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A LEISHMANIOSE CANINA E OS CONDICIONALISMOS DETERMINADOS PELAS
RESPECTIVAS ALTERACOES RENAIS

Resumo

A Leishmaniose € uma doenca zoonotica causada pelo protozoario da espécie Leishmania
infantum, que existe predominantemente na Bacia do Mediterraneo. O ciclo de vida deste
parasita requer a existéncia de um vector, um insecto do género Phlebotomus, que é
responsavel pela transmissdo das formas infectantes, os promastigotas metaciclicos, aos
hospedeiros vertebrados, nomeadamente os canideos. Em Portugal, apenas as espécies P.
ariasi e P. perniciosus sdo vectores comprovados de L. infantum.

As caracteristicas clinicas da Leishmaniose canina variam amplamente como consequéncia
dos numerosos mecanismos patogénicos do protozoario, da diversidade de respostas
imunolodgicas desenvolvidas nos hospedeiros e dos diferentes 6rgdos afectados. A doenca
renal pode ser a Gnica manifestacdo clinica nos animais infectados, podendo progredir de
proteinuria assintomética até sindrome nefrotico ou Insuficiéncia Renal Cronica, que é
responsavel pela degradacdo do estado geral e a principal causa de morte nos cdes com
Leishmaniose. A aplicacdo do tratamento adequado requer, previamente, um diagnostico
precoce da doenca e a avaliacdo do estado sanitario e imunitario do animal, através do exame
clinico e de exames complementares, que devem ser repetidos a cada 6 meses. A presenca de
Insuficiéncia Renal Cronica impde algumas limitag6es no tratamento da Leishmaniose canina,
sendo fundamental seleccionar cautelosamente os farmacos e respectivas doses a administrar
a cada paciente.

Neste estudo retrospectivo foram observados 19 canideos com Leishmaniose, sendo a sua
sintomatologia muito variavel, da qual se destaca a linfadenopatia, 0 emagrecimento e as
lesbes dermatoldgicas. As alteracdes laboratoriais mais frequentes foram a anemia ndo-
regenerativa, a trombocitopénia, a hiperproteinémia com hiperglobulinémia e a proteindria. O
diagnostico etiologico foi realizado com base nas técnicas de imunocromatografia rapida e de
imunofluorescéncia indirecta. Foi também diagnosticada Insuficiéncia Renal Cronica em 4
canideos da amostra. Diferentes farmacos foram utilizados no tratamento etioldgico e
sintomético, porém foi mais frequente a administracdo de alopurinol em monoterapia ou em

associagdo com o antimoniato de glucamina.

Palavras-chave: Leishmaniose; Leishmania infantum; Phlebotomus; Insuficiéncia Renal

Crobnica; canideo.
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CANINE LEISHMANIASIS AND CONSTRAINTS DETERMINED BY
THEIR RENAL CHANGES

Abstract

Leishmaniasis is a zoonotic disease caused by the protozoan Leishmania infantum, which is
the most common species of Leishmania in the Mediterranean basin. The life cycle of this
parasite requires the existence of a vector, the insect of the genus Phlebotomus, which is
responsible for the transmission of infectious form, the metacyclic promastigotes, to the
vertebrate host, namely the dog. In Portugal, only the species P. ariasi and P. perniciosus are
proven vectors of L. infantum.

The clinical features of canine Leishmaniasis are highly variable as a consequence of the
numerous pathogenic mechanisms, the diversity of immune responses of individual hosts and
the different organs affected. Renal disease may be the only clinical manifestation in infected
dogs and may progress from asymptomatic proteinuria to nephrotic syndrome or to Chronic
Kidney Disease, which is responsible for the deterioration of general condition and leading
cause of death in dogs with Leishmaniasis. The application of suitable treatment requires,
previously, an early diagnosis and assessment of dog’s health and immunity status, by clinical
examination and several routine diagnostic tests, which must be repeated every six months.
The presence of Chronic Kidney Disease imposes some limitations in the treatment of canine
Leishmaniasis and is necessary to select carefully the drugs and doses to be administered in
each patient.

In this retrospective study, 19 dogs with Leishmaniasis were observed and many clinical signs
were found, mainly lymphadenopathy, weight loss and dermatologic lesions. The most
frequent laboratory abnormalities were non-regenerative anemia, thrombocytopenia,
hyperproteinemia with hyperglobulinemia and proteinuria. The definitive diagnosis was made
by a rapid immunomigration test and indirect fluorescent antibody technique. Chronic Kidney
Disease was also diagnosed in 4 dogs of sample. Different drugs were used in the etiological
and symptomatic treatment, but the administration of alopurinol alone or in combination with

glucamine antimoniate were the most frequent.

Keywords: Leishmaniasis; Leishmania infantum; Phlebotomus; Chronic Kidney Disease;

dog.
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I. INTRODUCAO

No término do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, a autora realizou o estagio
curricular na Clinica Veterinaria da Associagdo de Protecgdo aos Animais Abandonados do
Cartaxo (VET APAAC), sob orientacdo do Dr. André Tojo e com o0 acompanhamento da Dra.
Sara Santos e do Dr. Francisco Gameiro. O estagio decorreu oficialmente entre 6 de Setembro
de 2010 e 8 de Janeiro de 2011, sendo posteriormente prolongado até 5 de Fevereiro de 2011,
0 que correspondeu a uma carga horéria total de 790 horas.

Durante o estigio a autora teve a oportunidade de assistir e participar nos servigos de
Medicina Interna, Imagiologia, Cirurgia e Internamento, prestados aos animais de companbhia.
A espécie que surgiu para consulta com maior frequéncia relativa foi a espécie canina
(75,1%), seguida da felina (24,5%) e dos animais exoticos (0,4%), dos quais se destacam
sobretudo os leporideos (0,3%) e os roedores (0,1%).

No servico de Medicina Interna, acompanhou e auxiliou o Médico Veterindrio durante a
realizacdo da anamnese, exame fisico e exames complementares, participou na discussdo dos
possiveis diagnosticos e das terapéuticas a instituir, colaborando ainda na sua administracao.
A autora pode contactar com diferentes areas da Medicina Interna, destacando-se, entre
outras, as consultas de medicina preventiva, reavaliacdo, dermatologia e gastroenterologia. Na
Tabela 1 estdo representadas as frequéncias relativas das consultas assistidas, tendo em conta

que o mesmo animal pode ser observado em mais do que uma especialidade.

Tabela 1 — Frequéncia relativa das consultas assistidas durante o estagio curricular

Medicina Preventiva 46,9% | Oftalmologia 1,5%
Reavaliagéo 20,9% | Nefrologia/Urologia 1,2%
Dermatologia 7,2% | Cardiologia 0,7%
Gastroenterologia 6,8% | Neurologia 0,6%
Ortopedia 4% | Endocrinologia 0,4%
Pneumologia 3% | Toxicologia 0,4%
Doencas Infecciosas/ Parasitarias 2,4% | Odontologia 0,1%
Reproducdo e Obstetricia 2,4% | Outros 1,5%

As consultas de medicina preventiva incluiram a emissdo de passaportes, as recomendagoes
aplicadas ao maneio e educacdo dos animais, a vacinacdo e desparasitacdo interna e/ou

externa, reforcando a sua importancia na prevencdo de doencas infecciosas e parasitérias, a
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colocagdo de microchip, como modo de identificacdo electronica do animal, e o corte de
unhas.

Nas consultas de reavaliacdo foi efectuado o acompanhamento pos-cirdrgico dos animais,
incluindo a desinfeccdo de suturas, mudanca de penso e remogdo de pontos ou agrafos, tendo
também sido realizadas transfusdes, analises sanguineas de seguimento e eutanasias.

Por outro lado, a autora considerou na &rea “Outros”, todas as consultas de emergéncia
observadas, sendo a maioria devido a traumatismo de natureza variada, como arma de fogo,
atropelamento ou queda, mas também incluiu casos mais atipicos, como a hipotermia
resultante de queda e permanéncia de um c&o num pogo.

Da totalidade de consultas presenciadas podem-se destacar alguns exemplos, pelo seu
particular interesse, como Doenca Vestibular numa gata, Hipotiroidismo em cadela (Figura
1), Hérnia Inguinal num céo (Figura 2), Carcinoma Espinocelular em gato (Figura 3), Doenca

Inflamatoria Cronica Intestinal num céo, entre muitos outros.

Figura 1 — Aspecto geral ¢ “cauda  Figura 2 — Hérnia Inguinal Figura 3 — Carcinoma
de rato” no Hipotiroidismo Canino  num cao (fotografia original) Espinocelular em gato
(fotografia original) (fotografia original)

No servico de Imagiologia, teve oportunidade de conhecer o funcionamento do aparelho de
raio-X, efectuar o posicionamento do animal, proceder a revelacao das peliculas radiogréficas,
participando, posteriormente, na sua interpretacdo. Durante o estagio curricular pode ainda
assistir, interpretar e debater, com o Médico Veterinario, algumas ecografias abdominais
realizadas. Entre os inumeros exames radiograficos elaborados, € possivel salientar a fractura
de mandibula numa cadela (Figura 4), fecaloma associado a ingestdo de 0ssos num cao

(Figura 5) e colapso traqueal num cao (Figura 6).



Figura 4 — Fractura de mandibula Figura 5 — Fecaloma num Figura 6 — Colapso traqueal

numa cadela (fotografia original) num céo (fotografia original) num cdo (fotografia original)

Na Cirurgia, participou na preparacdo pré-operatoria do animal, desempenhou a funcdo de
ajudante de cirurgido, monitorizou a anestesia e 0 pds-operatorio e, sob orientacdo do Médico
Veterinario, realizou suturas de pele e orquiectomias em gatos. No Grafico 1 encontram-se
discriminados os tipos de cirurgia realizados, destacando-se, pelo seu numero, as
ovariohisterectomias e as orquiectomias. Para a autora, a elevada frequéncia destes dois
procedimentos cirargicos revela, por um lado, a motivacdo dos proprietarios em reduzir o
comportamento sexual dos seus animais, mas por outro lado, comprova a crescente
consciencializagdo dos donos para os beneficios na salde que destas cirurgias podem advir,

quando realizadas em animais jovens.

Gréfico 1 — Frequéncia absoluta dos tipos de cirurgia assistidos durante o estagio curricular

Tipo de cirurgia

Amputacdo de digito
Amputagdo terapéutica de cauda
Destartarizacdo

Exérese de massa

Gastrotomia

Herniorrafia

Laparotomia exploratéria
Limpeza de abcesso
Limpeza/Sutura de feridas
Mastectomia

Orquiectomia
Ovariohisterectomia

Reducdo de fractura ortopédica
Remocéo de globo ocular
Resolucdo de otohematoma
Resolucdo de prolapso rectal
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No servico de Internamento, participou na monitorizacao, alimentacdo e passeios no exterior
dos animais, cooperou na realizagcdo de enemas, algaliagéo e lavagem vesical, auxiliou na
cateterizacdo dos pacientes para recolha de sangue e/ou para administracdo de fluidoterapia,
preparou e administrou as medicacOes prescritas pelo Médico Veterinario, fossem por via
oral, subcutanea, intramuscular ou endovenosa. Procedeu ainda a limpeza de feridas e
mudanca de pensos e contribuiu para a manutencdo da higiene dos animais e das instalacoes,
uma vez que esta é fundamental para o bem-estar animal e dos profissionais que nelas

trabalham.

Ao longo de todo o estdgio, a autora colaborou no atendimento ao publico, pode realizar
consultas de aconselhamento apds adopcdo de animais, preencher os formularios do
microchip, fazer a colheita e andlise de urina, colocar cateteres endovenosos, recolher sangue
para analise bioquimica e hematoldgica, realizar testes rapidos de diagnéstico de Leishmania,
Dirofilaria, Ehrlichia, Parvovirus, Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e Virus da
Leucemia Felina (FeLV), entre outros. Através de um microscépio Optico, pode observar
citologias cutaneas e auriculares, bem como esfregacos de sangue periférico para deteccdo de
microfilarias. Para além destas actividades, participou na preparacdo do material cirurgico e
na reposicdo de produtos e medicamentos, tendo ainda assistido a apresentacdo de novos
farmacos e equipamentos existentes no mercado nacional. A autora considera o estagio
curricular como uma etapa fundamental no longo percurso académico, uma vez que permitiu
colocar em prética algumas das aprendizagens obtidas no curso e contribuiu igualmente para
adquirir novos conhecimentos e competéncias, enquadrados na clinica médica e cirurgica, e

para interiorizar os comportamentos adequados ao exercicio da profissao.

O tema escolhido para a dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria foi “ A
Leishmaniose canina e os condicionalismos determinados pelas respectivas alteracdes renais”,
uma vez que esta € uma doenca de interesse para a autora, tendo uma prevaléncia significativa
na regido onde o estagio foi efectuado, e porque constitui uma das doencas parasitarias mais
importantes em Medicina Veterinaria, mas também em Salde Publica, pelo seu caracter
zoondtico. Esta doenga apresenta um desenvolvimento cronico, podendo ter quadros clinicos
e lesionais muito diversificados, dos quais se destacam, pela sua frequéncia, as lesbes renais,
cuja progressdao conduz a Insuficiéncia Renal Cronica (IRC). A dissertacdo encontra-se
dividida em duas partes: a primeira € constituida pela revisdo bibliografica sobre a
Leishmaniose e a IRC, onde se reuniu a informacdo obtida da consulta de livros e artigos
cientificos, enquanto a segunda parte representa o estudo retrospectivo dos casos clinicos de

Leishmaniose canina acompanhados ao longo do estagio curricular.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ETIOLOGIA

A Leishmaniose ¢ uma doenca zoonotica causada por um protozoario pertencente ao Reino
Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Sub-filo Mastigophora, Ordem
Kinetoplastida, Sub-ordem Trypanosomatina, Familia Trypanosomatidae e Género
Leishmania (Campillo et al., 1999).

O parasita Leishmania apresenta duas formas evolutivas e necessita de dois hospedeiros
diferentes (um insecto vector e um vertebrado) para completar o seu ciclo de vida. A forma
promastigota, presente no insecto, é extracelular, fusiforme, tem 5-20 pum de comprimento e
1-4 um de largura e apresenta um flagelo que lhe confere mobilidade (Roze, 2005). O género
Leishmania divide-se em sub-género Viannia e Leishmania, com base nas diferencas
existentes durante o desenvolvimento dos promastigotas no insecto vector (Baneth, 2006). Por
outro lado, no hospedeiro vertebrado é observada a forma amastigota (Figura 7), de formato
ovoide ou redondo, com 2,5-5 um de comprimento e 1,5-2 um de largura, desprovida de
motilidade, apresentando apenas um flagelo rudimentar, que ndo é visivel por microscopia
Optica convencional. As formas amastigotas estdo, geralmente, localizadas nas células do
Sistema Macrofégico Fagocitico (SMF), nomeadamente nos macréfagos, mondcitos, células
de Langerhans, células de Kupffer e células apresentadoras de antigénios (Roze, 2005;
Baneth, 2006).

Figura 7 — Formas amastigotas de Leishmania spp. no interior
e no exterior de um macrofago (fotografia original)

A estrutura basica de Leishmania é a de uma célula eucaridtica normal, apresentando 0s
organelos vulgarmente encontrados neste tipo de células. De salientar, que muitos dos seus

organelos sdo em namero singular e se localizam em regi6es especificas, como por exemplo o
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cinetoplasto, que € observado perto da origem do flagelo, em ambas as formas do protozoario,
correspondendo ao acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial (Tomas & Romao, 2008).
A classificacdo do género Leishmania tem sido complexa e, por vezes, até controversa. Os
critérios morfoldgicos inicialmente utilizados para diferenciar as espécies, demonstraram ser
insuficientes, contribuindo para o desenvolvimento e utilizacdo de novas técnicas, que tém
permitido alterar a taxonomia estabelecida e revelar que, por vezes, diferentes espécies eram
atribuidas ao mesmo agente (Roze, 2005).

Actualmente, a diferenciacéo € realizada utilizando métodos bioquimicos e genéticos, como a
analise estrutural da membrana celular e dos acidos gordos, a reactividade imunologica a
anticorpos monoclonais, a sequenciacdo do ADN e a avaliacdo de isoenzimas. Deste modo,
uma das classificagdes consideradas recorreu a analise do ADN do cinetoplasto, com recurso
a enzimas de restricdo, permitindo distinguir os parasitas com ADN mitocondrial similar. No
entanto, o modelo taxonomico actualmente aceite tem como base uma avaliacdo
electroforética das isoenzimas do protozodrio, que permite a identificacdo de zimodemes, isto
é, dos grupos de parasitas com um padrdo enzimatico idéntico (Noli, Lloyd, Loeffler,
Schwendenwein & Meredith, 2006).

Existem cerca de 30 espécies diferentes de Leishmania, distribuidas pelos paises do Novo
Mundo, que engloba o continente americano, e do Velho Mundo, constituido, por sua vez,
pelos continentes europeu, asidtico e africano. No entanto, somente 20 espécies sao
responsaveis pela infeccdo em seres humanos, sendo a maioria zoondética, enquanto uma
pequena percentagem € estritamente antroponotica, ou seja, transmitida directamente entre
pessoas, por exemplo via insecto. A doenca nos humanos pode ser classificada, de acordo
com as manifestacBes clinicas presentes, como Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose
Mucocutanea (LMC) ou Leishmaniose Visceral (LV), também designada por * Kala-azar”. E
de salientar que algumas espécies originam mais do que uma forma da doenca, podendo
haver, deste modo, multiplas espécies responsaveis por cada tipo clinico de Leishmaniose
(Baneth, 2006). Na Tabela 2 estéa sintetizada a distribuicdo geografica dos agentes etioldgicos

da Leishmaniose canina e humana.



Tabela 2 — Distribuigdo geografica e formas clinicas da doenca causada por Leishmania spp.
(Adaptado de Tomas & Roméo, 2008 e de Solano-Gallego et al., 2009)

Espécie de Leishmania Leishmaniose canina Leishmaniose humana
L. infantum Sim LC, LV
S L. tropica Sim LC
5 L. aethiopica Né&o LC
é L. archibaldi Né&o LV
S L. donovani Sim LC, LV
L. major Néo LC
L. chagasi Sim LC, LV
L. amazonensis Né&o LC
'§ L. braziliensis Sim LC, LMC
§ L. guyanensis Néo LC
% L. mexicana Néo LC
< L. panamensis Sim LC, LMC
L. peruviana Sim LC

Legenda: LC, Leishmaniose Cutanea; LMC, Leishmaniose Mucocutanea; LV, Leishmaniose Visceral

Estudos genéticos permitiram concluir que, ao contrario do que era considerado, as espécies
L. infantum e L. chagasi correspondem ao mesmo protozoario, permanecendo ambas as
designacBes como sindnimos, no Velho e Novo Mundo (Baneth, 2006).

O protozodario L. infantum foi subdividido em zimodemes “MON”, pelo laboratério de
referéncia em Montpellier, para a Organizacdo Mundial de Saude. Na Bacia do Mediterraneo,
0 zimodeme Montpellier-1 (MON-1) é o mais frequentemente implicado na infec¢do canina e
humana (Hide, Bafiuls, & Tibayrenc, 2001).

2. EPIDEMIOLOGIA

2.1. Vectores biologicos

Os vectores naturais de Leishmania spp. séo insectos da Ordem Diptera, Familia Psychodidae
e Sub-familia Phlebotominae, vulgarmente denominados de flebétomos, sendo também
vectores bioldgicos de Bartonella e de varios arbovirus (Rosypal et al., 2003). Entre os 13
géneros de fleb6tomos actualmente aceites, dois estdo envolvidos na transmissdo das formas

promastigotas do protozoario: o género Phlebotomus no Velho Mundo e o género Lutzomyia
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no Novo Mundo. Por outro lado, apesar de serem conhecidas cerca de 700 espécies
flebotominicas, apenas 50 sdo vectoras de Leishmania spp., podendo ser encontradas em
regides geogréficas e nichos ecoldgicos muito diferentes, como por exemplo, em florestas
tropicais humidas, em locais de clima temperado ou em desertos, abaixo do nivel do mar ou
mesmo em aldeias localizadas nas montanhas. Contudo, € importante referir que a
distribuicdo dos fleb6tomos pode ndo ser continua, uma vez que esta condicionada pelo tipo
de clima, vegetacdo e composicdo dos solos, factores fundamentais para o seu ciclo de vida
(Baneth, 2006; Afonso & Alves-Pires, 2008).

Os flebotomos sdo insectos holometabdlicos, ou seja, apresentam metamorfoses completas,
sendo o seu ciclo bioldgico dividido entre 0 meio aéreo, onde estdo presentes os adultos
(Figura 8), e 0 meio terrestre, onde se desenvolvem, de forma livre, os ovos (Figura 9), 0s

quatro estadios larvares e as pupas (Rosypal et al., 2003; Afonso & Alves-Pires, 2008).

Figura 8 — Forma adulta (macho) de Figura 9 — Ovos de Phlebotomus spp.
Phlebotomus spp. (fotografia original) (fotografia original)

Os insectos adultos s@o pequenos (2 a 3 mm), de cor castanha ou cinzenta, densamente
revestidos por sedas. Apresentam um aparelho bucal do tipo picador-sugador, trés pares de
longas patas, um par de asas, que em repouso formam um V, e manifestam um acentuado
dimorfismo sexual, uma vez que no macho o abdémen termina em forma de garra, o que lhe
permite segurar a fémea durante a copula (Afonso & Alves-Pires, 2008).

Ambos os sexos sdo fitdfagos, ou seja, obtém a energia imprescindivel para a sua
sobrevivéncia através da ingestdo de sucos e agUcares de plantas ou de outros insectos, como
os pulgbes. No entanto, as fémeas sdo também hematdfagas e telmofagicas, uma vez que
ingerem sangue do hospedeiro vertebrado através da formacgdo de um pequeno hematoma no
local da picada, sendo que esta ingestdo lhes permite obter os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento dos seus ovos. Deste modo, é possivel compreender que apenas as fémeas
sdo responsaveis pela transmissdo de Leishmania spp. (Rosypal et al., 2003; Afonso & Alves-
Pires, 2008).



A actividade dos flebdtomos € crepuscular ou nocturna e a sua deslocacéo € feita atraves de
VOOS curtos e irregulares, que geralmente ndo ultrapassam 1 ou 2 km de distancia do local de
reproducdo, excepto se favorecidos pelo vento. Nos paises de clima temperado, como na
Bacia do Mediterraneo e na Asia, estes insectos vectores sdo sobretudo activos nos meses
mais quentes, compreendidos entre a Primavera e o final do Outono, enquanto em paises de
clima tropical, como na América Latina, algumas espécies estdo activas durante todo o ano
(Baneth, 2006). Em Portugal, a época de transmissdo do protozoario pelo vector inicia-se em
Marco-Abril e termina em Setembro-Outubro. Como locais de repouso e abrigo diurnos
destacam-se as habitacdes humanas e refugios animais (comportamento endofilico), mas
também os arbustos, matas e muros de pedra (comportamento exofilico) (Afonso & Alves-
Pires, 2008; Tsachev, Papadogiannakis, Harizanov & Zarkov, 2008). Por outro lado, 0s
fleb6tomos podem entrar nas habitacbes durante a noite, uma vez que tém fototropismo
positivo (Solano-Gallego et al., 2009).

Os ovos das espécies flebotominicas sdo oblongos, escuros e ornamentados, com cerca de 0,4
mm, sendo colocados em solos humidos, protegidos da luz solar directa (Afonso & Alves-
Pires, 2008; Tsachev et al., 2008).

As larvas tém aspecto vermiforme, com a cabeca bem desenvolvida e quitinizada e com
segmentacdo do térax e abddémen, atingindo cerca de 8 mm de comprimento, no Gltimo
estadio de desenvolvimento. As quatro fases larvares desenvolvem-se em solos hdmidos,
abrigados, com temperaturas estaveis e ricos em matéria organica em decomposicdo, de
origem animal ou vegetal, que representa a sua fonte alimentar, permitindo classifica-las
como sapréfagas e fitofagas. As fendas em paredes e muros, entulho, fendas profundas no
terreno, jardins, tocas, estabulos, estrumeiras, valetas e depdsitos sdo alguns exemplos de
bidtopos onde estas formas evolutivas podem estar presentes. Nas regifes temperadas, durante
o Inverno, o ultimo estadio larvar entra em diapausa, retomando o ciclo no Verdo (Afonso &
Alves-Pires, 2008; Sharma & Singh, 2008).

As pupas possuem um formato ligeiramente globoso, tém cefalotérax e cerca de 3 mm de

comprimento, ndo se alimentando e permanecendo imoveis (Afonso & Alves-Pires, 2008).

A duracdo do ciclo de vida dos fleb6tomos €é variavel, em funcdo da temperatura, humidade
relativa, pluviosidade e fotoperiodo, uma vez que estes factores influenciam o
desenvolvimento das formas imaturas, a eclosdo e a actividade normal dos adultos. Assim
sendo, de acordo com o clima, a regido (latitude, altitude, longitude) e a espécie
flebotominica, podera até ocorrer mais do que uma época de eclosdo (Afonso & Alves-Pires,

2008). De um modo geral, pode-se considerar que o desenvolvimento das formas imaturas
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demora 28 a 82 dias, e que as formas adultas vivem entre 14 e 45 dias, 0 que permite que as
fémeas se alimentem mais do que uma vez, perpetuando a inoculagdo de Leishmania spp. no
hospedeiro vertebrado (Tsachev et al., 2008). No futuro, podera existir um maior risco de
transmissdo do protozoario pelos insectos vectores, uma vez que o aumento da temperatura
ambiental pode diminuir o periodo de desenvolvimento do parasita no fleb6tomo e aumentar o
periodo de actividade dos insectos adultos, o nimero anual de geraces e a densidade do
vector (Afonso & Alves-Pires, 2008).

Os flebotomos apresentam susceptibilidade e competéncia vectorial para uma ou mais
espécies de Leishmania, dependendo da capacidade de ligacdo especifica das formas
promastigotas aos receptores do aparelho digestivo do insecto (Baneth, 2006; Afonso &
Alves-Pires, 2008). Os estudos epidemioldgicos da Leishmaniose iniciam-se, frequentemente,
com a caracterizacdo morfolégica e genética do vector, seguida da sua identificacdo
taxondmica. Estes processos, apesar de complexos, permitem conhecer as espécies
flebotominicas prevalentes e estabelecer relacdo entre estas e as espécies do protozoario
transmitidas (Sharma & Singh, 2008). Na tabela 3, esta sintetizada a diversidade de espécies

dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, bem como a sua distribuicdo mundial.

Tabela 3 — Distribuicdo mundial dos vectores bioldgicos de Leishmaniose Canina
(Adaptado de Rosypal et al., 2003)

Género Género
Distribuicdo Mundial _ Distribuicdo Mundial
Phlebotomus Lutzomyia
P. ariasi Mediterraneo Ocidental
P. chinensis Norte e Centro da China
P. kandelakki Libano, Turquia, Irdo, Afeganistdo
P. langeroni Espanha, Norte de Africa
P. longicuspis Espanha, Norte de Africa
P. longiductus Asia Central, Norte de Africa Lu. evansi Colémbia, Venezuela, Costa Rica
P. neglectus Mediterraneo Oriental Lu. longipalpis | América Central e do Sul
P. perfiliewi Bacia do Mediterraneo Lu. shannoni América do Sul, Sudeste dos E.U.A
P. perniciosus Bacia do Mediterraneo Lu. youngi América Central e do Sul
P. smirnovi Asia Central
P. syriacus Israel, Jordania, Siria
P. tobbi Mediterraneo Oriental, Sicilia
P. transcaucasicus Azerbeijdo
P. sergenti Médio Oriente, Norte de Africa

Legenda: Todos estes vectores transmitem Leishmania infantum (= L. chagasi), com excepcéo de P.
sergenti, vector de L. tropica; E.U.A., Estados Unidos da América.

-10 -



Actualmente, sdo conhecidas em Portugal cinco especies de flebdtomos, sendo quatro do
género Phlebotomus (P. ariasi, P. perniciosus, P. papatasi e P. sergenti) e uma do género
Sergentomya (Sergentomya minuta). Esta Gltima espécie é conhecida como vector de
Leishmania do sub-género Sauroleishmania, presente em alguns lacertideos (Afonso &
Alves-Pires, 2008).

Estudos realizados em Portugal demonstraram que P. sergenti é mais frequente no sul,
nomeadamente na regido de Evora, que P. papatasi é pouco frequente no pais e que
Sergentomya minuta é mais abundante no Algarve, existindo em menor nimero na regido do
Alto Douro. E de salientar, no entanto, que apenas as espécies P. ariasi e P. perniciosus s&o
vectores comprovados de L. infantum no nosso pais, sendo ambas as espécies prevalentes na
regido de Lisboa. Contudo, o flebdétomo P. ariasi mostrou ser predominante no Alto Douro e
menos frequente no sul do pais, contrariamente a espécie P. perniciosus, encontrada em
menor nimero na regido do Alto Douro, mas com frequéncia elevada na regido algarvia. Em
condicBes climéaticas normais, a espécie P. ariasi € do tipo difasico, apresentando dois picos
de actividade, nomeadamente em Junho e Setembro, enquanto que P. perniciosus exibe um
ciclo monofasico, com o seu pico em Julho. Por outro lado, P. perniciosus manifesta um
caracter endofilico, encontrando-se sobretudo em biotopos domésticos e a espécie P. ariasi
apresenta um comportamento exofilico, dominando os bidtopos silvaticos. As preferéncias
alimentares destes insectos variam dentro da mesma espécie, de acordo com a regidao onde se
encontram, havendo umas populacGes mais zooantropofilicas e outras mais zoofilicas (Afonso
& Alves-Pires, 2008).

2.2. Hospedeiros vertebrados

Existe uma grande diversidade de hospedeiros vertebrados de Leishmania spp., sendo
classificados como hospedeiros reservatorios, aqueles que constituam uma fonte de infecgéo
para 0 Homem e permitam a multiplicacdo ilimitada do protozoario. Por outro lado, as
espécies que podem ser infectadas por Leishmania e representar, ocasionalmente, fonte de
infeccdo para os humanos, mas que ndo contribuem para a sobrevivéncia, a longo prazo, dos
parasitas, sdo consideradas hospedeiros acidentais, podendo contudo introduzir ou
reintroduzir o agente em certas areas (Pereira, 2008).

O cdo (Canis familiaris) € o principal reservatorio doméstico e peridoméstico de L. infantum,
em paises do Sul da Europa, Médio Oriente, Asia e Norte de Africa, e de L. chagasi, em
paises da America Central e do Sul. Porém, varias especies de canideos selvagens tém sido

consideradas reservatorios silvaticos do protozoario L. infantum/L. chagasi, nomeadamente o
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lobo (Canis lupus), o chacal (Canis aureus) e a raposa (Vulpes spp., Cerdocyon thous e
Lycalopex vetulus) (Pereira, 2008). Por outro lado, no Sub-continente Indiano e na Africa
Oriental, ¢ o Homem o principal hospedeiro reservatério de L. donovani, sem haver
intervencdo de outros animais na transmissdo antropondtica do agente (Baneth, 2006).
Geralmente, para que haja transmissdo da doenca aos seres humanos € necessaria a
intercepcdo entre o nicho ecolégico do flebdtomo, o de um reservatorio silvatico ou
domeéstico e 0 do Homem. Deste modo, atribui-se a manutengéo do ciclo doméstico aos cdes
domiciliados e do ciclo peridomeéstico aos cées errantes e canideos selvagens, que parecem
apresentar um sinantropismo progressivo, isto € uma crescente associacdo ao Homem e suas
residéncias. No entanto, como ainda ndo est4d completamente esclarecido o papel dos canideos
selvagens na epidemiologia desta doenca, & fundamental avaliar, isoladamente, cada
ecossistema onde a Leishmaniose esta presente (Baneth, 2006; Pereira, 2008).

Os hospedeiros acidentais de Leishmania spp incluem o urso, o porco-espinho, o guaxinim, o
esquilo, o rato-negro, a vaca, a ovelha, a cabra, o cavalo e o gato (Roze, 2005; Pereira, 2008).
A Leishmaniose equina tem sido descrita na Europa, causada por L. infantum, e manifesta-se
atraves de lesdes dermatologicas, onde ocorre acumulacdo do protozoario (Pereira, 2008). Em
Portugal, o primeiro caso foi reportado em 2005, num equino de 17 anos que habitava na
regido Metropolitana de Lisboa (Roldo, Martins, Jodo & Campino, 2005). Normalmente, sdo
detectados titulos baixos de anticorpos especificos, que podem mesmo estar ausentes, € 0s
animais apresentam recuperacao espontanea (Roldo et al., 2005; Pereira, 2008).

Apesar da Leishmaniose felina ser considerada rara, nos Gltimos anos ocorreu um aumento no
namero de casos relatados em todo o Mundo, sendo uma consequéncia provavel da crescente
preocupacdo com a saude animal e da evolugdo das técnicas de diagnostico. Contudo, ainda
ha pouca informacdo conclusiva sobre a prevaléncia, a transmissao do protozoario ao vector, a
susceptibilidade felina e a importancia dos gatos na transmissdo da Leishmaniose (Simdes-
Mattos, Bevilaqua, Mattos & Pompeu, 2004). Esta doenca foi identificada nos gatos em
varios paises, nomeadamente Portugal, Espanha, Italia, Franca, Suica, Brasil, Estados Unidos
da América e Argélia, e as espécies parasitarias envolvidas incluem L. infantum, L. mexicana
e L. braziliensis (Baneth, 2006; Pereira, 2008).

Os sintomas de Leishmaniose felina séo variados, consistindo maioritariamente em lesdes
nodulares e/ou ulcerativas cutaneas, sobretudo na cabeca, semelhantes a outras doengas, como
o granuloma eosinofilico ou o carcinoma espinocelular, sendo rara a forma visceral
(Carvalho, Pereira & Sanches, 2011). Alguns dos animais afectados apresentam doencas
imunossupressoras, como o FIV e/ou o FeLV, que podem reduzir a resposta imunitaria de tipo

celular (Baneth, 2006; Pereira, 2008). Varios estudos tém demonstrado que a resposta
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imunitaria felina a Leishmania difere da canina, uma vez que nos gatos existe menor
quantidade de anticorpos especificos, sugerindo a presenca de resisténcia natural & infeccao
nesta especie. Esta resisténcia pode ainda estar relacionada com factores genéticos (Solano-
Gallego et al., 2007; Pereira, 2008).

2.3. Ciclo bioldgico e Transmissao

As espécies de Leishmania tém um ciclo de vida heteroxeno, ou seja, uma parte do seu
desenvolvimento ocorre no hospedeiro invertebrado, um fleb6tomo do género Phlebotomus
ou Lutzomyia, que é responsavel pela transmissdo do protozoario ao hospedeiro vertebrado
(Tomas & Roméo, 2008).

A infeccdo vectorial ocorre quando o fleb6tomo fémea efectua uma refeicdo sanguinea
contendo macrdfagos com as formas amastigotas de Leishmania, que posteriormente irdo
sofrer um processo de diferenciagdo no aparelho digestivo do insecto. A maioria das espécies
de Leishmania do sub-género Leishmania tem um desenvolvimento suprapilarico, isto é,
ocorre no estbmago do flebdtomo, enquanto que as espécies do sub-género Viannia, sdo
parasitas peripilaricos, ou seja, invadem o intestino posterior antes de migrarem para o
estdbmago do insecto (Afonso & Alves-Pires, 2008; Tomas & Romado, 2008).

Durante o processo de diferenciacéo, o parasita passa por diversas formas intermediarias, que
sdo morfologica e fisiologicamente diferentes. Nas primeiras 24 a 48 horas, as formas
amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicos, ocorrendo a primeira multiplicacdo
parasitaria intravectorial (divisdo binaria). Estes apresentam um pequeno flagelo, sé&o
resistentes as enzimas digestivas e estdo separados do epitélio gastrico pela membrana
peritrofica, uma estrutura constituida por quitina e outras glicoproteinas, que envolve o
sangue digerido. Ao fim de 48 a 72 horas, as formas prociclicas transformam-se em
promastigotas nectomonas, compridos e delgados, que iniciam a migracdo do parasita para a
regido anterior do estdbmago, onde se ligam as células epiteliais gastricas. Nesta altura, a
membrana peritrofica ja ndo € necessaria, sendo destruida por quitinases secretadas pelo
protozoario e pelo insecto. Posteriormente (4-7 dias), os nectomonas diferenciam-se em
promastigotas leptomonas, formas curtas que realizam a segunda multiplicacao intravectorial.
Cinco a sete dias apos a refeicdo sanguinea, os leptomonas transformam-se em promastigotas
metaciclicos e haptomonas, que ndo tém capacidade de divisdo celular e se localizam na
valvula estemodeal, situada entre a regido anterior do aparelho digestivo e o estdmago
toracico. Os haptomonas tém um pequeno flagelo, ndo sdo mdveis e fixam-se a valvula

estemodeal, provocando a sua degenerescéncia. Este facto permite que o0s promastigotas
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metaciclicos, formas infectantes providas de um longo flagelo, se desloquem até a cavidade
oral do fleb6tomo, sendo transmitidos ao hospedeiro vertebrado, aquando de uma nova
refeicdo. O processo de desenvolvimento de Leishmania spp., em espécies flebotominicas
susceptiveis, culmina ao fim de 6 a 10 dias (Afonso & Alves-Pires, 2008; Tomas & Romao,
2008).

As alteracOes sofridas na valvula estemodeal, juntamente com a oclusdo do tracto digestivo
causada pelos parasitas, impedem o insecto de efectuar refeicdes completas, conduzindo-o a
picar varios hospedeiros sucessivamente, na tentativa de obter a quantidade de sangue de que
necessita, 0 que maximiza a sua capacidade infectante (Tomas & Roméo, 2008). Quando o
flebotomo pica um hospedeiro vertebrado, as formas metaciclicas sdo inoculadas na pele, por
regurgitacdo, devido & degenerescéncia da valvula estemodeal. Mais raramente, a inoculagéo
cutanea do protozoario pelo vector é atribuida a outros mecanismos, como a invasdo da
probdscide ou das glandulas salivares do insecto pelos promastigotas metaciclicos, sendo,
neste ultimo caso, inoculados juntamente com saliva (Killick-Kendrick, 2002). Esta contém
componentes anticoagulantes, péptidos vasodilatadores e enzimas com propriedades anti-
inflamatdrias, anti-hemostaticas e anestésicas, que facilitam a transmissdo do parasita e
amplificam a infec¢do no hospedeiro (Mencke, Volf, Volfova & Stanneck, 2003; Roze, 2005).
Como foi referido anteriormente, a competéncia vectorial do fleb6tomo parece estar
relacionada com a capacidade dos promastigotas se ligarem especificamente a receptores, no
tracto digestivo dos insectos. Quando estas ligacbes ndo ocorrem os parasitas, apds se
replicarem, sdo excretados juntamente com as fezes do flebtomo (Baneth, 2006). Deste
modo, o protozoario Leishmania é considerado mais especifico para o vector do que para o
hospedeiro vertebrado (Bourdeau, 2009).

No hospedeiro vertebrado, ap6s a inoculacdo, os promastigotas sdo fagocitados por
macrofagos e células dendriticas da pele. Contudo, as formas metaciclicas evadem estes
mecanismos de defesa ndo especifica e transformam-se em amastigotas (Bourdeau, 2009).
Estas formas parasitarias multiplicam-se, atraves de divisdo binaria, no interior dos
macrofagos, até provocarem a sua ruptura, infectando de seguida novas células do SMF.
Deste modo, o protozoario ndo fica confinado na pele, sendo transportado, através do sangue
e linfa, o que permite a sua disseminacdo por todo o organismo do hospedeiro, mas,
principalmente, até aos orgdos do sistema hemolinfatico como o figado, o bago, a medula
0ssea e os linfonodos. O parasita, ao estar presente na circulagdo sistémica, pode ser ingerido
pelos flebdtomos durante a refeicdo sanguinea (Baneth, 2006; Tsachev et al., 2008). Nos
mamiferos, como por exemplo o cdo, os locais preferenciais para a picada do insecto incluem

o focinho, as orelhas, a regido periocular e o abdémen por terem pouco pélo e assim
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facilitarem a ingestdo de sangue (Mencke et al., 2003). E de salientar que n&o s&o apenas 0s
caes sintométicos os responsaveis pela infeccdo dos flebdétomos, uma vez que também os
animais assintomaticos, isto €, que ndo manifestam sinais clinicos, tém a capacidade de
infectar os vectores (Baneth, Koutinas, Solano-Gallego, Bourdeau & Ferrer, 2008).

