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RESUMO:

A Leishmaniose Canina (Lcan) caracteriza-se por ser uma doenca multissistémica grave de
evolucao crénica, que afeta os canideos. O agente responsavel é o protozoario Leishmania
infantum, o qual também é responsavel pela Leishmaniose Visceral nos humanos. Esta
zoonose é endémica na Bacia Mediterranica e dadas as alteragdes climaticas registadas nos
ultimos anos, tem-se vindo a assinalar a sua re-emergéncia em determinadas areas. O objetivo
deste estudo retrospetivo foi avaliar os aspetos clinicos, epidemioldgicos e profilaticos da Lcan
na Area Metropolitana de Lisboa (AML). Para isso, no total foram estudados 364 cades
domésticos atendidos no Hospital Veterinario do Restelo. Verificou-se uma ampla distribuicéo
da Lcan na AML. Para controlar a expansao desta doenca é essencial adotar mais do que uma
medida profilatica e efetuar um diagndstico precoce, o qual é complexo dado a heterogeneidade
do quadro clinico. A introducéo da vacina dificulta o diagnéstico e observou-se a ocorréncia de

reacBes adversas em 18% dos animais vacinados.

Palavras-chave: Leishmaniose, canideos, clinica, epidemiologia, prevencao.



ABSTRACT:

Epidemiological characterization of canids with diagnosis of

Leishmaniasis. Hospital Veterinario do Restelo, Lisboa (2014 — 2016)

Canine Leishmaniasis (CanlL) is a serious multisystemic disease of chronic evolution that affects
canids. The etiologic agent is the protozoan Leishmania infantum, which is also responsible for
the Visceral Leishmaniasis. This zoonosis is endemic in the Mediterranean Basin and due to
climate changes in this last years was reported its re-emergence in some areas. The objective
of this retrospective study is to evaluate the clinical, epidemiological and prophylactic aspects
of CanL, in the Lisbon Metropolitan Area (LMA). In total, were studied 364 domestic dogs,
observed in Hospital Veterinario do Restelo. We verified a wide distribution of CanL in LMA. To
control the expansion of this disease is essential to combine more than one prophylactic
measure and an early diagnosis, which is complex due to the heterogeneity of the clinical
presentation. The introduction of the vaccine difficults the diagnosis and we have observed the

occurrence of adverse reactions in 18% of the vaccinated animals.

Keywords: Leishmaniasis, canines, clinic, epidemiology, prevention.
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1. INTRODUCAO

1.1. ETIOLOGIA

As Leishmanioses sdo infecdes causadas por parasitas protozoarios intracelulares
obrigatérios pertencentes ao género Leishmania, com apresentacbes clinicas e
epidemiolégicas diversas, envolvendo diferentes espécies que podem infetar o ser humano,
entre outros mamiferos domésticos e selvagens (Dedet, 2002).

Ja foram identificadas cerca de 30 espécies patogénicas, sendo que cerca de 20 sao
responsaveis por provocar doenca clinica no Homem. A maioria apresenta um caracter
zoonoOtico e poucas sdo estritamente antropondticas, isto €, a transmissao ocorre de pessoa
para pessoa por intermédio de um vetor (WHO, 2010).

Até ao presente foram identificadas cerca de 12 espécies diferentes de Leishmania
capazes de infetar canideos, as quais se encontram listadas na tabela 1. A L. infantum
(sinbnimo no Novo Mundo: L. chagasi) é a espécie que revela maior importancia
epidemiolégica, uma vez que é o agente etioldégico da Leishmaniose Visceral e Cuténea nos
humanos em paises da Europa, Médio e Extremo Oriente, Africa e América Central e do Sul
(Dantas-Torres et al., 2012).

Leishmania spp. 2 VetoresP Distribuicdo Geogréfica

L. amazonensis L. flaviscutellata, L. nociva, L. whitmani Brasil

L. arabica P. papatasi Ardbia Saudita

L. braziliensis L. intermedia, L. migonei, L. wellcomei, L. Ameérica do Sul
whitmani, entre outros

L. colombiensis L. hartmanni Venezuela

L. guyanensis L. anduzei, L. umbratilis, L. whitmani Colombia

L. infantum L. Iongipalpis, L. evansi, P. neglectus, P. Africa, América, Asia, Europa
perniciosus, entre outros

L. major P. papatasi Egipto, Arabia Saudita

L. mexicana L. ayacuchensis, L. olmeca Equador, Estados Unidos da

América
L. panamensis L. hartmanni, L. gomezi, L. panamensis, L. Colombia, Equador, Panamé

trapidoi, L. sanguinaria

L. peruviana L. peruensis, L. verrucarum Peru
L. pifanoi L. flaviscutellata, L. youngi Equador
L. tropica P. sergenti India, Irdo, Marrocos, Siria

Tabela 1 - Espécies de Leishmania identificadas em canideos, espécie vetora
responsavel pela sua transmisséao e distribuicdo geogréafica. ®Com a excecgao da L.
arabica, todas as outras espécies listadas sdo zoonéticas, ndo implicando o cdo como
hospedeiro reservatorio. "Apenas estéo referidos os principais vetores confirmados ou
suspeitos. L. — Lutzomyia, P. - Phlebotomus (Adaptado de Dantas-Torres et al., 2012).



O género Leishmania foi identificado por Ross em 1903 e pertence ao Reino Protista.
Na Figura 1 encontra-se esquematizada a classificacdo taxonémica da espécie L. infantum.
Apesar de, atualmente, a sua taxonomia continuar a ser um assunto de consideravel
controvérsia (Akhoundi et al.,, 2016). Toda a classificacdo feita do género para os niveis
taxonémicos superiores baseia-se na classificacdo determinada inicialmente pela sistematica
Lineana, isto €, com base nos critérios extrinsecos do parasita, a qual posteriormente foi
apoiada com o desenvolvimento de novos métodos moleculares (Rioux et al., 1990; Akhoundi

et al., 2016).

REINO Protista
[

FILO Euglenozoa
CLASSE Kinetoplastea
ORDEM Trypanosomatida
FAMILIA Trypanosomatidae
GENERO Leishmania
ESPECIE L. infantum

Figura 1 — Classificacdo taxondmica de L. infantum (Adaptado deAkhoundi et al.,
2016).

No inicio do século 70, Lainson e Shaw propuseram a divisdo do género Leishmania
em dois subgéneros, com base no local onde ocorre o desenvolvimento do parasita, no tubo
digestivo do vetor. No subgénero Leishmania o desenvolvimento do parasita ocorre na zona
suprapildrica, isto é, na por¢éo cranial ao piloro, j& no subgénero Viannia este ocorre na zona
peripilérica, isto é, na porgdo caudal ao piloro (Lainson & Shaw, 1987, referido por Jean-Pierre,
2002). Enquanto o subgénero Viannia encontra-se apenas presente no continente americano,
também designado por Novo Mundo, o subgénero Leishmania esti presente quer no Novo
Mundo, quer no Velho Mundo, sendo que este Ultimo compreende o0s paises pertencentes a
Europa, Asia e Africa (Dedet, 2002). Na Figura 2 encontra-se esquematizada a taxonomia

atualizada do género Leishmania.



Familia Trypanosomatidae

Género Crithiclia Leptomonas Herpetomonas Blesiooithidia  Leishmania  Sawrcieishmania Trypanosoma FPhyfomonas Endotrypanom

Subgénero Loishmania Viannia
::'::;2:;5 L. denovani L. tropica L major L. oothiopica L. mr»drm L. broziionsiz i L. guyanonsis
Espécies L. chagasi® L. kilick* L mafor L. aethiopica L. amazonensis  Not pathogenic to humans: | L. brazilensis IUI'I.H‘.‘SlQHBd: L. guyanensis
L. domovani L. tropica L.gamhami * 1 Okd Workd: L. peruviana L lainsoni | L. panamensis
L. infartum L. maxicana 'L, arabica
L. pifanoi® ! L. gerbill
L. veneruelensis » New World
| L. aristidesi
« L. endett!
+ L. deanei
' L. hamgl

Figura 2 - Classificacao do género, subgénero e complexo de espécies
Leishmania.*Espécie submetida a reclassificacdo (Adaptado de WHO, 2010).

Inicialmente a classificag&o das espécies de Leishmania foi fundamentada nos critérios
externos do parasita, no entanto, com desenvolvimento de técnicas bioquimicas que permitiram
uma caracterizagéo fenotipica, com base na mobilidade electroforética das isoenzimas, adotou-
se por um sistema de classificacdo Adansoniana. Os grupos de isolados com o mesmo perfil
isoenzimético designam-se por zimodemes, 0s quais se denominam com o acrénimo “MON”
(Rioux et al., 1990; Akhoundi et al., 2016). Este sistema de classificagdo permite agrupar os
parasitas segundo as suas relagdes evolutivas e consequentemente desenhar uma arvore
filogenética. O método de eletroforese das isoenzimas continua a ser considerado o método de
eleicdo para a identificac@o das diferentes espécies do parasita (WHO, 2010).

Até ao momento, foram identificados 25 zimodemes diferentes de L. infantum nos
paises pertencentes a bacia mediterranica, sendo o MON-1 o mais frequentemente identificado
guer em casos de Leishmaniose Canina (Lcan), quer em casos de Leishmaniose visceral (LV)
(Alvar et al., 2004).

Este parasita apresenta, fundamentalmente, duas formas morfolégicas: a forma
promastigota (extracelular) no vetor, e a forma amastigota (intracelular) no hospedeiro
vertebrado (Bafiuls et al., 2007). As promastigotas sdo formas alongadas e méveis, gragas a
presenca de um flagelo livre que tem origem no corpo basal do cinetoplasto. Encontram-se no
meio extracelular do aparelho digestivo do inseto vetor. Estas formas medem cerca de 15-30
pum de comprimento e 2-3 um de largura. Ja as amastigotas sdo formas ovoides ou
arredondadas, com 2-6 pum de didmetro e sem flagelo, isto €, sdo iméveis. Estas localizam-se
intracelularmente nas células fagociticas mononucleares (neutréfilos e macréfagos) (Sykes et
al., 2013).




1.2.VETOR

Os fleb6tomos sé&o considerados os Unicos vetores de Leishmania spp., estes dipteros
transmitem os protozoarios através da picada por parte de uma fémea previamente infetada
(Adler e Theodor, 1957; Seblova et al., 2014).

A classificagdo taxondmica dos fleb6tomos também é motivo de controvérsia. Apesar
das diversas revisdes propostas, nao existe nenhum sistema universalmente aceite (Maroli et
al.,, 2013). O sistema de classificagdo mais utilizado encontra-se sumarizado na Figura 3.
Segundo Lewis e os seus colaboradores (1977), no Velho Mundo distinguem-se dois géneros
de espécies (Phlebotomus spp. e Sergentomyia spp.) € no Novo Mundo trés géneros de

espécies (Lutzomyia spp., Brumptomyia spp. e Warileya spp.).

REINO Animalia
[
FILO Arthropoda
CLASSE Insecta
ORDEM Diptera
FAMILIA Psychodidae
SUBFAMILIA Phlebotominae
GENERO Phlebotomus
ESPECIE P. perniciosus P. ariasi

Figura 3 - Classificagd@o taxondmica de P. perniciosus e P. ariasi, as espécies
comprovadamente vetoras de L. infantum presentes em Portugal (Adaptado de Lewis
et al., 1977 e Alves-Pires et al., 1991).

Tém vindo a ser identificadas cada vez mais espécies, estimando-se de momento que
existam mais de 800 espécies flebotominicas, em que apenas 98 destas sdo potencial ou
comprovadamente vetoras de Leishmania spp., pertencentes aos géneros Phlebotomus ou
Lutzomyia (WHO, 2010). Até a presente data, as espécies reconhecidas como principais
vetoras da L. infantum em Portugal sdo o Phlebotomus (Larroussius) ariasi (Tonnoir, 1921,
referido por Alvar et al., 2004) e o Phlebotomus (Larroussius) perniciosus (Newstead, 1911,
referido por Alvar et al, 2004).

Em Portugal, o P. perniciosus é a espécie mais abundante, e a sua distribuicdo
estende-se por todo o pais (Figura 4), ja tendo sido capturada numa grande variedade de
bi6étopos, geralmente em proximidade com a atividade humana (Pires, 1979; Alves-Pires et al.,

1991). O P. ariasi apenas supera a densidade do P. perniciosus nas regiées de elevada




humidade e de baixas temperaturas de Tras-os-Montes e Alto Douro (Alves-Pires et al., 1991;
Semido-Santos et al., 1995), e, normalmente, é capturado em habitats peridomésticos rurais,

em zonas de atividade humana e em areas silvaticas (Branco et al., 2013).
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Figura 4 — Distribuicdo geografica das espécies vetoras P. perniciosus (1) e P. ariasi (2)
na Europa, Outubro de 2016 (Adaptado de
http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/vetors/vetormaps, acedido a Janeiro de 2017).

Caracteristicas morfoldgicas gerais da forma adulta

Os flebétomos (Figura 5) normalmente sdo confundidos erradamente com mosquitos
(Familia: Culicidae). Estes insetos apresentam pequenas dimensfes e raramente ultrapassam
os 3,5 mm de comprimento. O seu corpo alongado encontra-se densamente revestido por finas
sedas, apresenta umas antenas longas e a sua colorac¢do varia de castanha clara a negra
(Killick-Kendrick, 2002). Quando o fleb6tomo se encontra em repouso as suas asas assumem
uma posi¢ao caracteristica em forma de “V”, num angulo de 45° em relagcéo ao corpo (Killick-
Kendrick et al., 1986).

Figura 5 - Fleb6tomo fémea adulto (Phlebotomus papatasi) a alimentar-se no
hospedeiro. (Adaptado de Maroli et al., 2013).



Bioecologia geral

Os fleb6tomos s&o insetos holometabdlicos, com quatro fases distintas de
desenvolvimento: ovo, larva (com quatro estadios), pupa e imago ou adulto. As formas imaturas
desenvolvem-se em meio terrestre, ja o adulto vive em meio aéreo (Killick-Kendrick, 2002).

Quer os machos, quer as fémeas, alimentam-se de sucos e acucares vegetais (Lewis
& Domoney, 1966). As fémeas sao simultaneamente hemato6fagas, necessitam de efetuar pelo
menos uma refeicdo sanguinea num hospedeiro vertebrado para que seja possivel a maturagao
ovérica (Killick-Kendrick, 2002), apesar de existirem referéncias de determinadas espécies
capazes de produzir ovos viaveis sem esta necessidade (Brazil & Oliveira, 1999; Alves et al.,
2008). Completa a ovoposicdo, e ndo ocorrendo diapausa larvar, novos adultos voltardo a
emergir passados aproximadamente 35 a 60 dias, sendo sua longevidade de 15 a 60 dias
(Leger & Depaquit, 2001; Killick-Kendrick, 2002).

A maioria dos adultos apresenta actividade crepuscular e noturna, apesar de poderem
exibir actividade diurna quando o seu habitat é perturbado. O seu periodo de actividade, tanto
anual como diario, € muito variado e fortemente condicionado por fatores climaticos (Lane,
1993). Os fleb6tomos mostram-se ativos na auséncia de chuva e ventos fortes, e quando a
temperatura varia entre os 15 e os 28 °C (Killick-Kendrick, 2002). Nos trépicos observa-se
actividade flebotominica ao longo de todo o ano, ja na Europa a sua actividade encontra-se
mais restrita a um padrdo sazonal, normalmente, entre a primavera e outono (Dantas-Torres
etal., 2012).

Os locais de repouso dos fleb6tomos consistem em locais frescos, himidos e micro-
habitas escuros como casas, latrinas, caves, estabulos, grutas, fissuras nas paredes, rochas e
solo, zonas de vegetacdo densa, tocas de roedores e outros mamiferos, ninhos de aves e
termiteiras (Killick-Kendrick, 2002).

Estes fracos voadores apenas tém a capacidade de se afastar no maximo, cerca de
um ou dois quilémetros dos seus criadouros, podendo estas distancias ser variaveis conforme
as espécies (Afonso & Alves-Pires, 2008). A velocidade de voo de um fleb6tomo é inferior a 1
metro por segundo (Killick-Kendrick et al., 1986), ficando inibido de voar com velocidades de
vento superiores, sendo este um dos principais fatores que limitam a sua disperséo. As fémeas
sdo predominantemente exofégicas (picando no exterior) e exofilicas (permanecem no exterior
para a maturacdo ovarica) (WHO, 2010).

As espécies de flebétomos presentes em Portugal sdo zooantropofilicas, com uma
maior preferéncia pelos cédes do que pelos humanos, mas na auséncia de um hospedeiro
preferencial poderdo apresentar um comportamento oportunista, alimentando-se do vertebrado
disponivel (Maroli et al., 2008) Aproximam-se do hospedeiro em pequenos vOos silenciosos
(Ready, 2013) e mostram preferéncia por se alimentarem de zonas glabras como, o focinho, o
pavilhdo auricular e a &rea inguinal e perianal (Campino, 2002). Numa noite, o cdo pode ser
picado centenas de vezes (Solano-Gallego et al., 2009). No entanto, em zonas endémicas,
verifica-se que apenas uma propor¢cdo moderada (0,5-3%) de flebétomos é que se encontra

infetada com L. infantum (Martin-Sanchez et al., 2006, referido por Solano-Gallego et al.,




2009). Ao picarem, penetram a epiderme e derme do hospedeiro e criam um microhematoma
(“feeding pool”), de onde sugam o sangue, sem necessariamente lacerar um vaso sanguineo
(Saridomichelakis, 2009). Ao mesmo tempo € inoculada saliva com propriedades
anticoagulantes e vasodilatadoras. Posteriormente, as fémeas irdo realizar a ovoposicao em
substratos himidos e com abundante matéria organica, que servira de alimento para as futuras

larvas (Ready, 2013).

1.3.HOSPEDEIROS

O céo domeéstico (Canis familiaris) é considerado o principal hospedeiro reservatério
peridoméstico de L. infantum na Europa (Millan et al., 2014). Tal facto deve-se ao elevado
namero de individuos presentes no nicho ecolégico e a sua estreita relagdo com o vetor (Alvar
et al., 2004). Os caes coabitam com o Homem, ou entdo, mantém-se presentes nas imediacdes
das habitac6es humanas, o que favorece a manutencéo do ciclo doméstico da transmisséo da
L. infantum (Dantas-Torres, 2007).

Na Europa foram identificados outros canideos selvagens infetados com L. infantum,
como a raposa (Vulpes vulpes), o lobo (Canis lupus), o chacal (Canis aureus), o saca-rabos
(Herpestes ichneumon), o lince ibérico (Lynx pardinus), a marta (Martes sp.) a gineta (Genetta
genetta) e a fuinha (Martes foina), os quais sdo hospedeiros reservatérios silvestres da L.
infantum (Souza et al., 2014). Estes, embora sejam responséveis pela manutencao do ciclo
silvatico de Leishmania, ndo sdo considerados como a principal fonte de transmissédo de
Leishmaniose aos cdes e humanos, devido ao seu nimero diminuto e distancia da atividade
humana (Alvar et al., 2004).

Outros mamiferos selvagens tém sido identificados infetados com L. infantum, como
lagomorfos (Molina et al. 2012) e roedores (Helhazar et al. 2013), especialmente, aqueles que
séo encontrados na proximidade do homem (Millan et al., 2014).

Nas éareas endémicas, foram reportados casos de infecdo em outros animais
domésticos, como gatos, cavalos, porcos, ovelhas, cabras e ratos domésticos (Fisa et al.,
1999; Quinnel & Courtenay, 2009). Inclusive, tém vindo a ser documentados um crescente
ndamero de casos de infe¢des subclinicas de Leishmaniose Felina na literatura em todo o
mundo, o que sugestiona o papel do gato (Felis catus domesticus) como um possivel
reservatdrio secundario e ndo apenas hospedeiro acidental, no entanto toda esta informacéo é

ainda bastante limitada (Maia & Campino, 2008a; Pennisi et al., 2015).

1.4.CICLO DE VIDA

O ciclo biolégico da L. infantum é heteroxeno digénico, isto €, desenvolve-se em dois
hospedeiros, um intermédio, que atua como vetor, e um hospedeiro definitivo vertebrado
(Bafiuls etal., 2007), tal como podemos verificar na Figura 6. As fémeas de flebétomos infetam-
se ao ingerir as formas amastigotas do parasita, presentes no interior de células do sistema
fagocitico mononuclear, quando efetuam uma refeicdo sanguinea num hospedeiro vertebrado

infetado. No intestino do vetor decorrem uma série de alteracdes morfoldgicas dando origem




as formas promastigotas prociclicas, que sdo moveis. Estas formas parasitarias multiplicam-se
intensivamente e, posteriormente, transformam-se nas formas promastigotas metaciclicas, que
séo a forma infetante para o hospedeiro vertebrado, e migram para a zona proximal do tubo
digestivo, incluindo por¢cdes bucais. A transmisséo ocorre quando a fémea fleb6tomo, infetante,
tenta efetuar uma nova refeicdo sanguinea, inoculando, simultaneamente, as formas
promastigotas metacilicas no hospedeiro vertebrado. Apés a inoculacdo destas formas
parasitarias na derme do hospedeiro vertebrado, estas sédo fagocitadas pelos macrofagos
presentes, perdendo os seus flagelos e transformando-se na forma amastigota. A forma
amastigota multiplica-se por fisséo binaria no interior dos fagolisossomas dos macréfagos, os
guais eventualmente acabam por ruturar, libertando as formas amastigotas, que irdo depois
infetar novas células fagocitarias (Baneth & Solano-Gallego, 2012; Sykes et al., 2013).

