UNIVERSIDADE TECNICA DE LISBOA

Faculdade de Medicina Veterinaria

DOENCAS PARASITARIAS DO CAO TRANSMITIDAS POR INSECTOS CULICIDEOS
E PSICODIDEOS NO FUNCHAL E EM BARCELONA

BARBARA ANDREIA JARDIM GOMES

CONSTITUICAO DO JURI ORIENTADOR
Professor Doutor Virgilio da Silva Almeida Dr. Duarte Bruno Castro Correia
Professora Doutora |sabel Maria Soares
Pereira da Fonseca Sampaio CO-ORIENTADORA
Professor Doutor José Augusto Farraiae Professora Doutora |sabel Maria
SilvaMeireles Soares da Fonseca Sampaio

Dr. Duarte Bruno Castro Correia

2009

LISBOA






UNIVERSIDADE TECNICA DE LISBOA

Faculdade de Medicina Veterinaria

DOENCAS PARASITARIAS DO CAO TRANSMITIDAS POR INSECTOS CULICIDEOS
E PSICODIDEOS NO FUNCHAL E EM BARCELONA

BARBARA ANDREIA JARDIM GOMES

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA VETERINARIA

CONSTITUICAO DO JURI ORIENTADOR
Professor Doutor Virgilio da Silva Almeida Dr. Duarte Bruno Castro Correia
Professora Doutora | sabel Maria Soares
Pereira da Fonseca Sampaio CO-ORIENTADORA
Professor Doutor José Augusto Farraia e Professora Doutora Isabel Maria
SilvaMeireles Soares da Fonseca Sampaio

Dr. Duarte Bruno Castro Correia

2009

LISBOA



Agradecimentos

Ao meu orientador, Doutor Duarte Bruno Castro Correia, Director clinico da Sociedade
Protectora dos Animais Domésticos, pela oportunidade de estagio concedida e pela
transmissdo do seu conhecimento e experiéncia profissional .

A minha co-orientadora, Professora Doutora Isabel Maria Pereira da Fonseca, Professora
Associada da Faculdade de Medicina Veterinéria, pela sua disponibilidade, gjuda e apoio na
realizacao desta dissertacéo.

Aos meus pais Carlos Humberto Gomes e Maria Olga Gomes, a minha irma Laura Gomes,
por todo o apoio, carinho, amor e paciéncia constante durante toda a minha vida e

essencialmente durante 0 meu estagio curricular e na escrita desta dissertacéo.

As minhas amigas Rita Pontes, Isabel Grou e a0 meu amigo Luis Paulo, pelo ombro amigo

durante os momentos mai s desafiantes deste trabal ho.

A todos os meus colegas de curso e, em especia a Rita Pontes, Luis Paulino, Dora Mancha,
Ana Gomes, pelo apoio, paciéncia e carinho incondicional proporcionados nos bons e maus

momentos de trabalho e lazer durante todos estes anos.

A todos os Médicos V eterinarios e Funcionarios da Clinica Sociedade Protectora dos Animais
Domeésticos e do Hospital Clinic Veterinari de Barcelona, pelo dptimo ambiente de trabalho

gue me proporcionaram e por tudo que me ensinaram.

Aos meus colegas estagidrios, pela amizade e por todas as experiéncias vividas durante o
estagio.

A Professora Doutora Marta Santa Ana Gouveia, da Direcciio Regiona de Agricultura e
Desenvolvimento Rura do Funchal, pela formidavel disponibilidade na cedéncia de material,
fundamental para a escrita da dissertacéo.






DOENCAS PARASITARIAS DO CAO TRANSMITIDAS POR INSECTOS CULICIDEOS
E PSICODIDEOS

Resumo

As doencas mais importantes, transmitidas por insectos culicideos e psicodideos, que afectam
a espécie canina, sdo a dirofilariose e leishmaniose. A dirofilariose € uma doenca crénica
causada pelo nematode da espécie Dirofilaria immitis, que existe predominantemente em
zonas de climas tropicais e subtropicais. Os insectos do género Culex, Anopheles € Aedes, S80
responsaveis pela transmissdo da forma infectante Lz. A leishmaniose € uma doenca
zoonGtica, causada pelo protozo&io da espécie Leishmania infantum, que existe
predominantemente na Bacia do Mediterraneo. Em Portugal e Espanha, os vectores
responsaveis pela transmissdo das formas infectantes, os promastigotas meteciclicas, ao
hospedeiro canideo, sdo as espécies Phebotomus perniciosus € O P. ariasi.

No presente trabal ho, foram realizados dois estudos retrospectivos, um sobre a dirofilariose na
Ilha da Madeira e que englobou 29 cées e outro sobre leishmaniose em Barcelona, que incluiu
20 animais. Relativamente ao estudo da dirofilariose, verificou-se que a maioria dos animais
eram assintométicos. O diagnéstico etioldgico foi realizado com base no exame fisico, pela
deteccdo de microfilarias e fildrias adultas, através da técnica de Knott modificada e de
ELISA. A terapéutica etiolégica englobou uma terapéutica adulticida com melarsomina,
seguida de uma terapéutica microfilaricida com lactonas macrociclicas. No estudo
retrospectivo da leishmaniose, observou-se animais com sinais clinicos muito variaveis, no
entanto, a maioria dos cées apresentam letargia, linfadenomegdlia, lesdes dermatol 6gicas. As
alteracbes laboratoriais mais observadas foram uma anemia ndo regenerativa e uma
hiperproteinémia com hiperglobulinémia e hipoalbuminémia. O diagndstico etioldgico foi
realizado com base no exame fisico, histérica clinica, por cELISA e RT-PCR. Diferentes
farmacos foram utilizados no tratamento, contudo o anti moniato de megluminae o aopurinol,

S30 0s mais utilizados.

Palavras-chaves: Dirofilaria, Leishmania, culicideos, psicodideos, cdo; Madeira, Barcelona






CANINE PARASITOLOGIC DISEASES TRANSMITED BY CULICIDAE AND
PSYCHODIDAE INSECTS

Abstract

Dirofilariosis and leishmaniosis are the man diseases transmitted by Culicidae and
Psicodidae insect that affect canines. Dirofilariosis is a chronic disease, caused by Dirofilaria
immitis that is prevalent in areas with a tropical or subtropical environment. Insects from de
genus Culex, Anopheles and Aedes are responsible for transmitting the Lz infective form.
Leishmaniosis is a zoonotic disease prevaent in the Mediterranean basin, caused by
Leishmania infatum. In Portugal and Spain, the main vectors, responsible for transmitting the
infected form, the metacyclic promastigotes, are Phebotomus perniciosus and P. ariasi.

