes, cultura e andlise
microscopica de amostras de ganglio linfatico/medula éssea positivas e auséncia de sinais
de leishmaniose canina; infec¢cao sub-patente (Oliva, 2006), em que o animal é resistente a
infeccdo ou resolve-a sem desenvolver sinais clinicos (Baneth & Aroch, 2008) em que a
deteccdo do ADN do parasita nas amostras de ganglio linfatico/medula 6ssea é inconstante
elou os titulos de IFI sdo fracamente positivos, cultura e analise microscépica de amostras
de ganglio linfatico/medula 6ssea sdo negativas e ha auséncia de sinais clinicos de
leishmaniose (Oliva, 2006).

O periodo de incubagdo da leishmaniose canina, em que os caes permanecem infectados
com L. infantum sem apresentarem sinais de leishmaniose varia desde alguns meses até
Varios anos ou até toda a vida do animal (Moreno & Alvar, 2002, citados por Dantas-Torres,
2007; Marignac et al., 2004; Greene, 2006), dependendo da viruléncia do parasita (Greene,
2006), da susceptibilidade genética do hospedeiro (Greene, 2006; Cardoso, 2006) e de
varios factores exdgenos, entre os quais infeccdo concomitante por outros agentes
patogénicos (Cardoso, 2006). ApGs a inoculacédo do parasita podem ocorrer duas situacoes,
ou 0 cao é susceptivel a doenca, torna-se sintomatico e morre se nao tratado ou é resistente
ao parasita, sendo denominado de assintomatico (Sideris, Papadopoulou, Dotsika &
Karagouni, 1999). Os caes assintomaticos possuem uma infec¢ao cronica por L. infantum e
nao exibem sinais aparentes de leishmaniose (Sideris et al., 1999). Contudo séo infecciosos
para os fleb6tomos (Greene, 2006) e podem possuir parasitas cutaneos (Matute et al.,
2007). A infeccdo assintomatica pode permanecer despercebida por um longo periodo de
tempo (Greene, 2006), logo estes caes constituem um reservatério perigoso no que diz
respeito a disseminacdo desta doenca (Sideris et al., 1999), representando um maior risco
epidemioldgico por serem dificeis de detectar (Matute et al.,, 2007). Nem todos os cées
natural ou experimentalmente infectados com Leishmania desenvolvem doenca (Greene,
2006; Ferrer, 2008). Apés a infeccdo alguns cdes conseguem controlar o parasita e néo
desenvolvem doenca durante anos ou até por toda a vida, enquanto que outros caes
infectados apresentam doenca progressiva (Moreno & Alvar, 2002, citados por Manna et al.
(2006). Apos a picada pelo fleb6tomo segue-se uma fase em que o céo esta assintomatico
mas 0s seus niveis de anticorpos anti-leishmania sobem, contudo alguns caes permanecem
seronegativos por periodos de tempo variaveis apés terem sido infectados com Leishmania
(Baneth & Aroch, 2008). Caes sintomaticos podem ser seronegativos no inicio de infeccédo

(periodo pré-patente) devido a ainda néo ter ocorrido producédo de anticorpos especificos e
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também no periodo final da doenca por faléncia do sistema imunitario. A producédo de
anticorpos especificos pode também ndo conduzir a quantidade suficiente para ser
detectada pelos métodos sorolégicos (Maia, 2005). Considerando esta informacdo
provavelmente o numero de cées infectados por L. infantum na regido de Mafra, ainda que
ndo detectaveis por agora, pode ser muito mais elevado pois o parasita pode encontrar-se
no organismo do animal e ndo haver resposta humoral ou esta ndo ser detectavel.