Apesar do parasita Leishmania apresentar vérias estratégias para limitar a accdo microbicida
do macrofago, o hospedeiro vertebrado consegue, muitas vezes, impedir o estabelecimento do
protozoario e/ou interferir no seu desenvolvimento, dependendo da capacidade para montar
uma resposta imunitaria adequada (Tomas & Romdo, 2008). Deste modo, é possivel
compreender porque a maioria dos casos relatados de Leishmaniose humana ocorre em
criangas ou em individuos adultos com o virus da imunodeficiéncia humana/sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (VIH/SIDA) ou sujeitos a medicacdo citostatica e imunosupressiva
(Baneth, 2006).

Embora os fleb6tomos sejam os Unicos vectores de Leishmaniose biologicamente adaptados,
existem outros ectoparasitas hematdfagos, como os ixodideos da espécie Rhipicephalus
sanguineus e as pulgas da espécie Ctenocephalides felis, que poderdo estar implicados na
transmisséo de Leishmania (Baneth et al., 2008). Estudos recentes permitiram constatar que a
infeccdo das carracas e pulgas ocorre ap0os a ingestdo de sangue de cdes infectados com o
protozoério, tendo sido possivel verificar que a inoculacdo, por via oral ou intraperitoneal, de
homogeneizados destes ectoparasitas conduz a infeccdo em roedores. Contudo, apesar de
estes resultados sugerirem que a ingestdo de carragas e pulgas infectadas pode ser uma via
alternativa de transmissdo de Leishmania para os canideos, ainda ndo foi comprovada a sua
competéncia vectorial e 0 seu verdadeiro papel na epidemiologia da Leishmaniose canina
(Coutinho & Linardi, 2007; Dantas-Torres et al., 2010).

A transmissdo congénita da Leishmaniose foi notificada em humanos e tem sido estudada em
laboratério, utilizando ratos como modelo. Este tipo de transmissdo foi demonstrado,
experimentalmente, em cachorros descendentes de pais infectados, considerando-se que
ocorreu por via transplancentaria. Por outro lado, ja foi detectado ADN de Leishmania spp.
em lesdes dos Orgdos genitais e sémen de cdes naturalmente infectados, sugerindo a
possibilidade de transmissdo venérea (Bourdeau, 2009).

A transfusdo sanguinea também foi demonstrada como possivel via de transmissdo do
protozodrio Leishmania ao Homem e ao cdo, tendo especial importancia nas areas endémicas,
onde os dadores de sangue podem ser portadores do parasita (Bourdeau, 2009). Estudos
demonstraram que a partilha de agulhas entre humanos, durante a administracdo endovenosa

de farmacos, também favorece a transmisséo de Leishmania (Baneth, 2006).
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Como forma de explicar a ocorréncia de focos da doenca em zonas ndo-endémicas, onde 0s
vectores bioldgicos estdo aparentemente ausentes, foi proposta a transmissdo directa entre
caes, por exemplo através de mordedura, ndo havendo ainda evidéncias experimentais que o
confirmem (Bourdeau, 2009). Por outro lado, tém sido reportados casos esporadicos de
Leishmaniose canina causada pela importacdo ou transporte de cées infectados para paises
onde a transmissdo por flebétomos ndo ocorre, como Holanda, Inglaterra e Suécia (Baneth,
2006).

No entanto, todos estes processos de transmissdo de Leishmania sem intervencdo de um
fleb6tomo, carecem de mais investigacbes porque a sua importancia na epidemiologia da

Leishmaniose canina ainda ndo estd completamente esclarecida (Baneth et al., 2008).

2.4. Epidemiologia da Leishmaniose canina em Portugal

A Leishmaniose é uma doenca endémica em 88 paises, 66 no Velho Mundo e 22 no Novo
Mundo. A sua distribuicdo geografica é heterogénea, ocorrendo em focos, com grandes
variacbes de prevaléncia entre regides contiguas, sendo influenciada pela presenca de
condicbes ecoldgicas apropriadas ao desenvolvimento do vector (Baneth, 2006; Pereira,
2008). A actividade flebotominica podera prolongar-se com as alteragGes climaticas que se
estdo a verificar, nomeadamente o aumento da temperatura com invernos menos rigorosos,
tendo como consequéncia 0 aumento da transmissao do parasita e, concomitantemente, da
incidéncia da doenca (Campino & Maia, 2010). E de salientar que, nos Ultimos anos, tem
havido um ndmero crescente de cdes infectados por Leishmania em zonas ndo-endémicas,
muitas vezes associado a importacdo ou deslocacdo dos animais de paises endémicos. No
entanto, este aumento pode também resultar da alteracdo da biologia dos fleb6tomos,
consequente do aquecimento global, na medida em que a latitude maxima na Europa onde
estes vectores eram encontrados se esta a deslocar para Norte (Roze, 2005; Baneth et al.,
2008).

Os estudos epidemiolégicos da Leishmaniose recorrem sobretudo a anélises seroldgicas, uma
vez que o diagndstico sintomatologico € insuficiente porque existe um elevado nimero de
caes assintomaticos nas zonas endémicas (50-60%). Os resultados destes estudos sugerem a
presenca de cerca de 2,5 milhdes de cées infectados nos paises do Sul da Europa e as
seguintes seroprevaléncias na Bacia Mediterranica: na Turquia 65-76%, no Chipre 1,7-10%,
em lIsrael 3,6-15%, na Greécia 3,7-38,8%, na Albania 12,9%, em Italia 22,1-30,3%, em Malta
28,9-52%, em Franca 10-40%, em Espanha 3-35% e em Portugal 6-20,4% (Baneth, 2006;

Tsachev et al., 2008). No entanto, a seroprevaléncia pode subestimar a quantidade real de
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animais infectados, sendo benéfica a utilizacdo de técnicas de biologia molecular, como a
Reaccdo em Cadeia da Polimerase (PCR) que detecta 0 ADN do protozoario (Baneth, 2006;
Pereira, 2008). O agente responsavel pela maioria dos casos de Leishmaniose humana e
canina, nos paises da Bacia do Mediterraneo, € o zimodeme MON-1 de L. infantum. No
entanto, outros zimodemes dessa especie parasitaria foram identificados em cdes da zona
Mediterranea, nomeadamente MON-11, MON-77, MON-108, MON-98, MON-27, MON-34,
MON-37, MON-105 e MON-199 (Solano-Gallego, 2001).

Em Portugal, no ano de 1911, Alvares e Pereira da Silva registaram, pela primeira vez, a
existéncia de cdes parasitados por Leishmania, na regido Metropolitana de Lisboa.
Posteriormente, na década de 80 e 90, foram identificados trés principais focos endémicos de
Leishmaniose canina, nomeadamente a regido de Trés-os-Montes e Alto Douro, a regido
Metropolitana de Lisboa e o Algarve. O numero de casos de cdes com Leishmaniose em
Portugal tem vindo a aumentar e, actualmente, para além das regides consideradas endémicas,
ocorrem casos esporadicos desta doenca em quase todo o pais (Cortes, 2008; Pereira, 2008).
A Leishmaniose canina € uma zoonose emergente, estando incluida, desde 2002, no grupo das
doencas de notificacdo obrigatoria (Campino & Maia, 2010).

Estudos epidemiolodgicos realizados, na década de 80, permitiram identificar na regido Norte
do pais uma prevaléncia da infeccdo canina entre 10 e 12,4%, com a localidade de Vale de
Mendiz, no Concelho de Alijé, a apresentar 37,8% dos animais infectados (Abranches et al.,
1992, citados por Pereira, 2008). Num estudo realizado recentemente (Cardoso et al., 2004),
verificou-se uma seroprevaléncia de 18,7% no concelho de Alijo. Neste foco endémico o
zimodeme encontrado nos canideos foi MON-1, com excepc¢do de um cdo onde foi isolado
MON-98. O insecto vector mais frequente era da espécie P. ariasi, apesar de também estar
presente a espécie P. perniciosus. Nestes fleb6tomos os zimodemes isolados foram MON-1 e
MON-24 (Pereira, 2008).

A regido de Lisboa e Vale do Tejo é composta pelo ecossistema urbano/suburbano, localizado
na area de influéncia directa das cidades de Lisboa e Setubal, e pelo ecossistema rural, situado
na parte sul da peninsula de Settbal e que inclui o Parque Natural da Arrabida (Pereira, 2008).
Durante a década de 80, a parte urbana da regido foi caracterizada por uma moderada
prevaléncia de Leishmaniose canina (3,8%), enquanto que a componente rural apresentou
valores mais elevados (8,8%) (Abranches et al., 1987, citados por Pereira, 2008). Nos ultimos
anos, tem-se assistido a um aumento da Leishmaniose canina também na regido Metropolitana
de Lisboa uma vez que em estudos recentes (Cortes, Afonso, Alves-Pires & Campino, 2007)
foi encontrada uma prevaléncia de 19,2%. Na peninsula de Setibal foram identificadas

raposas parasitadas, nas quais a prevaléncia da doenca foi 5,6% (Pereira, 2008). Deste modo,
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0 ecossistema rural € mais heterogéneo que o urbano, na medida em que engloba o ciclo
doméstico, no qual o cdo é o hospedeiro reservatorio, e o ciclo silvatico, com a raposa como
reservatorio. Nestas espécies de canideos as estirpes de Leishmania isoladas pertenciam ao
zimodeme MON-1 e os vectores encontrados na regido eram P. ariasi e P. perniciosus
(Pereira, 2008).

Na década de 90, estudos epidemioldgicos realizados no Algarve indicaram uma prevaléncia
média de Leishmaniose canina de 7% (Campino et al., 1995, citados por Pereira, 2008). O
agente etiologico isolado era também L. infantum (MON-1) e a principal espécie de
fleb6tomo envolvida na transmissdo foi P. perniciosus (Pereira, 2008). Em 2006 realizou-se
nesta regido do pais um novo estudo de seroprevaléncia da Leishmaniose canina, tendo-se
detectado valores significativos de anticorpos anti-Leishmania em 28,8% dos animais
estudados (Campino & Maia, 2010).

No distrito de Evora, a seroprevaléncia observada foi de 3,9% e, ao contrario dos outros focos
endémicos onde predominam os vectores P. ariasi e P. perniciosus, neste distrito parece
dominar a espécie P. sergenti (Semido-Santos et al., 1995, citados por Pereira, 2008).
Recentemente, tem sido referido um aumento do nimero de casos de Leishmaniose canina
nesta regido de Portugal (Pereira, 2008).

No nosso pais, o primeiro caso de Leishmaniose humana foi descrito em 1910, por Dionisio
Alvares, numa crianca residente em Lisboa. Em Portugal, como nos outros paises do Sul da
Europa, a doenca tem sido considerada predominantemente infantil, havendo um aumento da
infeccdo em adultos, principalmente associada a casos de VIH/SIDA (Campino & Maia,
2010). Do mesmo modo que foi referido nos canideos, ocorrem casos esporadicos em todo o
pais, podendo considerar-se trés zonas endémicas principais: a regido do Alto Douro, a regido
Metropolitana de Lisboa e o Algarve (Campino et al., 2006). Nos ultimos anos, a maioria dos
casos notificados provém da regido de Lisboa e Vale do Tejo, no Norte de Portugal ocorreu
apenas um reduzido numero de casos e no Algarve ndo tem havido notificacdo de
Leishmaniose humana. De acordo com a Unidade de Leishmanioses do Instituto de Higiene e
Medicina Tropical, estes valores parecem estar muito subestimados, uma vez que o nimero de
casos diagnosticados na Unidade é superior ao que tem sido oficialmente declarado (Cortes,
2008). No periodo de 2000 a 2009 foram identificados laboratorialmente, nesse Instituto, 173
novos casos da forma visceral da doenga, em humanos. A Leishmaniose cutdnea ainda &, de
um modo geral, pouco conhecida em Portugal, mas tém sido descritos casos, desde 0s anos
40, nas bacias hidrograficas dos rios Douro, Tejo e Sado. A Unica espécie até agora isolada

em Portugal, no Homem, foi L. infantum e os zimodemes identificados foram
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predominantemente MON-1, mas também MON-24, MON-29 e MON-80 (Campino et al.,
2006; Campino & Maia, 2010).

Apesar de alguns estudos mostrarem uma relacdo directa entre as prevaléncias da
Leishmaniose canina e humana, de um modo geral a doenca nos canideos é mais prevalente e
mais amplamente distribuida que nos humanos (Cortes et al., 2007). No entanto, a presenca
de cées infectados desempenha um papel fundamental na manutencdo da doenca no Homem.
Em Portugal, como em outros paises da Europa do Sul, a Leishmaniose foi considerada
durante muito tempo uma doenca rural, mas tem-se tornado cada vez mais prevalente nas
areas urbanizadas. O desenvolvimento ndo planeado das areas suburbanas contribui para o
aumento de residuos solidos, que atraem o0s cdes errantes, alvos féaceis para a picada do
flebétomo, com consequente transmissao de Leishmania (Campino & Maia, 2010). O estudo
realizado por Cortes et al. (2007), no ecossistema urbano/suburbano de Lisboa, permitiu
acentuar a importancia destes animais errantes na transmissao da doenca, uma vez que a sua
prevaléncia de infeccdo foi 21,6% contra 18,4% nos caes domésticos. Parece existir um maior
namero de casos nos cdes domésticos que habitam em &reas suburbanas da regido de Lisboa,
0 que pode estar associado a crescente construcdo de casas com jardim nessa localidade, onde
0s animais permanecem grande parte do dia, favorecendo assim a exposi¢do ao fleb6tomo
(Cortes et al., 2007). Por outro lado, sendo o insecto vector predominantemente zoofilico, se
houver um menor ndmero de animais disponiveis nas zonas urbanas, a populacdo humana
pode tornar-se mais vulneravel a infeccdo acidental (Campino & Maia, 2010).

Em Portugal Continental, foi efectuado um estudo por Neves, Cardoso, Afonso e Campino
(2007) com o objectivo de determinar o grau de conhecimento dos proprietarios dos caes
sobre a Leishmaniose. Verificou-se que 40 a 70% dos donos ndo reconheciam a doenca, 55 a
80% ndo sabiam qual o resultado do tratamento, 60 a 75% ndo conheciam as formas de
prevencdo, 70 a 85% nado sabiam os sinais clinicos tipicos e 75 a 90% desconheciam que se
trata de uma zoonose. Apenas 6 a 12% dos proprietarios inquiridos demonstraram conhecer,
satisfatoriamente, esta doenga, sobretudo os que habitavam nas areas urbanas ou em locais de
maior risco de infeccdo para os cdes (Neves, Cardoso, Afonso & Campino, 2007).

Devido ao consideravel desconhecimento da maioria da populacdo portuguesa sobre a
Leishmaniose e a inexisténcia de um plano nacional de diagnostico e controlo, foi criado em
2008, o Observatorio Nacional das Leishmanioses (ONLeish). Os seus principais objectivos
sdo a implementagdo e manutencdo de uma rede epidemiolégica da doenca e o
desenvolvimento de uma colaboragdo estreita entre os profissionais de satde, incluindo os
Médicos Veterinarios (Campino & Maia, 2010). O primeiro estudo em larga escala

promovido pelo ONLeish ocorreu em 2009, onde se procurou avaliar, durante uma semana, a
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seroprevaléncia em todo o pais, permitindo assinalar um nivel de seropositividade global de
aproximadamente 6%. Foi também possivel constatar uma elevada seroprevaléncia (10-16%)
nos distritos de Castelo Branco, Portalegre e Beja, seguidos pelos distritos de Lisboa,
Santarém, Coimbra, Viseu, Guarda, Braganca e Vila Real, que apresentavam valores
compreendidos entre 5-10%. Em 2010, na sequéncia deste estudo, 0 ONLeish apresentou aos
Centros de Atendimento Médico-Veterinario (CAMV), a LEISHnet, uma rede de vigilancia
epidemioldgica da Leishmaniose canina, que pretende conhecer a situagdo real desta doenca a
nivel nacional. Os resultados preliminares, relativos aos primeiros seis meses de
funcionamento da LEISHnet, foram divulgados no inicio do presente ano, admitindo-se
contudo que a amostra populacional representada ainda ndo traduz a realidade nacional, uma
vez que pouco mais de 11% dos CAMV portugueses reportaram casos durante o periodo de

estudo considerado (Observatdrio Nacional das Leishmanioses [ONLeish], 2011).

3. PATOGENIA E SUSCEPTIBILIDADE

A gravidade da Leishmaniose canina é condicionada por diversos factores, como as
caracteristicas genéticas do hospedeiro e do parasita e o estado nutricional e de saude do
animal, que sdo, por sua vez, determinantes na eficAcia da resposta imunoldgica. A
variabilidade destes factores € a principal responsavel pela susceptibilidade ou resisténcia do
animal, sendo a resposta imunitaria considerada fundamental no desenvolvimento do processo
infeccioso e no estabelecimento da doenca (Santos-Gomes, Rodrigues & Marques, 2008).

A imunidade inata ou inespecifica constitui a primeira linha de defesa do organismo contra a
infeccdo por Leishmania, envolvendo a actividade de celulas fagocitarias, como os
macrofagos e os neutréfilos, e de mediadores celulares inflamatorios. Na derme do
hospedeiro, o local de inoculacdo dos promastigotas pelo fleb6tomo, sdo os neutréfilos as
primeiras células fagocitérias identificadas, tentando destruir rapidamente os agentes
patogénicos. Posteriormente, ocorre uma infiltracdo de macrdfagos, as células fagocitarias
principais, que tém como funcdo secundaria apresentar antigénios estranhos ao organismo,
juntamente com as células dendriticas presentes em diversos érgdos e tecidos, sendo por isso
designados de células apresentadoras de antigénios (APC). Por outro lado, os linfécitos séo a
segunda subpopulacdo celular mais frequente nas lesbes dérmicas do hospedeiro (Santos-
Gomes et al., 2008).

Imediatamente ap0s a inoculagdo de promastigotas na pele do animal, ocorre a activacdo do
sistema complemento, que vai favorecer a ligacdo dos factores do complemento ao parasita.

Com essa activacao formam-se também produtos de clivagem, que atraem os macrofagos para
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a area de infeccdo, por quimiotaxia, e induzem a expressao de receptores do complemento
(CR) naquelas células. A maioria dos promastigotas é destruida pelo sistema complemento,
que induz lesdo nas membranas celulares do parasita e causa, consequentemente, a sua lise
(Santos-Gomes et al., 2008).

Por outro lado, as formas parasitarias sobreviventes exploram a capacidade de fagocitose das
células imunitarias, com o objectivo de atingir as células hospedeiras. A fagocitose é sempre
iniciada com a adesdo de Leishmania as células fagocitarias, o que pode suceder através da
ligacdo directa das moléculas do protozoario aos receptores celulares do animal ou,
alternativamente, o parasita € primeiro opsonisado por proteinas do hospedeiro (opsoninas),
como o complemento ou os anticorpos, e s6 depois é reconhecido por receptores celulares
especificos (Tomas & Romao, 2008). As principais opsoninas utilizadas pelos promastigotas
parecem ser os factores do complemento C3b e C3bi, que se fixam respectivamente aos
receptores do complemento tipo | (CR1, CD35) e Ill (CR3, CD11b/CD18) dos macréfagos
(Ferrer, 2002b; Reis, Brito, Souza & Pereira, 2006). Na superficie da Leishmania existem
varias moléculas com a capacidade de fixar opsoninas e de se ligar directamente as proteinas
do macrofago, nomeadamente a glicoproteina 63 (Gp63) e o lipofosfoglicano (LPG) (Ferrer,
2002b; Toméas & Roméo, 2008). A Gp63 transforma o factor C3b em C3bi, que ¢ incapaz de
activar o complemento e que, revestindo o protozoéario, permite a sua entrada no macréfago.
O LPG, por sua vez, desempenha diversas fungdes no desenvolvimento do parasita no vector
e em algumas espécies de Leishmania, nomeadamente L. donovoni, participa também na
penetracdo das células hospedeiras, aceitando factores do complemento e ligando-se
directamente ao CR3 (Toméas & Roméo, 2008).

Na zona de internalizagdo forma-se um fagossoma, onde ocorre a diferenciagdo do
promastigota metaciclico em amastigota. Apos o aparecimento desta forma parasitaria, o
fagossoma funde-se com os lisossomas, 0s vacuolos digestivos do macréfago, transformando-
se em fagolisossoma, onde o parasita encontra um ambiente hostil destinado a sua destruicao
(Tomés & Roméo, 2008).

Os macrofagos possuem varios mecanismos de destruicdo das células fagocitadas,
nomeadamente a explosdo respiratoria, a acidificacdo e a digestdo. A explosdo respiratoria, o
principal mecanismo leishmanicida, conduz a formag&o de radicais livres de oxigénio
(compostos oxidativos) pela accdo da NADPH oxidase, como o perdxido de hidrogénio e o
ido superdxido, conduzindo também a sintese do mondxido de azoto (NO) a partir da L-
arginina e do oxigénio, durante a reaccao catalisada pela sintase do monéxido de azoto (NOs).
Esta enzima apresenta trés formas, codificadas por diferentes genes regulados por varias vias

de sinalizacdo, destacando-se a sintase induzida do mondxido de azoto (iNOs), cuja producgéo
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estd dependente da presenca de interferdo-y (IFN-y) e de factor de necrose tumoral-o. (TNF-
a). Os macrdfagos caninos activados e infectados por Leishmania sdo capazes de produzir
maior quantidade de iNOs do que os macrofagos infectados mas ndo activados. Por outro
lado, nos neutrofilos e nos mondcitos a producdo do ido superdxido parece ser maior que a
sintese de NO (Alexandre-Pires & Correia, 2008; Santos-Gomes et al., 2008). Estes produtos
oxidativos causam a peroxidacdo dos acidos gordos da membrana do protozoario e
malformacgdes cromossémicas que desencadeiam a sua morte (Gonzélez, 2007). O processo
de acidificacao, por sua vez, permite a reducdo do pH no interior do macrofago, favorecendo
a desnaturacdo das proteinas, que assim se tornam susceptiveis as hidrolases &cidas,
intervenientes no processo de digestdo. Estas enzimas de capacidade hidrolitica libertam-se
dos lisossomas aquando da formacdo dos fagolisossomas, degradando proteinas,
carbohidratos, ADN e RNA (Alexandre-Pires & Correia, 2008; Santos-Gomes et al., 2008).
Contudo, o protozoario apresenta diversas estratégias que lhe permitem resistir aos
mecanismos leishmanicidas das células fagocitarias do hospedeiro. A primeira estratégia do
promastigota é evitar a lise directa pelo sistema complemento, através de uma reacgdo de
fosforilacdo que permite a inactivacdo de componentes desse sistema, como o C3, C5e C9, e
onde actuam a Gp63 e 0 LPG, os principais factores de viruléncia do parasita (Reis et al.,
2006).

Por outro lado, a selecgdo de determinados receptores por parte do parasita conduz a uma
cascata de reaccdes de sinalizacdo, essencial para infectar com sucesso o hospedeiro
vertebrado, como € provado pela baixa producdo de radicais de oxigénio no macréfago
parasitado, quando ocorre ligacdo preferencial do promastigota ao CR3, facilitando assim a
sua sobrevivéncia (Toméas & Romao, 2008).

O LPG do protozoario, por sua vez, impede que a fusdo fagossoma-lisossoma aconteca antes
da diferenciacdo da forma promastigota em amastigota, sendo posteriormente degradado
porque a sua presenca se torna prejudicial ao parasita. Nos fagolisossomas 0s amastigotas
encontram um ambiente acidico e enzimatico que, apesar de se considerar adverso ao seu
desenvolvimento, pode tornar-se compativel com a sua sobrevivéncia. Estas formas do
protozoario apresentam diferentes enzimas com actividade 6ptima no pH do fagolisossoma
(pH 5 a 6) e tém a capacidade de regular o pH intracelular, mantendo-o neutro, atraves de um
protdo-ATPase presente na sua membrana celular (Tomas & Roméo, 2008).

Uma vez assegurada a sua sobrevivéncia torna-se necessario o aporte de diversas moléculas,
que depois de processadas, podem ser utilizadas na replicagédo dos amastigotas. Deste modo,
ibes, moléculas pequenas, como a glucose e os aminoacidos, € macromoléculas, como

péptidos e moléculas da classe 11 do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC-I1), sdo
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transferidos do macrofago para o Iimen do fagolisossoma e aproveitados pelo protozoario. As
moléculas do MHC-II permitem ao parasita impedir a apresentacdo dos seus antigénios e
assim favorecem a evasdo a resposta imunitéria do hospedeiro (Tomas & Roméo, 2008).

No entanto, as moléculas do MHC-II ndo tém apenas a funcdo de apresentar as fracgdes
antigénicas parasitarias a superficie do macrofago, sendo também as responsaveis pela
sinapse imunoldgica. Esta é um processo complexo constituido por trés fases: o
reconhecimento, pelos receptores dos linfocitos T (TCR), das fracgBes antigénicas associadas
ao MHC e localizadas na superficie das APC, a ligacao entre os macréfagos e os linfocitos e a
activacdo dos linfocitos T. A terceira fase esta dependente da ligacdo estavel entre os dois
tipos celulares, para a qual € importante a intervencdo de moléculas de co-estimulacdo nos
macrofagos e nos linfocitos T. Nos macréfagos caninos parasitados por Leishmania existe
uma reducdo da expressdo daquelas moléculas, dificultando a estabilidade da ligacao e,
consequentemente, prejudicando o processo de activacdo linfocitaria e a producdo de
citoquinas, indutoras da actividade leishmanicida dos macrofagos (Santos-Gomes et al.,
2008).

E importante referir ainda que se verificou, em algumas espécies de Leishmania, a capacidade
de sobreviver em neutrofilos, durante o periodo de tempo em que decorre a infiltracdo do
local de infeccdo por macrdéfagos. Deste modo, a entrada do protozoario nos macréfagos
ocorre através da fagocitose dos neutréfilos, ndo sendo assim activada a sua accao
leishmanicida, uma vez que esta fagocitose se enquadra nos processos normais macrofagicos
de remogao de células “self” envelhecidas (Tomés & Romao, 2008).

As células dendriticas, como as células de Langerhans da pele, tm capacidade fagocitaria e
sdo eficientes apresentadoras de antigénios, contribuindo para a interaccao entre as respostas
imunoldgicas inata e adquirida desenvolvidas na presenca do agente patogénico. Apoés
fagocitarem os protozoarios deslocam-se da pele para o linfonodo eferente, onde expressam a
sua superficie as fraccdes antigénicas associadas ao MHC-II, estimulando os linfécitos T e
dando inicio a resposta imunolégica adquirida. Os queratindcitos também expressam MHC-II
e libertam citoquinas apds activacdo, influenciando o processo de inflamacdo na pele e a
destruicdo do parasita (Santos-Gomes et al., 2008). Para evadir o sistema de defesa do
hospedeiro o protozoario também é capaz de modular a capacidade de migracdo das células
dendriticas para os orgdos linféides, interferir na producdo de citoquinas e na expressao de
receptores nessas células, alterando assim a comunicacgao entre as respostas imunitérias inata e
a adquirida (Bueno, 2006).

O comportamento de sobrevivéncia intracelular do parasita Leishmania pode permitir a sua

multiplicacdo no interior dos macrofagos até haver destruicdo das células parasitadas, com a
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sua consequente libertacdo e disseminacdo para outros 6rgdos, como a medula 6ssea, 0S
linfonodos, os rins, o bago e o figado (Alexandre-Pires & Correia, 2008). Deste modo, a ac¢do
da imunidade inata, no inicio da infeccdo, é um factor determinante na contencdo da
disseminacédo do protozoario (Santos-Gomes et al., 2008).

Sempre que a eliminacdo ou neutralizacdo de Leishmania pela resposta imunoldgica inata
falha, é activada a imunidade adquirida ou adaptativa, que desenvolve estratégicas defensivas
especificas para o agente etioldégico, memorizando a ocorréncia da infecgdo. Neste tipo de
resposta imunitaria participam os linfécitos B e T, os anticorpos e diversos mediadores
celulares como as citoquinas (Santos-Gomes et al., 2008).

Nem todos os animais infectados por Leishmania desenvolvem a doenca. Os cées que tém a
capacidade de resistir a infeccdo, através da eliminacdo do parasita, ou que a restringem,
permanecendo assintomaticos, sdo designados de clinicamente resistentes. Os animais
predispostos ao desenvolvimento da infeccdo e da sintomatologia da doenca sdo considerados
susceptiveis, podendo conseguir controlar a infeccdo espontaneamente ou evoluir para uma
situacdo de doenca cronica (Baneth, 2006). Estudos realizados em modelos experimentais
permitiram demonstrar que a diferenca entre resisténcia e susceptibilidade a infec¢do por
Leishmania estd dependente do predominio de duas subpopulacdes de linfécitos T helper
CD4": linfocitos T helper 1 (Thl) e linfécitos T helper 2 (Th2), respectivamente. Assim
sendo, apos a apresentacdo das fracgbes antigénicas do protozoario pelas APC aos linfocitos
T, ocorre a activacdo e diferenciacdo das células Th virgens em linfocitos Thl, envolvidos no
desenvolvimento de uma resposta imunitaria celular protectora, ou em linfocitos Th2,
associados a uma resposta imunitaria humoral, responsavel pela progressao e persisténcia da
doenca (Roze, 2005; Gonzalez, 2007). Contudo, em canideos e humanos naturalmente
infectados por Leishmania esta dicotomia Th1/Th2 ndo é clara, uma vez que se tem verificado
que nestes hospedeiros o protozodario induz os dois tipos de resposta imunoldgica, sendo o
controlo da replicagéo do parasita, a progressdo da doenca ou a sua resolucgéo, determinados
pelo balancgo entre ambas as respostas (Roze, 2005; Baneth et al., 2008). Deste modo, 0s cées
sintomaticos apresentam, regra geral, uma forte resposta imunolégica humoral e
imunosupressdo da resposta celular especifica, enquanto os animais assintomaticos
demonstram ter resposta celular especifica e fraca resposta humoral. No entanto, é importante
reforcar que esta dicotomia ndo € absoluta, uma vez que alguns cdes possuem respostas
mistas, possivelmente consequéncia da viruléncia da estirpe do protozoario, dos factores
intrinsecos e extrinsecos caracteristicos do animal e do tempo de duracdo da infeccéo (Santos-
Gomes et al., 2008). Por outro lado, tem-se verificado que as moléculas contidas na saliva dos

fleb6tomos, como proteinas, enzimas e prostaglandinas, além de possuirem propriedades
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anticoagulantes e vasodilatadoras, actuam na supressdo da resposta inflamatéria e na
modulacdo de citoquinas, podendo assim bloquear a resposta imunoldgica do tipo Thl e
estimular a do tipo Th2 (Roze, 2005; Reis et al., 2006).

Nos animais resistentes, as células dendriticas e macréfagos produzem interleucina-12 (IL-
12), uma citoguina que permite que os linfocitos T se diferenciem na subpopulacdo Thl. Estas
células, por sua vez, produzem IFN-y, TNF-a e interleucina-2 (IL-2) que activam 0s
macrofagos e os estimulam a sintetizar substancias toxicas para o parasita, como os radicais
livres de oxigénio e o NO. Alguns estudos demonstraram também o envolvimento de
linfocitos T citotoxicos CD8" na resisténcia a Leishmaniose canina, sugerindo que estas
células sdo responsaveis pela lise dos macréfagos infectados com Leishmania e pelo aumento
da producéo de IFN-y e TNF-a (Barbiéri, 2006; Bueno, 2006).

Por outro lado, nos animais susceptiveis ocorre a producdo de interleucina-4 (IL-4) pelos
linfocitos T, desencadeando o desenvolvimento da subpopulacdo Th2. Esta diferenca
imunologica contribui para a inibicdo de IFN-y, IL-2 e IL-12, diminui¢do da expressdo de
receptores para a IL-12 nos linfécitos, interdicdo da sintese de NO pelos macréfagos e
reducdo do numero de linfocitos T, cuja capacidade de proliferacdo em resposta aos
antigénios de Leishmania esta igualmente diminuida. Além disso, os macrofagos infectados
ndo apresentam a ac¢do adequada como APC porque as suas moléculas de co-estimula¢do néo
promovem a ligacdo estavel entre o0 TCR nos linfocitos e 0 MHC-II nos macréfagos. E de
salientar ainda que as interleucinas 5 (IL-5), 6 (IL-6), 10 (IL-10) e 13 (IL-13) sdo também
sintetizadas na resposta Th2, estimulando os linfécitos B a produzir anticorpos (Barbiéri,
2006; Bueno, 2006). Contudo, na Leishmaniose canina o envolvimento da IL-10 na
ocorréncia da doenca é ainda controverso uma vez que, nos estudos realizados, a sua
producdo esplénica e hepatica tem sido idéntica em cédes naturalmente infectados,
sintomaticos e assintomaticos (Barbiéri, 2006; Santos-Gomes et al., 2008). Assim sendo, a
IL-10 é considerada um regulador da actividade Th1, mantendo o equilibrio entre as respostas
Thl e Th2 e inibindo ainda a accdo leishmanicida dos macréfagos infectados (Baneth et al.,
2008).

A Leishmaniose canina esta frequentemente associada a uma resposta humoral marcada, que
ndo sendo protectora, representa a falha no controlo da infeccdo. Neste tipo de resposta, 0s
linfocitos B séo activados pelo contacto directo com as fracgBes antigénicas do protozoario,
diferenciando-se em células plasmaticas, secretoras de anticorpos ou imunoglobulinas (Ig).
Existem vaérias classes ou isotipos de anticorpos, como IgA, IgD, IgE, IgM e IgG,
apresentando este Gltimo isotipo quatro subclasses, 19G1, 1gG2, IgG3 e 1gG4. A producédo de

anticorpos especificos tem inicio nas primeiras semanas pés-infeccdo e segue uma cinetica
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crescente, sendo 0s seus niveis séricos consideraveis por volta das 8 a 12 semanas. Os niveis
de imunoglobulinas especificas para Leishmania, nomeadamente de IgG, detectados nos
animais sintométicos foram maiores que os dos cdes assintomaticos (Campillo et al., 1999;
Baneth et al., 2008; Santos-Gomes et al., 2008). Por outro lado, a correlacdo entre o tipo de
resposta Th1l/Th2 e as classes ou subclasses de imunoglobulinas tem sido largamente
estudada, verificando-se que a secregéo de IgA e IgE sdo determinadas pela producéo de IL-5
e IL-4 pelas células Th2, respectivamente, a IgM € induzida por ambos o0s tipos de células Th
e a producdo de 1gG2 e 1gG3 é desencadeada pelas células Thl, através de IFN-y, enquanto a
producdo de IL-4 pelas células Th2 induz a sintese de IgG1 e IgG4. Contudo, estes resultados
ndo sdo lineares uma vez que estudos recentes revelam alguma discrepancia quanto a
correlacdo entre as classes/subclasses de anticorpos e a presenca/auséncia de sintomatologia
(Barbiéri, 2006; Gonzalez, 2007; Reis et al., 2009).

Nos animais susceptiveis, a intensa activacdo de linfécitos B e producdo de anticorpos
desencadeia a presenca significativa de complexos imunes circulantes (CIC), formados por
antigénios do género Leishmania, imunoglobulinas das classes IgG ou IgM e frac¢bes do
complemento, principalmente C3 (Campillo et al., 1999). Estes CIC normalmente sdo
removidos de forma eficiente pelo sistema monocitico-macrofagico, mas na presenca de uma
quantidade excessiva a sua remoc¢do nao € eficaz. A acumulagdo dos CIC desencadeia uma
reaccdo de hipersensibilidade tipo I, na qual ocorre a activacdo do complemento. Esta
activacao provoca a desgranulacdo de basofilos e plaquetas, com libertacdo de mediadores
inflamatdrios como a histamina, que causam, por sua vez, um aumento da permeabilidade
vascular. A alteracdo na permeabilidade permite a deposi¢cdo dos complexos imunes na parede
dos vasos, induzindo a agregacdo plaquetaria e a formagdo de coagulos sanguineos
(microtrombos) nessa parede. A activacdo do complemento desencadeia ainda a
desgranulacdo dos polimorfonucleares neutréfilos (PMNs), causando lesdes enzimaticas nas
paredes vasculares e consequente vasculite (Prescott, Harley & Klein, 2005). Entre os locais
onde foram demonstradas lesdes por deposicdo de complexos imunes destacam-se 0s
processos ciliares do olho (uveite), as articulacdes (poliartrite) e a membrana basal glomerular
do rim (glomerulonefrite). Por outro lado, na Leishmaniose foi também documentada a
producdo de auto-anticorpos contra as proprias plaquetas e eritrécitos, sendo responsaveis
pelo desenvolvimento de trombocitopénia e/ou anemia imunomediada nesses animais
(Campillo et al., 1999; Ferrer, 2002b).
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Varios estudos tém permitido demonstrar que, além da resposta imunitaria, outros factores de
resisténcia sdo importantes no controlo da susceptibilidade a Leishmaniose canina, dos quais
se destaca a predisposicdo genética. Deste modo, 0 mapeamento e sequenciagdo do gene
canino Slcllal (NRAMP1) revelaram que, nos animais susceptiveis, existia uma mutacdo de
um nucleédtido da regido promotora desse gene. O gene Slcllal codifica um anti-
transportador bivalente catido-protdo, importante na regulagédo da actividade leishmanicida
dos macrofagos e no controlo da replicacdo do protozoario no fagossoma (Baneth, 2006;
Bourdeau, 2009). Por outro lado, num estudo sobre a variacdo genética do MHC-II,
denominado sistema do antigénio leucdcitario canino (DLA), realizado num grupo de cdes de
uma area endémica no Brasil, foi detectada uma significativa correlagdo entre a presenca do
alelo DLA-DRB1*01502 e a susceptibilidade a doenca (Quinell et al., 2003). Estudos
epidemioldgicos permitiram identificar que a raca Podengo Ibicenco, apesar de ser natural de
uma regido endémica de Leishmaniose, como sdo as llhas Baleares, raramente manifesta
doenca clinica, desenvolvendo uma resposta imunitaria predominantemente celular (Baneth et
al., 2008). No entanto, as racas Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler e Pastor Alemao tém sido
consideradas mais susceptiveis a doenca. Os estudos dos factores de risco associados a
Leishmaniose canina permitiram revelar ainda a importancia da idade dos animais, uma vez
que a prevaléncia da doenga € maior nos jovens com menos de trés anos e nos mais velhos,
com mais de 8 anos, ndo tendo sido identificada predisposicdo sexual, apesar de alguns

autores referirem gque os machos sdo mais afectados (Solano-Gallego & Baneth, 2008).

4. QUADRO SINTOMATOLOGICO E LESIONAL

No passado, a classificacdo dos animais com Leishmaniose era feita apenas com base no
exame fisico, permitindo caracteriza-los como assintomaticos, na auséncia de sintomatologia,
oligossintomaticos, se estava presente um numero reduzido de sinais clinicos, ou
polissintomaticos, quando manifestavam um quadro clinico multiorganico. Contudo, esta
classificacdo era limitada, uma vez que ndo tinha em consideracao as alterac6es laboratoriais,
nem os cdes com disfuncdo organica mas sem manifestacdo clinica aparente. Deste modo,
recentemente, foi proposta a designacdo de “infeccdo subclinica”, nos cées infectados
clinicamente saudaveis, isto €, com presenca confirmada de Leishmania mas sem alteraces
no exame fisico e nas analises laboratoriais elaboradas, e de “Leishmaniose clinica” nos
animais com sinais clinicos e/ou alteracdes laboratoriais (Campillo et al., 1999; Bourdeau,
2009).
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As caracteristicas clinicas da Leishmaniose canina variam amplamente como consequéncia
dos numerosos mecanismos patogénicos do protozodrio, da diversidade de respostas
imunoldgicas desenvolvidas nos hospedeiros e dos diferentes 6rgdos afectados (Solano-
Gallego & Baneth, 2008). Segundo o nivel de afeccdo organica, a doenca pode ser
classificada como cutanea, visceral ou viscerocutanea, podendo também apresentar trés
quadros evolutivos: agudo, subagudo e cronico. As formas agudas e subagudas da doenca séo
raras, comparativamente com a forma croénica, e implicam uma evolugdo que varia entre 3-4
semanas e 2-3 meses. Na Bacia Mediterranica, as formas progressivas, de curso cronico e
implicacdo viscerocutanea sdo a apresentacdo clinica mais frequente da Leishmaniose canina
(Campillo et al., 1999).