In the purpose of the chosen theme, two retrospective studies were conducted: one on
dirofilariosis including 29 dogs at Madeira Island and another on leishmaniosis in 20 dogs &t
Barcelona. In the dirofilariosis study, most animals were asymptomatic. The diagnosis was
made by physical examination, detection of the microfilaria and adult heartworm, with the
modified Knott technique and by ELISA. The treatment was completed with an adulticide
therapy with melarsomine and a microfilaricide therapy with macrocyclic lactones. In the
lelshmaniosis retrospective study, many clinic signs were observed, but most dogs presented
lethargy, limphadenomegaly and dermatologic lesions. The major laboratory changes
observed were a non regenerative anemia and a hyperproteinemiawith hyperglobulinemia and
hypoalbuminemia. Diagnosis was made through clinical history, physical examination and
parasitological exams, by cELISA and RT-PCR. There are many different drugs which can be
used for treatment, but the most used in this study were meglumine antimoniate and

alopurinol.

Keywords: Dirofilaria, Leishmania, Culicidae, Psychodidae, dog, Madeira, Barcelona
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I.

INTRODUCAO
O estagio curricular foi desenvolvido na Clinica SPAD - Sociedade Protectora dos Animais

Domeésticos do Funchal entre o dia 28 de Setembro e o dia 28 de Novembro, com uma carga
horaria de 360 horas, e no Hospital Clinic Veterinari (HCV) de Barcelona entre o dia 8 de
Dezembro e o dia28 de Fevereiro com uma carga horaria de 420 horas.

As actividades variaram consoante o pais e a cidade na Clinica SPAD consistiram na
observagcdo e participacdo nos servicos de Medicina Interna, Imagiologia, Cirurgia e
Internamentos. No HCV consistiram na observacao e participacdo nos servigos de Medicina
Interna, Imagiologia, Cirurgia, Anestesiologia, Oftaimologia, Dermatologia, Neurologia,
Exaticos e Internamentos.

No servico de Medicina Internano HCV foi permitido iniciar as consultas externas, em que a
autora realizou a histéria pregressa e o exame fisico, seguidos por uma posterior discussao
com Médico Veterinrio, sobre os diagnosticos diferenciais, exames complementares a
realizar, possiveis diagnosticos e terapéutica a instituir. Foi também possivel estar presente
em consultas de oftalmologia, neurologia, dermatologia e de exdticos, com discussdo dos
possiveis diagnosticos diferenciais, exames complementares, diagnéstico e a terapéutica a ser
ingtituida No servico de Medicina Interna da Clinica SPAD, foi exequivel assistir as
consultas externas, com posterior discussdo dos respectivos casos. Entre as vérias consultas
assistidas, destaca-se algumas de maior interesse por parte da autora, como um meningioma
cervical numa cadela, tor¢éo gastrica num cdo, anemia hemolitica imunomediada num céo,
Demodicose num cdo (Figura 1), sarna notoédrica num coelho (Figura 2), prolapso vaginal
numa cadela, sndrome de Horner num cdo (Figura 3), megaésofago numa cadela,

poliradicul oneurite num céo, entre muitas outras.

Figura 1. Aspecto de Figura 2. Aspecto de uma Figura 3. Aspecto de

Demodicose  (fotografia srna  notoédrica  num sindrome de Horner num

original) coelho (fotografia cdo (fotografia original)
origina)




No servico de Imagiologia, a autora teve oportunidade de participar na realizacdo, revelacéo,
interpretacdo e discussdo das radiografias ef ectuadas. Também foi possivel assistir, interpretar
e discutir com o Médico Veterin&io do servico, algumas mielografias, ressonancias
magnéticas, ultrasonografias abdominais, oculares e cardiacas. Entre os varios exames
radiogréficos observados, € de salientar algum dos casos mais interessantes, como uma
hemivertebra num cachorro (Figura 4), um megaesdéfago numa cadela (Figura 5), e uma
hérnia diafragmatica num cachorro (Figura 6).

Figura 4. Hemivértebra num cachorro (fotografia original)

Figura 5. Megaestfago numa cadela Figura 6. Hérnia diafragmatica num
(fotografiaoriginal) cachorro (fotografia origina)

Em cirurgia, as actividades realizadas consistiram na preparagdo dos animais no pré-
operatorio, no apoio ao cirurgido durante a cirurgia, na monitorizagdo da anestesia e do pos-
operatério. No HCV, a monitorizagdo da anestesia foi efectuada enquanto a autora esteve no
servico de anestesiologia. Foi também possivel participar nas consultas de seguimento,
remocao de suturas e realizacdo de varios tipos de pensos.

As cirurgias mais frequentemente observadas foram orquiectomias em caes e em gatos como
também, ovariohisterectomias em cadelas e gatas. Algumas das cirurgias menos frequentes,
mas de grande interesse para a autora foram, uma colonopéxia a um gato com prolapso do
colon ap6s um prolapso recta (Figura 7), amputagcdo da cauda de um cdo, hemilaminectomias
para a resolucéo de hérnias toracolombares em trés cées, cirurgia as cataratas em trés caes,

resseccdo da cabeca do fémur num cdo, laparotomia exploratdria numa cadela, resolucéo



cirdrgica de um otohematoma num céo (Figura 8), uma prétese dentaria num cdo (Figura 9),

entre muitas outras.

Figura 7. Pormenor deuma  Figura 8. Aspecto de um  Figura 9. Aspecto de uma
colonopéxia num gato apés  otohematoma num cdo  protese dentaria num céo
um prolapso recta (fotografiaoriginal) (fotografia original)
(fotografiaoriginal)

No servico de Internamentos, as tarefas consistiram em turnos de doze horas a vinte e quatro
horas, em que participou na monitorizagdo dos animais, administracdo das medicacOes
instituidas, aimentagdo dos animais e passeio dos animais. A monitorizagdo consistiu hum
exame fisico completo, com medicéo da temperaturarectal, frequéncia cardiaca e respiratéria,
pulso, observacdo da coloracdo das mucosas e quando necessario medicdo da pressdo
sanguinea.

