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ENTEROPATIA CRONICA REFRATARIA NA LEISHMANIOSE CANINA

Resumo

O termo enteropatia cronica (EC) refere-se a um grupo de doencas de etiologia
multifatorial, caracterizadas por sinais gastrointestinais crénicos ou recorrentes (duracao
superior a trés semanas) e evidéncia histologica de inflamacado. A patogénese da EC é
multifatorial e envolve uma resposta imunitaria celular excessiva por perda de tolerancia
a antigénios normalmente encontrados na dieta e a complexa microbiota comensal em
hospedeiros geneticamente suscetiveis.

A leishmaniose canina é uma doenca parasitaria com elevada seroprevaléncia
em Portugal. Os sinais clinicos mais comuns incluem lesdes na pele, linfadenomegalia
local ou generalizada, perda de peso corporal, anorexia, letargia, poliuria e polidipsia,
lesbes oculares, epistaxis e onicogrifose. Existem relatos de outras apresentacdes
atipicas como osteomielite, epididimite e pancreatite. A EC, no entanto, ndo é
habitualmente considerada uma delas. Embora diarreia e melena possam também ser
manifestacdes clinicas de leishmaniose canina, os sinais gastrointestinais crénicos ndo
séo considerados um sinal clinico frequente, especialmente como manifestacdo Unica
da doencga.

Esta série de casos reune trés casos em que a apresentacao inicial incluia
exclusivamente sinais gastrointestinais crénicos refratarios a tratamento convencional.
Dois dos cédes apresentavam vomito esporadico e diarreia de origem mista, com melena
e hematoquézia intermitentes, o terceiro apresentava diarreia crénica de intestino
delgado. Todos os pacientes tinham previamente recebido tratamento apropriado
(incluindo terapéutica imunossupressora) sem sinais de melhoria. Perante os sinais ao
exame fisico e resultados analiticos, todos os animais foram submetidos a um teste
serolégico por ELISA, tendo dois deles revelado resultados positivos para Leishmania e
tendo o terceiro, ja com diagndstico prévio de leishmaniose, exibido um Rz muito alto.
Todos os animais foram entdo medicados com terapéutica leishmanicida de acordo com
o consenso LeishVet e todos revelaram melhoria clinica evidenciada por diminuicdo da
pontuacdo CECCAI. Num dos casos foi também possivel submeter bidpsias gastricas
para pesquisa de Leishmania por PCR, cujos resultados foram positivos.

Esta série de casos pretende entao reforcar a leishmaniose como um diagnéstico
diferencial importante de diarreia cronica, especialmente numa zona altamente
endémica como Portugal.

Palavras-chave: Leishmaniose canina, enteropatia crénica



REFRACTORY CHRONIC ENTEROPATHY IN CANINE LEISHMANIOSIS

Abstract

In dogs, chronic enteropathy (CE) refers to a group of diseases with multifactorial
ethology characterized by chronic or recurring gastrointestinal signs (duration over three
weeks) and histological evidence of inflammation. CE's pathogenesis is multifactorial
and involves an excessive cellular immune response with loss of tolerance to antigens
usually found in the diet and in the commensal microbiota in genetically susceptible
hosts.

Canine leishmaniosis is a parasitic disease with high seroprevalence in Portugal.
The most common clinical findings include skin lesions, local or generalized
lymphadenopathy, loss of body weight, anorexia, lethargy, polyuria and polydipsia,
ocular lesions, epistaxis and onychogryphosis. There are reports of other atypical
manifestations such as osteomyelitis, epididymitis and pancreatitis. CE, however, is not
usually included among them. Although diarrhea and melena can also be clinical
manifestations of canine leishmaniosis, chronic gastrointestinal signs are not considered
a frequent clinical sign, especially as the only manifestation of the disease.

This case series gathers three cases in which the initial clinical presentation
included exclusively chronic gastrointestinal signs refractory to conventional treatment.
Two of the dogs exhibited sporadic vomiting and mixed-origin diarrhea, with intermittent
melena and hematochezia, while the third exhibited chronic small intestine diarrhea.
Every patient had previously received appropriate treatment (including
immunosuppressive therapy) without signs of improvement. Taking into account the
signs of the physical exam and the analytical results, all the animals were subjected to a
serological ELISA test, with two of them revealing positive results for Leishmania and
the third, which already had been diagnosed with leishmaniosis, exhibiting a very high
Rz. Each animal was then medicated with leishmanicidal therapy in line with LeishVet
guidelines and all of them revealed clinical improvement evidenced by a decrease in the
CECCAI score. In one of the cases it was also possible to submit gastric biopsies for
Leishmania PCR search, which had positive result.

This case series hopes to further underline the importance of leishmaniosis as a
differential diagnosis of chronic diarrhea, especially in a highly endemic country such as

Portugal.

Key-words: canine leishmaniosis, chronic enteropathy
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Resumo do estagio curricular

O estagio curricular realizado decorreu de 31 de agosto de 2021 até 21 de
fevereiro de 2022, no Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade de Lisboa (HEV-FMV), perfazendo um total de 20 semanas (cerca de
900 horas). O estagio consistiu em rotacdes de duracao variavel pelos diversos servigcos
oferecidos pelo HEV-FMV (Gréfico 1). O horario médio correspondeu a 7 horas em

regime continuo (manha ou tarde) com dois turnos de 12h (20h-8h) por més (noite).

Grafico 1 — Distribuicdo das diferentes rotagdes durante o estagio curricular

Distribuicéo das rotactes

S

/

= Medicina Interna = Medicina Geral Ecografia
Radiologia e tomografia = Dermatologia = Oftalmologia
= UIDI = Oncologia = Cirurgia

Medicina interna — 4 semanas

Durante a rotagdo em Medicina Interna foi possivel acompanhar o Prof. Rodolfo
Oliveira Leal, Dra. A Joana Dias ou o Dr. Nuno Sousa na realizacdo de consultas do
Servico de Medicina Interna (acompanhamento, referéncia/primeira opinido). Para além
de discussdo e acompanhamento de casos clinicos, diversos procedimentos foram
realizados sob supervisdo como: recolha de histéria clinica/anamnese, realizagédo de
exames fisicos, colheita de sangue, colheita de urina por cistocentese.

Foi também possivel acompanhar, uma vez por semana, a realizacao de exames
complementares como endoscopias altas, broncoscopias com lavagem broncoalveolar
e rinoscopias.

Semanalmente era realizado um Journal Club, com leitura e discusséo de artigos
cientificos, e um Book Club, onde eram lidos capitulos selecionados do “Textbook of
Veterinary Internal Medicine: Diseases of the Dog and the Cat” para apresentagao aos

restantes membros do Servi¢co de Medicina Interna.



Medicina geral — 4 semanas

Durante a rotacdo de medicina geral foi possivel acompanhar os diferentes
médicos constituintes do corpo clinico no HEV-FMV. Foi possivel participar em
consultas de rotina (vacinacdo, desparasitacdo) e de primeira opinido numa grande
variedade de areas e acompanhar a gestdo e estabilizacdo de emergéncias (status
epilepticus, cetoacidose diabética, atropelamentos, mordeduras, etc). A rotacdo em
medicina geral incluiu também turnos de 12h (8h-20h) no internamento geral, onde foi
possivel acompanhar e participar no tratamento continuado de varios animais.

Nesta rotacdo foram realizados varios procedimentos como: cistocentese para
colheita de wurina, colheita de sangue, colocacdo de cateteres, algaliacao,
acompanhamento e monitorizacdo de transfusdes sanguineas, administracdo de

medicacdes e de fluidoterapia adequada.

Ecografia — 2 semanas

Para além de acompanhar a realiza¢do de varias ecografias abdominais (animais
internados, acompanhados na medicina geral ou referenciados) foi possivel também
participar na limpeza de SUBs (Subcutaneous Ureteral Bypass), na realizagdo de
toracocenteses, cistocenteses, punc¢des aspirativas de agulha fina (massas toracicas e

cervicais, linfonodos, baco, figado) e identificacdo e remoc¢ao de corpos estranhos.

Radiologia e tomografia — 1 semana
Foi acompanhada a realizagdo de vérias radiografias e tomografias, desde a

rececdo dos pacientes até a sua sedacdo e posicionamento. Para além disso, foi

também assistida a colheita de liquido cefalorraquidiano e realizacdo de mielografias.

Dermatologia — 2 semanas

Foi acompanhada a realizagdo de diversas consultas da especialidade, tanto de
seguimento como referéncia/primeira opinido. Os procedimentos realizados em consulta
incluiram a realizag&o de citologias, tricogramas e raspagens de pele. Foram discutidas
em profundidade as ferramentas disponiveis para controle da dermatite atdpica.

Para além disso, foi também acompanhada a realizagdo de biopsias de pele,

punc¢des aspirativas de agulha fina e video-otoscopias.

Oftalmologia — 2 semanas

Nesta rotacdo foi possivel acompanhar a realizagdo de consultas de
especialidade (seguimento, referéncia/primeira opinido) e cirurgias (facoemulséo e
substituicdo do cristalino, resolugcdo cirtrgica da protusdo da glandula da terceira
pélpebra, eletrodepilacdo de distiquios, remo¢do de nodulos palpebrais, correcdo de

entropion, colocacao de flaps conjuntivais e membranas amnidticas)



Em contexto de consulta foi realizado exame oftalmolégico completo com
recurso a teste de Schirmer para medi¢édo da producéo lacrimal, teste de fluoresceina e

tonometria para medicdo da pressao intraocular.

Doencas infeciosas e unidade de isolamento — 1 semana

Foram acompanhados varios casos de animais com doencas infeciosas
internados na Unidade de Isolamento de Doencas Infeciosas (UIDI), incluindo
parvovirose, leptospirose, MRSP (Methicillin-resistant Staphylococcus
pseudintermedius), panleucopénia e calicivirose.

Para além de discutir os tratamentos mais adequados em cada situacao, foram
também discutidos protocolos de limpeza e desinfecao para limitar disseminagdo de

microrganismos patogénicos.

Oncologia— 1 semana

Esta rotacdo incluiu o acompanhamento de consultas (reavaliacdo e
referéncia/primeira opinido), sessdes de quimioterapia, de realizacdo de PAAFs e
puncbes de medula Ossea. Foram discutidos também os varios protocolos de

quimioterapia, incluindo formagé@o em seguranca no manuseamento de citostaticos.

Cirurgia — 3 semanas

Foi acompanhada a realizacdo de varios procedimentos cirurgicos eletivos
(ovariohisterectomias e orquiectomias principalmente) e de urgéncia (piometra, aborto,
ingestdo de corpos estranhos). Para além da realizacdo de cirurgias, esta rotacéo
envolveu também a rececdo dos animais para cirurgia com preenchimento de check-
lists pré-cirargicas, sedacdo e preparacdo dos animais (cateterizacdo e colocacgdo de

tubo endotraqueal) e do campo cirdrgico.

Outras atividades:

Foi apresentado um cartaz no XVII Congresso Internacional Veterinario
Montenegro com base nesta série de casos — “Enteropatia crénica refrataria ao
tratamento, associada a infe¢cdo natural por Leishmania infantum — Estudo de 3 casos”

(anexo 1).



1. Reviséo bibliografica

1.1. Enteropatiacronica

Em cées, o termo enteropatia crénica (EC) refere-se a um grupo de doencas de
etiologia multifatorial caracterizadas por sinais gastrointestinais crénicos ou recorrentes
(duragéo superior a trés semanas) e evidéncia histologica de inflamacao (Ettinger et al.
2017). Existem trés grupos principais de EC que sdo caracterizados relativamente a
resposta ao tratamento, podendo ser responsivas a alimentagdo (“food-responsive
disease” — FRD), a antibidticos (“antibiotic-responsive disease” — ARD) ou a
imunossupressores  (“immunosuppressant-responsive disease” — SRD, também
designada por idiopética) (Allenspach and Mochel 2022). No entanto, a divisao entre
categorias ndo é completamente estanque, podendo haver sobreposicdo entre elas.
Quando os animais ndo respondem a nenhum tratamento ou combinacdo de
tratamentos, a EC € caraterizada como sendo ndo responsiva ou refrataria (“non-
responsive disease” — NRD) (Rudinsky et al. 2017). Para além disso, qualquer uma
destas categorias pode ser complicada por perda de proteina pela mucosa to intestino
(“protein-losing enteropathy” — PLE), a qual resulta em panhipoproteinémia (Rudinsky et
al. 2017).

Os sinais clinicos mais frequentes sao vémito e diarreia que, dependendo do
local mais afetado (intestino grosso ou delgado) pode ter caracteristicas distintas. Outros
sinais como desconforto e dor abdominal, borborigmos e flatuléncias excessivos, perda
de peso e variagfes no apetite (polifagia, picacismo, perda de apetite) também séo
sinais associados a EC (Dandrieux and Mansfield 2009). Os animais afetados por PLE
podem também apresentar hipoproteinémia, o que pode culminar em ascite e edema
(Dandrieux and Mansfield 2009).

A EC parece também afetar sobretudo animais de meia-idade com histéria de
sintomatologia gastrointestinal desde jovens. A verdadeira prevaléncia de EC em
animais de companhia ndo estda completamente estudada. Estudos diferentes
apresentam prevaléncias muito dispares (entre 1 e 17.8%) (Dandrieux and Mansfield
2009, Benvenuti et al. 2021) e certos estudos apontam para a existéncia de
predisposicdo genética em certas racas, sobretudo Weimareiner, Rottweiler, Pastor
Alemao, Border Collie e Boxer. No entanto, tendo o estudo sido realizado em Inglaterra,
ndo foi avaliado se existe um viés geografico. A distribuicAo mundial da doenca ainda

esta bem caracterizada (Dandrieux and Mansfield 2009).



1.1.1. Patogénese

A patogénese da EC é multifatorial e envolve uma resposta imunitaria celular
excessiva por perda de tolerancia a antigénios normalmente encontrados na dieta e a
complexa microbiota comensal em hospedeiros geneticamente suscetiveis (Ettinger et
al. 2017).

Em condicBes normais, Toll-like receptors (TLR) em células epiteliais intestinais
ou células apresentadoras de antigénio estimulam a diferenciacao de células T naive
em células T reguladoras (Treg) através da apresentacdo continua de PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns) da microbiota comensal do intestino. As
células Treg, por sua vez, produzem citocinas anti-inflamatérias como TGF-$ e IL-10,
induzindo assim tolerancia (Rudinsky et al. 2017).

Na EC, a microbiota comensal passa a ser reconhecida como patogénica,
levando a ativacao crénica de células T, as quais produzem citocinas pro-inflamatdrias,
(Ettinger et al. 2017). Pensa-se entdo que a inflamagdo presente na EC se deve a
producao inapropriada de citocinas. Em cées, existe um perfil inflamatério misto (Thl e
Th2), havendo varios estudos que apontam para o papel de IL-12 e IL-23 na
patogenicidade da doenca (Rudinsky et al. 2017). Mais recentemente, observou-se
também que os caes com EC ndo s6 apresentam cerca de vinte vezes a concentragao
de IL-1B dos controlos na lamina propria do duodeno, como a sua concentracao
aumenta com a gravidade da doenca (Rudinsky et al. 2017).

A componente genética do hospedeiro também parece desempenhar um papel
importante. Nos pastores alemaes, foi possivel associar mutacdes nos TLR2, TLR4 e
TLR5 ao desenvolvimento de EC. Mutagbes no TLR5, por exemplo, resultam no
aumento da resposta imunitaria a flagelina (Rudinsky et al. 2017). Uma vez que a
disbiose muitas vezes encontrada em caes com EC é caracterizada pelo aumento de
Enterobacteriaceae, que expressam flagelina, ha também um aumento da resposta pro-
inflamatoria associada do intestino. Para além disso, a inflamacgéo crénica leva a
alteracdes na arquitetura epitelial da mucosa intestinal, a qual se torna mais permeavel
e permite a passagem de bactérias para as camadas mais profundas, perpetuando
assim o ciclo de inflamacéao (Rudinsky et al. 2017). O indice de dishiose fecal, baseado
num modelo matematico que usa uma analise PCR quantitativa de 8 grupos bacterianos
(Blautia, Clostridium hiranonis, Escherichia coli, Faecalibacterium, Fusobacterium,
Streptococcus, Turicicobacter e bactérias totais), permite distinguir cdes com EC de
caes saudaveis usando um cut-off de 0 com 74% de sensibilidade e 95% de

especificidade (Hernandez and Dandrieux, 2021).



Outros possiveis mecanismos envolvidos na patogénese da EC incluem a
presenca de agentes patogénicos especificos como Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis, presente em cerca de 20% dos casos presuntivos de EC (Rudinsky et
al. 2017).

1.1.2. Apresentacéo histolégica

A EC apresenta uma grande variedade de apresentagfes histolégicas e pode
surgir em qualquer por¢éo do trato gastrointestinal, podendo inclusivamente apresentar-
-se como gastroenterocolite difusa (Wennogle et al. 2017). A apresentacao histoldgica
mais comum de EC é de enterite linfoplasmocitica, seguida de enterite e gastroenterite
eosinofilica (Ettinger et al. 2017). A enterite granulomatosa, por outro lado, é
considerada rara. A inflamacao neutrofilica subjacente € comum em seres humanos
com EC e surge também em gatos, apesar de ser rara em cédes (Wennogle et al. 2017).

A enterite linfoplasmocitica é caracterizada por alteragcbes na arquitetura da
mucosa associadas sobretudo a infiltragdo de linfécitos e plasmaocitos, podendo surgir
atrofia total ou parcial das vilosidades, assim como abcessos das criptas de Lieberkihn
(Wennogle et al. 2017). A gravidade clinica parece correlacionar-se melhor com
alteracBes na arquitetura da mucosa do que com a quantidade de linfécitos e
plasmécitos que infiltram a mucosa de cdes com EC. A gravidade da hipoalbuminémia
também n&o se correlaciona com o grau de infiltracdo inflamatoria identificada
(Wennogle et al. 2017).