A resposta imunitéria elaborada pelos cdes aquando da infeccdo parece ser o factor mais
importante na determinac¢édo de qual o caminho que essa infeccdo vai seguir, isto é se se ira
desenvolver doengca ou se a infec¢do ird permanecer assintomatica (Greene, 2006). A
imunidade é um factor decisivo no desenvolvimento da leishmaniose canina. Caes
infectados de modo natural sdo capazes de realizar uma resposta imunitaria protectora
(Sideris et al., 1999). Os cdaes infectados aparentemente sdos caracterizam-se pela
presencga de uma resposta imunitaria celular especifica contra o parasita e resposta humoral
leve (Solano, 2008) na qual apresentam seronegatividade ou fraca positividade (com titulos
no limiar da positividade) (Ferrer, 2004). Caes infectados gravemente doentes possuem uma
resposta humoral exagerada e resposta celular especifica reduzida ou ausente (Solano,
2008).

O desenvolvimento da infeccdo depende da capacidade de os macrofagos destruirem o
parasita. Esta actividade é determinada pelo equilibrio entre um conjunto heterogéneo de
citoquinas. Os linfocitos T e as citoquinas desempenham um papel crucial pois determinam
se a infec¢do ird evoluir para um estado imunitario protector ou para uma doenca declarada
e progressiva (Pinelli et al., 1994, Pinelli et al., 1995, citados por Manna et al., 2006).

A resolucdo da infecgcdo por leishmania é dependente das células T e mediada por
macroéfagos activados pelas citoquinas derivadas das células T (Liew & O’Donnell, 1993,
citados por Chamizo, Moreno & Alvar, 2005).

Chamizo et al. (2005) afirmam que os cées infectados com L. Infantum assintométicos
produzem resposta Thl e Th2, contudo existe uma predominancia da resposta Thl que
confere imunidade contra o parasita. Atestam também que a resposta Thl induz actividade
leishmanicida macrofagica, o que protege 0s cdes contra a progressdo da infeccao e
desenvolvimento da doenca (Chamizo et al., 2005).

Estudos feitos acerca da resposta imunitaria em cées experimentalmente infectados com L.
Infantum mostraram que a imunidade protectora relaciona-se com a producéo de IL-2, TNF-
a (Chamizo et al., 2005; Moreno & Alvar, 2002, citados por Manna et al., 2006) e IFN-y por
parte das células mononucleares do sangue periférico (PMBC) conjuntamente com a
activacdo de células T citotdxicas especificas para o parasita (Moreno & Alvar, 2002, citados
por Manna et al., 2006).

Para além disto a activacao dos macréfagos pelo IFN-y resulta na produgao de 6xido nitrico,

0 que medeia a morte dos parasitas intracelulares (Pinelli et al., 1999; Gradoni & Ascenzi,

73



2004, citados por Manna et al., 2006). O éxido nitrico parece estar envolvido na proteccéo a
longo prazo contra a infecgéo por L. Infantum (Panaro et al., 2008).

Deplazes et al. (1995), citados por Barbiéri (2006) afirmam que as subclasses de
imunoglobulinas IgG1 e 1gG2 tém sido consideradas como um indicador da progressao da
leishmaniose canina mais fiavel do que as IgG totais. Contudo, foi demonstrada uma relacdo
directa entre os niveis de IgG1 e a presenca de sinais clinicos, enquanto que a subclasse
IgG2 é associada a infec¢do assintomatica (Nieto et al., 1999, citado por Barbiéri, 2006).
Estes resultados ndo foram corroborados por outros estudos (Solano-Gallego et al., 2000,
Bourdoiseau et al., 1997, citados por Barbiéri, 2006). Carcelén et al. (2007) afirmam que os
anticorpos especificos presentes no sangue dos caes infectados sdo sobretudo da
subclasse 1gG2. Teria sido interessante quantificar as 1gG1 e IgG2 nos caes positivos,
contudo por condicionantes econémicas tal ndo foi possivel.