Ao longo de todo o estégio curricular, a autora teve a oportunidade de colocar cateteres
endovenosos, fazer recolha de sangue para posterior andise hematolégica e bioguimica,
realizacéo de testes rapidos de diagndstico, consultas de aconselhamento no acto de adopcéo
de animais e preenchimento das fichas de microchip. Através de um microscopio, pode
observar algumas das citologias auriculares e cutaneas, sedimento urinério, esfregacos de
sangue periférico para verificar apresenca de microfilérias, entre outras.

Adicionalmente, a autora participou em seminarios semanais com duracéo aproximadamente
de duas horas, no HCV, sobre vérios temas, como a diferenciacdo entre doenca renal e
insuficiéncia renal, hipertiroidismo, hipotiroidismo, coagulagdo, entre outros. E de salientar
gue também participou na discussao diaria de casos clinicos e de artigos, quando presente no
servico de oftalmologia.



II.

O motivo de escolha do tema

As doencas parasitérias cujos agentes etiol6gicos sdo transmitidos por insectos culicideos e
psicodideos, sdo doencas que ao longo dos anos tém vindo a ocorrer com maior incidéncia,
consequentemente a distribuicdo dos vectores, a sua capacidade de disperséo, a existéncia de
hospedeiros infectados, as condigdes climéticas e a movimentagdo dos animais entre zonas
endémicas e ndo endémicas.

A dirofilariose € a principal doenca no cdo transmitida pelos insectos culicideos, do género
Anopheles, Culex € Aedes. NO entanto apenas a espécie Dirofilaria immitis, € de grande
interesse e apresenta um caracter patogénico para canideos e felideos, sendo por vezes
zoonético. O primeiro caso de dirofilariose em humanos nos Estados Unidos da América foi
observado num cadéver de uma mulher em 1941 (Nissen, 2006). Este mesmo autor menciona
gue os casos de dirofilariose pulmonar em humanos, ocorrem predominantemente em regioes
onde a prevaléncia da dirofilariose canina é superior a 40%. Os insectos culicideos, sdo
também os vectores responsaveis pela transmissdo de Plasmodium, de Flavivirus e dos
nematodes Wuchereria € Brugia, em humanos (Ferasin & Knight, 2005).

A Leishmaniose, é uma doenca cronica e zoondtica causada por um protozoério difasico do
género Leishmania, transmitida por insectos psicodideos do género Phlebotomus € Lutzomyia
(Lima-Netto, 2001; Ferasin & Knight, 2005; Roze, 2005).

A dirofilariose e a leishmaniose foram as doencas mais frequentemente observadas e
diagnosticadas durante o estdgio curricular. A sua importancia deve-se a sua grande
prevaléncia nos locais onde a autora realizou o est&gio curricular e pelo facto de serem duas
doencas de grande importancia na Medicina Veterinaria e também em Salide Pablica.

A presente dissertacdo esta dividida em duas partes, em que a primeira consta de uma revisao
bibliografica sobre a dirofilariose e leishmaniose caninas e, a segunda parte, sobre um estudo

retrospectivo de todos 0s casos causados pel os agentes etiol gicos das doencas referidas.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

DIROFILARIOSE
1. Etiologia e epidemiologia
A dirofilariose, também conhecida como doenga do verme do coracdo, é uma infecgdo
causada pelo nemétode Dirofilaria immitis (Ferasin & Knight, 2005). Este parasita pertence
a0 Filo NEMATELMINTHES, Classe NEMATODA, Ordem Spirurida, Superfamilia
Filarioidea e Familia Onchercidae (Urquhart, Armour, Duncan & Jennings, 1996).



A dirofilariose apresenta-se distribuida pelas zonas de climas tropicais e subtropicais, da
América do Norte e Sul, Africa, México, Austrdia, Japdo, sul da Europa (Espanha, Itdlia,
Portugal, sul da Franca e Grécia) e no sul da Asia (Ferasin & Knight, 2005; Atkins, 2005;
Genchi, Rinaldi, Cascone, Mortarino & Gringoli, 2005; Genchi, Rinaldi, Mortarino, Genchi,
& Cringoli, 2009). Conforme a American Heartworm Society (AHS, 2005), D. immitis €
endémica nos Estados Unidos da América em pelo menos 48 estados, incluindo no Hawai,
Porto rico, Ilhas Virgens e Guam. Rochette (2003) menciona no seu trabalho, um estudo
realizado por Guerrero entre 1986 a 1990, demonstrando a prevaléncia de caes infectados em
Franca (1%), Itdlia (6% a 25%), Espanha (2%) e, em Portugal (14%).

Em Portugal, mais propriamente nas regides do sul, a prevaléncia varia entre 12% a 17%,
sendo mais elevada na llha da Madeira, onde 30% dos cées testados foram positivos as
microfilarias de D. immitis (Genchi et a., 2005). Num trabalho desenvolvido por Pereira da
Fonseca, Carvalho, Madeira de Carvalho & Carvalho-Varela (1991) sobre a prevaléncia da
dirofilariose na populacdo canina portuguesa, evidenciou-se uma percentagem maior de
animais parasitados por microfilérias na Ilha da Madeira (30%), seguida do Ribatejo e Oeste
(16,7%), Alentgjo (16,5%) e Algarve (12%). Neste mesmo estudo, foi evidenciada uma
prevaléncia bastante inferior, no norte e centro do pais (entre Douro e Minho, Trasos-
Montes, Beira Litoral e BeiralInterior). Segundo estes autores a temperatura necessaria para o
desenvolvimento do parasita no interior do mosguito pode explicar as menores prevaléncias
no norte do pais e as mais altas no sul do territério continental.

O parasita localiza-se primeiramente nas artérias pulmonares dos cées e, apenas no lado
direito do coracdo em circunstancias pouco comuns, como numa sindrome da veia cava ou
numa infeccdo macica (Kienle & Kittleson, 1998). O cdo domeéstico é o hospedeiro natural,
contudo, outras espécies também pode ser infectada por Dirofilaria immitis, incluindo o lobo,
raposa, coiote, gato domestico e selvagem, furdo, rato, ledo-marinho, guaxini e os humanos
(Atkins, 2005). Muitas destas espécies sdo designadas como hospedeiros acidentais, pelo
facto de os parasitas ndo sofrerem a maturacdo final necessaria para completar o ciclo
biologico (Ferasin & Knight, 2005).