O ciclo reinicia-se quando uma outra fémea flebotominica efetua a sua refeicdo
sanguinea no hospedeiro vertebrado infetado. Caso o hospedeiro infetado ndo consiga
controlar a infecdo localizada na pele, as formas amastigotas disseminam-se através do

sistema linfatico e sangue, afetando depois todo o sistema reticulo-endotelial (Sykes et al,

2013).
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Figura 6 — Esquema ilustrativo do ciclo de vida de L. infantum (Adaptado de Sykes et
al., 2013).



1.5.FORMAS DE TRANSMISSAO

Existem dois tipos de ciclos de transmisséo de Leishmania: a antroponética, na qual a
infecdo é transmitida homem a homem por intermédio de um vetor, e a zoon6tica, que engloba
reservatérios animais no ciclo de transmissdo. O ciclo de transmissdo zoonético € o
predominante em todo o mundo, j& o ciclo de transmissdo antropondtica limita-se apenas as
espécies pertencentes ao complexo L. tropica e L. donovani, com a excecao da L. infantum
(Ready, 2010).

A principal forma de transmisséo, tanto de L. infantum, como de outras espécies de
Leishmania, é através da picada de um fleb6tomo fémea (Quinnell & Courtenay, 2009).
Também tem sido sugestionado a existéncia de outros vetores, como as carracas
Rhipicephalus sanguineus (Coutinho, 2005; Paz et al., 2010) e as pulgas Ctenocephalides felis
(Coutinho, 2007; Ferreira et al., 2009), mas até ao momento nao existem resultados
experimentais que o corroborem (Maia & Cardoso, 2015)

Raros séo os relatos de formas de transmissdo néo vetorial (Maia & Cardoso, 2015).
Verificaram-se casos de infecdo de canideos por transmissdo venérea (Silva, 2009),
transmissao congénita (Masucii, 2003; Rosypal, 2005) e transfusao sanguinea (Owens, 2001).
Suspeita-se ainda na possibilidade de transmisséo direta de cao-para-cao através de mordidas
ou feridas, o que poderia explicar a presen¢a de Lcan em zonas ndo endémicas onde o vetor

aparentemente ndo esta presente (Gaskin et al., 2002).

1.6.EPIDEMIOLOGIA

A Leishmaniose é endémica em 98 paises, sendo prevalente nas areas dos trépicos,
subtrépicos e no Sul da Europa (WHO, 2010) A epidemiologia da Lcan é diversa, resultando
das interac¢des entre o vetor, o hospedeiro, o parasita e o ambiente (Gharbi, 2015).

O primeiro caso de LCan foi descrito na Tunisia (Nicolle & Comte, 1908, referido por
Bettini & Gradoni, 1986). O céo foi o primeiro animal encontrado como naturalmente infetado,
€ nos anos consequentes foram descritos mais casos em diversos paises pertencentes a bacia
mediterranica (Campino, 2002).

O ndmero de animais infetados subclinicamente é muito superior ao nimero de animais
doentes, estimando-se que cerca de metade dos cdes parasitados com Leishmania néo
apresentem sinais clinicos (Baneth et al., 2008; Campino & Maia, 2010). Assim, presume-se
gue existam animais aparentemente saudaveis que participam ativamente na transmissao,
apesar de os cédes sintomaticos serem considerados mais eficientes como hospedeiros
reservatérios (Campino, 2002).

Segundo estudos de seroprevaléncia realizados em Espanha, Franca, Italia e Portugal
calcula-se que cerca de 2,5 milhdes dos cées se encontram infetados com L. infantum (Baneth
et al., 2008). Em alguns focos endémicos da infecdo podem ser atingidos valores de

seroprevaléncia de 60% a 80% em canideos (Solano-Gallego et al., 2011).




A distribuicao da Leishmaniose Canina nas zonas endémicas ndo é uniforme, mas sim
focal, verificando-se variagbes na sua prevaléncia entre areas contiguas. A sua distribuicao
normalmente acompanha a distribuicdo dos vetores, que também nédo é uniforme, devido a
estar dependente da existéncia de nichos ecoldgicos especificos, que suprem as necessidades
biolégicas de cada espécie de flebétomo (Campino, 2002).

Em Portugal, foram identificados trés focos zoonéticos principais, nas décadas de 80 /
90, nomeadamente a regido de Tras-os-Montes e Alto Douro, Algarve e Area Metropolitana de
Lisboa (AML) (Abranches et al., 1984). Num estudo conduzido em 2003, verificou-se uma
seroprevaléncia de 19,2% de infecdo canina nas areas urbanas / suburbanas da AML (Cortes
et al,. 2007). No entanto, um estudo mais recente, efetuado por Cortes et al. 2012, revelou
uma prevaléncia de infecao canina de apenas 5,85% no distrito de Lisboa. Neste mesmo estudo
evidenciou-se uma maior prevaléncia da infecao canina na area rural (8,8%), em relacédo a area
urbana / suburbana (3,8%), e a situacdo inversa na incidéncia da infecdo humana (Cortes et
al., 2012). Este fenébmeno designa-se por desvio tréfico em meio rural, e calcula-se que esteja
associado a urbanizacéo ou domesticacdo de focos zoondticos naturais, isto é, apesar de o
vetor ser predominantemente zoofilico, a diminuicdo do nimero de animais disponiveis nas
areas urbanas pode levar a que a populacdo humana fique mais vulneravel a infe¢do acidental
(Abranches et al., 1987, referido por Campino & Maia, 2010).

Nos dltimos anos tem-se verificado um aumento da incidéncia de casos de
Leishmaniose em alguns paises, tendo sido detetadas novas areas endémicas em regifes
onde, até entdo, ndo tinham sido assinalados casos autéctones (WHO, 2010). Esta expanséo
dos fleb6tomos e consequente ampliacdo da Lcan a nivel global deve-se a uma multiplicidade
de fatores, entre os quais se destacam o0 aumento da mobilidade humana e animal e 0 comércio
internacional, bem como as as altera¢des climéaticas (Ready, 2010; Solano-Gallego et al.,
2011). Na figura 7 podemos analisar a atual distribuicdo da infecdo por L. infantum em cées,
na Europa.

O aumento da temperatura média global, causado pelas altera¢es climéticas, tem
contribuido para a expansao geografica dos vetores flebotomineos para areas onde estes nao
estavam presentes. A infe¢do esta a progredir para o norte da Europa, alcancando os Alpes no
norte da Itdlia (Maroli et al., 2008), os Pirenéus na Franca (Chamaille et al., 2010) e o norte
da Espanha (Amusategui et al., 2004). Nas areas endémicas, é esperado que no futuro, com
as alteragbes climéticas, os flebétomos aumentem ndo sé o seu periodo de atividade, mas
também o seu niUmero de geracdes anuais e a sua densidade (Ready, 2008).

Outros fatores que também tém contribuido para um crescente nimero de casos
clinicos de Lcan registados em paises ndo endémicos, como o Reino Unido (Shaw et al., 2009)
e a Alemanha (Menn et al., 2010), tem sido a adoc¢do de animais provenientes de zonas
endémicas (Maia & Cardoso, 2015). Num estudo conduzido pela EFSA (2015) pretendeu-se
avaliar o risco de introducao da L. infantum em zonas ndo endémicas através da importacao
de cées infetados e verificou-se que a probabilidade de introducédo é apenas elevada caso

estejam presentes o vetores competentes, mesmo que em baixas densidades.
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LEGENDA:
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Figura 7 — Distribuic@o da infegdo canina por L. infantum na Europa (Adaptado de Maia
& Cardoso, 2015).

1.7.PATOGENIA

Os caes infetados podem ser classificados como resistentes ou suscetiveis ao
desenvolvimento da Lcan. Esta caracteristica € determinada pelo tipo de resposta celular
desenvolvida pelo hospedeiro, que por sua vez esta dependente dos linfécitos T, tal como
esquematizado na Figura 8.

Animais resistentes desenvolvem uma resposta mediada por células Thl, que é
protetora. Nesta resposta de caracter celular, as células T ativadas induzem a atividade
leishmanicida dos macréfagos através da libertacdo de citoquinas como o interferon-y (IFN-y),
Interleucina-2 (IL-2) e o fator de necrose tumoral-a (FNT-a) (Baneth et al.,, 2008). Os
macréfagos produzem o6xido nitrico (ON), que por sua vez ira induzir a morte intracelular das
formas amastigotas por apoptose (Holzmuller et al., 2006). Os macréfagos conseguem assim
controlar a infecdo e o hospedeiro permanece assintomatico por um longo periodo de tempo,
ou, até mesmo toda a sua vida (Saridomichelakis et al., 2009).

Contrariamente, 0s animais suscetiveis desenvolvem uma resposta mediada por
células Th2, a qual ndo é protetora. Nesta resposta humoral, as células B sdo ativadas e sao
produzidos elevados niveis de anticorpos (Ac), os quais ndo impedem a progressao da doenca
e estdo associados a uma diminuicdo da resposta do tipo celular (Brandonisio, 1996). As
imunoglobulinas G (Ig G) sdo as que predominam, mas estdo presentes outras em menor
concentracdo, as IgM, IgE e IgA (Reis et al., 2006; Saridomichelakis et al., 2009). Estes
anticorpos irdo formar imunocomplexos capazes de diminuir a capacidade fagocitaria dos
macréfagos, e que ativam a via do complemento, que por sua vez agrava a resposta

inflamatéria nos diferentes tecidos e 6rgaos (Brandonisio et al., 1990). Consequente a afecéo
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dos miltiplos 6rgaos, a doenca pode ser manifestada através de sinais clinicos e/ou alteragfes
clinico-patolégicas nos exames laboratoriais de rotina (Hemograma, Analises Bioquimicas e
Urianalise) (Alvar et al., 2004). A concentracéo de IgG é correlacionada positivamente com a

densidade parasitaria nos tecidos e com a severidade dos sinais clinicos (Reis et al., 2006).
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Figura 8 — Resposta imunitaria mediada pelas diferentes linhagens de linfécitos, face o

contacto com as formas promastigotas de L. infantum (Adaptado de Baneth et al., 2008).

A evolucéo da infe¢cdo depende de vérios fatores, os quais estdo relacionados com o
vetor, o parasita e o hospedeiro. Como podemos constatar na Figura 9, 0s parasitas podem ser
eliminados no local (infecdo autolimitada), podem ficar sequestrados na pele e linfonodos
(inffecdo assintomatica), ou entdo podem disseminar-se por todo o corpo (infecdo

assintomética/sintomatica) (Saridomichelakis, 2009).
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Figura 9 — Diferentes possibilidades de evolucéo dainfecdo por L. infantum (Adaptado
de Saridomichelakis, 2009).
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Fatores Predisponentes relacionados com o vetor

Nas zonas endémicas, um cdo ao longo da noite das mais de 100 picadas de
fleb6tomos que pode receber por hora, apenas uma € infetante (Gradoni, 2002). O que significa
gue animais que passam a noite no exterior permanecem continuamente expostos ao parasita
(Baneth & Solano-Gallego, 2012), contribuindo assim ndo s6 para o estabelecimento da
infecdo, mas também para o desenvolvimento da seropositividade e da Lcan (Molina et al.,
1994).

A saliva do flebétomo, que é injetada na derme do hospedeiro, apresenta na sua
constituicdo componentes com propriedades vasodilatadoras, anticoagulantes, anestésicas e,
também, imunomoduladoras (Ready, 2013). Em estudos realizados em animais de laboratério,
a saliva facilita o estabelecimento da infecéo, no entanto tal facto ainda néo foi confirmado no
cao (Molina et al., 1994).

Fatores predisponentes relacionados com o parasita

A viruléncia do parasita varia consoante as espécies e estirpes de Leishmania, o que
de certa forma explica o polimorfismo clinico da Leishmaniose nos humanos e nos animais
(Bafus et al., 2007). Cées infetados com L. braziliensis manifestam clinicamente uma forma
cuténea ou mucocuténea, enquanto os infetados por L. infantum manifestam a doenga de forma
generalizada, que se pode expressar sobre a forma de lesdes cutdneas, oculares,
mioesqueléticas e viscerais (Dantas-Torres, 2012). As estirpes apresentam diferentes
determinantes patogénicos, mas ainda € necessério efetuar mais estudos sobre de que forma
pode influenciar a epidemiologia e patogenia da infecdo, ou as manifestacfes clinicas de Lcan
(Saridomichelakis, 2009).

Fatores predisponentes relacionados com o hospedeiro

Numerosos estudos epidemioldgicos descreveram diversos fatores associados ao
hospedeiro que predispdem o desenvolvimento da Lcan em animais infetados, entre estes a
idade, o sexo, a raca, a predisposicdo genética, estado nutricional, situacdes de
imunossupresséo, e o tipo de habitat do animal (Solano-Gallego et al., 2009). Os resultados
obtidos séo vérios e, por vezes, até mesmo contraditérios. Tal facto pode dever-se a inimeros
motivos: 1) Autores considerarem a seroprevaléncia como sinénimo de doenga, conduzindo a
uma sobrestimacdo da prevaléncia da doenga; 2) Maioria dos estudos avalia as diversas
caracteristicas determinantes de risco em termos percentuais dos animais que foram
estudados, e ndo englobando toda populagdo de caes que € suscetivel de contrair doenca; 3)
Estudos serolégicos serem limitados a zonas geograficas especificas (Amusategui et al., 2003;
Miranda et al., 2008).

A idade é um fator determinante, determinados estudos referem uma distribuigcao
bimodal da prevaléncia da doenca, afetando sobretudo animais com idade inferior a 3 anos e
superior a 8 anos (Miranda et al., 2008; Galvéz et al., 2010; Miré et al.,2012). No entanto,

13



outro estudo encontrou uma menor seroprevaléncia nos animais com menos de dois anos,
contrariamente ao grupo dos animais com cinco a oito anos (Cortes et al., 2012).

Existem autores que ndo consideram o sexo do animal um fator determinante (Alvar
et al., 2004; Cortes et al., 2012). No entanto, alguns estudos revelaram uma maior frequéncia
de infe¢do em machos (Ciaramella et al., 1997; Fisa et al., 1999; Dantas-Torres et al., 2006;
Miranda et al., 2008).

Diversos estudos tém vindo a ser efetuados para identificar os genes que
possivelmente podem estar implicados na suscetibilidade dos humanos e dos cées para o
desenvolvimento da doenca (Baneth et al., 2008). Verificou-se que os fatores genéticos
envolvidos na suscetibilidade do cdo a Lcan estédo associados a polimorfismos e mutacdes da
zona promotora do gene Solute carrier family 11 member al (Slcllcl), designado
anteriormente por N-RAMPI, e a presenca do haplétipo TAG-8-141 especificamente na raca
Boxer (Sanchez-Robert et al.,, 2008) Também se verificou um maior risco de infecdo em
animais que apresentam determinados alelos de genes do complexo de histocompatibilidade
maior tipo Il (CMH I1), como por exemplo o alelo DLA-DRB1*01502 (Quinnell et al., 2003).

Segundo Cortes et al. (2012), animais de raca cruzada sd0 menos propensos a
infec@o que os de raca pura. Animais das racas Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler, Doberman
e Pastor Alem&o revelaram ser mais suscetiveis ao desenvolvimento da doenga (Franga-Silva
etal., 2003; Miranda et al., 2008). J4 os cédes pertencentes a ra¢a Podengo Ibérico, ou animais
cruzados, revelam ser mais resistentes. Estes, apresentam esta caracteristica gracas a uma
resposta imunitaria do tipo celular muito marcada e raramente manifestam sinais clinicos
(Solano-Gallego, 2000). Num estudo efetuado por Francga-Silva et al. (2003) verificou-se que
os cées de pelo curto sdo mais afetados do que os que apresentam um pelo longo, apesar dos
fleb6tomos terem preferéncia pela face interna do pavilh&o auricular (Campino, 2002).

Normalmente, a presenca de co-morbilidades favorece a manifestagdo da Lcan,
particularmente em animais mais velhos (Baneth et al., 2008). Foram reportadas
conjuntamente com a Lcan, infecbes e parasitoses (erliquiose, babesiose, anaplasmose,
bartonelose, hepatozonose, dirofilariose, espirocercose, demodecose, sarna sarcoptica),
doencas imunomediadas (pemphigus foliaceus, lupus eritematoso sistémico), endocrinopatias
(hipotiroidismo), e vérias neoplasias (hemangiosarcoma, linfoma, mieloma, histiocitoma, tumor
venéreo transmissivel) (Ferrer, 2004; Saridomichelakis, 2009). A supressdo da resposta
imunitéria celular que caracteriza a Lcan ird aumentar a suscetibilidade dos animais para
adquirir outras doencas. Também se verifica 0 oposto, um animal que tenha sido previamente
infetado, mas que tenha desenvolvido resisténcia ao parasita, na presenca de uma destas
doencgas o seu sistema imunitario ir4 ficar debilitado, permitindo a multiplicagdo do parasita e
consequente desenvolvimento da Lcan (Ferrer, 2004; Miranda et al., 2008; Saridomichelakis,
20009).

Existem outros fatores que provocam imunossupressao tornando os animais mais

suscetiveis a evolug¢do da Lcan, como por exemplo determinados medicamentos utilizados no
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tratamento de doencas autoimunes (Miranda et al., 2008), ou, subnutricdo em caes vadios
(Campino, 2002; Miranda et al., 2008).

1.8.SINAIS CLINICOS

A Leishmaniose Canina é uma doenca sistémica de caracter crénico nos caes,
podendo manifestar-se através de uma grande variedade de sinais clinicos ndo especificos,
como podemos observar na Figura 10 alguns exemplos (Baneth & Solano-Gallego, 2012). Tal
como referido anteriormente, o nimero de animais assintomaticos € muito superior ao nimero
de animais sintomaticos. A infecdo por L. infantum nos caes é, normalmente, classificada como
uma forma visceral, a semelhanca dos humanos, no entanto, geralmente os caes apresentam
nao s6 envolvimento visceral, como cutaneo (Campino, 2002; Baneth & Solano-Gallego, 2012).

Os animais infetados eram apenas classificados consoante a presenga de sinais
clinicos em animais assintométicos, oligossintomaticos e polisintomaticos. Dadas as suas
limitacdes, foi proposto pelo grupo LeishVet um sistema de classificacdo que permite o
estadiamento dos caes infetados em quatro diferentes graus, consoante os sinais clinicos, o0s
resultados serolégicos e alteragdes laboratoriais verificadas. Para cada estadio de classificacéo
foi proposto um tratamento e estimado um progndstico (Solano-Gallego et al., 2009, 2011).

As manifestagfes cutaneas sao as lesfes descritas mais comuns, estando presentes
em, aproximadamente, 80% a 90% dos casos clinicos (Campino, 2002; Baneth, 2008; Cortes
el al., 2012). A prevaléncia das diferentes formas de manifestagdo cutanea € muito semelhante
entre os animais presentes em zonas endémicas e ndo endémicas, apesar de nos ultimos,
estes ndo serem expostos a repetidas picadas de fleb6tomos infetados e, consequentemente,
ndo haver uma estimulagdo continua do sistema imune da derme (Perego et al., 2014). As
alteracdes mais observadas sdo a dermatite exfoliativa, a dermatite ulcerativa, a dermatite
papular e a onicogripose (Koutinas & Koutinas, 2014). Num estudo realizado em ltalia verificou-
se que em 100 caes com Leishmaniose cerca de 74% apresentavam dermatite exfoliativa, 18%
dermatite ulcerativa e 11% dermatite nodular, sendo as lesdes generalizadas em 49% dos
casos, enquanto em 51% dos cées as lesdes eram localizadas, sobretudo nas margens dos
pavilhdes auriculares, cabeca e zonas de presséo (Perego et al., 2014).

A onicogripose é um sinal clinico tardio, de caracter cronico, que se encontra presente
em 20-30% dos cdes com Lcan (Baneth etal., 2008; Cortes et al., 2012). Clinicamente consiste
numa hipertrofia e aumento da curvatura das unhas, devido ao sobrecrescimento excessivo do
estrato corneo. Esta alteragdo normalmente esta associada a dermatite exfoliativa (Koutinas &
Koutinas, 2014).

Os cédes com Lcan podem exibir outros sinais cutaneos menos frequentes como, a
dermatite papular, despigmentacdo nasal, dermatite por lambedura (acral), doenca tipo
alopecia areata ou doenca tipo pemphigus foliaceus e ainda o eritema multiforme (Koutinas &
Koutinas, 2014).

As lesbes cutdneas de Lcan podem passar despercebidas na presenca de outros

problemas cutaneos coexistentes (ex.: sarna sarcOptica, hipotiroidismo, dermatite atdpica,

15



neoplasma nodular e/ou ulcerativo, micoses sistémicas ou subcutaneas), ou, devido a
complicagbes como, pioderma bacteriano, dermatofitose, dermatite por Malassezia e
demodecose papular (Koutinas & Koutinas, 2014).

v h‘y i

Figura 10 — Exemplos de diferentes manifestacfes cutdneas exibidas por animais com
Leishmaniose Canina. 1 - Animal caquético com dermatite exfoliativa e presenca de
ulcerac8es nas proeminéncias 6sseas; 2 - Dermatite exfoliativa localizada na zona da
cabeca e face externa da orelha; 3 - Ulceragdo no pescoco; 4 - Onicogripose; 5 —
Blefarite ulcerativa e nodular, conjuntivite purulenta e uveite anterior com opacidade da
cornea e neovascularizacdo; 6 — Animal com miosite dos musculos mastigadores
(Adaptado de Koutinas & Koutinas, 2014).