A escolha da técnica para realizar o rastreio de L. infantum na regido de Mafra recaiu sobre
a IFl, sendo a identificagdo dos cdes assintomaticos uma tarefa complexa. Otranto et al.
(2009) realizaram um estudo cujo objectivo foi o de obter um plano de diagndéstico de
infecgdo por L. infantum em cées assintomaticos, tendo concluido que nédo existe um teste
gold standart para este diagndstico, devendo ser executados outros em simultaneo. Os cées
infectados por L. infantum, especialmente os assintomaticos podem ndo seroconverter
imediatamente apés a infeccdo ou desenvolver uma resposta imunitaria celular, o que pode
conduzir a resultados falso-negativos nos testes serolégicos. Assim, estes testes ndo sao os
mais indicados para o diagndstico de cédes expostos ou recentemente infectados. Otranto et
al. (2009) afirmam que a PCR é o método mais sensivel para a deteccdo do cdo a
exposicao do céo a picada do flebétomo e/ou infeccao pois uma amostra tecidual positiva no
PCR determina que esse cao foi exposto ao parasita. Esta técnica oferece maior
sensibilidade quando se utilizam bidpsias de medula 6ssea e ganglio linfatico, com
resultados entre 86 e 100%, ja nas bidpsias de pele a sensibilidade pode variar entre 80 e
95%. A pele é claramente uma fonte segura de ADN de Leishmania e a bidpsia de um
pequeno fragmento de pele € um procedimento simples e seguro (Quaresma et al., 2009).
Manna et al. (2004), citados por Quaresma et al. (2009) afirmam que a pele canina,
independentemente da presenca de lesfes cutaneas, permite uma deteccdo mais eficiente
de ADN de Leishmania por PCR do que qualquer outro tecido. No sangue periférico alguns
autores obtiveram uma sensibilidade de 93-100%, contudo em outros estudos a
sensibilidade da técnica mostrou ser menor (Riquelme et al., 2007). A duracao, constancia e
intensidade da parasitémia no cdo estédo ainda por saber, 0 que conduz a falsos negativos,
especialmente em cdes assintométicos. Assim, um unico resultado PCR negativo em um
cdo clinicamente suspeito ndo € suficiente para descartar a hipotese de infec¢do. Por outro
lado, durante a época de transmissdo podem ocorrer falsos positivos devido a contaminacao

natural ou infeccdo transitdria. (Maia & Campino, 2008). Neste trabalho optou-se por fazer
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PCR em amostras de pele, obtidas apenas por raspagem cutanea, pois o proprietario nao
consentiu a recolha de material de medula 6ssea e ganglio linfatico. Seria interessante
avaliar os resultados de PCR se tivesse sido possivel utilizar outros tipos de amostra.

Manna et al. (2006) realizaram um estudo onde procuraram relacionar a quantidade de ADN
de Leishmania e os niveis de expressdo de citoquinas em amostras de tecidos de caes
assintomaticos com o estado clinico e a evolucdo da doenca. Os caes assintomaticos em
progressao para doenca possuiam uma carga elevada de ADN de leishmania nas biépsias
de pele na ocasido do diagndstico. Contudo, com o surgimento dos sinais clinicos a carga
de ADN do parasita na pele diminuiu, enquanto que a nivel do ganglio linfatico aumentou
dramaticamente. No grupo de cdes que permaneceu sem sintomas durante o periodo do
estudo, na primeira observacgéo foi detectado um numero elevado de parasitas nas bidpsias
de pele e nos ganglios linfaticos. Mais tarde, a carga de ADN parasitario diminuiu em todas
as amostras. Contudo, 6 meses apds a primeira observacdo a carga parasitaria ainda era
significativa na pele e aumentava nos ganglios linfaticos, ainda que em menor ritmo. Os
autores afirmam que os seus resultados apontam para que no cao a pele representa um
reservatdrio de amastigotas quando o hospedeiro é imunocompetente e existe um equilibrio
entre o parasita e o hospedeiro.

A carga parasitaria elevada detectada na pele do grupo de cées assintomaticos que
permaneceram sem sintomas durante um longo periodo de tempo real¢ca a sua importancia
como hospedeiros reservatérios (Manna et al., 2006). Os resultados obtidos neste estudo
indicam que a quantificacao dos parasitas na pele € um recurso fiavel para o diagnostico de
leishmaniose canina em cées infectados e assintomaticos enquanto que a quantificacéo de
ADN de leishmania nos ganglios linfaticos € necessaria para a previsdo da evolugdo da
doenca. A quantificacdo do ADN do sangue de cées infectados assintomaticos nao parece
ser util para a gestéo clinica da infeccdo. Assim, o estudo de Manna et al. (2006) suporta a
escolha da autora de amostra de pele para a realizagdo de PCR.