No cdo, apos infeccdo, decorre um periodo de incubacdo até ao aparecimento dos primeiros
sintomas, que é considerado muito longo, podendo variar de 3 meses a 6 anos (Roze, 2005). A
manifestacdo inicial mais comum ¢ a alteracdo do estado geral do animal, com perda de peso
progressiva, acompanhada de astenia, apatia e em alguns casos de anorexia e hipertermia
(39°-40°C). Este quadro tem um inicio insidioso e um desenvolvimento progressivo, sendo
designado de sindrome geral inespecifico (Campillo et al., 1999).

O quadro histopatolégico classico na Leishmaniose canina € uma reacc¢do inflamatdria crénica
intensa, do tipo granulomatoso, consequente da accdo directa da Leishmania nos 6rgaos,
nomeadamente, na pele, no figado, no baco, nos linfonodos, nos rins, nos olhos, nos 0ssos e
nos intestinos. Contudo, as lesBes organicas também podem resultar da accdo indirecta do
parasita, através da deposicdo de complexos imunes nas articulacGes, nos vasos sanguineos,

nos olhos e nos rins (Bueno, 2006; Noli et al., 2006).

4.1. Lesoes cutaneas

As lesdes dermatoldgicas sdo a manifestacdo clinica mais frequente da Leishmaniose canina,
estando presentes em cerca de 81-89% dos cdes sintomaticos, e podem ocorrer isoladamente
ou em conjunto com outros sintomas e/ou alteracdes laboratoriais (Baneth et al., 2008;
Bourdeau, 2009). Entre a grande diversidade de alteracdes da pele destacam-se quatro padrdes
lesionais principais: a forma alopécica e descamativa, a forma ulcerativa, a forma nodular e a
dermatite pustular. Contudo, em alguns animais pode estar presente mais do que um padréo
lesional da pele (Noli et al., 2006; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

A forma alopécica e descamativa (Figura 10), observada em 60% dos cdes com alteracdes
cutaneas, apresenta uma distribuicdo, geralmente simétrica, na cabega, proeminéncias 6sseas,

extremidades dos membros e ponta da cauda, podendo culminar em alopécia generalizada. Na
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cabeca, as lesdes sdo principalmente na regido periocular, conferindo um aspecto de “6culos”,
no focinho e nos pavilhdes auriculares. O pélo apresenta-se bacgo e quebradico e a descamacao
é seca, ndo pruriginosa. O corte histologico da pele das zonas de alopécia, das faces e das
almofadinhas plantares, revela a presenca de hiperqueratose e de dermatite difusa nao
supurativa, com infiltracdo de linfécitos, células plasmaticas e macrofagos, alguns dos quais
parasitados. De entre todos os cées afectados pela doenga, os que apresentam esta forma
cuténea séo considerados 0s mais imunocompetentes, na medida em que foi identificado um
numero apropriado de células de Langerhans nessas lesdes da pele (Noli et al., 2006;
Alexandre-Pires & Correia, 2008).

A dermatose ulcerativa (23%) caracteriza-se pela presenca de Ulceras, sem tendéncia para a
cicatrizacdo, predominantemente, nas proeminéncias 0sseas, extremidades dos membros e
juncbes mucocutaneas (Figura 11). Nos cortes histologicos, observam-se Ulceras limitadas por
hiperplasia da epiderme, com um infiltrado celular misto (neutrofilos, macrofagos, linfocitos e
eosindfilos) e alguns protozoarios. Estes cdes tém, provavelmente, uma imunocompeténcia
intermédia (Noli et al., 2006; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

Figura 10 — Seborreia seca e Figura 11 — Dermatose ulcerativa
alopécia peri-ocular, nos no membro posterior
pavilh@es auriculares e focinho (fotografia original)

Fonte:_http://intranet.fmv.utl.pt/atlas/pele/pele_013.htm

Na forma nodular (12%), surgem nddulos cutaneos, por vezes nao ulcerados, de consisténcia
variavel, cujo diametro varia entre alguns milimetros e 10 cm. A sua distribuicdo pode ser
generalizada, atingindo a zona torécica, lombar e as falanges (Figura 12). Histologicamente
identificam-se fendmenos degenerativos, focos de necrose e infiltracdo acentuada de
macrofagos, linfécitos, plasmdcitos e células gigantes multinucleadas, havendo ainda um
grande nimero de parasitas. Nestes animais, estdo completamente ausentes as células
Langerhans da pele, podendo contribuir para uma resposta imunitaria ineficaz (Noli et al.,
2006; Alexandre-Pires & Correia, 2008).
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Os cdes com dermatite pustular (4%) apresentam pustulas estéreis no tronco, abdémen, axilas
e bragadas. A nivel histoldgico sdo identificadas pustulas subcorneais com neutrdfilos,
dermatite ligeira ndo supurativa e poucos protozodrios. A patogenia desta forma ainda é
desconhecida (Noli et al., 2006; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

Por outro lado, outras lesdes da pele e anexos associadas a Leishmaniose canina incluem a
hiperqueratose e despigmentacéo do focinho (Figura 13) e o crescimento excessivo das unhas
(onicogrifose). Esta alteragdo, que ocorre em cerca de 20-31% dos cées sintomaticos, deve-se
a presenca de Leishmania na matriz ungueal e a hipersensibilidade das almofadinhas
plantares, que dificulta o desgaste normal das unhas, havendo ainda inflamacdo da base

ungueal e da pele adjacente (Alexandre-Pires & Correia, 2008; Baneth et al., 2008).

Figura 12 — Nédulo cutaneo ndo Figura 13 — Hiperqueratose nasal
ulcerado na regido dorso-lombar (fotografia original)

Fonte:_http://intranet.fmv.utl.pt/atlas/pele/pele_015.htm

4.2. Lesdes oculares

As lesdes oftalmologicas sdo frequentes na Leishmaniose canina (16-80%), podendo ocorrer
isoladamente ou ser a principal manifestacdo clinica em 3,7 a 16% dos cdes sintomaticos
(Komnenou & Koutinas, 2007). Todos os tecidos do globo ocular podem ser afectados, de
forma uni ou bilateral, sendo as lesGes mais frequentes as conjuntivites, as queratites e as
uveites. No entanto, nas fases avancadas de doenca ocular é comum surgirem complicagdes
como a querato-conjuntivite seca (Figura 14), a atrofia da iris, o descolamento da retina, a
ulcera, o glaucoma, a catarata e a exoftalmia. E de salientar ainda que, em cerca de 10% dos
animais afectados, pode ocorrer perda de visdo (Alexandre-Pires & Correia, 2008).

A conjuntivite pode manifestar-se como simples hiperémia, quemose, inflamacdo bilateral
purulenta ou mesmo com a formacao de granulomas. Estes séo raros, geralmente bilaterais, de
dimensdo e forma variadas, cor branca ou rosada, consisténcia mole e localizam-se no limbo
esclero-corneano, estendendo-se por vezes as camadas superficiais da cdrnea. Esta
conjuntivite granulomatosa representa uma reacgdo inflamatdria consequente da precipitagdo

de complexos imunes e da presenga de Leishmania no local. Na membrana nictitante
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observam-se 0s mesmos tipos de lesdes da conjuntiva, incluindo granulomas no bordo livre, e
hipertrofia glandular (Alexandre-Pires & Correia, 2008).

Os processos inflamatdrios da cdrnea, apesar de poderem surgir de forma isolada, sdo mais
frequentes em associa¢do com uveites ou com conjuntivites. As queratites superficiais podem
estar associadas a formacao de Ulceras, neovascularizacdo, edema e pigmentacdo, enquanto
nas queratites intersticiais existe opacidade provocada por edema ou por um infiltrado celular
inflamatorio (Alexandre-Pires & Correia, 2008).

A querato-conjuntivite seca € caracterizada por hiperémia, quemose, secrecdo purulenta,
edema corneal e neovascularizagdo. Actualmente, os mecanismos considerados responsaveis
por esta alteracdo ocular sdo a destruicdo das glandulas lacrimais e obstru¢do das vias
lacrimais, pela inflamacdo piogranulomatosa local, e a hipoestesia da cornea lesionada, que
desencadeiam a reducdo da producdo e secrecdo das lagrimas (Komnenou & Koutinas, 2007).
As uveites anteriores sdao a manifestacdo ocular mais comum da Leishmaniose canina,
apresentando edema da cdrnea e da Uvea, formagdo de fibrina na camara anterior, miose e
maltiplos nédulos no estroma da iris. A uveite posterior é diagnosticada com menor
frequéncia, surgindo em associacdo com a uveite anterior (Komnenou & Koutinas, 2007).

As palpebras podem apresentar lesdes granulomatosas, semelhantes as alteracdes
conjuntivais, ou lesdes idénticas as da pele, com formacdo de blefarite furfuracea e alopécia
(Alexandre-Pires & Correia, 2008).

Figura 14 — Querato-conjuntivite seca com secrecdo mucopurulenta
(fotografia original)

4.3. LesBes musculares, articulares e dsseas

As lesbes do aparelho locomotor podem surgir em animais com bom estado geral,
desencadeando o aparecimento de claudicagbes, o enfraquecimento dos membros e um

quadro profundo de astenia e depressdo (Alexandre-Pires & Correia, 2008).
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A nivel muscular, surge uma atrofia generalizada, com caquexia e demarcacao acentuada das
proeminéncias 0sseas (Figura 15). Esta atrofia inicia-se nos musculos da cabeca (temporais e
masséteres) e, em conjunto com a alopécia, confere ao animal o aspecto de “cabega de velha”
ou facies senil (Figura 16). Este processo atrofico esta associado a polimiosite cronica
resultante da infiltracdo de células fagocitarias, da deposicdo de complexos imunes e da
presenca de auto-anticorpos contra as fibras musculares (Alexandre-Pires & Correia, 2008;
Baneth et al., 2008).

A nivel ésseo podem observar-se lesdes proliferativas periosticas e intramedulares, bem como
ostedlise cortical e medular (Baneth et al., 2008).

E de salientar ainda a ocorréncia de sinovites e poliartrites, com tumefaccéo das articulagdes,
estando geralmente associadas a presenca e deposi¢do de complexos imunes no liquido e nas

membranas sinoviais (reaccao de hipersensibilidade tipo 111) (Kohn, 2007).

Figura 15 — Caquexia (fotografia original) Figura 16 — Atrofia dos musculos da cabeca
(fotografia original)

4.4. Lesdes do aparelho digestivo

Na Leishmaniose canina foi descrito o aparecimento de gastrite e enterite, que podem ser
consequéncia das alteracdes hepaticas e renais, tipicas da doenca, ou resultar da lesdo directa
do protozoario, uma vez que, em casos de enterite e colite granulomatosa, foi possivel
identificar o parasita apds bidpsia a mucosa intestinal. Estas lesbes gastrointestinais podem
ser acompanhadas por sindrome de ma absorcdo, diarreia alternada com coprostase,
hematoquésia, melena e/ou hematemese, estando as trés ultimas presentes apenas quando
existem lesdes ulcerativas gastricas ou intestinais (Noli et al., 2006; Alexandre-Pires &
Correia, 2008). Por outro lado, o tracto digestivo superior pode manifestar formas atipicas da

doenca, como nodulos na lingua e gengivas (Roze, 2005).
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4.5. Lesbes dos orgaos linféides

A linfadenomegadlia, localizada ou generalizada, é uma das manifestagdes clinicas mais
consistentes na Leishmaniose canina, estando presente em 62-90% dos cdes sintomaticos. Os
principais linfonodos lesados sdo os sub-mandibulares, os cervicais, os pré-escapulares, 0s
axilares e o0s popliteos, apresentando hipertrofia e/ou aumento de consisténcia.
Histologicamente, verifica-se uma deplecdo linfocitaria e uma reaccdo proliferativa de
plasmaocitos e de macrofagos, cujo citoplasma se apresenta repleto de Leishmania. A carga
parasitaria dos linfonodos geralmente ndo estd correlacionada com o tipo e gravidade das
outras lesGes organicas, sendo comum a regressdo da adenopatia com a evolucdo da doenca
(Alexandre-Pires & Correia, 2008; Baneth et al., 2008).

A esplenomegalia, detectada em 10 a 53% dos cées sintomaticos, esta relacionada com a
proliferacdo de mondcitos e macréfagos e com modificagdes na estrutura esplénica,
nomeadamente o desenvolvimento significativo das vénulas e veias pulpares, o
desaparecimento da maioria dos sinuséides que envolvem a polpa branca e 0 aumento das
fibras reticulares (Baneth et al., 2008). Deste modo, na fase inicial da doenga o bago encontra-
se congestionado e hipertrofiado enquanto na fase cronica apresenta capsula espessada, atrofia
e aumento de consisténcia (Alexandre-Pires & Correia, 2008).

As alteracdes da medula éssea incluem diminuicdo de consisténcia, deplecdo das séries
eritroblastica, leucoblastica e megacarioblastica, aumento do numero de plasmécitos e
formacdo de granulomas ricos em macrofagos, granulécitos e linfocitos T (Alexandre-Pires &
Correia, 2008).

4.6. LesOes hepéticas

No figado a lesdo mais caracteristica € a inflamag&o crénica proliferativa, que se inicia com
alteracbes vasculares, processos degenerativos dos hepatdcitos e infiltracdo celular,
principalmente por linfécitos, plasmaocitos e histidcitos, podendo ainda ocorrer hiperplasia,
hipertrofia e mobilizacdo das células de Kupffer. Este infiltrado celular, onde é possivel
identificar formas de Leishmania, pode apresentar-se de forma difusa ou sob a forma de
microgranulomas, geralmente pouco organizados. Posteriormente, devido as alteracfes
vasculares e aos processos degenerativos, iniciam-se fendmenos de necrose e formacdo de
tecido fibroso, que em alguns casos culminam em cirrose (Campillo et al., 1999; Alexandre-
Pires & Correia, 2008). A hepatite cronica granulomatosa, presente em 5% dos casos, pode
causar hepatomegalia, vomito, polidria/polidipsia (PU/PD), anorexia e perda de peso (Noli et

al., 2006).
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4.7. LesOes cardiacas e respiratorias

As lesbes cardiacas localizam-se no miocardio, onde ocorre a formagao de granulomas ricos
em macrofagos, granulocitos e linfocitos T, que pode ser acompanhada por necrose e
degenerescéncia das fibras miocardicas (Alexandre-Pires & Correia, 2008).

Nos pulmdes é possivel identificar alteracGes vasculares e pneumonia de tipo exsudativo ou
intersticial, com infiltracdo linfoplasmocitaria e com presenca de macréfagos parasitados,
traduzindo-se clinicamente por dispneia e hemoptise (Alexandre-Pires & Correia, 2008).

A nivel das fossas nasais, se a mucosa apenas apresentar lesdes ligeiras, o Unico sintoma
observado sdo espirros persistentes. E importante salientar no entanto, a presenca de epistaxis
em 6 a 10% dos animais sintomaticos, onde esta pode ser a Unica manifestacdo clinica e a
principal causa de morte, se a hemorragia for profusa e incontrolavel. A epistaxis pode ser uni
ou bilateral, eventualmente recidivante, sendo considerados como principais mecanismos
responsaveis pela sua ocorréncia a perturbacdo da coagulacdo, devido a trombocitopénia e a
hiperglobulinémia, a presenca de Ulceras na mucosa nasal, consequentes de rinite
piogranulomatosa ou linfoplasmocitica, e a vasculite por deposi¢cdo de complexos imunes
(Alexandre-Pires & Correia, 2008; Baneth et al., 2008).

4.8. Lesbes do aparelho reprodutor

Esta descrita a presenca de lesdes na maioria dos 0rgaos genitais masculinos em cdes com
Leishmaniose, destacando-se a orquite intersticial linfoplasmocitica com degenerescéncia
testicular secundaria, epididimite linfohistiocitaria e balanopostite histiocitaria. Foram
encontradas formas amastigotas, no interior dos macrofagos, no testiculo, no epididimo, na
glande peniana e no prepucio. Apesar de ser uma manifestacdo clinica atipica, podem ser

observados granulomas no pénis (Diniz et al., 2005; Roze, 2005).

4.9. Lesdes do sistema nervoso

Os sintomas neuroldgicos associados a Leishmaniose canina sdo inconstantes e transitérios,
dos quais se destacam: a hipoestesia, a hiperestesia, por vezes com dores subitas do terco
posterior que sdo reveladas por claudicacdo, a paresia, que pode suceder no terco posterior, e
a paralisia, por vezes de forma paraplégica ou afectando nervos periféricos, como o ciatico
(Alexandre-Pires & Correia, 2008).

As lesdes nervosas parecem ser discretas e estdo associadas sobretudo a deposicdo de
anticorpos anti-Leishmania no plexo coroide, que pode predispor para a degenerescéncia

neuronal, mobilizacdo de células da glia e acumulacao de substancia amiléide. Apesar de estar
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descrita a presenca desses anticorpos no humor aquoso e no liquido cefalorraquidiano, através
da sua passagem pela barreira hematoencefalica, ainda ndo formam isoladas formas
amastigotas no sistema nervoso central (Lima, Gongalves, lkeda, Luvizotto & Feitosa, 2003;
Noli et al., 2006).

4.10. Consequéncias renais da Leishmaniose canina

O envolvimento renal é frequente durante o curso da Leishmaniose canina. A doenga renal
pode ser a unica manifestacdo clinica nos animais infectados, podendo progredir de
proteinuria assintomatica até sindrome nefrético ou Insuficiéncia Renal Cronica, sendo esta
responsavel pela degradacdo do estado geral e a principal causa de morte nos cdes com
Leishmaniose (Alexandre-Pires & Correia, 2008; Bourdeau, 2009). As alteracdes patoldgicas
identificadas com maior frequéncia sdao a glomerulonefrite e a nefrite tubulo-intersticial,
podendo, em raras ocasides, ser detectada amiloidose (Solano-Gallego et al., 2009).

As primeiras alteragBes ocorrem nos tubulos renais e incluem processos de degenerescéncia
hidrépica e hialina, atrofia ou dilatacdo tubular, presenca de cilindros hialinos, calcificacdo e
necrose, que se intensificam a medida que a doenca progride (Campillo et al., 1999; Gomes et
al., 2008).

A nefrite intersticial, de tipo agudo ou cronico, é a lesdo mais comum do intersticio renal,
onde pode estar presente edema, degenerescéncia tecidular, fibrose, infiltragdo
linfoplasmocitaria e alguns macréfagos contendo Leishmania (Alexandre-Pires & Correia,
2008; Gomes et al., 2008). O mecanismo responsavel por estas alteracdes intersticiais ndo
estd completamente esclarecido, mas a identificacdo de depdsitos de imunoglobulinas e
fraccGes do complemento sugerem uma origem imunoldgica (Soares, Moraes & Moraes,
2009). Por outro lado, a interaccdo dos antigénios de Leishmania, presentes no intersticio
renal, com os linfocitos T, foi descrita como o mecanismo basico das lesdes tubulo-
intersticiais, sendo mediada por macrofagos do infiltrado inflamatério e pelas células
epiteliais tubulares, que apresentam actividade fagocitaria e actuam como APC (Gomes,
2007). E de salientar ainda que a nefrite intersticial ndo parece ter relagdo ou influéncia no
tipo de glomerulonefrite presente no animal doente (Gomes et al., 2008).

Na Leishmaniose canina, a glomerulonefrite esta frequentemente associada a deposicdo ou
formagéo local de complexos imunes (Baneth et al., 2008). Estudos imunohistoquimicos
permitiram revelar também a presenca de depdsitos de imunoglobulinas, nomeadamente 1gG
e IgM e da fraccdo C3 do complemento, reforcando a importancia das reac¢fes imunitarias na

patogenia das lesbes glomerulares (Soares et al., 2009). Contudo, outros elementos
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imunoldgicos foram ainda implicados no desenvolvimento de glomerulonefrite, mais
especificamente os linfocitos T CD4" (Costa et al., 2000).

Apos a formacédo e deposicdo dos complexos imunes nas paredes dos capilares glomerulares,
ocorrem 0s processos responsaveis pelas lesdes nos glomérulos, nomeadamente a activagédo
do sistema complemento, a infiltracdo de polimorfonucleares neutrofilos, a agregacdo
plaquetéria e a activagdo da cascata de coagulacdo, com deposicdo de fibrina. A adesédo e
agregacdo plaquetéaria sdo estimuladas directamente pela presenca de complexos imunes ou
pela presenca de lesdes nas celulas endoteliais. Posteriormente, as plaquetas libertam
mediadores inflamatorios e substancias vasoactivas, como o tromboxano, e activam a cascata
de coagulacdo, o que vai exacerbar as lesbes glomerulares. Por outro lado, parece haver
intervencdo da angiotensina Il, que provém da circulacdo sistémica ou é formada no rim por
conversao da angiotensina I, contribuindo para a proliferacdo celular nos glomérulos e para o
aumento da pressdo intraglomerular, por vasoconstricdo da arteriola eferente. A infiltracdo de
neutréfilos, resultante da activacdo do complemento, conduz a libertacdo de enzimas
proteoliticas e a producdo de radicais livres de oxigénio, favorecendo assim o
desenvolvimento da glomerulonefrite. Nos glomérulos pode ocorrer, como resposta a estes
processos, proliferacdo celular, espessamento da membrana basal e, eventualmente,
hialinizagéo e esclerose (Nelson & Couto, 2003).

Em Medicina Veterinaria, como em Medicina Humana, é possivel classificar as doencas
glomerulares através da histopatologia, da microscopia electronica e da técnica de
imunofluorescéncia. Deste modo, as lesdes glomerulares identificadas com maior frequéncia,
na Leishmaniose canina, s&o a glomerulonefrite membranoproliferativa e/ou
mesangioproliferativa, tendo sido também descritas a glomerulonefrite de lesGes minimas, a
glomerulonefrite membranosa, a glomerulonefrite crénica e a glomeruloesclerose segmentar
focal (Costa et al., 2003; Solano-Gallego et al., 2009). A glomerulonefrite
membranoproliferativa esta frequentemente associada a IRC, engquanto nos casos em que nao
existem evidéncias clinicas e laboratoriais de doenca renal é mais comum a identificacdo das
glomerulonefrites mesangioproliferativa e de lesdes minimas (Solano-Gallego et al., 2009).
Na glomerulonefrite  membranoproliferativa existe hipercelularidade intraglomerular,
consequente da proliferacdo das células mesangiais, endoteliais e inflamatorias, expansdo da
matriz mesangial e espessamento das paredes dos capilares glomerulares. De acordo com o
local preferencial de deposi¢do dos complexos imunes soluveis, esta glomerulonefrite pode
ser classificada em tipo | (deposi¢do subendotelial e mesangial), tipo 11 (deposi¢do na ldmina
densa da membrana basal glomerular) e tipo Il (deposicdo subendotelial, mesangial e

subepitelial), sendo os dois primeiros tipos os mais comuns (Aresu et al., 2007).
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A caracteristica principal da glomerulonefrite mesangioproliferativa é a proliferacdo global e
difusa de células mononucleares no mesangio, onde sdo identificados os complexos imunes,
sendo acompanhada pela expanséo da matriz mesangial. O espago capsular apresenta-se quase
completamente preenchido pelo glomérulo, sem haver, contudo, alteragdo da membrana basal
glomerular e das paredes e lumen dos capilares (Costa et al., 2003).

As lesdes glomerulares minimas incluem o ligeiro aumento da celularidade mesangial e as
alteracOes estruturais e degenerativas dos podocitos, isto €, das células da camada visceral da
capsula de Bowman (Costa et al., 2003).

A glomerulonefrite membranosa caracteriza-se pelo espessamento progressivo da membrana
basal glomerular, que é desencadeado pela deposicdo de complexos imunes na lamina densa
e/ou a nivel subepitelial. A fixacdo desses complexos pode ocorrer devido a presenca de
locais anionicos na membrana basal glomerular, capazes de fixar moléculas carregadas
positivamente, como é o caso dos complexos imunes. Ocorre ainda acumulacdo de colagénio
e glicoproteinas na membrana basal, em torno dos complexos ai presentes. No entanto, as
arquitecturas glomerular e mesangial tendem a ficar preservadas (Soares, Moraes, Palmeira,
Miyazato & Moraes, 2005; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

Na glomerulonefrite crénica destaca-se a intensa proliferacdo da matriz mesangial e a
obstrucdo do lumen dos capilares (esclerose glomerular), conduzindo a transformacdo do
glomérulo numa massa amorfa, atrofica, hipocelular ou mesmo acelular. Neste tipo de les6es
glomerulares ndo foram identificados os antigénios de Leishmania, o que € justificado pelo
facto de a glomerulonefrite cronica ser o resultado final das restantes glomerulonefrites,
podendo ter ocorrido entretanto a eliminacdo dos antigenios (Costa et al., 2003).

A glomeruloesclerose segmentar focal desenvolve-se predominantemente nos glomérulos
justamedulares, proximo das areas de colapso do Iumen capilar, sendo possivel detectar
proliferacdo de colagénio, alteracGes estruturais dos podocitos e, por vezes, hipercelularidade
em torno das zonas de esclerose glomerular (Costa et al., 2003).

A amiloidose esta descrita apenas num numero reduzido de canideos com Leishmaniose,
podendo ser, nesses casos, responsavel pelo aparecimento de lesdes glomerulares e,
consequentemente, de IRC (Alexandre-Pires & Correia, 2008; Solano-Gallego et al., 2009). A
microscopia permite revelar a deposicdo nos glomérulos de substancia amildide, ou seja
material amorfo, acelular, de aspecto vitreo, geralmente eosinofilico e que cora de rosa

quando se utiliza a coloracdo de Vermelho do Congo (Reis, Silva, Rachid & Nogueira, 2001).
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A Leishmaniose canina provoca lesdes renais intersticiais e tubulares graves, especificas da
doenca e estreitamente relacionadas com a alteracdo da funcdo renal, independentemente da
presenca de alteragdes glomerulares (Gomes et al., 2008). Por outro lado, a presenca de lesdes
irreversiveis no glomérulo, provocadas pela amiloidose ou pela glomerulonefrite, contribui
para que o nefronio deixe de estar funcional e seja substituido por tecido fibroso cicatricial. A
diminuigcdo do nimero de nefrénios funcionais conduz a reducéo da filtracdo glomerular e,
consequentemente, a retencdo de sddio e hipertensdo sistémica. Os nefrénios vidveis tentam
compensar este estado, com o aumento individual da taxa de filtragdo glomerular, mas esta
hiperfiltracdo pode contribuir para o agravamento das lesdes renais (Nelson & Couto, 2003).
Uma das primeiras consequéncias fisiopatologicas da glomerulonefrite é a perda urinéria de
proteinas plasmaticas, como a albumina, resultante das alteragBes na permeabilidade da
membrana basal glomerular. Esta proteiniria promove a progressao das lesdes glomerulares e
tubulo-intersticiais e, se for persistente, pode desencadear o aparecimento de alteracdes
clinicas compativeis com sindrome nefrético, como hipoalbuminémia, ascite, edema
periférico e hipercolesterolémia (Figura 17). A ascite e o edema ocorrem como resultado da
diminuicdo da pressdo oncoética plasmatica e do aumento da actividade da aldosterona, que
causa retencdo de sédio e consequentemente de agua. A hipercolesterolémia surge devido ao
aumento da sintese hepética de proteinas e lipoproteinas e a reducdo do seu catabolismo,
permitindo a acumulacdo de colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade, incapazes de
atravessar as paredes dos capilares glomerulares (Nelson & Couto, 2003).

Como complicacgdes frequentes do sindrome nefrético destacam-se a hipertensdo sistémica e a
hipercoagulabilidade. A hipertensdo pode resultar de véarios processos, alguns dos quais ja
referidos anteriormente, como a retencdo de sbdio, a activagdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, as lesfes nas arteriolas e nos capilares glomerulares e a reducdo da
producdo de substancias vasodilatadoras no rim. A hipercoagulabilidade e o
tromboembolismo sdo secundarios a alteracdes do sistema de coagulacdo, nomeadamente
trombocitose, hipersensibilidade plaquetaria e perda de antitrombina Il pela urina. O
tromboembolismo parece ocorrer mais frequentemente no sistema arterial pulmonar,
conduzindo a hipoxia e dispneia. No entanto, nos poucos casos descritos de Leishmaniose
canina associada a sindrome nefrotico e tromboembolismo, os trombos estavam localizados
na artéria aorta, na veia cava caudal e/ou nas veias femorais, conduzindo a perda de
propriocepcdo nos membros posteriores, a paraparesia, a auséncia de pulso femoral, entre

outras complicacGes (Nelson & Couto, 2003; Félix et al., 2008).
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Figura 17 — Ascite num cdo com Leishmaniose e sindrome nefrético
(fotografia original)

O termo Insuficiéncia Renal Cronica é utilizado para definir a presenca de lesdo renal
persistente pelo periodo minimo de trés meses, caracterizada pela perda progressiva,
definitiva e irreversivel da massa funcional e/ou estrutural de um ou ambos os rins, podendo
ser observada uma reducdo da taxa de filtracdo glomerular de até 50% em relagdo ao seu valor
normal (Waki, Martorelli, Mosko & Kogika, 2010). No entanto, a manifestacdo clinica desta
insuficiéncia s6 ¢ observada quando % ou % do tecido renal de ambos os Orgdos estdo
comprometidos (Gomes et al., 2008). O quadro sintomatoldgico associado a IRC é muito
diversificado, podendo destacar-se a perda de peso associada a ma condi¢do corporal, letargia,
anorexia, PU/PD, palidez das mucosas, desidratacdo, vomito, e mais raramente, estomatite
urémica, Ulceras gastrointestinais, hematemese, melena, diarreia, hipertensdo arterial, com
repercussdes oculares como descolamento da retina, e alteracdes neuroldgicas, como estupor e
ataxia (Elliott & Lefebvre, 2008).

5. DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico da Leishmaniose canina € um processo complexo devido a
sintomatologia polimorfica e as lesGes histopatolégicas muito semelhantes a outras doencas
infecciosas e auto-imunes, mas por outro lado, ndo existe um método de diagnostico com
100% de sensibilidade e especificidade (Ferrer, 1999). Deste modo, o diagndstico correcto
desta doenca requer, frequentemente, a associacao da historia pregressa, do exame fisico, das
andlises sanguineas (hemograma, perfil bioquimico, proteinograma, perfil de coagulagéo) e da
urianalise, as técnicas de diagnostico laboratoriais especificas para Leishmania (Solano-
Gallego & Baneth, 2008).
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5.1. Diagnostico clinico

5.1.1. Anamnese e exame fisico

Para uma melhor aproximacdo ao diagnostico, é importante realizar uma anamnese minuciosa,
onde deve ser verificada a possibilidade de exposicdo do cdo ao insecto vector, averiguando,
por exemplo, qual é o local de habitacdo do animal, o seu modo de vida, as suas deslocacdes
até zonas endémicas de Leishmaniose canina, e qual a profilaxia praticada pelo proprietério
(Roze, 2005; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

Por outro lado, a realizacdo do exame fisico € fundamental, permitindo conhecer a
sintomatologia presente no animal e verificar se € compativel com esta doenca. No entanto,
como foi referido anteriormente, o quadro sintomatoldgico e lesional da Leishmaniose canina
é heterogéneo, muitos dos sinais clinicos sdo inespecificos e um namero significativo de
animais infectados permanecem assintomaticos, sendo aconselhavel a realizacdo de exames

complementares que permitam orientar o diagnostico (Gonzélez, 2007).

5.1.2. AlteracGes hematoldgicas, bioquimicas e urinarias

O quadro sintomatoldgico da Leishmaniose canina é acompanhado, frequentemente, por
alteracdes hematologicas, bioguimicas e urindrias muito variaveis na sua apresentacdo e
intensidade (Campillo et al., 1999).

Uma das alteragdes hematoldgicas mais comum € a anemia ndo-regenerativa (normocitica e
normocrémica), podendo estar presente, mais raramente, a anemia regenerativa hemolitica
(macrocitica e hipocromica), causada por mecanismos imunomediados. A anemia geralmente
desenvolve-se como consequéncia da diminuicdo da eritropoiese, resultante da doenca crénica
ou da Insuficiéncia Renal Crénica, sendo agravada por hemorragia e destruicdo
imunomediada dos eritrocitos (Baneth, 2006). Pode também existir leucocitose com
neutrofilia, mas é frequente a deteccdo de leucopénia, com reducdo das populacdes de
mondcitos, de eosinofilos e sobretudo de linfécitos. Esta leucopénia resulta do sequestro de
leucdcitos em diversos tecidos e 0rgaos e da diminuicdo da hematopoiese devido a disfuncéo
medular, por parasitismo intenso da medula 6ssea (Campillo et al., 1999; Pereira da Fonseca
& Villa de Brito, 2008).

Nas infec¢bes por Leishmania podem surgir sinais de diatese hemorragica, por exemplo
epistaxis, tendo sido descritas como possiveis causas as lesdes ulcerativas nasais, a
trombocitopénia, a diminuicdo da actividade dos factores de coagulacdo e a

hiperglobulinémia, que interfere com a polimerizacdo da fibrina e que, em associacdo com a
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urémia, conduz a disfuncéo plaquetaria. A trombocitopénia pode resultar da presenca de CIC
e auto-anticorpos, de sequestro esplénico ou da supressdo medular (Baneth, 2006; Baneth et
al., 2008). Nesta doenca pode ainda haver um prolongamento do tempo de trombina (TT) e
do tempo de tromboplastina parcial activada (aPTT), bem como um aumento dos produtos de
degradacdo do fibrinogénio (FDP) (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Por outro
lado, nos casos de Leishmaniose canina em que ha desenvolvimento de sindrome nefrético, a
perda urinaria de antitrombina Ill, pode conduzir a um estado hipercoagulavel, com
consequente trombose periférica. Nestes casos, 0 nivel sérico de fibrinogénio esta aumentado,
ha agregacdo plaquetaria e a quantidade de antitrombina I1l no sangue esta reduzida (Félix et
al., 2008).

A alteracdo bioquimica mais frequentemente relacionada com a Leishmaniose canina é a
disproteinémia. A electroforese das proteinas séricas (proteinograma) revela uma
hiperproteinémia (valores entre 8-12 g/dL) com hiperglobulinémia e hipoalbuminémia,
resultando numa diminuicdo do racio albumina/globulina, que passa a ser inferior a 0,5
(Campillo et al., 1999; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). A hipoalbuminémia
resulta da nefropatia com perda proteica, das alteracdes hepaticas, da méa nutricdo e/ou dos
mecanismos de equilibrio osmético plasmatico (Noli et al., 2006). E de salientar que o
sindrome nefrético € caracterizado, geralmente, pela presenca concomitante de
hipoalbuminémia, hipercolesterolémia e proteindria intensa (Nelson & Couto, 2003). A
hiperglobulinémia, por sua vez, é consequente do aumento das beta-globulinas e das gama-
globulinas, tendo-se verificado que na fase inicial da doenca ocorre, geralmente, um aumento
das beta-1 e beta-2 globulinas, que é seguido posteriormente pela subida das beta-3 e gama-
globulinas. As principais causas desta hipergamaglobulinémia parecem ser a estimulacédo
policlonal dos linfécitos B, mediada pelos antigénios do protozoario, a producdo de
anticorpos nao especificos e a presenca de CIC. No entanto, apesar de esta
hipergamaglobulinémia estar presente em 80% dos cdes doentes, ndo € patognomanica desta
doenca (Noli et al., 2006; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). E importante referir que
0 proteinograma, além de auxiliar no diagnostico, é considerado um dos melhores meios de
monitorizacdo da evolucdo da doenga e da resposta ao tratamento, permitindo detectar ainda
as suas eventuais recidivas (Roze, 2005; Noli et al., 2006).

Nos cdes que apresentam lesbes hepaticas cronicas pode-se verificar um aumento moderado
das enzimas hepaticas, nomeadamente da aspartato aminotransferase (AST), da alanina
aminotransferase (ALT) e da fosfatase alcalina sérica (FAS), que tem tendéncia a normalizar
apos o tratamento (Baneth, 2006; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).
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Na Leishmaniose canina, a perda progressiva de nefronios e a reducao da filtracdo glomerular,
caracteristicas da Insuficiéncia Renal Crdnica, conduzem ao aumento das concentracfes
plasméticas de diversas substancias que normalmente sofrem excre¢do renal, nomeadamente
amonia, aminoacidos, péptidos, fosforo (hiperfosfatémia), creatinina e ureia (azotémia),
gastrina (hipergastrinémia), glucagina, hormona do crescimento, entre outros. AS
concentragdes plasmaticas crescentes destas substancias sdo responsaveis, pelo menos em
parte, pelo conjunto de sinais clinicos denominado sindrome urémico (Nelson & Couto, 2003;
Baneth, 2006). Neste sindrome podem ser encontradas alteracfes gastrointestinais, como
anorexia, vomito, diarreia, ulceracdo gastrica e da mucosa oral, complicacbes neuroldgicas,
como letargia, estupor, tremores, ataxia, e consequéncias cardiopulmonares, como
cardiomiopatia urémica, pericardite, edema pulmonar e hipertensdo sistémica. A hipertensao
pode contribuir, por sua vez, para o agravamento das lesGes renais, cardiacas e cerebrais,
conduzindo ainda ao desenvolvimento de alteracbes oftalmolégicas como hifema,
descolamento e hemorragia da retina (Nelson & Couto, 2003; Elliott & Lefebvre, 2008).
Contudo, na IRC podem também estar afectadas as fungdes enddcrinas e metabdlicas do rim,
bem como haver perturbacdo da sua capacidade de manutencdo do equilibrio &cido-base e
hidro-electrolitico, estando muitas vezes presentes acidose metabdlica, hiperfosfatémia e
hipocalémia. A acidose metabdlica causa desmineralizacdo 6ssea progressiva, perda urinaria
de célcio, hipocalcémia e aumento do catabolismo das proteinas musculares, exacerbando a
azotémia. A hiperfosfatémia, por sua vez, pode contribuir para a reducdo dos niveis de
calcitriol e para a hipocalcémia, conduzindo ao aumento da secrecdo da paratormona (PTH) e
ao desenvolvimento de hiperparatiroidismo secundario renal, com osteodistrofia e
calcificacdo dos tecidos moles. Estas alteragdes 6sseas sd0 porém mais comuns nos animais
jovens e distinguem-se, por exemplo, pela presenca de deformacédo da mandibula sem ocorrer
fractura (“mandibula de borracha”). Por outro lado, a hipocalémia causa dor e fraqueza
muscular generalizadas, perturba a sintese proteica e contribui para a polidria, uma vez que
diminui a capacidade de resposta renal a hormona antidiurética (ADH) (Nelson & Couto,
2003; Elliott & Lefebvre, 2008).