Os cédes com EC associada a perda de proteina apresentam também maior
probabilidade de exibirem histologicamente atrofia das vilosidade intestinais, lesbes
epiteliais, distensao das criptas de Lierberkiihn, dilatacéo dos ductos quiliferos, linfécitos

intraepiteliais e infiltrac@o neutrofilica na lamina propria (Wennogle et al. 2017)

1.1.3. Diagnéstico

O diagnostico de EC implica exclusdo de causas de inflamacdo, tanto
extraintestinais como intestinais, incluindo parasitas (coprologia, flutuac&o, esfregaco

fecal), reacdes adversas ao alimento e insuficiéncia pancreatica exdcrina (IPE).

1.1.3.1. Hemograma

Por vezes, pode surgir neutrofilia na EC, com ou sem desvio a esquerda. A
eosinofilia pode sugerir a presenca de gastroenterite/enterite eosinofilica, mas nao é

patognomonica (Ettinger et al. 2017).



Pode ocorrer anemia associada a estado inflamatorio cronico ou por perda de
sangue cronica. A trombocitopénia é um dado raro, mas pode surgir também

trombocitose por hemorragia do trato gastrointestinal (Ettinger et al. 2017).

1.1.3.2. Parametros bioquimicos e concentragdo de vitaminas séricas

Ndo existem alteracdes bioquimicas patognomonicas de EC. No entanto,
hipocalcémia, hipomagnesiémia e hipocolesterolémia sdo sinais comuns. Os cdes com
EC apresentam menores concentragdes de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D), um
metabolito frequentemente utilizado para avaliar os niveis de vitamina D no organismo,
do que cédes saudaveis. A gravidade dos sinais clinicos nestes cdes esta também
inversamente correlacionada com a concentracéo de 25(OH)D (Titmarsh et al. 2015).

A hipocobalaminémia e folatos séricos baixos também estdo associados a
doenca do intestino delgado distal e proximal, respetivamente. Em casos de inflamacao
difusa, podem estar ambos abaixo do limite de referéncia (Kater et al. 2020).

A hipoalbuminémia e hipoglobulinémia também estdo associadas a PLE. A
inflamacao intestinal em alguns caes também pode dar origem a “hepatopatia reativa”,
podendo entdo haver aumento das enzimas hepéticas em alguns animais com EC
(Ettinger et al. 2017).

1.1.3.3. Diagndstico imagioldgico

Apesar de ndo haver nenhum padrdo imagiolégico patognomonico para EC,
certos sinais a ecografia sao frequentes nestes animais. Para além de espessamento
da mucosa intestinal, também € possivel observar nestes animais aumento da
ecogenicidade das camadas da mucosa, espessamento da camada muscular e, no caso
de existir dilatacao dos vasos quiliferos, estriagdes ou pontuacdes na mucosa (Gaschen
and Kircher 2007). Derrame peritoneal discreto e ileo funcional também ja foram
previamente identificados em cdes com EC. Em casos de inflamag&o muito grave e
ulceracdo pode haver perda de detalhe nas camadas da parede intestinal (Gaschen and
Kircher 2007).

A ecografia abdominal, também é comum identificar linfadenomegalia abdominal
por hiperplasia reacional e, mais raramente, ulceracdo de segmentos do trato
gastrointestinal (Gaschen and Kircher 2007). A avaliagédo radiogréfica, com ou sem

contraste, tem pouca utilidade no diagnostico.



1.1.3.4. Biopsia e endoscopia

N&o existe aspeto macroscopico patognomaénico de EC, podendo estar presentes
graus variaveis de eritema, irregularidade, friabilidade e até ulceracdo da mucosa.
Assim, torna-se necessaria a realizacdo de bidpsias com subsequente analise
histopatoldgica para documentar e confirmar a presenca de inflamacéo. A realizacao de
bi6psias por endoscopia é o método mais seguro (Ettinger et al. 2017). No entanto, tem
algumas limitacbes, s6 podendo ser recolhidas amostras do intestino delgado proximal
por endoscopia alta, sendo necessario realizar uma ileoscopia por intubagédo do célon
concomitantemente para obter amostras do ileo. Em alguns casos pode ser necessario
a realizacao de bidpsia cirtrgica para obtencdo de um diagndstico definitivo, o que pode
ser arriscado em animais debilitados com hipoproteinémia marcada (Wennogle et al.
2017).

A analise histopatoldgica é o gold-standard para diagnéstico de EC (Wennogle et
al. 2017). No entanto, variacfes na qualidade das amostras e a subjetividade inerente
a avaliacdo podem tornar o diagnéstico dificil, uma vez que a diferenca entre amostras
normais e com enterite linfoplasmocitica ligeira ou entre animais com linfoma
gastrointestinal e enterite linfoplasmocitica muito grave € ligeira (Wenoggle et al. 2017,
Rao 2010).

1.1.3.5. indices de atividade de EC

Os indices de atividade clinica auxiliam na quantificacdo da gravidade da doenca
e apresentam correlacdo com sinais ecograficos (Gaschen and Kircher 2007). O CIBDAI
(Canine IBD Activity Index) correlaciona-se com a gravidade de les6es histopatolégicas
e concentracao sérica de proteinas de fase aguda, como proteina C reativa (Ettinger et
al. 2017). O CIBDAI permite a atribuicdo de pontuacdes de 0 a 3 consoante as
alteracdes presentes em varios parametros: atitude/atividade, apetite, presenca de
vomito, consisténcia das fezes, frequéncia de defecacao e presenca de perda de peso.
A CCECAI (Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity Index) € uma modificacéo do
CIBDAI que inclui o a concentracdo sérica de albumina, a presenca de ascite e a
presenca de prurido (Allenspach 2007).

Tanto o CIBDAI como o CCECAI séo ferramentas Uteis que permitem avaliar a
resposta ao tratamento e obter prognosticos por comparagdo a estudos publicados
(Allenspach 2007).



1.1.3.6. Outras ferramentas de diagnostico

Perinuclear anti-neutrophilic cytoplasmic antibodies (pANCA) sao auto-
anticorpos dirigidos contra a metillperoxidase dos neutréfilos e macrofagos presentes
em animais e seres humanos com doencas autoimunes. Os pANCA apresentam reacao
cruzada com PAMPs. A estimulagéo cronica por PAMPs na EC leva a aumento dos
PANCA em circulacéo (Allenspach and Mochel 2022).

Tanto em seres humanos como em animais, a avaliacdo de pANCA no soro tem
uma sensibilidade de cerca de 50% e uma especificidade entre 80 e 90%. Outras
doencas como neoplasias, anemia hemolitica imunomediada e certas doencas
infecciosas também podem levar a um aumento dos pANCA (Allenspach and Mochel
2022). Estudos realizados em Soft Coated Wheaten Terriers com PLE familial
mostraram que estes auto-anticorpos podem estar elevados até dois anos antes dos
cdes comecarem a exibir sinais clinicos, o que aponta para a sua utilidade na realizacao
de diagnésticos precoces (Allenspach and Mochel 2022).

Os microRNAs (miRNAs) sédo pequenas moléculas ndo codificadoras de RNA
que regulam a expressao de proteinas. Frequentemente, sdo moléculas inibidoras que
inibem a acdo excessiva do sistema imunitario se necessario. Sendo moléculas muito
estaveis nos fluidos corporais e nas fezes, tornam-nos bons biomarcadores para doenca
(Allenspach and Mochel 2022). Os miRNAs estéo sobretudo implicados na comunicagéo
entre a microbiota do hospedeiro e na inibi¢cdo da via de sinalizagdo STAT3, a qual esta
sobre expressa em pessoas e cdes com EC, levando a expressao de moléculas
inflamatérias como VGEF (“vascular endothelial growth factor”) e MMP9
(metaloproteinase 9). O miRNA-124, em particular, esta anormalmente baixo em seres
humano com IBD, podendo ser futuramente explorado tanto como biomarcador de EC
como potencial tratamento (Allenspach and Mochel 2022).

A calprotectina fecal esta significativamente aumentada em caes com EC em
relacdo a cdes saudaveis, apresentando também relagdo com gravidade dos sinais
clinicos, pontuacdo CCECAI e lesdes histoldgicas (Grellet et al. 2013).

O inibidor de alfal-proteinase tem um peso molecular (60kDa) semelhante ao da
albumina, sendo perdido mais ou menos a mesma velocidade pelo trato gastrointestinal
na presenca de doenca inflamatéria (Murphy et al. 2003). Uma vez que o inibidor de
alfal-proteinase nao é degradado no intestino por proteinases bacterianas como
acontece a albumina, a sua concentracdo fecal pode fornecer uma estimativa
relativamente ao processo de perda de proteina (Murphy et al. 2003). Para além disso,

a concentracao fecal de inibidor de alfal-proteinase aumenta antes de haver registo de



hipoalbuminémia, sendo uma boa ferramenta para diagnostico precoce (Murphy et al.
2003).

A proteina C reativa é uma proteina de fase aguda que estd aumentada nos
animais com EC idiopatica, correlacionando-se também com o CCECAI. E utilizada

sobretudo para monitorizacao da eficicia terapéutica (Heilmann and Steiner 2018).

1.1.4. Tratamento

1.1.4.1. Alimentacgéo

Existe evidéncia cientifica forte que apoia a introdugéo de dieta hidrolisada ou de
exclusdo (proteina com que o animal nunca tenha contactado). Proteina altamente
digerivel, com baixo peso molecular, reduz a carga antigénica no intestino e,
consequentemente, a inflamagé&o (Terngvist-Johnsen et al. 2020). Em qualquer caso de
EC, é recomendado fazer um ensaio com dieta hidrolisada ou de exclusédo, uma vez
que, na populacao de caes referidos, a resposta a um ensaio alimentar deste tipo é de
cerca de 50% (Ternqvist-Johnsen et al. 2020). Uma alimentac&o hidrolisada ou de
exclusao permitem também garantir um maior periodo de remissdo da doenca
(Makielski et al 2019). No entanto, ndo existe ainda consenso sobre qual a melhor opgéo
entre as duas para gestdo de EC, sendo as dietas hidrolisadas preferiveis a dietas
caseiras porque sédo mais equilibradas nutricionalmente (Makielski et al 2019).

Para eliminar qualquer propriedade antigénica, os péptidos devem ter cerca de
1kDa. No entanto, como se tornam muito pouco palataveis, a maioria das dietas
hidrolisadas comerciais apresentam péptidos com 7-10 kDa (Ettinger et al. 2017).
Apesar de ainda poderem apresentar alguma propriedade antigénica, com este peso
molecular sédo incapazes de desencadear respostas de hipersensibilidade tipo | com
desgranulacdo de mastocitos. No entanto, respostas de hipersensibilidade tipo 1V,
podem continuar a ocorrer (Ettinger et al. 2017).

A modificagcdo alimentar também pode ajudar a resolver hipersensibilidades
alimentares secundarias que se possam ter desenvolvido em sequéncia da perturbacdo
da barreia da mucosa intestinal e exclusdo de causas alimentares (reacdo adversa) para
a inflamacao intestinal. Em caes com PLE, existe evidéncia de que os animais afetados
beneficiam de uma dieta baixa em gordura (Ultra-low fat diet — ULFT) (Rudinsky et al.
2017, Makielski et al. 2019).

Em cées com ARD a modificacéo alimentar também é Gtil na gestédo dos sintomas,

sendo recomendada uma dieta altamente digerivel e baixa em gordura de forma a
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minimizar a quantidade de substrato disponivel para as bactérias (Ziese and
Suchodolski, 2021).

Em caso de hipocobalaminémia é necessério realizar suplementacao uma vez que
pode levar ao desenvolvimento de anemia ndo regenerativa e neutropenia. A
suplementacdo pode ser feita por via oral ou subcutdnea, sendo a dose variavel
consoante o peso do animal (250-1500ug por animal dependendo do intervalo de peso)
(TAMU, 2022). Varios estudos sugerem que ambas as vias de administracdo sao

igualmente eficazes (Kather et al. 2020).

1.1.4.2. Antibioterapia

A antibioterapia é geralmente considerada um componente importante na
sequéncia terapéutica (dieta, antibioterapia, corticosteroides, outros tratamentos
imunossupressores) defendida pata para cédes (e gatos) com EC. Os antibidticos
supostamente atuam contra a disbiose presente em animais com EC, que pode iniciar
e perpetuar a resposta inflamatoéria do hospedeiro (Makielski et al 2019).

O metronidazol e a tilosina sdo normalmente os compostos mais utilizados e
apresentam eficacia comprovada em cées com EC. No entanto, os casos que relatam
remissdo conjugam antibioterapia com glucocorticoides ou outro imunossupressor, 0

que ndo permite tirar ilagbes sobre a escala da sua contribui¢cdo para a melhoria clinica.
A diarreia responsiva a tilosina esta também descrita como uma forma de ARD, que

afeta sobretudo cées de meia-idade de grande porte, dando origem a diarreia de origem
mista intermitente ou crénica (Makielski et al 2019).

Alguns estudos sobre o impacto do metronidazol na microbiota intestinal revelam
que diminui a quantidade de bactérias patogénicas (Fusobacteria) e aumenta as
bactérias benéficas como Bifidobacterium, apesar da magnitude da alteracdo desta
proporgdo nao ter impactos claros na progressao da doenca (Igarashi et al. 2014). No
entanto, pensa-se que o beneficio do metronidazol na gestdo da EC esteja sobretudo
relacionado com as suas propriedades imunomoduladoras e néo diretamente com
atividade antimicrobiana (Igarashi et al. 2014). A atividade anti-inflamatéria do
metronidazol relaciona-se com o seu efeito na adesédo e migracao leucocitaria, inibindo-
as (lgarashi et al. 2014). No entanto, o metronidazol também reduz a diversidade
bacteriana e parece aumentar o nimero de certos grupos de bactérias com potencial
patogénico com Enterobacteriaceae, Enterococcus e Streptococcus (lgarashi et al.
2014).

Um estudo (Chaitman et al. 2020) comparou o efeito de metronidazol e de

transplante fecal no indice de disbiose e consisténcia fecal em caes com diarreia aguda.
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A consisténcia fecal melhorou em ambos, no entanto, melhorou mais significativamente
no grupo que recebeu transplante fecal. Para além disso, no grupo que recebeu
transplante fecal, o indice de disbiose melhorou progressivamente até alcancar valores
semelhantes ao grupo controlo. O grupo tratado com metronidazol, por outro lado, ndo
melhorou o indice de disbiose, apresentando-se significativamente aumentado em
comparacado com o grupo de transplante fecal e grupo controlo (Chaitman et al. 2020).

Caes com ARD requerem antibioterapia prolongada (4-6 semanas inicialmente)
com oxitetraciclina (10-20 mg/kg PO q8h), metronidazol (10-15mg/kg PO gl12h) ou
tilosina (20 mg/kg PO g8-12h), para gestdo dos sintomas. Muitos animais requerem
repeticdo da antibioterapia ou de tratamento prolongado. No entanto a eficacia pode ser
mantida com dosagens mais baixas (tilosina a 5mg/kg) e alguns cées, com a idade e
maturidade do sistema imunitério do intestino, deixam de requerer medicacao (Makielski
et al 2019). A falta de eficacia a longo prazo de antibioterapia prolongada e as
desvantagens que apresenta levam a considerar que, no futuro, podera deixar de ser
utiizada tdo frequentemente, sendo preferivel utilizar outras terapéuticas para
modulagédo da microbiota intestinal como o transplante fecal (Chaitman et al. 2020).

A sulfassalazina tem efeito imunomodulador exclusivamente no célon. O
metabolismo bacteriano no célon permite a libertagcdo do composto ativo (mesalamina),
o qual é absorvido localmente e inibe a formacdo de mediadores inflamatérios. A dose
inicial € de 20-40 g/kg g8h durante trés semanas, seguida de 20-40 mg/kg q12h (3
semanas) e 10-20mg/kg q12h (3 semanas) (Walker and McMahon 2019).

1.1.4.3. Imunossupressao

A imunossupressdao € um dos pilares mais importantes no tratamento de
enteropatia crénica idiopatica intestinal (SRD) (Makielski et al 2019).

Glucocorticoides (prednisona, prednisolona, metilprednisolona) séo utilizados
frequentemente em cées. A dexametasona deve ser evitada uma vez que estudos em
ratos indicam que tem efeitos deletérios na expressdo enzimatica da bordadura em
escova. A prednisona ou prednisolona em doses imunossupressoras (1-2mg/kg PO
gl2h) sdo geralmente as primeiras escolhas terapéuticas. Apos atingida a remisséo dos
sinais clinicos, a dosagem é diminuida progressivamente ao longo de semanas ou
meses, consoante a resposta do animal. Tipicamente, a primeira reducdo é feita
alterando o intervalo de tempo entre tomas para 24h e, nas subsequentes, diminuindo
a dosagem. Em alguns casos, pode haver remissdo completa, permitindo suspender a
terapéutica (Makielski et al 2019).
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Os caes que nao respondem a doses imunossupressoras de glucocorticoides
(NRD) ou que sofrem sistematicamente recaidas com a reducdo da cérticoterapia
podem beneficiar da introducdo de um segundo imunossupressor. A azatioprina
(2mg/kg PO g24h) é frequentemente utilizada em combinacdo com glucocorticoides em
caes. A azatioprina, no entanto, demora cerca de 3 semanas a fazer efeito e apresenta
potencial mielossupressor, requerendo monitorizacdo frequente do hemograma. O
clorambucilo (2-6 mg/m? PO 24h até remissdo seguido de desmame progressivo) é
também uma opcao terapéutica utilizada em caes, tendo a associacao prednisolona-
clorambucilo melhores resultados do que a mesma associacdo com azatioprina no
tratamento de NRD. Também ja foi relatado tratamento bem-sucedido de um céo com
PLE refrataria a prednisolona-ciclosporina com metotrexato (Masashi et al. 2006). A
associacao com ciclosporina (5mg/kg PO g24h) também é eficaz e geralmente bem
tolerada, tendo-se revelado util também na gestao de fistulas perianais (Mathews et al.
1997).