Os cdes infectados com L. infantum possuem um elevado parasitismo cutaneo por formas
amastigotas de Leishmania, aumentando a possibilidade de transmissdo (Ashford, 1996;
Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006, citados por Dantas-Torres, 2007). Guarga et al.
(2000) citados por Moshfe et al. (2009) afirmam que a pele saudavel dos cées infectados &
mais atractiva para os fleb6tomos. Assim, & medida que a doenga progride e a pele se
deteriora o fleb6tomo fémea vai-se sentindo menos atraido por essa mesma pele. Este
comportamento do flebétomo fémea justifica o facto de o0s animais assintomaticos
representarem um risco de infec¢@o nas areas endémicas (Moshfe et al., 2009).

Em um estudo realizado por Quaresma et al. (2009), a andlise do desempenho da PCR com
amostras de caes sintomaticos e assintométicos mostrou que este € um método confiavel
para a deteccdo de ADN de Leishmania, independentemente de o animal possuir ou nao

sinais clinicos e sintomas. Por outro lado os métodos serolégicos e parasitolégicos fornecem
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maior nimero de resultados positivos para amostras de cdes sintomaticos do que para caes
assintométicos. Assim, a PCR é um método mais eficaz para o diagnostico de infeccdo por
L. infantum canina pois ndo possui as limitacdes associadas aos métodos diagnosticos
convencionais, especialmente em casos em que a infecgdo ndo é aparente. O estudo de
Quaresma et al. (2009) mostrou que a PCR € capaz de detectar infeccdo mesmo quando os
testes convencionais falharam. No caso do presente estudo isto ndo se verificou pois a
infeccdo detectada pela técnica de IFI ndo foi detectada pela PCR. A maior preocupacdo no
controlo da leishmaniose canina é a presencga de animais assintomaticos que aparentam ser
negativos com base nos exames serologicos. O uso da PCR juntamente com outros
métodos de diagnoéstico auxilia a determinar a extenséo de infeccdo sub-clinica em areas
endémicas e fornece um ndmero mais preciso da quantidade de caes assintomaticos
(Quaresma et al., 2009).

Assim, o ideal teria sido testar todos os cdes do nosso estudo através de PCR, contudo
devido a contingéncias econdmicas tal ndo foi possivel, tendo-se optado pela técnica de IFI
em titulos baixos, de modo a diagnosticar o0 maior nimero de animais possivel.

Quanto aos resultados obtidos pela técnica de IFI, Faria (2007), no seu estudo realizado em
78 caes no Municipio de Vila Franca de Xira onde utilizou também a técnica de IFI
considerando como limiar de positividade a diluicdo de 1/80, concluiu que 19,23% (15/78) da
sua amostra era clinicamente assintomatica mas positiva nesta técnica. Os cdes que nao
apresentam sintomas e albergam parasitas cutdneos sdo os que implicam um maior risco
epidemioldgico. Estes sdo assim os auténticos portadores (Matute et al., 2007). Estudos
serologicos realizados em regides endémicas da Europa revelam que 50 a 60% de todos os
cdes sao positivos mas assintomaticos, dos quais 20% possuem leishmanias na pele
(Matute et al., 2007). Os resultados obtidos no presente estudo (8,75% - 7/80 - dos cées
testados pela técnica de IFI possuiam anticorpos anti-leishmania) sao muito inferiores aos
supra-citados. Tal pode ter como varias explicacdes: o facto de a amostra ser constituida em
25% (20/80) por cdes de uma raca autoctone e 37,5% (30/80) por caes resultantes de
cruzamento de uma raga autéctone e como tal mais resistente a infec¢do por L. infantum;
87,5% (70/80) dos caes estudados vive no exterior e dorme num canil/casota e como tal
esta mais exposto a picada do fleb6tomo e assim desenvolve imunidade protectora, por fim
a prevencao era realizada em 63,8% (51/80) dos caes da amostra (55% - 44/80 - dos caes
utilizavem uncao punctiforme a base de imidaclopride e permetrina e 8,8% - 7/80- utilizavam
coleira impregnada com deltametrina) (Gréafico 20) diminuindo assim a possibilidade de
infeccdo por L. infantum.