A transmisséo de D. immitis depende de trés factores: (i) da presenca do mosquito vector; (ii)
da populagdo canina e (iii) da temperatura ambiente. Segundo Genchi et al. (2009), a
temperatura, a precipitacéo e a humidade relativa sdo os factores principais que determinam a
abundancia dos vectores. Nos climas tropicais e temperados, a temperatura ideal para o
desenvolvimento do vector € de 25°C a 27°C. Num trabalho desenvolvido por aqueles autores

evidenciou-se que a transmissao sazona da dirofilariose na Europa, ocorre no Verdo, entre



Junho e Setembro. Neste mesmo estudo, segundo varias estagdes meteorol dgicas, € 0 mésde
Julho que apresenta a temperatura mais adequada para o desenvolvimento da dirofilariose.
Existem mais de 3000 espécies de mosquitos, conquanto, apenas 60 sdo capazes de transmitir
D. immitis (Kienle & Kittleson, 1998). Estes insectos pertencem ao Filo ARTROPHODA,
Classe INSECTA, Ordem Diptera, Subordem Nematocera e Familia Culicidae. Nesta familia
existem cerca de 34 géneros, em que 0s mais importantes séo, Culex, Anopheles e Aedes
(Urguhart et al., 1996). Destes géneros, Simon et al. (2007) menciona algumas das espécies
competentes para transmitir D. immitis, como Culex pipiens, Aedes albopictus, Anopheles
maculipenis € Coquillettidia richiardii. Segundo Labarthe, Serrdo, Melo, Oliveira &
Lourenco-de-Oliveira (1998), os mosquitos da espécie Ae. taeniorhynchus, Ae. scapularis and
Cx. quinquefasciatus, S80 potencials vectores naturaisde D. immitis.

Estes mosquitos (Figura 10 e 11), sdo dipteros pequenos, com um comprimento de 2-10mm e
com patas longas, com pouco tempo de vida e, com um raio de dispersdo de cem metros do
local de alimentacdo. No entanto, podem dispersar-se por longas disténcias através do vento
(Urquhart et al., 1996). As fémeas dos mosquitos do género Anopheles, depositam mais de
200 ovos em grupos na superficie da &gua, durante a noite. As espécies do género Culex,
depositam ovos lado a lado de modo a formar uma “jangada’, que contém entre 100 a 300
ovos. Os mosquitos fémeas do género Culex, depositam 0S ovos na terceira noite apos
eclosdo. A maioria das espécies do género Aedes, depositam 0s seus ovos em substratos
himidos.As larvas eclodem gquando o teor de &gua é favoravel. Em alguns casos, 0S ovos
podem ser vidveis até aos 3 anos. Os ovos S30 resistentes e toleram temperaturas superiores a
40°C como também, temperaturas muito baixas. As larvas de todas as espécies destes géneros
s80 aguéticas e desenvolvem-se numa grande variedade de habitats, como em pocas de agua,
nas extremidades de uma piscina, entre muitos outros. As larvas de mosquitos necessitam
entre 3 a 20 dias para atingir o 4° estado. No Ultimo estado larvar, as larvas sofrem uma muda
para uma pupa. As pupas geramente ficam na superfice da dgua durante 7 dias e ndo se
alimentam. Os mosquitos adultos emergem apo6s o 7° dia do estado de pupa e reproduzem-se
apos 24 horas. As fémeas necessitam de uma refeicdo de sangue para desenvolverem os
ovarios e os ovos. As fémeas dos mosguitos vivem em média 2 a 3 semanas, enquanto 0
tempo médio de vida dos machos é mais reduzido (Wall & Shearer, 2001). Alguns mosquitos
apresentam uma alimentagdo diurna (e.g. Culex sp.), enquanto outros preferem alimentar-se
durante atarde (e.g. Aedes $p.). As maiorias destes mosquitos alimentam-se em caes, excepto
a espécie Culex pipiens, que para dém do cdo, aimenta-se também no gato (Kienle &
Kitleson, 1998).



Figura 10. Culex pipiens Figura 11. Culex pipiens (Adaptado
(Adaptado de Vries, 2006) de Vries, 2006)

Existem actualmente cinco espécies de mosquitos na llha da Madeira, Aedes aegypti, Culex
hortensis maderensis, Culex pipiens L., Culex theileri, Culiseta longiareolata € Ochelerotatus
eatoni (Santa-Ana, Khadem & Capela, 2006; Almeida, Gongalves, Novo, Sousa, Melim &
Gréacio, 2007). Num estudo recente realizado por Santa-Ana et al. (2006), foi comprovado a
presenca dalarva de D. immitis nos tibulos de malphigi e na cabecade C. theileri, indicando
assim, esta espécie como um potencial vector natural na transmisséo da dirofilariose na Ilha
daMadeira (Santa Anaet al., 2006).

Apesar da transmissao entre canideos fazer-se através de um vector, ja foram reportados casos
em que a infeccdo surgiu sem a presenca de um vedor. Segundo Kienle & Kittleson (1998)
esta descrita a transmissao vertical pela via transplacentaria, porém as microfilarias ndo tém
capacidade para atingirem a maturacdo, mas sdo infectantes para os mosquitos, contribuindo
para a continuacéo do ciclo.

Vérios sdo os factores de risco que predispdem para a infeccdo por D. immitis. Existe uma
diferenca significativa entre os sexos, sendo o macho mais afectado. Kienle & Kittleson
(1998) referem que o réacio entre macho-fémea é de 2 para 4:1. Este fecho pode ser explicado
pela sua maior exposicdo (cées vadios, de caca e de desporto) (Pereira da Fonseca et al.,
1991). A infeccdo € comum em cdes entre 0s 4 a 7 anos, mas em regides endémicas, €
possivel observala em cées mais novos (Kienle & Kittleson, 1998). Os cées de grande porte e
gue vivem no exterior das habitacOes apresentam um risco acrescdo em relacdo aos caes que
vivem no interior (Calvert & Thomason, 2008). O tipo de pelagem e araga ndo aparentam ter

gualquer influéncia nainfeccéo (Kienle & Kittleson, 1998). Segundo Pereira da Fonseca et al.