As principais alteracoes urinarias identificadas nos cdes com Leishmaniose canina e IRC séo
polidria, proteinuria e isostendria ou presenca de urina inapropriadamente diluida, podendo
por vezes ocorrer visualizagéo de cilindros hialinos ou finamente granulosos, durante o exame
ao sedimento urinario (Canine Leishmaniasis Working Group [CLWG], 2007; Pereira da
Fonseca & Villa de Brito, 2008).
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A densidade urinéria especifica é frequentemente determinada na prética clinica para avaliar a
funcdo renal através da capacidade de concentracdo da urina, utilizando preferencialmente
para esse propdsito um refractometro. A sua medicdo permite detectar a presenca de polidria,
uma vez que a densidade urinaria estd inversamente relacionada com o volume de urina
produzido em 24 horas, podendo ainda auxiliar na avaliacdo da proteinaria e do estado de
hidratacdo do animal. Num céo saudavel e hidratado, os valores de densidade urinaria
especifica sdo muito variaveis, estando geralmente compreendidos entre 1.015 e 1.045. Na
doenca renal, uma das consequéncias mais frequentes € a alteracdo da capacidade do rim para
concentrar a urina, mesmo na presenca de desidratacdo e/ou azotémia, conduzindo assim a
producdo de urina inapropriadamente diluida (valores inferiores a 1.030) ou a isostendria
(valores entre 1.008 e 1.012) (Brown, 2007; Watson & Lefebvre, 2010). Nestes animais
ocorre normalmente polidipsia na tentativa de compensar a excessiva perda de fluidos
proveniente da polidria (Elliott & Lefebvre, 2008).

A protein(ria esta presente em 71-85% dos cdes com Leishmaniose canina (Baneth, 2006). E
de salientar que muitas condi¢cBes podem originar proteindria, sem haver doenca renal, sendo
por isso fundamental excluir, em primeiro lugar, as suas causas pré-renais e pés-renais, como
hemorragia ou inflamacgéo do tracto urinario posterior. Por outro lado, a proteindria de origem
renal pode ser classificada como funcional, sendo ligeira e transitoria, ou como patoldgica,
geralmente persistente. A determinacdo da persisténcia da proteindria requer a repeticdo da
anélise em diferentes momentos clinicos, com um intervalo minimo de duas semanas,
independentemente do método utilizado para a sua deteccdo. A presenca de proteindria
persistente é considerada um sinal de doenca renal, estando associada a sedimento urinario
normal ou com cilindros hialinos na glomerulonefrite, e a glicosuria e/ou excrecdo anormal de
electrolitos se houver lesdes nos tabulos renais que comprometam a reabsorcdo tubular
(Grauer, 2001; Lees & Metzger, 2005).

O teste gold standard para avaliar a proteinuria consiste na recolha de urina durante um
periodo de 24 horas, medi¢do rigorosa do seu volume e concentragdo proteica, e célculo da
quantidade de proteina perdida (em mg de proteina na urina/ Kg de peso) nesse periodo de
tempo. Contudo, esta técnica é dispendiosa e nao tem aplicabilidade na pratica clinica, sendo
utilizada apenas em investigacdo (Elliott & Brown, 2004). Como alternativa, estdo
disponiveis diversos métodos que permitem detectar a perda urinéria de proteina, nos quais
estdo incluidos os testes semi-quantitativos, o racio proteina/creatinina urinario (UPC) e a
medicao da concentracdo de albumina urinéria (Lees & Metzger, 2005; Pressler, 2006).

Os dois testes semi-quantitativos mais utilizados na prética clinica séo a tira reactiva urinaria

e o teste turbidimetrico do acido sulfosalicilico (SSA). A tira reactiva urinaria € um teste
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colorimétrico, de facil utilizacdo e baixo custo, em que ocorre ligacdo do grupo amina das
proteinas da urina ao indicador presente no papel de filtro, desencadeando uma alteracéo de
cor. Esta alteracdo € avaliada por comparacdo com uma escala de cores padronizada, 0 que
torna este método subjectivo. Os resultados positivos obtidos (“vestigios”, 1+, 2+, 3+, 4+)
devem ser sempre interpretados tendo em conta a densidade urinaria especifica, na medida em
que a presenca de pequena quantidade de proteina numa urina diluida pode ser considerada
significativa. E de salientar que ocorrem falsos positivos quando a urina se encontra alcalina
ou extremamente concentrada. Os falsos negativos estdo relacionados com a sensibilidade
desta técnica, por um lado porque é mais sensivel para a albumina que para as outras proteinas
e por outro porque apenas detecta concentragdes proteicas entre 30-1000 mg/dL, limitando a
sua utilizagdo quando os valores sdo inferiores a 30 mg/dL (Grauer, 2001; Pressler, 2006). O
SSA é um teste simples, pouco dispendioso, mas mais especifico e sensivel que a tira reactiva
urinaria, permitindo confirmar os resultados positivos (ambas as técnicas positivas) e detectar
os falsos positivos (tira positiva e SSA negativo). Esta técnica consiste na jungdo do
sobrenadante da amostra urinaria com igual volume de uma solugdo a 5% de acido
sulfosalicilico num tubo de ensaio, 0 que causa a precipitacdo das proteinas e conduz a
turvacdo da solucdo. Esta turvacdo é normalmente proporcional a quantidade de proteinas
existente na urina e é classificada, subjectivamente, por um observador através de padrdes
descritivos, numa escala de 0 a 4+. O seu limite inferior de deteccdo € 5 mg/dL, sendo
sensivel para a albumina, mas também para as globulinas e outras proteinas. Por outro lado, a
interpretacdo deste teste também exige a consideracdo da densidade urinaria especifica e
podem ocorrer falsos positivos quando certos compostos, como 0s meios de contraste
radiografico, estiverem presentes na urina. No entanto, os resultados positivos destes dois
testes semi-quantitativos pressupdem a utilizacdo posterior de métodos quantitativos que
avaliem de forma mais precisa a gravidade da proteinaria (Lees, 2006; Pressler, 2006).

O récio proteina/creatinina urinario permite quantificar a concentracdo das proteinas na urina,
auxiliando na avaliagéo da gravidade das lesdes renais, da progressao da doenca e da resposta
ao tratamento. Este racio baseia-se no principio de que os niveis urinarios de creatinina e
proteina sdo determinados pela filtracdo glomerular e por isso, um aumento do racio UPC, na
auséncia de inflamacdo pos-glomerular, reflecte o aumento da filtracdo das proteinas e
possivelmente a progressdo da IRC (Grauer, 2001; Pressler, 2006). Nos cées, valores de racio
UPC iguais ou superiores a 0,5 indicam a presenca de proteinuria persistente de origem renal,
se forem obtidos por repeticdo da medicdo em trés ou mais amostras, recolhidas no minimo
com duas semanas de intervalo, e ndo estiverem presentes quaisquer causas pré-renais e pos-

renais de proteindria (Lees, Brown, Elliott, Grauer & Vaden, 2004; Pressler, 2006). A
-44 -



glomerulonefrite e amiloidose alteram a permeabilidade selectiva dos capilares glomerulares,
resultando frequentemente em racios UPC superiores a 3,0. E de salientar porém, que este
racio ndo pode ser utilizado para diferenciar proteinuria glomerular da proteindria associada a
inflamacédo ou hemorragia do tracto urinario posterior (Grauer, 2001).

Estudos recentes permitiram demonstrar que a concentracdo urinaria de aloumina num céo é
normalmente inferior a 1 mg/dL. O termo microalbumindria é utilizado quando existe um
aumento da excre¢do urinaria de albumina que, contudo, ndo é detectado pelos métodos
convencionais, como a tira reactiva urinaria, compreendendo assim as concentracdes situadas
entre 1-30 mg/dL (Lees & Metzger, 2005). Na tentativa de superar esta contrariedade, tém
sido desenvolvidos métodos semi-quantitativos e quantitativos que permitem a deteccdo da
microalbumindria na pratica clinica, recorrendo a anticorpos anti-aloumina especificos para a
espécie canina, e que apresentam elevada sensibilidade e especificidade. Os testes semi-
quantitativos recorrem a uma diluicdo prévia da amostra de urina, até obter uma densidade
especifica padronizada (geralmente 1.010), sendo 0s seus resultados referidos como
“negativo”, “positivo ligeiro”, “positivo moderado” e “positivo intenso”. Este Ultimo
resultado indica a existéncia de albumindria evidente, isto € concentracdes superiores a 30
mg/dL, mas ndo permite definir qual a magnitude realmente presente. Por outro lado, 0s
métodos quantitativos, como ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), fornecem uma
estimativa razoavel da concentracdo urinaria de albumina, independentemente de estar
incluida nos valores de microalbumindria ou de albumindria (Lees, 2006; Pressler, 2006). E
importante salientar que nas doencas onde existe proteindria de origem renal, a
microalbumindria pode ser detectada antes de ocorrer aumento do racio UPC, sendo por isso
util na detecgdo precoce da IRC (Pressler, 2006). Nos cdes, a microalbumindria é considerada
evidéncia de proteinuria persistente de origem renal, quando é detectada em trés ou mais
amostras de urina, recolhidas com duas ou mais semanas de intervalo entre si, e ndo pode ser
atribuida a causas pds-renais (Lees et al., 2004). De facto, este parametro pode ser utilizado
como indicador de hipertenséo intraglomerular, de patologia na membrana basal glomerular
e/ou de disfuncdo nos tubulos proximais do rim (Elliott & Brown, 2004).

A proteindria pode resultar de glomerulonefrite ou amiloidose, que apenas sdo diferenciadas
por bidpsia renal e posterior analise histopatologica. Contudo, esta pratica ndo é recomendada
nos animais com IRC porque, além de ser invasiva, pode ndo fornecer informagéo adicional
sobre 0 prognostico ou a evolucdo da doenca (Elliott & Brown, 2004). Por outro lado, a
ultrassonografia € uma técnica ndo-invasiva, que pode detectar precocemente as alteraces
patoldgicas renais associadas a Leishmaniose canina. Deste modo, os rins podem estar

diminuidos de tamanho, com contorno irregular, com perda da definicdo da juncéo cortico-
-45 -



medular e com aumento da ecogenicidade cortical devido a inflamacgdo. Estas evidéncias
podem permitir o diagnostico de IRC nos animais com Leishmaniose, em associa¢do com as
alteracOes fisicas e laboratoriais presentes (Gama, Larangeira, Aguiar & Barrouin-Melo,
2009).

5.1.3. Estadiamento e sub-estadiamento da Insuficiéncia Renal Croénica canina

A IRC é uma doenca de caracter progressivo, sendo importante a diferenciacdo entre os seus
estadios de evolugdo, de modo a estabelecer a abordagem terapéutica adequada e realizar a
correcta monitorizacdo do animal. A Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS)
propbs um sistema de classificacdo, para cdes e gatos, composto por quatro estadios de
evolucdo da IRC, estabelecidos principalmente de acordo com as concentracdes séricas de
creatinina (Tabela 4). Este pardmetro € um marcador da taxa de filtracdo glomerular,
permitindo detectar a deterioracdo da funcdo renal (Brown, 2005; Waki et al., 2010). Os
valores de creatinina plasmatica devem ser obtidos no paciente estavel, em jejum e hidratado,
em dois ou trés momentos clinicos diferentes, sendo importante excluir as causas pré-renais e
poOs-renais da azotémia, bem como ter em conta a condicdo corporal do animal, sobretudo a
massa muscular, a fim de evitar a classificacdo errada (Waki et al., 2010). E de salientar que
os dois primeiros estadios reflectem o facto do aumento da concentragdo plasmaética de
creatinina apenas ser detectado quando ja existe lesdo renal extensa, podendo estes estadios
abranger concentracdes gque estdo dentro ou no limite maximo do intervalo de referéncia da
maioria dos laboratérios. Este facto demonstra a necessidade de associar, ao nivel sérico de
creatinina, outras alteracdes detectadas no animal e que permitem suspeitar de IRC (Elliott &
Watson, 2010).

Tabela 4 — Estadiamento da Insuficiéncia Renal Cronica canina (Adaptado de IRIS, 2009a)

Creatinina

Estadio Plasmatica (mg/dL)

Lesdes Renais/Sintomatologia

Incapacidade de concentragdo urinaria; proteindria
| persistente de origem renal; alteracfes renais no exame
<14 fisico, nos exames imagioldgicos
e/ou na bidpsia.
Auséncia de manifestaces clinicas.

Nao Azotémico

I 14-20 Perda progressiva de tecido renal funcional. Auséncia ou
Azotémia Renal Ligeira presenca de sinais clinicos ligeiros, como PU/PD.
1| 2150 Declinio da taxa de filtracdo glomerular.
Azotémia Renal Moderada Sinais clinicos sistémicos podem estar presentes.
\Vi Perda significativa das funges renais.
>5,0 Presenca de sinais clinicos sistémicos relacionados com o

Azotémia Renal Grave . .
sindrome urémico.
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E provavel que alguns animais com IRC passem por todas as quatro fases se a doenca renal
progredir, enquanto outros permanecem num dos estadios sem ocorrer progressao da doenga.
Os animais afectados podem ser apresentados na clinica em qualquer estadio da doenca,
dependendo da atencdo do proprietario e se 0 animal é ou nédo alvo de um rastreio regular de
saude (Elliott & Watson, 2010).

Apos a realizacdo do estadiamento da IRC, a IRIS recomenda que, sempre que possivel, estes
animais sejam sub-estadiados de acordo com a quantidade de proteina excretada na urina e
com a presséo arterial sistémica. A avaliacdo destes dois parametros é aconselhavel, uma vez
que podem ocorrer, separadamente ou em conjunto, em qualquer estadio de IRC e constituem
factores de risco independentes de lesdo renal progressiva, interferindo no prognostico e
requerendo intervencdo terapéutica especifica (Elliott & Watson, 2010; Waki et al., 2010).

O sub-estadiamento com base na proteindria (Tabela 5) é feito apds excluséo das causas preé-
renais e pds-renais de perda urinaria de proteina, como inflamacdo ou hemorragia do tracto
urinério posterior, sendo necessario confirmar a sua persisténcia, através da medicdo do racio
UPC em trés ou mais amostras de urina, recolhidas com um intervalo minimo de duas
semanas (IRIS, 2009a).

Tabela 5 — Sub-estadiamento da Insuficiéncia Renal Crénica canina com base no racio UPC
(Adaptado de IRIS, 2009a)

Sub-estadio Valores do racio UPC
Néo proteindrico (NP) <0,2
Proteindrico no limite (PL) 0,2-0,5
Proteindrico (P) >0,5

Os cdes classificados como proteinaricos no limite (traducdo do termo original inglés
borderline) devem ser reavaliados ap6s dois meses, para que seja feita a sua correcta
classificagdo. Por outro lado, os animais ndo proteindricos e com proteindria no limite podem
ser categorizados como “microalbumintricos”, através dos testes semi-quantitativos de
deteccdo da albumina na urina, sendo por isso recomendada a sua monitorizagcdo continua
(IRIS, 2009a). Para os animais proteinuricos ou proteindricos no limite a importancia do
resultado depende do estadio da IRC em que se encontram. Deste modo, a presenca de
proteindria é mais significativa no estadio Il que no estadio I, pois a quantidade de proteina

filtrada diminui com a redugdo do tecido renal funcional (Elliott & Watson, 2010). A
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proteindria pode diminuir a medida que se agrava a perda da funcdo renal e, por isso, pode ser
menos frequente em animais nos estadios mais avancgados da doenca (IRIS, 2009a).

A insuficiéncia renal afecta a regulagdo da pressdo arterial sistémica, conduzindo a
hipertensdo, que pode ser prejudicial para os rins, mas também para outros érgdos, como o
olho, o coracdo e o cérebro. Actualmente, existe uma maior disponibilidade de técnicas de
medicdo indirecta da pressdo arterial sistémica na pratica clinica, tornando mais facil a sua
avaliacdo, apesar de ainda ndo haver uma abordagem padronizada (Elliott & Watson, 2010).
Idealmente, os animais devem estar num ambiente calmo e as medi¢6es devem ser feitas em
diferentes dias, durante as visitas do paciente a clinica, sendo contudo aceitavel a sua
realizacdo na mesma visita, com no minimo duas horas de intervalo entre as determinacdes.
Os animais séo sub-estadiados pela pressao arterial sistémica (Tabela 6) de acordo com o seu

valor e com o risco de lesdo multi-organica a ele associado (IRIS, 2009a).

Tabela 6 — Sub-estadiamento da Insuficiéncia Renal Crénica canina com base na pressao
arterial sistémica (Adaptado de IRIS, 2009a)

Sub-estadio Pressdo arterial sistolica | Pressdo arterial diastdlica
(mmHg) (mmHg)
0
Risco Minimo <150 <95
1
Risco Ligeiro 150-159 95-99
2
Risco Moderado 160-179 100-119
3
Risco elevado = 180 =120

Nos animais em que ndo existe evidéncia clinica de lesdo organica, o diagndstico de
hipertensdo deve ser feito com base em vérias medicdes, que permitam assim demonstrar a
persisténcia da pressao arterial sistémica (Elliott & Brown, 2004; IRIS, 2009a). A persisténcia
deve ser avaliada em dois meses nos pacientes com risco moderado ou em uma a duas
semanas se existe risco elevado. Por outro lado, quando estdo presentes complicacoes
resultantes de lesdo multi-orgénica, ndo existe necessidade de demonstrar a persisténcia da
hipertensdo, devendo o tratamento ser instituido rapidamente. Segundo a IRIS, quando nédo é
realizada a medigédo da pressdo arterial, considera-se que o paciente apresenta hipertensdo e

risco de lesdo multi-organica ndo determinados (IRIS, 2009a; Elliott & Watson, 2010).
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Os algoritmos propostos pela IRIS para a classificacdo da IRC canina encontram-se

apresentados nos Anexos 1, 2 e 3.

5.2. Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico clinico de Leishmaniose canina pode tornar-se complicado nos casos
esporadicos, nos animais com sintomatologia pouco comum ou nos que se encontram numa
fase latente ou inicial da doenca, permanecendo assintomaticos (Campillo et al, 1999). Deste
modo, os métodos laboratoriais especificos, actualmente disponiveis, sdo essenciais para o
diagnostico definitivo da doenga nos animais sintométicos, mas também nos cées infectados e
clinicamente saudaveis. Estas técnicas de diagnostico encontram-se agrupadas em trés
categorias: métodos parasitolégicos (deteccdo do parasita), métodos serologicos (deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania) e métodos moleculares (deteccdo e amplificacdo do ADN do
protozoario). No entanto, é fundamental conhecer as bases e as limitagdes de cada uma das
técnicas de diagnostico, bem como saber interpretar apropriadamente os seus resultados
(Ferrer, 1999; Solano-Gallego & Baneth, 2008).

5.2.1. Diagnostico parasitoldgico

Os métodos parasitolégicos tém como objectivo evidenciar a presenca de Leishmania, a partir
de amostras recolhidas no animal infectado. A sua especificidade é excelente
(aproximadamente 100%) ao contrario da sua sensibilidade (valor méaximo de 80% nos cdes
sintoméaticos mas menor nos animais assintomaticos), sendo esta condicionada por factores
como a amostragem, a fase de evolucdo da doenca, a carga parasitaria, entre outros. A
presenca do protozoario pode ser revelada através de métodos parasitoldgicos directos ou
indirectos (Campillo et al, 1999; Baneth, 2006).

O exame parasitoldgico directo (Figura 18) pode ser feito em esfregacos obtidos do produto
da puncéo aspirativa de linfonodos, da medula déssea e/ou de nddulos cutaneos, do produto de
raspagem de lesGes dermatoldgicas e também do liquido sinovial (se existir poliartrite), apos
coloragdo com o corante de Giemsa ou outro (CLWG, 2007; Pereira da Fonseca & Villa de
Brito, 2008). A pungdo medular pode ser feita no fémur, na crista iliaca ou na jungéo
costocondral, enquanto a puncéo ganglionar é realizada sobretudo nos linfonodos popliteos ou
pré-escapulares (Campillo et al, 1999). Actualmente, os esfregagos obtidos de matriz ungueal,
de baco e de figado ndo sdo utilizados, uma vez que exigem técnicas demasiado traumaticas,
com algum risco de hemorragia interna (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Este
método permite a visualizacdo das formas amastigotas do protozoario, no interior dos
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macrofagos ou a nivel extracelular apds ruptura das células parasitadas, mas também
possibilita a identificacdo de alteragdes citologicas consistentes com a Leishmaniose (CLWG,
2007). A citologia constitui um método de diagnostico definitivo, de facil realizagdo, mas esta
dependente da experiéncia do observador, a sua sensibilidade € fraca (cerca de 50% para a
medula 6ssea e 30% para o linfonodo) e tem o inconveniente de, por vezes, ndo permitir
detectar o protozoario nos cdes que estdo nas fases iniciais de Leishmaniose ou sob tratamento
(Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

O protozoario pode ser observado também no exame histoldgico de bidpsias da pele e de
outros 6rgéos lesionados, onde se utiliza, geralmente, a coloragdo com Hematoxilina-Eosina
ou com Giemsa. Para além do parasita, podem ser identificadas alteracdes histopatoldgicas
consistentes com a doenca, como a hiperplasia linféide, a inflamacdo granulomatosa,
piogranulomatosa ou linfoplasmocitica, entre outras. Contudo, a deteccdo das formas
amastigotas pode ser dificil, sendo apropriada a utilizacdo de técnicas imunohistoquimicas,
como a da imunoperoxidase, que permitam aumentar a sensibilidade deste método e que
confirmem a presenca do parasita (Noli et al., 2006; Solano-Gallego et al., 2009).

Figura 18 — Diagndstico parasitoldgico directo por citologia (fotografia original)

Legenda: A) Formas amastigotas de Leishmania spp., a nivel intracelular, num esfregaco obtido
apos puncdo medular. Coloracdo Giemsa, ampliacdo 100x. B) Esfregaco do produto de
raspagem de lesdo cutdnea sugere a presenca do protozoario (setas). Coloracdo Giemsa,

ampliacdo 100x.

Os métodos parasitolégicos indirectos incluem o isolamento de Leishmania em meios de
cultura, a inoculacdo em animais de experimentacao e o xenodiagndstico.

O exame parasitoldgico cultural é realizado através da inoculacdo do material obtido pela
puncdo aspirativa do linfonodo ou da medula dssea, em meios de cultura liquidos
suplementados com soro fetal bovino (FCS) ou em meio Novy, Nicolle e McNeal (NNN).
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Nestes meios o parasita multiplica-se até serem detectaveis, por observacdo microscopica, as
formas promastigotas. No entanto, esta técnica exige um longo periodo de incubacdo (6 a 15
dias a temperatura 6ptima de 22-25°C), uma observacéo periodica e ndo fornece um resultado
positivo se a carga parasitaria for reduzida, o que torna a sua utilizacéo restrita a identificacéo
de infeccbes patentes ou a caracterizagdo da estirpe de Leishmania isolada (Campillo et al,
1999; Noli et al., 2006; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

Por outro lado, a cultura in vivo do protozoario pode ser realizada por inoculacdo de tecidos
infectados, provenientes do cdo suspeito em estudo, em animais de laboratdrio susceptiveis,
como os hamsters (Mesocricetus auratus). A amostra é inoculada por via intraperitoneal e o
parasita multiplica-se de tal forma que ao fim de 3-4 semanas € possivel identificar
amastigotas nos macrofagos peritoneais, bem como sinais clinicos caracteristicos da doenca.
E de salientar que esta técnica apenas é utilizada em investigacdo (Campillo et al, 1999;
Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

O xenodiagndstico é uma técnica que permite a deteccdo e isolamento do agente patogénico
através do vector natural. Neste caso, consiste na exposicdo do cdo suspeito, previamente
sedado, com fleb6tomos criados em laboratorio, que serdo posteriormente examinados com 0
objectivo de detectar as formas promastigotas no seu tracto digestivo. Contudo, este método
tem pouca aplicabilidade na prética clinica, apesar de parecer importante na resolucdo de
questBes epidemioldgicas sobre o estado clinico e o tratamento da doenca (Gradoni, 2002;
CLWG, 2007).

5.2.2. Diagnostico seroimunoldgico

Os métodos seroldgicos sdo frequentemente utilizados em estudos de seroprevaléncia e na
determinacdo de possiveis focos endémicos de Leishmaniose canina, mas a sua utilizacdo na
pratica clinica tem sido crescente (Campillo et al, 1999).

Estas técnicas indirectas de diagndstico baseiam-se na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania
circulantes (principalmente IgG, em particular 1gG1), uma vez que se pode desenvolver uma
resposta imunitaria humoral nos animais infectados (Ferrer, 1999). Também tem sido descrita
a identificacdo de anticorpos, por métodos serolégicos, no humor aquoso, no liquido
cefalorraquidiano e na urina de cées com Leishmaniose canina. Verificou-se que as
imunoglobulinas estavam presentes na urina dos animais que tinham racio UPC superior a 1,0
e sedimento normal, tendo sido sugerida como consequéncia da alteracdo da permeabilidade
selectiva da membrana glomerular, que ocorre durante o curso da doenca. Esta descoberta é

importante porque a detec¢do de anticorpos anti-Leishmania na urina € um método mais
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especifico que o racio UPC, podendo vir a representar um modo ndo-invasivo de diagnostico
e prognostico de Leishmaniose nos cdes com glomerulonefrite (Solano-Gallego et al, 2003).
Apesar de as técnicas seroldgicas terem elevada sensibilidade e especificidade (80-100%),
apresentam uma forte limitacdo no que diz respeito a impossibilidade de diagnosticar a
doenca quando ndo ha producdo de anticorpos, como ocorre durante o periodo de
seroconversdo (1,5 a 3 meses apos infecgdo) ou nos animais considerados resistentes e que
sdo assintomaticos. Estes animais, devido ao tipo de resposta imunitaria celular que
desenvolvem, sdo seronegativos ou apresentam titulos de anticorpos baixos (Campillo et al,
1999; Noli et al., 2006; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Deste modo, a serologia
pode subestimar a verdadeira prevaléncia da infecgdo assintomatica na populagdo canina, em
zonas endémicas (Baneth, 2006). Idealmente, sempre que existam resultados seroldgicos
inconclusivos, como titulagbes positivas baixas ou muito perto do limiar de positividade, deve
proceder-se a repeticdo da prova, 30 dias depois da primeira, com o objectivo de verificar se
se tratava de um titulo residual que foi decrescendo ou de uma infec¢do activa em progresso,
ou entdo recorrer a outros métodos de diagnostico (Baneth, 2006; Pereira da Fonseca & Villa
de Brito, 2008).

Por outro lado, é importante ter em conta que um resultado serolégico positivo ou duvidoso
num animal sem sintomas pode significar apenas o contacto com o protozoario, isto €, apesar
de ter ocorrido infeccdo por Leishmania, o animal pode nunca vir a manifestar a doenca,
permanecendo porém como portador. Contudo, a maioria dos cédes (50-60%) com titulos de
anticorpos elevados apresentam sintomatologia caracteristica da Leishmaniose ou irdo
desenvolver a doenga ao fim de algum tempo, havendo poucos casos (menos de 5%) de
animais doentes seronegativos. E de salientar o facto de um animal poder passar de resistente
a infeccdo por Leishmania, a sensivel e vice-versa, devido a tratamentos farmacoldgicos,
infeccdes, imunosupressdo, neoplasias, entre outros (Pereira da Fonseca & Villa de Brito,
2008). Tém sido tambeém descritos falsos positivos devido a ocorréncia de reactividade
cruzada seroldgica com outros agentes patogénicos dos canideos, como Trypanosoma cruzi
(Norte e Sul da América), Babesia, Ehrlichia e Neospora (Maia, 2005; Baneth, 2006).

Os métodos serolégicos ndo sdo suficientes para a avaliagdo da cura e monitorizacdo da
resposta ao tratamento, na medida em que a diminui¢do dos titulos de anticorpos pode suceder
devido a reducdo da carga parasitaria e ndo € necessariamente indicativa de cura
parasitoldgica, ocorrendo frequentemente recidivas da doenca (Ferrer, 1999; Baneth, 2006).
Diversos métodos serologicos tém sido desenvolvidos, incluindo a imunofluorescéncia
indirecta (IFI), a aglutinacdo directa (DAT), a hemaglutinacdo indirecta (HI), a

contraimunoelectroforese (CIE), a imunocromatografia rapida, os testes de fixacdo do
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complemento, varios tipos de ensaios imunoenzimaticos (ELISA, ELISA de competicdo, Dot-
ELISA, slide-ELISA) e o Western Blot (WB). Todas estas técnicas diferem em dois aspectos:
0 tipo de antigénio de Leishmania e o sistema de detec¢do e amplificagdo da presenca de
anticorpos anti-Leishmania utilizados. Em geral, as técnicas que utilizam o protozoario
completo como antigénio (IFI, DAT, Dot-ELISA) sdo mais especificas e reprodutiveis que as
que utilizam antigénios sollveis (testes de fixagdo do complemento). Actualmente, 0s
métodos seroldgicos considerados satisfatorios sdo: IFI, ELISA, DAT e WB (Ferrer, 1999;
Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

A imunofluorescéncia indirecta € a técnica de diagnostico da Leishmaniose canina mais antiga
e a mais amplamente utilizada na actualidade. Apresenta elevada sensibilidade (90-100%) e
especificidade (80-100%), sendo considerada o método seroldgico de referéncia pela OIE
(Office International des Epizooties). Esta técnica consiste na incubacdo de diluicdes seriadas
do soro em estudo com promastigotas de Leishmania, seguida da utilizacdo de anti-anticorpos
marcados com fluoresceina. Quando existem anticorpos anti-Leishmania, estes ligam-se ao
antigénio e, por microscopia, torna-se visivel uma fluorescéncia verde (CLWG, 2007,
Romero-Pefiuela & Sanchez-Valencia, 2007).

Como vantagens da IFI destaca-se a facilidade de execucdo, rapidez na emissdo de resultados
e baixo custo. Contudo, é importante conhecer o titulo a partir do qual o soro é considerado
positivo (limiar de positividade ou “cut-off”), visto que este pardmetro varia muito consoante
os laboratérios. A maioria dos laboratorios considera o resultado negativo se 0s cées
apresentam titulos menores que 1:40, e positivo se os titulos forem iguais ou superiores a
1:80, sendo suspeitos de doenca os animais que tenham titulos entre 1:40 e 1:80. Por outro
lado, é adequado considerar como titulo de anticorpos elevado, apenas aquele que for o
quadruplo ou mais do limiar de positividade do laboratorio de referéncia, por exemplo para
um “cut-off” de 1:80 os titulos considerados elevados sdo os superiores a 1:640 (CLWG,
2007). As limitacBes desta técnica estdo associadas por um lado com a identificacdo de
elevado nimero de falsos positivos (por exemplo por reactividade cruzada), por outro com o
facto de apenas ser positiva se houver concentracao suficiente de anticorpos circulantes, o que
significa que um animal seronegativo pode estar infectado. Deste modo, é fundamental
interpretar os resultados serolégicos obtidos em conjunto com o quadro clinico do animal e,
se necessario, confirma-los com outro método convencional, a fim de assegurar o verdadeiro
diagnostico da doenca (Romero-Pefiuela & Sanchez-Valencia, 2007; Pereira da Fonseca &

Villa de Brito). Apesar de no mercado estarem disponiveis kits de IFI, esta técnica é realizada,
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normalmente, em laboratério visto que exige experiéncia e 0 recurso a microscopio de
fluorescéncia (Gradoni, 2002; Gonzélez, 2007).

O método de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) é indicado para avaliar um
grande nimero de amostras, apresentando especial interesse nos inquéritos epidemioldgicos.
Esta técnica baseia-se na ligacdo do antigénio sollvel, adsorvido a placa, aos anticorpos
presentes no soro do cdo, permitindo a leitura do resultado atraves da aplicacdo do conjugado
associado a uma enzima (peroxidase ou fosfatase) e a um substrato apropriado para esse tipo
de enzima (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Nos casos positivos, ocorre uma
reac¢cdo colorimétrica que pode ser quantificada por espectrofotometria, de forma a evitar a
avaliacdo subjectiva do observador (CLWG, 2007). Apresenta uma sensibilidade entre 85-
96% e uma especificidade entre 86-98%, estando estas variagbes relacionadas com a
preparacdo dos antigénios completos usados ou com a utilizacdo de antigénios purificados
e/ou recombinantes. De facto, a utilizacdo de antigénios recombinantes ou purificados, como
as glicoproteinas de membrana (Gp63, Gp72 ou rK39) especificas do género Leishmania,
melhoram a sensibilidade e especificidade deste método (Romero-Pefiuela & Sanchez-
Valencia, 2007). A técnica de ELISA tem como inconvenientes a detec¢do de falsos positivos
e o facto de ser menos sensivel para os cdes que se encontram no periodo de laténcia da
doenca, sendo fundamental ter conhecimento do limiar de positividade e interpretar os
resultados em conjunto com o quadro clinico, como sucede na IFI (Romero-Pefiuela &
Sanchez-Valencia, 2007; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). E de salientar que foram
desenvolvidas diferentes variantes do método basico de ELISA, como ELISA de competicéo,
Dot-ELISA, slide-ELISA, entre outras, permitindo assim aumentar a aplicabilidade desta
técnica (Campillo et al, 1999). Actualmente, existem diversos testes rapidos, baseados na
técnica de ELISA, disponiveis no mercado e destinados a utilizacdo na pratica clinica,
permitindo ao Médico Veterinario avancar para a realizacdo de exames mais especificos e
minuciosos que confirmem ou excluam o diagndstico de Leishmaniose canina (Solano-
Gallego et al., 2009).

A imunocromatografia rapida € uma técnica qualitativa, de facil execuc¢do, com obtengéo do
resultado num curto espaco de tempo (cerca de 10 minutos). Contudo, a sua eficiéncia no
diagnostico de Leishmaniose canina é menor que nos metodos IFI e ELISA, apresentando
uma especificidade entre 61-100% e sensibilidade baixa, entre 30-70%. Presentemente, estéo
disponiveis kits comerciais que se baseiam nesta técnica e que sdo constituidos por tiras de

papel de nitrocelulose impregnadas com antigénios recombinantes, como a proteina rK39, e
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com anti-anticorpos marcados com ouro coloidal. Os anticorpos anti-Leishmania especificos,
presentes no soro, plasma ou sangue total aplicado no teste, sdo detectados e o resultado
positivo é representado por duas linhas (controlo e amostra). Num resultado negativo nédo
aparece a linha correspondente a amostra e se ndao houver a linha do controlo o teste é
considerado invalido (Otranto et al., 2005; CLWG, 2007).

Na técnica de aglutinacéo directa é utilizada uma solugdo diluente que facilita a incubacdo do
soro em estudo com o antigénio figurado, sendo feita a leitura visual do resultado alguns
minutos depois. Apresenta elevada sensibilidade e especificidade, baixo custo, execucéo
simples, sem necessitar de equipamentos especificos, permitindo detectar niveis baixos de
anticorpos, durante a fase inicial da infeccdo ou nos casos assintomaticos de Leishmaniose
canina. Actualmente, também se encontram disponiveis no mercado testes rapidos baseados
na DAT (Campillo et al, 1999; Gonzalez, 2007; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

O Western Blot permite ndo sO6 detectar os anticorpos anti-Leishmania, como também
determinar a sua especificidade frente a diferentes fraccBes antigénicas do protozoario. Trata-
se de uma técnica muito sensivel e especifica, Gtil para a deteccdo das fases iniciais da
infeccdo e dos portadores assintomaticos, isto € quando a producdo de anticorpos € mais
reduzida, permitindo ainda identificar as reaccGes cruzadas que possam ocorrer com outras
infeccdes. Deste modo, tem sido proposta a sua utilizacdo nos cdes de zonas endémicas,
quando os titulos obtidos por IFI e ELISA se encontram proximos do limiar de positividade.
Contudo, este método é complexo, dispendioso, requer experiéncia, e esta limitado a
investigacOes laboratoriais, ndo sendo realizado como rotina no diagnostico (Campillo et al,
1999; Gonzalez, 2007).

E importante referir que existem métodos de avaliagdo da resposta imunitaria celular, que &0
utilizados nos animais com manifestacdes clinicas sugestivas de Leishmaniose ou no estudo
de casos em que ha resisténcia a doenca, destacando-se a Reaccdo de Montenegro e a
Citometria de Fluxo (CLWG, 2007).

A Reaccdo de Montenegro € util para o diagndéstico clinico, mas sobretudo para estudos
epidemioldgicos, contribuindo para determinar a exposi¢cdo do animal ao parasita e para
avaliar a evolucdo da doenga durante o tratamento. Consiste na inoculacdo intradérmica do
antigénio de Leishmania (leishmanina) e, 72 horas depois, na medigdo do didmetro do eritema
e induracdo formados. Os resultados negativos indicam auséncia de contacto com o

protozoario ou imunosupressdo como ocorre nos cdes sintomaticos. Os animais infectados
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assintomaticos apresentam normalmente uma forte reaccdo a leishmanina inoculada
(Gonzélez, 2007; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

A Citometria de Fluxo permite a contagem de diferentes subpopulagdes de linfécitos,
nomeadamente CD3* ou CD5" (linfocitos T), CD21" (linfocitos B), CD4" (linfocitos T
helper) e CD8" (linfocitos T citotdxicos), bem como possibilita a determinago do racio dos
linfocitos T CD4"/CD8", no sangue periférico. Pode auxiliar no diagndstico de Leishmaniose,
na medida em que é frequente ocorrer uma reducdo do numero de linfocitos B, das células T
CD4" e do racio CD4'/CD8", nos animais com manifestagdo clinica da doenca. Por outro
lado, durante o tratamento e a medida que os sinais clinicos regridem, esta descrito 0 aumento
do nimero e percentagem dos linfocitos T CD4", sugerindo assim que estes pardmetros
podem ser bons indicadores do prognostico. Contudo, este método ainda sé € utilizado na
investigacao cientifica, ndo estando disponivel para a pratica clinica (Ferrer, 2002a; CLWG,
2007).

5.2.3. Diagnostico molecular

Nos Gltimos anos, tém sido aplicadas vérias técnicas de biologia molecular no diagnostico de
Leishmaniose canina, na tentativa de superar as limitacbes dos métodos seroimunoldgicos
(Campillo et al, 1999).

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é a técnica molecular mais utilizada e permite
amplificar quantidades minimas do ADN de Leishmania, através da utilizacdo de sequéncias
iniciadoras especificas (primers) (Maia, 2005; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). A
deteccdo do genoma parasitario é possivel em amostras de uma grande variedade de tecidos
do individuo infectado, como a medula dssea, os linfonodos, o figado, o baco, a pele e a
conjuntiva, mas também no sangue e urina. O diagnostico de Leishmaniose canina por PCR
apresenta uma elevada sensibilidade e especificidade, sendo superiores nas amostras
medulares, ganglionares e cutaneas, enquanto 0 sangue e urina Sdo as amostras menos
sensiveis (Solano-Gallego et al., 2009). Actualmente, varios centros de investigacdo estdo a
desenvolver primers que permitam aumentar a sensibilidade da técnica, de modo a que o
sangue periférico possa vir a ser utilizado como rotina no método de PCR (Maia, 2005).
Apesar de esta técnica ndo reflectir a gravidade da infec¢do nem o estadio da doenga, € muito
atil no diagnostico dos casos duvidosos e na deteccdo da persisténcia da infecgcdo, nos animais
em tratamento e clinicamente curados. No entanto, nos cées com reduzida carga parasitaria
apOs terapéutica ou nos portadores cronicos, as técnicas de PCR qualitativas (ndo

quantitativas) tém pouco valor diagnéstico, visto que apenas indicam se 0s animais sdo ou ndo
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positivos. Deste modo, actualmente, utilizam-se métodos de PCR quantitativos, como o PCR
em tempo real (RT-PCR), que permitem quantificar as copias de ADN presentes na amostra
biolégica e assim avaliar as variacbes da carga parasitaria e monitorizar a resposta ao
tratamento (CLWG, 2007; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). De facto, estudos
recentes demonstraram que através do método convencional de PCR (qualitativo) s6 ocorre
deteccdo do ADN do protozoario quando existem mais de 30 parasitas/mL, em amostras
recolhidas de medula 6ssea, enquanto atraves do método RT-PCR (quantitativo) apenas 1
parasita/mL é necessario para demonstrar resultados positivos (Mir6, Cardoso, Pennisi, Oliva
& Baneth, 2008).

Como principais desvantagens das técnicas moleculares destaca-se o custo, na medida em que
sdo executadas em laboratorios especializados, e o facto de detectarem o ADN parasitario
independentemente de se tratar de protozoarios viaveis ou ndo (Maia, 2005).