Apo6s determinacdo dos animais positivos, foi efectuada PCR em amostra de pele do céo
positivo na IFI na diluicdo de 1/40. Teria sido interessante também testar através de PCR
cdes positivos na técnica de IFl na diluicAo de 1/20, contudo os proprietarios ndo se

mostraram disponiveis.
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Apesar do desenho experimental deste trabalho incluir a realizacdo de andlises
hematoldgicas e bioquimicas aos animais positivos, apenas foi possivel realiza-las em um
anico animal (cdo n°24). Mais uma vez nao foi possivel fazé-lo para os caes positivos na
técnica de IFI na diluicAo de 1/20 devido a falta de colaborag&o por parte dos proprietarios.
O hemograma revelou trombocitopénia e leucopénia. A trombocitopénia € um achado
constante nas parasitoses transmitidas por ixodideos, contudo no esfregaco de sangue
efectuado ndo foram observados estes parasitas. Uma vez que o animal em causa
apresentava titulos de 1/20 e 1/40 e era duvidoso no titulo de 1/80 e apresentava achados
hematoldgicos compativeis com leishmaniose canina, talvez este cdo estivesse a progredir
para infeccdo por L. infantum sintomatica. Ainda assim, as suas analises renais e hepaticas
revelaram-se normais, 0 que seria esperado para um cao assintomatico ou para um cao no
inicio de infeccdo sintomética. Também importa referir que as técnicas laboratoriais mais
sensiveis para detectar parasitas como Erlichia, Babesia ou Anaplasma sdo a IFl e a PCR.
Neste trabalho, por condicionantes economicas, apenas foi possivel utilizar a observacao de
esfregacgos, que € uma técnica pouco sensivel em situagfes crénicas ou iniciais. Quanto ao
proteinograma do céo n°24, revelou aumento do racio albumina/globulina, que pode ser
explicado por ingestdo insuficiente de colostro ou produc¢éo insuficiente de imunoglobulinas.
Seria util fazer o seguimento deste animal de modo a avaliar a sua evolucdo. O facto de n&o
existir ADN de L. infantum na amostra de pele do cédo positivo n°24 na técnica de IFl na
diluicdo de 1:40 e duvidoso na diluicdo de 1:80 pode dever-se ao facto de os locais onde se
efectuou a raspagem cutanea- pescoco, térax e membro anterior direito ndo serem os locais
preferenciais de picada dos fleb6tomos. Para além disto, apesar de a amostra ter sido
negativa podem existir leishmanias num outro local da pele onde néo foi pesquisada a sua
presenca, assim como nos o6rgaos internos. O facto de de ter sido realizada PCR em
amostra de apenas um animal é insuficiente para poder chegar a conclusées quanto a este
item, pelo que teria sido Util fazé-lo também para os outros caes que revelaram positividade
na técnica de IFI, mais uma vez tal ndo foi efectuado por recusa por parte dos proprietarios.

Nem os testes serologicos nem os moleculares podem prever se 0 c&o ira permanecer
assintomatico a longo prazo, se o céo ir4 eliminar a infecgdo ou se a infecgéo ir4 progredir
para doenca (Otranto et al., 2009). Assim, seria importante fazer o seguimento dos caes que
revelaram positividade na técnica de IFI, repetindo a PCR e a técnica de IFI nas diluicdes de
1/40 e 1/80 dentro de 1,5 a 2 meses, de modo a averiguar simultaneamente a presenca de
leishmanias e a variacdo dos titulos de anticorpos. Contudo, uma vez que o presente estudo
foi realizado com animais de estimacdo e ndo experimentais, esta sujeito as condicionantes
inerentes. Os proprietarios desinteressam-se, vendem o0s animais, receiam que 0S
procedimentos prejudiquem o0s seus cdes e como tal evitam a repeticdo de recolha de