A linfoadenomegélia generalizada é um dos sinais clinicos mais caracteristicos da
Lcan, encontrando-se presente em 62-90% dos animais (Lima et al., 2004; Baneth et al., 2008;
Cortes et al.,, 2012). Os linfonodos apresentam duas a seis vezes mais 0 seu tamanho
aumentado (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

A hepatomegalia é considerada um sinal classico de Lcan, no entanto, em diversos
estudos realizados, esta alteracéo néo é detetada aquando a realizacéo do exame clinico, pelo
qgue é considerado apenas um achado patoldgico (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al.,
1999; Rallis et al., 2005). A esplenomegalia € um achado clinico muito comum nos cées com
Leishmaniose, especialmente em animais com expressao clinica da doenca (Koutinas &
Koutinas, 2014).

A perda de peso € um sinal que foi reportado em cerca de 10-48% dos animais com
Lcan. No entanto, apesar de ser um sinal frequente, a presenga de anorexia é rara (Campino,
2002; Baneth et al., 2008).
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A presenca de febre é ocasional e geralmente a temperatura € inferior a 39,5°C
(Campino, 2002)

A sintomatologia gastrointestinal é pouco frequente ou mesmo rara e, nhormalmente,
guando presente estd associada a uma faléncia renal crénica ou hepatica (Campino, 2002;
Adamama-Moraitou et al., 2007; Koutinas & Koutinas, 2014).

E comum os animais apresentarem as mucosas pdlidas e, frequentemente,
apresentam erosdes nas mucosas oral e nasal (Campino, 2002; Baneth et al., 2008)

Lesdes 6sseas e articulares sdo comuns em animais infetados. Num estudo em 58
animais infetados verificou-se que 45% destes apresentavam claudicagéo, a qual foi associada
a processos de poliartrite (Agut et al., 2003). As poliartrites ndo erosivas sdo as mais
frequentes, podendo estar associadas a sinovites (Blavier at al., 2001). No entanto, apesar de
a claudicacao estar normalmente relacionada com a presenca de afecdo articular, esta pode
estar associada a presenca de outras afe¢cdes como neuralgia, ulceracdo das almofadas
plantares, poliomiosite e osteomielite (Koutinas & Koutinas, 2014). LesBes osteoliticas e/ou
osteoproliferativas consequentes a infe¢cdo também condicionam gravemente a locomog¢é&o dos
animais (Agut et al., 2003; Koutinas & Koutinas, 2014).

A atrofia muscular € um sinal clinico pouco frequente, e deve-se a uma poliomiosite
cronica (Blavier et al., 2001; Koutinas & Koutinas, 2014). Normalmente os musculos faciais
(musculos temporais e masséter) sdo os mais afetados, e apesar de se verificar uma atrofia
muscular severa, o processo de mastigacdo ndo € acometido. A musculatura apendicular
também pode estar afetada, neste caso o animal manifesta debilidade muscular progressiva,
claudicacgéo e intolerancia ao exercicio (Vamvakidis et al., 2000; Koutinas & Koutinas, 2014).

Sinais clinicos como epistaxis, hematuria e diarreia hemorragica devem-se a ulceracéo
de tecidos e alteracdes na hemdstase primaria e secundéria (Ciaramella & Corona, 2003;
Baneth et al., 2008). As altera¢cdes hemostaticas descritas na Lcan incluem alterages na
agregacdao plaquetaria, que conduzem a uma disfuncédo plaquetéria, trombocitopenia, reducéo
da fibrindlise e fatores de coagulacéo (Ciaramella et al., 2005). Cerca de 6 a 10% dos animais
com Lcan apresentam episodios de epistaxis. A presenca de epistaxis profusa pode ser o Gnico
sinal clinico apresentado pelo animal e pode ser fatal caso haja muita perda de sangue (Baneth
et al., 2008).

A prevaléncia de lesdes oculares descrita em c@es com Lcan oscila entre 16% e 81%,
podendo ser a Gnica manifestacéo clinica em 16% dos casos clinicos (Baneth et al., 2008) A
manifestagdo ocular mais frequente € a uveite anterior, caracterizada por edema, miose,
formac&o de fibrina na cAmara anterior e multiplos nédulos no estroma da iris. A uveite posterior
€ diagnosticada com menor frequéncia e acompanha a uveite anterior. O animal pode
manifestar outros sinais como conjuntivite, blefarite, queratite, queratoconjuntivite seca,
endoftalmite, corioretinite multifocal acompanhada de descolamento da retina e hemorragias
retinianas (Pefia et al., 2000; Koutinas & Koutinas, 2014).

A doenca renal pode ser a Unica manifestacao clinica da doenca e pode progredir de

uma ligeira proteindria assintomatica a um sindrome nefrético, ou mesmo, a faléncia renal

17



cronica, acompanhada de glomerulonefrite, nefrite tubulointersticial e amiloidose. As alterag6es
laboratoriais indicativas de faléncia renal, nomeadamente, azotémia com elevacéo dos niveis
de creatinina e de ureia séricas, apenas se evidenciam quando a maioria dos nefrénios estéo
disfuncionais, isto €, na fase tardia da doenca. (Baneth et al., 2008) A faléncia renal cronica é
a maior causa de mortalidade nos caes com Lcan (Solano-Gallego et al., 2011).

Consequente a insuficiéncia renal crénica, ou a diminuicdo da eritropoiese associada
a evolucao crénica da doencga, os animais vao apresentar-se anémicos, condicao a qual pode
ser agravada pela perda de sangue, ou pela destruigcdo imuno-mediada dos globulos vermelhos
(Baneth et al., 2008).

N&o existe uma relacdo clara entre a Lcan e a afecdo cardiorrespiratéria (Koutinas &
Koutinas, 2014). No entanto, hum estudo desenvolvido por Cortadellas et al. (2006) verificou-
se a presenca de hipertensao sistémica secundaria a glomerulonefrite, a qual pode estar
presente nas fases iniciais de afecédo renal. Cerca de 91,4% destes animais hipertensos
apresentavam hipertrofia do ventriculo esquerdo.

Os sinais respiratérios sdo raros e ndo estdo bem documentados. Foram reportados
por Slappendel (1988) e Koutinas et al. (1999) casos de animais com rinite e pneumonia,
provavelmente devido a inflamag&o da mucosa (Blavier et al., 2001).

O quadro neurolégico é raro. A meningoencefalomielite associada a Lcan pode ser
responsavel por varios sinais neurologicos, desde convulsdes, dor e rigidez do pescogo e

paraplegia (Vinuelas et al., 2001; Koutinas & Koutinas, 2014).

1.9.ALTERACOES LABORATORIAIS

As alteracbes hematoldgicas verificadas na Lcan ndo séo especificas, no entanto estas
sdo fundamentais, sobretudo em casos duvidosos. Em alguns casos podem ser a Unica
indicacdo de Lcan em animais assintomaticos (Paltrinieri et al., 2016).

A nivel do hemograma verifica-se a presenga de uma anemia normocitica,
normocrémica nao regenerativa, suave a moderada. A anemia esta presente na maioria dos
animais com Leishmaniose devido a insuficiéncia renal crénica (IRC) ou a reducdo da
eritropoiese, podendo agravar-se com perdas de sangue ou destruicdo imunomediada dos
eritrocitos (Ciaramella et al., 1997; Paltrinieri et al., 2016). Podem surgir outras alteracdes
inconsistentes como, a leucocitose ou suave leucopénia, neutrofilia ou neutropénia, eosinofilia
ou eosinopénia, linfocitose ou linfopénia, monocitose ou monocitopénia (Ciaramella et al.,
1997; Noli & Saridomichelakis, 2014). Também podem estar presentes alteragbes como
trombocitopenia, trombocitopatia, prolongamento do tempo de trombina e do tempo de
tromboplastina parcial ativada e aumento dos produtos de degradacao do fibrinogénio / fibrina,
as quais sdo indicativas de distdrbios na hemostase priméria, na coagulacdo e na fibrindlise.
Estas alteracbes da hemostase sdo mais evidentes em animais sintométicos com les6es
hepéaticas e/ou renais, uma vez que condicionam a sintese de fatores de coagulacéo e a fungéo
plaquetéria, respetivamente (Moreno, 1999; Ciaramella et al., 2005).
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As alteragBes do proteinograma (Figura 11) sdo muito frequentes em cdes com
Leishmaniose Canina, dado as proteinas da fase aguda encontrarem-se elevadas no plasma
sanguineo. Verifica-se uma hiperproteinémia sérica com hiperglobulinemia e hipoalbuminemia,
originando uma diminui¢cdo do racio albumina/globulina (RAG) (Baneth & Solano-Gallego,
2012). E frequente verificar-se hiperglobulinémia policlonal B e y, enquanto a gamopatia
monoclonal é menos comum (Ciaramella et al., 1997; Noli & Saridomichelakis, 2014). Animais
pertencentes a zonas endémicas de L. infantum, ou animas que tenham viajado para estas
zonas, que apresentem hiperglobulinémia policlonal beta e gamma, sem causa aparente de
doenca, devem ser avaliados para uma possivel infecdo por Leishmania (Baneth & Solano-
Gallego, 2012).
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Figura 11 — Proteinogramas séricos de um animal saudavel (A) e animais com
Leishmaniose Canina (B-C). A - Proteinograma sérico normal ( a=albumina; a1, a2, g1,
B2, y = fragdes de globulinas); B - Proteinograma sérico com hipoalbuminémia e
caracteristico de gamopatia policlonal; C - Proteinograma sérico com hipoalbuminémia
e caracteristico de gamopatia monoclonal (Adaptado de Paltrinieri et al., 2016).

Ao avaliar o perfil bioquimico hepatico em alguns animais verifica-se um aumento
suave da atividade das enzimas hepaticas como a alanina amonitransferase (ALT), a fosfatase
alcalina (FAS) e a gama-glutamil transferase (GGT), e ainda aumentos suaves da bilirrubina
total e dos &cidos biliares pds-prandiais (Ciaramella et al., 1997; Rallis et al., 2005; Baneth &
Solano-Gallego, 2012; Noli & Saridomichelakis, 2014). Apenas uma pequena minoria dos
animais com Leishmaniose é que apresentam uma grande elevagéo da atividade das enzimas
hepéaticas (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

A maioria dos animais apresenta proteindria e altera¢des renais (Ciaramella et al.,
1997; Koutinas et al.,, 1999; Rallis et al., 2005), e a medida que os imunocomplexos se
depositam no rim desenvolve-se glomerulonefrite, que evolui para insuficiéncia renal (IR)
(Baneth & Solano-Gallego, 2012). Sdo poucos 0s animais com azotémia renal (Baneth &
Solano-Gallego, 2012) e os sinais clinicos apenas surgem quando ja existe uma lesdo severa
do rim (Ciaramella et al., 1997). De forma a instituir a melhor terapéutica e conseguir estimar
0 prognostico torna-se importante quantificar a proteina na urina, verificar a gravidade
especifica da urina e avaliar a funcao renal através da medigao de “Blood Urea Nitrogen” (BUN),
creatinina e fésforo inorganico plasmaticos (Solano-Gallego et al.,, 2009). Pode-se avaliar
inicialmente a presenca de proteina na urina através de uma tira reativa, e caso o resultado

seja positivo, € recomendado efetuar a classificagcdo do grau de proteindria através do racio
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proteina / creatinina na urina (RPC) (Paltrinieri et al., 2016). A densidade urinaria especifica
normalmente encontra-se diminuida (Koutinas et al., 2001).

Também podem estar presentes outras alteracbes laboratoriais que sdo menos
comuns e que, normalmente ndo sdo importantes para a decisdo clinica (Paltrinieri et al.,
2016). O aumento da atividade de enzimas como a creatina quinase e a lactato desidrogenase
sdo indicativos de miosite (Paltrinieri et al., 2016). Testes de anticorpos antinucleares podem-
se revelar positivos em animas com Lcan, especialmente em animais em que coexistem outro
tipo de infecBes (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

Na tabela 2 encontram-se sumarizadas a principais alteracdes laboratoriais referidas,

gue podem ser detetadas em animais com Leishmaniose Canina.

PRINCIPAIS ALTERACOES LABORATORIAIS FREQUENCIA (%)
Hiperproteinémia 63,3-72,8
Hiperglobulinémia 76-100
Hipoalbuminémia 68-94

Diminuicdo do RAG? 76
Azotémia 16-45
Aumento da actividade da FASP 16-51
Aumento da actividade da ALT® 16-61
Proteindria 71,5-85
Anemia 60-73,4
Leucocitose 24
Leucopénia 22
Trombocitopénia 29,3-50

Tabela 2 - Frequéncia das alteracBes laboratoriais mais frequentemente presentes em
animais com Leishmaniose Canina (Adaptado de Solano-Gallego, 2011).2Ré&cio
albumina/ globulina, PFosfatase alacalina, “Alanino Aminotransferase

1.10.DIAGNOSTICO

O motivo que normalmente conduz a realizacdo do diagnoéstico da infe¢cdo por L.
infantum é a necessidade de confirmar a presenca da doenca em animais clinica e/ou
laboratorialmente suspeitos de Lcan. No entanto, a detecdo da infecdo pode ser realizada por
outros motivos, nomeadamente: 1) Fins cientificos; 2) Avaliar o nUmero de animais clinicamente
saudaveis presentes nas zonas endémicas; 3) Prevenir a transmissao através de transfusdes
sanguineas; 4) Evitar a importacdo de cdes infetados para paises ndo endémicos; 5)
Monitorizar a resposta ao tratamento (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

O diagndstico da Lcan é bastante complexo e pode incluir diversos diagnosticos
diferenciais, devido a uma série de fatores que ja foram referidos em capitulos anteriores: 1)
Cada animal infetado pode apresentar uma diferente resposta imunitaria; 2) A doenca pode
manifestar-se numa grande variedade de sinais clinicos e alteragBes clinico-patoldgicas
inespecificas; 3) Os animais podem encontrar-se infetados com outras doencas infeciosas ou

ndo concomitantes. (Baneth & Solano-Gallego, 2012). Assim sendo, para o diagnéstico é
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necessario fazer uma abordagem que integre um conjunto de informacdes: dados
epidemiolégicos, anamnese, sinais clinicos compativeis, alteragdes clinico-patologicas e
exames especificos de diagndstico (Noli & Saridomichelakis, 2014).

Os testes especificos podem ser classificados como: diretos, caso permitam a
confirmacdo da presenca do parasita ou dos seus componentes, ou, indiretos, caso detetem
a resposta imunitaria do animal face ao parasita. Testes indiretos como a serologia podem, ou
ndo, indicar a presenca de uma infecdo, mas testes diretos como a citologia, histologia,
imunohistoquimica, PCR, cultura e o xenodiagnostico, permitem demonstrar que o animal se
encontra infetado por Leishmania spp. (Paltrinieri et al., 2016).

A conducao de um diagndstico para animais com Leishmaniose ainda é uma questao
de alguma controvérsia e opinides contraditorias levam ao sobre-uso, desuso e/ou mal
interpretacao de alguns resultados (Noli & Saridomichelakis, 2014). De momento, como nao
existe nenhum teste 100% especifico e sensivel, é essencial conhecer as limitagbes de cada
teste de diagnéstico (Solano-Gallego et al., 2009). Dependendo do motivo do diagnéstico varia
o teste de diagnéstico empregue, bem como a forma como o seu resultados é interpretado, tal
como podemos verificar na Figura 12.

POPULACAO CANINA TIPO DE TESTE DE DIAGNOSTICO E INTERPRETACAO DE RESULTADOS SO
MAIS PROVAVEL
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gue habitam ou viajaram para uma zona endémica, ou, para caes que apresentam
sinais clinicos consistentes com Leishmaniose (Adaptado de Paltrinieri et al., 2016).



1.10.1. Diagnoéstico Parasitologico

Um diagnostico positivo conclusivo s6 é possivel através da demonstracao do parasita.
O diagnostico parasitolégico é feito ao identificar formas amastigotas de Leishmania em
amostras de les6es cutaneas e/ou 6rgdos hematopoiéticos (linfonodos, medula éssea, figado
e baco), através da observacao microscépica (Alvar et al., 2004; Saridomichelakis et al., 2005).
O parasita raramente é detetado em esfregacos de sangue periférico (Baneth & Solano-
Gallego, 2012). Os métodos de identificacdo morfolégica apresentam a limitacdo de apenas
permitir identificar o parasita até ao género, nado possibilitando a distincdo entre

espécies/subespécies (OIE, 2014).
Avaliagéo citologica

A citologia € um método de diagnéstico simples e de baixo custo, que requer pouco
material e permite obter um resultado rapido (Noli & Saridomichelakis, 2014).

Noli e Saridomichelakis (2014) recomendam na pratica clinica a realiza¢do de pung¢éo
aspirativa por agulha fina (PAAF) dos lindonodos em todos os cées suspeitos de infegdo, numa
primeira abordagem. Tal motivo prende-se ao facto de ser um procedimento minimamente
invasivo e de facil execucdo, dada a elevada prevaléncia de linfoadenomegalia periférica,
permitindo o diagnostico da infecdo na maioria dos casos. Em animais com les@es cutaneas
também recomendam a realizag&o de citologias, com material recolhido através de esfregagos
de pele. Apenas quando ndo sao identificadas formas amastigotas nestas amostras é que é
aconselhavel realizar a PAFF de outras amostras bioldgicas (Noli & Saridomichelakis, 2014).
A citologia é um teste de elevada especificidade, especialmente em animais sintomaticos
(Saridomichelakis et al., 2005). A sensibilidade desta técnica ndo é muito elevada, estando
referidas sensibilidades de 30 a 50% para amostras dos linfonodos, e de 60 a 75% para
amostras de medula 6ssea (Alvar et al., 2004; Ferrer, 1999). No entanto, outro estudo
identificou formas amastigotas em 93% das amostras de medula 6ssea e linfonodos de caes
naturalmente infetados com L. infantum (Rosypal et al., 2005). A sensibilidade esta dependente
nao sé densidade de parasitas presentes na amostra bioldgica (Saridomichelakis et al., 2005),
como, também, depende da qualidade da preparacdo da citologia, da experiéncia do
examinador e do tempo dedicado a sua andlise, bem como, o nimero de campos observados
(Noli & Saridomichelakis, 2014). Normalmente, o resultado é negativo em animais infetados
clinicamente saudaveis (Saridomichelakis et al., 2005). Assim sendo, um resultado positivo
ndo s6 demonstra a presenca da infecdo como também aumenta a probabilidade de aqueles
sinais clinicos que o animal manifesta estarem relacionados com a Lcan (Noli &
Saridomichelakis, 2014).

Avaliacédo histopatoldgica

A analise histopatolégica dos 6rgaos infetados corados com hematoxilina e eosina (HE)
é utilizada quando o resultado da citologia é negativo, mas apresenta caracteristicas altamente

consistentes com Leishmaniose (Paltrinieri et al., 2016). Este método de diagndéstico, quando
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comparado com a citologia e a técnica “Polymerase chain reaction” (PCR) apresenta trés
grandes desvantagens: é mais laborioso, despende mais tempo e a identificacdo das formas
amastigotas é mais dificil comparativamente as amostras citolégicas. No entanto, apresenta a
vantagem de permitir informacado adicional sobre a arquitetura tecidual das lesdes (Noli &
Saridomichelakis, 2014; Paltrinieri et al., 2016). O diagnoéstico histopatolégico pode ser
confirmado por outros métodos suplementares como, a imunohistoquimica, hibridizacdo “in
situ” ou PCR, em espécies fixadas com formalina, ou, embebidas em parafina (Paltrinieri etal.,
2016).

E uma técnica que apresenta uma sensibilidade inferior a da citologia (Maia & Campino,
2008b), especialmente devido ao tamanho reduzido do parasita (formas amastigotas reduzem
0 seu tamanho com a fixacdo da formalina) e as propriedades subdptimas da HE (Noli &

Saridomichelakis, 2014).

Cultura do Parasita e Xenodiagnoéstico

Atualmente estes testes ndo sdo recomendados para a pratica clinica, apenas séo
utilizados na investigacao cientifica, dado nao serem préticos e apenas poderem ser realizados
em laboratorios especializados de referéncia (Paltrinieri et al., 2016).

Os métodos de isolamento e cultura do parasita podem ser realizados “in vitro”, em
meios de cultura ndo especificos de Leishmaniose, ou, “in vivo” em animais suscetiveis, como
o hamster sirio (Mesocricetus auratus) (0OIE, 2014). Estas culturas teciduais, ndo sé confirmam
a presenca do parasita, mas, também, demostram que os protozoarios estao viaveis (Paltrinieri
et al., 2016).

O xenodiagnostico é uma técnica que permite a detecdo e isolamento do parasita
utilizando uma colénia de flebétomos. Estes flebétomos iréo alimentar-se do sangue dos caes
infetados, sendo depois examinados para verificar a presenca de promastigotas no intestino
(Paltrinieri et al., 2016).