1.1.4.4. Coadjuvantes e novas terapéuticas

A modulag&o da microbiota intestinal com pro e pré-biéticos pode ter efeito na
patogénese de EC. Sabe-se que cdes com inflamacgé&o crénica do trato gastrointestinal
apresentam alteragcdes na microbiota, com diminuigdo nas bactérias dos filos Firmicutes
e Bacteroidetes, mas com aumentos em Proteobacteria, incluindo Enterobacteriaceae,
indicando um potencial de acdo para terapéutica que atue na modula¢do da microbiota.
Para além disso, em estudos com ratos, tanto pro como pré-biéticos parecem reduzir a
inflamacéo intestinal (Igarashi et al. 2014).

A maioria dos estudos disponiveis, tanto em seres humanos como no modelo
murino, foram realizados com estirpes de probiético VSL#3 e ndo com o Enterococcus
faecium sf68, o probidtico mais utilizado em medicina veterinaria (Fortiflora ®). E,
portanto, necessério o desenvolvimento de investigagdo de estirpes especificas para
animais de companhia (Bybee et al. 2011, Lucena et al. 2018).

O transplante fecal também parece promissor, existindo casos (Berlanda et al.
2010, Sugita et al. 2021) de cdes com NRD que responderam a este tipo de tratamento,
com completo cessar da sintomatologia gastrointestinal e analise a microbiota intestinal
semelhante a de cédes saudaveis.

A medicagdo que atua inibindo a producdo de TNF-a (talidomida, oxpentifilina),
incluindo anticorpos monoclonais anti-TNF-a, € utilizada em seres humanos com
enteropatia crénica, 0 que sugere a sua possivel utilidade em animais com EC (Ettinger
et al. 2017).
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1.1.5. Prognéstico

Dependendo das caracteristicas e da gravidade da doencga, o prognéstico da EC
pode ser muito varidvel. Hipoalbuminémia na altura do diagndstico, auséncia de
resposta a glucocérticoides e hipovitaminose D estdo fortemente associadas a pior
progndéstico, tal como doenca pancreatica concomitante e hipocobalaminémia (Titmarsh
et al. 2015 and Allenspach 2007).

A expressdo de p-glicoproteina, uma proteina membranar responsavel pela
resisténcia a diferentes farmacos, e variacdo na expressao de TLR-2 e TLR-4 sado
também preditivos da auséncia de resposta ao tratamento e, consequentemente, pior
prognéstico (Allespach et al. 2006).

O grau de hipoalbuminémia aparenta também estar relacionado com aumento
de mortalidade por indugéo de estado de hipercoagulabilidade, uma vez que a albumina
(70kDa) e a antitrombina (58 kDA) apresentam peso molecular semelhante. Um estudo
avaliou a coagulacdo em cdes com EC através de tromboelastografia (TEG) e
determinou que cerca de 40% da amostra avaliada apresentava um estado
hipercoagulavel, podendo estar associado a um maior risco de evento tromboembdlico
(Dixon et al. 2021).

Os caes com FRD aparentam ter um excelente prognéstico. No entanto, os
resultados n&o sdo claros para animais com IRD ou ARD, havendo autores que

descrevem taxas de eutanasia entre 10 e 20% (Benvenuti et al. 2021).

1.2. Leishmaniose

1.2.1. Epidemiologia e visao geral

A leishmaniose canina, na sua forma mais grave, é causada por Leishmania
infantum (sin. L. chagasi) — um protozoario difasico que se replica no intestino médio de
certas espécies de moscas-da-areia. No sul da Europa, onde a leishmaniose canina €
endémica, as moscas-da-areia fémeas do género Phlebotomus séo os vetores naturais
de L. infantum, embora outros modos de transmissao sejam possiveis — transmissao
vertical, transmissao venérea e transmissao por transfuséo de sangue ja foram todas
relatadas. Em Portugal, as espécies responsaveis pela transmissdo sdo Phlebotomus
ariasi e P. perniciosus (Sykes et al. 2013; Solano-Gallego et al. 2016; Solano-Gallego
and Baneth 2010).

Estudos de seroprevaléncia em Espanha, Franga, Italia e Portugal estimam que

cerca de 2,5 milhGes de cées nestes paises estdo infetados com L. infantum. A infecédo
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também se tem espalhado para o norte da Europa — tendo ja chegado ao sopé dos
Alpes, Pirenéus e noroeste de Espanha. Em focos altamente endémicos, como as llhas
Baleares de Espanha, Marselha em Franca, Napoles em lItalia e por toda a Grécia, as
taxas de infecdo caninas podem chegar aos 70-90% (Sykes et al. 2013; Solano-Gallego
et al. 2016; Solano-Gallego and Baneth 2010).

O resultado da infecdo Leishmania spp é varidvel. Ratos, pessoas e caes
geralmente desenvolvem uma doenca crénica e progressiva quando a resposta
imunitéria é dominada por uma imunidade T helper de tipo 2 (Th2). No entanto, quando
a imunidade é dominada por uma resposta T helper de tipo 1 (Thl), os caes podem ficar
infetados sem manifestar doenca clinica ou exibir apenas uma doenca autolimitante ou
ligeira. Quando as manifestacdes clinicas aparecem, podem ocorrer depois de um longo
periodo de incubacgdo e a apresentacao clinica varia muito, o que pode interferir com
tentativas de diagnéstico precoce (Sykes et al. 2013; Solano-Gallego et al. 2016;
Solano-Gallego and Baneth 2010).

A leishmaniose canina provocada por L. infantum é frequentemente classificada
como leishmaniose visceral a semelhanca da classificacdo da doenca humana. No
entanto, em cées, ha envolvimento tanto visceral como cutaneo. A leishmaniose canina
€ essencialmente uma doenca sistémica que pode potencialmente envolver qualquer
orgédo ou tecido — incluindo o trato gastrointestinal (Sykes et al. 2013; Solano-Gallego et
al. 2016; Solano-Gallego and Baneth 2010).

Resultados clinicos comuns em exames fisicos incluem lesGes na pele,
linfadenomegalia local ou generalizada, perda de peso corporal, anorexia, letargia,
polidria e polidipsia, lesbes oculares, epistaxis, onicogrifose, claudicagcdo, vomito e
diarreia. Outras manifestacdes menos comuns de leishmaniose canina também ja foram
relatadas, como tamponamento pericardico, miosite dos musculos mastigadores,
pancreatite, meningite e diarreia crénica (Sykes et al. 2013; Solano-Gallego et al. 2016;
Solano-Gallego and Baneth 2010; Solano-Gallego et al. 2009).

As alteracdes bioquimicas associadas a leishmaniose incluem hiperglobulinémia,
hipoalbuminémia, racio albumina/globulina diminuido, aumento da atividade das
enzimas hepaticas e azotémia renal. O hemograma revela frequentemente anemia
ligeira a moderada nao regenerativa ou fracamente regenerativa, podendo
frequentemente surgir leucocitose ou leucopenia. A proteinuria moderada a grave é
também comum (Sykes et al. 2013).

Perante sinais clinicos e analiticos caracteristicos, o diagnostico definitivo deve
ser feito preferencialmente por detecdo de anticorpos (IgG) por técnicas de serologia
guantitativa, como testes de imunofluorescéncia (IFAT) e ELISA (“enzyme-linked

immunosorbent assay”). Testes rapidos por imunocromatografia também podem ser
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utilizados em contexto de consulta mas apresentam baixa sensibilidade e sé&o
meramente qualitativos. A detecao de DNA de Leishmania em tecidos por real-time PCR
permite quantificar a carga parasitaria, por oposicao a analise seroldgica, que néo deteta
necessariamente a presenca do parasita. No entanto, apesar de permitir avaliar a carga
parasitaria e ser Util no seguimento pds tratamento, a presenca de Leishmania ndo se
relaciona diretamente com o desenvolvimento da doenca, sendo necessério
correlacionar os resultados obtidos com avaliacdo clinicopatolégica e serologica
(Solano-Gallego et al. 2009).

1.2.2. Fisiopatologia

Quando ha inoculagdo das formas infetantes (promastigotas metaciclicos) no
hospedeiro vertebrado, mudltiplas células do sistema imunitario, principalmente
macrofagos, migram para o foco inflamatério, fagocitando os parasitas. Se a resposta
fagocitaria é ineficaz, ha divisdo binaria na forma de amastigotas com lise dos
macroéfagos e libertacdo de mais formas parasitéarias (Solano-Gallego et al. 2016).

Com a progressiva estimulagéo antigénica ha proliferagcdo massiva de linfocitos B
e plasmoécitos com producdo de anticorpos, o que leva a linfadenomegalia e
hiperglobulinemia. A patogenia da infecdo por Leishmania prende-se entdo com o
desenvolvimento de reacdes de hipersensibilidade tipo Il e Ill, estando as lesbes
caracteristicas da leishmaniose canina mais frequentemente associadas a reacdes de
hipersensibilidade tipo Ill. A formac&o de imunocomplexos nesta resposta pode levar ao
desenvolvimento de uveites, vasculite e lesdo renal sob a forma de glomerulonefrite
mesangial, membranosa ou membranoproliferativa (Koutinas and Koutinas, 2014).

O tipo de resposta do hospedeiro é essencial para a progressao e desfecho da
leishmaniose. Cées com infe¢do subclinica geralmente apresentam uma resposta Th2
fraca ou mesmo ausente e uma resposta Thl mais forte, com producéo de IL-2, IL-12,
TNF-a e IFN-y. Estes caes geralmente apresentam baixo titulo de anticorpos, baixa
carga parasitaria e poucos sinais clinicos ou anomalias clinicopatoldgicas. Por outro
lado, cdes que desenvolvem leishmaniose clinica sdo caracterizados por resposta Th2
exacerbada, com producéo de IL-4, IL-5 e IL-6, uma resposta Th1l fraca e disseminacdo
sistémica dos parasitas, com reduzida quantidade de células T helper CD4+ em
circulagdo e imunossupressdo associada. Estes cdes apresentam anticorpos anti-
leishmania altos e diversos sinais clinicos (Koutinas and Koutinas 2014; Sykes et al.
2013; Solano-Gallego et al. 2016; Solano-Gallego and Baneth 2010).

A imunidade protetora contra a Leishmania parece ser conferida por células T

helper CD4+, que promovem eliminacdo intracelular dos parasitas nos macréfagos.
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Deplecao das células CD4+ e CD8+ esta associada a pior resposta ao tratamento e a
manifestacdes clinicas exuberantes da doenca. Pensa-se que 0s parasitas suprimam a
imunidade do hospedeiro ao estimular células T reguladoras (Treg) para garantir a
persisténcia da infecdo (Koutinas and Koutinas 2014; Sykes et al. 2013; Solano-Gallego
et al. 2016; Solano-Gallego and Baneth 2010).

1.2.3. Manifestacéo intestinal

Embora diarreia e melena sejam relatadas como sinais clinicos comuns em cées
com leishmaniose (Sykes et al. 2013, Solano-Gallego et al. 2016, Solano-Gallego and
Baneth 2010, Solano-Gallego et al. 2009), sinais gastrointestinais cronicos nao sao
considerados um sinal clinico frequente, especialmente como manifestacdo Unica da
doenca. Relatérios extensos mais antigos indicam que diarreia crénica nunca € o sinal
clinico primario em caes com leishmaniose (Ferrer et al. 1991). Para além disso, certas
fontes descrevem alteracdes gastrointestinais associadas a leishmaniose como raras,
exclusivamente ligadas ao intestino grosso, com manifestacfes que se restringem a
diarreia com ou sem hematoquézia por colite ulcerativa granulomatosa (Solano-Gallego
and Baneth 2010).

No entanto, tem-se tornado cada vez mais claro que a leishmaniose canina pode
ter um grande impacto no trato intestinal e dar origem a sinais indicadores de enteropatia
cronica. A infecdo por L. infantum tem sido ligada a colite linfoplasmacitica e
granulomatosa (Ferrer et al. 1991), enterocolite e gastrite linfoplasmacitica e histiocitica
(Ruiz et al. 2015), duodenite granulomatosa (Ayala et al. 2017) e enterocolite neutrofilica
e histiocitica (Ward et al 2019). A colite erosiva também ja foi relatada em cées infetados
experimentalmente com Leishmania infantum (Gonzalez 1990). Mais recentemente,
diarreia cronica refrataria induzida por leishmaniose também foi referida num gato -
endoscopia e bidpsias gastrointestinais revelaram uma reacdo inflamatoria
granulomatosa e linfoplasmocitica generalizada difusa em todos os segmentos do trato
gastrointestinal avaliados (Tabar et al. 2022).

O trato gastrointestinal de cdes com leishmaniose foi previamente analisado
histopatologicamente noutros estudos (Pinto et al. 2011; Damama-Moraitous et al. 2007,
Ayala et al. 2017; Ward et al 2019; Ferrer et al. 1991; Casanova et al. 2019). Um dos
estudos (Pinto et al. 2011) mostra que exsudato celular crénico, composto por
macrofagos, plasmacitos, linfocitos e neutrofilos e eosindfilos, esta presente tanto em
cdes sintomaticos como assintomaticos. Macréfagos contendo muitas formas
amastigotas de L. infantum s&o também frequentemente encontrados na lamina prépria

da mucosa e submucosa intestinal de cées infetados. No entanto, quanto em alguns
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estudos a gravidade da doenca ndo parecer estar ligada a carga parasitaria em
macrofagos intestinais (Damama-Moraitous et al 2007), noutros (Silva et al. 2016)
aparenta existir uma correlacdo entre altera¢des estruturais microscopicas. A condicdo
corporal baixa, no entanto, ndo parece estar relacionada com a carga parasitaria
intestinal (Silva et al. 2016).

Tanto em cées clinicamente afetados como ndo-afetados, ja foi demonstrado
gue formas amastigotas de L. infantum sdo mais humerosas no célon e ceco (Figueiredo
et al. 2014). Um dos estudos descreve também degeneracéao das criptas de Lieberkiihn
e microerosdes na mucosa do intestino grosso em Beagles experimentalmente
infetados com L. infantum (Gonzélez et al. 1990). Estes resultados ajudam a explicar
porque é que a diarreia crénica do intestino grosso esta mais frequentemente associada
a leishmaniose. No entanto, a leishmaniose também j& foi associada a diarreia crénica
do intestino delgado e PLE, tanto clinicamente como por histopatologia, com alguns
individuos a exibir uma maior carga parasitaria no duodeno. A analise endoscoépica de
cdes afetados também provou ser variada — uma grande percentagem de casos ndo
revelou alteragbes macroscopicas enquanto outros apresentaram uma mucosa
hiperémica e hipertrofica, petéquias e secre¢cdo mucosa abundante (Damama-Moraitous
et al. 2007).

Alguns estudos (Figueiredo et al. 2014, 2013) apontam para uma possivel
variagdo na resposta reguladora nos diferentes segmentos como explicacdo para o
maior nimero de parasitas na mucosa do célon e ceco. Em alguns casos, apesar da
disseminacdo do parasita por todas as por¢fes do trato gastrointestinal, o intestino
delgado apresenta consistentemente uma carga parasitaria menor, com aumento da
expressao de recetores CD4, FoxP3 (atua na regulacdo e expressédo de células Treg),
CD8 e maior expresséo de IL-10, TGF-a (e as citocinas associadas) e IFN-y. O cdlon,
por outro lado, apresenta uma carga parasitaria maior com aumento significativo da
expressao de IL-4 (Figueiredo et al. 2014)

Outros estudos indicam que a carga parasitaria no trato gastrointestinal se
correlaciona positivamente com o numero de células CD8+ e macréfagos, mas
negativamente com as células CD4+ e Treg. No intestino de caes com leishmaniose
visceral, o aumento das popula¢des de células T CD8+ e macréfagos associado a altas
cargas parasitarias, sem alteracédo das células T CD4+ e células Treg FoxP3+ sugerem
uma possivel imunorregulacao pelo parasita ndo dependente de células Treg. Tendo
em consideracdo que uma elevada percentagem dos animais com parasitas no trato
gastrointestinal é assintomatica é possivel que, devido a resposta imunoregulatéria do

intestino, se desenvolva tolerancia imunolégica a L. infantum (Figueiredo et al. 2014).
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Aparenta existir também uma relacao entre expresséao de células TLR9+ e menor
carga parasitaria (Figueiredo et al. 2013), o que sugere um papel de TLR9 na eliminacdo
de parasitas. No célon, uma maior abundancia de células TLR2+ associada a maior
carga parasitaria sugere gue TLR podera facilitar o estabelecimento de parasitas nestes
tecidos (Figueiredo et al. 2013).

A maior frequéncia de macréfagos CD11b+ e CD14+ que expressam TLR9 no
jejuno, & semelhanca do que acontece com macréfagos hepaticos CD11b+/CD18+,
parece entdo estar relacionada com menor carga parasitaria (Figueiredo et al. 2013).
Por outro lado, os macréfagos esplénicos parecem ajudar a perpetuar a infecéo
intracelular. Estes fendmenos reforcam entdo a compartimentalizacdo da resposta
imunitaria contra a Leishmania nos diferentes 6rgdos (Figueiredo et al. 2013).