E importante salientar ainda que a informacéo obtida com o PCR deve ser relacionada com os
exames fisicos, laboratoriais e serologicos realizados, ndo sendo recomendado o inicio do
tratamento num animal clinicamente saudavel e que apenas apresente resultado positivo no
PCR (Solano-Gallego et al., 2009).

Um dos principais problemas que se coloca é a identificagdo dos melhores métodos
laboratoriais para o diagnostico da Leishmaniose canina, tendo em conta a sua complexidade
e a auséncia de um método infalivel. Deste modo, os resultados laboratoriais de cada técnica
tém de ser interpretados adequadamente, considerando que o diagndstico desta doenca é
fundamentalmente clinico, visto que nenhum teste é, por si sO, conclusivo sem se ter
efectuado a observacdo do animal. Sempre que haja suspeita de Leishmaniose canina, em
qualquer uma das suas formas, deve-se pesquisar directamente o parasita ou recorrer a
métodos seroldgicos, idealmente associados a visualizacdo de Leishmania, ou, mais
recentemente, utilizando a técnica de PCR (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). No
Anexo 4 esta apresentado um algoritmo da abordagem diagndstica nos cdes com

sintomatologia e/ou alteracdes laboratoriais compativeis com Leishmaniose.

5.3. Estadiamento da Leishmaniose canina

O grupo LeishVet propds um sistema de estadiamento clinico para a Leishmaniose canina
com o intuito de decidir a terapéutica mais adequada a cada paciente e inferir sobre o
prognostico. Este estadiamento da doenca é feito com base nos sinais clinicos, nas alteragdes

laboratoriais e nos resultados seroldgicos do animal, num dado momento clinico, geralmente
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apos confirmacdo do diagnostico. O estadio determinado pode sempre ser alterado durante a
monitorizacdo do paciente, de acordo com a deterioracdo ou melhoramento do seu estado
clinico (Mir6 et al., 2010). Os quatro estadios clinicos da Leishmaniose canina, propostos

pelo grupo Leishvet, encontram-se representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Estadiamento clinico da Leishmaniose canina (Adaptado de Miré et al., 2010)

Estadio Sintomatologia Alterac0es laboratoriais Serologia
S - . Negativo
I Sinais clinicos ligeiros: Sem alteracGes: %u
Doenca linfadenopatia periférica, creatinina < 1,4 mg/dL .
igei dermatite papular e UPC <05 positivo
ligeira ’ baixo

S . Anemia ndo-regenerativa ligeira,
Sinais clinicos do estadio | + ) C S
I hiperglobulinémia, hipoalbuminémia.

dermatite descamativa, Sub-estadio Ila: Positivo
Doenca onicogrifose, ulceras, - baixo a
. creatinina <1,4 mg/dL e UPC < 0,5

moderada | anorexia, per(-JIa fje_ peso, febre, Sub-estadio 11b: elevado
epistaxis creatinina < 1,4 mg/dL e UPC 0,5-1,0

i Sinais clinicos do estadio Il + IRélr;[gr:g;edsi:(l) elj?glz Ill (J)rou Positivo

Doenca vasculite, artrite, uveite, . T médio a
. IRC no estadio I, creatinina 1,4-2,0

grave glomerulonefrite ma/dL elevado

v Sinais clinicos do estadio Il + AlteragGes do estadio |1 +

IRC no estadio Ill, creatinina 2,1-5,0 Positivo
mg/dL ou IRC no estadio 1V, medio a
creatinina > 5,0 mg/dL. elevado
Sindrome nefrético com UPC > 5,0

tromboembolismo pulmonar
ou sindrome nefrético ou
fase final de IRC

Doenca

muito grave

6. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL E DOENCAS CONCOMITANTES

Devido ao quadro clinico variado e inespecifico da Leishmaniose canina, € necessario fazer o
diagndstico diferencial com outras doengas infecciosas e imunomediadas (Romero-Pefiuela &
Sanchez-Valencia, 2007). E importante referir que cada uma dessas doencas apresenta
caracteristicas clinicas e laboratoriais especificas, que devem ser tidas em conta durante a
avaliagdo de cada paciente, para que o diagnostico de Leishmaniose seja correcto. Contudo,
este diagnostico diferencial € muito extenso, pelo que apenas serdo referidas, sucintamente, as
principais doengas que se podem confundir com a Leishmaniose canina.

A dermatite alopécica e descamativa, se ndo estiver associada a sinais clinicos sistémicos,
pode ser atribuida a Demodecose, adenite sebacea, alteragdes na queratinizacdo e piodermite

bacteriana. Por outro lado, as lesdes ulcerativas cutaneas tém que ser diferenciadas de outras
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doencas onde ocorre vasculite, como o Lupus Eritematoso Sistémico, de tumores da pele e de
infeccdo fungica profunda. Os nédulos cutdneos podem ser resultantes de tumores da pele,
granulomas estéreis ou infectados e dermatofibrose nodular. A presenca de pustulas pode
dever-se a Piodermite, Pénfigo Foliaceo, Demodecose, Sarna Sarcéptica, Atopia, Dermatite
Alérgica a Picada de Pulga (DAPP) e Hipersensibilidade Alimentar (Noli et al., 2006).

Se estiverem presentes sinais clinicos sistémicos, a Leishmaniose canina pode ser confundida
com outras doengas infecciosas transmitidas por vectores, nomeadamente a Erliquiose,
Hepatozoonose e Babesiose. A Erliquiose, por exemplo, apresenta sintomatologia similar a da
Leishmaniose, sendo porém frequente a observacdo de petéquias e hemorragias, associadas a
reducdo acentuada do nimero de plaquetas. A presenca de linfadenopatia generalizada pode
ocorrer nestas doengas infecciosas parasitarias, mas também nas doencas linfoproliferativas
neoplasicas, como o linfoma maligno. Por outro lado, a poliartrite, a vasculite e a
glomerulonefrite sdo lesdes comuns do Lupus Eritematoso Sistémico, podendo ser dificil
diferencid-lo da doenca causada por Leishmania, visto que cerca de 30% dos cdes com
Leishmaniose tém titulo positivo, apesar de ligeiro, de anticorpos anti-nucleares (ANA) e
10% apresenta resultado positivo ligeiro no teste de Coombs, dois dos métodos de diagndstico
do Lupus Eritematoso Sistémico (Noli et al., 2006; Bourdeau, 2009).

O diagnostico de Leishmaniose canina pode ainda ser dificultado pela presenca de doencas
concomitantes, que agravam o quadro clinico, nas quais se incluem piodermite, pneumonia
bacteriana, doenca gastrointestinal e Pénfigo Foliaceo. Sdo ainda descritas, frequentemente,
infeccbes combinadas com Ehrlichia, Babesia, Hepatozoon, Trypanosoma, Demodex e
Dirofilaria, quando a Leishmaniose ocorre em regides endémicas para aqueles parasitas. Por
outro lado, num estudo seroldgico realizado em Itélia, foi possivel verificar que um grande
nimero de cées era simultaneamente seropositivo para Leishmania infantum e para Neospora
caninum. O desenvolvimento destas doencas concomitantes tem sido atribuido a reduzida
resposta imunitaria celular presente nos animais com Leishmaniose clinica (Roze, 2005;
Baneth, 2006; Noli et al., 2006). E fundamental detectar precocemente as doencas que
evoluem em conjunto com a Leishmaniose, para que se estabeleca a correcta abordagem

terapéutica e se aperfei¢coe a monitorizacdo do animal.

7. TRATAMENTO

O tratamento da Leishmaniose canina é geralmente dificil, demorado, dispendioso e apenas
parcialmente eficaz. Na maioria dos casos, ndo se consegue a eliminacao total do protozoario,

mas somente a remissdo da sintomatologia (cura clinica) e a diminuicdo temporaria da
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capacidade infectante para os flebdtomos (durante cerca de 4 meses), podendo ocorrer
recidivas da doenca ao fim de 6 meses a 2 anos. Os motivos desta ineficacia terapéutica ndo
estdo completamente esclarecidos mas podem incluir, entre outros factores, a localizacdo
intracelular do parasita, o0 alojamento das formas amastigotas em certos tecidos, a auséncia de
uma resposta imunoldgica celular eficaz que complemente a accdo farmacoldgica e o
desenvolvimento de resisténcias frente aos farmacos administrados. De facto, o aparecimento
de estirpes de Leishmania resistentes € um sério problema, sendo consequéncia da escolha
inadequada da dose ou da duracédo do tratamento (Campillo et al, 1999).

Por outro lado, o tratamento da Leishmaniose canina é problematico e controverso, visto que
os cdes infectados ndo tém cura e sdo considerados o principal reservatorio da doenca para a
espécie humana, necessitando por isso de um controlo sanitario e de uma vigilancia
veterinaria especial. Deste modo, a alternativa aos procedimentos terapéuticos € a eutanasia
dos animais doentes. Contudo, os programas sanitarios da zona Mediterranica néo
contemplam esta opcdo, sendo a eutanasia geralmente aplicada apenas nos animais com um
estado clinico de prognostico reservado ou com recidivas constantes da doenga. E importante
que o Médico Veterinario elucide os proprietarios sobre a doenca, o seu progndstico, 0s
custos provaveis do tratamento e do acompanhamento clinico e as implicacBes da
Leishmaniose canina em termos de Saude Publica (Meireles, 2008).

A aplicacdo do tratamento adequado requer, previamente, um diagndéstico precoce da doenca
e a avaliacdo do estado sanitario e imunitario do animal através do exame clinico e de exames
complementares, como o hemograma, o perfil bioquimico, o proteinograma e a urianalise,
cujos resultados séo considerados a base para posterior comparacgéo e avaliagdo do tratamento
(Noli et al., 2006; Meireles, 2008).

Os parametros clinicopatologicos que devem ser monitorizados durante a terapéutica variam
de acordo com os casos clinicos, mas geralmente é recomendado realizar hemograma,
analises bioquimicas e urinérias, incluindo a determinagdo do racio UPC nos animais
proteinuricos. A frequéncia da monitorizagdo destes pardmetros também varia com cada
paciente, sendo, na maioria dos casos, feita mais frequentemente durante o primeiro més de
tratamento e depois a cada 3-4 meses. Mais tarde, se o animal apresentar cura clinica, a
monitorizacio é recomendada a cada 6 meses ou uma vez por ano. E importante referir que a
resposta clinica a terapéutica é muito variavel nos cdes doentes, uma vez que depende do seu
estado clinicopatoldgico inicial, verificando-se, por exemplo, nos animais com IRC uma
recuperacdo mais lenta da doenga. A maioria dos cdes apresenta melhoria clinica ao fim de
um més de tratamento, mas as alteracbes no titulo sérico de anticorpos e no nivel das

proteinas plasmaticas requerem, geralmente, mais tempo até normalizarem. Deste modo, é
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recomendado repetir o teste seroldgico quantitativo, no mesmo laboratério, 6 meses apds o
inicio da terapéutica, visto que o nivel sérico inicial de anticorpos é normalmente elevado nos
animais doentes e o tempo de semi-vida das imunoglobulinas é relativamente longo. Alguns
animais apresentam uma reducdo significativa no titulo de anticorpos associada a melhoria
clinica ao fim de 6 meses a um ano de tratamento, enquanto outros manifestam melhoria
clinica mas sem diminuicdo do nivel de anticorpos. Por outro lado, 0 aumento progressivo do
titulo de anticorpos pode indicar uma recidiva, especialmente nos animais em que houve
interrupcao da terapéutica (Solano-Gallego et al., 2009). Idealmente, 0 que se pretende com o
tratamento do animal é a cura completa da doenca, que sé sera confirmada ap6s remissdao da
sintomatologia, normalizacdo de todos os parametros clinicopatolégicos, exame citologico
negativo e obtencgéo de dois resultados negativos no PCR (preferencialmente RT-PCR) com 6
meses de intervalo entre si (Noli et al., 2006).

Actualmente, existem diversos farmacos utilizados no tratamento da Leishmaniose canina,
ndo s6 como terapéutica etioldgica, mas também como sintomatica (Meireles, 2008), e que
serdo seguidamente abordados.

7.1. Tratamento etioldgico

Existiram nos Gltimos anos avancos no diagnostico e controlo da Leishmaniose canina, porém
0S progressos no tratamento da doenca ainda sdo insuficientes, na medida em que nenhum dos
farmacos utilizados elimina completamente a infeccdo, apesar de melhorarem os sinais
clinicos e puderem mesmo conduzir a cura clinica do animal. Os protocolos terapéuticos e a
sua monitorizacdo tém evoluido consideravelmente, mas os farmacos essenciais para 0
tratamento da Leishmaniose permanecem 0s mesmos, havendo contudo esforgos para
melhorar as suas formulacdes e propriedades farmacocinéticas. Por outro lado, novos
farmacos foram avaliados para a terapéutica desta doenca, sendo quase sempre considerados
em associacdo com os farmacos utilizados por rotina ou como tratamento alternativo nos cées

que ndo respondem adequadamente a esses farmacos (Mird et al., 2008).

7.1.1. Compostos antimoniais

Ao longo das ultimas décadas, 0s compostos antimoniais tém sido os farmacos leishmanicidas
de eleicdo no tratamento da Leishmaniose canina e humana. Estes compostos inibem
selectivamente duas enzimas do protozoario, a fosfofrutoquinase e a piruvatodesidrogenase,
necessarias para a glicélise e oxidacéo de &cidos gordos, conduzindo a destruicdo do parasita.

Inicialmente, eram utilizados na sua forma trivalente, mas devido a sua toxicidade, passaram a
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ser empregues 0s compostos pentavalentes, como o antimoniato de glucamina (Glucantime®),
mais utilizado nas zonas latinas e francéfonas, e o estibogluconato de sodio (Pentostan®) em
paises anglo-saxonicos (Baneth, 2006; Meireles, 2008).

Existem varios protocolos terapéuticos onde estes compostos sdo utilizados, diferindo
principalmente nas doses, vias de administracdo, duracdo e intervalo entre tratamentos. No
caso do antimoniato de glucamina, a dose recomendada é de 100 mg/Kg em injeccdo diéria,
apesar de alguns autores duplicarem ou triplicarem a dose, mas administrando em dias
alternados. A maioria dos autores recomenda 2 ou 3 séries de administracGes diarias, durante
20 a 30 dias consecutivos ou em dias alterados, com um intervalo em cada série de 15 dias a
um més. A via de administragdo do antimoniato de glucamina pode ser subcutinea,
endovenosa ou intramuscular, sendo recomendada a primeira via, visto que permite maior
permanéncia do farmaco no organismo e origina menor reaccdo inflamatdria local. Por vezes,
a via intramuscular pode originar abcessos, hemorragias, fibrose e claudicacdo, devido ao
volume inoculado e a frequéncia de administracdo, enquanto a inoculacdo endovenosa pode
conduzir a flebite e consequentemente a trombose. O estibogluconato de sddio é administrado
na dose de 10-20 mg/Kg, por via intramuscular, e em protocolos semelhantes ao do
antimoniato de glucamina (Baneth, 2006; Meireles, 2008).

Os compostos antimoniais pentavalentes sdo rapidamente excretados na urina (excrecéo renal
de 80% do farmaco nas 9 horas ap6s administracdo) e apenas uma pequena percentagem é
convertida na forma trivalente toxica, que posteriormente se acumula no organismo. Contudo,
as doses recomendadas, raramente, originam sinais de toxicidade, a ndo ser que a
administracdo seja diaria, por um periodo de tempo superior a 2 meses, ou seja feita em
animais com insuficiéncia renal, cardiaca ou hepatica (Roze, 2005; Baneth, 2006). Deste
modo, os fabricantes dos compostos antimoniais propdem a reducdo das doses terapéuticas
nas primeiras administracdes, quando os pacientes apresentam lesdes renais ou hepaticas ou
para testar as possiveis reac¢des de intolerancia. Estas manifestam-se por mialgia, vémito,
diarreia, dor abdominal, apatia, alteracdes renais, hepaticas e pancreéaticas (Meireles, 2008).

A grande maioria dos cdes com Leishmaniose, com excepcao daqueles que apresentam graves
alteracbes hepéticas e renais, demonstra uma recuperacdo clinica evidente durante o
tratamento com o0s compostos antimoniais. Contudo, estes farmacos ndo previnem as
recidivas, que ocorrem em cerca de 75% dos casos, nos anos seguintes ao tratamento, sendo
necessaria a sua repeticdo anual ou ainda com maior frequéncia. Estas recidivas estdo
associadas a diferengas genéticas, imunologicas, fisiologicas ou farmacocinéticas do
hospedeiro, a diferentes graus de concentracdo parasitaria nos tecidos e a resisténcias ao

tratamento, resultantes da administracdo inadequada destes farmacos (Noli et al., 2006;
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Meireles, 2008). E de referir ainda que a utilizagio a longo prazo dos compostos antimoniais

pode tornar-se dispendiosa (Roze, 2005).

7.1.2. Miltefosina

A miltefosina € uma alquilfosfocolina desenvolvida inicialmente como um quimioterapico
anti-neoplésico, tendo sido posteriormente descoberta a sua acgdo leishmanicida (Roze,
2005). Este farmaco apresenta uma estrutura similar aos compostos metabolizados pela
Leishmania, actuando por inibicdo da sintese da membrana celular do protozoério e por rotura
das vias de sinalizacdo celular na membrana parasitaria. Contudo, a miltefosina ndo actua
apenas directamente por destruicdo das formas promastigotas extracelulares e das formas
amastigotas, visto que estimula ainda a activacdo de macréfagos e de células T e a producéo
de metabolitos de oxigénio e de mondxido de azoto (Baneth & Shaw, 2002; Meireles, 2008).
O Milteforan®, recentemente comercializado em Portugal, consiste numa solucdo com 20
mg/mL de miltefosina, sendo recomendada a dose de 2 mg/Kg/dia, por via oral, durante 28
dias. Este farmaco tem demonstrado uma rapida absorcdo gastrointestinal, baixa depuracao
plasmética e uma ampla distribuicdo nos érgdos alvo, onde permanece activo e disponivel por
um longo periodo de tempo. Além destas caracteristicas farmacocinéticas, a miltefosina
apresenta uma lenta metabolizacdo hepatica em colina (um composto natural, ndo prejudicial),
é apenas em parte excretada pelas fezes (cerca de 10% da dose administrada) e possui a
vantagem de ndo ser eliminada pela via renal, podendo assim ser indicada para 0s cdes com
IRC, sem necessidade de ajustar a dose normalmente aplicada. Este farmaco tem permitido
obter uma excelente resposta clinica nos animais com Leishmaniose, sendo raros os efeitos
adversos, nos quais estdo incluidos salivagdo, diarreia e vomito. Por outro lado, estudos
demonstraram que a miltefosina apresenta toxicidade reprodutiva, ndo devendo ser
administrada a cadelas gestantes ou em lactacdo e nos animais reprodutores (Meireles, 2008;
Oliva et al., 2008). De salientar que o custo do tratamento com este farmaco é geralmente
elevado (Noli et al., 2006).

7.1.3. Analogos das purinas

O alopurinol é um analogo estrutural da hipoxantina, habitualmente empregue na Medicina
Humana no tratamento da gota (Meireles, 2008). Em Medicina Veterinaria, é utilizado na
prevencdo da formacdo de calculos de urato, pois intervém na sintese do &cido urico através
da inibicdo da xantina oxidase, mas também é administrado no tratamento da Leishmaniose

canina. (Roze, 2005; Oliva et al., 2008). O alopurinol (Zyloric®) apresenta uma accéo
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leishmaniostatica, que estd relacionada com a incapacidade do protozoario em sintetizar
purinas, levando-o a recorrer & metabolizagdo deste farmaco para produzir um anélogo de
inosina. Este é posteriormente incorporado no &cido ribonucleico (RNA) da Leishmania,
causando alteracGes na sintese proteica e inibicdo da multiplicacdo parasitaria (Baneth, 2006;
Noli et al., 2006).

De acordo com diversos autores, as doses recomendadas deste farmaco encontram-se entre 5-
40 mg/Kg/dia, mais frequentemente 20 mg/Kg/dia, sendo administradas por via oral, durante
um periodo de 2 a 24 meses ou mesmo durante toda a vida do animal (Roze, 2005; Meireles,
2008; Oliva et al., 2008).

Nos cées que sdo submetidos a alopurinol em monoterapia, durante um periodo minimo de 2-
3 meses, verifica-se quase sempre um melhoramento clinico e, em parte, dos parametros
laboratoriais, com reducdo da carga parasitaria. Esta reducdo permite diminuir ou manter
estdvel o grau de proteinuria, nos animais doentes proteinuricos, e prevenir ou retardar o
deterioracdo da funcdo renal nos cdes infectados ndo azotémicos. Contudo, este farmaco nao
possibilita a cura parasitolégica, ocorrendo recidivas, sobretudo quando ha suspensdo da
terapéutica (Oliva et al., 2008). A interrupcao do alopurinol deve ser decidida pelo Médico
Veterinario, apo6s avaliacdo clinica, serologica e parasitologica do animal. Deste modo, a
remisséo da sintomatologia e a normalizacdo dos parametros laboratoriais, pelo menos um
ano depois do inicio do tratamento com alopurinol, ou a reducdo acentuada do titulo de
anticorpos anti-Leishmania, podem ser critérios suficientes para a interrup¢do deste farmaco,
apesar de em alguns animais, considerados extremamente susceptiveis, nunca se conseguir
obter estes resultados (Solano-Gallego et al., 2009).

Como principais vantagens desta terapéutica destaca-se a facilidade de aquisicdo e de
administracdo, o custo relativamente baixo e a reduzida toxicidade. Na realidade, estdo
descritos poucos efeitos secundarios, nomeadamente hiperxantiniria com formacdo de
urdlitos de xantina. Por estas razdes, a utilizacdo do alopurinol no tratamento da Leishmaniose
canina é crescente, seja cComo monoterapia ou em associacdo com outros farmacos, como 0s

compostos antimoniais (Roze, 2005; Baneth, 2006).

7.1.4. Anfotericina B

A anfotericina B é um antibiotico macrolido, utilizado primeiramente como terapéutica anti-
fangica, mas que apresenta actividade contra alguns protozoarios, nomeadamente Leishmania

(Baneth, 2006). O seu mecanismo de acgdo consiste na ligagdo irreversivel ao ergosterol, o
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principal componente da membrana celular parasitaria, causando alteracbes na sua
permeabilidade e consequentemente a morte do protozoario (Noli et al., 2006).

As doses mais utilizadas variam com os diversos autores, estando situadas entre 0,1-1 mg/Kg,
diluida em soro fisiologico e administrada por via endovenosa lenta, em dias alternados,
durante dois meses (Meireles, 2008).

A anfotericina B tem também afinidade para o colesterol dos mamiferos, o que a torna
extremamente toxica, em particular a nivel renal, causando diminuigdo da perfusdo sanguinea
do rim, reducdo da taxa de filtracdo glomerular, necrose dos tabulos renais e azotémia. Outros
efeitos secundarios descritos incluem anorexia, vomito, hipertermia, flebite, anemia,
hipocalémia e ictericia (Noli et al., 2006; Meireles, 2008).

Apesar de ser considerada mais efectiva no tratamento da Leishmaniose canina que 0s
compostos antimoniais, a sua utilizacdo esta limitada aos casos de insucesso daqueles
compostos, devido ao risco de desenvolvimento de resisténcias, ao elevado preco, a

toxicidade e a dificuldade de preparacdo e de administracdo (Roze, 2005; Noli et al., 2006).
7.1.5. Aminosidina

A aminosidina ou paromomicina é um antibi6tico aminoglicosideo, que actua por inibicdo da
sintese proteica do protozoério, sendo a dose preconizada de 5-10 mg/Kg, administrada a cada
12 horas, por via intramuscular ou subcutanea, durante trés semanas (Noli et al., 2006;
Meireles, 2008). Ndo é, no entanto, recomendada como terapéutica de primeira escolha
devido a sua nefrotoxicidade e ototoxicidade (Solano-Gallego et al., 2009). Pode ser instituida
como monoterapia ou, preferencialmente, em associagcdo com 0s compostos antimoniais, visto
que dessa forma se potencia a sua persisténcia no sangue, permitindo a reducéo das doses, 0
aumento do intervalo entre administracGes e a diminuicdo da carga parasitaria medular e
ganglionar, dos titulos de anticorpos e das recidivas da doenca (Meireles, 2008; Oliva et al.,
2008).

7.1.6. Diamidinas

As diamidinas, nomeadamente a pentamidina, sdo farmacos anti-fangicos e anti-protozoarios,
utilizados como segunda escolha no tratamento da Leishmaniose canina ou em caso de
insucesso terapéutico com os compostos antimoniais. O seu mecanismo de ac¢do consiste na
perturbacdo do metabolismo das proteinas e dos acidos nucleicos e nas alteracbes das
mitocéndrias, ribossoma, cinetoplasto e bolsa flagelar da Leishmania (Meireles, 2008; Oliva

et al., 2008). A dose de pentamidina mais frequente é de 4 mg/Kg, administrada por via
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intramuscular profunda, duas a trés vezes por semana, durante 4 a 7 semanas (Meireles,
2008). Esta descrito que estes farmacos melhoram o estado clinico, reduzem a resposta
humoral e induzem uma boa resposta imunoldgica celular nos caes com Leishmaniose (Roze,
2005; Oliva et al., 2008). No entanto, as diamidinas apresentam uma eficacia inferior e
toxicidade superior quando comparadas com 0s antimoniais pentavalentes. Os seus efeitos
secundarios manifestam-se por nefrite, hepatite, dor abdominal, vomito, diarreia, hipotenséo,
hipoglicémia, trombocitopénia, choque anafilatico, sincope e abcessos musculares (Meireles,
2008; Oliva et al., 2008).

7.1.7. Quinolonas

As fluoroquinolonas sdo antibidticos que recentemente foram propostos para o tratamento da
Leishmaniose canina, dos quais se destacam a marbofloxacina e a enrofloxacina. O seu
mecanismo de ac¢do ainda ndo estd completamente esclarecido, mas estudos in vitro sugerem
que estes farmacos interferem na replicacdo do ADN parasitario, assim como estimulam a
actividade leishmanicida dos macréfagos infectados. A enrofloxacina parece ter menor ac¢éo
contra o protozodrio e, quando utilizada em monoterapia, conduz a um melhoramento clinico
apenas temporario. Por outro lado, a marbofloxacina pode representar um farmaco alternativo
promissor para o tratamento da Leishmaniose canina, tendo sido sugerida a dose de 2 a 5
mg/Kg/dia, durante 28 dias, apesar de ainda serem necessarios mais estudos que confirmem a
sua actividade nos cdes naturalmente infectados com o género Leishmania (Roze, 2005;
Vouldoukis et al., 2006; Oliva et al., 2008).

7.1.8. Derivados do imidazol

Os imidazéis sdo compostos anti-fungicos que inibem a sintese dos esterdis das membranas
celulares e dos acidos nucleicos do protozoério, através da formacdo de complexos com o
ADN parasitario, assim como intensificam o processo de glucogénese, provocando a deplecédo
das reservas glucogeénicas e consequentemente a morte da Leishmania. Nesta terapéutica de
segunda escolha da Leishmaniose canina estdo incluidos o metronidazol, o cetoconazol e o
itraconazol. O metronidazol é utilizado na dose de 10 a 15 mg/Kg, a cada 12 horas, por via
oral, durante 15 dias, enquanto o itraconazol é recomendado na dose de 4 mg/Kg/dia, também
por via oral, mas durante 6 semanas. No caso do cetoconazol, os resultados obtidos tém sido
irregulares e devido a sua nefrotoxicidade ndo deve ser administrado em cdes com azotémia.
A dose de cetoconazol habitualmente instituida € de 7 mg/Kg/dia (pode ser 25 mg/Kg/dia),

por via oral, durante 3 meses (Campillo et al, 1999; Meireles, 2008).
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7.1.9. Outros farmacos

Na sequéncia da Leishmaniose canina surgem alteracdes imunoldgicas acentuadas que
justificam a utilizacdo de farmacos moduladores do sistema imunitério (imunosupressores e
imunoestimulantes). Os compostos imunosupressores utilizados nesta doenca sdo oS
corticosteroides, nomeadamente a prednisona e prednisolona, especialmente nos casos em que
existe deposicdo de complexos imunes e consequentemente glomerulonefrite, uveite e/ou
poliartrite. Na presenca de nefropatia, estes farmacos sdo associados ao alopurinol ou a doses
reduzidas dos antimoniais pentavalentes (50 mg/Kg/dia), até os niveis plasmaticos de ureia e
creatinina normalizarem. A dose recomendada de prednisona e prednisolona é de 1-2
mg/Kg/dia, via oral. Contudo, esta terapéutica ainda é controversa, devido aos efeitos
colaterais dos corticosterdides (Roze, 2005; Meireles, 2008). Os principais compostos
imunoestimulantes sdo o levamisol e as citoquinas recombinantes. O levamisol é um anti-
helmintico, que estimula a diferenciacdo dos linfocitos T e a fagocitose nos humanos, mas
cuja actividade nos cdes ndo estd devidamente esclarecida. Contudo, alguns autores referem a
utilizacdo deste farmaco, em associacdo com a terapéutica convencional, na dose de 0,5 a 2
mg/Kg, em dias alternados, durante um periodo de 12 dias a 2 meses (Meireles, 2008). As
citoquinas recombinantes, como o interferdo-y e as interleucinas (IL-12 e IL-18), parecem
contribuir para a conversdo da resposta imunitaria do tipo Th2 numa resposta imunoldgica
protectora do tipo Thl. No entanto, a sua administracdo nos canideos ainda é limitada,
dispendiosa e requer estudos mais aprofundados (Roze, 2005; Meireles, 2008).

A utilizacdo de domperidona (um antagonista da dopamina), em cdes naturalmente infectados
por L. infantum, permite o aumento dos niveis plasmaticos da prolactina, melhorando a
resposta imunitaria celular e reduzindo a sintomatologia e os titulos de anticorpos nos animais
doentes. Estas alteragdes sdo contudo menos evidentes nos cdes com um quadro
sintomatoldgico mais grave. A dose de domperidona utilizada nestes estudos foi de 1 mg/Kg,

a cada 12 horas, durante 1 més, por via oral (Oliva et al., 2008).

7.1.10. Associacdo de farmacos

A associacdo entre o alopurinol e os compostos antimoniais € 0 protocolo terapéutico mais

utilizado na Leishmaniose canina, visto que permite uma remissdo clinica mais duradoura que

a obtida quando sdo administrados em monoterapia. Por outro lado, existe uma boa tolerancia

dos animais a esta associagdo farmacologica. O protocolo normalmente aplicado inclui o

antimoniato de glucamina na dose de 100 mg/Kg/dia (ou 50 mg/Kg, a cada 12 horas), por via

subcutanea, durante um ou dois meses, e o0 alopurinol na dose de 10 mg/Kg, a cada 12 horas,
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por via oral, durante meses ou toda a vida, como é sugerido por alguns autores. Contudo,
regra geral ndo é alcancada a cura parasitologica e € possivel a ocorréncia de recidivas, apesar
da continuagéo do tratamento (Oliva et al., 2008).

Por outro lado, estudos tém demonstrado que a combinacdo do alopurinol com a miltefosina
apresenta eficacia clinica, compatibilidade e auséncia de efeitos adversos ou toxicos. Esta
associacao contribui assim para a melhoria do estado clinico do animal, para a normalizacéo
dos parametros laboratoriais e para a redugdo da carga parasitaria, sem terem sido detectadas
diferencas significativas comparativamente com o protocolo terapéutico anterior (Meireles,
2008; Oliva et al., 2008).

O metronidazol pode ser associado a antibidticos como a enrofloxacina ou a espiramicina para
0 tratamento da Leishmaniose. No caso da associa¢cdo do metronidazol com a espiramicina,
ambos com actividade anti-protozoaria e estimuladora do sistema imunitario, verificou-se que
ocorre um melhoramento do quadro clinico e das analises laboratoriais, também sem
diferencas relativas ao protocolo que junta o alopurinol e os compostos antimoniais. A dose
utilizada de metronidazol é de 25 mg/Kg/dia, via oral, e de espiramicina € de 150.000
Ul/Kg/dia, por via oral, durante 90 dias (Noli et al., 2006; Oliva et al., 2008).

Tendo em conta o estadiamento da Leishmaniose canina, anteriormente referido, é
recomendado: no estadio | (doenca ligeira) apenas o acompanhamento do paciente ou a
administracdo de alopurinol em monoterapia ou associado aos compostos antimoniais ou a
miltefosina, no estadio Il (doenca moderada) e 111 (doenca grave) a combinacdo do alopurinol
com o antimoniato de glucamina ou com a miltefosina e no estadio IV (doenca muito grave) a
instituicio de alopurinol como monoterapia. E necessario ainda realizar a abordagem
terapéutica apropriada as alteracdes renais presentes nesses estadios, de acordo com a IRIS
(Miré et al., 2010).

E importante referir que a presenca de co-infecgdes agrava o quadro clinico do animal e pode
dificultar a eficacia da terapéutica instituida contra a Leishmaniose canina. Nesse caso, apos 0
correcto diagnostico das doencas concomitantes, deve proceder-se ao seu tratamento
especifico e a estabilizacdo do paciente, para que dessa forma se possam obter os resultados

desejados com a terapéutica anti-Leishmania.
7.2. Tratamento sintomatico

A maioria dos cdes com Leishmaniose necessita de um tratamento de suporte, antes ou em

simultdneo com o tratamento etioldgico, de forma a controlar as complicagfes secundarias

desta doenca. Deste modo, de acordo com o caso clinico, a terapéutica sintomatica
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seleccionada pode incluir antibioterapia de largo espectro de accdo, fluidoterapia, anti-
inflamatdrios, reconstituintes, dietas hipoproteicas, transfusdes sanguineas e medidas

terapéuticas efectivas na IRC (Meireles, 2008).

7.2.1. Medidas terapéuticas aplicadas na Insuficiéncia Renal Cronica canina

O tratamento da IRC deve ser adaptado a cada caso clinico e depende muito da gravidade da
doenca renal no momento de diagndstico (Tabela 8) e da dedicacdo e disponibilidade do
proprietario, uma vez que a terapéutica sera instituida até ao final de vida do seu animal. E
importante ter em conta que este tratamento ndo reverte ou elimina, necessariamente, as
lesbes renais responsaveis pela IRC. Deste modo, o0 Médico Veterindrio deve avaliar, com
regularidade, a eficicia da terapéutica e a progressdo da doenca, através da monitorizacdo
clinica e laboratorial do paciente, alterando os protocolos aplicados de acordo com a resposta
desenvolvida. Além disso, deve-se utilizar com precaucdo todos os farmacos cuja eliminacao
é predominantemente renal, sobretudo nos estadios mais avancados de IRC, podendo ser
necessario ajustar as suas doses (Elliott & Lefebvre, 2008; Cortadellas, 2009b).

A terapéutica aplicada na IRC esta direccionada para o controle daqueles factores que se
acredita contribuirem para a progressdo da doenca renal, como a hipertensao sistémica e
glomerular, a proteindria e as alteracbes no metabolismo mineral. Pretende também melhorar
0s sinais clinicos consequentes do sindrome urémico, minimizar as complicagcdes resultantes
da alteracdo no equilibrio acido-base e hidro-electrolitico e fornecer o suporte nutricional e
energético adequado. Assim, ao retardar a progressao da doenca renal e ao melhorar o estado
geral, é possivel aumentar a qualidade de vida e incrementar o tempo de sobrevivéncia nos
caes afectados por esta doenca (Elliott & Lefebvre, 2008; Cortadellas, 2009b).

A hipertensdo € uma complicacgdo frequente da IRC, estando recomendada a terapéutica anti-
hipertensiva nos cdes com pressdo arterial sistémica persistentemente superior a 160 mmHg,
mesmo sem haver lesdo multi-organica, e em todos os animais onde estejam presentes
implicacdes sistémicas de hipertensdo (Cortadellas, 2009b). O objectivo desta terapéutica €
reduzir a pressao arterial sistémica até valores inferiores a 160 mmHg e minimizar 0s riscos
de lesdo cardiaca, ocular e/ou neuroldgica. No entanto, estes objectivos s6 sdo conseguidos a
longo prazo, devendo existir uma reducdo gradual e sustentada da presséo arterial, de forma a
evitar uma diminuicdo abrupta que conduza a hipotensdo. Esta manifesta-se quando existe
uma pressdo arterial inferior a 120 mmHg e/ou a presenca de sinais clinicos como taquicardia

e fraqueza. Os animais hipertensos normalmente necessitam desta terapéutica ao longo da sua
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vida, sendo fundamental a sua monitorizacdo frequente, pelo menos a cada 3 meses apos a
estabilizacdo (IRIS, 2009b).

A restricdo de sddio na dieta do animal pode ser utilizada para ajudar no controlo da pressao
arterial, mas na maioria dos casos necessita de ser associada a terapéutica farmacologica
(IRIS, 2009b). Os farmacos anti-hipertensivos incluem diuréticos, antagonistas adrenérgicos,
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (IECA’s), bloqueadores dos canais de
calcio e vasodilatadores (Elliott & Lefebvre, 2008). Contudo, os IECA’s sdo 0S mais
utilizados porque além de terem efeito na pressdo arterial sistémica, também reduzem a
pressdo intraglomerular e a gravidade da proteindria, permitindo retardar a progressdo da
doenca renal. A dose recomendada de enalapril é de 0,5 mg/Kg, por via oral, cada 12 ou 24
horas, enquanto o benazepril ¢ recomendado na dose de 0,25-0,5 mg/Kg/dia, por via oral
(Elliott & Lefebvre, 2008; Cortadellas, 2009b), podendo no entanto em alguns pacientes ser
necessario aumentar a dose destes farmacos para melhorar o efeito anti-hipertensivo. Quando
a resposta a esta terapéutica ndo é suficiente estd indicada a associacdo do IECA a um
blogueador dos canais de calcio, como a amlodipina (0,05 a 0,3 mg/Kg, via oral, cada 12 ou
24 horas). Nos casos em que esta associacdo ndo funciona, foi sugerida a combinacdo do
IECA e da amlodipina a um vasodilatador arterial (hidralazina, 0,5-2 mg/Kg, via oral, cada 8
ou 12 horas) ou a um antagonista p-adrenérgico (propanolol, 0,1-1 mg/Kg, via oral, cada 8 ou
12 horas) (Elliott & Lefebvre, 2008; IRIS, 2009b).

O controlo da proteindria € uma parte importante do tratamento da IRC, uma vez que foi
verificado que nos caes com racio UPC superior ou igual a 1,0 existe maior probabilidade de
ocorrer sindrome urémico e morte (Cortadellas, 2009b). Nos animais proteindricos, para além
de ser importante utilizar uma dieta com restricdo proteica, € recomendada a administracao de
IECA’s, com o intuito de modular a pressao intraglomerular, reduzindo o nivel de proteintria
(Waki et al., 2010). O momento de intervencdo contra a proteindria difere de acordo com o
estadio da IRC. Num animal ndo azotémico (estadio | e inicio do estadio I1) existe um elevado
namero de nefronios funcionais, através dos quais pode haver perda proteica. Deste modo,
deve haver uma investigacdo e monitorizacdo rigorosa dos animais que estejam nesses
estadios e sejam considerados proteinaricos no limite ou tenham niveis reduzidos de
proteindria (UPC<2,0), enquanto nos caes com estadio II-1V a terapéutica deve ser instituida
para valores inferiores do racio UPC (IRIS, 2009b).

E importante que seja feita a monitorizacdo da resposta ao tratamento e da progresséo da
doenca renal, considerando-se uma boa resposta quando a concentragdo plasmaética da

creatinina estabiliza e o racio UPC decresce. Por outro lado, o aumento progressivo da
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creatinina sérica e/ou a subida do racio UPC indicam que a IRC esta a progredir. Geralmente,
a terapéutica é mantida ao longo da vida do animal, mas se a Leishmaniose estiver controlada,
as doses utilizadas podem ser reduzidas, continuando-se porém a monitorizar o racio UPC
(IRIS, 2009b).