(1991) ndo ha predisposicdo consoante o tipo de pelagem, pelo facto dos mosquitos

escol herem éreas com pouco pélo.

2. Ciclo Biologico
No ciclo biologico da dirofilariose (Fgura 12), os mosquitos sd0 0s hospedeiros

intermediarios obrigatérios na transmissdo de D. immitis mas apenas as fémeas hematéfagas
sd0 capazes de infectar os caes (Ware, 2007). No hospedeiro definitivo, as microfilarias séo
produzidas pelas fémeas adultas e sdo libertas na corrente sanguinea. O mosquito infecta-se
a0 ingerir sangue de cdes infectados, ou de outras espécies susceptiveis, que tém larvas
imaturas (L 1), na corrente sanguinea (Kienle & Kittleson, 1998).

No mosquito, sofrem duas mudas (L1

para L, e L, para L3) no interior dos Figura 12. Ciclo biologico de Dirofilaria immitis no

tabulos de Malpighi, num periodo de cdo (Adaptado de Atkins, 2005)

8 al7 dias (Kienle & Kittleson, 1998;
Atkins, 2005; Ferasin & Knight,
2005). Durante 2 a 3 dias a forma

infectante L3, migra pelo corpo do

2 weeks

‘ 6-7 months

insecto até chegar a cabeca e .
acumula-se nas suas pecas bucas
(Kienle & Kittleson, 1998). Mais

Ly
tarde, durante a sua refeicdo de
sangue, a Lz sa das pegas bucas
depositando-se na pele do hospedeiro
(Kienle & Kittleson, 1998; Ferasin &
Knight, 2005).

O tempo de maturagdo no interior do

mosquito - depende  da - temperatura Legenda: months: meses; weeks. semanas; week: semana
ambiente, e varia entre 10 dias a 28°C

a30 diasa 18°C. A larva ndo sofre muda quando as temperaturas séo inferiores a 14°C. Existe
uma relacéo linear entre a temperatura ambiental e o desenvolvimento larvar, sabendo-se que
demoram 130 dias a desenvolver a 15°C e apenas 65 dias a 16°C e assim sucessivamente
(Kienle & Kittleson, 1998).

Uma vez no interior do hospedeiro, migra pelos tecidos subcutaneos, musculares e adiposo,
onde sofre duas mudas (L3 paraLs e de L4 parals) (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005).
A primeira muda ocorre logo apo6s a infeccdo do hospedeiro, entre 1 a 12 dias, enquanto a

muda final para Ls, ocorre entre 50 a 68 dias (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005). Estas
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formas adultas imaturas, com 1 a 2 cm de comprimento, depressa entram no sistema vascular
e através do fluxo sanguineo, chegam a artéria pulmonar (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins,
2005; Ferasin & Knight, 2005). A distribuicdo das fil&ias na artéria pulmonar, depende do
fluxo sanguineo pulmonar e arterial. A maioria das filérias alojam-se nos ramos das artérias
pulmonares dos lobos pulmonares caudais, por estes apresentarem maior fluxo sanguineo
(Kienle & Kittleson, 1998). Apds 190 a 285 dias (cerca 6 meses no céo e 7 a 8 meses no gato)
ou, 110 a 210 dias apbs chegarem a artéria pulmonar, atingem a maturidade sexua e
produzem microfilarias (L,). Apresentam uma periodicidade sazonal e diurna, sendo maior o
nimero de microfilérias, durante a tarde e no Verdo (Atkins, 2005). Devido a discordancias
entre autores, a cléassica descricdo de periodicidade, ndo pode ser aplicada consistentemente a
D. immitis (Kienle & Kittleson, 1998).

Na maioria das infecgdes experimentals, 40% a 70% das L 3 atingem o estado adulto no céo e,
apenas 5% a 10% no gato (Kienle & Kittleson, 1998). Consequentemente, a carga parasitaria
no gato € menor, variando entre uma a nove Ls, enquanto que o cdo pode apresentar mais de
100 (Kienle & Kittleson, 1998; Ferasin & Knight, 2005).

As filarias adultas vivem entre 5 a 7 anos no cdo e as microfilarias durante 30 meses (Atkins,
2005). Porém, no gato o tempo de vida é menor, podendo persistir durante 2 anos (Kienle &
Kittleson, 1998; Atkins, 2005).

3. Fisiopatologia
A dirofilariose € a principal causa de hipertensdo em regides endémicas (Ware, 2007). A

designacéo “doenca do verme do coragcdo” leva a sua ma interpretagdo, porque as filérias
adultas residem grande parte do seu tempo no sistema arterial pulmonar e, porque o0s caes s
manifestam sinais de doenca quando as artérias pulmonares e os pulmdes estdo |esionados
(Atkins, 2005).

A presenca dos nemé&odes adultos nas artérias pulmonares, causam uma proliferacdo da
intima, com consequente constri¢ao e oclusdo dos vasos. No entanto, o bloqueio directo pelas
Ls € uma possibilidade remota (Ferasin & Knight, 2005). A gravidade da lesdo e as
conseguéncias clinicas, estdo relacionadas com o nimero de filarias (que variam de 1 a 250),
aduracéo dainfeccéo e dainteracgdo entre 0 hospedeiro e o parasita (Atkins, 2005; Ferasin &
Knight, 2005). Contudo, apesar da gravidade da doenca ser frequentemente associada a carga
parasitéria a interaccdo hospedeiro-parasita € mais importante do que a carga parasitaria, no
desenvolvimento dos sinais clinicos (Ware, 2007).

As larvas localizam-se principamente nas artérias dos lobos pulmonares caudais (Atkins,
2005; Ferasin & Knight, 2005). No entanto, em grandes infecgdes, ocasionamente migram



para as artérias pulmonares principais, para o lado direito do coracdo e até mesmo para as
veias pulmonares (Atkins, 2005).

As lesbes que ocorrem nas artérias pulmonares sdo causadas pelas filaias, por accdo de
substancias toxicas, mecanismos imunoldgicos e trauma, originando uma proliferacdo das
vilosidades da miointima, inflamagdo, hipertensdo pulmonar, uma ateracdo na integridade
vascular e, por ultimo fibrose. Esta situacéo pode complicar-se com uma obstrucéo vascular e
vasoconstricdo causadas por um tromboembolismo de fil&ias mortas e dos seus produtos
(Atkins, 2005).