Também ja foi detetada hiperplasia de neutréfilos, eosindfilos e mastécitos na
parede intestinal, em particular nas unidades cripta-vilosidade e na submucosa, de caes
com leishmaniose, independentemente se apresentam formas amastigotas de L.
infantum no trato gastrointestinal ou ndo. Nos cdes com amastigotas no intestino
delgado, parece existir uma correlacdo inversa fraca entre a carga parasitaria e o
namero de granulécitos, o que sugere que estas células estdo envolvidas na resposta
imunitaria celular e na eliminacao de parasitas (Silva et al. 2018). No intestino delgado,
onde geralmente surge menor carga parasitaria (Silva et al. 2018; Figueiredo et al. 2014;
Figueiredo et al. 2013), é possivel observar um maior nimero de granulécitos. No
intestino grosso, por outro lado, é possivel observar o fendmeno inverso (Silva et al.
2018; Figueiredo et al. 2014; Figueiredo et al. 2013; Pinto et al. 2011). Um estudo (Silva
et al. 2018) aponta também para a presenca de parasitas em todas as camadas da
parede intestinal, incluindo a muscular.

Em cées com leishmaniose, mas sem amastigotas intestinais, é possivel também
observar uma correlacdo positiva entre 0 nimero de mastécitos e eosinofilos, o que
aponta para a presenca de uma relagdo sinergética entre estas células, com o
recrutamento de eosinofilos por mastécitos mesmo antes do estabelecimento de infecéo
parasitaria (Silva et al. 2018).

A semelhanca do que acontece com a enteropatia cronica, os niveis de vitamina
D de animais com leishmaniose também se correlacionam com progressao da doenca.
Independentemente do estatuto sintomatico, cdes infetados apresentam niveis
significativamente menores de vitamina D no soro (Rodriguez-Cortes et al. 2017). A
enteropatia crénica idiopatica e a manifestacao gastrointestinal de leishmaniose podem

entdo ter caracteristicas semelhantes, dificultando a sua diferenciagao.
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1.2.4. Tratamento

1.2.4.1. Antimoniato de meglumina

O antimoniato de meglumina € um antimoniato pentavalente leishmanicida que
se pensa atuar por inibicdo do metabolismo energético através do bloqueio da
fosfofrutoquinase e piruvato desidrogenase, impedindo a formacédo de adenosina
trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP). A dose recomendada € de 75-100 mg/kg
SC g24h ou 40-75 mg/kg SC gl2h durante 4 semanas, podendo o tratamento ser
prolongado mais 2 a 3 semanas se a melhoria ndo for satisfatéria. O antimoniato de
meglumina é frequentemente associado ao alopurinol, cuja acdo € sinergética,
permitindo administrar doses mais baixas durante menos tempo e induzindo maiores
taxas de cura e de remissao (Solano-Gallego et al. 2016).

A toxicidade dos antimoniatos deve-se a unido de grupos sulfidrilo (-SH),
alterando a estrutura das proteinas, assim como a alteragdo dos locais de acdo de
diversas enzimas. Os sinais apresentados incluem febre, anorexia, inapeténcia,
pancreatite e alteragbes hepéticas e renais, estando sobretudo associados a
nefrotoxicidade. Podem também surgir alteragbes locais no local de aplicacdo do
composto, com formacédo de abcessos locais ou celulite (Solano-Gallego et al. 2016).

No inicio do tratamento, a morte parasitaria massiva e consequente libertacéo
de antigénio pode levar a uma pioria do estado geral, sendo necessario interromper o
tratamento temporariamente (Sykes et al. 2013).

O antimoniato de meglumina parece induzir remissao durante mais tempo e ter
maior rapidez de atuacdo do que a miltefosina, sendo o tratamento preferivel em cées

ndo azotémicos (Manna et al. 2015).

1.2.4.2. Miltefosina

A miltefosina € um alquilfosfolipido, um analogo sintético da lisofosfocolina com
propriedades leishmanicidas. Pensa-se que atue integrando parte da camada
fosfolipidica dos parasitas, tornando-o permeavel e induzindo alteragbes no seu
metabolismo. Também estdo descritas alteracdes induzidas pela miltefosina na
membrana flagelar dos promastigotas (Sampaio et al. 2019).

Os principais efeitos secundarios associados ao tratamento com miltefosina sao
de natureza gastrointestinal, incluindo nausea, diarreia e vomitos. Para além disso
apresenta teratogenicidade, embriotoxicidade e fetotoxicidade, estando por isso

contraindicado em cadelas gestantes e lactentes. No entanto, n&o apresenta
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nefrotoxicidade nem induz alteracdes a nivel hepatico. A dose recomendada de
miltefosina é de 2mg/kg PO g24h durante 28 dias consecutivos, podendo também ser

associada ao alopurinol (Sykes et al. 2013).

1.2.4.3. Alopurinol

O alopurinol é um farmaco que pertence ao grupo das pirazolopirimidinas e é um
analogo estrutural da hipoxantina, um derivado das purinas. E um farmaco
leishmaniostético, inibindo o crescimento da Leishmania por bloqueio da xantina
oxidase e, consequentemente, aumenta o catabolismo de RNA parasitario, perturbando
a sintese proteica. A dose recomendada é de 10mg/kg PO g12h durante 6 a 12 meses,
inicialmente em associacdo com miltefosina ou antimoniato de meglumina (Sykes et al.
2013).

O principal efeito secundario do alopurinol é a xantindria, podendo ocorrer em
cerca de 40% os animais medicados (Segarra et al. 2017). Como prevencdo €

recomendada a implementacdo de uma dieta baixa em purinas.

1.2.4.4. Domperidona

A domperidona é um derivado do benzimidazol que tem atividade como agonista
seletivo do recetor de dopamina D2. Apesar de ter outros efeitos, como o aumento da
prolactina, é também utilizada na leishmaniose uma vez que estimula a imunidade
celular ao aumentar a producgéo de INF-y, IL-2, IL-12 e TNF-a (Sabaté et al. 2014).

Apesar de poder ser usada no tratamento de leishmaniose no estadio I, a sua
utilizacdo esta sobretudo recomendada como prevencdo. Quatro tratamentos anuais
com duracdo de 30 dias com domperidona (0.5mg/kg PO qg24h) reduzem
significativamente o risco de desenvolver leishmaniose clinica em zonas endémicas
(Sabaté et al. 2014).

1.2.4.5. Nucledtidos nutricionais e analogos ativos de hexose

E o Unico dos tratamentos descritos que ndo é atualmente recomendado pela
LeishVet.

O Impromune ® é uma associacdo de nucleétidos nutricionais com AHCC
(“active hexose correlated compound”) e surgiu recentemente como alternativa ao
alopurinol em casos de urolitiase associada a xantinuria. Os nucleétidos nutricionais séo

compostos de baixo peso molecular que influenciam positivamente o metabolismo
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lipidico e imunidade, sendo considerados possivelmente imunonoduladores. O AHCC
corresponde a um suplemento dietético rico em a-glucanos extraido de cogumelos
Basidiomycota com capacidade para estimular resposta Thl (Segarra et al. 2017).

Um estudo (Segarra et al. 2017) sugere que AHCC (17mg/kg PO g24h)
associado a nucleétidos nutricionais (32 mg/kg PO g24h) tem efeito semelhante ao do

alopurinol (10mg/kg PO g12h), sem os riscos de xantindria associados.
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2. Descricédo de casos clinicos

Trés cdes seguidos no Servico de Medicina Interna de Referéncia do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (HEV-
FMV) entre 2018 e 2020 foram incluidos nesta analise — dois machos inteiros e uma
fémea inteira (Tabela 1). Os trés cdes foram referenciados por exibirem sinais
compativeis com enteropatia crénica (EC), refrataria ao tratamento médico e dieta em
curso. Os trés casos foram reunidos e compilados a partir do software de gestéo
veterinaria hospitalar GuruVet.

Tendo em conta os registos fornecidos, nao foi possivel identificar mais casos que
preenchessem os requisitos do estudo, ou seja, enteropatia crénica associada a
diagnéstico estabelecido de leishmaniose.

Todas as andlises serolégicas para a leishmaniose foram realizadas através de um
ensaio imunoenzimatico para a detecdo e medicdo semi-quantitativa de anticorpos anti-

Leishmania em soro de cdo LEISCAN®.

Tabela 1 — Descri¢do dos casos

Caso Idade ao Sexo Raca
diagnostico

1 10 meses Fémea (inteira) Border Collie

2 8 anos Macho (inteiro) Baixote

3 2 anos Macho (inteiro) Golden Retriever

2.1. Historia clinica anterior a consulta

2.1.1. Caso # 1 —Border Collie

O caso #1 — Border Collie fémea inteira — teria terminado a primovacinacéo as 14
semanas com apenas 2 inoculagbes de vacina polivalente (DHPPi+L4). Vivia em
apartamento durante a semana, tendo acesso ao exterior sem supervisdo numa quinta
aos fins-de-semana. Foi apresentada a consulta no HEV-FMV por vomito,
hematoquézia, perda de peso e diarreia de origem mista com duragédo desde ha 6 a 8
semanas, aparentemente n&o relacionada com mudanca de alimentacdo ou erros

alimentares (Tabela 2).
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Tabela 2 — Problemas principais apresentados em cada caso na primeira consulta

Caso Melena Hematoquézia Vémito Diarreia cronica

1 P P P Intestino delgado e grosso
2 P P P Intestino delgado e grosso
3 NP NP NP Intestino delgado

P — Presente; NP — Nao presente

Um ano antes da consulta, foi recebida pelo médico veterinario (MV) assistente,
tendo sido realizadas andlises sanguineas (hemograma, glucose, creatinina, BUN, ALT,
FAS e PTs) que revelaram apenas hiperproteinémia (PT = 8.3g/dL, RR < 7.5). Ainda
no MV assistente, o caso #1 foi submetido a uma ecografia abdominal que revelou um
estbmago moderadamente distendido, ansas intestinais discretamente distendidas e
linfadenomegalia abdominal generalizada (Tabela 3). Nesta altura, ter&o sido realizadas
também andlises parasitolégicas as fezes (coprologia standard, flutuagdo), com
resultado negativo, e doseamento de cortisol, com resultado normal. N&o foi, no entanto,
possivel aceder a estes resultados, nao tendo sido facultados pelos titulares na altura
da referéncia.

N&ao tendo havido melhoria clinica, foram realizadas novas analises sanguineas
(hemograma, glucose, creatinina, BUN, ALT, FAS e PTs) pelo MV assistente, cerca de
uma semana depois, tendo revelado novamente hiperproteinémia (PT = 8.8 g/dL, RR <
7.5).

Tabela 3 — Exames complementares realizados pré-referéncia

Caso Imagiologia Andlise histopatolégica PCR
Ecografia abdominal Helicobacter
1 Estdmago moderadamente
distendido; ansas intestinais NR
discretamente distendidas; NR

Linfadenomegalia

abdominal generalizada.

2 Hipomotilidade géastrica Gastrite erosiva NR
3 Ansas intestinais Gastrite hiperplasica e catarral;
distendidas Enterite linfoplasmocitica

moderada; Inflamagéo fibrinosa

aguda +

NR — Nao realizado.
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Ao longo do processo de acompanhamento no médico veterinario assistente, o
caso #1 foi medicado empiricamente com metronidazol (15mg/kg q12h PO), sucralfato
(500mg/cao gql12h PO), omeprazol (Img/kg gql2h PO) e probiéticos (Fortiflora ®, 1
saqueta/cdo/dia). Para além disso, foi realizada a transicdo para uma dieta comercial
gastrointestinal. Houve melhoria clinica pontual, tendo a diarreia recidivado 2 dias apés
suspender a antibioterapia. Os titulares ensaiaram posteriormente dieta caseira em
exclusivo, com borrego e batata-doce, sem efeito.

Na consulta inicial no HEV-FMV, ao exame fisico, 0 caso #1 apresentava uma
condicdo corporal baixa (2/9), postura em cifose e desconforto a palpacdo abdominal,
mucosas palidas e diarreia aquosa com hematoquézia. Foi medicado inicialmente com
maropitant (0.7mL SC) na consulta de urgéncia, tendo sido também receitado
metronidazol (15mg/kg g12h PO) e sucralfato (500mg/cdo gq12h P) para tratamento em
ambulatorio.

Apés consulta inicial no HEV-FMV, o caso #1 foi referenciado para seguimento
no Servico de Medicina Interna.

2.1.2. Caso # 2 — Baixote

O caso #2 — Baixote macho inteiro — corretamente vacinado e desparasitado, foi
referenciado para o HEV-FMV para hospitalizagdo e seguimento por leishmaniose e
enteropatia crénica apos internamento prévio noutro hospital. A apresentacao inicial
(Tabela 2), jA abordada pelo MV referente, incluia: melena, hematoquézia, vomito
incoercivel e diarreia cronica de origem mista (ndo sendo possivel determinar a duracao
com base nos registos clinicos). Foi assumido que o quadro de enteropatia crénica e o
diagnoéstico de Leishmaniose ndo tinham ligacdo clinica, tendo sido ja previamente
medicado sem sucessO para uma presuntiva enteropatia crénica (sem registo da
medicacgdo efetuada previamente). Para além disso encontrava-se também medicado
para a leishmaniose com antimoniato de meglumina e alopurinol. A auséncia de
associacao inicial entre os sinais gastrointestinais e a leishmaniose reforca a
importancia da sua inclusédo como diagnostico diferencial.

O caso #2 tinha sido previamente submetido a uma ecografia abdominal no MV
assistente, onde foi possivel identificar apenas hipomotilidade géstrica (Tabela 3). Foi
também realizada uma laparotomia exploratéria e, concomitantemente, bidpsias
gastricas por gastrotomia. As bidpsias gastricas foram submetidas para analise
histopatoldgica, tendo sido identificada a presenca de gastrite erosiva.

Andlises realizadas previamente, no médico veterindrio assistente, revelaram

hipoalbuminémia (sem valores precisos disponiveis nos registos) e serologia
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LEISCAN® positiva (Rz = 6.06). Adicionalmente, o caso também apresentava serologia
para Rickettsia positiva (1/64).

A admissdo no HEV-FMV, o exame fisico revelou atrofia dos musculos
mastigadores, dor abdominal, hipotermia (T = 37.6C), desidratacdo (7%), diminui¢cdo da

propriocepcdo dos membros anteriores e locomog¢ao anormal do joelho direito.

2.1.3. Caso #3 — Golden Retriever

O caso #3 — Golden Retriever macho inteiro — corretamente vacinado e
desparasitado, foi apresentado a consulta no HEV-FMV por diarreia cronica de intestino
delgado com trés meses de duracdo, sem quadro de vomito associado. Para além da
sintomatologia gastrointestinal, o caso apresentava também historial de displasia da
anca, tendo sido submetido a cirurgia ortopédica na anca esquerda aos 9 meses de
idade.

O animal teria sido submetido a ecografia abdominal pré-referéncia (Tabela 3), a
qual revelou apenas distensdo das ansas intestinais. Para além disso, o quadro de
diarreia cronica justificou a realiza¢do de uma gastroduodenoscopia pelo MV assistente,
onde foram realizadas bidpsias gastricas e duodenais. A analise histopatoldgica
subsequente revelou a presenca de gastrite hiperplasica e catarral, distensdo das
criptas e enterite linfoplasmocitica moderada com presenca de inflamag¢éo aguda
concomitante. Foi também observada distensdo moderada do ducto quilifero em
algumas vilosidades intestinais e deposicédo de material fibrilar entre as vilosidades. As
biopsias realizadas foram também submetidas a pesquisa de Helicobacter por PCR,

tendo-se revelado positiva.
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Figura 2. — Foto original: caso #3 na altura da primeira consulta — atrofia dos muasculos
mastigadores.
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Foi realizado previamente também um painel de alérgenos alimentares por
serologia, o qual apontou para a presenca de possivel alergia/reacdo adversa alimentar
a carne de vaca, leite e milho. Na altura da consulta inicial no HEV-FMV, o animal comia
alimento caseiro (arroz e frango cozido com peru e figado de porco), nunca tendo
realizado ensaio alimentar com dieta hidrolisada ou fontes proteicas alternativas em
exclusivo. As andlises realizadas anteriormente revelavam anemia macrocitica (Htc =
28.9%, sem registo de reticulécitos), leucocitose com neutrofilia, ALT aumentada (713
U/L, 0-130 U/L) e FAS aumentada (324 U/L, 0-200 U/L).

Na altura da consulta ho HEV-FMV, o caso #3 encontrava-se medicado pelo
veterinario assistente com omeprazol (2mg/kg g24g PO), sucralfato (500mg/cao g8h
PO), metilprednisolona (1.5mg/kg gq24h PO) e metronidazol (15mg/kg q12h PO) sem
evidéncia de melhoria clinica.

Ao exame fisico inicial, apresentava uma condicdo corporal baixa (fig. 1), atrofia
dos musculos mastigadores (fig. 2) e hepatomegalia a palpacao abdominal.

Apbs consulta inicial no HEV-FMV, foi referenciado para seguimento no Servigco
de Medicina Interna.

2.2. Resultados laboratoriais iniciais

Todos os casos foram submetidos a analises complementares aquando do inicio do

seu seguimento no Servi¢co de Medicina Interna (Tabela 4).

2.2.1. Caso #1 — Border Collie

Nas andlises realizadas ap0s referéncia, as analises bioquimicas realizadas (Tabela
4), revelaram hipoalbuminémia e hiperproteinémia, sem outras alteragdes significativas.
O hemograma realizado revelou anemia, leucocitose, neutrofilia com desvio a esquerda,
trombocitopenia, anisocitose e policromasia. O racio proteina-creatinina urinario (RPCU)
revelou também proteindria significativa.