Nos animais com Leishmaniose canina e IRC, associados a proteindria, esta recomendada a
utilizacdo do acido acetilsalicilico, independentemente dos niveis plasmaticos de creatinina e
sobretudo se a albumina sérica for inferior a 2 g/dL. A administragdo oral de uma dose baixa
deste farmaco (0,05-0,5 mg/Kg/dia), permite reduzir a agregacédo plaquetaria e assim prevenir
a hipercoagulabilidade consequente do sindrome nefrotico, sem alterar o perfil de coagulacéo
e sem prejudicar a fungéo renal (IRIS, 2009b; CLWG, 2007). No caso de o animal apresentar
edema e/ou ascite, 0 ideal seria o repouso e a utilizacdo de uma dieta com restricdo de sodio,
mas nos casos mais graves pode ser necessario administrar diuréticos. A administracdo dos
mesmos deve ser feita em doses reduzidas, devido ao risco de provocarem uma reducédo
acentuada da perfusdo renal e consequentemente resultar numa descompensacdo aguda do
paciente. Por outro lado, a drenagem do liquido é reservada para 0s casos onde existe
dispneia, sendo recomendado drenar apenas a quantidade minima necessaria para melhorar o

quadro clinico do animal (Cortadellas, 2009a).

Os animais com IRC apresentam geralmente diminuicdo da capacidade de concentrar a urina
e polidipsia, para compensar a excessiva perda de fluidos resultante da polidria. Contudo,
alguns pacientes ndo ingerem a quantidade suficiente de agua, conduzindo a desidratacédo e a
reducdo da perfusdo renal, o que permite a progressdo da IRC e aumenta o risco de crise
urémica. Deste modo, é fundamental que esteja sempre disponivel agua fresca ad libitum e
que seja restabelecido o equilibrio hidro-electrolitico através de fluidoterapia (Elliott &
Lefebvre, 2008; Cortadellas, 2009b).

Nos pacientes em que existe crise urémica ou um declinio acentuado da funcdo renal a
fluidoterapia deve ser instituida de forma agressiva durante as primeiras 6-12 horas, por via
endovenosa, seleccionando-se preferencialmente os cristaléides isotdnicos, como o Lactato de
Ringer. Durante esta fase de rehidratacao rapida é importante que haja uma monitorizacéo
frequente do animal em virtude do risco de hiperhidratacdo. Apos a correccdo da desidratacéo,
0s principais objectivos da fluidoterapia sdo manter o animal hidratado, através da
administracao de fluidos de manutencéo, e repor as perdas continuas (urina, vomito, diarreia),
de forma a evitar a hipoperfuséo renal e o agravamento da azotémia. Quando o estado clinico
do animal evolui favoravelmente, a fluidoterapia endovenosa pode ser gradualmente reduzida

e passar a ser administrada por via subcuténea (Polzin, 2009). Esta forma de administracdo é
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uma alternativa que pode ser aplicada nos caes que necessitam de um fornecimento regular de
fluidos, podendo ser exercida em casa, pelo dono do animal, 2 a 3 vezes por semana. As
principais complicagdes associadas a administracdo cronica das solucdes electroliticas séo
hiperhidratacdo, hipertensdo e hipernatrémia (Cortadellas, 2009b). E importante referir que
nos animais desidratados e/ou com sinais de hipovolémia esta contra-indicada a administracao
de TECA’s, visto que nessas condigdes estes farmacos reduzem precipitadamente a taxa de
filtracdo glomerular, sendo por isso fundamental corrigir a desidratacdo antes da sua
administracao (IRIS, 2009b).

A correcgdo da hiperfosfatémia limita o desenvolvimento do hiperparatiroidismo secundario
renal, a osteodistrofia renal, a calcificacdo dos tecidos moles e a progressao da doenca renal.
Foi demonstrado que a retencdo de fosforo comeca nos estadios iniciais de IRC, tendo sido
estabelecidos niveis de fosfatémia, especificos para cada estadio, a partir dos quais deve haver
intervencdo terapéutica. Inicialmente, o controlo dos niveis de fosforo é exercido através da
restricdo deste componente na dieta, mas esta medida torna-se insuficiente com a progressao
da IRC. Nestes casos, é recomendada a utilizacdo de quelantes intestinais do fésforo (Elliott
& Lefebvre, 2008; Cortadellas, 2009b). Estes sdo administrados por via oral juntamente com
o alimento, combinam-se com o fosforo da dieta a nivel intestinal, formando complexos
insoltveis que sdo eliminados pelas fezes. Estdo disponiveis diversos tipos de quelantes,
podendo conter aluminio (hidroxido, carbonato e 6xido de aluminio) ou calcio (carbonato,
acetato e citrato de calcio). A dose inicial é de 30-60 mg/Kg/dia, dividida pelas varias
refeicbes do animal, porém a dose necessaria varia de acordo com o0s niveis de fésforo
ingeridos e com o estadio da IRC. E importante que seja feita a monitorizacio das
concentracdes de calcio e fésforo cada 4-6 semanas até estabilizacdo e depois a cada 12
semanas. A utilizacdo prolongada de quelantes que contenham aluminio pode conduzir a
sinais de toxicidade, como microcitose e/ou fraqueza muscular generalizada, sendo
aconselhado mudar de composto. Os quelantes constituidos por célcio podem originar
hipercalcémia, sendo aconselhado associa-los aos quelantes que contém aluminio. Contudo, o
citrato de calcio ndo deve ser combinado com os sais de aluminio, visto que aumenta a
absorcéo intestinal deste mineral (Elliott & Lefebvre, 2008; IRIS, 2009b).

Uma das consequéncias da retencdo de fésforo e da perda de tecido funcional do rim é a
reducdo progressiva da concentragdo de calcitriol. Deste modo, estd recomendada a
administracao de calcitriol nos estadios mais avangados de IRC (estadios Il e 1V), na dose de
1,5-6 ng/Kg/dia, por via oral. Esta terapéutica s6 pode ser instituida quando a concentracéo

sanguinea de fosforo estd normalizada, para evitar a calcificagcdo dos tecidos moles, e exige
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uma monitorizacao sequencial dos niveis sericos de fosforo, célcio e da PTH. O calcitriol ndo
deve ser fornecido com a dieta porque favorece a absorcdo intestinal de célcio e fésforo,
havendo o risco de surgir hipercalcémia (Elliott & Lefebvre, 2008; IRIS, 2009b).

A hipocalémia foi identificada apenas num nimero reduzido de cdes com IRC, sendo possivel
fazer uma suplementacao oral com gluconato de potassio (0,5 mEq/Kg, cada 12 ou 24 horas)
ou citrato de potéssio (40-60 mg/Kg, cada 8 ou 12 horas). Estas medidas terapéuticas
permitem resolver a fraqueza muscular, consequente da hipocalémia, ao fim de 5 dias,
podendo ter como efeitos secundarios ndusea, vomito e ulceracdo gastrointestinal. A dose
destes suplementos deve ser ajustada de acordo com a concentracdo plasmatica de potassio e

com a resposta ao tratamento (Elliott & Lefebvre, 2008).

A acidose metabdlica € uma complicacao frequente nos animais com IRC, devendo iniciar-se a
administracdo oral de agentes alcalinizantes (bicarbonato de sédio, carbonato de célcio, citrato
de potéssio) quando o CO, total ou a concentracdo de bicarbonato forem inferiores a 18
mmol/L. O bicarbonato de sodio é o agente alcalinizante utilizado com maior frequéncia, na
dose de 8-12 mg/Kg, cada 8 ou 12 horas, devendo ser evitado nos animais hipertensos por
contribuir para o aumento da concentracdo de sddio. O carbonato de célcio, por sua vez, deve
ser administrado cautelosamente nos animais com hiperfosfatémia, porque predispde para a
calcificacdo dos tecidos. O citrato de potassio é o agente alcalinizante indicado nos animais
que apresentam simultaneamente hipocalémia e acidose metabélica. Esta terapéutica
alcalinizante permite melhorar a sintomatologia e previne o catabolismo proteico resultante da
acidose metabolica, sendo importante reavaliar rotineiramente o estado acido-base do paciente
(Elliott & Lefebvre, 2008).

A anemia esté frequentemente associada a IRC, contribuindo para a sua progressao através da
hipoxia (Cortadellas, 2009b). O tratamento da anemia é normalmente realizado quando o
hematocrito € inferior a 20% e pode incluir transfusGes sanguineas, esteroides anabdlicos e
eritropoietina recombinante humana (r-HUEPO). A transfusdo de sangue é util quando é
necessario corrigir rapidamente a anemia, apesar de ter um efeito transitorio e de haver risco
de reaccdo transfusional com a repeticdo deste procedimento medico (Elliott & Lefebvre,
2008; IRIS, 2009b). Os esterdides anabdlicos, como o decanoato de nandrolona (1-1,5
mg/Kg, via intramuscular, cada 7 dias), estimulam a diferenciacdo dos precursores dos
eritrocitos na medula 6ssea, activam a eritropoietina renal e reduzem o catabolismo proteico.
No entanto, sd0 necessarios meses de tratamento com estes farmacos para que a resposta

clinica seja evidente, sendo minimos os seus beneficios (Nelson & Couto, 2003). Por outro
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lado, a utilizacdo de r-HUEPO permite o aumento do hematocrito, do apetite e da qualidade de
vida do animal. Esta terapéutica é iniciada com a dose de 100 U/Kg, por via subcutanea, trés
vezes por semana, monitorizando semanalmente o hematdcrito, que geralmente normaliza ao
fim de 2-8 semanas de tratamento. Quando este atinge valores de 35-40% a administracdo de
r-HUEPO passa a ser feita duas vezes por semana. Como efeitos secundarios podem-se
destacar a policitémia, vomito, hipertenséo, febre e dor no local de inoculagdo. Além destes
efeitos, alguns animais podem desenvolver anticorpos anti-r-HUEPO, resultando numa anemia
refractaria, semanas ou meses apos o inicio do tratamento. Nestes casos deve ser interrompida
a administracdo de r-HUEPO e se necessario realizar transfusdes sanguineas, até normalizacao
do hematdcrito (Elliott & Lefebvre, 2008). O tratamento com r-HUEPO, apesar de ser o mais
efectivo, ndo estd aprovado para utilizacdo veterinaria, estando em desenvolvimento uma
eritropoietina recombinante canina, que ira evitar a producdo de anticorpos. Recentemente foi
sugerida a administracdo de darbepoetina alfa nos animais com IRC porgue apresenta um
tempo de semi-vida superior ao da r-HUEPO, o que permite obter os mesmos efeitos clinicos
com menor nimero de administraces, havendo menos animais que desenvolvem anticorpos
neutralizantes (Cortadellas, 2009b; IRIS, 2009b). Devido a rapidez da eritropoiese,
desencadeada por estes farmacos, e a reducdo das reservas de ferro, caracteristicas dos
animais com IRC, pode ser necessario fornecer suplementos orais como o sulfato ferroso, na
dose de 100-300 mg/dia (Elliott & Lefebvre, 2008).

Uma elevada percentagem de cédes nos estadios Ill e 1V de IRC apresentam sintomatologia
gastrointestinal, nomeadamente anorexia, ulceracdo, vomito e diarreia. Nestes casos é
benéfica a utilizagdo de anti-eméticos como a metoclopramida (0,1-0,5 mg/Kg, via
subcutéanea, cada 6 ou 8 horas) ou alternativamente a clorpromazina (0,2-0,5 mg/Kg, via
subcutanea, cada 6 ou 8 horas). Podem ainda ser administrados antagonistas dos receptores H,
da histamina, como a ranitidina (0,5-2 mg/Kg, via endovenosa, cada 8 ou 12 horas), a
famotidina (0,5-1 mg/Kg, via endovenosa, cada 12 ou 24 horas) ou a cimetidina (2,5-5
mg/Kg, via endovenosa, cada 6 ou 8 horas), inibidores das bombas de protdes (omeprazol,
0,5-1 mg/Kg/dia, via oral) e/ou agentes protectantes (sucralfato, 0,5-1 g, via oral, cada 6 ou 8
horas), que previnem a formacdo de Ulceras gastrointestinais (Elliott & Lefebvre, 2008;
Cortadellas, 2009b).

Além da terapéutica farmacologica, é fundamental haver um correcto maneio alimentar dos
caes com Leishmaniose e IRC. Normalmente sdo prescritas dietas renais terapéuticas, que
apresentam restricdo de sodio, proteina e fosforo e elevados niveis de fibra soltvel, vitaminas

do complexo B, antioxidantes (vitaminas A e E, taurina, flavondides, carotendides) e acidos
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gordos de cadeia longa 6mega-3, mantendo um efeito neutro sobre o equilibrio acido-base.
Verificou-se que a utilizacdo destas dietas permite reduzir os episodios de crise urémica e a
mortalidade nos cdes com estadio Il e IV de IRC, sendo ainda benéficas na manutencdo dos
animais proteinuricos, mas que se encontram nos estadios iniciais da doenca renal (Elliott &
Lefebvre, 2008; Cortadellas, 2009b). Por outro lado, alguns autores consideram importante o
fornecimento desta dieta terapéutica nos cdes com azotémia, independentemente da presenca
ou auséncia de proteinaria. A suplementacdo com acidos gordos de cadeia longa 6mega-3
parece ter um efeito protector do rim, visto que previne a deterioracdo da filtracdo glomerular
e mantém baixos os niveis de proteintria. E de salientar que o peso do animal pode diminuir
durante o tratamento dietético por duas razdes principais: a dieta ndo satisfaz as suas
necessidades nutricionais diarias ou este ndo ingere adequadamente as refeicGes oferecidas.
No primeiro caso, esta indicado aumentar as quantidades cedidas ao animal ou experimentar
uma dieta diferente, enquanto no segundo caso é recomendado identificar os factores que
conduzem a anorexia (por exemplo Ulceras gastrointestinais) e tratd-los adequadamente.
(CLWG, 2007). A reducdo da ingestdo do alimento conduz a méa nutricdo, o que afecta
negativamente a funcdo imunitaria, a cicatrizacdo de feridas e aumenta a fragilidade,
morbilidade e mortalidade. Assim, deve-se prevenir a desnutricdo do animal e se necessario
considerar a colocagdo de um tubo de alimentacdo, que facilite a administracdo de
medicamentos e a manutencdo da ingestdo cal6rica e da hidratacdo do paciente (Elliott &
Lefebvre, 2008; IRIS, 2009b).

Tabela 8 — Recomendacdes terapéuticas para a IRC canina (Adaptado de IRIS, 2009b)

Estadio Recomendagcdes terapéuticas da IRIS
- Interromper todos os farmacos potencialmente nefrotoxicos
| - Identificar e tratar alteracdes pré ou pos-renais
NZo - Excluir condigdes trataveis como pielonefrite ou urolitiase renal
Azotemico | Corrigir desidratagao/hipovolémia com fluidos IV e SC e agua fresca ad libitum
- Corrigir hipertensdo quando existe lesdo multi-organica ou PA sistélica > 160mmHg
- Tratar e monitorizar proteindria quando racio UPC > 2,0
I - Todos os itens indicados no estadio | e 0 seguinte:
.. - Tratar e monitorizar proteindria quando racio UPC > 0,5 nos cées azotémicos
Azotémia . L - x . . . . .
-Controlar a hiperfosfatémia com restricdo de fosforo na dieta e quelantes intestinais de fésforo (manter
Renal P )
Ligeira niveis de fosforo entre 2,7-4,5 mg/dL)
-Controlar a acidose metabolica (manter valores de bicarbonato sanguineo/CO, total entre 18-24 mmol/L)
i - Todos os itens indicados nos estadios | e 1l e 0 seguinte:
_ - Controlar a hiperfosfatémia (manter niveis de fosforo < 5 mg/dL)
Azotémia - -
- Tratar a anemia se hematocrito < 20%
Renal N
- Controlar anorexia/vomito/nauseas
Moderada . :
- Fornecer fluidos por via parenteral
Y - Todos os itens indicados nos estadios I, 11 e 111 e o seguinte:
Azotémia - Controlar a hiperfosfatémia (manter niveis de fésforo < 6 mg/dL)
- Ponderar colocacéo de tubo de alimentacéo para impedir desnutri¢cdo/desidratacéo
Renal Grave . . . L
- Considerar dialise e/ou transplante renal; considerar eutanasia
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7.2.2. Tratamento das lesdes dermatoldgicas

Nos cdes que apresentam piodermite secundaria a Leishmaniose, estd recomendada a
utilizacdo de antibioterapia de largo espectro de acgéo, durante 10 a 15 dias (antibidticos 3-
lactdmicos, na dose de 20-30 mg/Kg, via oral, cada 12 horas ou amoxicilina em combinagéo
com o acido clavulanico, na dose 12,5 mg/Kg, via oral, cada 12 horas). No caso do tratamento
etiologico incluir a aminosidina ndo é necessario adicionar outro antibiotico. Por outro lado,
na presenca de doencas concomitantes, como a Sarna SarcOptica, Demodecose ou
Dermatofitose, esta indicada a administracdo de ivermectina ou de imidazdis (Ciaramella &
Corona, 2003).

7.2.3. Tratamento das lesdes oftalmoldgicas

Nos casos em que existe inflamacdo intra-ocular, a prioridade é controlar rapidamente essa
resposta inflamatoria, devendo ser aplicada uma terapéutica efectiva para a uveite, antes de
ocorrer a formacao de sinéquias e glaucoma. Alguns autores aconselham a utilizacdo tépica
de glucocorticoides ou anti-inflamatorios ndo esterdides em associacdo com farmacos de
efeito cicloplégico e midriatico, como a atropina em colirio, para controlar a uveite anterior.
Por outro lado, o tratamento de uveite posterior exige a administracdo sistémica de
corticosterdides, como a prednisolona (em doses reduzidas) ou anti-inflamatérios néo
esterdides, como o acido tolfenamico (4 mg/Kg, em dias alternados, por um longo periodo de
tempo, por vezes varios meses). Se houver infeccdo bacteriana nos tecidos ou anexos oculares
deve ser aplicada antibioterapia adequada, topica ou sistemicamente (Roze, 2005; Komnenou
& Koutinas, 2007).

8. PROGNOSTICO

O objectivo da terapéutica é eliminar o protozoario e curar definitivamente o animal.
Contudo, a cura parasitoldgica € raramente alcancada e os cdes tratados, mesmo quando
sujeitos a administragcdo prolongada de alopurinol, continuam portadores de Leishmania e a
serem infectantes para os fleb6tomos, embora em menor grau (Solano-Gallego et al., 2009).

O prognoéstico da Leishmaniose canina é dificil de estabelecer e depende do quadro
clinicopatoldgico do paciente, da resposta imunitaria individual e da progresséo da doenca. O
sistema de estadiamento clinico para a Leishmaniose canina, proposto pelo grupo LeishVet,
reline as caracteristicas clinicas e laboratoriais de cada animal doente e atribui um possivel

progndstico (Baneth, 2006; Solano-Gallego et al., 2009). Deste modo, no estadio | (doenca
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ligeira) o prognostico é bom, no estadio Il (doenca moderada) é bom a reservado, o estadio 11l
(doenca grave) apresenta reservado a mau progndstico, enquanto ao estadio IV (doenca muito
grave) é atribuido um mau prognostico (Miré et al., 2010). Os animais que possuem

compromisso da funcdo renal sdo geralmente os com pior prognostico (Noli et al., 2006).

9. CONTROLO E PROFILAXIA

O controlo da Leishmaniose canina estd intimamente relacionado com o controlo da
Leishmaniose humana, visto que os canideos sdo o principal hospedeiro reservatorio de L.
infantum. O controlo desta doenca implica o desenvolvimento de medidas contra os insectos
vectores e 0s hospedeiros reservatérios e medidas de proteccdo dos hospedeiros vertebrados
(Campillo et al., 1999).

Em alguns paises do Mundo, nomeadamente na América do Sul e na China, existem
programas de eliminacéo dos cées que apresentam teste seroldgico de IFI positivo, mas esta
medida é comprovadamente insuficiente. De facto, a eliminacdo dos animais sintomaticos,
nas zonas endémicas, ndo tem o impacto necessario devido a elevada taxa de cdes
assintomaticos e de canideos silvaticos infectados, que podem ser infectantes para o vector, e
de animais abandonados, que dificilmente serdo abrangidos pelo programa. Por outro lado,
além da testagem serolOgica sistematica ser economicamente incomportavel, este tipo de
programa ndo é aceitavel em paises onde o cdo € considerado um membro da familia (Roze,
2005; Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008). Como alternativa, na maioria dos casos,
realiza-se o estabelecimento imediato da terapéutica e a aplicacdo tdpica de insecticidas
repelentes, de forma a eliminar ou reduzir a capacidade infectante do cdo (Campillo et al.,
1999; Solano-Gallego et al., 2009).

As medidas aplicadas contra os vectores biolégicos de Leishmania pretendem diminuir a
populacdo de fleb6tomos adultos. Entre elas destaca-se a pulverizacdo de insecticidas de
accdo residual, como o lindano, nos locais onde 0s insectos permanecem em repouso,
especialmente em localizacBes peridomésticas ricas em vegetacdo (por exemplo vivendas e
alojamentos dos animais). A instalagdo de armadilhas electrocutoras, com lampadas ultra-
violeta para atrair os flebotomos, no exterior das habitacdes e canis é considerada um bom
meio de controlo. Outra alternativa consiste na desflorestacdo e posterior reflorestacdo com
espécies vegetais desfavoraveis ao desenvolvimento dos fleb6tomos, como as buganvilias, o
ricino ou o limonete (Campillo et al., 1999; Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008).

Podem ainda utilizar-se redes mosquiteiras ou cortinas, pulverizadas com insecticidas
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residuais, nas janelas e portas das habitaces, na tentativa de evitar a entrada dos vectores
(Miro6 et al., 2008).

A prevencdo da picada do fleb6tomo interrompe o ciclo de transmissdo do protozoario e
previne a ocorréncia de infeccdo (Mird et al., 2008). O método mais facil de prevencao
consiste em aconselhar os donos a manter os animais dentro de casa, sempre que possivel,
desde uma hora antes do anoitecer até uma hora ap6s o amanhecer, durante a época de maior
actividade dos vectores. A segunda medida profilactica recomendada € a utilizacdo de um
insecticida repelente, eficaz contra os fleb6tomos, nos animais que vivam em zonas
endemicas (Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008). Deste modo, ndo s6 o reservatorio
canino estara mais protegido de ser potencialmente infectado pela picada do insecto vector
(accdo repelente), como também os fleb6tomos, que eventualmente tenham contacto com o
insecticida, podem morrer ou encurtar a sua longevidade. Estas medidas contribuem
directamente para a diminuicdo da incidéncia da Leishmaniose canina, assim como conduzem
a reducdo da densidade do vector e a diminuicdo da probabilidade de o0 Homem adquirir a
doenca (Afonso & Alves-Pires, 2008).

Diversos compostos quimicos demonstraram efeito repelente ou insecticida nestes vectores,
porém com um nivel de eficacia variavel. Esta depende do modo de ac¢do do composto, da
sua capacidade de se distribuir e permanecer na pele e da susceptibilidade especifica dos
insectos. Os piretrdides sdo os mais frequentemente utilizados devido a sua eficacia contra os
fleb6tomos e baixa toxicidade para os canideos. Deste modo, podem ser utilizadas coleiras
impregnadas com deltametrina (Scalibor®), que tém efeito repelente e insecticida durante
cerca de 6 meses e demonstram proteger os animais dos vectores P. perniciosus e Lu.
longipalpis. A aplicacdo tdpica de outros piretroides, sob a forma de spot-on ou spray,
também apresenta eficacia contra os fleb6tomos, apesar de ter menor duracéo que as coleiras.
Um spray constituido por permetrina e piriproxifeno (inibidor do crescimento do insecto) tem
um efeito repelente imediato e protege durante cerca de 21 dias, enquanto um spot-on com
associacdo de permetrina e imidaclopride apresenta actividade repelente 24 horas apos
aplicacdo, protegendo pelo menos durante 21 dias (Mird et al., 2008; Baneth, 2006). Esta
descrito que a permetrina 65% (PulvEX Spot®) e a combinacéo de imidaclopride 10% com
permetrina 50% (Advantix®), sob a forma de spot-on, apresentam uma accéo repelente para
os flebdtomos e sdo eficazes na prevencdo da Leishmaniose canina nas areas endémicas
(Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008; Bourdeau, 2009).

Por outro lado, nos cées provenientes de zonas livres de Leishmaniose, que se desloquem para
areas endémicas, é aconselhada a implementacdo de medidas profilacticas contra os

fleb6tomos, algum tempo antes da viagem (Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008).
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Nas zonas endémicas, seria desejavel realizar uma terapéutica sistémica profilactica, com
farmacos anti-Leishmania, antes da actividade sazonal dos insectos vectores, mas € dificil
persuadir os donos dos animais saudaveis a aceitar esta medida, ndo estando ainda provado o
Seu sucesso na prevencao da transmissdo do parasita (Roze, 2005; Mir¢ et al., 2008).

A imunoprofilaxia seria uma forma de assegurar a protec¢cdo dos hospedeiros vertebrados e o
controlo da doenca, através da utilizacdo de uma vacina eficaz contra a Leishmaniose canina,
que fosse também estavel, segura, pouco dispendiosa e conferisse um longo periodo de
proteccdo. No entanto, a preparacdo de uma vacina exige a compreensdo dos mecanismos de
accdo da componente imunoldgica celular e a identificacdo dos antigénios que condicionam a
resposta imunitaria protectora, ndo sendo por isso um processo fécil. Estudos realizados em
modelos animais tém permitido compreender a imunopatogénese da infeccdo e a resposta dos
linfocitos T CD4" aos antigénios parasitarios. Desta forma, a indugdo da proteccdo por uma
vacina requer a estimulacdo de uma resposta imunitaria celular estavel (Thl), com activacéo
de macrdfagos e de linfocitos T CD4" e CD8" e com manutencdo de um conjunto de células
de memodria. Por outro lado, as moléculas antigénicas utilizadas na vacinacdo devem estimular
a imunidade protectora, sem causar imunosupressao ou reaccdes imunopatoldgicas adversas
(Roze, 2005; Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008).

Durante as Gltimas décadas vérios investigadores, de diferentes laboratérios, procuraram
induzir a imunidade protectora contra a Leishmaniose, utilizando uma extensa variedade de
preparacdes antigénicas, como parasitas vivos atenuados, parasitas mortos, antigénios totais,
fracces antigénicas, proteinas especificas, antigénios recombinantes ou sintéticos, antigénios
de Leishmania produzidos por diferentes tipos de vectores de expressdo e vacinas de ADN.
Contudo, o sucesso de uma vacina ndo depende, Unica e exclusivamente, do produto vacinal
(tipo de antigénio/vector de expressdo), mas também do protocolo de vacinacgdo utilizado, no
qual devem ser considerados a dosagem, o numero de doses, o intervalo entre as doses, a via
de administracdo e o tipo de adjuvante (Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008). A
escolha do adjuvante utilizado parece ser extremamente importante na vacinagdo contra a
Leishmaniose canina, visto que esse composto participa, de forma activa, na estimulacdo e
intensificacdo da resposta ao antigénio e no seu reconhecimento pelo sistema imunitario
(Miré et al., 2008).

Actualmente, varias vacinas contra a Leishmaniose canina estdo sob avaliagdo experimental
ou de campo, algumas com resultados promissores. As vacinas constituidas por fraccdes
purificadas de Leishmania parecem ter maior sucesso e a principal representante deste grupo
de antigénios vacinais é a fraccéo enriquecida da glicoproteina Gp63 de L. donovani, também

conhecida como ligando fucose-manose (FML). Uma vacina constituida pelo antigénio FML
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e pelo adjuvante saponina, foi avaliada através de diversos estudos realizados no Brasil, tendo
revelado uma taxa de eficacia de cerca de 80%. Esta vacina, recentemente autorizada e licenciada
naquele pais, é a primeira comercializada contra a Leishmaniose canina (Leishmune®), tendo sido
proposta também para o bloqueio da transmissao da infec¢do e como tratamento dos cdes infectados.
Desconhece-se se esta vacina terd impacto positivo na Salde Publica e tem sido dificil diferenciar os
animais naturalmente infectados dos cdes vacinados, o que leva alguns Médicos Veterinarios
brasileiros a serem relutantes a sua utilizacéo (Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008; Mir¢ et al.,
2008). Uma segunda vacina baseada em fraccGes purificadas do protozoario foi alvo de estudos em
Franca, nos quais demonstrou uma boa proteccdo contra a infeccdo experimental por L. infantum e
uma elevada eficacia na prevencdo da infeccdo natural. Neste caso, o produto vacinal utilizado é um
antigénio de excrecdo-secrecdo purificado do sobrenadante do meio de cultura das formas
promastigotas de L. infantum (LIESAp) e o adjuvante é uma saponina purificada (QA-21). Portugal foi
o pais eleito para o lancamento desta primeira vacina disponivel na Europa (CaniLeish®), por
apresentar uma elevada incidéncia da doenca, tendo este ocorrido durante o primeiro semestre do

corrente ano (Mir6 et al., 2008).

10. IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA

Aproximadamente 12 milhdes de pessoas estdo infectadas com Leishmaniose e cerca de 350 milhdes
estdo em risco de adquirir esta doenca, que é potencialmente fatal se ndo for estabelecido um
tratamento (Baneth, 2006).

A transmissdo de L. infantum dos cdes ou canideos selvagens para os humanos, através dos
fleb6tomos, é considerada a principal via de infeccdo humana. No Sul da Europa, a Leishmaniose
humana é geralmente esporadica e a relagdo entre 0 nimero de pessoas clinicamente afectadas e de
cdes infectados é reduzida, ou seja a posse de canideos portadores do parasita ndo é considerada um
factor de risco para a infeccdo do Homem. Por outro lado, um estudo realizado no Irdo, onde a doenga
é mais frequente nas areas rurais, demonstrou que a seropositividade nas criangas estava directamente
relacionada com a densidade de canideos na povoacdo, considerando-se nesse caso a proximidade
entre o cdo infectado e o seu proprietario um importante factor de risco (Miré et al., 2008). Deste
modo, é possivel compreender que a ligacao entre a infec¢do do canideo e do Homem difere de regido
para regido, e depende de varios factores, como a nutricdo humana (a desnutricdo é um factor
predisponente), a capacidade imunitaria (as criancas e os adultos com VIH/SIDA ou sujeitos a
medicacdo citostatica e imunosupressiva sao 0s principais afectados), a densidade de canideos na
populacdo e o comportamento dos insectos vectores (Baneth, 2006).

O Médico Veterinario deve transmitir informacao sobre esta doenga zoondtica aos donos dos seus
pacientes, incentivar as medidas de controlo dos vectores e dos reservatorios e participar na prevengao

e tratamento da Leishmaniose (Miré et al., 2008).
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IIl.  ESTUDO RETROSPECTIVO DOS CAES COM LEISHMANIOSE
OBSERVADOS DURANTE O ESTAGIO CURRICULAR NA CLINICA VET APAAC

1. OBJECTIVOS

Este estudo teve como objectivo caracterizar a amostra de cdes diagnosticados com
Leishmaniose, de acordo com o sexo, idade, raca, local de habitacdo, profilaxia,
sintomatologia e resultados dos exames complementares realizados. Pretendeu-se também
determinar a frequéncia de IRC nos canideos incluidos na amostra, aplicando ainda o0s
conhecimentos adquiridos sobre o sistema de estadiamento e sub-estadiamento de IRC canina,

proposto pela IRIS.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido durante o estagio curricular realizado na clinica VET
APAAC, entre 6 de Setembro de 2010 e 5 de Fevereiro de 2011. Durante este periodo foram
observados 19 cdes com Leishmaniose, cujo diagndéstico foi realizado com base na anamnese,
exame fisico, analises laboratoriais e teste de diagnostico seroldgico qualitativo, baseado na
técnica de imunocromatografia rapida (WITNESS® Leishmania ou Speed® Leish). Em alguns
casos foram integrados também os resultados do proteinograma, do racio UPC e da técnica
seroldgica de IFI, obtidos num laboratério certificado (DNAtech). No método de IFI, o limiar
de positividade foi 1/160, tendo sido utilizadas ainda as titulagcBes 1/80, 1/240 e 1/320,
considerando-se como suspeitos de Leishmaniose 0s animais gque apresentavam apenas a
titulacdo 1/80 positiva. Nos cées com alteracOes fisicas e/ou laboratoriais compativeis com
IRC, foi ainda estabelecido o estadio e sub-estadio da doenca renal, como € proposto pela
IRIS, ou seja de acordo com as concentracdes plasmaticas de creatinina e o grau de
proteinuria, respectivamente. Porém, nestes animais ndo foi avaliada a pressdo arterial
sistémica, 0 que ndo permitiu o sub-estadiamento da doenca renal com base nesse parametro.

Por ser um estudo retrospectivo, nem sempre foi possivel acompanhar pessoalmente todos o0s
casos clinicos, tendo havido por isso recurso a um sistema de gestdo de base de dados
(WinVet®), onde esta contida toda a informacdo relativa a cada paciente, desde as fichas
clinicas aos resultados dos exames complementares de diagnostico efectuados naquela clinica.
Depois de recolhida toda a informacdo, procedeu-se a analise dos dados, com base em
métodos de estatistica descritiva (média, moda, mediana, desvio padrdo, maximo, minimo,
frequéncia absoluta e relativa), utilizando o programa informatico Microsoft® Office Excel

2007, permitindo assim a construcao de tabelas e graficos que reinem os resultados.
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2.1. Limitacgdes do estudo

O estudo retrospectivo foi efectuado numa populacdo de 19 canideos, uma amostra
relativamente reduzida, da qual ndo é possivel retirar conclusdes absolutas sobre a prevaléncia
da populacdo total, permitindo apenas obter algumas ilacdes validas para esta amostra. Por
outro lado, na avaliacdo dos resultados deste estudo € necessario ter em conta alguns aspectos,
nomeadamente as limitacfes econdmicas e a disponibilidade dos proprietarios dos animais.
Devido a duragdo do estagio, ndo foi possivel acompanhar todos os casos pessoalmente, o que
se tornou também um factor limitativo em termos de uniformizagdo do estudo. Idealmente,
deveriam ter sido realizados os mesmos exames complementares de diagnostico em todos os
animais, incluindo a medicdo da pressdo arterial sistémica e a avaliacdo da funcédo renal,
através das concentragdes plasmaticas de creatinina e ureia, da urianalise e do racio UPC, para
que houvesse maior fiabilidade na comparacéo entre os casos clinicos. Teria sido interessante
acompanhar a evolucao e a resposta ao tratamento destes pacientes e avaliar as alteracdes no
estadiamento e sub-estadiamento dos animais com IRC. Além disso, este estudo teve como
Unicas fontes de dados as fichas clinicas e a informagéo recolhida pela autora no decorrer das
consultas. Todos estes factores concorrem, de uma forma ou de outra, para que o estudo
realizado tenha vérias limitacGes e para que 0s resultados obtidos possam néo estar de acordo

com a informacéo apresentada na revisao bibliogréfica, citada anteriormente.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo da amostra

Foram registados os seguintes dados dos 19 cdes constituintes da amostra: sexo, idade, raca,
area de proveniéncia, habitat (exterior, interior ou misto) e medidas de prevencdo aplicadas
contra a picada do insecto vector (Anexo 5).

Verificou-se que da populacdo em estudo, 63% (12/19 animais) eram do sexo masculino e

37% (7/19 animais) do sexo feminino (Gréafico 2).
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Gréfico 2 — Frequéncia relativa do sexo dos canideos da amostra

Sexo
feminino
37%

A idade dos animais estava compreendida entre 0s 3 anos e 0s 10 anos, sendo a média de 6 *
1,9 anos. A mediana e a moda tiveram o0 mesmo valor, ou seja 5 anos. A distribuicdo dos cées
da amostra por classes de idade (Grafico 3) demonstra que a maioria tinha idade
compreendida entre 0os 4 e 0s 7 anos (N=13, ou seja 68%), cinco cdes (26%) apresentavam

idade igual ou superior a 8 anos e apenas um animal tinha menos de 4 anos.

Gréfico 3 — Histograma de distribuicdo dos canideos da amostra por classes etarias
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Quanto a prevaléncia das racas (Tabela 9), constatou-se que do total da populagdo, 73%
(14/19 animais) eram de raga pura, 16% (3/19 animais) eram de raga indeterminada e cerca de
11% (2/19 animais) eram resultantes de cruzamentos entre ragas diferentes. As ragas
observadas com maior frequéncia foram o Retriever do Labrador (22%, que corresponde a
4/19) e o Pastor Alemao (16%, que corresponde a 3/19). As racas nacionais, representadas
pelo Podengo Portugués Grande e C&o da Serra da Estrela, constituiram 11% da amostra
estudada (2/19 animais).
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Tabela 9 — Frequéncia absoluta e relativa das racas dos canideos da amostra

Raca N° de casos (%)
Retriever do Labrador 4(22)
Pastor Alemé&o 3(16)
Braco Alemao 1(5)
Céo da Serra da Estrela 1(5)
Husky Siberiano 1(5)
Podengo Portugués Grande 1(5)
Pointer 1(5)
Setter 1(5)
Teckel 1(5)
Indeterminada 3 (16)
Cruzamentos 2 (11)
Total 19 (100)

Foi definida também a proveniéncia e o tipo de habitat de cada animal em estudo, visto que
estes factores influenciam a probabilidade de infeccéo por Leishmania.

No que diz respeito a area de proveniéncia, verificou-se que a maioria dos cées pertencia ao
concelho do Cartaxo, isto € cerca de 79% (15/19 animais), enquanto os restantes provinham
do concelho de Azambuja (11%, que corresponde a 2/19) e do concelho de Santarém (5%,
que corresponde a 1/19). De salientar ainda a observacdo de um animal proveniente das
Caldas da Rainha, distrito de Leiria.

Por outro lado, neste estudo foram definidos trés tipos de habitat: permanéncia
exclusivamente no exterior, permanéncia no interior da habitacdo com acesso ao exterior,
também designado como habitat misto, e permanéncia exclusivamente no interior de uma
residéncia. Foi possivel determinar que todos os animais da populacéo passavam grande parte
do tempo ao ar livre, quer tendo a possibilidade de estarem dentro e fora de casa (63%, ou
seja 12/19), quer vivendo exclusivamente no exterior (37%, ou seja 7/19), ndo havendo

nenhum canideo na amostra com habitat exclusivamente interior (Grafico 4).
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Gréfico 4 — Frequéncia relativa do tipo de habitat dos canideos da amostra

Habitat
misto

63%

Quanto as medidas de prevencgdo contra a infec¢do por L. infantum, como se pode verificar
pelo Grafico 5, em 47% (9/19) dos caes da amostra eram aplicados spot-on, constituidos por
permetrina e imidaclopride (Advantix®), enquanto em 37% (7/19 animais) eram utilizadas
coleiras impregnadas com deltametrina (Scalibor®). Apenas trés canideos (16%) da populagéo

estudada ndo recebiam qualquer tipo de medida profilactica.

Gréfico 5 — Frequéncia relativa do tipo de prevencao contra a picada do insecto vector

realizada nos canideos da amostra

B Spot-on (permetrina + imidaclopride)
Coleira (deltametrina)

Sem prevengéo

3.2. Sinais clinicos

Nos 19 animais diagnosticados com Leishmaniose canina, foi possivel observar uma grande
diversidade de sinais clinicos, consequentes da propria doenca ou resultantes de doengas
concomitantes. A sintomatologia de cada canideo da amostra esta descrita no Anexo 6 e
expressa pela sua frequéncia no Grafico 6.

Considerando a amostra em estudo, 26% (5/19) dos animais apresentaram-se a consulta
prostrados ou letargicos, 16% (3/19 animais) tinham perda de apetite (anorexia) e 32% (6/19
animais) exibiam perda de peso progressiva ou acentuada. Verificou-se que o aumento do

tamanho dos linfonodos era um sinal clinico comum desta doenga, estando presente em 13/19
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canideos (68%). Desta fraccdo populacional, 24% (3/13) apresentavam linfadenopatia dos
popliteos e sub-mandibulares, 38% (5/13) tinham aumento apenas dos linfonodos popliteos e
a mesma frequéncia relativa (38%, ou seja 5/13) foi verificada para a linfadenopatia

generalizada.