amostras.
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As medidas que deveriam ser tomadas por parte dos proprietarios dos cées infectados com
L. infantum e assintomaticos sao todas aquelas que visem o impedimento do contacto com o
fleb6tomo. A prevencdo da picada do fleb6tomo interrompe o ciclo de transmissdo de
Leishmania spp e previne que ocorra infeccdo (Mir6 et al., 2008). Para tal deve-se recorrer a
diversas medidas: controlo intra-domiciliario através de utilizacdo de redes convencionais
protectoras (com 0,3 a 0,4 mm? de area da quadricula da malha) ou tratadas com piretréides
sintéticos residuais (Esteban, Matute, Torres & Moreno, 2007; Miré et al., 2008) nas janelas,
portas e canis (Esteban et al., 2007); resguardar o cdo dentro de casa na época de
actividade do flébotomo desde o crepusculo até ao amanhecer (Solano-Gallego et al., 2009);
utilizar insecticidas nos canis e ao seu redor (Greene, 2006); reduzir os micro-habitats
favoraveis aos fleb6tomos nas imediacdes da casa ou nos locais onde o cdo passa 0 seu
tempo (Solano-Gallego et al., 2009); aplicacdo topica de insecticidas no cdo de modo a
reduzir as picadas dos flebétomos (Solano, 2008). Para este efeito pode-se recorrer a
diversos métodos, como coleiras impregnadas de deltametrina, pulverizagbes e uncdes
punctiformes a base de imidoclopride e permetrina (Greene, 2006). Através deste recurso é
conseguido um duplo efeito, por um lado, um repelente através do qual se interrompe a
transmissdo do parasita pois o fleb6tomo ndo chega a ingerir sangue; por outro, o
insecticida mata o fleb6tomo que se tenha alimentado ou pousado no céo (Solano, 2008).
Os insecticidas mais utilizados actualmente s@o os piretrdides pois sédo eficazes contra os
fleb6tomos e pouco toxicos para o cao (Mir6 et al., 2008). Cardoso (2006) afirma que 0 uso
de insecticidas é a medida mais eficaz para prevenir a infeccao em céaes.

Em zonas endémicas para além das medidas de prevencdo acima citadas deveria proceder-
se a imunoprofilaxia. A vacinacao contra a leishmaniose canina previne a doenca nos céaes e
constitui a principal estratégia para diminuir a ameaca de infec¢ao para os humanos (Miré et
al., 2008). Este assunto é alvo de pesquisa ha ja décadas (Mir6 et al., 2008), contudo ainda
nao foi encontrada a vacina ideal para esta doenca. No Brasil existe jA uma vacina
comercializada - Leishmune®, com uma eficacia de 80% (Borja-Cabrera et al., 2002, citados
por Mir6 et al., 2008), contudo a distingdo entre 0s animais vacinados e 0s animais
naturalmente infectados é dificil, pelo que alguns veterinarios do Brasil hesitam em vacinar
0S Seus pacientes, uma vez que nesse pais 0s cdes seropositivos sdo sacrificados (Dantas-
Torres & Brandao-Filho, 2006, citados por Solano-Gallego et al., 2009).

Uma outra vacina foi estudada em Franga, que mostrou boa proteccdo contra infeccdo
experimental com L. infantum (Lemesre et al., 2005, citados por Solano-Gallego et al.,
2009). Neste momento uma empresa farmacéutica espera a autorizacdo para a
comercializagdo em Portugal de uma vacina contra a L. infantum (Madureira, P.,

comunicacao pessoal, Maio 20, 2010).
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5. Concluséo

Mafra é considerada uma zona endémica em leishmaniose canina. Contudo segundo este
estudo a frequéncia relativa de cées infectados com L. infantum e assintométicos é baixa
(8,75% - 7/80).

Trabalhos como o presente sdo importantes pois 0 conhecimento do numero de céaes
assintomaticos chama a atengdo para a existéncia destes animais, para o seu papel na
transmissdo de L. infantum e para a importdncia do controlo desta infec¢do tanto pela
prevencédo da picada do fleb6tomo como pela imunoprofilaxia.