1.10.2. Diagndstico Molecular

Segundo Noli e Saridomichelakis (2014) s6 esta indicada a realizacdo de técnicas
moleculares quando os casos sao fortemente suspeitos de Lcan e ja foram descartados outros
possiveis diagnosticos diferenciais, mas cujos resultados das técnicas seroldgicas e/ou
observacéo direta do parasita (ex.: citologia e/ou histopatologia) séo inconclusivos.

Os métodos baseados no PCR aplicados a identificacdo de Leishmania ndo s6 séo
mais eficazes a determinar a presencga e a identificar o protozoario em casos ativos de doenga,
como também permitem monitorizar a cura parasitolégica apds quimioterapia. Esta técnica
permite amplificar quantidades muito reduzidas de sequéncias especificas de &cido
desoxirribonucleico (DNA), de modo a posteriormente serem mais facilmente identificadas
(Maia & Campino, 2008b).

O material biolégico mais apropriado para a realizacdo da técnica de PCR deve ser o

aspirado de medula 0ssea, linfonodos, sangue e conjuntiva em animais com sinais sistémicos,

23



pele em animais com lesbes cutaneas e conjuntiva de animais com sinais oculares (Martinez
et al., 2011). Estudos que avaliaram o desempenho da técnica de PCR em diferentes tecidos
de animais infetados obtiveram resultados variaveis e por vezes até conflituosos (Baneth &
Aroch, 2008). Esta variacdo na sensibilidade pode ser explicada com base na distribuicdo
heterogénea dos parasitas em cada tecido, ou, em alternativa, a carga parasitaria presente no
orgao associada ao tropismo da espécie de Leishmania, ou a resposta imunitaria local. Maia
prop6e que, numa primeira abordagem, o material deve ser recolhido nos linfonodos, mas caso
os linfonodos popliteos ndo sejam detetaveis deve-se optar por recolher uma amostra da
medula éssea (Maia et al., 2007).

Um dnico resultado negativo de PCR num animal clinicamente suspeito de
Leishmaniose nédo é suficiente para descartar a presenca da infecao.

Um resultado positivo apenas significa que o céo foi infetado e ndo que a infecéo seja
a causa dos sinais clinicos apresentados. E possivel ocorrerem resultados falsos positivos,
especialmente durante a época de transmissdo devido a contaminacdo natural ou a infecéo
transitoria do animal (Maia & Campino, 2008b).

A eficécia desta técnica estd dependente de outros fatores, como, os “primers” usados,
0 numero de cépias do alvo, 0 método de extragdo do DNA, o material biol6gico utilizado e o
protocolo de PCR (Alvar et al., 2004; Maia & Campino, 2008b).

O PCR em tempo real € uma variacao da técnica convencional, que é mais atrativa por
permitir quantificar a carga parasitaria presente nos tecidos, informacéo atil ndo sé para o
diagnéstico, como também para a monitorizacdo da resposta ao tratamento, permitindo
antecipar possiveis recorréncias da doenca com base na carga parasitaria residual apés o
tratamento. Adicionalmente apresenta alto desempenho e velocidade, baixo risco de
contaminacdo e uma maior sensibilidade quando comparado com techologia de PCR

convencional (Maia & Campino, 2008b).

1.10.3. Diagnéstico Seroldgico

A detecdo de Ac IgG especificos de Leishmania através de testes seroldgicos é a
abordagem inicial mais frequente no diagndstico de Lcan (Bourdeau et al., 2014) e, também,
na realizacdo de estudos cientificos (Solano-Gallego et al., 2014). Os testes seroldgicos mais
frequentemente utilizados sdo o “indirect immunoflurescent antibody test” (IFAT), “enzyme-
linked immunosorbent assay” (ELISA) e a imunocromatografia. No entanto, existem muitas
outras técnicas seroldgicas que podem ser usadas, como “Western blotting”, teste de
aglutinacéo de latex, detecdo de anticorpos através de sensores imunes e citometria de fluxo
(Paltrinieri et al. 2016).

A seroconversao pode ocorrer logo um més apés a exposi¢do do animal a fleb6tomos
infetados, mas o tempo médio estimado é de cinco meses na infecao natural (Moreno & Alvar,
2002). Assim sendo, cdes que habitam nas zonas endémicas podem seroconverter-se durante

o0 periodo ativo de transmissao da Leishmaniose (Oliva et al., 2006).
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Os métodos quantitativos (IFAT e ELISA) permitem a quantificacdo através das
titulaces de anticorpos ou densidade 6tica observada, permitindo classificar o nivel de Ac
presentes. A sua performance de diagnostico é superior aos métodos qualitativos (Solano-
Gallego et al., 2014).

Segundo Paltrinieri et al. (2016), em cdes com sinais clinicos e alteracdes
clinicopatoldgicas altamente compativeis com Lcan, o teste de eleicdo deve ser uma serologia
guantitativa. Sobretudo, quando nado é possivel a realizagdo de uma PAAF, por auséncia de
lesbes, ou, quando a citologia ndo revela padrdo caracteristico de Leishmaniose,
independentemente de um teste de PCR positivo. Assim, sempre que se verifique a presenca
de titulo de Ac elevado, este resultado é consistente com a presenca da infecao, mas caso o
titulo de Ac for baixo, é indicativo de uma fase inicial da infecdo, ou apenas da exposi¢cao do
animal ao parasita. Um resultado negativo ndo exclui a existéncia de infecdo, uma vez que ha
animais que demoram algum tempo a desenvolver a resposta humoral e a atingir titulos de
anticorpos considerados positivos. Assim, animais clinicamente suspeitos, ou com resultados
duvidosos, devem repetir o0 teste passadas 4 a 6 semanas, ou recorrer a outro tipo de teste
(Solano-Gallego et al., 2014).

A sensibilidade destes testes é muito elevada devido a exagerada resposta imune
humoral por parte dos cdes (Noli & Saridomichelakis, 2014). O titulo de anticorpos tem
apresentado uma relacéo direta com os sinais clinicos apresentados. (Reis et al., 2006).

A especificidade também é muito elevada em areas ndo endémicas de determinados
agentes patogénicos, que podem ser responsaveis por resultados falso-positivos, devido a
reacdes cruzadas, sendo, normalmente, os titulos de Ac séo baixos (Noli & Saridomichelakis,
2014). Verificou-se este fendmeno de reacao cruzada especialmente em animais infetados com
0 protozodrio Trypanosoma cruzi, mas pode ocorrer, de forma esporadica, em animais que se
encontram infetados por agentes patogénicos, como Ehrlichia canis, Babesia canis,
Toxoplasma Gondii, Neospora caninum e Hepatozoon canis. Também podem surgir falsos-
positivos por reacdes cruzadas com outras espécies de Leishmania, em testes que usam
antigénios brutos do parasita (Solano-Gallego et al., 2014).

O IFAT é considerado por alguns autores o “gold standard” dos testes seroldgicos,
devido a sua elevada sensibilidade e especificidade (Maia & Campino, 2008b; Paltrinieri et al.,
2016).

No entanto, a sua interpretacéo poder ser subjetiva dependendo das competéncias e
experiéncia do operador em interpretar os resultados (Solano-Gallego et al., 2014) e apresenta
a limitacdo de apenas poder ser realizado em laboratorios especificos, sendo um método
laborioso, pelo que nédo é pratico quando é necessario analisar um elevado nimero de amostras
(Maia & Campino, 2008b). Apesar da existéncia de kits comerciais, as preparacbes de
antigénios feitas no laboratério sdo mais efetivas (Maia & Campino, 2008b)

O ELISA também apresenta uma elevada sensibilidade e especificidade, embora os
valores variem consoante os diferentes antigénios utilizados (Maia & Campino, 2008b; Mettler

et al., 2005). O uso de extratos de amastigotas como antigénio € o que permite a obtencao de
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resultados mais sensiveis (Maia & Campino, 2008b). Quando comparado com o IFAT, este
teste tem a vantagem de ser mais facil de estandardizar os resultados, uma vez que estes sédo
lidos por um espectrofotdmetro automatico. Este teste permite avaliar um grande nimero de
amostras de forma rapida, dado a sua facilidade de utilizacdo (Maia & Campino, 2008b).

Num estudo realizado por Solano-Gallego et al. (2014), o teste ELISA apresentou uma
sensibilidade de 92,5-95,3% e uma especificidade de 86,9-100%, enquanto o teste IFAT obteve
uma sensibilidade de 91,7% e uma especificidade de 91,1%, resultados semelhantes ao estudo
efetuado por Mettler et al. (2005). Mas, foi o IFAT que apresentou uma maior sensibilidade
para diagnosticar a presenca de infecdo em animais sintomaticos. Dentro dos kits de ELISA
testados, o que apresentou um melhor desempenho no diagndstico foi o LEISCAN® (Solano-
Gallego et al., 2014).

Os testes rapidos de imunocromatografia (Speed Leish K®) sédo bastante atrativos,
uma vez que permitem obter um resultado muito rapidamente e que é facil de interpretar,
possibilitando a intervencdo quase imediata do médico veterinario e ndo requerem
equipamento sofisticado, pelo que sao ideais para a pratica clinica (Solano-Gallego et al.,
2014). No entanto, o resultado obtido é apenas qualitativo e caso o resultado seja positivo,
requer a realizacdo de uma outra serologia para quantificar o nivel de Ac, o0 que acresce o custo
do diagndstico (Solano-Gallego et al., 2014).

O teste rapido (Speed Leish K®) demonstrou uma elevada especificidade (100%) e
uma baixa sensibilidade (63,6%), sobretudo em animais com infecéo subclinica (Mettler et al.,
2005; Solano-Gallego et al., 2014).

A utilizacdo destes testes rapidos tém sido recomendados pelo laboratério para verificar
a presenca de infecdo por L. infantum antes de instituir o programa de vacinag¢éo CaniLeish®.
Apenas podem ser vacinados os animais que tenham um resultado negativo, isto é, cdes
clinicamente saudaveis e seronegativos (EMA, 2011). Segundo Solano-Gallego et al. (2014),
nao se deveria recorrer ao teste rapido para selecionar os animais aptos a serem vacinados
com a CaniLeish®, uma vez que dada a baixa sensibilidade deste teste, provavelmente séo
vacinados cées infetados com L. infantum, que sdo seronegativos segundo o teste rapido.
Ainda sdo desconhecias as consequéncias de imunizar caes seropositivos, existindo um risco
de alguns destes animais virem a desenvolver sintomatologia (Solano-Gallego et al., 2014).

A vacinacao dos caes contra a Leishmaniose estimula a produgéo de anticorpos anti-
Leishmania, o que complica a interpretacdo de um teste seroldgico nestes animais. De
momento ndo existem protocolos laboratoriais que permitam a distincdo de uma resposta

humoral devido a infe¢éo por L. infantum ou vacinacédo (Paltrinieri et al. 2016).

1.11. TRATAMENTO

Nao existe nenhum farmaco capaz de eliminar completamente o parasita e de evitar o
aparecimento de recidivas (Manna et al., 2015). O tratamento apenas permite alcancar a cura

clinica, ocorrendo remissao temporaria dos sinais clinicos. Também permite diminuir a carga
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parasitaria e, consequentemente, diminuir a capacidade infetante do animal para os fleb6tomos
(Oliva et al., 2010; Mir6 et al., 2011).

Tal como ja foi referido, consoante o estadio de doenca do animal com Lcan séo
recomendados diferentes protocolos terapéuticos (Oliva et al., 2010; Solano-Gallego et al.,
2011; Proverbio et al., 2016). Na Europa, os trés farmacos que tém vindo a ser utilizados com
maior frequéncia no tratamento da Lcan sdo: os leishmanicidas, antimoniato de meglumina e
miltefosina, e o leishmaniostatico, alopurinol (Solano-Gallego et al., 2011; Dantas-Torres et
al.,, 2011; Manna et al., 2015) Existem outros farmacos de segunda linha para o tratamento da
Lcan, como por exemplo Anfotericina B, Aminosidina, Pentamidina, Marbofloxacina,
Enrofloxacina e a combinag&o Espiramicina com Metronidazol (Alvar et al., 2004; Oliva et al.,
2010). Apesar de estes farmacos alternativos estarem disponiveis, a sua eficacia no tratamento
da Lcan ainda carece de estudos (Solano-Gallego et al., 2011).

A administracdo repetida de farmacos leishmanicidas, como o antimoniato de
meglumina e a miltefosina, em cdes e humanos com recidivas, tem vindo a aumentar a pressdo
de selecdo sobre os parasitas a estes quimio-terapéuticos, pelo que ja foram reportados casos
de resisténcia (Gramiccia et al.,, 1992; Maia et al., 2013). Assim sendo, Maia e seus
colaboradores (2013) recomendam uma abordagem terapéutica combinada, para evitar a
emergéncia de parasitas resistentes nas popula¢cdes humanas e caninas, especialmente
porque os farmacos utilizados no tratamento da Lcan sdo simultaneamente utilizados no
tratamento da LV humana, ao que esta condi¢do pode conduzir & existéncia de reservatorios
permanentes, ndo suscetiveis aos farmacos utilizados na medicina humana (Gramiccia et al.,
1992).

1.11.1. Alopurinol

O Alopurinol é um anélogo estrutural da hipoxantina que atua como um falso nucleétido,
o qual é incorporado no RNA do protozoario, inibindo a sintese de proteinas pelo parasita e
consequentemente a sua multiplicacdo (Alvar et al., 2004).

O tratamento consiste numa dose diaria 5-20mg/kg via oral, duas vezes por dia, ao longo
de dois a vinte e quatro meses (Oliva et al., 2010). Segundo as recomendacdes do grupo
LeishVet, o tratamento sO deve ser suspenso quando se rednem as seguintes condi¢cbes: a)
Recuperacao fisica e clinico patologica completa; b) Redu¢éo marcada do titulo de anticorpos.
Este farmaco leishmaniostético costuma ser associado a farmacos leishmanicidas de forma a
aumentar a eficacia do tratamento, prevenindo a ocorréncia de recaidas futuras e aumentando
0 espaco temporal entre estas (Dantas-Torres et al., 2011).

A utilizacdo do Alopurinol como um tratamento de manutencao ao longo de grandes
periodos de tempo tem a vantagem de manter os animais tratados com farmacos
leishmanicidas em remissao clinica, mas também de diminuir a sua capacidade infetante.
(Koutinas et al., 2001; Mir6 et al., 2011). Segundo o grupo LeishVet, em animais com doenca
moderada € recomendado que o tratamento com leishmaniostatico se prolongue para toda a

vida, de forma a evitar a recaida do animal (Solano-Gallego et al., 2009). Adicionalmente, este
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farmaco apresenta a vantagem de ser econémico, seguro e nao ser utilizado no tratamento da
Leishmaniose humana (Dantas-Torres et al., 2011).

Os efeitos adversos sao raros e resumem-se a xantlria, formacéo de urdlitos de xantina
e prurido, em casos de tratamentos prolongados (Dantas-Torres et al., 2011; Manna et al.,
2015).

1.11.2. Antimoniato de n-metilglucamina

O Antimoniato de n-metilglucamina (Glucantime®, Merial) é um antimonial
pentavalente que tem vindo a ser utilizado no tratamento de primeira linha tanto na Lcan, como
na LV (Alvar et al, 2004). O mecanismo de acdo deste farmaco leishmanicida ndo é
completamente conhecido, mas pressupde-se que atua a nivel do metabolismo energético do
parasita, inibindo a producéo de trifosfato de adenosina (ATP) e trifosfato de guanosina (GTP).
Para além da sua atividade leishmanicida, estimula a capacidade fagocitica dos mondcitos e
dos neutrdfilos (Alvar et al., 2004).

Recomenda-se uma dose diaria de 75-100mg/kg, administrada duas vezes por dia via
subcuténea, ao longo de quatro a seis semanas (Solano-Gallego et al., 2011). As zonas de
administracdo devem ser alternadas e, caso o animal seja de grande porte deve-se repartir a
dose total em diferentes pontos de inoculagdo, para assim evitar a formac&o de nddulos, fibrose
ou a ocorréncia de hemorragias disseminadas. Ao longo do tratamento, podem surgir outros
efeitos adversos como vOmitos, diarreia, anorexia, febre, apatia, dor local e sinais de
nefrotoxicidade (Alvar et al., 2004).

A recidiva da doencga clinica surge passados meses até dois anos apos o tratamento,
especialmente quando o periodo de tratamento € inferior a quatro semanas (Oliva et al., 2010).

1.11.3. Miltefosina

A miltefosina (Milteforan®, Virbac) € uma aquilfosfocolina que pertence ao grupo dos
aquilfosfolipidos, que sdo andlogos sintéticos da lisofosfocolina. Este farmaco leishmanicida
promove a morte do parasita por apoptose, no entanto 0s mecanismos de acdo concretos
permanecem desconhecidos. Também estimula a atividade dos linfocitos T e dos macrofagos,
bem como a producgdo de compostos de nitrogénio e oxigénio reativos capazes de eliminar o
parasita (Alvar et al., 2004).

Este farmaco apresenta a vantagem de poder ser administrado via oral. Atualmente,
considera-se o tratamento de segunda linha a utilizacdo deste farmaco em associagdo com o
Alopurinol (Solano-Gallego et al., 2011)

Os efeitos adversos associados a sua utilizagdo s&o disorexia, vomitos e diarreia (Oliva
et al., 2010). Dada a sua baixa nefrotoxicidade é recomendada a sua utilizagdo em animais

com Leishmaniose, que concomitantemente sofram de IRC.
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1.11.4. Imunoterapia

Ao tratamento especifico convencional contra a Leishmaniose pode ser associada uma
terapia imunomodeladora, recorrendo a farmacos imunodepressores ou imunoestimulantes.

Farmacos imunodepressores como os glucocorticoides, nomeadamente a prednisona
e a prednisolona, tém vindo a ser utilizados na presenca de lesGes consequentes a deposi¢cédo
de imunocomplexos. Estes farmacos atuam diminuindo a imunidade humoral, diminuindo por
consequéncia a producéo de anticorpos e a formacao de imunocomplexos (Alvar et al., 2004).

Farmacos imunoestimulantes séo usados para ativar a imunidade celular e macréfagos
(Alvar et al., 2004). Os farmacos utilizados nos caes com Lcan sdo o levamisol, as cioquinas,
0 agregado proteico de magnésio-amoniofosfolinoleato-palmitoleato anihidrico (P-MAPA) e a
domperidona.

A Domperidona (Leisguard®, ESTEVE, S.A.) na forma de suspenséo oral apenas esta
disponivel no mercado hé relativamente pouco tempo e consiste num antagonista da dopamina,
gue bloqueia os recetores dopaminérgicos D2. Esta estimula a secre¢do de prolactina, que atua
como uma citoquina pro-inflamatoria, estimulando a imunidade celular mediada pelas células
Thl CD4+ (Sabate et al., 2014).

O uso do Leisguard® esta indicado para o tratamento da Lcan em caes no estadio
inicial de doenga. O medicamento deve ser administrado diariamente ao longo de 30 dias
consecutivos, a uma dose de 0,5 mg/kg, cada quatro meses (Sabate et al., 2014). Mas ainda
h& necessidade de efetuar mais estudos para comprovar sua eficacia no tratamento (EFSA,
2015).

Foi descrito com pouca frequéncia a ocorréncia de efeitos adversos, os quais resumem-
se a suaves disturbios gastrointestinais (diarreia, vdmito) e galactorreia (Sabate et al., 2014).

1.11.5. Monitorizacao do tratamento e progndstico

Idealmente, animais considerados expostos ou infetados devem ser reavaliados para
identificar a ocorréncia de soroconversdo passados dois a quatro meses. J4 0s animais
infetados com expressédo clinica de Lcan devem de ser monitorizados durante e apds o
tratamento, ndo s6 para avaliar a resposta do animal a terapia instituida, como também
identificar antecipadamente a progresséo da doenga, no caso de animais que suspenderam o
tratamento (Roura et al., 2013). Nos animas infetados, para além da sorologia quantitativa,
devem ser realizados exames complementares como hemograma, andlises bioquimicas das
enzimas hepaticas e renais, uriandlise e eletroforese das proteinas séricas (Solano-Gallego et
al., 2011).

O prognéstico dos animais tem vindo a melhorar significamente nos Ultimos anos,
especialmente aqueles que séo tratados de forma efetiva e monitorizados, e claro na auséncia
de faléncia renal. A resposta dos animais sintomaticos ao tratamento varia de pobre a bom,
dependendo da apresentacgéo clinica e laboratorial inicial da Lcan e a sua resposta individual &

terapia (Roura et al., 2013). A presenca de IRC é o principal fator de progndstico da Lcan ja
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que, como referido anteriormente, é a principal causa de mortalidade ou da decisdo de
eutanasiar (Solano-Gallego et al., 2011). Assim sendo, 0 progndstico € mais reservado em
animais com comprometimento renal. O prognéstico é pobre quando IRC classificada como
grau trés ou quatro da International Renal Interest Society (IRIS; http://www.iris-kidney.com/)
(Roura et al.,, 2013) Segundo Dantas-Torres et al. (2011), os animais com doenga
moderada (estadio Il segundo o grupo LeishVet) se instituido um bom tratamento, podem viver

até nove anos com boa qualidade de vida.