Grafico 6 — Frequéncia absoluta e relativa dos sinais clinicos dos canideos da amostra
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Verificou-se que os sinais dermatolégicos eram bastante frequentes na populacdo em estudo,
estando presentes em 17/19 canideos (89%). Destes 17 animais, 9 (53%) apresentavam
seborreia seca, 9 (53%) manifestavam alopécia peri-ocular, no focinho, pavilhdes auriculares,
flancos, abdomen e/ou cauda, e 7 (41%) evidenciavam lesdes cutdneas localizadas em zonas
especificas, nomeadamente lesdes ulcerativas nos membros, pavilhGes auriculares e/ou
abddémen. Outras alteracdes cutaneas foram identificadas, porém com menor frequéncia, como
a dermatite interdigital (6%, ou seja 1/17) e a hiperqueratose do focinho (6%, ou seja 1/17). A
onicogrifose estava presente em 2/19 animais (11%).

Por outro lado, apenas 3 cdes da amostra (16%) manifestavam alteragdes oftalmoldgicas.
Assim, um dos animais apresentava conjuntivite bilateral e Ulcera perfurante da cornea do
olho direito, com neovascularizagdo, noutro canideo foram detectados nodulos na zona
palpebral e Glcera da cdrnea do olho esquerdo e no terceiro animal estava presente uveite
anterior bilateral.

Adicionalmente, constatou-se que 21% (4/19) dos cées demonstravam sintomatologia

ortopédica, nomeadamente claudicagdo (em trés dos quatro animais) e manifestacdo de dor

-86 -



durante a manipulacdo dos membros (em um animal). Contudo, a realizacdo de exames
radiograficos permitiu revelar a presenca de artroses em dois desses quatro canideos, podendo
justificar a dor e claudicacdo por eles demonstradas.

Foram poucos 0s animais que apresentaram sintomatologia gastrointestinal (11%, ou seja
2/19), como diarreia e vomito.

Refere-se ainda a ocorréncia de ascite, poliuria/polidipsia (PU/PD) e palidez das mucosas em
5% (1/19), 11% (2/19) e 16% (3/19) da populacao de canideos estudada, respectivamente.

3.3. Exames complementares

No seguimento da avaliagcdo clinica dos canideos, foram realizados diversos exames
complementares de diagnostico com o objectivo de identificar as eventuais alteragdes
hematoldgicas, renais e hepéticas, que pudessem auxiliar no diagnostico da Leishmaniose
canina. Infelizmente, por motivos de contencdo de custos pelos proprietarios ou por ndo
comparecimento ap6s a primeira consulta, nem sempre foram efectuadas as anélises
laboratoriais necessarias para a correcta abordagem e monitorizacdo desta doenca.

Deste modo, apenas foi possivel estudar os hemogramas realizados a 16 animais da populacéo
total, cujos resultados estdo apresentados no Anexo 7. Através da Tabela 10, podem verificar-

se as alteracGes hematologicas detectadas com maior frequéncia.

Tabela 10 — Resultados do hemograma de 16 animais e 0 seu respectivo estudo estatistico

Parametros (intervalo de Média Mediana Desvio Maximo Minimo FR FR
referéncia’) Padrao %) 1 | (%)
Eritrocitos (5,5-8,5 xlOelpL) 5,53 591 15 7,35 2,52 0 38
Hematocrito (37-55%) 37,12 39,80 9,47 50,30 18,15 0 38
Hemoglobina (12-18 g/dL) 12,41 13,70 3,44 16,20 5 0 38
VCM (60-77 fL) 67,34 67 4,39 76 61,4 0 0
HCM (19,5-24,5 pg) 22,78 22,7 1,26 25,7 20,5 6
CHCM (31-36 g/dL) 32,99 33,25 1,16 34,8 29,9 0
Plaquetas (200-500 x10°/uL) 213,38 236,5 113,33 398 13 0 38
Leucdcitos (6-17 x10%/uL) 9,25 8,85 3,29 15,14 4,77 0 19
Neutréfilos (3,0-11,8 x10%/uL) 6,75 6,11 2,83 11,39 3,49 0 0
Linfécitos (1,0-4,8 x10%/uL) 1,59 13 0,56 2,5 0,86 0 13
Monacitos (0,2-2,0 x103/pL) 0,51 0,42 0,36 1,4 0,18 0 6
Eosinofilos (0,1-1,3 x103/pL) 0,33 0,18 0,34 1,14 0 0 19
Bas6filos (0-0,5 x10%/uL) 0,11 0,11 0,12 0,4 0 0 0

Legenda: (* De acordo com o laboratério certificado DNAtech); FR(%)1, frequéncia relativa dos
animais com parametro aumentado; FR(%)|, frequéncia relativa dos animais com pardmetro
diminuido; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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Verificou-se que cerca de 38% (6/16) dos animais apresentavam valores de plaquetas abaixo
do intervalo de referéncia, porém em 3 destes 6 canideos existia agregacao plaquetaria, ndo
tendo sido considerada a presenca de trombocitopénia. Por outro lado, constatou-se uma
diminuicao dos valores de hematdcrito, eritrécitos e hemoglobina em 6 animais (38%) desta
fraccdo populacional estudada. Além da anemia normocitica e normocromica e da
trombocitopénia, foram também identificadas leucopénia (19%, ou seja 3/16 animais),
linfopénia (13%, ou seja 2/16 animais) e eosinopénia (19%, ou seja 3/16 animais).

No que diz respeito as analises bioquimicas, 0s seus resultados estdo registados no Anexo 8 e
as principais alteracdes detectadas nos canideos estdo referidas na Tabela 11. A ureia e a
creatinina plasmaticas foram o0s parametros bioquimicos avaliados numa parte mais
significativa da amostra (18/19 canideos), visto que a IRC é uma complicacdo frequente da
Leishmaniose canina, sendo fundamental avaliar a funcdo renal antes da instituicdo da
terapéutica. Contudo, dos 18 animais onde estes parametros foram avaliados, apenas 4 (22%)
demonstraram ter um aumento da ureia e creatinina séricas. Por outro lado, é importante
salientar a ocorréncia de hiperproteinémia em 6/8 canideos (75%), de hipoalbuminémia em
2/7 canideos (29%) e de hiperglobulinémia em 4/6 canideos (67%). Apenas num animal
(13%, ou seja 1/8) existia hipoproteinémia, associada a diminuicdo da concentracdo
plasmatica de albumina. Os niveis séricos das enzimas hepéaticas ALT e FAS também foram
determinados, estando aumentados em 7% (1/14) e 13% (2/15) dos animais, respectivamente.

Tabela 11 — AlteracGes dos parametros bioquimicos dos canideos com Leishmaniose

Parametros bioquimicos n/t (FR%) Parametros bioquimicos n/t (FR%)
Aumento da creatinina 4/18 (22%) Hiperproteinémia 6/8 (75%)
Aumento da ureia 4/18 (22%) Hipoproteinémia 1/8 (13%)
Aumento da ALT 1/14 (7%) Hipoalbuminémia 217 (29%)
Aumento da FAS 2/15 (13%) Hiperglobulinémia 416 (67%)

Legenda: ALT, alanina aminotransferase; FAS, fosfatase alcalina sérica; n/t (%), nimero de casos com
0 parametro alterado, no total de animais onde essa analise foi efectuada; FR%, frequéncia relativa

associada.

Adicionalmente, foi efectuada a urianalise (tira reactiva urinaria Multistix®) em 6 animais,

representando apenas 32% da populacdo total. A realizacdo desta andlise teve em conta

diversos motivos e objectivos. Em 3 canideos, foi efectuada por apresentarem niveis séricos

elevados de ureia e creatinina, enquanto noutros 2 animais o principal objectivo foi

monitorizar a proteindria. No sexto canideo, a urianalise foi requisitada por este apresentar
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simultaneamente PU/PD, aumento dos parametros bioquimicos renais, hipoalbuminémia e
ascite, pretendendo-se averiguar a presenca de perda proteica pela urina. Apenas num animal
(17%, ou seja 1/6) foi detectada hematuria (3+ na tira reactiva de urina), sendo a proteindria a
alteracdo mais frequente. Esta estava presente em todos os animais onde foi realizado o0 exame
urinario (100%), variando a concentracdo de proteina entre os 30 mg/dL e os 300 mg/dL (1+ a
3+ na tira reactiva de urina). No entanto, nos 4 animais onde os niveis plasméticos de ureia e
creatinina estavam elevados, além da uriandlise, foi realizada a determinagdo do récio
proteina/creatinina urinario (rdcio UPC), que permite quantificar a concentracdo das proteinas
na urina, auxiliando na avaliacdo da gravidade das lesdes renais e da progressdo da IRC. Os
resultados do racio UPC obtidos estdo apresentados na Tabela 12, sendo importante ter em

conta que valores iguais ou superiores a 0,5 sdo indicativos de proteindria.

Tabela 12 — Resultados do racio proteina/creatinina urinario de 4 canideos com Leishmaniose

4 0,4 48,04 118,2
12 17,2 802,63 46,7
16 0,8 46 58,88
18 0,3 19 57,7

Por outro lado, foi realizado o estadiamento da IRC nesses 4 canideos, através da
concentracdo plasmaética de creatinina, como é proposto pela IRIS. Nos animais em que se
obteve mais do que uma colheita sanguinea para andlise, utilizou-se o valor médio das
diferentes determinag6es, porém nos casos onde isso nao foi possivel, houve a necessidade de
recorrer ao valor de creatinina apresentado na primeira consulta. Verificou-se que 50% (2/4)
dos canideos se encontravam no estadio Il (creatinina plasmatica entre 1,4-2,0 mg/dL), por
apresentarem valores de 1,8 mg/dL e 1,9 mg/dL, enquanto os restantes 50% (2/4) estavam no
estadio 11l (creatinina plasmatica entre 2,1-5,0 mg/dL), visto terem concentragcfes séricas de
creatinina de 2,1 mg/dL e 4,1 mg/dL.

Nesses quatro canideos, foi efectuado ainda o sub-estadiamento da IRC, porém apenas com
base na proteindria, uma vez que ndo foi determinada a pressdo arterial sistémica. Deste
modo, os animais eram classificados como ndo proteinuricos se ndo houvesse deteccdo de
proteina através da tira reactiva de urina, como proteinuricos no limite quando o racio UPC se
encontrava entre 0,2 e 0,5, e como proteinuricos quando esse racio era superior a 0,5. Assim
foi possivel constatar que os dois canideos com estadio Il de IRC eram proteindricos no

limite, tendo valores de racio UPC de 0,4 e 0,3, enquanto que 0s racios obtidos (0,8 e 17,2)
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nos dois animais com estadio Il de doenca renal, permitiram classifica-los como
proteindricos. De salientar que no cdo com estadio Il de IRC e racio UPC igual a 17,2,
estavam presentes sinais clinicos e outras alteragdes laboratoriais consistentes com sindrome

nefrotico, nomeadamente hipoalbuminémia e ascite.

Os exames radiograficos foram realizados a 26% (5/19) dos canideos da amostra. Num dos
animais com Leishmaniose, a radiografia ao térax tinha como finalidade averiguar a presenca
de metéstases pulmonares, aquando do aparecimento de neoplasias mamarias. Realizaram-se
também exames radiograficos aos membros anteriores e posteriores, nos quatro canideos que
manifestavam claudicacdo e dor durante a manipulacdo ortopédica, sendo que em 2 deles foi
possivel detectar a presenca de artroses, enquanto nos restantes ndo se identificaram as causas.
A ultrassonografia abdominal foi realizada em 2 animais (11%) da populacédo total. Numa
cadela existia suspeita de piometra fechada, que se confirmou ecograficamente. No canideo
onde estava presente ascite, procedeu-se a uma abdominocentese ecoguiada, com posterior
caracterizacdo do liquido ascitico, que revelou ser um transudado, com reduzido numero de

leucdcitos e eritrocitos, baixa concentracdo proteica e densidade igual a 1.015.

3.4. Diagnostico etioldgico

Dos 19 canideos da amostra, 11% (2/19) compareceram a consulta com o diagnéstico de
Leishmaniose efectuado noutra clinica, enquanto nos restantes 89% (17/19) esta doenca foi
diagnosticada em alturas distintas na clinica VET APAAC. Desta fraccdo populacional, 11
canideos (65%, ou seja 11/17) foram diagnosticados com Leishmaniose durante o estagio
curricular e os restantes 6 animais (35%) compareceram a consulta para controlo da doenca
em questdo, devido a doencas concomitantes ou apenas para vacinagdo/desparasitacao.

A pesquisa do agente etioldgico foi efectuada através de pelo menos um método seroldgico,
nomeadamente pela técnica de imunocromatografia rapida e/ou pela técnica de IFI (Gréfico
7). Deste modo, em 13 animais (76%, ou seja 13/17) foi utilizada exclusivamente a
imunocromatografia rapida e nos outros 4 canideos (24%) associou-se esta técnica serologica
qualitativa ao método de IFI. Assim, através da imunofluorescéncia indirecta foi possivel
constatar que dois animais apresentavam titulos de anticorpos acima do limite superior
(>1/320), que um cdo era positivo para a titulagdo 1/160 e outro para a titulacdo 1/320. De
salientar que a técnica de IFI foi realizada em trés canideos, alguns meses ap0s o inicio da
terapéutica, com o objectivo de reavaliar os titulos de anticorpos anti-Leishmania. Verificou-
se que num dos animais havia um resultado negativo, com a indicacéo de fluorescéncia basal,
e nos outros dois apenas permanecia positiva a titulagao 1/80.
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Tendo em conta 0 Anexo 9 e observando o Gréafico 8, no que diz respeito ao ano de
diagndstico da Leishmaniose, verifica-se que em 2010 foram diagnosticados 2/19 caes (11%),
enquanto em 2011, até ao més de Fevereiro, foram identificados 9/19 animais com esta
doenca, ou seja com uma frequéncia relativa de cerca de 47%. Os animais diagnosticados nos
anos 2008 (37%, ou seja 7/19) e 2009 (5%, ou seja 1/19), compareceram a consulta na clinica
para controlo da Leishmaniose, pela ocorréncia de recidivas desta doenca ou pelo

desenvolvimento de doengas concomitantes, entre outros motivos.

Gréfico 7 — Frequéncia relativa do método de Gréfico 8 — Distribuicao dos canideos da
diagndstico utilizado nos canideos da amostra amostra segundo o ano de diagndstico
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3.5. Diagndstico de doencas concomitantes

No que diz respeito as doencgas concomitantes, apenas 6 animais (32%) da populacédo total
apresentaram outros tipos de patologia, como se pode verificar no Anexo 9 e na Tabela 13. E
importante referir que no mesmo animal pdde ser detectada, em momentos clinicos diferentes,

mais do que uma doenga concomitante com a Leishmaniose canina.

Tabela 13 — Doencas concomitantes presentes nos 6 canideos com Leishmaniose

Doenca concomitante n Doenca concomitante n
Dirofilariose 1 Piometra 1
Erliquiose 1 Pseudogestacéo 1
Traqueobronquite Infecciosa 1 Mamite 1
Glossite 1 Neoplasias Mamarias 1
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3.6. Tratamento etioldgico e sintomatico

O Anexo 10 inclui toda a informacdo recolhida sobre a terapéutica etioldgica instituida, bem
como a posologia e duracdo do tratamento.

Em todos os canideos (100%) que integraram a amostra, foi administrada a terapéutica
etiologica. Verificou-se que 53% (10/19) dos animais recebeu tratamento combinado entre
diferentes farmacos, enquanto nos restantes 9/19 canideos (47%) utilizou-se alopurinol em
monoterapia. As combinagcdes medicamentosas incluiram a associagdo do tratamento
leishmaniostatico (Zyloric®) com um farmaco leishmanicida, nomeadamente o antimoniato de
glucamina (Glucantime®), em 9/19 (47%) dos animais, ou a miltefosina (Milteforan®),
utilizada apenas num canideo (5%).

No que diz respeito a dose de alopurinol administrada, esta variou entre 20 e 30 mg/Kg, por
via oral, a cada 24 horas, sendo instituida indefinidamente. No caso do antimoniato de
glucamina, a dose considerada foi de 100 mg/Kg, uma vez ao dia, por via subcutanea, numa
série de 10 injeccOes, realizadas em dias alternados, sendo repetido o ciclo de tratamento apos
uma semana de intervalo, durante a qual era feita a reavaliacdo do animal. Para a miltefosina a
dose utilizada foi 2 mg/Kg, por via oral (de preferéncia juntamente com a dieta), a cada 24
horas, durante 28 dias.

Em dois animais houve a necessidade de instituir terapéutica direccionada a outras
parasitoses, concomitantes com a Leishmaniose canina. Deste modo, no canideo
diagnosticado com Dirofilariose foram administradas duas injec¢cbes de melarsomina
(Immiticide®, na dose de 2,5 mg/Kg) e de acetato de prednisolona (Hostacortina®, na dose de
1 mg/Kg), por via intramuscular, com um intervalo de 24 horas. Seis semanas apds a
terapéutica adulticida, foi instituido o tratamento microfilaricida com ivermectina (lvomec®,
na dose de 0,5 mg/Kg), numa Unica administracéo por via subcutanea. O 4cido acetilsalicilico
(Aspirina®, na dose de 5 mg/Kg/dia, via oral) foi também utilizado no periodo compreendido
entre 15 dias antes do inicio da terapéutica e um més apos o final da mesma. No caso clinico
em que existia Erliquiose e Leishmaniose concomitantes, foi necessario sedar o animal no
momento da apresentacdo clinica, de modo a facilitar o controlo da epistéxis, que foi
conseguido utilizando adrenalina intranasal e acido aminocaprdico (Epsicaprom®, na dose de
15 mg/Kg, diluido, via endovenosa lenta). Posteriormente, foi instituida a terapéutica com
doxiciclina (Actidox®), na dose de 10 mg/Kg, via oral (juntamente com a dieta), cada 24
horas, durante 30 dias.

Nos animais que apresentavam claudicacdo e/ou dor a manipulacdo ortopédica, foram

administrados compostos anti-inflamatérios néo esterdides, como o carprofeno (Rimadyl® ou
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Canidryl®), na dose de 2-4 mg/Kg, via oral, cada 12 ou 24 horas, ou 0 meloxicam (Movalis®

ou Metacam®), na dose de 0,1 mg/Kg, via oral, cada 24 horas, durante um periodo variavel de
tempo. Nestes animais foi também aconselhada a utilizacdo de protectores articulares, como o
Omnicondro®.

Na presenca de sintomatologia oftalmolégica foram administrados diferentes farmacos,
sobretudo antibioticos e anti-inflamatérios. O principal antibidtico utilizado foi o
cloranfenicol, quer sob a forma de colirio (Clorocil®), sendo aplicadas 2 gotas, duas vezes ao
dia, quer sob a forma de pomada (Lacrybiotic®), aplicada a cada 12 horas. Esta pomada é
constituida também por vitamina A, contribuindo assim para a cicatrizacdo das lesdes
oculares. O Voltaren® colirio (diclofenac sédico) e a Frisolona Forte® colirio (acetato de
prednisolona) foram os anti-inflamatorios mais utilizados, sendo administradas 1 a 2 gotas,
duas a trés vezes por dia. A duracdo desta terapéutica variou entre uma semana e Varios
meses, de acordo com a evolucgéo clinica dos animais.

Para o tratamento das dermatites e lesdes cutaneas ulcerativas, foi efectuada a limpeza e
desinfeccdo diaria das feridas, bem como a administracdo de antibioticos de largo espectro,
nomeadamente amoxicilina em associagdo com o &cido clavulanico, na dose de 12,5 mg/Kg,
via oral, cada 12 horas, com duracdo média entre 10 a 15 dias. Em alguns casos foi ainda
sugerido o banho com solucéo de iodopovidona a 4% (Betadine® Espuma), pelo menos uma
vez por semana, ou uma aplicacdo tépica didria de uma logcéo constituida por kanamicina e
acetato de dexametasona (Calmoderme®).

Nos canideos que apresentavam aumento das enzimas hepaticas (ALT e/ou FAS) foi
instituida terapéutica hepatoprotectora, como o acido ursodesoxicélico (Destolit®), na dose de
10 a 15 mg/Kg, por via oral, cada 24 horas, durante cerca de 30 dias.

Na presenca de anemia, associada ou ndo a IRC, recomendou-se a utilizacdo de gluconato
ferroso (Hemototal®), por via oral, geralmente num total de 600 mg/dia, dividido em duas
tomas. Nos animais com IRC, além desta medida terapéutica, foi aconselhada a alteracdo da
dieta para uma racdo renal e, quando as concentragdes plasmaticas de creatinina e ureia se
encontravam muito elevadas, o animal permanecia na clinica para receber fluidoterapia, até
normalizacdo desses pardmetros bioquimicos. No entanto, no canideo com sindrome
nefrotico, além do controlo da anemia, da alimentacdo e da IRC, foi necessario instituir um
tratamento adequado a sua situacdo clinica. Deste modo, utilizou-se o acido acetilsalicilico
(Aspirina®, na dose de 0,5 mg/Kg/dia, via oral), um inibidor da enzima de conversdo da
angiotensina, nomeadamente o enalapril (na dose de 0,5 mg/Kg, via oral, cada 24 horas) e um

diuretico, como a furosemida, uma vez que existia ascite. Este farmaco foi administrado
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inicialmente na dose de 2 mg/Kg, via oral, cada 12 horas, durante 7 dias, sendo
posteriormente reduzida para metade (1 mg/Kg) e administrada durante mais uma semana.

Constatou-se que, dos 19 animais, 9 (47%) responderam eficazmente a terapéutica instituida,
uma vez que além da reducdo da sintomatologia, apresentavam parametros laboratoriais
dentro dos valores de referéncia ou significativamente melhores, quando comparados com as
analises realizadas antes do tratamento. Entre estes animais destacam-se dois canideos, nos
quais foi administrada terapéutica contra a Dirofilariose e Erliquiose, tendo esta sido
igualmente bem sucedida. Deste modo, ndo foram detectadas microfilarias no exame directo
do sangue periférico (gota a fresco) no animal com diagnostico de Dirofilariose, e em ambos
os canideos foram obtidos resultados negativos nas técnicas de imunocromatografia rapida,
para aquelas doencas. Por outro lado, 16% (3/19) da populacéo total estudada, ndo respondeu
adequadamente ao tratamento instituido. Num dos canideos, a ocorréncia de complicacdes da
prépria doenca em associacdo com a sua idade avancada, levaram os proprietarios a optarem
pela eutanasia do animal. Noutro caso clinico, havia recorréncias frequentes da sintomatologia
dermatoldgica, tendo sido sugerida a combinacdo medicamentosa entre o alopurinol e o
antimoniato de glucamina, mas o dono esteve sempre relutante quanto a utilizacdo de
Glucantime®. No terceiro canideo, ocorreu lapso na administracéo dos farmacos por parte dos
proprietarios, nomeadamente da furosemida, o que ndo permitiu obter a resposta clinica
esperada. Em relagdo aos restantes 7 animais (37%), ndo foi possivel conhecer a evolucdo
terapéutica, por ndo comparecimento na clinica apds ser comunicado o tratamento a efectuar

(4 canideos), ou apenas por terem iniciado a terapéutica recentemente (3 canideos).

4. DISCUSSAO

O sexo masculino representa 63% da amostra estudada, estando de acordo com alguns
estudos, que reportam uma maior predisposi¢do para a Leishmaniose nos machos. Contudo,
certos autores referem que, nas areas endémicas, ndo existe diferencas na prevaléncia da
infeccdo entre ambos os sexos (Rosypal et al., 2003; Solano-Gallego et al., 2009).

No que diz respeito a idade, verificou-se que 68% (13/19) dos cdes tinham entre 4 e 7 anos e
26% (5/19 animais) apresentava idade igual ou superior a 8 anos. Esta situacdo pode ser
explicada pelo facto da Leishmaniose canina ser uma doenga crénica, com um periodo de
incubacdo considerado muito longo, podendo variar de 3 meses a 6 anos, até ocorrer o
aparecimento dos primeiros sintomas (Roze, 2005). Deste modo, é possivel que a infeccdo
destes animais tenha ocorrido ha algum tempo, permanecendo assintomaticos enquanto o Seu
sistema imunitario restringia o desenvolvimento do protozoario e permitia torna-los

resistentes a doenca. No entanto, a ocorréncia de deplecdo da resposta imunologica e/ou o
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aparecimento de doencas concomitantes, tornaram estes canideos mais susceptiveis ao
estabelecimento da Leishmaniose clinica. Por outro lado, os animais mais velhos tém maior
probabilidade de serem infectados por Leishmania, uma vez que tiveram maior tempo de
exposicao ao insecto vector, que 0s animais jovens (Baneth et al., 2008).

Adicionalmente, constatou-se que as ragas Retriever do Labrador e Pastor Alemao foram as
mais prevalentes neste estudo, com frequéncias relativas de 22% e 16%, respectivamente. De
facto, diversos autores referem haver maior susceptibilidade para a doenca em certas ragas
caninas, entre as quais se encontra o Pastor Alemé&o (Solano-Gallego & Baneth, 2008). Além
disso, os cdes de grande porte vivem mais frequentemente no exterior das habitacdes,
facilitando o contacto com os fleb6tomos e a posterior infec¢do por Leishmania (Noli et al.,
2006). Alguns autores afirmam que, na mesma area geografica, os canideos de pélo curto tém
maior prevaléncia da doenca que os canideos de pélo comprido (Rosypal et al., 2003). As
racas portuguesas incluidas na amostra sdo também de animais de grande porte, que
tradicionalmente estdo associados a actividades ao ar livre, como a caga (Podengo Portugués
Grande) ou o pastoreio/guarda (Cao da Serra da Estrela). Contudo, as ragas nacionais foram
pouco prevalentes, o que pode ser devido a estas se encontrarem em menor ndmero na
populacdo total da clinica VET APAAC ou, por outro lado, sugere que estas racas Sd0 menos
susceptiveis a Leishmaniose canina que as racas importadas, como foi verificado num estudo
recente (Pereira, 2008).

Tendo em conta a area de proveniéncia de cada um dos canideos, verificou-se que 79% da
amostra residia no concelho do Cartaxo, o que pode ser justificado pela localizacdo da clinica
VET APAAC, na sede deste concelho, estando acessivel aos proprietarios dos animais que
residam nesta area. Nao existe um estudo concreto que indique a prevaléncia da Leishmaniose
canina nesta area geografica nacional, mas esta descrita uma seroprevaléncia de 5-10% no
distrito de Santarém (ONLeish, 2011).

Todos os animais do estudo passavam grande parte do tempo ao ar livre, sendo que 63%
(12/19) tinham a possibilidade de estarem dentro e fora de casa, enquanto os restantes 37%
(7/19) viviam exclusivamente no exterior. Estes resultados corroboram a ideia defendida pela
maioria dos autores, isto €, os cdes mantidos, permanentemente ou com elevada frequéncia,
no exterior das habitacbes estdo mais propensos a serem infectados, uma vez que se
encontram mais expostos aos insectos vectores (Rosypal et al., 2003). Contudo, importa
referir que a permanéncia dos animais em locais menos acessiveis aos flebétomos é um factor
limitante, porém n&o impeditivo, de infeccdo por L. infantum.

As medidas de prevencdo da picada dos insectos vectores eram aplicadas na maioria da

populacdo estudada (84%), sendo os principais compostos utilizados a associacdo de
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permetrina e imidaclopride (Advantix®) e as coleiras impregnadas com deltametrina
(Scalibor®). Esta situacéo pode ser explicada pelo esquecimento, por parte dos proprietarios,
da duracéo da eficécia destes produtos, uma vez que exigem renovacgdo ao fim de 3-4 semanas
(Advantix®) ou de 6 meses (Scalibor®). Deste modo, é fundamental sensibilizar os donos dos
animais para a prevencao eficaz contra o fleb6tomo, tendo em conta as recomendacoes
especificas de cada produto, sobretudo no que diz respeito a correcta aplicacdo e frequéncia
da reaplicacdo, reforcando ainda a importancia da sua utilizacdo durante a época de maior
actividade vectorial (Solano-Gallego et al., 2009).

As caracteristicas clinicas da Leishmaniose canina variam amplamente como consequéncia
dos numerosos mecanismos patogénicos do protozoario, da diversidade de respostas
imunoldgicas desenvolvidas nos hospedeiros e dos diferentes 6rgdos afectados (Solano-
Gallego & Baneth, 2008). Geralmente, a manifestacdo inicial desta doenca € a alteracdo do
estado geral do animal, com perda de peso progressiva, prostracdo e anorexia (Campillo et al.,
1999). De facto, foi possivel comprovar que 26% dos animais se encontravam
prostrados/letargicos, 16% manifestava perda de apetite e em 32% ocorreu perda de peso.

A linfadenopatia foi verificada na maioria dos canideos, ou seja em cerca de 68% da
populacdo total estudada. Os linfonodos mais afectados foram os popliteos e o0s sub-
mandibulares, apesar de ter estado presente uma linfadenopatia generalizada em cerca de 38%
dos animais. Diversos autores afirmam que a hipertrofia dos linfonodos é uma das
manifestacdes clinicas mais consistentes na Leishmaniose canina e, apesar de poder ser
localizada, é mais frequente ocorrer uma linfadenomegalia generalizada, havendo alteracdes
principalmente nos linfonodos sub-mandibulares, popliteos, pré-escapulares e axilares
(Alexandre-Pires & Correia, 2008; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

A sintomatologia dermatoldgica esteve presente em 17 animais (89%) da amostra, sendo as
manifestacdes mais frequentes a seborreia seca (9 canideos), a alopécia peri-ocular e do
focinho (9 canideos) e as lesdes ulcerativas nos membros e pavilhdes auriculares (7 canideos).
Baneth et al. (2008) defendem que 81-89% dos cdes sintomaticos apresentam lesdes cutaneas,
0 que estd de acordo com os resultados deste estudo. Por outro lado, todas as alteracbes da
pele observadas estdo descritas, na maior parte da bibliografia consultada, como sendo as
lesbes dermatologicas mais caracteristicas desta doenca canina (Noli et al., 2006; Alexandre-
Pires & Correia, 2008; Bourdeau, 2009). A onicogrifose, apesar de ter sido pouco frequente
na populacdo estudada (11%), é uma alteracdo especifica que ocorre numa pequena proporcao
de animais infectados por Leishmania (Baneth, 2006).

Em trés canideos (16%) da amostra, verificou-se a presenca de lesdes oftalmologicas, das

quais se destacam a conjuntivite, uveite e Ulcera da cornea, sendo que num dos animais existia
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também neovascularizacdo. Segundo Alexandre-Pires & Correia (2008), as conjuntivites,
queratites e uveites sdo lesbes oculares frequentes na Leishmaniose canina, podendo surgir,
em fases mais avancadas da patologia ocular, complicagdes como a Ulcera da cOrnea e a
neovascularizagdo, o que corrobora os resultados obtidos neste estudo. Os mesmos autores
descrevem a possibilidade de ocorrerem lesdes granulomatosas nas palpebras dos animais
com Leishmaniose, 0 que sucedeu num dos canideos da amostra. Defendem ainda que as
lesbes do globo ocular podem surgir por accdo directa do parasita ou por processos
imunolodgicos, que levam a formacéo e deposicdo de complexos imunes (Alexandre-Pires &
Correia, 2008).

No que diz respeito & sintomatologia ortopédica, esta foi identificada em 21% (4 animais) da
amostra, sendo a claudicacdo a manifestacdo mais frequente. A maioria dos autores considera
que estas alteracdes locomotoras se devem a poliartrite, a sinovite, a periostite, ou menos
frequentemente, a miosite, que estdo associadas a presenca e deposicdo de complexos imunes
(reaccdo de hipersensibilidade tipo 1l1) (Kohn, 2007; Pereira da Fonseca & Villa de Brito,
2008). Contudo, importa referir que em dois destes canideos, a claudicagdo ndo estava
provavelmente relacionada com a Leishmaniose, visto terem sido detectadas outras causas
para esta sintomatologia (artroses nos membros posteriores).

Apesar de estar descrita a ocorréncia de gastrite e enterite nos cdes com Leishmaniose, a
sintomatologia gastrointestinal foi observada apenas em 2 animais (11%) da amostra, que
apresentavam diarreia e vomito. Noli et al. (2006) defendem que estes sinais clinicos podem
resultar da lesdo directa do protozoario no tracto gastrointestinal ou ser consequéncia das
alteracOes hepaticas e renais tipicas desta doenca. Nos casos clinicos observados, esta segunda
hipotese foi considerada a mais provavel, visto que os parametros bioquimicos renais e
hepéticos daqueles animais se encontravam alterados, no momento da apresentacao clinica.
Apenas num canideo (5%) da populacdo total estudada ocorreu epistaxis bilateral. Alguns
autores consideram como principais mecanismos responsaveis pela sua ocorréncia as
alteracbes na coagulacdo, causadas pela trombocitopénia e hiperglobulinémia, a presenca de
Ulceras na mucosa nasal e a vasculite por deposic¢do de complexos imunes (Alexandre-Pires &
Correia, 2008; Baneth et al., 2008). Por outro lado, Pereira da Fonseca & Villa de Brito
(2008) afirmam que a epistaxis parece estar mais relacionada com lesdes inflamatorias da
mucosa nasal do que com alteracGes dos mecanismos de coagulacdo. No animal com epistaxis
observado durante o estagio curricular, estavam presentes Leishmaniose e Erliquiose, sendo
estas duas doencas que causam vasculite por deposicdo de complexos imunes e

trombocitopenia (também identificada neste canideo).
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A poliuria e polidipsia foram referidas apenas em 2 animais (11%), sendo que num deles esta
sintomatologia foi pontual e desapareceu apés instituida a terapéutica anti-Leishmania.
Contudo, no outro caso clinico foi diagnosticada Insuficiéncia Renal Crénica no estadio I11.
De facto, a doenca renal é frequente durante o curso da Leishmaniose canina e pode progredir
de proteindria assintomatica até sindrome nefrético ou Insuficiéncia Renal Croénica
(Alexandre-Pires & Correia, 2008; Bourdeau, 2009). O quadro sintomatoldégico associado a
IRC é muito diversificado, do qual se destaca a PU/PD, o vomito e a palidez das mucosas,
todos eles identificados naguele canideo (Elliott & Lefebvre, 2008). No entanto, nos restantes
animais da amostra, mesmo 0s que apresentavam IRC, ndo foi descrita a ocorréncia de
PU/PD. Esta situacdo pode ser explicada pelo facto da maioria dos canideos se encontrar
frequentemente no exterior das habitagdes, o que torna dificil o controlo, pelos proprietérios,
da frequéncia de miccdo e de ingestdo de 4gua. E importante referir ainda que no animal onde
foi diagnosticada IRC no estadio Ill, existia também ascite, uma das alteracdes clinicas
compativeis com o sindrome nefrético (Nelson & Couto, 2003).

A realizacdo de exames complementares permitiu identificar como alteracGes hematoldgicas
mais frequentes a trombocitopénia (19%), leucopénia (19%), linfopénia (13%), eosinopénia
(19%) e anemia, com diminui¢do dos valores de hematdcrito, eritrocitos e hemoglobina, em
38% da amostra estudada. A maioria dos canideos que desenvolveram anemia, no decorrer da
doenca, apresentava valores de VCM e CHCM dentro dos padrdes considerados normais, o
que permitiu classificar a anemia como normocitica e normocrémica, ou Seja nao-
regenerativa. Diversos autores afirmam que este tipo de anemia é frequentemente encontrado
nos animais com Leishmaniose, podendo estar presente, mais raramente, uma anemia
regenerativa hemolitica (macrocitica e hipocrdmica), causada por mecanismos
imunomediados (Baneth, 2006). Por outro lado, Campillo et al. (1999) defendem que em
alguns animais com Leishmaniose prevalece a anemia normocitica e hipocrémica, o que se
verificou num dos canideos da amostra, no qual existia um valor ligeiramente diminuido de
CHCM, mas sem alteracdo do volume corpuscular médio. A anemia geralmente desenvolve-
se como consequéncia da diminuicdo da eritropoiese, resultante da doenca cronica ou da
Insuficiéncia Renal Cronica, sendo agravada por hemorragia e destruicdo imunomediada dos
eritrocitos (Baneth, 2006; Baneth et al., 2008).

A leucopénia, linfopenia e eosinopénia foram as principais alteracbes observadas no
leucograma dos animais da amostra estudada. Alguns autores referem ser frequente a deteccéo
de leucopénia, com redugdo das populagdes de mondcitos, de eosinofilos e sobretudo de
linfécitos, nos canideos com Leishmaniose. Esta reducdo do nimero de leucocitos resulta do

sequestro dessas celulas em diversos tecidos e Orgdos e da diminuicdo da hematopoiese
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devido a disfuncdo medular, por parasitismo intenso da medula 6ssea (Pereira da Fonseca &
Villa de Brito, 2008). A trombocitopénia, identificada nos canideos da amostra, também esta
descrita nas infecgdes por Leishmania, podendo ser consequente da presenca de complexos
imunes circulantes e auto-anticorpos, de sequestro esplénico ou da supressdo medular
(Baneth, 2006).

A alteracdo bioquimica mais frequentemente relacionada com a Leishmaniose canina € a
hiperproteinémia, com hiperglobulinémia e hipoalbuminémia, resultando numa diminuicdo do
racio albumina/globulina (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). De facto, apesar destes
parametros bioquimicos terem sido avaliados num ndmero reduzido de animais da populacéo,
verificou-se que existia hiperproteinémia em 75% (6/8 canideos), hiperglobulinémia em 67%
(4/6 canideos) e hipoalbuminémia em 29% (2/7 canideos). Segundo Noli et al. (2006), a
hipoalbuminémia resulta da nefropatia com perda proteica, das alteracbes hepéticas, da ma
nutricdo e/ou dos mecanismos de equilibrio osmoético plasmatico. Em relacdo aos
proteinogramas realizados, na maioria dos animais, constatou-se um aumento das globulinas,
sobretudo das fraccBes beta e gama, o que esta de acordo com varios autores (Roze, 2005;
Noli et al., 2006; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008; Bourdeau, 2009). As principais
causas desta hipergamaglobulinémia parecem ser a estimulacdo policlonal dos linfocitos B,
mediada pelos antigénios do protozoario, a producdo de anticorpos ndo especificos e a
presenca de complexos imunes circulantes (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). E de
salientar que o proteinograma foi realizado num namero restrito de animais da amostra, e
deveria ser utilizado com mais frequéncia na pratica clinica, porque pode auxiliar no
diagndstico de Leishmaniose, permite monitorizar a evolucdo da doenca e da resposta ao
tratamento e possibilita também a deteccdo das eventuais recidivas (Roze, 2005; Noli et al.,
2006).