Na dirofilariose alesdo caracteristica, € uma proliferacdo das vilosidades da miointima. As
alteracOes induzidas pelas fil&rias, tém inicio com uma inflamagdo do endotélio, seguida de
uma distensdo das juncdes intercelulares e, de um aumento da permeabilidade vascular, que
leva a formacdo de um edema periarterial (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005; Ware,
2007).

A inflamag8o é regulada por eicosandides, mediadores quimicos que induzem ou suprimem a
inflamac&o. A sintese de el cosandides € mediada pel as cicloxigenases (COXS) e lipoxigenases
(LOs). Varios sdo os tipos de células que participam na sintese de eicosandides, enquanto
muitas outras células, representam o alvo, para a accéo destes mediadores. A actividade do
COX-2, leva a producéo de prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs), enquanto 5-LO esta
associado a producéo de leucotrienos (L Ts). Cada uma destas moléculas tem diferentes efeitos
reguladores no processo da inflamacdo. Por outro lado, os leucécitos interagem com
moléculas de células de adesdo endotelial, como a molécula de adesdo da célula vascular
(VCAM-1), molécula 1 de adesdo intracelular (ICAM-1), moléculas de adesdo da célula
endotelia plaquetar (PECAM-1), selectinas e outros (Morchon, Rodriguez-Barbero, Velasco,
Lopez-Belmonte & Simén, 2008).

Num estudo experimental, Morchén et al. (2008) demonstraram que um extracto de antigénio
de D. immitis adulta (DiSA), induz uma modificacdo numa cultura de células endoteliais
humanas. A DiSA activa a expressdo do COX-2, PGE, e das enzimas responsaveis pela
sintese de Oxido nitrico (NO), Oxido nitrico sintetase do tipo endotelial (eNOS) e do tipo
macrofagico (iNOS), pelas células endoteliais 24 horas apds estimulagdo. COX-2 activa o
percurso do acido araquidonico e produz PGE,. Este eicosandide estd implicado na regulacao
dafuncéo vascular, reparacdo tecidular, processo inflamatério e lesdo pulmonar, enquanto que
0 NO actua em diferentes mecanismos, incluindo na regulacdo autdcrina da pressao vascular.
Neste estudo, também foi demonstrado, uma diminuicéo da permeabilidade vascular, devido a
accdo dos dextranos, entre as 12 horas e 24 horas ap0s a estimulagdo com o antigénio DiSA.
Apesar de contraditério, Morchon et al., (2008) e Simoén et a., (2008) relacionaram a PGE>
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com o decréscimo da permeabilidade pelos dextranos nas células endoteliais dos vasos
pulmonares, indicando uma possibilidade, de que o aumento da expresséo da PGE, neste
caso, possacontribuir paraa diminuicdo da permeabilidade do endotélio das células culturais.
A lesdo endotelial promove a activacdo e o recrutamento de células inflamatorias activadas,
dos leucdcitos e das plaguetas. A migracdo destas células e a producdo de factores troficos,
levam a que as células do musculo liso migrem e proliferem da tinica média para a intima
(Atkins, 2005; Ware, 2007). Os factores troficos (e.g. factores de crescimento derivados das
plaguetas), estimulam a multiplicacdo das células musculares, que por sua vez, produzem
protuberéncias na tunica intima da artéria pulmonar (Kienle & Kittleson, 1998; Ferasin &
Knight, 2005). A migragdo destas células sob a acgdo de factores de tréficos, induzem uma
ligeira proliferacéo, com acumulacéo de colagénio e eventual mente fibrose (Atkins, 2005).

A proliferacdo vilosa da tunica intima ocorre entre trés a quatro semanas apos a chegada das
filarias adultas. As vilosidades, reduzem o |Umen das artérias pulmonares mais pequenas e,
originam uma lesdo proliferativa mais extensa (Ware, 2007). O edema das células endoteliai s
e a ateracdo das jungdes intercelulares, aumentam a permeabilidade vascular do pulméo
(Atkins, 2005). As larvas mortas, incitam uma resposta intensa do hospedeiro, complicando a
doenca pulmonar. Os fragmentos das larvas e de trombos, estimulam uma reaccdo que leva a
formagdo de fibrose. Todo este processo pode promover uma trombose, bem como uma
reaccao tecidular perivascular (Ware, 2007). O edema periarterial formado, pode ser grave, ao
ponto de ser visivel radiograficamente (Atkins 2005; Ware, 2007). Além desta ateracéo,
também é possivel observar-se um infiltrado inflamatério e um aumento da densidade
intersticial e alveolar (Atkins, 2005).

Os vasos dos |obos pulmonares caudal e acessorio, sdo 0s mais afectados pela proliferacéo das
vilosidades e distribuicéo larvar. Estes vasos dilatam na sua por¢do proximal e tornam-se
tortuosos com o aumento da presséo arterial, resultante da resisténcia do fluxo sanguineo e da
ma perfusdo dos mesmos (Ware, 2007). Assim, as artérias pulmonares afectadas, perdem a
sua conformagdo normal, ficando dilatadas com uma parede ténue e tortuosa e, com superficie
endotelial enrugada (Atkins, 2005; Ware, 2007).

A vasoconstricdo pulmonar ocorre secundariamente a producéo de substéancias vasoactivas
pelas dirofilarias. Maistarde, a hipdxiainduzida por uma ma ventilagdo-perfusdo secundéria a
uma pneumonia eosinofilica ou a uma consolidacdo pulmonar ou ambas, contribui para a
vasoconstricdo. O resultado € uma hipertensdo pulmonar e 0 compromisso do débito cardiaco.
A hipertensdo pulmonar € exacerbada pelo exercicio fisico ou por qualquer situacéo que leve
a0 aumento do output cardiaco. O lado direito do coragdo por suavez, ndo resiste ab aumento

da pressdo e, através de mecanismos de compensacao sofre uma hipertrofia excéntrica. No
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entanto, em infeccBes graves, descompensa e progride para uma insuficiéncia cardiaca direita
(Atkins, 2005). Em acréscimo, 0 stress hemodindmico, as ateracbes geométricas e a
remodelacdo cardiaca, podem contribuir para uma insuficiéncia da tricispide e insuficiéncia
do miocérdio, com activacéo neurohormonal e sinais clinicos da uma insuficiéncia cardiaca
congestiva (Atkins, 2005; Ware, 2007).