1.12. PREVENCAO

Num inquérito conduzido por Neves et al. (2007) em Portugal, apurou que cerca de
50% dos proprietarios de cédes nunca ouviram falar da Lcan e 75% né&o sabe preveni-la. Os
proprietarios, deveriam ter conhecimento desta doenga, para assim estarem mais
sensibilizados em proteger o seu animal da transmiss&o desta infe¢ao.

A prevencdo desta infe¢do passa pela adogéo de simples praticas como: 1) Manter o
animal dentro de casa durante a actividade flebotominica, isto é, desde o anoitecer até a
madrugada; 2) Reduzir os microhabitats favoraveis aos fleb6tomos, como acumula¢des de
madeira e pedras, nas imediacGes da casa, ou locais onde o animal passa mais tempo; 3) Usar
inseticidas ambientais (Solano-Gallego et al., 2011). Mas, também, passa pela utilizacdo de
produtos inseticidas e/ou repelentes, vacinacdo e/ou medicacdo dos cées.

O controlo do vetor através da aplicacdo de sprays inseticidas nas casas e nos abrigos
de animais consiste nhuma medida de controlo pouco efetiva nos ambientes peridomésticos
(WHO, 2010), dado ao facto de, como ja referido anteriormente, a maioria das populagbes
vetoras na Europa serem exofilicas (WHO, 2010). O seu efeito também é limitado em espacos
exteriores, uma vez que é dificil identificar os locais de recria (Solano-Gallego & Baneth, 2012),

Atualmente ndo existe nenhuma medida preventiva disponivel que permita proteger
com uma eficacia de 100% os cédes contra a infecdo por L. infantum. O uso tépico de produtos
repelentes/inseticidas de forma regular no cdo tem demonstrado uma eficacia elevada na
prevencdo da infecdo. Estas formulages sdo constituidas por piretréides (ex: deltametrina,
permetrina e flumetrina), algumas das quais sdo combinadas com neonicotindides (ex:
imidaclopride e dinotefurano). Podem ser aplicados nos caes sobre a forma de “spot-on”,
“sprays” e colares. A sua acao fundamental € evitar a picada de flebétomos e, assim, reduzir a
capacidade vetorial. Apresentam um efeito inseticida secundario sobre os fleb6tomos capazes
de se alimentar dos animais (EFSA, 2015).

Consoante o método de prevencao adotado, alguns devem ser aplicados com alguma
antecedéncia, para garantir a protecao total do animal aquando a exposicao (Solano-Gallego
& Baneth, 2012). A duracdo da sua acdo protetora também varia consoante o método de
prevencao, nas formulagdes “spot-on” e “spray” este periodo é de trés semanas (Miré et al.,
2007), enquanto os colares impregnados por deltametrina permitem proteger os animais por
periodos mais longos, entre cinco a seis meses (Killick-Kendrick et al., 1997).
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O seu uso é recomendado em animais que habitam ou que viajam para zonas
endémicas, sobretudo durante o periodo de actividade flebotominica, que corresponde a época
de transmissdo. Também é importante o uso destas formulagcdes em animais infetados que
estdo a ser tratados medicamente (Solano-Gallego & Baneth, 2012).

Com a sua aplicacdo foram relatados alguns casos de sensibilidade cutanea, letargia,

alteracdes comportamentais, sinais gastrointestinais e neurolégicos (EFSA, 2015).

Vacinacao

A vacinacédo permite: 1) Reduzir a taxa de infecdo em animais vacinados; 2) Diminuir o
risco de infecao ativa e de doenga clinica apos o contacto com a L. infantum (Oliva et al., 2012);
3) Menor carga parasitdria em animais vacinados que ficaram infetados, diminuindo por
consequéncia a sua capacidade infetante para o vetor (Gradoni, 2015).

Atualmente ndo existe nenhuma vacina capaz de proteger totalmente o animal contra
a infecdo por L. infantum (EFSA, 2015). Pelo que, a maioria dos médicos veterinarios
recomenda uma associacao entre a aplicacdo de inseticidas topicos e vacinagdo, para assim
aumentar a eficicia da prevencéo da infe¢do (Solano-Gallego et al., 2011).

Existem trés vacinas de segunda geracao licenciadas, duas das quais no Brasil (Wylie
et al.,, 2014a). Apenas em 2011 foi licenciada a primeira vacina na Europa, a CaniLeish®,
comercializada pelos laboratérios VIRBAC, uma formulagdo composta por proteinas de
secrecao/excrecdo de formas promastigotas e saponina (QA-21), como adjuvante (EMA, 2011).

Antes da sua administragdo o laboratério recomenda a realizacdo de um teste
seroldgico de diagndstico rapido para detecdo de Leishmaniose, uma vez que, a sua utilizacdo
€ apenas indicada em cées saudaveis, ndo infetados. A vacinacdo pode ser iniciada a partir
dos seis meses de idade, e a primovacinacdo consiste em trés doses, espagadas por um
periodo de trés semanas, e posterior revacinacao anual, de apenas uma dose. O animal
apresenta uma resposta imune efetiva aproximadamente quatro semanas apés o decurso da
vacinacao priméria, a qual tem a duracao de um ano (EMA, 2011).

Mais recentemente, no final de 2016, foi autorizada a comercializacdo de uma nova
vacina contra a Leishmaniose Canina na Europa, designada por Lefitend® (Laboratérios Leti).
O que difere relativamente & vacina ja existente no mercado € o imunogénio, que consiste numa
proteina recombinante dita quimérica (proteina Q), e ndo tem adjuvante. As indica¢cfes de uso
sdo semelhantes a vacina da Canileish®, apresentando a vantagem de na primovacinac¢ao ser
necessaria apenas a administragdo de Unica dose, e posterior revacinagdo anual (EMA, 2016).
No entanto, aguarda-se informacao mais detalhada sobre a eficacia da resposta humoral a
vacina.

A vacinacao induz o desenvolvimento de uma imunidade protetora mediada por células,
predominantemente do tipo Thl (Wylie et al., 2014a). Os anticorpos produzidos pelos cées
vacinados ndo podem ser distinguidos pelos métodos soroldgicos atuais, o que condiciona a
realizacdo de testes de pré-movimento de cédes provenientes de areas endémicas para areas

livres de infecdo por L. infantum. (EFSA, 2015). Dado o facto de a Canileish® ter comecado a
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ser comercializada ha relativamente pouco tempo séo necessarios estudos que comprovem a
sua eficacia a longo prazo, com animais expostos naturalmente a infecao por L. infantum (Oliva
et al., 2012; Wylie et al., 2014a).

Alguns proprietarios apresentam alguma relutancia em relacéo ao uso da vacina, dado
o risco de ocorréncia de reacfes adversas posteriormente a sua aplicacdo. Em Setembro de
2014, apés a venda de 1,8 milhdes de vacinas Canileish®, fez-se um levantamento dos casos
reportados na farmacovigilancia e verificou-se uma incidéncia de 0,079% de rea¢fes adversas
avacinacao, desde o lancamento efetuado a Mar¢o de 2011 (Coedo, 2013; Breton etal., 2014).

As reacdes adversas que os animais podem vir a apresentar sdo semelhantes as
vacinas com adjuvantes de saponinas (EFSA, 2015). As reacdes locais benignas sao raras e
transitdrias (ex: tumefacdo, nédulo, dor a palpacéo ou eritema), muito raramente ocorre necrose
da zona de inoculacdo da vacina. Outras reacdes mais generalizadas, como hipertermia,
prostracdo e alteragBes digestivas, sdo muito raras de ocorrerem. Também podem
desenvolver-se reacBes de hipersensibilidade, as quais em casos muito raros resultam na

morte do animal (Breton et al., 2014).

Terapia imunomodeladora

A domperidona (Leisguard®) além de ser um farmaco utilizado no tratamento de
animais infetados, também esta indicado o seu uso na prevencao da Lcan, de acordo com as
informacdes ja descritas. S840 necessarios mais estudos para comprovar os seus beneficios
como método profilatico (Wylie et al., 2014b; EFSA, 2015).

1.13.CONTROLO

O controlo da Lcan passa por integrar uma série de agbes que ja tém vindo a ser
abordadas, como, um diagndstico precoce, o tratamento dos animais infetados, o
desenvolvimento de novas terapéuticas, a vacinagao e a luta anti-vetorial.

A detecdo precoce depende da existéncia de diferentes sistemas de vigilancia que
integrem fontes de informacéo na area epidemiol6gica, entomolégica, ambiental e clinica. A
primeira rede de vigilancia epidemioldgica nacional foi criada em Setembro de 2008 e designa-
se por Observatorio Nacional das Leishmanioses (ONLeish; www.onleish.org). Tem como
objetivo a organizagdo de dados e o acompanhamento da doenca nos canideos e humanos
em Portugal. Este conhecimento permite estudar a distribuicdo dos casos de Leishmaniose,
permitindo delinear eficazmente medidas de controlo da infecdo nos cédes e nos seres
humanos. Também auxilia a direcionar os estudos entomoldgicos para as regides prioritarias,
onde se regista um maior nUmero de casos. Em 2010, foi criada pela ONLeish uma rede de
vigilancia epidemioldgica exclusiva para a Leishmaniose Canina, designada por LeishNet. Esta
rede tem como objetivo identificar os canideos diagnosticados em Portugal pelos médicos

veterinarios e Centros de Atendimento Médico-Veterinario (CAMV), permitindo estudar os
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fatores de risco associados aos individuos infetados e determinar a evolugdo do ndmero de
casos clinicos reportados (Maia et al., 2011).

A Leishmaniose é considerada uma doenca de notificacdo obrigatdria nas campanhas
de vacinacdo anti-rabica em Portugal (Portaria n°® 264/2013). Caso o animal apresente um
resultado positivo a Leishmaniose, os detentores do animal serdo notificados para procederem
ao tratamento médico do animal, caso contrario serdo submetidos a eutanésia.

Também existem alternativas que tém vindo a ser adotadas para controlar a
Leishmaniose nas populacdes caninas em paises endémicos, as quais tém gerado alguma
controvérsia, como é o caso da pratica da eutanasia de animais seropositivos e doentes. Esta
pratica ndo é bem aceite pelos proprietarios dos animais e ndo se tem mostrado efetiva no
controlo da disperséo da doenca, pela existéncia de outras fontes de infecdo, como os animais
infetados assintomaticos e canideos selvagens (Solano-Gallego & Baneth, 2012). Além disso,
os métodos de diagnodsticos utilizados ndo permitem que sejam identificados todos os animais
e, uma populacdo de novos individuos pode substituir os que foram eutanasiados (Dantas-
Torres etal., 2011).

1.14.IMPACTO NA SAUDE PUBLICA

O impacto real da Leishmaniose no humano estd mundialmente subestimado, uma vez
gue a doenca tem vindo a ser negligenciada por muitos paises. Tal deve-se ao facto de apesar
de ser uma doenga endémica em 88 paises, apenas é obrigatdria a sua notificacdo em 32
desses paises (WHO, 2010; Ready, 2010). Segundo a EFSA (2015), esta doenc¢a nado esta
subestimada nos paises Europeus.

A forma visceral € a manifestagéo clinica mais severa da infe¢&o por L. infantum em
humanos e, normalmente, é fatal se nao tratada (WHO, 2010, Ready, 2010). Estimativas mais
recentes referem que ocorram cerca de 0,2 a 0,4 milhdes de novos casos de Leishmaniose
Visceral por ano, com 90% destes ocorrendo apenas na india, Bangladesh, Sud&o, Suddo do
Sul, Brasil e Etiopia, sendo 10% destes casos fatais (Alvar et al., 2012). A forma cutanea é
mais benigna e pode manifestar-se pela presenca de lesdes cutaneas Unicas ou multiplas
(WHO, 2010). A incidéncia da Leishmaniose Cutanea (LC) estima-se ser de 0,7 a 1,2 milhdes
de casos por ano e encontra-se mais globalmente distribuida (Alvar et al., 2012).

Na Europa, apenas esta provada a existéncia da LV e LC causada pela L. infantum,
uma zoonose nos paises pertencentes a bacia mediterranica. Casos de LC sdo causados pela
L. tropica e apenas ocorrem esporadicamente na Grécia, sendo a sua transmissao
antroponotica (Ready, 2010).

Como jé referido, a expresséo clinica da Leishmaniose Visceral ndo é tdo exuberante
como a Leishmaniose Canina (Campino & Maia, 2010). Apesar de ndo existir uma relacdo
direta entre a prevaléncia da Lcan e a da LV, verifica-se que a presenca de cées infetados
desempenha um papel relevante na disseminacdo e manutencdo da infecdo humana
(Werneck et al., 2006). Os fatores de risco que potenciam esta associacao sdo as pobres

condicdes socio-econdmicas, densidade animal e a coexisténcia na mesma habitagdo. No Sul
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da Europa, o racio entre humanos clinicamente afetados e cées infetados € baixo, e o facto de
possuir um c&o ndo tem sido associado a um maior risco. (Serrada, 2010; Baneth & Solano-
Gallego, 2012)

Na bacia mediterranica a LV, deixou de ser uma doenca predominantemente infantil,
para estar associada a casos de coinfecao em adultos imunocomprometidos, sendo o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (VIH) o fator predisponente mais importante. No entanto, com a
introducd@o da Terapia Anti-Retroviral Altamente Reativa (HAART) na Europa, a incidéncia da
infecdo e o nimero de recidivas diminuiu significativamente, exceto em Portugal (Campino &
Maia, 2010; Serrada, 2010).

Em Portugal, a LV é uma doenca de notificacdo obrigatéria desde 1950 (Portaria n®
1071/98). Podemos observar na Figura 13 o numero de casos de LV reportados em Portugal
ao longo dos ultimos anos. No periodo entre 2010 e 2015, foram reportados em média cerca

13 casos por ano, mas estima-se que a sua incidéncia real seja superior (Berger, 2017).
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Figura 13 - Casos de Leishmaniose Visceral Humana reportados em Portugal, no
periodo compreendido entre 1950 e 2015 (Adaptado de Berger, 2017).

Num estudo observacional descritivo relativo ao periodo de 2000 até 2009, a maioria
dos doentes diagnosticados era residente na Regido de Saude de Lisbhoa e Vale do Tejo
(54,4%), verificando-se mais casos nas zonas urbanas do que nas rurais (Serrada, 2010).
Pressupde-se que tenha ocorrido uma urbanizacdo ou domesticacdo de focos zoondticos
naturais, fenémeno designado por desvio tréfico em meio rural. Um menor nimero de animais
disponiveis nas areas urbanas pode fazer com que a populacdo humana fique mais vulneravel
a infecd@o acidental, dado o vetor ser zoofilico (Abranches et al., 1987, referido por Campino &
Maia, 2010). Também se constatou, no estudo de Serrada (2010), que em 58% dos casos de
LV que estiveram expostos a canideos, também foi identificado o parasita no cao.

Infelizmente a Leishmaniose nos humanos e nos cdes continua a ser um problema de

saude publica no nosso Pais. Para o controlo desta zoonose deve ser integrado um conceito
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“One Health”. Isto é, o controlo e a prevencao desta infecao deve resultar do trabalho conjunto
entre diversos especialistas nas areas de medicina humana, medicina veterindria, ciéncia
ambiental e conservacgao selvagem (Sousa & Day, 2011). Um controlo efetivo da Leishmaniose
Canina podera levar a diminuicdo da Leishmaniose humana nas zonas endémicas. O médico
veterinario deve ser responsavel por controlar a infecdo nos hospedeiros reservatorio (animais
domeésticos e silvaticos), limitando assim a transmissao para o vetor e consequente dispersao

da doenca.

OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a pratica clinica, os fatores epidemioldgicos
e préticas profilaticas aplicadas no controlo da Leishmaniose, na populagédo canina residente
na Area Metropolitana de Lisboa, tendo como amostra os animais atendidos no Hospital

Veterinario do Restelo (HVR), no periodo de Janeiro de 2014 até Marco de 2016.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Foram definidos nove objetivos especificos:

1. Avaliar a frequéncia de positividade para L. infantum nos animais atendidos,
independentemente do meio de diagnéstico utilizado;

2. ldentificar as areas geograficas de proveniéncia dos animais positivos a L. infantum;
Caracterizar os habitats das areas geograficas identificadas;

4. Identificar potenciais fatores de risco para a infe¢do relacionados com as caracteristicas

individuais, tipo de habitat, a adocdo ou ndo de medidas profilaticas, a presenca de

coinfecdes e a convivéncia com outros caes com diagndstico positivo a L. infantum;

Caracterizar o perfil clinico dos animais positivos a L. infantum;

Determinar qual foi a técnica de diagnéstico para L. infantum mais utilizada no HVR;

Relacionar a resposta humoral dos animais infetados com a apresentacao clinica;

© N o v

Relacionar o tipo de prevengdo da Leishmaniose Canina com o nimero de casos de
Leishmaniose na amostra;

9. Auvaliar possiveis efeitos adversos da vacinacgéo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.TIPO DE ESTUDO

O estudo clinico-epidemiolégico tem um desenho observacional, transversal e
descritivo, com uma abordagem analitica. A escolha deste tipo de estudo epidemioldgico
prende-se com o facto de este ser pouco dispendioso, exigir poucos recursos humanos e

materiais para a sua realizacéo, e ser a abordagem correta face aos dados existentes.
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3.2.POPULACAO EM ESTUDO

A populacéo da qual se origina a amostra: todos os animais que foram consultados no

Hospital Veterinario do Restelo, no periodo de Janeiro de 2014 até Margo de 2016.

3.3.AMOSTRA

Para o presente estudo, foram considerados como elegiveis todos os canideos que se
apresentaram a consulta no Hospital Veterinario do Restelo, para diagnéstico de Leishmaniose,

no periodo entre os anos de 2014 e 2016.

Critérios de incluséo: animais que se apresentaram a consulta no Hospital Veterinario do

Restelo e foram submetidos a testes de diagnéstico diretos e/ou indiretos de Leishmaniose.

Critérios de excluséao:
e Todos os animais que nao realizaram teste de diagndstico, apesar de apresentarem
manifestagdes clinicas sugestivas da doencga;
e Animais que realizaram o teste de diagndstico, mas em que nao existe informacao
clinica sobre os mesmos;

e Animais que n&o residem na area de estudo (Area Metropolitana de Lisboa).

3.4.FONTES DE INFORMACAO

As informacdes necessérias para a realizacéo deste estudo foram obtidas na base de
dados do software QVET® (Pontual, solu¢bes informaticas Lda.), utilizado pelo Hospital
Veterinario do Restelo para registar todas as fichas clinicas dos animais atendidos, bem como

todos os resultados de exames realizados no Hospital e em laboratérios privados.

3.5.METODO DE RECOLHA DE DADOS

A recolha dos dados foi realizada diretamente a partir das bases de dados
anteriormente descritas. Inicialmente, criou-se uma listagem de consumiveis do Hospital
Veterinario do Restelo através do sistema QVET, e foram identificados todos os animais que
realizaram testes de diagndstico serol6gico / molecular. Posteriormente, com base na data da
realizacé@o do teste de diagnostico e com o nome do proprietario, procedeu-se a pesquisa do
animal e seu processo clinico. Os varios processos clinicos foram organizados, e identificaram-
se 0s animais que realizaram testes de diagnéstico mais do que uma vez, para evitar a
duplicacdo da informacao. Os dados necessarios foram recolhidos através da consulta dos
ficheiros clinicos, apds a autorizacéo do diretor clinico do Hospital, com a condicionante de nao

contactar os proprietarios dos animais.
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3.6.METODO DE TRATAMENTO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados recolhidos foram introduzidos numa tabela criada numa folha de célculo do
Microsoft Office Excel ® 2013 e caracterizados segundo as variaveis numéricas e categoricas
definidas no inicio do estudo. Neste programa avaliaram-se as frequéncias absolutas e relativas
das diferentes variaveis, tendo sido elaboradas tabelas e graficos para facilitar a comparacéo
entre as mesmas.

Posteriormente, para a realizagdo dos testes estatisticos importou-se a informacéo
necessaria para o programa IBM SPSS Statistics 24®, no qual foram realizados os testes nao
paramétricos para verificagdo de hipéteses (teste do Qui-quadrado, teste exato de Fisher, teste
de Mann-Whitney) e a andlise regresséo logistica binaria. O intervalo de confianca definido
para os testes estatisticos foi de 95%, isto &, correspondente a um nivel de significancia de p<
0,05.

Com base na informacao dos codigos postais da morada do detentor do animal,
recorreu-se ao programa ArcGIS® Online (Esri, Produtos de Software; disponivel em:
www.arcgis.com) para realizar o mapeamento geografico dos animais testados, e assim facilitar

a analise da sua distribui¢&o.