Adicionalmente, foram identificadas alteracdes nos parametros bioquimicos hepaticos,
nomeadamente aumento da FAS em dois canideos e de ALT apenas num animal. De facto,
nos cdes com Leishmaniose que apresentam lesGes hepéticas crénicas, pode-se verificar um
aumento moderado das enzimas hepaticas, que tem tendéncia a normalizar apds o tratamento
(Baneth, 2006; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

A Leishmaniose canina provoca lesdes renais glomerulares, intersticiais e tubulares graves,
especificas da doenca e estreitamente relacionadas com a alteracdo da funcao renal (Gomes et
al., 2008). A glomerulonefrite é a mais frequente e esta geralmente associada & deposi¢édo e
formagéo local de complexos imunes (Baneth et al., 2008). As alteracdes renais traduzem-se,
em termos bioquimicos, no aumento da creatinina e da ureia plasmaticas, o que foi verificado

em 22% (4/18) dos canideos da amostra estudada, nos quais se diagnosticou IRC.
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Os resultados obtidos através da interpretacdo das tiras reactivas de urina, utilizadas em 6
animais, revelaram que todos eles apresentavam proteinuria e que apenas num canideo (17%)
estava presente hematdria. De facto, uma das primeiras consequéncias fisiopatoldgicas da
glomerulonefrite é a perda urinaria de proteinas plasmaticas, como a albumina, resultante das
alteracdes na permeabilidade da membrana basal glomerular (Nelson & Couto, 2003). Nos
quatro animais que apresentam IRC, foi ainda avaliado o racio UPC, que permitiu confirmar a
presenca de proteinuria em dois dos canideos, uma vez que existiam valores acima de 0,5
(Pressler, 2006). Esta perda urindria de proteina promove a progressdo das lesdes
glomerulares e tubulo-intersticiais e, se for persistente, pode desencadear o aparecimento de
alteracBes clinicas compativeis com sindrome nefrotico, como hipoalbuminémia, ascite,
edema periférico e hipercolesterolémia (Nelson & Couto, 2003). Efectivamente, um dos
canideos com IRC apresentava um racio UPC igual a 17,2, hipoalbuminémia,
hipoproteinémia e ascite, tendo conduzido ao diagnostico de sindrome nefrético. Contudo, as
andlises a urina sé foram realizadas em 32% da populacéo total deste estudo retrospectivo e,
na opinido da autora, deveriam ser utilizadas com maior frequéncia nos animais com
Leishmaniose, visto que a doenca renal pode ser a Unica manifestacdo clinica nos canideos
infectados, sendo responsavel pela degradacdo do estado geral e a principal causa de morte
nesses animais.

A IRIS propds um sistema de classificagdo composto por quatro estadios de evolucdo da IRC
canina, estabelecidos de acordo com as concentragdes séricas de creatinina, uma vez gue esta
é um marcador da taxa de filtracdo glomerular, permitindo detectar a deterioracdo da funcéo
renal (Brown, 2005; Waki et al., 2010). Neste estudo retrospectivo foi efectuado o
estadiamento nos 4 canideos com IRC, com base no valor médio das concentracdes
plasmaticas de creatinina, como é proposto pela IRIS. Waki et al. (2010) referem que esta
determinacdo idealmente deve ser realizada nos animais estaveis, em jejum e hidratados, em
dois ou trés momentos clinicos diferentes, o que nem sempre foi possivel, tendo-se utilizado
nesses casos o0 valor de creatinina apresentado na primeira consulta. Verificou-se que dois dos
canideos se encontravam no estadio Il (creatinina plasmatica entre 1,4-2,0 mg/dL), enquanto
os restantes dois animais foram classificados no estadio Il (creatinina plasmatica entre 2,1-
5,0 mg/dL). No estadio Il (azotémia renal ligeira) ocorre perda progressiva de tecido renal
funcional, ndo havendo sintomatologia ou estando presentes sinais clinicos ligeiros, como
PU/PD, que no entanto ndo foram referidos nos pacientes observados. No estadio Il
(azotémia renal moderada) existe declinio da taxa de filtracdo glomerular, podendo ocorrer

sintomatologia sistémica, o que foi relatado em ambos os canideos da amostra (IRIS, 2009a).
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Apoés a realizacdo do estadiamento da IRC, a IRIS recomenda ainda que, sempre que possivel,
estes animais sejam sub-estadiados de acordo com a quantidade de proteina excretada na urina
e com a pressdo arterial sistémica. Porém, neste estudo apenas foi possivel considerar a
proteinudria, uma vez que ndo foi determinada a presenca de hipertensdo. O sub-estadiamento
com base na proteindria deve ser feito apds exclusdo das causas pré-renais e pos-renais de
perda urinaria de proteina, como inflamag&o ou hemorragia do tracto urinério posterior, sendo
necessario confirmar a sua persisténcia, através da medi¢do do racio UPC, em trés ou mais
amostras de urina, recolhidas com um intervalo minimo de duas semanas (IRIS, 2009a).
Contudo, por questdes econdémicas dos proprietarios, apenas foi realizada uma determinacéo
do récio UPC por paciente, ndo tendo sido possivel confirmar a persisténcia da proteinuria.
De qualquer forma, constatou-se que os dois canideos com estadio Il de IRC eram
proteindricos no limite (racio UPC entre 0,2-0,5), enquanto que os racios obtidos nos dois
animais com estadio 1l de doenca renal, permitiram classifica-los como proteindricos (racio
UPC > 0,5). Idealmente, os cdes proteindricos no limite devem ser reavaliados apds dois
meses, para que seja feita a sua correcta classificacdo (IRIS, 2009a). Por outro lado, para 0s
animais proteinuricos ou proteindricos no limite a importancia do resultado depende do
estadio da IRC em que se encontram. Deste modo, a presenca de proteiniria € mais
significativa no estadio Il que no estadio I, pois a quantidade de proteina filtrada diminui
com a reducéo do tecido renal funcional (Elliott & Watson, 2010).

O estadiamento e sub-estadiamento da IRC permite conhecer a gravidade das lesdes renais,
estabelecer uma abordagem terapéutica adequada e realizar a correcta monitorizacdo do
animal.

No que diz respeito aos resultados obtidos nos exames imagioldgicos, a sua interpretacdo na
amostra em estudo é mais dificil, uma vez que ndo foram realizados uniformemente em todos
0s canideos, tendo sido requisitados para averiguar sintomatologias pontuais, como a
claudicacdo, ou para diagnosticar doengas concomitantes, como a piometra.

Na maioria dos animais da amostra, existia um quadro clinico caracteristico e alteracdes
laboratoriais altamente sugestivas de Leishmaniose canina, como refere Campillo et al.
(1999). No entanto, o diagnostico clinico desta doenca pode tornar-se complexo, sendo
imprescindivel a utilizacdo de métodos laboratoriais especificos, que permitam detectar a
Leishmaniose nos animais sintomaticos, mas também nos cées infectados e clinicamente
saudaveis (Ferrer, 1999; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).

Neste estudo, o método de diagnostico mais utilizado foi a imunocromatografia rapida (76%,
ou seja 13/17), tendo-se recorrido a associacdo entre essa técnica e a imunofluorescéncia

indirecta em apenas 4 canideos (24%). No método de IFI, o limiar de positividade foi 1/160 e
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todos os animais tiveram resultado positivo, havendo assim concordancia entre as duas
técnicas seroldgicas utilizadas. Contudo, é fundamental conhecer as bases e as limitagdes de
cada uma das técnicas de diagndstico, bem como saber interpretar apropriadamente os seus
resultados (Ferrer, 1999; Solano-Gallego & Baneth, 2008). Assim, a imunocromatografia
rapida e a IFI sdo duas técnicas indirectas de diagndstico, que se baseiam na deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania circulantes, principalmente 1gG  (Ferrer, 1999). A
imunocromatografia rapida foi mais frequentemente utilizada neste estudo devido a facilidade
de execucdo e a obtencdo rapida do resultado (em 10 minutos), mas a sua eficiéncia no
diagnostico de Leishmaniose canina é menor que nos métodos IFI e ELISA, apresentando
uma especificidade entre 61-100% e sensibilidade baixa, entre 30-70% (Otranto et al., 2005;
CLWG, 2007). Por outro lado, a imunofluorescéncia indirecta revela uma elevada
sensibilidade (90-100%) e especificidade (80-100%), sendo considerada o método seroldgico
de referéncia (CLWG, 2007; Romero-Pefiuela & Sanchez-Valencia, 2007). Contudo, as
técnicas seroldgicas apresentam uma forte limitacdo devido a impossibilidade de diagnosticar
a doenca quando ndo ha& producdo de anticorpos, como ocorre durante o periodo de
seroconversdo ou nos animais considerados resistentes e assintomaticos (Noli et al., 2006).
Idealmente, os resultados serolégicos deveriam ser interpretados em conjunto com o quadro
clinico e laboratorial de cada animal, e confirmados posteriormente através de outro método
de diagnostico, como o exame parasitolégico directo e/ou o PCR. Porém, o custo e o tempo
necessario para a realizacdo de todas estas técnicas sdo demasiado elevados, condicionando a
sua aplicacdo na pratica clinica.

Adicionalmente, verificou-se que em 2010 foram diagnosticados 2/19 cdes (11%), enquanto
em 2011, até ao més de Fevereiro, foram identificados 9/19 animais com esta doenca (47%).
Por outro lado, durante o estagio curricular compareceram a consulta na clinica 8 animais
diagnosticados nos anos 2008 e 2009, para monitorizacdo da Leishmaniose, pela ocorréncia
de recidivas desta doenca, pelo desenvolvimento de doengas concomitantes, entre outros
motivos.

As doencas concomitantes apenas estiveram presentes em 6 canideos (32%) da amostra. Num
dos animais foi diagnosticada também Erliquiose, que pode conduzir a um quadro
sintomatologico e lesional similar ao da Leishmaniose, ndo permitindo concluir qual das
doencas € a principal responsavel pelas manifestacGes clinicas (epistaxis) e laboratoriais
(azotémia, proteinudria, anemia, trombocitopénia) do animal. Alguns autores afirmam que
pode ocorrer imunosupressdo na Leishmaniose canina, contribuindo para o aparecimento de
co-infecgbes, como a Erliquiose, a Babesiose, a Hepatozoonose, a Demodecose ou a

Dirofilariose (também identificada num dos canideos da amostra), dificultando o diagndstico
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da Leishmaniose e agravando o quadro clinico (Roze, 2005; Pereira da Fonseca & Villa de
Brito, 2008). Deste modo, é fundamental detectar precocemente as doencas que evoluem em
conjunto com o protozoario Leishmania, para que se estabeleca a correcta abordagem
terapéutica e se aperfeicoe a monitorizacdo do animal.

Relativamente a terapéutica etiologica instituida, verificou-se que em cerca de 47% (9/19) dos
canideos se utilizou alopurinol em monoterapia e que 9 animais (47%) receberam tratamento
combinado entre o alopurinol (leishmaniostatico) e o antimoniato de glucamina
(leishmanicida). A dose de alopurinol (Zyloric®) administrada foi de 20 a 30 mg/Kg, por via
oral, a cada 24 horas, sendo instituida indefinidamente, o que estd de acordo com o que é
referido por Roze (2005). Por outro lado, alguns autores afirmam que as doses recomendadas
deste farmaco se encontram entre 5-40 mg/Kg/dia, sendo administradas por via oral, durante
um periodo de 2 a 24 meses (Meireles, 2008; Oliva et al., 2008). Em relacdo ao antimoniato
de glucamina (Glucantime®), a dose considerada foi de 100 mg/Kg, uma vez ao dia, por via
subcutanea, numa série de 10 injeccOes, realizadas em dias alternados, sendo repetido o ciclo
de tratamento apds uma semana de intervalo, durante a qual era feita a reavaliacdo do animal.
De salientar que num dos canideos, este farmaco foi instituido apenas apds estabilizacdo dos
parametros bioquimicos renais. Meireles (2008), refere que a dose recomendada de
Glucantime® é de 100 mg/Kg, em injeccdo diaria, de preferéncia por via subcutanea, visto que
esta permite maior permanéncia do farmaco no organismo e origina menor reaccao
inflamatdria local, o que foi seguido neste estudo retrospectivo. Quanto a duracdo da
terapéutica, a maioria dos autores recomenda 2 ou 3 séries de administracdes diarias, durante
20 a 30 dias consecutivos ou em dias alterados, com um intervalo em cada série de 15 dias a
um més. (Campillo et al., 1999; Noli et al., 2006; Meireles, 2008).

Para além destes dois protocolos terapéuticos, num Unico canideo optou-se pela associacao
entre o alopurinol e a miltefosina (leishmanicida), uma vez que apresentava IRC no estadio
I1l. De facto, a miltefosina possui a vantagem de néo ser eliminada pela via renal, podendo
assim ser indicada para os cdes com IRC, sem necessidade de ajustar a dose normalmente
aplicada (Meireles, 2008; Oliva et al., 2008). E recomendado utilizar a miltefosina
(Milteforan®) na dose de 2 mg/Kg/dia, por via oral (de preferéncia juntamente com a dieta),
durante 28 dias, tendo sido exactamente este o protocolo seguido durante o estudo
retrospectivo (Meireles, 2008).

Constatou-se que, dos 19 animais, 9 (47%) responderam eficazmente a terapéutica instituida,
apresentando reducdo da sintomatologia e pardmetros laboratoriais dentro dos valores de
referéncia ou significativamente melhores, quando comparados com as anélises realizadas

antes do tratamento. Desta fraccdo populacional, quatro canideos receberam alopurinol em
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monoterapia e, nos restantes cinco, foi instituido um tratamento combinado entre o alopurinol
e 0 antimoniato de glucamina. De referir que em trés destes animais se utilizou a técnica de
IFI, alguns meses apds o inicio da terapéutica, com o objectivo de reavaliar os titulos de
anticorpos anti-Leishmania, tendo-se verificado que num dos canideos havia um resultado
negativo, com a indicacédo de fluorescéncia basal, e nos restantes apenas permanecia positiva a
titulacdo 1/80. Estes resultados permitiram considerar que naqueles animais 0s objectivos
terapéuticos estavam progressivamente a ser atingidos, apesar de o método ideal para a
monitorizacao da resposta ao tratamento ser o RT-PCR.

Por outro lado, 3 canideos (16%) da amostra estudada ndo responderam adequadamente ao
tratamento instituido, o que pode estar relacionado com diversos factores. Num dos canideos,
era utilizado apenas alopurinol e terapéutica hepatoprotectora, mas a ocorréncia de
complicacBes da propria doenca em associagdo com a idade avancada, levaram o0s
proprietarios a optarem pela eutanasia do animal. No segundo canideo, também era apenas
administrado alopurinol, havendo recorréncias frequentes da sintomatologia dermatologica.
Perante esta situagdo, os Médicos Veterinarios sugeriram a utilizagdo de Glucantime®, porém
0 dono esteve sempre relutante quanto a este tipo de terapéutica, sobretudo por questdes
economicas. No ultimo animal, foi instituida a terapéutica combinada de alopurinol e
miltefosina, mas a presenca de sindrome nefrético tornou mais complicada a resolucdo da
sintomatologia, sobretudo apds ocorrer lapso na administracdo dos farmacos por parte dos
proprietarios, nomeadamente da furosemida, ndo permitindo assim obter a resposta clinica
esperada.

Na bibliografia consultada € referido que, nos cdes submetidos a alopurinol em monoterapia,
durante um periodo minimo de 2-3 meses, se verifica quase sempre uma melhoria clinica e,
em parte, dos parametros laboratoriais, com reducdo da carga parasitaria, porém este farmaco
ndo possibilita a cura parasitologica, ocorrendo recidivas, sobretudo quando ha suspenséo da
terapéutica, o que esta de acordo com os resultados obtidos neste estudo (Oliva et al., 2008).
Oliva et al. (2008) afirmam que a associacdo entre o alopurinol e os compostos antimoniais
permite uma remissdo clinica mais duradoura que a obtida quando sdo administrados em
monoterapia, existindo geralmente uma boa tolerdncia dos animais a esta combinagdo
farmacoldgica, o que também corrobora os resultados observados.

A terapéutica complementar, referida nos resultados, foi fundamental para a remissdo da
sintomatologia ortopédica, oftalmoldgica e dermatoldgica existente na Leishmaniose canina.
Por outro lado, a terapéutica instituida nos animais que desenvolveram doencas
concomitantes, nomeadamente Erliquiose e Dirofilariose, demonstrou ter sido bem sucedida,

ndo tendo afectado a eficacia do tratamento administrado contra a Leishmaniose canina.
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Contudo, em sete canideos (37%) nédo foi possivel conhecer a evolucdo terapéutica, porque
ndo houve comparecimento na clinica apds ter sido comunicado o tratamento a efectuar (4
canideos), ou apenas por terem iniciado a terapéutica recentemente (3 canideos).

Nos animais com IRC, devido a presenca de anemia, foi utilizado o gluconato ferroso
(Hemototal®), tendo sido também sugerida uma dieta renal terapéutica. Esta dieta apresenta
restricdo de sodio, proteina e fosforo, elevados niveis de fibra solGvel, vitaminas do complexo
B, antioxidantes e acidos gordos de cadeia longa émega-3, permitindo assim a reducdo dos
episddios de crise urémica e da mortalidade nos cées com estadio avancado de IRC e a
manutencdo dos animais proteindricos, que se encontram nos estadios iniciais da doenca renal
(Elliott & Lefebvre, 2008; Cortadellas, 2009b). Num dos canideos houve a necessidade de
administrar fluidoterapia, tendo permanecido na clinica até & normalizagdo dos pardmetros
bioquimicos renais. No cdo com sindrome nefrotico, além do controlo da anemia e do maneio
alimentar, utilizou-se o acido acetilsalicilico (Aspirina®, na dose de 0,5 mg/Kg/dia, via oral),
um inibidor da enzima de converséo da angiotensina (IECA), nomeadamente o enalapril (na
dose de 0,5 mg/Kg, via oral, cada 24 horas) e um diurético, como a furosemida, uma vez que
existia ascite. Este farmaco foi administrado inicialmente na dose de 2 mg/Kg, via oral, cada
12 horas, durante 7 dias, sendo posteriormente reduzida para metade (1 mg/Kg) e
administrada durante mais uma semana. O &cido acetilsalicilico, fornecido numa dose
reduzida, permite diminuir a agregacdo plaquetaria e assim prevenir a hipercoagulabilidade
consequente do sindrome nefrético, sem alterar o perfil de coagulacdo e sem prejudicar a
funcdo renal (CLWG, 2007; IRIS, 2009b). O enalapril foi utilizado porque, além do efeito na
pressdo arterial sistémica, reduz igualmente a pressdo intraglomerular e a gravidade da
proteindria, permitindo retardar a progressdo da doenca renal (Elliott & Lefebvre, 2008;
Cortadellas, 2009b). Cortadellas (2009a) defende que nos animais com edema e/ou ascite 0
ideal seria o repouso e a utilizacdo de uma dieta com restricdo de sédio, mas nos casos mais
graves pode ser necessario a administracdo de diuréticos, em doses reduzidas devido ao risco
de uma reducdo acentuada da perfusdo renal e consequentemente resultar numa
descompensacdo aguda do paciente, o que foi tido em conta no caso clinico observado.
Geralmente, a terapéutica instituida para a doenga renal € mantida ao longo da vida do animal,
mas se a Leishmaniose estiver controlada, as doses utilizadas podem ser reduzidas, devendo-
se continuar porém a monitorizar o racio UPC (IRIS, 2009b).

A monitorizacdo e o controlo da Leishmaniose canina sdo fundamentais, uma vez que o
tratamento ndo permite a eliminacdo completa do protozoario, verificando-se normalmente
apenas uma cura clinica, o que pode favorecer o aparecimento de recidivas da doencga, ao fim

de alguns meses ou anos. Deste modo, o Médico Veterinario deve avaliar, de preferéncia a
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cada seis meses, a eficacia da terapéutica e a progressao da doenca, atraves da monitorizacao
clinica e laboratorial do paciente, alterando os protocolos aplicados de acordo com a resposta
desenvolvida. E também importante que o Médico Veterinario elucide os proprietarios sobre a
Leishmaniose canina, 0 seu progndstico, 0s custos provaveis do tratamento e do

acompanhamento clinico e as implicacdes dessa doenca em termos de Saude Publica.

5. CONCLUSAO

A componente préatica do estagio curricular, realizado na clinica VET APAAC durante cinco
meses, permitiu consolidar a matéria estudada ao longo do curso, mas também contribuiu para
adquirir novos conhecimentos e competéncias, enquadrados na clinica médica e cirdrgica, e
para interiorizar os comportamentos adequados ao exercicio da profissao.

A autora constatou que a situacdo socio-economica actual constitui um factor limitante na
pratica da Medicina Veterinaria, exigindo a seleccdo dos exames complementares essenciais,
que permitam chegar ao diagnostico definitivo e correcto, em cada um dos pacientes. Na
Leishmaniose canina é geralmente necessario recorrer a um vasto numero de exames
laboratoriais e, idealmente, a mais do que um método de diagnostico especifico mas, perante a
contencao de custos dos proprietarios, estas medidas nem sempre podem ser realizadas. O
Médico Veterinario depara-se com dificuldades semelhantes no que diz respeito a instituicdo
da terapéutica necessaria nesta doenca canina, tendo que seleccionar o tratamento que melhor
se adequa a cada situacdo encontrada.

O proprietario do animal deve estar consciente de que a terapéutica administrada apenas
contribui para a remissdo da sintomatologia (cura clinica) e para a diminuicdo temporéaria da
capacidade infectante para os fleb6tomos, podendo ocorrer recidivas da doenca ao fim de
alguns meses ou anos. E fundamental que o Médico Veterinario reforce a importancia da
aplicacdo rigorosa do tratamento e da monitorizacdo regular do animal, de modo a ser
possivel controlar a progressdo da Leishmaniose canina e identificar precocemente as
eventuais recidivas desta doenga. Por outro lado, sendo o envolvimento renal frequente
durante o curso da Leishmaniose, a monitorizacdo regular dos canideos infectados permite a
deteccdo de Insuficiéncia Renal Cronica, nos estadios iniciais, podendo assim ser evitada a
progressao das lesdes renais, com instituicdo imediata da terapéutica apropriada.

No que diz respeito a prevencdo, o Médico Veterinario deve informar 0s donos dos animais
sobre as medidas que podem ser aplicadas contra os vectores bioldgicos, uma vez que estas

contribuem directamente para a diminuicdo da incidéncia da Leishmaniose canina, assim
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como conduzem a reducdo da densidade do vector e a diminuicdo da probabilidade de o
Homem adquirir esta doenga.

De forma a reduzir a incidéncia da Leishmaniose canina, a inddstria farmacéutica deve
continuar a investir na producdo de farmacos mais eficazes e de novos métodos profilacticos.
Actualmente, existem elevadas expectativas em relacdo a primeira vacina comercializada na

Europa e recentemente disponivel em Portugal.
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ANEXOS

Anexo 1 — Algoritmo para o estadiamento da IRC nos cées, proposto pela IRIS em 2009

(Adaptado de IRIS, 2009a)

Historia e/ou
exame clinico
sugestivo de IRC

|
Medicéo da
creatinina
plasmatica
X v
| | | | 1
Creatinina ‘ Creatinina Creatinina
< 1,4 mg/dL 1,4-2,0 mg/dL > 2,0 mg/dL
[ ] )
—— I |
Forte Forte Medicéo da densidade ‘ Avaliagdo clinica ‘
B e evw(ljeenma urinaria especifica | .
de auséncia resenca 1 L o
de IRC P d IR(% ! ! Azotémia pré ou Azotémia ‘
. ‘ <1.030 ‘ >1.030 ‘ pos-renal e
:I: | |
) ] Avaliagao ESTADIO
Re-avaliar ESTADIO | Radiografia e clinica Corrigir I ou IV
em 2-3 ] ecografia, alteragdes .
meses Sub-estadiar com UPC,PAe subjacentes e Sub-estadiar com
depOiS a C’ada UPC e PA urocultura rE.ava"-ar de UPC e PA
3 meses se a LEIER
creatinina Se alteracdes
aumenta; em sistémicas, N —
3-6 meses se corrigir e Institui
creatinina Radiografia e ] reavaliar em 6 nstituir
. Normal: Auti
estvel ecografia, reavaliar em 2 meses terapéutica
urocultura Anormal- \, /
ESTADIO II
Sub-estagiar com
o UPCePA
Instituir
terapéutica \ j
Instituir
terapéutica

Legenda: IRC, Insuficiéncia Renal Crénica; UPC, Racio Proteina/Creatinina Urinario; PA, Pressao

Arterial Sistémica.
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Anexo 2 — Algoritmo para o sub-estadiamento da IRC nos cées, de acordo com o valor
de proteindria, proposto pela IRIS em 2009 (Adaptado de IRIS, 2009a)

Diagnostico de IRC e estadiamento de I-1V
Tira reactiva urinaria

| 1
[ Resultado + ‘ ‘ Resultado - ‘
Proteindria questionavel ‘ Né&o proteinarico (NP) ‘

Urianalise com exame de sedimento

imento anormal ou "activo" . e
Sedimento anormal ou "activo cilindros hialinos

— — |

Sedimento normal ou com ‘

Realizar testes Determinar o racio UPC ‘
adicionais até,
por exemplo, |
excluir doenca I I . 1
do_trgc_to UPC<0,2 UPC 0,2-0,5* UPC > 0,5*
;(;;?grrilgr Nao proteindrico (NP) Proteindrico no limite (PL) Proteindrico (P)
) Reavaliar ao fim de 2 meses

Legenda: IRC, Insuficiéncia Renal Crénica; UPC, Réacio Proteina/Creatinina Urinério;
* demonstrar a persisténcia da proteindria através de reavaliagdo: em 2 semanas a 2 meses nos animais
proteindricos no limite, em 2-4 semanas se forem proteindricos. Se UPC for superior a 2 ndo é

necessario demonstrar a persisténcia para iniciar a terapéutica, uma vez que indica proteindria grave.
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Anexo 3 — Algoritmo para o sub-estadiamento da IRC nos cées, de acordo com o valor
da pressdo arterial sistémica, proposto pela IRIS em 2009 (Adaptado de IRIS, 2009a)

Diagnéstico de IRC e estadiamento de I-1V
Medicéo da pressao arterial sistémica (PA)

|
PA sist6lica
< 150 mmHg

Risco minimo

de lesdo multi-

|
PA sistdlica
150-179 mmHg

‘ Avaliacéo clinica ‘
|

organica

Sem evidéncia

extra-renal de
hipertenséao

Risco ligeiro a
moderado de lesdo
multi-organica
Reavaliar dentro de
2 meses

—1

Com evidéncia
extra-renal de
hipertenséao

(retinopatia e/ou
hipertrofia
ventricular
esquerda)

Risco ligeiro a

moderado de
lesdo multi-

organica com

complicacGes
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1
PA sist6lica ‘
> 180 mmHg

‘ Avaliacdo clinica J
1

1 1
Sem evidéncia Com
extra-renal de evidencia

extra-renal de
hipertensdo

(retinopatia

hipertenséo

e/ou
Risco hipertrofia
elevado de ventricular
lesdo multi- esquerda)
organica
Reavaliar
dentro de 7
dias Risco elevado
\ y de lesdo multi-

organica com
complicacGes



Anexo 4 — Algoritmo da abordagem diagndstica nos cdes com sintomatologia e/ou
alteraces laboratoriais compativeis com Leishmaniose
(Adaptado de Solano-Gallego et al., 2009)

Cées com sintomatologia e/ou alteracdes laboratoriais
compativeis com Leishmaniose

Serologia
quantitativa
I

Resultado ‘ Resultado
positivo duvidoso/negativo
I_I_I

| |
Elevado Médio Baixo Altamente g
I LC outros
LC ' | Y
confirmada ‘ Citologia/histologia das lesdes ‘

Lesdes nao
compativeis com LC

RT-PCR para
acompanhamento
do tratamento
(opcional)

LesBes compativeis
comLC

{ Presenca de amastigotas de

Leishmania
Nao |

| |
‘ [ Imunohistoquimica/PCR |

——

LC confirmada ‘

LC confirmada

Legenda: DD, diagnostico diferencial; LC, Leishmaniose canina; PCR, reac¢do em cadeia da

polimerase; RT-PCR, PCR em tempo real.
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Anexo 5 — Caracterizagdo da amostra de canideos com Leishmaniose observados

durante o estagio curricular na clinica VET APAAC

Animal | Sexo | ldade (anos) Raca Localidade | Habitat | Profilaxia
Retriever do Exterior .
1
M 6 Labrador Lapa e interior Coleira
2 M 7 Setter Cartaxo E.X tenp ' Coleira
e interior
3 M 4 Pastor Alemao Ereira Exterior Spot-on
e interior
do da Serr .
4 M 5 Céo da Serra da Cartaxo Exterior Spot-on
Estrela
Cruzado de Retriever Vila Nova Exterior
5 M 5 o Spot-on
do Labrador de Sao Pedro | e interior P
. Exterior .
6 F 9 Indeterminada Valada X I. Coleira
e interior
Retriever do , Exterior
7 F 5 eV Pontével xeer Spot-on
Labrador e interior
Retriever do Vale da Exterior
8 -
M 6 Labrador Pinta e interior Spot-on
Exter]
9 F 5 Pastor Aleméo Lapa X terlp ' Spot-on
e interior
~ Pévoa da Exterior
10 M 8 Pastor Alemao v xeer Spot-on
Isenta e interior
11 M 8 Pointer Cartaxo Exterior | N&o aplicada
. P . .
12 M 9 Indeterminada orto de Exterior Coleira
Muge
Exterior .
13 M 5 Teckel Pontével xterior |- a0 aplicada
e interior
14 F 3 Retriever do Pontével EX“”?“ Coleira
Labrador e interior
15 F 10 Husky Siberiano Va_le da Exterior Coleira
Pinta
Podengo Por g . . .
16 F 5 odengo Portugués Magussa Exterior | Né&o aplicada
Grande
Husk | . .
17 M 5 Cruzafio d_e usky ca o!as da Exterior Coleira
Siberiano Rainha
18 M 4 Braco Alemio Vale da Exterior Spot-on
Pedra
19 . Exterior
F 5 Indeterminada Cartaxo o Spot-on
e interior

Legenda: M, masculino; F, feminino.
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Anexo 6 — Sintomatologia dos canideos com Leishmaniose observados durante o estagio
curricular na clinica VET APAAC

Animal Sinais clinicos
1 Prostracéo; seborreia seca; alopécia peri-ocular, no flanco esquerdo e na cauda; feridas no
cotovelo; conjuntivite bilateral com Glcera perfurante e neovascularizagdo no OD.
2 Anorexia; linfadenopatia dos popliteos; dermatite descamativa; claudicacdo do MAD; Ulcera
da cornea e nodulos palpebrais no OE.
3 Perda de peso progressiva; linfadenopatia generalizada; alopécia no focinho; feridas nos
membros; claudicacdo do MAD.
4 Linfadenopatia dos popliteos e sub-mandibulares; dermatite alopécica e descamativa no
focinho; dermatite interdigital no MPD; epistéxis.
5 Perda de peso; onicogrifose; feridas no tergo posterior esquerdo.
6 Prostracdo; anorexia; dermatite alopécica e descamativa.
7 Uveite anterior bilateral.
8 Letargia; perda de peso acentuada; linfadenopatia generalizada; seborreia seca.
9 Linfadenopatia ligeira dos popliteos; lesdes ulcerativas nos pavilhes auriculares e membros
10 PU/PD; lesdes ulcerativas nos flancos, abdémen e membros.
11 Caquexia; linfadenopatia dos popliteos e sub-mandibulares; alopécia peri-ocular e auricular.
12 Letargia; PU/PD; linfadenopatia dos popliteos e sub-mandibulares; alopécia nos pavilhdes
auriculares e focinho; vémito; palidez das mucosas; ascite.
13 Linfadenopatia generalizada; seborreia seca; mucosas palidas.
14 Perda de peso progressiva; linfadenopatia dos popliteos; dermatite alopécica e descamativa;
lesBes ulcerativas nos MP.
15 Perda de peso; atrofia dos misculos temporais; linfadenopatia dos popliteos; alopécia peri-
ocular e no focinho; claudicagdo dos MP; diarreia.
16 Letargia; anorexia; caquexia; linfadenopatia generalizada; palidez acentuada das mucosas.
17 Seborreia seca; alguma dor na manipulacédo ortopédica do MPE.
18 Perda de peso acentuada; linfadenopatia generalizada; hiperqueratose do focinho.
19 Linfadenopatia dos popliteos; onicogrifose; seborreia seca; alopécia peri-ocular, no focinho
e abdomen; lesdes ulcerativas nos pavilhGes auriculares e membros.

Legenda: OD, olho direito; OE, olho esquerdo; MAD, membro anterior direito; MP, membros
posteriores; MPD, membro posterior direito; MPE, membro posterior esquerdo; PU/PD,

polidria/polidipsia.
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Anexo 7 — Resultados dos hemogramas dos canideos com Leishmaniose observados

durante o estagio curricular na clinica VET APAAC

Animal Eritrécitos Hematdcrito | Hemoglobina VCM HCM CHCM Plaquetas
(x10°/uL) (%) (g/dL) (fL) (pg) (g/dL) (x10°/uL)
1 6,1 43 15,4 63,2 21,7 32,5 240
2 7,2 45,6 16,2 67,3 22,3 33,4 312
3 7,35 41 14,3 61,4 24,1 31,7 205
4 3,58 | 258 | 8,49 | 72 23,7 32,9 121 |
5 6,86 47,8 16 69,7 23,2 33,4 248
6 511 345 11,3 | 67,8 22,7 32,5 398
;
8 6,54 45,1 13,8 66,1 20,5 33,7 246
9 5,71 372 12,6 64,6 22 34.1 139 { (com
agregacéao)
10 6,61 38,9 14,3 70,7 23,6 32 328
13 |
11 57 40,69 13,6 76 25,71 33,5 (abundante
agregacao)
12 3,81 28,87 | 8.6 ] 75 22,7 29.9 | 177 |
13 328 | 20,1 | 721 64 221 343 73 Jcom
agregacao)
14
15 6,75 50,3 16 67,5 23,4 32,7 233
16 2,52] 18,15 | 51 62 20,9 33,4 36 |
17 6,32 42,1 14,3 66,7 22,6 34,8 352
18 4,99 | 33,8 | 114 63,4 23,2 33,1 293
19

Legenda: | , pardmetro diminuido; 1, parametro aumentado.
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Continuacéo do Anexo 7 — Resultados dos hemogramas dos canideos com Leishmaniose

observados durante o estagio curricular na clinica VET APAAC

Animal Leuc?citos Neutlgc')filos Linfc;)citos Mongcitos Eosingéfilos Basc’%filos
(x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL)

1 15,14 11,3 2,31 1,3 0,12 0,11
2 8,11 5,9 1,28 0,23 0,5 0,2
3 6,8 4,39 1,21 0,73 0,31 0,16
4 9,73 7,56 1,45 0,68 0,04 | 0
5 9,72 6,32 1,94 0,39 1,07 0
6 13,06 11,2 1,06 0,26 0,44 0,1
;

8 14,47 11,39 2,35 0,22 0,38 0,13
9 477 | 3,49 0,86 | 0,34 0,08 | 0
10 7,87 4,79 1,13 1,4 0,15 0,4
11 12,88 10,08 2,25 0,45 0,1 0
12 6,62 4,62 1,05 0,45 0,5 0
13 8,92 5,54 2,5 0,46 0,19 0,23
14

15 10,8 73 1,89 0,32 1,14 0,15
16 5,52 | 3,56 1,29 0,5 0,17 0
17 4,82 | 3,7 0,94 | 0,18 | 0] 0
18 8,77 6,9 1,3 0,26 0,11 0,2
19

Legenda: | , pardmetro diminuido; 1, pardmetro aumentado.
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Anexo 8 — Resultados das analises bioquimicas dos canideos com Leishmaniose

observados durante o estagio curricular na clinica VET APAAC

A PT Albumina Globulinas ALT FAS Creatinina Ureia
(5,5-7,5 g/dL) | (2,26-4,31g/dL) | (2,3-5,2g/dL) | (10-70U/L) | (20-200U/L) | (0,4-1,4 mg/dL) | (15-40 mg/dL)

1 10 1,3 14 |
2 10,4 1 2,3 8,11 40 103 0,9 36
3 20 29 1,4 21
4 40 32 1,81 50 1
5 65 1,1 29
6 10 1 10 58 0,6 8
7
8 9,51 3,2 6,31 36 22 1 17
9 72 2,6 4,6 13 152 0,62 34
10 81 2,7 531 31 53 1 31
11 132 0,8 23
12 3,8 0,6 | 3.2 41 37 2,11 58 1
13 751 479 1 0,7 31
14 171 1 17
15 31 2751 1 14|
16 32 4,11 95 1
17 10,9 1 1,5 9,4 1 15 53 0,75 21
18 7,81 13 48 1,91 44 1
19 2,5 0,9 13 ]

Legenda: PT, proteinas totais; ALT, alanina aminotransferase; FAS, fosfatase alcalina sérica;

| , parametro diminuido; 1, parametro aumentado.
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Anexo 9 — Diagnostico de Leishmaniose e das doengas concomitantes nos canideos

observados durante o estagio curricular na clinica VET APAAC

Animal | Ano de diagnéstico Meétodo de diagnostico Doengas concomitantes
1 2010 Imunocromatografia rapida
2 2008 Imunocromg’sograﬂa rapida;
IFI positivo > 1/320
3 2008 Imunocromg‘gograﬂa répida;
IFI positivo > 1/320
4 2009 Imunocromatografia rapida Erliquiose
Imunocromatografia rapida; .
5
2008 IFI positivo 1/320 Dirofilariose
6 2008 Imunocromatografia rapida Neoplasias mamarias
7 2008 Diagnostico realizado Glossite; pseudogestagédo
noutra clinica e mamite
8 2010 Imunocromatografia rapida
9 2011 Imunocromatografia rapida
10 2008 DlagnOSUCoteghzado
noutra clinica
11 2011 Imunocromatografia rapida
12 2011 Imunocromatografia rapida
13 2011 Imunocromatografia rapida
14 2011 Imunocromatografia rapida
15 2008 Imunocromatografia rapida Pi6metra fechada
16 2011 Imunocromatografia rapida
17 2011 Imunocromatografia rapida; Traqueobronquite
IFI positivo 1/160 infecciosa
18 2011 Imunocromatografia rapida
19 2011 Imunocromatografia rapida

Legenda: IFI, imunofluorescéncia indirecta.
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Anexo 10 — Tratamento etioldgico instituido nos canideos com Leishmaniose observados

durante o estagio curricular na clinica VET APAAC

Animal | Tratamento inicial Quantidade administrada Duracao Observacoes
Zyloric®+ Indefinida; 2 series de 10
1 Glucantime® 2,5¢cp+125mL SC, SID | injeccdes (em dias alternados),
com 1 semana de intervalo
2 Zyloric® 1,5 cp, SID Indefinida
Zyloric®+ Indefinida; 2 séries de 10
3 Glucantime® 3¢cp+13mL SC, SID injeccGes (em dias alternados),
com 1 semana de intervalo
4 Zyloric® 3,5 ¢cp, SID Indefinida
Zyloric®+ Indefinida; 2 series de 10
&) Glucantime® 2cp+6,5mL SC, SID injeccBes (em dias alternados),
com 1 semana de intervalo
6 Zyloric® 1¢p, SID Indefinida
7 Zyloric® 2 cp, SID Indefinida
Zyloric®+ Indefinida; 2 series de 10
8 Glucantime® 25¢cp+125mL SC, SID | injecgOes (em dias alternados),
com 1 semana de intervalo
9 Zyloric® 2+%c¢p, SID Indefinida
10 Zyloric® 2,5 ¢cp, SID Indefinida
11 Zyloric® 1,5 cp, SID Indefinida
Zyloric®+ - .
12 M?I/tg;:;an@ 1,5¢cp +2 mL PO, SID Indefinida; 28 dias
Zvioric®+ Indefinida; 2 séries de 10
13 Glli/cantime® Y%cp+25mLSC,SID | injecgBes (em dias alternados),
com 1 semana de intervalo
Zvioric®+ Indefinida; 2 séries de 10
14 Glli/cantime® 2,5cp+10mL SC, SID | injeccdes (em dias alternados),
com 1 semana de intervalo
15 Zyloric® 2,5 ¢cp, SID Indefinida Eutanasia
16 Zyloric® 1c¢p, SID Indefinida
Zvloric®+ Indefinida; 2 series de 10
17 @immmm® 1,5¢cp+6,5mL SC, SID | injeccOes (em dias alternados),
com 1 semana de intervalo
Zyloric®+ Indefinida; 2 séries de 10 Glucantime® |
18 Glucantime® 2cp+5mL SC, SID injeccOes (em dias alternados), | ap6s melhoria
com 1 semana de intervalo BQ renais
Zvloric®+ Indefinida; 2 series de 10
19 GILi/cantime® 1,5¢cp +6mL SC, SID injeccOes (em dias alternados),
com 1 semana de intervalo

Legenda: cp, comprimido; mL, mililitro; SC, via subcutanea; PO, via oral; SID, uma vez ao dia; BQ,

parametros bioquimicos.
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