Tendo em conta a exclusdo prévia de outros diagnosticos diferenciais provaveis,
como hipoadrenocorticismo e parasitismo intestinal, o facto de o caso ter acesso
prolongado ao exterior e 0s resultados laboratoriais descritos, optou-se por submeter
amostras sanguineas para proteinograma e analise serolégica para a leishmaniose.
Considerando a idade do animal e o seu historial vacinal, causas intestinais de origem
infecciosa como parvovirose também poderia explicar alguns dos sinais exibidos. No
entanto, a natureza crénica da sintomatologia gastrointestinal tornou este diagnostico

muito improvavel.
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Tabela 4 — Alteracdes laboratoriais identificadas ap6s primeira consulta

Caso Proteinas totais Albumina Hemograma
(9/dL) (g/dL)
1 8.90 (5.0-7.5) 2.10 (2.20-3.50) Anemia;
Leucocitose,
Neutrofilia com desvio a esquerda;
Trombocitopénia;
Anisocitose;
Policromasia.
2 9.4 (5.2-8.2) 1.07 (2.20-3.50) Anemia fracamente regenerativa;
Monocitose.
3 6.13 (5.00-7.50) 3.2 (2.2-3.50) Anemia macrocitica;
Leucocitose neutrofilia;
Trombocitopenia
Caso RPCU Densidade urinaria BUN (mg/dL)
1 2.21 (proteindria >1050 28.5 (12-56)
significativa)
2 2.97 (proteinuria 1045 185.9 (12.0-56.0)
significativa)
3 0.20t 10271 63.8 (12.0-56.0)

1 Andlise realizada durante tratamento com glucocérticoides

2.2.2. Caso #2 — Baixote

No inicio da hospitalizagdo, as analises bioquimicas realizadas evidenciaram
hiperproteinémia, hipoalbuminémia marcada e urémia ligeira (Tabela 4). O hemograma
realizado revelou a presenca de anemia fracamente regenerativa e monocitose. Para
além disso, 0 caso apresentava proteindria significativa.

Tendo em conta o diagndstico prévio de leishmaniose e as alteragBes analiticas
observadas, efetuou-se no momento na hospitalizacdo um proteinograma e analise
seroldgica de leishmaniose.

Para despistar possivel hipoadrenocorticismo, foi também realizado um teste de
estimulacéo por hormona adrenocorticotropica (ACTH), o qual foi negativo.

O caso foi entdo diagnosticado com leishmaniose classificada de acordo com a
classificacdo internacional LeishVet de estadio Ill.

Tendo em conta a progressdo de ambos os quadros exibidos, propds-se, nesta

altura, dois diagnésticos diferenciais mais provaveis: gastroenterite crénica secundaria
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leishmaniose ou gastroenterite cronica imunomediada. Para se poder diferenciar entre
os dois, as bidpsias previamente realizadas foram enviadas para realiza¢ao de pesquisa

de leishmania por PCR (DNAtech), a qual se revelou positiva.

2.2.3. Caso #3 — Golden Retriever

Nas andlises realizadas ap0s referéncia ao Servigo de Medicina Interna, ndo foram
observadas altera¢des bioquimicas exuberantes, apenas uma urémia discreta (Tabela
4). O hemograma revelou uma anemia macrocitica fracamente regenerativa, leucocitose
com neutrofilia e trombocitopenia. A urémia ligeira e anemia fracamente regenerativa
identificadas nesta fase foram associadas a possivel sangramento digestivo,
consistente com a enteropatia presente.

O caso apresentava também proteindria incipiente (“borderline”) e urina
moderadamente concentrada (Tabela 4). No entanto, estes dados ndo foram ligados a
possivel lesdo ou incapacidade de concentrar urina uma vez gue 0 caso Se encontrava
medicado com glucocoérticoides na altura de recolha da amostra.

Tendo em conta a persisténcia dos sinais clinicos, em particular diarreia, apesar
da medicagéo efetuada, privilegiou-se nesta altura o diagnostico de enteropatia cronica
com possivel origem infeciosa (parasitaria), alimentar (FRD) ou imunomediada (SRD)
refrataria a terapéutica (NRD).

Outras origens digestivas de doenga como neoplasia difusa (linfoma de baixo grau
de malignidade) foi excluida como sendo pouco provavel, especialmente tendo em conta
a idade do animal.

Numa tentativa de excluir parasitose intestinal crénica (ex: giardiose crénica),
foram realizados esfregaco fecal e coprologia, os quais se revelaram negativos. Foi
também instituido tratamento com febendazol (20mg/kg g24h PO) durante 5 dias
consecutivos.

Numa tentativa de controlar os sinais gastrointestinais, presumivelmente de
origem imunomediada, em adicdo a medicacdo previamente descrita, foi indicada a
introducéo de ciclosporina (100mg PO g12h) apos exclusdo de causas parasitarias. Foi
também recomendada a transicdo para uma dieta caseira em exclusividade a base de
pato e batata-doce.

Apds a avaliagdo inicial, foi realizado também despiste de doencas transmitida

por vetores (SNAP 4Dx — IDEXX) e analise seroldgica de leishmaniose.
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2.3. Diagnésticos diferenciais iniciais

Tendo em conta 0s exames ja realizados e o exame fisico, foi estabelecida uma
lista de diagnésticos diferenciais mais provaveis (Tabela 5), a qual motivou as analises

realizadas posteriormente.

Tabela 5 — Diagnésticos diferenciais por ordem de probabilidade

Caso Diagndsticos diferenciais
1 Parasitose IPE Colite granulomatosa NRD Linfoma
cronica
2 Pancreatite HA EC Coagulopatia NRD Linfoma
medicamentosa
3 Parasitose IPE NRD HA Linfoma
cronica

IPE: Insuficiéncia pancreatica exdcrina; HA: hipoadrenocorticismo; NRD: Non-responsive disease

A insuficiéncia pancreatica exdcrina, apdés exclusdo de possivel presenca de
parasitose intestinal, foi privilegiada nos casos #1 e #3 devido a idade.

No caso #2, antes da introducdo de imunossupressores e realizacdo de PCR
para detecdo de L. infantum, foi considerada a hip6tese de se tratar de uma enteropatia
crénica idiopética (IRD). Tendo em conta a apresentacdo, foi também suspeitada a
presenca de uma pancreatite concomitante. Os diagnésticos diferenciais séo explorados

em maior detalhe na discusséao.

2.4. Analises adicionais

Tendo em conta a natureza predominantemente gastrointestinal dos sinais clinicos
exibidos, a cobalamina (vitamina B12) foi também avaliada nos casos #1 e #3 (Tabela
6). No caso #3 foi também medido o &cido félico e cTLI (“Trypsin-like immunoreactivity”),
nao s6 para melhor caracterizacdo da doenca entérica presente como para excluséo de

insuficiéncia pancreética exocrina.

Tabela 6 — Analises adicionais realizadas na altura da referéncia

Caso Cobalamina sérica Acido félico cTLI
(ng/L) (ng/mL) (ng/mL)

1 724 (275-590) 8.2 (8.2-13.5) >50

3 209.3 (275-590) SR SR

SR — Sem registo (presumido normal)

Foi detetada hipercobalaminemia no caso #1, aumento da cTLI e folatos séricos

normais no limiar no inferior do limite de referéncia — Insuficiéncia pancreatica exocrina
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foi excluida definitivamente como diagnoéstico diferencial. No caso #3 foi detetada

hipocobalaminémia.

2.5. Proteinograma e serologias

Apbs referéncia para o Servico de Medicina Interna, foi realizado um
proteinograma e avaliacdo seroldgica para a leishmaniose em todos os casos (Tabela
6).

Os casos #1 (fig.3) e #2 apresentavam hipergamaglobulinémia marcada, um racio
Albumina/Globulina baixo e um Rz positivo muito alto (Rz >4).

O caso #3 apresentava um proteinograma e racio albumina/globulina
presumivelmente normal (ndo existem registos disponiveis). No entanto, apresentava
um Rz positivo alto (1,5 < Rz < 2). Adicionalmente, o caso #3 também apresentava
também uma serologia positiva para Rickettsia.

Foi entdo estabelecido um diagndstico de leishmaniose visceral nos casos #1 e
#3. Foram estadiados no estadio Il e II, respetivamente.

Tabela 7 — Proteinograma, racio albumina/globulina e Rz na altura da referéncia para o
Servigo de Medicina Interna

Caso Globulinas Racio Albumina/Globulina Rz (LEISCAN®) na altura a
(9/dL) referéncia
1 a; = 0.2 (0.32-0.75) 0.2 (0.6-1.1) 5.72 (positivo muito alto)

a>= 1.5 (0.50-1.17)
B = 3.4 (0.93-2.00)
y = 2.8 (0.30-1.02)

2 a; = 0.2 (0.32-0.75) 0.23 (0.6-1.1) 5.55 (positivo muito alto)
az=1.0 (0.50-1.17)
B = 0.8 (0.93-2.00)
y =2.8 (0.30-1.02)

3 SR SR 1.77 (positivo alto)

SR — Sem registo (presumido normal)

2.6. Seguimento

ApOs diagnéstico inicial, nos casos #1 e #3 foi iniciada terapéutica com antimoniato
de meglumina (75-100mg/kg SC g24h ou 40-75mg/kg q12h BID durante 4-6 semanas)

e alopurinol (10mg/kg PO gl12h durante, pelo menos, 6-12 meses), de acordo com o
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consenso LeishVet (Solano-Gallego et al 2011). O caso #2 continuou o protocolo

instituido para tratamento de leishmaniose.

2.6.1. Caso #1 — Border Collie

Apés 7 dias de tratamento para a leishmaniose, associado apenas a metronidazol
(15mg/kg gq12h PO), o estado geral do caso #1 estabilizou, tendo os titulares relatado
cessar da diarreia e hematoquézia. Registou-se nesta altura um episodio de vomito
agudo, tratado de forma bem-sucedida com maropitant, que suscitou suspeita
relativamente a presenca de azotémia (possivelmente secundaria a administracédo de
antimoniato de meglumina) — nesta altura, contudo, os valores de creatinina e ureia
encontravam-se dentro dos limites de referéncia. A dimetilarginina simétrica (SDMA) foi
também medida, encontrando-se acima do limite de referéncia (18 ug/dL, 0-14ug/dL).

Apos inicio do tratamento, o caso #1 desenvolveu lesbes cutédneas no chanfro,
com hipotricose e eritema, compativeis com pénfigo medicamentoso induzido por
alopurinol, o que suscitou a sua interrupc¢ao e introducdo de Impromune ®.

Seis meses apds diagnostico, tendo completado um ciclo de 28 dias de
antimoniato de meglumina, 0 caso encontrava-se completamente estabilizado
relativamente a sintomatologia gastrointestinal, tendo-se parado o metronidazol. Nesta
altura, a proteinuria também se encontrava controlada, apresentando um RPCU normal.
O titulo de anticorpos anti-leishmania, apesar de ter diminuido também ao longo deste

periodo, manteve-se alto.

ELECTROFORESE DE PROTEINAS
Proteinas totais 9,6 () (B) g/dL 5,5 -7,5
Albumina 17,3 % 1,7 g/dL 41,0 - 56,0 2,26 - 4,31
Alfa 1 2,2 % 0,2 g/dL 5,9 - 9,8 0,32 - 0,75
Alfa 2 16,0 % 1,5 g/dL 9,0 - 15,2 0,50 - 1,17
Beta 34,9 % 3,4 g/dL 16,2 - 26,0 0,93 - 2,00
Gama 29,6 % 2,8 g/dL 7,0 - 13,3 0,30 - 1,02
Rel. Albumina/Globulina 0,2 0,6 -1,1

E.

£

Figura 3 — Imagem retirada do arquivo GuruVet: proteinograma do caso #1 na altura do

diagnéstico exibido gamopatia policlonal
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2.6.2. Caso #2 — Baixote

O caso #2, durante a hospitalizacdo, para além da medicacdo instituida
anteriormente para a leishmaniose, foi medicado com prednisolona (0.5-1mg/kg PO
g24h) e metronidazol (15mg/kg PO ql2h) para os sintomas gastrointestinais ainda
presentes. Foi introduzida uma dieta hidrolisada em exclusividade nesta altura (Purina
HA ®).

Foram realizadas duas ecografias durante o periodo de hospitalizacdo. A
primeira (26/03/2019) revelou esplenomegalia e hepatomegalia com ecogenicidade
mantida, pontuacbes hiperecogénicas na parede do intestino e pancreas
normodimensionado mas hipoecogénico com reatividade mesentérica associada. A
segunda (29/03/2019) relevou um quadro semelhante, mas com menor reatividade
mesentérica, tendo-se registado também espessamento difuso da parede intestinal com
camadas mantidas.

Ao longo da hospitalizac@o desenvolveu também febre e dor lombar. As andlises
laboratoriais efetuadas revelaram leucocitose (26.5 x 108uL, 6-17), neutrofilia
(18285/pL, 3000-11500) com desvio a esquerda (6890/uL, 0-300) e linfopenia (530/uL,
1000-48000). Os diagnésticos diferenciais propostos para a situacao foram: pancreatite
medicamentosa (possivelmente relacionada com antimoniato de meglumina),
discospondilite e endocardite. Devido a suspeita de doenca infecciosa foi instituida
antibioterapia empirica com amoxicilina e &acido clavulanico. Tendo em conta a
possibilidade de reacdo ao antimoniato de meglumina, a dosagem foi reduzida para
37.5mg/kg SC g12h.

Na altura da alta o caso apresentava-se estabilizado, com albumina normal (2.9
g/dL, 2.6-3.5), sem anemia e apenas com uma discreta neutrofilia (13259/uL, 3000-
11500). Manteve medicagcdo em ambulatério com alopurinol (10 mg/kg PO q12h),
amoxicilina com acido clavulanico (25mg/kg PO gl12h), omeprazol (2mg/kg PO gi12h),
antimoniato de meglumina (37.5mg/kg SC qg12h), prednisolona (0.5mg/kg PO g24h) e
benazepril 0.5mg/kg PO q24h). Durante o internamento o caso foi também
diagnosticado com insuficiéncia mitral e tricispide (ACVIM B1).

Numa consulta de seguimento pouco depois da alta, o caso apresentava muito
bom estado geral, um proteinograma normal e auséncia completa de sinais
gastrointestinais. As analises laboratoriais revelaram apenas urémia (95 mg/dL, 12.0-
56.0) e anemia ligeira (5.18 x 10%L, 5.5-8.5). A proteinUria manteve-se, tendo sido
aumentada a dose de benazepril para 1 mg/kg PO g24h. Nesta altura foi possivel parar
o tratamento com antimoniato de meglumina e reduzir a dose de prednisolona para

0.25mg/kg PO g72h. O tratamento com omeprazol e alopurinol manteve-se.
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2.6.3. Caso #3 — Golden Retriever

Para além do tratamento para a leishmaniose, o caso #3 foi também medicado
com prednisolona (0.5mg/kg PO g24h), metronidazol (10mg/kg PO g12h) e omeprazol
(2mg/kg PO g12h) apds o diagndstico, tendo-se suspendido a ciclosporina previamente
instituida. Foi também efetuada transicéo de dieta caseira para dieta hidrolisada (Purina
HA ®). Apos 17 dias de tratamento para a leishmaniose, os titulares relataram completo
cessar da diarreia. A condicdo corporal do caso também melhorou e foi possivel
desmamar progressivamente a prednisolona pouco depois.

Apesar da normalizacdo completa de todos os parametros analiticos, 0 caso
manteve apetite caprichoso e emissdo de fezes pastosas esporadicamente. Foi entdo
recomendada a transigéo para dieta Hills Z/D e realizado doseamento de cortisol basal
para despiste inicial de doenga de hipoadrenocortisicmo. O valor de cortisol basal obtido
foi de 1.2 pg/dL (1.4-5ug/dL), o que levou a realizagdo de um teste de estimulacao por
ACTH, que se revelou normal.

Registou-se também apenas um episédio de diarreia e vémito apos parar
completamente a prednisolona, o qual foi abordado de forma bem-sucedida com
maropitant (2mg/kg gq24h PO), omeprazol (1mg/kg q12h PO) e reintroducdo temporaria
(3 dias) de prednisolona (0.5mg/kg q24h PO).

O caso desenvolveu também xantinuria ao longo do curso do tratamento com
alopurinol, tendo-se introduzido Impromune ® em substituicdo.

A 06/2018, o controlo serolégico da leishmaniose foi negativo pela primeira vez,

tendo-se suspendido o tratamento com Impromune ® nessa altura.

2.7. Evolucao clinica

2.7.1. Caso #1 — Border Collie

Cerca de 11 meses apos iniciar tratamento para a leishmaniose, o caso #1 foi
internado no HEV-FMV, exibindo sinais de glomerulonefrite, dermatite nodular (fig. 4) e
uveite (fig. 5). O animal também apresentava linfadenomegalia generalizada. Foram
realizadas punc¢fes aspirativas de agulha fina em vérios linfonodos, tendo a analise
citolégica subsequente revelado a presengca de mdltiplas formas amastigotas de
Leishmania infantum (fig 6.). Foi entédo realizada uma serologia que revelou um Rz muito
elevado (6.06). Nesta altura houve também um ressurgimento da sintomatologia
gastrointestinal, incluindo hematoquézia. Uma dose baixa de prednisolona (0.5mg/kg

g24h) foi introduzida sem melhoria aparente dos sinais clinicos.
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Os parametros renais apresentavam-se também alterados, com creatinina a
2.109mg/dL (0.620-1.640 mg/dL) e ureia a 187.1 (12.0-56.0mg/dL), e proteindria
significativa. Tendo em conta a azotémia presente e a necessidade urgente de iniciar
tratamento leishmanicida, optou-se por internamento para realizar fluidoterapia e
administracdo de antimoniato de meglumina (100mg/kg SC 12qg) com eventual transicdo
para miltefosina. Nesta altura, surgiram também lesdes a nivel das juncbes
mucocutaneas e cauda, compativeis com vasculite. Para além do Impromune ® ja
instituido, foi também iniciado tratamento com alopurinol. No entanto, a progressao

clinica nao foi favoravel e os titulares optaram por eutanasia.

Figura 4. — Foto original: dermatite nodular no caso #1 (circulo cor-de-laranja)
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Figura 5. — Foto original: uveite no caso #1

Figura 6. — Foto original: citologia da PAAF realizada no linfonodo popliteo do caso #1 -
numerosas formas amastigotas de L. infantum no interior dos macréfagos (circulo cor-de-
laranja).
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2.7.2. Caso #2 — Baixote

Cerca de 7 meses ap0s hospitalizacdo inicial, o caso foi novamente admitido
para internamento no HEV-FMV por sinais gastrointestinais (vémito, diarreia,
hematoquézia). Nesta altura foram também realizadas radiografias para despiste de
corpo estranho, as quais ndo apresentaram sinais obstrutivos.