3.7.VARIAVEIS

Variaveis relativas as caracteristicas do animal:
e [dade

e Raca

* Sexo

e Estado reprodutivo

e Comprimento do pelo

e Porte

Variaveis relativas a caracterizacdao do habitat do animal:
¢ Residéncia (Cddigo Postal, Municipio)
¢ Tipo de Habitat (Interior / Exterior / Misto)

e Co-habita com outros animais com diagnéstico positivo a Leishmaniose

Variaveis relativas a histoéria clinica:

¢ Reavaliacdo de Leishmaniose diagnosticada

e Presenca de outras coinfe¢Bes (Babesia canis; Erlichia canis; Ricketssia conorii)
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Variaveis relativas a manifestacéo clinica da Leishmaniose:
¢ Linfadenomegalia Generalizada
e Emagrecimento

¢ Anorexia

o Letargia

e Mucosas Pélidas

e Esplenomegalia

e Polidria

¢ Polidipsia

e Febre

e VOmito

¢ Diarreia

e Lesdes dermatoldgicas

e | esbes oculares

Variaveis relativas ao diagndéstico seroldgico:
o Motivo da realizacdo do teste

¢ Teste utilizado numa primeira abordagem

¢ Teste utilizado numa segunda abordagem

¢ Teste utilizado numa terceira abordagem

Variaveis relativas as alteracdes laboratoriais identificadas:
¢ Hiperproteinémia

¢ Reducéo do racio albumina / globulina

¢ Hiperglobulinémia (Gamopatia Policlonal / Monoclonal)
¢ Hipoalbuminémia

e Aumento da FAS

¢ Aumento da Creatinina

¢ Aumento da Ureia

¢ Anemia nao regenerativa

¢ Leucocitose

e Leucopénia

¢ Trombocitopénia

e ProteinUria
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Variaveis relativas a profilaxia contra a Leishmaiose:

¢ Métodos de profilaxia adotados (6 meses antes / apds a consulta de diagnoéstico)
¢ Existéncia de rea¢Ges adversas devidas a vacinagao

¢ Reacfbes adversas

¢« Momento em que se verificaram as reagdes adversas

4. RESULTADOS

4.1.Frequéncia de positividade independentemente do meio de
diagndstico:

No total, procedeu-se a andlise das fichas clinicas de 364 cdes que foram sujeitos
a testes de diagnéstico de Leishmaniose Canina, no periodo de Janeiro de 2014 a Margo de
2016. Apos a analise cuidada de todas as fichas clinicas, verificou-se que apenas 284 casos
preenchiam os critérios de incluséo definidos para o estudo.

No periodo designado, foram diagnosticados no total 26 (9%) animais como positivos
para Leishmania infantum. Destes, 16 (62%) novos casos, com recurso a diferentes técnicas
seroldgicas e/ou moleculares: 12 pela técnica de ELISA (Leiscan®); um pela técnica de PCR
do soro sanguineo e um através da realizacdo de um teste rapido, e posterior confirmacéo
através da realizagdo de um teste Leiscan®.

Dez (38%) dos animais ja tinham sido diagnosticados em anos anteriores. No entanto,
dois destes animais foram negativos apos a realizacdo do teste Leiscan®, e um apresentou um
resultado negativo apés a realizagdo do teste de PCR de uma amostra de tecido conjuntival.
Apesar destes resultados negativos, os animais foram considerados como infetados, uma vez
gue todos ja tinham sido submetidos a protocolos terapéuticos no passado, inclusive dois
destes animais encontravam-se a fazer imunoterapia com Leisguard® no momento da

realizacéo do teste de diagnostico.

4.2.Areas geogréficas de proveniéncia dos animais positivos:

Os 284 animais testados foram agrupados segundo o seu municipio de residéncia na
AML. Verificou-se que apesar de o Hospital Veterinario do Restelo se localizar no municipio de
Lisboa, recebe animais oriundos dos varios municipios da AML, tal como podemos verificar no
Gréfico 1.

A maioria dos animais provém do municipio de Lisboa (48%), seguido dos municipios
de Oeiras (20%), Cascais (9%), Amadora (8%) e Sintra (7%). Também se registou, embora em
menor nimero, animais provenientes dos municipios de Odivelas, Loures, Vila Franca de Xira,

Almada, Moita e Montijo.
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Gréfico 1 — Frequéncia dos animais testados por municipio de residéncia, na AML
(n = 284).

Foi analisada a distribuicdo espacial dos casos de animais com diagndstico positivo,
incluindo os que ja tinham sido diagnosticados no passado (n=26). Os animais provém
maioritariamente de cinco municipios da AML, nomeadamente doze (46%) de Lisboa, seis
(23%) de Oeiras, trés (12%) de Cascais, dois (8%) de Sintra e dois (8%) de Odivelas.

A informac¢@o do cdédigo postal possibilitou a georeferenciacdo dos 284 animais
testados, através do programa ArcGIS® Online. Observou-se uma distribuicdo heterogénea
dos casos positivos, com especial destaque para duas areas, nas quais se evidencia uma maior
concentracdo de casos positivos (Figura 14). A Area A, a qual esta inserida no municipio de

Lisboa, e a Area B, que engloba os municipios de Lisboa e de Oeiras.
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Figura 14 — Mapa da AML com distribuicdo do total de animais testados (n=284), e
imagens satélites respetivas as areas de maior concentragdo de animais positivos.

4.3.Caracterizagdo dos habitats das areas geogréaficas identificadas:

Em termos gerais a AML reline um conjunto de paisagens diversificadas, desde
urbanas a rurais, e litorais, de montanha ou leziria. Como podemos observar nas imagens
satélite 3D obtidas pelo servico Google Maps®, as caracteristicas urbanas referentes as duas
areas identificadas sdo bastante distintas (Figura 15). Enquanto a Area A caracteriza-se
sobretudo por uma paisagem urbana, com cobertura verde do tipo parque publico e patios, a
Area B caracteriza-se por uma paisagem peri-urbana, isto &€, com presenca de edificios urbanos

e moradias, sendo a grande maioria dos espacos verdes privados.
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Figura 15 - Imagens satélite 3D representativas das caracteristicas urbanas, da Area A
e B.

4.4.Potenciais fatores de risco para atransmisséo de L. infantum:

A Tabela 3 apresenta as frequéncias absolutas e relativas do total da amostra e o
numero total de animais estudados e de animais positivos.

As idades dos animais foram agrupadas em intervalos, correspondendo a categoria
jovem os animais com idade até aos doze meses de idade, a adulto os animais de um ano até
aos sete anos, e a sénior 0s animais com mais de sete anos.

O intervalo de idades dos animais infetados variou entre os 7 € 0s 172 meses (14 anos),
a data da realizacao do teste de diagnéstico, com uma média de 100 meses (=8 anos) e uma
mediana de 102 (=8 anos). Verificou-se que os animais com menos de um ano de idade séo
0s menos afetados (3,85%) e que a maioria dos animais infetados tem mais do que sete anos
de idade (65,38%).

Classificaram-se os canideos de acordo com o peso, foram considerados animais de
pequeno porte aqueles com um peso inferior a 10kg, de médio porte agueles um peso
compreendido entre os 10kg e os 25kg e grande porte com um peso superior a 25kg. A maioria
dos animais infetados possuia um porte grande (42,31%), seguido dos animais de porte médio
(15,38%) e pequeno (7,69%). Desconhece-se o porte de 34,62% dos animais infetados.

Quanto a raca, verificou-se que as mais acometidas foram as ragas puras (65,38%),
comparativamente aos animais de raga cruzada (34,62%). As mais representadas foram as
racas Golden Retriever (n=3), Labrador Retriever (n=2) e Epagneul Breton (n=2) e Boxer (n=2).

Relativamente ao sexo, os animais infetados na grande maioria pertencem ao sexo
masculino (65,38%) e sao inteiros (76,92%).

Quanto as caracteristicas do pelo, verificou-se que os animais positivos na sua maioria
tinham uma pelagem curta (50%), seguidos dos animais de pelagem longa (19,23%) e média

(7,69%). Desconhece-se o comprimento do pelo de 23,08% dos animais infetados.

42



Animais testados

Animais positivos

Animais positivos

(n =283) (n =26) (%)
‘ Idade
Jovem 80 1 3,85%
Adulto 125 8 30,77%
Sénior 79 17 65,38%
‘Pone
Pequeno 60 2 7,69%
Médio 51 4 15,38%
Grande 103 11 42,31%
‘ Raca
Pura 214 17 65,38%
Cruzada 70 9 34,62%
‘ Sexo
Feminino 118 9 34,62%
Masculino 166 17 65,38%
‘ Estado Reprodutivo
Inteiro 206 20 76,92%
Esterilizado 78 6 23,08%
‘Comprimento do pelo
Curto 149 13 50,00%
Médio 47 2 7,69%
Longo 60 5 19,23%
‘Tipo de Habitat
Exterior 16 4 15,38%
Interior 179 12 46,15%
Misto 68 7 26,92%
|Adog€\o de medidas profiléticas
Sim 83 4 25%
Nao 72 2 12,5%
| Presenca de coinfecfes
Ricketsia conorii 16 4 80,00%
Babesia canis 1 1 20,00%
Erlichia canis 4 0,00%
’Coabita com cées infetados com L. infantum
Sim 4 0 0,00%

Tabela 3 — Frequéncias totais e relativas das variaveis independentes e variavel
dependente positiva.

A maioria dos animais infetados por L. infantum habitam num ambiente exclusivamente

interior (46,15%). Os restantes 26,92% habitam no interior da habitacdo com acesso ao exterior

e 15,38% habitam exclusivamente no exterior. Desconhece-se o tipo de habitat de 11,54% dos

animais infetados.

Existem quatro animais que coabitam com outros cdes com infec&o por L. infantum, e

que no entanto ndo apresentam a infeg&o.
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Nao existia nenhum registo em relagéo a pratica profilatica em mais de metade dos
animais infetados (62,5%). No pequeno ndimero de animais que se conseguiu obter esta
informacéao (n= 6), verificou-se que a maioria dos animais infetados (25%) adotava medidas de
prevencdo contra a infecdo, e que apenas (12,5%) ndo adotava qualquer tipo de medida
profilatica.

Dos cinco animais com Leishmaniose que realizaram testes de ELISA para avaliar a
presenca de outros hemoparasitas, detetou-se a presenca de Ricketssia em quatro animais e
de Babesia em apenas um animal.

Foram realizados testes estatisticos para verificar a existéncia de uma associacao entre
a variavel dependente (presenca / auséncia de infecao) e as varias variaveis independentes,
mais concretamente o teste do qui-quadrado. Excluiu-se desta analise, as variaveis “adocao
de medidas profilaticas”, “presenca de coinfecdes” e “convivéncia com outros animais infetados
com L. infantum”, dado o ndmero reduzido da amostra. Os resultados obtidos estdo
representados na Tabela 4.

Algumas variaveis foram agregadas para a andlise: na variavel comprimento do pelo

agruparam-se os animais de pelo médio e longo, e na variavel tipo de habitat agruparam-se 0s
animais que habitam totalmente ou parcialmente no exterior. De todas as variaveis analisadas
estatisticamente, apenas se verificou associacdo entre a idade do animal e a presenca de
infecdo X? (2, N=5,991) = 21,67, p < 0,05. Pelo que, estatisticamente, rejeitou-se a hipétese de
associagao entre a presenca de infecao e as variaveis porte, raca, sexo, estado reprodutivo,

comprimento do pelo e tipo de habitat para a nossa amostra.

Variaveis independentes p value X? X2
Idade P<0,05 21,67 5,991

Porte 0,142 3,9 5,991

Raca 0,2116 1,531 3,841

Sexo 0,452 0,567 3,841

Estado Reprodutivo 0,599 0,277 3,841
Comprimento do pelo 0,521 0,412 3,841
Tipo de habitat 0,87 2,926 3,841

Tabela 4 - Verificar a associagao os diferentes variaveis e a presenga de infegdo por L.
infantum, recorrendo ao teste do qui-quadrado, baseado na tabela de contingéncia.

No sentido de investigar o contributo das varias variaveis na infecédo por L. infantum no
cdo foi realizada uma regressdo logistica binaria, os resultados obtidos encontram-se
representados na Tabela 5.

Perante os resultados, verificou-se uma associacéo estatisticamente significativa entre
a idade do animal e a presenca da infecdo. Deste modo, os animais com mais de sete anos de
idade apresentam uma probabilidade de infecdo 24 vezes superior (“Odds Ratio” (OR) = 23,9;

Intervalo de confianca (IC) 95% = 2,8 — 203,7), comparativamente aos animais com menos de
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um ano de idade. Também se verificou que, a probabilidade dos animais adultos apresentarem
infecéo é oito vezes superior (OR =8 ; IC 95% = 0,9 — 68,2) em relagdo aos animais jovens,
no entanto este Gltimo resultado nao é estatisticamente significativo.

Verificou-se que comparativamente aos animais de pequeno porte, 0s animais de
médio e grande porte apresentam uma probabilidade quatro e trés vezes superior,
respetivamente.

Animais de rac¢a pura ndo apresentam um risco de infe¢do superior (OR =2,5; IC 95%
= 0,3 — 4,1) comparativamente aos animais de raca cruzada, ja que o resultado ndo é
estatisticamente significativo.

Em relacéo ao sexo do animal, verificou-se que o risco de infecédo é 1,5 vezes superior
(OR=1,5;95% IC = 0,5-4,4) em animais do sexo masculino. Para além de ndo existir uma
associacdo estatisticamente significativa, esta variavel pode estar associada a um fator de

confundimento, que possibilite uma maior exposicéo ao vetor.

Variaveis B p value  Exp (B) IC 95%
Idade Jovem*
Adulto 2,085 0,056 8,046 0,949 — 68,188
Sénior 3,176 0,004 23,939 2,813 — 203,716
Porte Pequeno*
Médio 1,404 0,102 4,071 0,758 — 21,875
Grande 1,278 0,123 3,589 0,708 — 18,181
Raca Cruzada*
Pura 0,130 0,841 1,138 0,320 — 4,052
Sexo Feminino*
Masculino 0,394 0,483 1,482 0,493 — 4,454
Estado Inteiro*
Reprodutivo
Esterilizado -1,051 0,106 0,350 0,98 — 1,249
Comprimento do Curto*
pelo
Médio -0,862 0,305 0,422 0,081 - 2,192
Longo -0,015 0,981 0,985 0,291 — 3,338
Tipo de habitat Interior*
Exterior / Misto 0,898 0,091 2,454 0,866 — 6,954

Tabela 5 - Andlise das diferentes variaveis relativas as caracteristicas individuais do
animal em relacdo a presenca de infegdo por L. infantum, recorrendo a uma regressao
logistica binéria. *Categoria de referéncia

Para estado reprodutivo, verificou-se que ha menos animais esterilizados infetados (OR
=0,4;1C 95% = 0,98 — 1,249), no entanto o resultado ndo tem significancia estatistica e pode
estar associado a diferentes fatores de confundimento.

No que respeita ao comprimento do pelo, verificou-se que o tamanho médio (OR =0,4;
IC 95% = 0,1 — 2,2) parece constituir um fator de protecéo para a infecdo. Ao determinar o risco
de o animal ter um pelo longo comparativamente a ter um pelo curto, o valor obtido é igual a 1
(OR =1;1C 95%: 0,3 — 3,3), este facto sugere que a probabilidade da ocorréncia de infecdo é

igual, independentemente do comprimento do pelo.

45



Apesar de como ja referido, a maioria dos animais com diagndstico positivo de
Leishmaniose habitar no interior da habitacdo, verificou-se um risco de infecdo 2,5 vezes

superior (OR =2,5; IC 95% = 0,9 — 7) nos animais que habitam exclusivamente ou parcialmente

no exterior.

4.5.Perfil clinico dos animais infetados por L. infantum:

A informacao relativa aos sinais clinicos e as alteracdes laboratoriais foi obtida através
da andlise individual do historial clinico, no qual consta a informacéo relativa a histéria
pregressa do animal e aos resultados dos exames fisico e/ou laboratoriais aquando a consulta
de diagnostico.

Cerca de 90% (93/103) dos animais que foram classificados como suspeitos, foram
com base na presenca de sinais clinicos caracteristicos de Leishmaniose. Destes animais,
apenas 14% (13/93) se revelaram positivos ao diagnéstico de L. infantum.

Na tabela 6 encontram-se descritas as manifestacdes clinicas identificadas em todos
0s animais testados com suspeita clinica, incluindo também os animais previamente

diagnosticados, e respetiva frequéncia.

Animais com Animais com
Animais suspeitos diagnéstico diagnéstico
(n) positivo (n) positivo (%)
Manifestacdes clinicas
Lesdes dermatolégicas 37 9 35%
Sinais Digestivos 22 8 31%
Prostracdo 34 7 27%
Emagrecimento 16 4 15%
Mucosas Pélidas 8 4 15%
Anorexia 27 3 12%
Lesdes Oftalmolégicas 6 3 12%
Desordens vasculares 16 3 12%
Linfadenomegalia
Generalizada 11 2 8%
Polidipsia 5 2 8%
Claudicagéo 15 2 8%
Sinais neurolégicos 8 2 8%
Desidratagéo 10 1 4%
Esplenomegalia 5 1 4%
Polidria 4 0 -
Febre 8 0 -
Atrofia muscular 2 0 -

Tabela 6 - Lista dos sinais clinicos registados nos animais considerados suspeitos
(n=93) e dos animais com diagndstico positivo de infecdo por L. infantum (n=13).




Os sinais clinicos reportados com maior frequéncia nos animais diagnosticados como
positivos a infecdo foram: lesdes cutaneas, vomito, prostracdo, emagrecimento e mucosas
palidas. Nao foi descrito a presenca de febre, polidria e atrofia dos musculos mastigadores.

Dos animais que evidenciaram sinais digestivos (n=8), todos apresentaram vomitos e
apenas dois também apresentavam diarreia. Dos quatro animais que perderam peso, nenhum
apresentou anorexia.

Apenas trés animais apresentaram sinais clinicos compativeis com desordens
vasculares.

As lesBes oftalmolégicas detetadas nos animais diagnosticados como positivos a L.
infantum foram: conjuntivite (n=3) e queratoconjuntivite (n=1).

As lesdes dermatolégicas identificadas nos animais positivos (n=9), resumidas no
Grafico 2, foram: dermatite erosiva-ulcerativa (n=5), dermatite exfoliativa (n=3) e dermatite
pustular (n=1). Nao foram registados casos de animais positivos com dermatite nodular ou
papular. Também foram registadas outras alteracdes, como a presenca de alopécia (n=2),

onicogrifose (n=2) e prurido (n=1), num animal com dermatite erosiva-ulcerativa.

Alopécia Dermatite
14% exfoliativa
— 22%
Prurido
14%
Onicogrifose
7%
Dermatite Dermatite
Pustular erosiva-ulcerativa
7% 36%

Grafico 2 - Frequéncia das diferentes lesdes dermatoldgicas presentes nos animais
positivos a L. infantum (n=9).

Os restantes 10% (10/103) de animais classificados como suspeitos foram-no com
base na presenca de alteracdes laboratoriais indicativas da presenca de uma infecdo. Nenhum
dos testes efetuados nestes animais foi positivo.

Em todos os animais classificados como suspeitos de Leishmaniose que realizaram

exames laboratoriais (hemograma, analises bioquimicas, proteinograma e/ou urianalise), foi
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analisada a ocorréncia de alteracdes documentadas como sugestivas de infecdo por L.
infantum (Tabela 7).

Apenas em 16 animais com diagnéstico de Leishmaniose se efetuou o exame para
avaliar as células sanguineas. As alteracdes predominantes na nossa amostra foram a anemia
ndo regenerativa e a leucocitose (31%), seguidas da presenca de leucopénia e de

trombocitopénia (13%).

Animais suspeitos Animais com diagndstico positivo
Testados Com Testados Com Com
alteracao alteracéo alteracao
(n) ¢ (n) ¢ ¢
(n) (n) (%)
Alteracdes hematolégicas
Anemia néo 63 18 16 5
regenerativa 31%
Leucocitose 63 15 16 5 31%
Leucopénia 63 10 16 2 13%
Trombocitopénia 63 11 16 2 13%
Trombocitopatia - - - - -
Alteracdes Bioquimicas / Urianélise
Hiperproteinémia 66 21 21 10 48%
Hipoalbuminémia 41 18 17 8 47%
Hiperglobulinémia 17 12 11 9 82%
Diminuicdo do RAG 17 6 11 5 45%
Aumento ALT 60 14 17 0 0%
Aumento FAS 60 26 17 8 47%
Aumento da 64 23 19 7
Creatinina 37%
Aumento do BUN 63 27 19 8 42%
Proteindria 19 10 7 7 57%

Tabela 7 - Lista das alterac@es laboratoriais registadas nos animais classificados como
suspeitos e nos animais com diagndstico positivo de infe¢cdo por L. infantum.

Ao avaliar o perfil bioguimico das enzimas renais (Ureia e Creatinina) de 19 animais
com diagnéstico de Leishmaniose, verificou-se que 37% (n=7) dos animais tinham ambas as
enzimas elevadas, entre 0s quais, apenas quatro realizaram a tira reagente de urina,
verificando-se a presenca de proteina em todos estes. Quanto as enzimas hepéticas (ALT e
FAS) verificou-se que nos 17 animais testados, 47% apresentavam apresentavam elevacao da
FAS e nenhum animal evidenciou elevagéo da ALT.

Dos 11 animais com diagnéstico positivo para L. infantum que realizaram o exame de

eletroforese das proteinas plasmaticas, a alteragdo registada com maior frequéncia foi a
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hiperglobulinémia (82%), em 56% do tipo policlonal e em 44% do tipo monoclonal (Gréfico 3).
Neste exame, também foram documentadas outras altera¢des, 48% dos animais apresentaram

hiperproteinemia, 47% hipoalbuminémia e 45% diminuicdo do racio albumina / globulina.