O tromboembolismo pulmonar é desencadeado em consequéncia da agregacéo plaquetaria,
seguido de uma exposi¢do do colagénio secundaria alesdo endotelial, causada pelos parasitas.
Pode também ocorrer, devido a morte das fil &rias adultas por um processo espontaneo ou pelo
tratamento adulticida (Ferasin & Knight, 2005). O tromboembolismo pode precipitar e até
mesmo agravar 0s sinais clinicos, produzindo ou complicando a hipertensdo pulmonar,
insuficiéncia cardiaca direita ou, em casos raros, o enfarte pulmonar (Atkins, 2005). Num
estudo experimental de Ferasin & Knight (2005), a administracéo intravenosa (1) de um
extracto de D. immitis, provocou a degranulacdo dos mastdcitos e a producéo de histamina,
gue consequentemente induziu choque nos caes. Este fendmeno € causado por uma substancia
desconhecida presente no extracto, que pode explicar o colapso circulatério que ocorre
ocasionalmente nos caes, apds a morte espontanea dos parasitas ou do tratamento adulticida
(Ferasin & Knight, 2005).

A morte macica e subita das larvas apds a terapéutica adulticida, pode comprometer o fluxo
sanguineo pulmonar e originar uma consolidacdo pulmonar.nas areas afectadas. Este quadro
pode se exacerbar quando associado ao exercicio. A exacerbacdo pelo exercicio, reflecte-se
pelo aumento do fluxo da arterial pulmonar, com saida de mediadores inflamatorios para o
parénquima pulmonar, através de artérias pulmonares lesadas e permedveis. As lesdes no
parénguima pulmonar podem ser causadas por outros mecanismos, para aém da consolidacéo
apos um tromboembolismo (Atkins, 2005). A embolizacdo e o enfarte arterial, fibrose e a
hipersensibilidade eosinofilica, contribuem para o desenvolvimento de lesdes
parenquimatosas pulmonares (Ware, 2007). A pneumonia eosinofilica é a causa mais comum
na dirofilariose oculta, em que ha destruicdo imunomediada das microfilarias conduzindo a
uma amicrofilarémia. Este sindrome ocorre quando ha ligagcdo entre os anticorpos e as
microfilarias na circulagdo pulmonar, promovendo uma reaccdo inflamatéria. Outra forma de
doenca do parénquima pulmonar associada a dirofilariose, mas menos comum, € a pneumonia
eosinofilica granulomatosa (Atkins, 2005). A sua causa e patogenicidade sdo desconhecidas,
mas Atkins (2005) sugere ser similar a pneumonia aérgica da dirofilariose. Atkins (2005)
menciona que as microfilérias aprisionadas nos pulmdes, ficam rodeadas por neutréfilos e

eosindfilos, que eventual mente formam granulomas e causam uma linfadenopatia bronquial.
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Em casos de infeccBes graves, particularmente quando o nimero das Ls é elevado, podem
ocorrer migracoes retrogradas, da artéria pulmonar para o lado direito do coracdo, atrio direito
e vela cava. Perante esta situacdo, a vavula triclspide perde a sua funcionalidade, e quando
associada a hipertensdo pulmonar, surge uma insuficiéncia cardiaca direita (Ferasin & Knight,
2005). A insuficiéncia cardiaca direita com hepatomegdlia, diminuicdo do output cardiaco e
hemdlise intravascular, com hemoglobinémia e hemoglubindria, é referida como a sindrome
de veia cava (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005). A hemdlise e a hemoglubinémia,
ocorrem quando a membrana cdular dos eritrocitos € lesionada, devido ao contacto dos
eritrocitos com os parasitas intravasculares. A sindrome de veia cava, também pode ser
caracterizada pela presenca das Ls na por¢cdo caudal da veia cava e por processos
tromboembdlicos, acompanhados por uma coagulacdo intravascular disseminada (CID)
(Ferasin & Knight, 2005).

Uma congestdo hepatica cronica secundaria a dirofilariose, pode causar lesbes permanentes
no figado e cirrose (Ware, 2007). E também comum haver a formag&o de imunocomplexos a
nivel renal em cdes com dirofilariose. Este processo caracteriza-se por uma nefropatia com
perda de proteina, hipoalbuminémia e, uma reducdo da anti-trombina plasmatica (ATIII), que
pode ser exacerbada com um tromboembolismo (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005;
Ware, 2007). Apesar de 0 antigénio causal ser desconhecido, é uma substéncia produzida
pelas microfilarias (Ferasin & Knight, 2005). Embora sgja raro, tém sido descritos casos de
amiloidose associada a dirofilariose (Ware, 2007).

Ocasionalmente, ocorrem migragdes ectopicas, em que as L s migram para outras localizactes
para além do coracdo e as artérias pulmonares (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005). A
espécie D. immitis tem sido reportada em localizacbes como, a camara anterior do olho, o
sistema nevoso central (artérias cerebrais e ventriculos laterais), as artérias sistémicas, 0
tecido subcutaneo e muscular (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005; Ware, 2007). Num
estudo recente realizado por Hodges & Rishniw (2008), foi diagnosticado pela primeira vez,
cdes com poliartrite secundéria a presenca de microfilérias intra-articulares. Por isso, estes
autores sugerem gue a dirofilariose faca parte do diagnostico diferencia em cdes com

poliartrite.

4. Interacgao D. immitis/Wolbachia
A imunopatologia de uma doenca causada por fil&ias € muito complexa, pelo facto de as

manifestagdes clinicas dependerem do tipo de resposta imunitaria desencadeada pelo parasita
(Kramer et al., 2005; Simon et al., 2007).
Recentemente foi “redescoberta’ a existéncia de uma endosimbiose bacteriana, que pertence

ao genero Wolbachia em muitas especies de filérias, incluindo Wuchereria bancrofti, Brugia
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malayi, Onchocerca volvulus, D. immitis (Simon et a., 2007; Datta, Maitra, Gayen & Babu,
2009). Wolbachia € uma bactéria Gram negativa da Ordem RICKETSIALLES, abundante na
natureza, e pode ser encontrada nos tecidos do sistema reprodutivo de vérios artropodes. Esta
presente em pelo menos 16% das espécies de insectos, manipulando 0 mecanismo reprodutivo
destes hospedeiros, promovendo uma incompatibilidade citoplasmética, inducdo da
patogenicidade e feminizacdo do género masculino (Kozek, 2005).