A andlise seroldgica realizada revelou um Rz muito alto (5.5) e o proteinograma
revelou hipergamaglobulinémia (1.9g/dL, 0.3-1.0g/dL). Apés estabilizagdo, o caso teve
alta com Impromune ®, metronidazol, sucralfato e febendazol.

No entanto, quase 1 ano ap0s diagnéstico inicial de leishmaniose, o caso foi
apresentado ao Servico de Medicina Interna por anorexia, PU/PD e ulceragdo
oral/gengival. As analises laboratoriais realizadas evidenciaram anemia regenerativa,
hipoalbuminémia importante (1.4), hipergamaglobulinémia e proteinaria massiva (RPCU
= 6). A analise serolégica realizada revelou um Rz muito alto (5.61). O caso foi entdo
diagnosticado com leishmaniose no estadio IV. Foram também realizadas analises aos
fatores de coagulacdo (APTT e TP), os quais se apresentavam normais. Nos casos de
proteindria massiva e glomerulonefrite por deposicdo de complexos imunes na
leishmaniose, esta descrita também a administracdo de prednisolona (0.5-2mg/kg PO
g24h) para reducao da producédo de anticorpos e, consequentemente, dos seus efeitos
(Oliveira and Porto, 2021).

Considerando a disfungéo renal e doenga tubular, foi instituido tratamento
leishmanicida com miltefosina (2mg/kg PO qg24h, durante 28 dias). Nao tendo havido

evolucao favoravel, os titulares optaram por eutanasia.

2.7.3. Caso #3 — Golden Retriever

Apoés seronegatividade inicial, as analises serolégicas de controlo subsequentes
também se revelaram negativas. A Ultima serologia e proteinograma, realizados
anteriormente (fig.7), ndo revelaram qualquer alteracdo, tal como os parametros
analiticos gerais.

Atualmente, o caso encontra-se clinicamente normal (fig. 8), sem necessidade
de medicacgéo regular, fazendo prevencédo contra a leishmaniose apenas com pipeta
spot-on mensal. Entretanto, retomou também uma dieta comercial normal sem

alteracfes gastrointestinais associadas.
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ELECTROFORESE DE PROTEINAS

Proteinas totais 6,4 g/dL
Albumina 45,9 % 2,9 g/dL
Alfa 1 4,8 % 0,3 g/dL
Alfa 2 18,4 % 1,2 g/dL
Beta 20,2 % 1,3 agrdL
Gama 10,7 % 0,7 g/dL
Rel. Albumina/Globulina 0,85
1

Figura 7. — Imagem retirada do arquivo GuruVet: proteinograma normal do caso #3 ap6s

seronegatividade

5,5 -7,5

41,0 - 56,0
5,9 - 9,8
9,0 - 15,2
16,2 - 26,0
7,0 - 13,3

2,26 - 4,31
0,32 - 0,75
0,50 - 1,17
0,93 - 2,00
0,30 - 1,02

0,6 -1,1

Figura 8 — Foto original: caso 3, com 34.5kg, apds tratamento eficaz para a leishmaniose

3. Discussao

Esta série de casos ilustra que a infecdo por L. infantum deve ser incluida nos
diagndsticos diferenciais de enteropatias refratarias. Esta associagéo € particularmente
evidente no caso #2, dado que a andlise por PCR realizada nas biépsias se revelou
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positiva. Nos outros dois casos a ligagédo é apenas presuntiva, mas provavel, uma vez
que os sinais gastrointestinais ndo melhoraram com tratamento convencional para
enteropatia crénica, seguindo a progressao de outros indicadores da leishmaniose como
Rz positivo.

A introducéo de tratamento para leishmaniose permitiu baixar o CCECAI (Canine

Inflammatory Bowel Disease Activity Index) de todos os casos (Tabela 7).

Tabela 8. —- CCECAI de cada caso aquando da apresentacao de diferentes Rz

Caso Rz CCECAI
1 5,72 12
<5721 1*
2 6,06 17
5,61 8*
3 1,77 9
0,11 o*

1Surge no registo clinico apenas com indicacdo de ter diminuido em relagéo ao valor anterior; * Valores pos
instituico de tratamento leishmanicida

No caso do caso #2, a sintomatologia gastrointestinal cessou completamente apés
diminuicao do titulo de anticorpos, fortalecendo a ligacao entre a infecao por L. infantum
e a apresentacao de enteropatia cronica exibida na altura do diagnéstico.

3.1. Diagnosticos diferenciais

Tendo em conta o facto de todos os animais terem sido submetidos a ecografia
antes da referéncia, alguns diagnésticos diferenciais podem ser excluidos a partida
como obstrugéo parcial ou total por corpo estranho, a maioria das neoplasias solidas
(leiomioma, adenocarcinoma intestinal, sarcomas), invaginacao intestinal, eversao cecal
e estenose do piloro. Outros diagndsticos diferenciais, como doenca renal crénica e
doenca hepética, foram excluidos inicialmente também devido aos sinais imagiolégicos
e analiticos.

Os casos #1 e #3 também ndo apresentam historial compativel com doenca
gastrointestinal associada a medicacdo, pelo que nesses casos esse diagndéstico
diferencial foi excluido a partida. No caso #2 durante o periodo de internamento foi
também ponderada a ligagdo entre os sinais clinicos gastrointestinais e a administracao

de antimoniato de meglumina.
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3.1.1. Parasitose intestinal

Na presenca de sinais gastrointestinais, quer agudos quer crénicos, é importante
despistar a possivel presenca de parasitas. Helmintes como Ancylostoma caninum ou
Toxocara canis podem dar origem a inflamacdo gastrointestinal, com sinais
semelhantes descritos aos dos casos apresentados.

Protozoéarios como Giardia sp. também podem dar origem a diarreia do intestino
delgado, méa-absorcéo e perda de peso. A Giardiose é, por vezes, de dificil diagndstico
uma vez que a excrecao de oocistos € intermitente, requerendo flutuacdo com sulfato
de zinco com amostras de fezes de 3-5 dias para obter uma sensibilidade de 95% -
existem também kits ELISA para detecdo de antigénios de Giardia com sensibilidade
ligeiramente inferior (~90%) (ESCCAP, 2018).

Tanto Giardia como os helmintes descritos apenas podem ser definitivamente
excluidos como diagnéstico diferencial apds tratamento com febendazol (20-50mg/kg
PO q12-24h durante 3 a 5 dias). A reinfecao € muito comum no caso de giardiose, sendo
por vezes necessario repetir o tratamento. Em cachorros, o tratamento para neméatodes
com pamoato de pirantel é preferivel a febendazol por apresentar maior seguranca e
rapidez de atuacdo. Outros parasitas intestinais, como Dipylidium caninum, sendo uma
ténia, requerem tratamento com praziquantel (5mg/kg PO) e tratamento adequado para
controlo de pulgas (ESCCAP, 2021).

Uma desparasitacao correta € entdo essencial para excluir parasitose intestinal
como diagndstico diferencial, tendo sido assegurada no seguimento de todos 0s casos

descritos.

3.1.2. Doengas infeciosas

3.1.2.1. Colite granulomatosa associada a Escherichia coli

A colite granulomatosa, anteriormente conhecida por colite ulcerativa histiocitica,
estd associada a infe¢do intracelular por E. coli. Ocorre mais frequentemente em
Boxers, no entanto, ja foi observada noutras racas, incluindo no Border Collie (Simpson
et al 2006).

Esta doenca tem quase expresséao exclusiva no célon, causando sintomatologia
de colite com diarreia mucoide, hematoquézia e tenesmo. Geralmente, a doenca
estabelece-se antes dos 2 anos de idade e, embora o0 exame fisico geralmente esteja
normal nestes animais, casos mais graves podem apresentar perda de peso e

inapeténcia (Simpson et al. 2006).

41



A colite granulomatosa ndo responde a tratamento tradicional para EC
(metronidazol, sulfasalazina, glucocoérticoides), sendo necessario instituir antibioterapia
com enrofloxacina (5mg/kg PO g24h durante 4 a 8 semanas) ou uma associa¢ao de
enrofloxacina com amoxicilina (20mg/kg PO g12h) e metronidazol (10-15 mg/kg PO
gl2h). O diagnéstico é feito pela realizacdo de “Fluorescence In Situ Hybridization”
(FISH) em bidpsias recolhidas ou através de coloracdo PAS (“Periodic-Acid-Shiff”), a
qual revela macréfagos repletos de material PAS-positivo em animais com colite
granulomatosa (Simpson et al 2006).

Tendo em conta que a colite granulomatosa é refratdria ao tratamento
convencional de EC e se estabelece em animais jovens, torna-se um diagndstico
diferencial interessante para o caso #1. No entanto, tendo em consideracdo a resposta
ao tratamento para a leishmaniose e o facto de o cdo apresentar também sinais de
envolvimento do intestino delgado, uma manifestacdo muito pouco comum da doenca

(Simpson et al 2006), torna-se menos provavel.

3.1.2.2. Infecdes bacterianas

Campylobacter spp esta presente nas fezes de até 100% dos animais saudaveis
ou com diarreia. Apesar de todas as espécies serem consideradas patogénicas no ser
humano, a presencga ubiquitaria de Campylobacter nas fezes dos animais de companhia
leva a crer que se trata sobretudo de um comensal em caes e gatos. Existe evidéncia
experimental de que Campylobacter jejuni causa enterocolite ulcerativa em cées, no
entanto, parece surgir apenas associada a coinfe¢des virais, sendo a maioria das
infecBes geralmente autolimitante (Ettinger et al. 2017).

Os sinais em animais sintomaticos incluem diarreia aquosa mucoéide, diarreia
hemorragica, anorexia, vomito e tenesmo. Esta infecdo surge por vezes também
associada a febre. Em casos graves que requeiram medicacdo, a antibioterapia
instituida é geralmente eritromicina (20 mg/kg PO g8h). O prognéstico geralmente é
bom, apesar de poder ocorrer reinfecéo, especialmente por Campylobacter upsaliensis
(Ettinger et al. 2017).

Salmonella spp. pode também provocar sintomatologia gastrointestinal cronica,
podendo dar origem a: estatuto portador transitério, gastroenterite aguda, bacteriémia e
endotoxémia ou estado portador. A presenca de sintomatologia é mais comum em
animais jovens ou imunodeprimidos, com afe¢cbes concomitantes (parasitismo
intestinal), sendo o estado portador a modalidade de infecdo mais comum (Ettinger et
al. 2017).
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Em animais saudaveis ou estaveis com apenas diarreia ndo esta recomendada
a antibioterapia uma vez que pode induzir resisténcias e/ou um estado portador
persistente no animal. Apenas em animais com diarreia hemorragica grave, depressao,
febre, choque ou septicémia, é que esta recomendada antibioterapia parenteral com
fluoroquinolonas (minimo 10 dias). O diagnéstico pode ser dificil tendo em conta que
30% dos cées saudaveis apresentam Salmononella nas fezes. A identificacdo de

Salmonella pode ser feita por cultura, por PCR ou por FISH (Dossin, 2011).

3.1.3. Dieta

3.1.3.1. Reacgéo adversa ao alimento

Dada a cronicidade dos sinais gastrointestinais exibidos apesar de tratamento
sintomatico, a probabilidade de se deverem, nos trés casos apresentados, a erros
alimentares ou intolerancia alimentar torna-se remota. No entanto, podem surgir outras
situacdes ligadas a dieta que justifiquem os sinais exibidos, incluindo reacdes adversas.
Esta afecdo pode dar origem a diarreia de intestino delgado, grosso ou mista,
hematoquézia, melena e vomito. A manifestacdo mais comum de reacao adversa
alimentar, no entanto, € prurido, o qual ndo fazia parte das queixas iniciais de nenhum
dos animais (Ettinger et al. 2017). Para além disso, a hipersensibilidade alimentar nao
esta normalmente associada ao desenvolvimento de infiltracdo linfoplasmocitica
(Rosser 2013).

O paradigma atual da alergia/reacdo adversa alimentar em animais propde uma
variedade de mecanismos para o seu desenvolvimento, incluindo a presenca de barreia
mucosa inadequada e alteragfes da microbiota e do sistema imunitério local. Estes
mecanismos apontam tanto para a possivel presenca de uma componente genética de
base, como ligacdo a um possivel ataque inicial, tanto & mucosa como ao sistema
imunitario, com outra etiologia (e.g. enterite viral) (Ettinger et al. 2017).

Certos eventos podem entdo desencadear respostas imunitarias descontroladas
contra antigénios alimentares ou da microbiota comensal que envolvem mecanismos de
hipersensibilidade tipo | (mediada por IgE, imediata), do tipo Il (mediada por
imunocomplexos) ou do tipo IV (Rosser 2013).

Existem vérias doencas do foro gastrointestinal que também respondem a
modificacdo alimentar para além de reagdo adversa alimentar, tais como gastrite
cronica, insuficiéncia pancreatica exdcrina, refluxo gastroesofagico, linfangiectasia,

enteropatia cronica, pancreatite, shunt porto-sistémico, sobrecrescimento bacteriano ou
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disbiose e enteropatia responsiva ao gluten (so registada no Setter Irlandés) (Ettinger et
al. 2017).

O diagnéstico definitivo é feito através de um teste de exclusdo seguido de um
teste de provocacdo. Inicialmente, durante a fase de excluséo, o alimento fornecido em
exclusividade (minimo 8 semanas) deve ser uma dieta hidrolisada comercial ou alimento
caseiro com uma proteina com a qual o animal nunca tenha contactado. Apds este
periodo, caso se tenha atingido remisséo dos sinais, é oferecido ao animal uma dieta
comercial normal (teste de provocacdo) para demonstrar recaida e confirmar
diagnéstico. Depois desta fase, caso haja confirmacao do diagnostico, podem-se seguir
novos testes de eliminagdo e provocacao para tentar determinar os alimentos que
induzem reagao de hipersensibilidade. Apds estabelecido quais os alimentos “seguros”
pode-se iniciar a fase de manutencéo (Rosser 2013).

Nos casos apresentados, todos os individuos foram submetidos a testes com
dieta hidrolisada ou alimento caseiro com “novel protein”, ndo tendo nenhum entrado

em remissao.

3.1.4. Disbhiose

Historicamente, o termo SIBO (“small intestinal bacterial overgrowth”) idiopatico
foi utilizado para descrever a enteropatia idiopatica responsiva a antibiéticos (ARD)
presente sobretudo nos Pastores Alemaes e outras ragas de grande porte. O verdadeiro
sobrecrescimento bacteriano (SIBO) é definido apenas como um aumento no ndmero
absoluto de bactérias na porcao superior do intestino delgado em jejum. No entanto,
contagens 210° UFC/mL podem surgir em animais assintomaticos (Ettinger et al. 2017).

Atualmente, o termo disbiose é preferivel a SIBO, podendo esta ocorrer
secundariamente a doencgas que aumentam a quantidade de substrato disponivel para
a microbiota no limen intestinal, doencas que afetam a motilidade intestinal e clearance
bacteriana (obstrucdo) e disfungdo morfolégica ou funcional do intestino (IPE). No
entanto, certos mecanismos levam a sobrecrescimento bacteriano secundariamente
sem que se consiga estabelecer ligacédo ao desenvolvimento de sinais clinicos, estando
a sintomatologia associada a afecéo subjacente (Rutgers et al. 1995).

AlteracOes das bactérias intestinais podem ocorrer na microbiota luminal ou na
aderente a mucosa. Alteracdes associadas a inflamacédo intestinal geralmente sdo
essenciais para a patogénese da disbiose da microbiota aderente a mucosa (Ziese and
Suchodolski, 2021). A ma-digestéo (IPE) e a antibioterapia, por outro lado, estdo mais
frequentemente associadas a alteracées da microbiota luminal (Ziese and Suchodolski,
2021).
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A acloridria associada ao uso de inibidores de bombas de protGes pode induzir
disbiose mas ndo se correlaciona com desenvolvimento de doenca. Por outro lado, o
disbiose pode também surgir secundariamente a IPE, sendo os sinais semelhantes a
ARD, com diarreia como sinal principal. Um verdadeiro aumento no nimero de UFC no
intestino delgado pode levar a ma-absorcdo e diarreia através de varios mecanismos:
competicdo por nutrientes, producdo de nutrientes que induzem diarreia (acidos biliares
desconjugados, acidos gordos hidroxilados) e lesdes diretas da bordadura em escova
(Rutgers et al. 1995).

Em cées com ARD o diagnéstico é feito sobretudo por excluséo e pela resposta
ao tratamento. Apesar dos sinais clinicos de disbiose poderem ser controlados com
antibioterapia, o tratamento deve ser dirigido a causa priméria (IPE, obstrucao, etc)
(Rutgers et al. 1995).

A modulacdo da dieta melhora a digestibilidade e leva a redugéo do substrato
disponivel para crescimento bacteriano (Ziese and Suchodolski, 2021). No entanto, nos
casos apresentados, nunca houve resposta positiva a alteracdo da dieta (Ziese and
Suchodolski, 2021). A antibioterapia com metronidazol pode reduzir a carga microbiana
total e levar a menor estimulagdo antigénica, mas causa alteracdes a longo prazo na
microbiota e pode resultar em sobrecrescimento bacteriano apds cessar da
antibioterapia (Ziese and Suchodolski, 2021). N&o se identificou causa secundaria para
disbiose nos casos apresentados para além da inflamacdo presente e também né&o

houve resposta ao metronidazol.