Gamopatia
Monoclonal
44%
Gamopatia
Policlonal
56%

Gréafico 3 —Frequéncia do tipo de gamopatia observada no proteinograma sérico dos
animais infetados por L. infantum (n=9).

4.6.Técnica de diagnostico mais utilizado no Hospital Veterinario do
Restelo:

Foram realizados, no periodo definido, um total de 316 testes especificos para detetar
a presenca de L. infantum, dos quais 10 animais (3%) realizaram teste de diagnéstico mais do
gue uma vez. Os motivos que levaram a sua realizagao foram variados tal como se pode
verificar no grafico 4, seja para iniciar profilaxia da doenga através da vacinacdo ou
imunoterapia (n=163), seja para confirmar a presenca de infecdo em animais clinicamente
suspeitos (n=103), fazer um “check up” geral (n=35), ou para reavaliar animais infetados que
ja tinham sido diagnosticados em anos anteriores (n=15).

Os animais que foram submetidos a um “check up” foram aqueles que foram
capturados na rua ou adotados em associagfes, animais que coabitam com outros animais

infetados e os “check ups” geriatrico ou pré-cirargicos.
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Grafico 4 — Frequéncia do motivo para a realizagdo de testes de diagndstico
especificos de L. infantum (n=316).
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Avaliou-se quais o testes de diagnéstico empregues consoante o motivo que conduzia

a sua realizagdo (Gréfico 5).
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Gréfico 5 — Frequéncia dos testes de diagnostico adotados dependendo do motivo da
suarealizacdo (n=316).

Dos 163 testes realizados com o objetivo de iniciar profilaxia, o mais utilizado foi o teste
rapido (Speed Leish K®) (n=124), seguido pelo teste de ELISA (n=57) e, posteriormente, a
técnica de PCR (n=4).
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Ja dos 103 testes realizados com o intuito de diagnosticar a presenca de infecdo por
existir uma suspeita clinica, o que foi empregue na grande maioria dos casos foi o teste de
ELISA (n=82), seguido do teste rapido (n=13) e da técnica de PCR (n=8).

Os 15 testes utilizados para reavaliar animais ja infetados limitaram-se apenas a
técnica de ELISA (n=12) e a técnica de PCR (n=3).

Aquando a realizagao de um “check up” do estado geral do animal (n=35), o teste mais
utilizado foi o ELISA (n=18), seguido do teste rapido (n=9) e da técnica de PCR (n=8).

4.7.Relacionar a resposta humoral dos animais infetados com a forma
clinica:

Pretendeu-se avaliar a associacdo entre a resposta humoral dos animais
diagnosticados com infecdo por L. infantum (n=26) e o seu quadro clinico (sintomatico /
assintomatico). Dos vinte e seis animais estudados, trés ndo realizaram nenhuma técnica
soroldgica quantitativa, pelo que ndo puderam ser incluidos nesta analise. Os restantes animais

gue realizaram teste de ELISA (n=23) obtiveram um resultado positivo (Grafico 6).

12

10
10

Positivo baixo Positivo alto Positivo muito alto

Sintomdtico Assintomatico

Gréfico 6 — Proporcdo de animais sintométicos (n=17) e animais assintomaticos (n=6),
segundo o titulo de anticorpos Anti-Leishmania obtido no teste LEISCAN®.

Dezassete animais exibiam sinais clinicos, dos quais 59% apresentaram um resultado
positivo muito alto, 18% um resultado positivo alto e 23% um resultado positivo baixo. Os seis
animais que nao tinham manifestacdes clinicas, a maioria (50%) apresentou um resultado

positivo baixo, 33% apresentaram um resultado alto e 17% um resultado muito alto.
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Para averiguar a presenca de diferencas entre animais sintomaticos e assintomaticos
e o titulo quantitativo de Ac foi realizado um teste de Mann-Whitney. No entanto, ndo se

verificou a presenca de uma associacao estatistica entre estas populacdes (p value = 0,063).

4.8.Relagcao entre o tipo de prevengédo da Leishmaniose Canina com o
numero de casos de Leishmaniose na amostra:

Foram identificadas as profilaxias adotadas pelos proprietarios, até 6 meses antes e
apos a consulta em que foi realizado o teste de diagndstico, com base no histérico do animal.

Verificou-se que os 16 animais que foram diagnosticados pela primeira vez, dois nédo
faziam profilaxia da doenca, dois encontravam-se vacinados com a Canileish®, um fazia o
Leisguard® e um colocava a coleira Scalibor®. Desconhece-se esta informag&o nos restantes
10 animais.

Dos animais que ja tinham sido diagnosticados com Leishmanise (n=10), apenas se
sabe que dois animais efetuavam profilaxia, um com o xarope Leisguard® e um com a coleira
Scalibor®.

4.9. Efeitos adversos verificados ap6s vacinacao:

Aquando a consulta os proprietarios sao alertados pelo médico veterinario sobre os
possiveis efeitos adversos da vacina, e € administrado um anti-inflamatério (Inflacam®,
VIRBAC) para minimizar a ocorréncia / gravidade dos efeitos adversos, tal como recomendado
(Coedo et al., 2013). Dos 106 canideos que iniciaram a vacinagdo com a Canileish®, foi
relatada a existéncia de efeitos secundéarios em 19 animais (18%) (1 administragdo = 1 animal).

Ap6s a vacinacdo, foi relatado pelos proprietarios dos animais a ocorréncia de
manifestagfes clinicas locais, como dor (n=2), e manifestacdes clinicas sistémicas, como
diarreia (n=4), vomitos (n=5) e febre (n=1). Um dos animais, apresentou sempre vomitos apés
cada uma das 3 doses, que constituem a primo vacinacgao, pelo que o proprietario optou por
descontinuar o protocolo vacinal. Houve um animal que apresentou mais do que um sinal
clinico.

Detetou-se a presenca de uma reacdo de hipersensibilidade a vacina em sete animais
(cinco angioedema e dois choque anafilatico), os quais foram atendidos novamente no préprio
dia, para receber os cuidados médico-veterinarios necessarios. Destes, apenas trés
descontinuaram o protocolo vacinal.

Na Tabela 8 encontra-se relacionada a ocorréncia dos efeitos adversos e 0 momento
da administracdo da vacina Canileish®. Verificou-se que as reac¢des generalizadas estiveram
presentes em todos os momentos de administracdo da vacina. A grande maioria dos animais

gue apresentou reacdo de hipersensibilidade foi apds a administracéo da 3° dose da vacina.
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Reacéo Reacéo Reacdo de

Generalizada Local Hipersensibilidade
12 Dose* 6 1 -
22Dose* 2 1 1
32 Dose* 1 - 5
Refor¢co Anual 1 - 1

Tabela 8 — Relagcdo entre o momento da administracdo da vacina Canileish® e os
efeitos adversos observados. *Primovacinacao.

Efetuaram-se testes estatisticos para verificar a existéncia de uma associacao entre o
porte do animal com a ocorréncia de efeitos adversos, tendo-se verificado que a probabilidade
de ocorréncia de efeitos adversos nas racas de porte médio /grande é inferior as racas de
pequeno porte (OR = 0,351; 95% IC = 0,111 — 1,105), apesar de o resultado ndo ser

estatisticamente significativo (p = 0,09).

5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Este capitulo sera orientado de acordo com a sequéncia de resultados apresentados
anteriormente, estabelecendo uma relag&o entre os resultados obtidos e a literatura consultada.

No periodo estudado, 9% dos animais testados no Hospital Veterinario do Restelo
apresentaram um diagnéstico positivo para L. infantum. Face aos resultados de prevaléncia
indicados por Cortes et al. (2012) este valor € consistente, ja que a amostra inclui um grande
namero de animais com suspeita clinica, estando assim presente um viés de selecdo para
animais que tendencialmente sdo acompanhados no médico veterinario e/ou animais que tém
a doenca.

A ampla distribuicdo geogréafica de animais diagnosticados com Leishmaniose nos
varios municipios pertencentes a AML, mesmo que quantitativamente distinta, confirma a
existéncia de condi¢des favoraveis para o endemismo desta zoonose. Apesar das diferentes
caracteristicas associadas a zona urbana e peri-urbana, ambos revelam possuir biétopos
favoraveis a manutencao do agente vetor, o qual é essencial para a transmissédo da L. infantum.
Este facto é corroborado por um estudo conduzido por Gouveia (2016), que confirmou a
presenca de ambas as espécies vetoras de L. infantum em Portugal, P. perniciosus e P. ariasi,
numa zona urbana pertencente ao municipio de Lisboa. No entanto, carece-se de mais estudos
entomoldgicos sobre os fleb6tomos vetores nas areas urbanas e peri-urbanas da AML, uma
vez que todos outros estudos existentes remontam de 70 anos atras (Azevedo, 1946 referido
por Gouveia, 2016).

Recorreu-se a realizacdo de testes estatisticos para identificar a existéncia de
associacOes entre diversas variaveis e a presenca de infecdo, algumas das quais tiveram que
ser agregadas dado o niUmero da amostra ser reduzido. Na nossa amostra, apenas se observou

uma associacao com significado estatistico entre a idade e a presenca de infecédo.
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A Leishmaniose foi diagnosticada com maior frequéncia em animais com idade superior
a 7 anos, e com menos frequéncia em animais inferiores a um ano de idade. Os resultados
obtidos estdo de acordo com outros estudos ja existentes (Fisa et al., 1999; Cardoso et al.,
2004; Cortes et al., 2012), apesar de determinados estudos referirem uma distribuicdo bimodal
(Miranda et al., 2008; Galvez et al.,, 2010 Miré et al., 2012). Os animais mais velhos
apresentam um risco de infecdo superior aos animais com menos de um ano de idade,
provavelmente por estarem expostos ao vetor por um periodo mais prolongado, e também
devido ao facto de a idade aumentar a suscetibilidade dos animais ao aparecimento de outras
doencgas concomitantes, infecciosas ou neoplasicas, que podem despoletar uma infecéo
latente.

No que diz respeito ao porte dos animais, observou-se uma maior prevaléncia de
infecdo em animais de porte grande, isto €, animais com mais de 25kg. Estes resultados estédo
de acordo com os resultados obtidos noutros estudos (Gélvez et al., 2010; Miré et al., 2012).
Possivelmente, dada uma maior massa corporal, também existe uma maior superficie exposta
a picada do vetor, tal como ja foi proposto para a transmissao de outros parasitas (Mir6 et al.,
2012). Adicionalmente, sdo os animais de porte médio e grande, os mais frequentemente
usados em atividades de pastoreio ou guarda, passando maiores periodos de tempo no
exterior, pelo que ficam mais expostos aos fleb6tomos (Gélvez et al., 2010; Cortes et al.,
2012).

Quanto a raga, embora se tenha verificado uma maior frequéncia de diagndstico de L.
infantum nos animais de raga pura, comparativamente aos animais de raga cruzada,estes
resultados ndo foram estatisticamente significativos, contrariando os resultados de Cortes et
al. (2012). Apesar de os canideos de todas as racas serem suscetiveis a infecao, existem
estudos que comprovam que existem ragcas mais suscetiveis ou mais resistentes a doenca. Os
animais de ragca Podengo de lbiza e animais de raga cruzada sdo considerados animais
resistentes por desenvolverem uma resposta imunitaria predominantemente de tipo celular
(Solano-Gallego et al., 2000). As racas mais representadas no nosso estudo foram a Golden
Retriever, a Labrador Retriever, a Epagneul Breton e a Boxer, embora sem diferencas
significativas com outras ragas (Franca-Silva et al., 2003; Miranda et al., 2008; Sanchez-
Robert et al., 2008).

Animais do sexo masculino foram diagnosticados mais vezes com L. infantum, embora
sem validade estatistica, tal como encontrado em alguns outros estudos em que o0s autores
ndo consideram o sexo um fator determinante (Ciaramella et al., 1997; Galvez et al., 2010;
Cortes etal., 2012; Mir6 et al., 2012). Associam-se estes resultados obtidos, ao facto de serem
normalmente machos que séo utilizados como cdes de guarda, o que implica uma maior
exposicao ao vetor, e consequente um maior risco de infecdo dos mesmos (Campino, 2002;
Mir6é et al., 2008; Miranda et al., 2008).

Segundo um estudo conduzido por Howe e colaboradores (2001), a esterilizagdo de
animais com menos de 24 meses de idade pode vir a favorecer a ocorréncia de determinadas

doencas infecciosas. No entanto, no estudo realizado verificou-se que a grande maioria dos
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animais com diagnostico positivo de Leishmaniose eram inteiros. De momento, ndo existem
estudos epidemioldgicos que relacionem o estado reprodutivo com a presencga de infe¢cao por
L. infantum.

Verificou-se que animais de pelo curto e longo apresentam o mesmo risco de infecéao.
Provavelmente nao se verifica a influéncia desta caracteristica, uma vez que os flebétomos tém
como local de alimentacéo preferencial as zonas glabras, que ndo estao condicionadas pelo
tamanho do pelo (Campino, 2002), apesar de alguns estudos terem verificado um risco de
infecdo acrescido em animais com pelo curto (Cortes et al., 2012; Franca-Silva et al., 2003).

Os animais que habitam ou tém acesso frequente ao exterior apresentam um risco 2,5
vezes acrescido de adquirir a infecao, tal como ja verificado em outros estudos (Galvez et al.,
2010; Cortes et al., 2012). Tal facto deve-se aos fleb6tomos serem exofilicos (WHO, 2010),
um animal que permaneca no exterior durante periodo de actividade flebotominica, isto é, entre
o entardecer e o amanhecer, vai estar exposto ao vetor e, consequentemente, o risco de
adquirir a infecdo é substancialmente superior. Assim sendo, deve-se aconselhar o0s
proprietarios que evitem passear 0s seus animais nesses periodos, ou caso 0s animais habitem
no exterior, idealmente estes devem ser resguardados e/ou aplicar produtos
repelentes/inseticidas.

Apesar da informacdo ser limitada em termos da adocdo ou ndo de medidas
profilaticas, verificou-se na nossa amostra uma maior frequéncia de infecdo em animais que
adotaram medidas profilaticas, comparativamente aos animais que nao adotaram nenhum tipo
de profilaxia. Sabe-se que ndo existe nenhuma profilaxia que seja 100% eficaz (Solano-Gallego
etal., 2011), pelo que a adogéo de apenas um método profilatico para com estes animais, pode
ter-se revelado insuficiente para proteger o animal da aquisi¢cao do parasita. Em alternativa, tal
facto também pode estar relacionado com uma utilizagdo incorreta dos produtos por parte do
proprietario, seja na sua aplicagdo e/ou na sua frequéncia de re-aplicacdo. Outra hipétese
alternativa € a informagdo incorreta por parte do proprietario, que nao é passivel de ser
validada.

Foram detetados casos de animais diagnosticados ndo s6 com Lcan, mas também com
outros hemoparasitas transmitidos por vetores. O agente patogénico identificado com maior
frequéncia foi Ricketssia Conorii, em animais com e sem Leishmaniose. Na literatura existem
bastantes registos de canideos com Leishmaniose co-infetados com outros hemoparasitas
(Trotz-Williams & Trees, 2003; Aguiar, 2011; Tommasi et al., 2013), provavelmente porque 0s
diferentes vetores procuram as mesmas condi¢des climaticas e os mesmos nichos ecoldgicos.
A presenca de coinfe¢Bes dificulta o diagndstico, uma vez que estas podem mascarar a
presenca da infecdo por L. infantum, ou podem encontrar-se mascaradas aquando o
diagnostico de L. infantum, dado apresentarem o mesmo quadro clinico e alteracBes
laboratoriais, tendo assim consequéncias na instituicdo de uma terapéutica, e
consequentemente repercussées importantes a nivel do prognéstico (Aguiar, 2011).

No estudo realizado constatou-se que apesar de existirem caes que partilham o mesmo

espaco domeéstico que outros animais ja diagnosticados com Leishmaniose, nenhum
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apresentou um resultado positivo para a infecdo. Tal facto deve-se muito provavelmente, aos
donos terem o cuidado de proteger os seus animais, livres de infecdo, através da adogao de
um conjunto medidas profilaticas por estarem sensibilizados para esta doenca e suas
consequéncias.

Na literatura existem grandes variacdes nas frequéncias dos sinais clinicos observados
nos cées com Leishmaniose. Tais variacdes, provavelmente, devem-se aos diferentes métodos
utilizados nos estudos, que na sua grande maioria sdo retrospetivos. Os resultados obtidos
baseiam-se em registos clinicos pré-existentes, os quais estdo dependentes do tipo e qualidade
da colheita de informag&o junto de aos proprietarios e médicos veterinarios, bem como também
estdo dependentes de variacdes individuais dos animais, da patogenicidade do parasita, entre
outros fatores. Para andlise do perfil clinico de animais com Leishmaniose Canina, foram
incluidos aqueles que ja tinham sido submetidos a tratamento no passado, pelo que, uma vez
gue o tratamento ajuda a atenuar a manifestacao clinica da doenga, pode ter interferéncia nos
resultados obtidos.

Optou-se pela realizacdo do teste de diagnéstico de Leishmaniose apos serem
descartadas outras possiveis causas, mais provaveis, da sintomatologia exibida pelo animal,
ou quando perante casos altamente sugestivos desta infecdo. Apenas 14% dos animais
considerados suspeitos de Lcan com base na presenca de sinais clinicos sugestivos da doenca
apresentaram um diagnéstico positivo.

Embora as manifesta¢cdes cutdneas tenham sido os sinais clinicos descritos mais
frequentemente (35%), tal como reportado pela literatura, este valor € manifestamente inferior
ao indicado por diferentes autores (Koutinas et al., 1999; Mir6 & Molina, 2006). Esta variacao
pode dever-se a presenca de outras doencas dermatoldgicas concomitantes, e/ou, a presenca
de complica¢des (ex: pioderma, dermatofitose, dermatite por Malassezia ou demodecose), que
podem ocultar as lesdes dermatolégicas caracteristicas de Lcan (Koutinas & Koutinas, 2014).

Apesar de, segundo a literatura, a dermatite exfoliativa ser a forma mais
frequentemente descrita (Mir6 & Molina, 2006), na nossa amostra a sua frequéncia foi superada
pela forma erosiva-ulcerativa. A onicogrifose apenas foi encontrada em 2 dos 26 animais (8%),
dos quais um também apresentava dermatite exfoliativa. Este sinal clinico é referenciado na
bibliografia como sendo um sinal frequente na Leishmaniose Canina, observado em 24 a 30%
dos animais (Ciaramella, et al., 1997; Koutinas et al., 1999), e normalmente associado a
presenca de dermatite exfoliativa (Koutinas & Koutinas, 2014).

Os sinais clinicos digestivos sao relatados na bibliografia como pouco frequentes nos
animais com Lcan (Adamama-Moraitou et al., 2007), mas no estudo foram dos sinais clinicos
mais frequentemente descritos (31%). A teoria de que a presenca deste tipo de sintomatologia
estd associada a uma insuficiéncia hepética ou renal resultante da evolucdo da doenca
(Koutinas et al., 1999; Adamama-Moraitou et al., 2007) pode explicar a frequéncia verificada,
até porque 27% dos animais com Leishmaniose apresentavam alteracdes hepaticas e/ou

renais.
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A claudicacédo foi detetada em 8% dos animais com Lcan, estando de acordo com a
frequéncia registada em outros estudos (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999), apesar
de Agut et al. (2003) ter observado esta alteragdo em 45% dos animais infetados.

Existem estudos que nao reportam a existéncia de sinais neurolégicos em animais com
Lcan, mas ndo excluem a possibilidade de poderem ocorrer (Blavier et al., 2001). Um estudo
efetuado por Vinuelas et al. (2001) identificou a presenca de sinais neurolégicos em dois
animais infetados com L. infantum. No estudo efetuado verificou-se a sua presenca em dois
animais infetados, embora néo tenham sido descartados outros diagndsticos diferenciais que
poderiam causar a sua presenca, pelo que ndo se pode assumir concretamente esta
associacao.

A esplenomegalia € um achado cuja prevaléncia varia entre os 9% (Koutinas et al.,
1999) e os 53% (Ciaramella et al., 1997), em estudos semelhantes. Apenas foi identificada
esta alteracdo num animal (4%). Esta grande variacdo pode dever-se ao facto de ser uma
alteracdo que muitas vezes nao é percetivel & palpacao, e geralmente, para a sua detegéo ser
necessario recorrer ao auxilio de métodos de diagndstico complementares, como a radiologia
ou a ultrasonografia (Koutinas et al., 1999)

No estudo apenas foi detetada a presenca de linfadenomegalia periférica em 8% dos
animais, apesar de na literatura ser descrita entre 0os 62% e os 90% dos animais infetados com
L. infantum (Ciaramella, et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Lima et al., 2004; Baneth et al.,
2008; Cortes et al., 2012). Existem autores que reportam a atrofia dos linfonodos em alguns
animais sintométicos (Giunchetti et al., 2008), principalmente em estados avancados de
doenca, especialmente em animais com faléncia renal (Koutinas et al., 1999).

Os trés cdes com Lcan que tinham lesBes oculares também apresentavam outras
manifestagdes clinicas. A frequéncia obtida (12%) est4 de acordo com a j& descrita por outros
autores (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Pefia et al., 2000). Todos 0s animais
evidenciaram sinais de conjuntivite, e apenas um, queratoconjuntivite, sendo que estas
alteracdes segundo Peflia et al. (2000) séo bastante frequentes. No entanto nenhum animal
apresentou uveite anterior, alteragéo esta mais frequentemente descrita na literatura.