Determinar a seroprevaléncia da leishmaniose canina na regido de Mafra seria um trabalho
atil de modo a melhor enquadrar os resultados obtidos no presente trabalho, bem como
averiguar a importancia das raposas existentes na Tapada Nacional de Mafra na
transmissdo de L. infantum na regido de Mafra. Seria ainda importante realizar mais
trabalhos para determinar a quantidade de cades infectados com L. infantum e
assintomaticos em outras regiées de Portugal.

Todo o trabalho realizado no &mbito da leishmaniose canina so faz sentido se as conclusées
se fizerem chegar aos proprietarios, servigcos oficiais, 6rgdos de comunicagdo social e
médicos veterinarios. Os proprietarios deverdo ser informados de forma simples e aplicavel
no dia-a-dia. S&o eles a chave para o controlo desta doenca pois se se envolverem na
prevengcdo com certeza o0 numero de infecgbes por L. infantum ir& diminuir

significativamente.
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Anexos

Anexo | — Questionéario efectuado aos proprietarios dos caes
rastreados
Questionario
Animal n°

Data_ / |/
1. Nome do dono:
2. Morada:
3. Freguesia:
4. Contacto:
5. Nome do animal:
6. Idade:
7. Raca:
8. Sexo:

a. Masculino

b. Feminino
9. Pelagem

a. Comprimento Curta Média Comprida

b. Cor

c. Tipo Lisa Encaracolada Cerdosa

10. Presenca de ectoparasitas

a. Sim Quais:
b. Né&o

11. Proveniéncia do animal

a. Loja

b. Criador

c. Canil

d. Associacdes de animais
e. Oferecido

f. Animal de rua

g. Nasceu em casa do dono

12.0nde esteve o animal nos ultimos 6 meses?

Nesse local tomavam medidas de prevencao contra ectoparasitas?

a. Sim Quais?
b. Né&o
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13. Aptidao

a. Companhia
b. Guarda
c. Caca
d. Outra:
14. Habitat

a. Vive dentro de casa e ndo vai a rua
b. Vive dentro de casa e vai a rua

i. Atrela

ii. Solto

iii.  Ambos

A que horas vai a rua?

c. Vive no exterior e dorme num canil/casota

d. Vive no exterior e dorme recolhido no interior de um edificio (garagem,
anexo da casa)

e. Outro:

15. Existem cursos de agua ou aguas acumuladas perto do local onde o animal vive?

a. Sim
b. Nao

16.Existem suiniculturas ou vacarias perto do local onde o animal vive?

a. Sim
b. Nao

17. Utilizagc&o de desparasitantes

a. Internos
i.  Sim Quais: Freq de aplicacéo:
i. Nao

b. Externos
i.  Sim Quais: Freq de aplicacéo:
i. Nao

18. Tem conhecimento de uma doenca denominada de Leishmaniose?
a. Sim
b. Nao
19. Vive com outros cées diagnosticados com Leishmaniose?
c. Sim
d. Néo
20. Toma medidas de prevencgdo contra a Leishmaniose

a. Sim Quais:
b. Nao
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21.No caso do resultado da IFI ser positiva 0 dono aceita que sejam efectuados mais
exames ao seu cao?

a. Sim
b. Nao

20.Notas:
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Anexo

Caracterizacdo da amostra em estudo (N=80)

(restantes dados obtidos no quetionario)

N° Amostra Existéncia Presenca de Proveniéncia Onde esteve o cao Suiniculturas/Vacarias Conhecimento de
aguas ectoparasitas nos Ultimos 6 meses perto da habitacdo leishmaniose
do animal