3.1.5. Linfangiectasia

A linfangiectasia é caracterizada como dilatacéo e disfuncdo marcada dos vasos
linfaticos intestinais. Os ductos quiliferos anormais sofrem rutura facilmente, libertando
linfa para o limen intestinal. Surge entdo uma PLE que culmina em hipoproteinémia. A
perda de linfécitos pelo extravasamento da linfa pode também levar a imunodeficiéncia,
a qual torna os caes afetados suscetiveis a inflamacao e neoplasias (Ettinger et al.
2017).

A linfangiectasia pode ser uma afecdo primaria (associada a alteracdes
generalizadas na estrutura dos vasos linfaticos) ou surgir secundariamente a obstrucéo
ou infiltragcdo de vasos linfaticos por inflamagéo, fibrose ou processo neoplasico,
obstrucéo do ducto toracico, insuficiéncia cardiaca direita ou tamponamento cardiaco.

Os sinais clinicos de linfangiectasia incluem perda de peso, esteatorreia, perda

de peso, polifagia ou anorexia, vémito e letargia, apresentando assim sinais compativeis
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também com EC. Em casos de hipoalbuminémia grave, pode-se também desenvolver
ascite ou edema periférico (Ettinger et al. 2017).

As andlises laboratoriais realizadas geralmente revelam panhipoproteinémia,
hipocolesterolémia, linfopenia, hipomagnesiémia e hipocalcemia. A ecografia s&o
também frequentemente identificadas estriacdes hiperecogénicas na mucosa, mas a
especificidade deste sinal ndo é conhecida. Estudos endoscépicos geralmente
permitem a observacéo de exsudado leitoso no lumen intestinal ou goticulas lipidicas —
as caracteristicas macroscopicas visualizadas endoscopicamente permitem fortalecer a
suspeita clinica, mas sdo necessarias bidpsias full-thickness para confirmacéo do
diagnéstico. A verdadeira linfangiectasia tem que ser distinguida da dilatacdo pos-
prandrial normal dos quiliferos e da dilatacdo secundéria geralmente observada na EC.

O tratamento da linfangiectasia secundaria requer identificacao e tratamento da
causa subjacente (e.g. remocdo cirirgica de massas, pericardiectomia ou
pericardiocentese, etc). O tratamento da linfangiectasia primaria, contudo, apresenta
alguma sobreposicao com o da EC, sendo os glucocérticoides e o maneio alimentar as
estratégias mais importantes (Ettinger et al. 2017).

Sao utilizadas doses anti-inflamatdrias de glucocorticoides (prednisolona 0.5-
1.0mg/kg PO gl12h, desmamada lentamente se possivel), especialmente na presenca
concomitante de linfangite, lipogranulomas e/ou infiltrado linfoplasmocitico. A dieta
preferencial é baixa em gordura, com elevada densidade calérica e altamente digerivel.
E também aconselhada a suplementacdo com vitaminas lipossolaveis (A, D, E e K). No
caso de existirem derrames ou edema é aconselhada a implementagéo de diuréticos,
sendo a associagao de furosemida e espironolactona a mais recomendada (Ettinger et
al. 2017).

A resposta ao tratamento é imprevisivel mas é possivel alcancgar-se periodos de
remissdo de meses a varios anos. O progndstico, contudo, é mau, uma vez que todos
0s animais acabam por sucumbir a diarreia incontrolavel, derrames e ma-nutricdo
(Ettinger et al. 2017).

Nos casos apresentados, nenhuma das analises histopatolégicas referiu a
possivel presenca de linfangiectasia ou mesmo dilatagdo dos ductos quiliferos, sendo

este diagnostico pouco provavel.

3.1.6. Linfoma gastrointestinal

O linfoma gastrointestinal ou linfoma digestivo é caracterizado por infiltracdo da
mucosa, submucosa e/ou do epitélio intestinal por linfocitos neoplasticos.

Microscopicamente, estas células podem infiltrar o epitélio ou penetrar em profundidade,
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afetando camadas musculares subjacentes e linfonodos mesentéricos. A apresentacao
pode ser focal, que geralmente estd associada a formacdo de massas e pode levar a
obstrucédo, ou difusa, que geralmente leva a PLE (Ettinger et al. 2017).

O linfoma gastrointestinal em caes surge mais frequentemente em animais de
meia-idade ou idosos. A sintomatologia mais comum envolve perda de peso, anorexia,
diarreia cronica, hematemese, melena e, por vezes, dor & palpacdo abdominal. A
apresentacdo clinica do linfoma gastrointestinal é entdo muito semelhante a EC (Ettinger
et al. 2017).

As andlises hematologicas de cdes com linfoma gastrointestinal geralmente
revelam anemia normocitica normocrémica ndo regenerativa ou microcicita e
hipocrémica. Nas andlises bioquimicas, estando presente uma forma difusa de linfoma
e PLE, pode-se observar panhipoproteinémia. No entanto, ocasionalmente, linfoma de
células B pode causar hiperglobulinémia por gamapatia monoclonal (Ettinger et al.
2017).

A semelhanca da EC, o linfoma gastrointestinal também pode dar origem a
reducd@o da cobalamina e acido félico circulantes, secundariamente a mé absorcao ou
consumo de &cido félico pelas células tumorais. A hipovitaminose D também pode
surgir.

O estudo ecogréfico da cavidade abdominal pode revelar espessamento das
camadas do intestino e perda de distingdo entre camadas, 0 que ocorre menos
frequentemente na EC. Também pode ocorrer linfadenopatia mesentérica por infiltragéo
neopléasica ou por hiperplasia reacional devida a inflamacdo. Endoscopicamente
também néo é possivel distinguir visualmente linfoma de EC, sendo sempre necessaria
a realizacdo de bidpsias — biopsias full-thickness obtidas cirurgicamente sdo preferiveis
a biépsias obtidas por endoscopia. No entanto, dependendo do estado geral do animal,
este pode ndo estar em condi¢des de ser submetido a uma intervengdo mais invasiva
(Ettinger et al. 2017).

Existem analises acessérias que, independentemente do método de bidpsia,
permitem fenotipar as linhas celulares presentes, possibilitado a distincdo entre EC e
linffoma. Andlises de imunohistoquimica e imunofenotipagem permitem também
diferenciar em linfoma de células B e células T (Rao 2010).

A PARR (“‘PCR for Antigen Receptor Rearrangements”) é um ensaio de
clonalidade que permite distinguir células linfoides neoplasicas de inflamatérias. As
neoplasias linfoides sdo geralmente expansdes monoclonais de células linféides
malignas, enquanto células linféides inflamatérias tendem a ser policlonais (Ettinger et
al. 2017).
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O tratamento em cées envolve prednisolona e clorambucilo. Independentemente
do protocolo terapéutico, no entanto, o progndstico é mau, podendo a sobrevida variar
entre 17 dias e 29 meses, dependendo da linhagem celular envolvida (Ettinger et al.
2017).

Em nenhum dos casos as bidpsias foram submetidas para teste de clonalidade
ou imunohistoquimica, ndo sendo possivel excluir definitivamente a possibilidade de se
tratar de linfoma gastrointestinal. No entanto, a resposta a tratamento leishmanicida em
todos os animais e a auséncia de aspeto ecogréafico que levantasse fortes suspeitas,

este diagndstico torna-se improvavel.

3.1.7. EC nado responsiva a tratamento (NRD)

Enteropatia refrataria ao tratamento é dificil de identificar inequivocamente. Um
estudo (Benvenuti et al. 2021) identifica a taxa de ndo-resposta entre 9-11%, com baixa
condigdo corporal, hipoalbuminémia e dilagdo dos ductos quiliferos como fatores
preditores para auséncia de resposta ao tratamento. No entanto, alguns animais que
aparentam ser nao-responsivos ao tratamento convencional (dieta, antibioterapia e
glucocorticoides) podem responder a outros imunomoduladores (Masashi et al. 2006).
Existem também estudos que mostram que certos caes diagnosticados com NRD
respondem a transplantes fecais (Igarashi et al. 2014, Berlanda et al. 2010).

Como em muitos casos, incluindo os que aqui foram reunidos, ndo é estudada a
clonalidade das células inflamatérias presentes, alguns animais diagnosticados com
NRD podem ter linfoma gastrointestinal ndo detetado (Benvenuti et al. 2021). A dilatacdo
dos ductos quiliferos frequentemente encontrada na NRD aponta também para a
possibilidade de se tratar de linfangiectasia.

Tendo em conta a resposta positiva a tratamento leishmanicida torna-se
improvavel qualquer um dos casos se tratar de verdadeira NRD associada a infegédo

fortuita por L. infantum.

3.1.8. Causas extraintestinais:

3.1.8.1. Insuficiéncia pancreética exocrina (IPE) e obstrucéo do
ducto pancreético

Em cées, as causas mais comuns de |IPE s&o pancreatite cronica e atrofia acinar
pancreatica (AAP). AAP esta quase exclusivamente descrita em Pastores Alemaes,
Rough Collies e Eurasians. A obstru¢do do ducto pancreatico por tumor ou lesdo

cirurgica também pode ocorrer raramente (Dossin, 2011).
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A IPE é uma afecao caracterizada por diminuigéo (cerca de 90%) de producéo
ou libertacdo de enzimas produzidas no pancreas exdcrino. Dada a insuficiéncia
enzimatica presente, a digestdo e, consequentemente, a absor¢cao de nutrientes fica
fortemente comprometida nos animais afetados. A acumulacdo subsequente de
nutrientes ndo digeridos no limen intestinal leva a diarreia e proliferacdo bacteriana
(SIBO secundario). Pensa-se que a auséncia de fatores tréficos geralmente produzidos
pelo pancreas levem também a desregulacdo da mucosa intestinal, contribuindo
também para o fenbmeno de ma-absorcao (Dossin, 2011).

A apresentacdo clinica mais frequente de IPE inclui a emissdo de fezes
volumosas pouco moldadas (sendo diarreia aquosa pouco frequente), esteatorreia,
borborigmos, flatuléncia e perda de peso apesar de polifagia. A coprofagia e picacismo
também podem estar presentes. A vémito, melena e hematoquézia n&o estao
geralmente associadas a IPE (Ettinger et al. 2017).

A medigao de “canine Trypsin-like immunoreactivity” (cTLI) sérica é o teste de
eleicdo para diagnéstico de IPE nos cdes. Cées com IPE apresentam valores de cTLI
muito diminuidos, podendo variar entre indetetaveis e 2.5 pg/L. Este limite de referéncia
permite garantir elevada sensibilidade e especificidade para diagnéstico de cTLI. O
tratamento, geralmente, envolve substituicdo enzimatica para a vida (Dossin, 2011).

Dois casos (#1 e #3) foram testados para possivel IPE, estando os resultados

discutidos mais a frente, na seccgao “Folatos, cobalamina, cTLI":

3.1.8.2. Pancreatite

A apresentagdo clinica de pancreatite pode ser muito variavel. Muitos animais,
especialmente aqueles com pancreatite cronica, podem ser assintomaticos. A
apresentacgdo classica de pancreatite, no entanto, € muito inespecifica e inclui vémito,
letargia, dor abdominal, anorexia/hiporexia e desidratacdo. Alguns cdes podem
apresentar também diarreia e febre. Casos mais graves podem desenvolver
complicacdes sistémicas como lesdo renal, encefalopatia pancreatica e diatese
hemorragica (Bostrom et al. 2013).

Os parametros analiticos sdo muito inespecificos, sendo o teste de elei¢cdo para
diagnostico de pancreatite é “canine Pancreatic Lipase Immunoreactivity” (cPLI). A
sensibilidade deste teste depende da gravidade da pancreatite, apresentando cerca de
80% de sensibilidade para pancreatite aguda grave e 60% para pancreatite moderada
(Trivedi et al. 2011).

O tratamento de pancreatite inclui sobretudo tratamento de suporte com

fluidoterapia agressiva, analgesia e anti-eméticos. Em qualquer caso de pancreatite, no
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entanto, € importante investigar a existéncia de uma causa subjacente, incluindo
despistar anomalias analiticas como hipercalcemia e hipertrigliceridemia. O
desenvolvimento de pancreatite pode também estar ligado a uma grande variedade de
medicacdes, sendo necessario considerar o historial médico do animal cuidadosamente
(Bostrom et al. 2013).

A presenca de pancreatite concomitante ao quadro clinico gastrointestinal
exibido em todos os casos é possivel, mas tendo em conta a terapéutica de suporte
instituida e a falta de resposta, torna-se improvavel que seja a causa Unica da

sintomatologia exibida.

3.1.8.3. Hipoadrenocorticismo

O hipoadrenocorticismo (HA) surge mais frequentemente como uma deficiéncia
primaria na producao de glucocérticoides e mineralocorticoides. A etiologia mais comum
€ a destruicdo imunomediada do cortex adrenal. O hipoadrenocorticismo secundario,
por outro lado, surge associado a doenga hipofiséria, que causa deficiéncia de hormona
adrenocorticotropica (ACTH). O HA é mais frequentemente diagnosticado em cées
jovens (3-4 anos), sendo mais comum em fémeas e em ragas especificas (Golden
Retriever, Yorkshire Terrier, American Pitbull Terrier) (Schofield et al. 2021).

Os sinais clinicos mais comuns sdo vomito (associado ou nao a diarreia),
depressdo, letargia, fraqueza muscular, dor abdominal e PU/PD. Apesar de
hematémese, melena e hematoquézia estarem tradicionalmente associados a HA, caes
com manifestacbes gastrointestinais ndo relacionadas com HA apresentam mais
frequentemente estes sinais. Ao exame fisico, estes animais podem também apresentar
hipotensédo, devido a hipovolémia e deficiéncia de glucorticoides, e bradicardia,
associada a hipercalemia (Schofield et al. 2021).

Os sinais analiticos mais comuns no hipoadrenocorticismo séo hipercaliémia e
hiponatrémia (cerca de >80% dos cées). O racio Na:K com um cut-off de 27 apresenta
uma sensibilidade e especificidade de cerca de 95%. A hiponatremia surge em
sequéncia de deficiéncia de aldosterona, levando a perda de sédio pela urina. O sddio,
sendo um agente osmatico, induz diurese osmética, o que explica a polidria observada
nos animais afetados e a consequente polidipsia compensatoria. E importante notar, no
entanto, que um racio Na:K baixo pode também estar associado a salmonelose e
tricuriose (pseudo-hipoadrenocorticismo) (Schofield et al. 2021).

A deficiéncia em glucocorticoides, por outro lado, explica alteragbes como
neutropenia, linfocitose e eosinofilia. Uma contagem de linfécitos total superior a 2000

cels/pL permite obter uma sensibilidade de 58% e uma especificidade de 85%. O teste
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de eleicdo para diagnodstico de hipoadrenocorticismo é, no entanto, o teste de
estimulacdo com ACTH. O tratamento implica suplementacdo com glucocorticoides e
mineralocorticoides para toda a vida (Schofield et al. 2021).

Em todos os casos, foi realizado o despiste de HA, tendo havido uma resposta

adequada a estimulagdo com ACTH em todos.

3.2. Apresentacéo e sinais classicos de leishmaniose

Todos os casos apresentavam, ao exame fisico, sinais clinicos frequentemente
associados a leishmaniose (Solano-Gallego et al. 2009) como atrofia dos musculos
mastigadores (casos #2 e #3), baixa condicdo corporal (todos os casos), palidez das
muscosas (casos #1 e 2), letargia (casos #1 e #3) e hepatomegalia (caso #3).

Analiticamente, o0s casos #1 e #2 apresentavam hiperproteinémia,
hipoalbuminémia, hiperglobulinémia e diminuicdo do racio albumina-globulina. Estas
sdo as alteragbes bioquimicas mais frequentemente associadas a cdes com
leishmaniose clinica. E particularmente frequente encontrar gamapatia policlonal, sendo
a hiperglobulinemia beta policlonal a menos comum. Outros sinais como anemia
(presente em todos os casos), assim como leucocitose e trombocitopenia (casos #1 e
#3) também sdo comuns (Solano-Gallego et al 2011).

Os casos #1 e #2 apresentavam também alterac6es nos parametros renais e
RPCU compativeis com leishmaniose ativa. A proteindria, tal como a uveite presente no
caso #1, esta muito frequentemente presente devido a formacdo de imunocomplexos,
podendo, com a progressdo da doenca desenvolver-se também sindrome nefrético
(Sykes et al. 2013).

Outros sinais como elevacéo das enzimas hepéticas e hepatomegalia (caso #3)

também fazem parte do quadro clinico de leishmaniose (Solano-Gallego et al. 2011).

3.3. Sinais imagioldgicos

As ecografias realizadas durante o periodo de hospitalizagdo do caso #2
revelaram espessamento das ansas intestinais com camadas mantidas pontuacao
hiperecogénica, esplenomegalia e hepatomegalia. Para além disso foi observada
também uma diminuicdo da ecogenicidade pancredtica, levantando a suspeita da
presenca de uma pancreatite concomitante — foi realizada avaliacdo da atividade da
DGGR-Lipase em seguimento da ecografia, tendo sido obtido o valor de 133U/L.
Utilizando o limite superior de 120 U/L, esta andlise tem uma especificidade reduzida
(Trivedi et al. 2011), tendo sido a hipétese de pancreatite considerada improvavel na

altura.

51



E importante notar, no entanto, que a presenca de amastigotas de Leishmania
infantum no pancreas ja foi previamente descrita. Para além disso, uma das
apresentacfes mais raras de leishmaniose em cées inclui pancreatite aguda
hemorragica (Carrosco et al. 1997).

A esplenomegalia observada no caso #2 (tanto a ecografia como na radiografia —
fig 9) é consistente com infecdo por Leishmania, que adquire um carater progressivo no
baco com o desenvolvimento da doenca, levando a destruicdo da arquitetura da polpa
branca e substituicdo da polpa vermelha por plasmdcitos. Ecograficamente, o baco de
animais afetados com leishmaniose visceral pode ter uma variedade de apresentacoes,
incluindo “favo-de-mel”, marmoreado ou rendilhado (“moth-eaten”), estando estas duas

Ultimas ecotexturas associadas a infecdo moderada a grave (Hermida et al. 2018).