Outros sinais clinicos como anorexia, perda de peso, prostracdo, mucosas palidas,
polidipsia e desidratagdo foram observados com uma frequéncia muito aproximada da ja
relatada por outros autores (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Cortes et al., 2012)

N&o foram identificados sinais clinicos como polidria, febre e atrofia dos musculos nos
animais infetados. Provavelmente tal facto deve-se ao diminuto tamanho da amostra, até
porque sdo consideradas manifestacfes clinicas pouco frequentes (Koutinas et al., 1999;
Blavier et al., 2001; Koutinas & Koutinas, 2014).

Cerca de 31% dos animais apresentavam anemia nao regenerativa, normocitica e
normocrdémica. Esta foi uma das alteracdes, a nivel do hemograma, mais registadas, tal como
mencionado na literatura (Ciaremella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Solano-Gallego, 2011).

O desenvolvimento de um quadro de anemia esta associada a inUmeros fatores, tais como
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insuficiéncia renal crénica com reducédo de producéo de eritropoietina, perdas de sangue, hipo
ou aplasia medular ou mecanismos auto-imunes (Koutinas et al., 1999; Paltrinieri et al., 2016).

Um leucograma superior ao normal foi um achado tédo frequente como a anemia e
apenas 13% dos animais apresentaram leucopénia. Os valores obtidos diferem da bibliografia,
as alteracdes do leucograma sdo considerados achados inconsistentes e portanto pouco
especificos nesta doenca (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

Foi identificada a presenca de trombocitopénia em apenas um dos trés animais que
apresentaram sinais clinicos indicativos de distlrbios de hemostase (um com epistaxis e dois
com hematoquézia), pelo que, muito provavelmente, estas hemorragias podem estar
associadas a outros fatores, como comprometimento da hemostase secundaria, fibrindlise
(Ciaramella et al.,, 2005), hiperviscosidade sérica induzida pela hiperglobulinémia,
trombocitopatia e rinite ulcerativa ou ndo, esta Ultima no caso de epistaxis (Petanides et al.,
2008).

Considera-se existir lesdo renal em praticamente todos os animais infetados, mas
normalmente sé surgem as primeiras alteracdes clinicas e séricas quando a maioria dos
nefronios estd acometida, isto é, nas fases avancadas de doenca (Baneth et al., 2008).
Verificou-se que 37% dos animais apresentaram valores aumentados de ambas as enzimas
renais, ureia e creatinina, frequéncia a qual esta de acordo com a bibliografia (Solano-Gallego
et al., 2011). Destes animais, nos quatro que realizaram uriandlise, identificou-se a presenca
de proteina na urina, que € indicativo de afecdo glomerular. A insuficiéncia renal € a principal
causa de morte em canideos com Leishmaniose, pelo que esta é tomada em conta como fator
de prognoéstico da doenca (Solano-Gallego et al., 2011).

A nivel hepético apenas oito animais apresentaram a elevacdo da actividade da FAS,
sendo que nenhum apresentou elevagdo da atividade da ALT. Também nédo se observaram
sinais clinicos indicativos de faléncia hepética. Os resultados obtidos estdo de acordo com o
estudo conduzido por Rallis, que observou uma elevada prevaléncia de hepatite subclinica em
animais infetados. O facto de nenhum animal apresentar elevagéo da atividade da ALT prende-
se com o facto de ser uma doenga hepatica progressiva, e ndo de caracter agudo com extensa
necrose dos hepatécitos (Rallis et al., 2005).

Os valores séricos de proteinas e globulinas plasméticas encontravam-se aumentados
na grande maioria dos animais, tal como descrito na bibliografia, no entanto, com uma
frequéncia inferior a ja descrita (Ciaremella et al., 1997; Koutinas et al., 1999), sendo que tal
resultado pode estar associado a presenca concomitante de hipoalbuminémia, que pode
contribuir para uma normalizacdo dos valores de proteina total obtidos.

A gamopatia do tipo policlonal é a mais frequente, e raramente se verificam casos de
gamopatia monoclonal. No estudo, apesar da gamopatia policlonal ser a mais frequente,
também se registou um elevado nimero de casos com gamopatia monoclonal. Estes resultados
podem dever-se a possivelmente alguns animais apresentarem outras hemo-infecdes

concomitantes ou mieloma miltiplo (Paltrinieri et al., 2016). Dos quatro animais que
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apresentaram gamopatia monoclonal, dois foram testados para a presenca de hemoparasitas
e em ambos identificou-se uma infecdo por Ricketssia conorii.

A diminuicao da concentracao de albumina sérica registada em 8 de 26 animais (47%),
pode ser resultante de um distirbio da sintese hepatica, em casos de doenca hepatica crénica,
de uma perda renal, em casos de doenca glomerular, da diminuicdo da capacidade de absorcao
intestinal da proteina, ou entdo, pode estar associada a uma doenca cronica (Koutinas et al.,
1999; Rallis et al., 2005). A causa mais provavel para a diminuicdo de albumina sérica serédo
as perdas renais, até porque 5 destes 8 animais apresentavam azotémia, e em dois destes
animais, os Unicos que realizaram uriandlise, verificou-se a presenga de proteina na urina.

Foi detetada a diminuicdo do RAG em 45% dos animais infetados, valor inferior ao
observado na literatura. Dos seis animais no qual se descreveu alteracdo, cinco (83%) tinham
Leishmaniose. Foi assim a alteracéo laboratorial com maior significado, tal como é considerado
por alguns autores (Almeida et al., 2005).

De uma forma geral, consoante 0os motivos para a realizacao do diagndstico, variou a
técnica de diagnéstico sorolégico aplicada pelo meédico veterinario, bem como a sua
interpretacdo, tal como recomendado por diferentes autores (Solano Gallego et al., 2009;
Paltrinieri et al., 2016).

A grande maioria dos canideos que realizaram teste de diagnostico, fizeram-no com o
objetivo de iniciar a profilaxia da Leishmaniose com Canileish® ou Leisguard®. Os médicos
veterinérios seguiram as recomendacdes de verificar se 0 animal era sorologicamente negativo
antes da administracdo da vacina, sendo maioritariamente empregue o teste rapido Speed
Leish K®, tal como recomendado pelo laboratério (EMA, 2011). O teste de ELISA foi utilizado
em alguns casos, provavelmente, o médico veterinrio optou por este teste dado apresentar
um desempenho de diagnéstico superior ao teste anterior. A técnica de PCR apenas foi
realizada em animais que obtiveram resultados inconclusivos nos testes anteriormente
descritos, tal como recomendado por Noli e Saridomichelakis (2014). Segundo Solano-Gallego
et al. (2014), o teste rapido ndo devia ser utilizado para confirmar a auséncia do parasita, dado
a baixa sensibilidade do mesmo e provavelmente estarem a ser vacinados animais
seropositivos. Também foi realizado o teste de diagnéstico em animais que iniciaram o
Leisguard®, apesar de segundo as recomendac8es de utilizacdo propostas pelo laboratério
(AEMPS, 2015), néo existir necessidade de o fazer.

Para descartar a presenca de infecdo por L. infantum em animais clinicamente
suspeitos, a técnica mais adotada foi a sorologia quantitativa, tal como proposto pela
bibliografia (Solano-Gallego et al., 2014; Paltrinieri et al., 2016), uma vez que tem a vantagem
de permitir quantificar o nivel de anticorpos presentes e, consequentemente, obter resultados
mais consistentes em relacéo a presenca da infe¢do. Num reduzido niUmero de casos suspeitos
recorreu-se a utilizacao do teste rapido, provavelmente, porque apesar da sua performance de
diagnéstico ser inferior ao teste referido anteriormente, tem a vantagem de ser uma op¢&o mais

econdmica e permite obter um resultado rapido (Solano-Gallego et al., 2014). Ja a técnica de
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PCR foi aplicada a um limitado nimero de casos com resultados inconclusivos, tal como
indicado por Noli e Saridomichelakis (2014).

Um animal vacinado clinicamente suspeito apresentou um resultado positivo no teste
rapido, mas acabou por confirmar-se a auséncia do parasita por técnica de PCR. Esta
problematica vai em conta com uma das grandes desvantagens da vacina, uma vez que ndo
permite uma distingdo entre os anticorpos vacinais e os produzidos pela resposta imunitaria ao
parasita (EFSA, 2015), apesar de Sagols e colaboradores (2012) suportarem que o teste rapido
Speed Leish K® permite esta distin¢éo.

Animais saudaveis nos quais se pretendia descartar a presenca de infegcéo, o teste
utilizado em cerca de metade dos animais foi o teste de ELISA. No entanto, em 26% dos
animais optou-se pela realizacdo de um teste rapido. A utilizacdo deste Ultimo nédo é
recomendada para o diagnéstico de animais com doenca subclinica, uma vez que apresenta
uma baixa sensibilidade (Solano-Gallego et al., 2014), sobretudo em animais residentes em
zonas endémicas de Leishmaniose (Solano-Gallego et al., 2009). Recorreu-se a técnica de
PCR num reduzido nimero de casos, uma vez que 0s animais encontravam-se vacinados com
Canileish®, para evitar uma possivel interferéncia dos anticorpos vacinais. Sendo, no entanto
este procedimento mais dispendioso e mais invasivo, dependendo do tipo de amostra a utilizar.

Para a monitorizacdo de animais diagnosticados com Lcan, o teste optado foi
essencialmente o teste quantitativo de ELISA, tal como recomendado por diferentes autores
(Solano-Gallego et al., 2009; Oliva et al., 2010; Torres et al., 2010; Roura et al., 2013). Este
teste sorolégico tem a vantagem de determinar o nivel de anticorpos e, consequentemente,
permite avaliar a resposta do animal a terapia instituida, bem como, identificar antecipadamente
a progressao da doenca, no caso de animais que suspenderam o tratamento. Uma reducédo do
titulo de Ac é indicativo de uma resposta clinica favoravel ao tratamento. Ja se, o nivel de Ac
aumentar ou manter-se, é indicativo de uma auséncia de resposta face ao tratamento, ou do
reaparecimento da doenca, caso 0 animal ja tenha suspendido o tratamento (Solano-Gallego
et al., 2009; Oliva et al.,, 2010; Roura et al., 2013). Um limitado niamero de casos ja
diagnosticados realizaram teste de PCR, um com o propésito de confirmar o diagnéstico de
Leishmaniose efetuado noutro CAMV e um outro para avaliar a presenca do parasita no tecido
conjuntival, devido a presenca de lesBes oculares.

O valor do titulo de anticorpos anti-Leishmania obtido com a realizacdo do teste
guantitativo de ELISA variou consoante a presenca / auséncia de sinais clinicos. Apesar de ndo
existir uma associagdo significativa, os resultados demonstram que animais sintomaticos
exibem titulos de Ac superiores quando comparados com 0s animais assintomaticos. Os
resultados suportam os estudos prévios (Reis et al.,, 2006; Mir6 et al.,, 2012). Reis e
colaboradores (2006) sugerem que as IgG anti-Leishmania plasmaticas podem ser marcadores
ndo sé do estado clinico do animal, como também permitem inferir a carga parasitaria nos
tecidos, sendo por isso considerados bons indicadores da morbilidade da doenca.

N&o foi possivel alcancar o objetivo de relacionar o tipo de profilaxia adotada com o

ndamero de casos de animais diagnosticados com L. infantum, dado o facto de a informacao
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disponivel ser insuficiente, por existir um grande numero de fichas sem o registo sobre a
profilaxia desta infecdo. Torna-se importante ressalvar que a informag&o obtida nas fichas
clinicas é limitada, e que os animais poderdo usar outros produtos veterinarios profilaticos, ja
gue estes podem ser adquiridos noutros CAMV ou em estabelecimentos comerciais legalizados
para a venda de produtos farmacéuticos de uso veterinario.

Dos animais diagnosticados com Leishmaniose pela primeira vez, quatro faziam a
profilaxia da infecéo e dois ndo, apenas um destes animais estava protegido contra a aquisi¢do
da infecdo através do uso de uma coleira repelente e inseticida (Scalibor®) e os restantes trés
animais estavam protegidos através da toma de um imunoestimulante (Leisguard®) ou da
vacinacédo (Canileish®).

Os dois caes diagnosticados com a infecdo por L. infantum que se encontravam
vacinados, manifestavam uma grande variedade de sinais clinicos. Tal facto pode estar
relacionado com a presenca de uma coinfecdo, que pode contribuir para exacerbar os sinais
clinicos presentes, ou com falha de eficicia vacinal. No entanto, os estudos existentes até ao
momento reportam a eficacia da vacina na prevencdo do desenvolvimento de doenga clinica
(Oliva et al., 2012; Wylie et al., 2014a).

O animal que realizava Leisguard® apenas manifestou algumas lesdes
dermatoldgicas, ndo apresentando qualquer tipo de alteracéo a nivel laboratorial. O Leisguard®
estimula a imunidade celular pelo que além de prevenir a infecdo, também minimiza o
desenvolvimento da doenga clinica (Sabate et al., 2014), raz&o que pode justificar os poucos
sinais clinicos observados. No entanto, este método profilatico carece de mais estudos para
confirmar a sua eficicia (EFSA, 2015).

Tendo em conta que ndo existe henhuma medida profildtica 100% eficaz e sendo
Portugal uma zona endémica de Leishmaniose, torna-se crucial a ado¢do de mais do que uma
medida profilatica, o uso de inseticidas / repelentes, especialmente no periodo de actividade
flebotominica, e se possivel, vacinar os animais, ou instituir uma terapéutica imunoestimulante.
Assim, caso os fleb6tomos escapem ao efeito inseticida / repelente, a vacina ira prevenir o
estabelecimento da infe¢do (Solano-Gallego et al., 2011).

Dos animais diagnosticados em anos anteriores e que ja tinham efetuado tratamentos,
dois faziam terapia imunomodeladora e um usava coleira repelente e inseticida. O tratamento
para além de permitir uma remissdo dos sinais clinicos, também é importante para diminuir a
carga parasitaria e assim diminuir a probabilidade de transmissdo de L. infantum para o
fleb6tomo. No entanto, € crucial o uso de formulacdes inseticidas e/ou repelentes, para assim
prevenir as picadas dos flebétomos e sua infecdo (Solano-Gallego et al., 2011; Vulpiani et al.,
2011). Assim sendo, animais infetados deveriam estar protegidos por um conjunto de medidas
de forma a controlar o seu papel de hospedeiro reservatério de L. infantum.

Apo6s a administracdo da vacina Canileish® foi registado de forma muito frequente
(18%) o aparecimento de sinais clinicos, 0s quais muito provavelmente estardo associados a
utilizacdo deste produto. O valor obtido ndo estd de acordo com o Ultimo estudo oficial da

VIRBAC, no qual se descreve a rara ocorréncia (0,079%) de efeitos adversos (Breton et al.,
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2014). A obtencdo de um valor superior ao reportado na farmacovigilancia pressupde a
existéncia de uma subnotificacdo dos casos, provavelmente porque muitas reacdes adversas
ja séo encaradas com normalidade, quer pelo médico veterinario, quer pelo proprietario.

A maioria dos efeitos observados na nossa amostra foram sistémicos e 0os menos
observados foram locais, apesar de segundo a bibliografia estes Gltimos serem 0s mais
frequentemente observados. Esta diferenca pode dever-se a acao local do anti-inflamatério
administrado aquando a vacinacdo, ou entdo, por serem desvalorizados e assim néo
comunicados pelos proprietarios, precisamente por serem sinais locais transitérios.

Ao contrario da literatura, verificaram-se sete casos (6,6%) de reacdes graves de
hipersensibilidade, sobretudo na 3° dose da primovacinacéo, apesar também se ter verificado
a sua ocorréncia na 2° dose da primovacinacdo e no reforco anual. Coedo (2013) também
descreve a ocorréncia deste tipo de reacdes aquando da 2° e 3° doses.

A maioria dos animais acometidos eram de raga pequena, no entanto as reacdes mais
graves foram mais frequentemente relatadas em animais de tamanho médio e grande, néo se
verificando no entanto a existéncia de uma associa¢éo estatistica. Os resultados obtidos estdo
de acordo com Coedo (2013) e vao contra as especula¢gBes de que animais de pequeno porte

sdo mais sensiveis ao aparecimento de rea¢des adversas.

6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O estimulo para a realizacdo deste estudo prendeu-se com o facto de a Leishmaniose
ser uma zoonose de caracter (re) emergente, possivelmente gragas as alteragdes climaticas
gue se tém vindo a observar nos Ultimos tempos que tem favorecido o aumento da actividade
flebotominica e da duracdo da época de transmissdo de Leishmania infantum. Além de,
atualmente, devido a crise socioeconémica, muitos proprietarios terem vindo também a
descurar na profilaxia dos seus animais de companhia.

Este estudo permite contribuir para a avaliacdo da situagéo atual, contribuindo assim
para uma intervenc¢do posterior no &mbito do diagnéstico, prevencédo e controlo da doencga. O
aluno com a execucéo deste trabalho ndo s6 alcancou a maioria dos objetivos a que se propds,
como também desenvolveu competéncias relacionadas com as préaticas da investigacéo
cientifica.

Pode-se concluir que a Leishmaniose Canina é diagnosticada na pratica clinica com
relativa frequéncia, pelo que esta doenga deve continuar a ser incluida na lista de diagnosticos
diferenciais quando perante uma suspeita de infegdo sistémica. Os animais diagnosticados
provém de diferentes municipios pertencentes a Area Metropolitana de Lisboa, e verificou-se
gue a area em estudo retine um conjunto de condic¢des favoraveis a manutencéo do seu vetor,
cuja presenca € fundamental para que ocorra a transmissao da Leishmaniose. Face a (re)
emergéncia descrita noutros paises pertencentes a Europa, torna-se importante otimizar as
redes de vigilancia entomoldgica e epidemioldgica existentes no territério nacional. Seria

necessario avaliar a distribuicdo geografica de um maior nimero de animais para conseguir
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determinar as areas de risco, o que permitiria dirigir de forma mais acertada as medidas de
controlo necessarias a serem instituidas. Também seria interessante explorar a distribuicédo
espacial dos casos de Leishmaniose Canina e os de Leishmaniose Humana, para assim
estudar uma possivel associacéo entre estes dois fendmenos.

A compreensdo de fatores de risco associados a presenca de infecdo permitem auxiliar
no diagnéstico e adotar estratégias preventivas a nivel individual. No estudo realizado, os
animais com mais de sete anos de idade apresentam um risco acrescido de serem positivos a
L. infantum. Também, foi identificada a presenca de coinfecdes em animais com leishmaniose,
0 que nao s6 dificulta o diagnéstico, como, também, pode ter repercussdes negativas no
prognostico da doenca.

Os animais infetados com L. infantum podem apresentar sintomatologia clinica
bastante heterogénea, predominando as manifestacfes cutaneas. Alteracdes laboratoriais
como anemia normocitica e normocrémica, altera¢des leucocitarias e/ou disproteinémias,
apesar de serem inespecificas sdo indicadas na literatura como sugestivas de infecdo. A
diminuicdo do racio Albumina / Globulina foi a alteracdo laboratorial mais concetanea com a
presenca de infe¢do por L. infantum. Pressupde-se que com a introducéo da vacinacdo se
comecem a registar alteragdes a nivel epidemiolégico e no curso clinico da doenca, pelo que
serd necessario a realizagdo de mais estudos para avaliar este pressuposto ao longo do tempo.

A abordagem diagndéstica feita pelo médico veterinario varia consoante os animais.
Dependendo do motivo do diagndstico varia o teste de diagnéstico a ser utilizado, bem como a
forma como os resultados destes testes sao interpretados. O titulo de anticorpos anti-
Leishmania, obtido através dos testes quantitativos de diagnéstico, pode refletir o estado clinico
do animal (assintomatico / sintomatico). Atualmente, os clinicos deparam-se com algumas
dificuldades no diagnéstico, nomeadamente em distinguir os anticorpos vacinais daqueles
produzidos pela presengca do parasita, pelo que seria importante o desenvolvimento de
protocolos laboratoriais que permitam esta distin¢ao.

Nao foi possivel avaliar a existéncia de uma relagdo entre a profilaxia adotada e os
animais diagnosticados com leishmaniose. Foi diagnosticada a presenca da infecdo em
animais que faziam a profilaxia da doenca, pelo que deve-se refor¢car a associacdo de mais do
gue uma medida profilatica, mas também elucidar a sua correta aplicacao aos proprietarios dos
animais. A profilaxia da infe¢&@o é determinante para o controlo n&o sé da infeg&o canina, como
da humana.

A ocorréncia de reagbes adversas apOs a vacinacao foi registada de forma muito
frequente, afetando maioritariamente animais de raga pequena, apesar dos efeitos mais graves
serem descritos, especialmente, em animais de porte médio a grande, pelo que serdo
necessarios mais estudos e uma maior colaboragdo por parte dos médicos veterinarios, para
reportar casos de efeitos adversos aos servigos de farmacovigilancia. Um maior volume de
informacdes sobre a vacina permitird avaliar de forma mais real a existéncia de reacgfes
adversas e sua frequéncia, sendo também fundamental para avaliar possiveis fatores de risco

associados a sua ocorréncia.
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