1 nao néo criador com o proprietario néo sim

2 sim nao associagdo com o proprietario sim néo

3 sim nao cdo errante com o proprietario nao nao

4 néo nao canil com o proprietario nao sim

B nao néao cao errante rua néo sim

6 néo nao oferecido com o proprietario sim sim

7 nao nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

8 néo nao oferecido com o proprietario sim sim

9 ndo nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

10 nao néao céo errante rua néao nao

11 nado nao criador com o proprietario nao nao

12 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

13 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

14 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

15 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

16 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

17 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

18 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

19 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

20 néo nao loja com o proprietario nao sim

21 nao nao criador com o proprietario nao sim

22 sim nao oferecido com o proprietario nao sim

23 sim nao oferecido com o proprietario nao sim

24 néo nao nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

25 nao nao nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

26 néo nao nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

27 ndo nao cdo errante rua nao sim

28 néo nao canil com o proprietario nao nao

29 nao nao criador com o proprietario nao sim

30 sim nao associagéo rua nao sim

31 sim nao oferecido com o proprietario nao nao

32 néo nao oferecido com o proprietario sim sim

33 sim nao nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

34 néo pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

35 nao pulgas nasceu em casa do com o proprietario sim sim
proprietario

Soros positivos inicialmente testados por IFI apenas na diluigéo de 1/40

Soros secundariamente testados por IFI na diluicdo de 1/20
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N° Amostra Existéncia Presenca de Proveniéncia Onde esteve o céo Suiniculturas/Vacarias Conhecimento de
aguas ectoparasitas nos dltimos 6 meses perto da habitagéo leishmaniose
do animal

36 nao pulgas e carragas| nasceu em casa do com o proprietario néo sim
proprietario

37 nao pulgas e carragas oferecido com o proprietario nao sim

38 sim pulgas e carragas| nasceu em casa do com o proprietario néo nao
proprietario

39 sim pulgas e carragas| nasceu em casa do com o proprietario nao nao
proprietario

40 sim pulgas e carragas oferecido com o proprietario néo nao

41 sim pulgas e carragas| nasceu em casa do com o proprietario nao nao
proprietario

42 sim pulgas e carragas| nasceu em casa do com o proprietario nao nao
proprietario

43 nao nao criador com o proprietario nao sim

44 nao néo criador com o proprietario néo sim

45 nao pulgas e carragas criador com o proprietario nao sim

46 ndo pulgas e carragas oferecido com o proprietario nao sim

47 nao pulgas e carragas criador com o proprietario nao sim

48 ndo pulgas e carragas criador com o proprietario nao sim

49 nao pulgas e carragas| nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

50 néo pulgas e carragas| nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

51 nao pulgas e carragas criador com o proprietario nao sim

52 néo pulgas e carragas criador com o proprietario nao sim

53 nao pulgas e carragas oferecido com o proprietario nao sim

54 néo pulgas e carragas oferecido com o proprietario nao sim

55 nao pulgas e carragas oferecido com o proprietario nao sim

56 sim nao céo errante com o proprietario sim sim

57 nao nao oferecido com o proprietario sim sim

58 néo pulgas criador com o proprietario nao sim

59 nao pulgas criador com o proprietario nao sim

60 nao pulgas criador com o proprietario nao sim

61 nao pulgas criador com o proprietario nao sim

62 néo pulgas criador com o proprietario nao sim

63 nao pulgas criador com o proprietario nao sim

64 néo pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

65 nao pulgas criador com o proprietario nao sim

66 néo pulgas criador com o proprietario nao sim

67 nao pulgas criador com o proprietario nao sim

68 néo pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

69 nao pulgas criador com o proprietario nao sim

70 néo pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

71 nao pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

72 néo pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

73 sim pulgas criador com o proprietario nao sim

Soros positivos inicialmente testados por IFI apenas na dilui¢éo de 1/40

Soros secundariamente testados por IFI na diluigdo de 1/20
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N° Amostra Existéncia Presenca de Proveniéncia Onde esteve o cédo Suiniculturas/Vacarias Conhecimento de
aguas ectoparasitas nos dltimos 6 meses perto da habitagéo leishmaniose
do animal

74 sim pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

75 sim pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietério

76 sim pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

77 sim pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietério

78 sim pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietario

79 sim pulgas nasceu em casa do com o proprietario nao sim
proprietério

80 sim nao criador com o proprietario nao sim

Soros positivos inicialmente testados por IFI apenas na diluicédo de 1/40

Soros secundariamente testados por IFI na diluicdo de 1/20
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