Propietario: Joaquim Borges
Animal: Toto

Fecha: 17-Mar-2019 13:04:18
R Abdomen Lateral

Figura 9 — Imagem retirada do arquivo GuruVet: radiografia realizada para despiste
de corpo estranho no caso #2. Sem sinais obstrutivos mas com esplenomegalia evidente

(seta cor-de-laranja).

Em contraste com o baco, onde a infecdo é progressiva, no figado de cées
afetados por leishmaniose, ha algum controlo da doenca. Em alguns casos, pode ndo
haver alterac@o da arquitetura hepatica excetuando a presenca de macréfagos isolados
ou em grupos nos capilares sinusoides. Mais frequentemente, surge infiltracdo
granulomatosa e piogranulomatosa do parénquima hepatico, especialmente em zonas

periportais. Em situacfes esporadicas mais graves pode surgir fibrose periportal com
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infiltrac&o linfoplasmocitica marcada e invaséo dos capilares sinusoides por plasmaocitos
e linfocitos (Rallis et al. 2005).

Os sinais ecograficos intestinais sdo compativeis com enteropatia crénica apesar
de a espessura da parede intestinal ndo ser considerada especifica ou sensivel para
diagnéstico de EC. A maioria dos cdes com infiltrados inflamatérios no trato
gastrointestinal apresentam uma parede intestinal com arquitetura mantida, o que é
consistente com o verificado no caso #2. Estrias ou pontuacdo hiperecogénicas na
mucosa intestinal podem estar associadas a inflamacdo ou linfangiectasia, com

dilatacdo dos ductos quiliferos (Gaschen and Kircher 2007).

3.4. Helicobacter

As bidpsias efetuadas no caso #3 foram também submetidas para pesquisa de
Helicobacter spp. por PCR, a qual se revelou positiva. O impacto de Helicobacter spp.
neste quadro é questionavel. Ha uma elevada percentagem de animais saudaveis (67%-
100%) que apresentam Helicobacter spp. no trato digestivo, em particular no estbmago.
Os animais de companhia podem ser portadores de varias espécies de Helicobacter
spp, inclusivamente H. pylori, a espécie mais patogénica em seres humanos. No
entanto, as espécies mais comummente relatadas em caes sao H. bizzozeronii e H.
salomonis, as quais correspondem a espécies de maiores dimensfes que ndo aderem
ao epitélio digestivo, colonizando o muco e as glandulas gastricas (Ettinger et al. 2017).
Estas espécies sado distintas das espécies enterohepaticas que colonizam o intestino
delgado distal e o célon. Espécies enterohepéaticas como H. hepaticus, em seres
humanos, foram inicialmente ligadas a lesGes hepaticas, no entanto, colonizam
primariamente o ceco e o célon, podendo causar inflamacgédo intestinal crénica grave,
semelhante a Doenga de Crohn em seres humanos e colite ulcerativa (Neiger and
Simpson 2000).

Varios estudos indicam que cées infetados com Helicobacter spp apresentam
degenerescéncia glandular gastrica, anticorpos anti-Helicobacter circulantes e
hiperplasia linfoide variavel. No entanto, a funcao secretdria gastrica e o grau de
inflamag&o mononuclear sdo semelhantes aos de cdes saudaveis. Para além disso,
apesar de alguns animais apresentarem gastrite associada a este tipo de colonizacao
bacteriana, a infegdo por Helicobacter em animais de companhia néo esta associada a
Ulceras ou neoplasias gastricas, alteragdes na gastrina sérica ou hipersecrecao de acido
géstrico (Neiger and Simpson 2000).

A limitada resposta inflamatoria e auséncia de sinais clinicos na maioria de cées

infetados com espécies ndo-pylori de Helicobacter, apesar da presenca de anticorpos
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anti-Helicobacter e hiperplasia linfoide, sugere que a maioria das espécies que
colonizam os animais de companhia sdo comensais e que sintomatologia gastrica pode
surgir em sequéncia de perda de tolerdncia ou na presenca de outras doencas
concomitantes (Neiger and Simpson 2000, Jankowski et al. 2016).

Apesar dos sinais histopatolégicos de gastrite observados no caso #3, as queixas
iniciais ndo incluiam vémito ou nausea. Para além disso, 0 caso apresentava também
inflamacdo entérica linfoplasmocitica, a qual ndo esta associada a infecdo por
helicobacter em cées (Ettinger et al. 2017).

A infecao por helicobacter ja foi também associada previamente a leishmaniose.
Uma cadela com histdria de vémito intermitente, perda de peso e hipoalbuminémia foi
diagnosticada com leishmaniose, helicobacteriose e doengca de Ménétrier, uma
gastropatia hipertrofica muito rara em cées. As bidpsias gastricas realizadas na altura
revelaram a presenca de gastrite granulomatosa. Foi instituido tratamento para
helicobacteriose (amoxicilina 15mg/kg PO g12h durante 14 dias, metronidazol 10mg/kg
PO 12h durante 14 dias e subsalicilato de bismuto), o que reduziu ligeiramente os
episodios de vomito, e para a leishmaniose, o que os reduziu mais significativamente.
As biopsias realizadas apés tratamento revelaram resolucéo da gastrite granulomatosa
previamente observada, 0 que aponta tanto para o envolvimento de Leishmania

infantum como de Helicobater neste quadro (Lagerstedt et al. 2021).

3.5. Folatos, cobalamina, cTLI

A absorc¢éo de acido félico e cobalamina (vitamina B12) é um processo complexo
e clinicamente importante que auxilia ha determinagédo da localizagédo e gravidade da
doenca intestinal. O &cido félico (vitamina B9) é absorvido o intestino delgado proximal
enguanto a cobalamina, ligada ao fator intrinseco (FI), € absorvida no ileo (Ettinger et.
Al 2017).

Tradicionalmente, o sobrecrescimento bacteriano (SIBO) no intestino esté ligado
a diminuicdo de absorcéo de cobalamina por incorporacao bacteriana e aumento de
acido folico por sintese bacteriana. No entanto, estas alteracdes ndo sdo sensiveis e
ndo podem ser utilizadas para fazer um diagnéstico definitivo. Para além disso, ndo se
correlacionam com possivel resposta da EC a antibioterapia (Ettinger et al. 2017).

No caso #1 foi detetada hipercobalaminemia, cTLI aumentada e acido félico no
limite inferior do limite de referéncia. Na maioria dos casos, um valor de cTLI elevado
permite excluir insuficiéncia pancreéatica exdcrina (IPE) como diagndstico diferencial.
Por outro lado, valores elevados de cTLI podem estar associados a desidratacéo

extrema, pancreatite aguda ou crénica (apesar de a sensibilidade deste parametro para
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pancreatite ser muito baixa (Trivedi et al. 2011)), doenca renal e obstrucdo do ducto
pancreatico (mesmo em casos com IPE).

A hipercobalaminémia, até recentemente, era considerada um sinal benigno. No
entanto, atualmente, ja foi ligada a presenca de neoplasias e doencas crénicas,
incluindo EC (Kather et al 2020).

A diminuicdo do &cido folico sérico geralmente estd associada a doenca do
intestino delgado proximal. O folato é fornecido pela alimentacdo na forma de
poliglutamato, a qual ndo é facilmente absorvida. No intestino delgado proximal, a acdo
da enzima folato desconjugase leva a obtencdo de monoglutamato, uma forma mais
biodisponivel de &cido félico. Nos casos com EC, tanto os transportadores de folato
como a desconjugase sao destruidos, impedindo a sua absor¢éo (Kather et al 2020).

A hipocobalaminémia detetada no caso #3 é consistente com doenca do intestino
delgado distal, ma-absorcdo e possivel dishiose. Em cdes com doenca cronica do
intestino delgado distal, em particular do ileo, pode haver destruicdo de recetores de
cobalamina, impedindo a sua absorcédo. IPE também pode causar hipocobalaminémia,
uma vez que o Fl é produzido quase em exclusividade pelo pancreas exécrino nos caes

(Kather et al 2020), no entanto, no caso #3 o valor de cTLI apresentava-se normal.

4. Conclusao

Assumindo que os sinais gastrointestinais evidenciados pelos casos se devem a
infecdo por L. infantum, pode-se afirmar que, clinicamente, a leishmaniose pode ter
apresentacgdes bastante distintas no aparelho digestivo: os casos #1 e #2 apresentavam
diarreia de origem mista com um quadro de hemorragia gastrointestinal associado
enguanto o caso #3 apresentava exclusivamente diarreia de intestino delgado e sinais
compativeis com ma-absorgao.

Histologicamente as lesdes identificadas nas bidpsias realizadas também sédo
distintas — gastrite erosiva (caso #2) e enterite linfoplasmocitica associada a gastrite
catarral (caso #3) — ndo parecendo haver padrdo patognomonico para manifestacao
gastrointestinal de leishmaniose. Isto € concordante com a bibliografia, que descreve
uma variedade de apresentacdes histopatoldgicas induzidas por L. infantum.

A leishmaniose com manifestacdo gastrointestinal estd associada a parametros
analiticos especificos que também estao presentes na enteropatia cronica, dificultando
a sua associacao — tanto a enteropatia cronica (enteropatia com perda de proteina)
como a leishmaniose podem dar origem a hipoalbuminémia ambas apresentam
significativamente pior prognostico quanto maior o grau de hipovitaminose D que

induzem.
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Dada a natureza altamente variavel da apresentagdo da infecdo por Leishmania
infantum no intestino do ponto de vista clinico, macroscépico e histopatoldgico, a
leishmaniose deveria ser incluida sistematicamente na rotina clinica como diagnéstico

diferencial de enteropatia crénica, especialmente quando é refrataria ao tratamento.
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Anexos

Anexo 1: Poster e abstract — Enteropatia crénica refrataria ao tratamento,
associada a infecdo natural por Leishmania infantum — Estudo de 3 casos
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Canina (CanLeish) € uma doenga endémica na 2o0na
Mediterranica, podendo ter uma apresentagdo visceral ou mucocutanea e
exibir uma grande varledade de sinais clinicos tals como uvelte, atrofia dos
mastigadores, claudicacdo, linfadenomegélia, hepatopatia, doen¢a renal ou

dermatite esfollativa. Contudo, pode ainda apresentar manifestacdes atipicas Este estudo tem como objetivo consciencializar a
que dificultam o seu diagnéstico, nomeadamente alteragdes gastrointestinais: classe médico-veterindrla para o facto de a
leishmaniose associada a colite linfo-plasmocitiria e granulomatosa [1],  lelshmaniose poder surgir como causa de um quadro

enterocolite e gastrite linfoplasmocitica e histiocitica [2], duodenite de enteropatia crénica.
granulomatosa [3], enterocolite neutrofilica e histiocitica [4].

CASOS CLINICOS

«=  Trés cdes, dois machos inteiros (Labrador Retriever e Teckel) e
uma fémea inteira (Border Collie) foram referenciados por

sinais de gastroenterite crénica refratina 20 tratamento.

<= [ois animais (Border Collie e Teckel) apresentavam vomito
diarreia de origem mista com presenca episddica de
hematoquézia e medena engquanto um (Labrador Retnever)
tinha um quadro de diarreia crénica de intestina delgado
(Nquida, associada a perda de pesa).

« Dois dos cles j& tinham sido submetidos a bidpsias -
bidpsias gastricas por laparotoméa no Teckel e bidpsias
gastricas e duodenais por gastroduodenoscopia no Labrador
- tendo-se obtido o diagnéstico histopatoldgico de gastrite
erosiva e  gastrite  hiperplisica com  enterite

linfoplasmecitaria, respetivamente. FG 1 - Laboudsr Rekievar avmd &0 Falarecss - Aotols & Fg. 2 - Bonder Coll com Lamie & 630 Cuthned AP0 ckia
g ad s G T

w= Todos anemais j& tinham sido previamente tratados com
prednisolona, metronidazole e dieta do tipo gastrointestinal «= Todos os animais foram submetidos a ecografia abdominal, a qual n3o revelou
ou hipoalergénica, sendo refratarios 3 terapéutica. alteragdes significativas com excegdo de hipomatilidade e distensio géstrica no

3 Teckel.
«=  Ap exame dinico apresentavam:

«= fol efetuada serologia (Leiscan®) a qual se revelou positiva para os 3 casos —
* Unfadenomegdlia (Border Collie); Razio positiva em todos os ces.

o= foi efetuado PCR para Leishmania infantum nas bidpsias digestivas de um dos
casos (Teckel), que se revelou positivo. O diagndstico de gastroenteropatia

™ Atrofia dos mastigadores (Teckel e Labrador Retriever).

a A nivel das andlises hematobioquimicas e urina tipo I crénica associada a infegdo por Canleish foi estabeledido.
evelavam:
! = «= Todos os arimais foram tratades com alopurinol e antimaoniato de meglumina e o
~ Hipoalbuminémia (Teckel e Border Collie); tratamento imunossupressar previamente instaurado foi progressivamente
redundo e descontinuado. Todos 0s casos resolveram os sinais digestvos apés
« Hiperpratemnémia [Teckel e Border Collie); tratamento da Canlessh.

«=  Um dos casos (Labrador) seronegativou 6 meses mais tarde. O Teckel e o Border

Collie resolveram os sinais digestivos, mantiveram-se estivets do ponto de vista
~ Anemia hiporregenerativa {Tecke! e Labradar Retriever]; dinico ap6és tratamento da Leishmaniose tendo ambos recidivado cerca de um
ano depois, com um quadro de glomerulonefrite que justificou euvtandsia.

~ Hiperglobulinémia (Teckel e 8arder Collie);

~ Proteinuria (Tecke! e SBorder Collie).

CONCLUSAO

== Esta série de casos sublinha a necessidade de inclusdo da CanLeish nos diagnésticos diferenciais de
enteropatias crénicas, sobretudo as refratarias ao tratamento médico, mesmo aquando da auséncia de
sinals classicos da doenca.
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A Leishmaniose Canina (CanLeish) € uma doenca endémica ha zona
Mediterranica, podendo ter uma apresentacdo visceral ou mucocutanea e exibir uma
grande variedade de sinais clinicos tais como uveite, atrofia dos mastigadores,
claudicacao, linfadenomegalia, hepatopatia, doenca renal ou dermatite esfoliativa.
Contudo, a leishmaniose pode ainda apresentar manifestagdes atipicas que dificultam
o seu diagnostico, nomeadamente alteragcfes gastrointestinais: leishmaniose associada
a colite linfo-plasmocitéria e granulomatosa [1], enterocolite e gastrite linfoplasmocitica
e histiocitica [2], duodenite granulomatosa [3], enterocolite neutrofilica e histiocitica [4].
Este estudo tem como objetivo consciencializar a classe médico-veterinaria para o facto
de a CanLeish poder surgir como causa de um quadro de enteropatia crénica. Trés caes,
dois machos inteiros (Labrador Retriever e Teckel) e uma fémea inteira (Border Collie),
foram referenciados por sinais de gastroenterite cronica refrataria ao tratamento. Em
detalhe, dois animais (Border Collie e Teckel) apresentavam vomito e diarreia de origem
mista com presenca episodica de hematoquézia e melena enquanto um (Labrador
Retriever) tinha um quadro de diarreia crénica de intestino delgado (liquida, associada
a perda de peso). Anteriormente a referéncia, dois cées ja tinham sido submetidos a
bi6psias digestivas (bidpsias gastricas por laparotomia no Teckel e bidpsias gastricas e
duodenais por gastroduodenoscopia no Labrador) tendo-se obtido o diagnéstico
histopatoldgico de gastrite erosiva e gastrite hiperplasica com enterite linfoplasmocitéaria,
respetivamente. Todos animais ja tinham sido previamente tratados com prednisolona,
metronidazole e dieta do tipo gastrointestinal ou hipoalergénica, sendo refratarios a
terapéutica. Ao exame clinico, um céo apresentava linfadenomegalia (Border Collie) e
dois tinham atrofia dos mastigadores (Teckel e Labrador Retriever). Relativamente as
analises hematobioquimicas e urina tipo Il, os caes revelavam hiperproteinémia (Teckel
e Border Collie), hipoalbuminémia (Teckel e Border Collie), hiperglobulinémia (Teckel e
Border Collie), anemia hiporregenerativa (Teckel e Labrador Retriever) e proteinuria
(Teckel e Border Collie). Todos os animais foram submetidos a ecografia abdominal, a
qual n&do revelou alteragdes significativas com excecdo de hipomotilidade e distensdo
gastrica no Teckel. Dadas as alteracdes clinico-patolégicas observadas, foi efetuada
serologia (Leiscan®) a qual se revelou positiva para os 3 casos (razéo positiva em todos
os cdaes). De forma complementar, foi efetuado PCR para Leishmania infantum nas
biopsias digestivas de um dos casos (Teckel), que se revelou positivo. O diagndstico de
gastroenteropatia crénica associada a infe¢do por CanLeish foi estabelecido. Todos os
animais foram tratados com alopurinol e antimoniato de meglumina e o tratamento
imunossupressor previamente instaurado foi progressivamente reduzido e
descontinuado. Todos os casos resolveram os sinais digestivos apés tratamento da
CanLeish. Um dos casos (Labrador) seronegativou 6 meses mais tarde. O Teckel e 0
Border Collie resolveram os sinais digestivos, mantiveram-se estaveis do ponto de vista
clinico apos tratamento da Leishmaniose tendo ambos recidivado 6 meses e 11 meses
depois, respetivamente, com um quadro de glomerulonefrite (associada a uveite e
nédulos cutaneos no Border Collie) que justificou eutanasia. Esta série de casos
sublinha a necessidade de inclusdo da CanLeish nos diagndésticos diferenciais de
enteropatias cronicas, sobretudo as refratérias ao tratamento médico, mesmo aquando
da auséncia de sinais classicos da doenca.
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