A exposicao dos hospedeiros a Wolbachia pode ocorrer por trés mecanismos: (i) quando as
filarias adultas ou as larvas sdo destruidas, por uma reaccdo defensiva do hospedeiro, ou apos
o tratamento; (ii) no Utero das larvas Ls, (iii) através da rede canicular presente na superficie
parentérica das cordas laterais do nematode. Assim, 0 hospedeiro pode estar exposto a
Wolbachia continuamente, durante toda a infeccdo, desenvolvendo anticorpos contra a
bactéria e os seus produtos (K ozek, 2005).

Em estudos recentes Simon et a. (2007) identificaram a Wolbachia em varios 6rgaos e células
infectadas por D. immitis, aravés de méodos imunohistoquimicos, nas células dos tubulos
renais, no glomérulo renal ou nas células pulmonares.

A infeccdo desencadeada em D. immitis € Unica, pelo simples facto do parasita residir no
sistema circulatério, permitindo a qualquer produto da bactéria entrar na circulagdo sanguinea
do hospedeiro vertebrado e disseminar-se por todo o organismo. Assim, pode afectar o
sistema vascular, os pulmfes, o sistema reticuloendoteliad do figado e do baco e,
eventuamente o rim comprometendo a filtragéo renal (Kozek, 2005).

Véarios estudos evidenciaram a participacdo de uma resposta imunitéria do tipo Thy e Thy
(linfocitos T-helper 1 e 2), em varios model os de fil &ias. No entanto, nenhum destes estudos
teve em conta a presenca da bactéria Wolbachia. Numa andlise com base no tipo de resposta
imunitéria Thy/Th, em cdes com dirofilariose, indicaram que os cdes microfilarémicos
apresentavam um titulo elevado de imunoglobulinas (Ig) do tipo 1gG1 (Th2) contra os
antigénios de D. immitis e das proteinas de superficie de Wolbachia (WSP), enquanto que 0s
cdes amicrofilarémicos ndo apresentavam uma resposta imunitaria significativa em
comparagdo com 0s animais saudaveis. Por outro lado, uma resposta do tipo Th; (1gG,), foi
detectada em ambos os grupos, caes microfilarémicos e amicrofilarémicos, contra os WPS de
Wolbachia. Estes resultados sugerem, que uma resposta do tipo Th, ocorre na doenca activa e,
uma resposta Th, em infeccdes assintométicas (Simoén et al., 2007; Simon et al., 2008; Oleaga
et a., 2009).

Segundo Simon et a. (2007), vérios estudos referem que existe uma relacdo entre a
intensidade da resposta humoral a D. immitis € 0 estado parasitologico do cdo com

dirofilariose. Num estudo realizado por Simon et al. (2007) foi demonstrado que os cées
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amicrofilarémicos com um tromboembolismo grave, apresentam um nivel de IgG mais
elevado, do que os cées com infeccBes assintomaticas, sugerindo assim, que o nivel da
resposta imunitaria depende também do estado clinico do hospedeiro. Estes autores assim
concluiram que os compostos derivados da bactéria Wolbachia, apresentam um papel

importante na inflamagdo presente nadirofilariose.

5. Quadro clinico
Os sinais clinicos variam consoante a duracéo e a gravidade da infeccdo. Na maior parte dos

casos, verifica-se um quadro clinico crénico, reflectindo o efeito dos parasitas nas artérias
pulmonares e nos pulmoes e, secundariamente no coracdo (Atkins, 2005; Ferasin & Knight,
2005).

A maioria dos sinais clinicos tem inicio ou séo exacerbados com o exercicio fisico. Caes que
ndo fazer qualquer tipo de exercicio podem nunca exibir qualquer sintoma (Ferasin & Knight,
2005). Atkins, (2005) refere que grande parte dos cées infectados séo assintométi cos.

Os sinais clinicos referidos durante a historia clinica sGo muito varidveis. Muitos animais
manifestam, perda de peso, intolerdncia ao exercicio, letargia, ma condicdo corporal, tosse,
dispneia, sincope e distensdo abdominal (ascite) (Atkins, 2005).

Ao exame fisico a maioria dos cées aparentam estar normais (Kienle & Kittleson, 1998). No
entanto, podem ser observados cdes com perda de peso e a auscultacdo, um segundo ruido
cardiaco (S) (13%), murmurios no lado direito do coracdo devido a insuficiéncia da
trictspide (13%) e um galope cardiaco (Atkins, 2005). Quando estabelecida umainsuficiéncia
cardiaca, pode ocorrer uma distensdo e uma pulsacdo tipica da jugular, acompanhada por uma
hepatoesplenomegdlia, ascite e intolerancia ao exercicio (Atkins, 2005; Ferasin & Knight,
2005; Ware, 2007). Cerca de menos de 10% dos casos, ocorrem arritmias cardiacas e
disturbios de conducéo (Atkins, 2005).

A resisténcia vascular pulmonar gerada durante a dirofilariose, reduz o output cardiaco do
lado direito do coragcdo, necessario durante o exercicio, e reduz o volume sanguineo que
retorna ao ventriculo esquerdo. Apesar desta restricdo de sangue ao ventriculo esgquerdo, a
resisténcia vascular sistémica diminui durante o exercicio. A combinacdo de um fluxo
sanguineo inadequado e da diminuicdo da resisténcia, causa uma hipotensdo durante o
exercicio fisico, dando origem a uma sincope. Muito provavelmente, este fenébmeno é
regulado por mecanoreceptores presentes na rede vascular pulmonar e do lado direito do
coracdn. Estes mecanoreceptores estimulam moderadamente o tonus vagal, produzindo
bradicardia e possivelmente uma dilatacdo arteriolar sistémica (Kienle & Kittleson, 1998).
Sinais respiratérios como, tosse, dispneia e taquipneia sdo muito comuns, sendo a tosse o

sinal clinico mais comum nos cées (Kienle & Kittleson, 1998; Ferasin & Knight, 2005). Estes
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sinais respiratorios, desenvolvem-se secundariamente a uma doenca pulmonar
parenquimatosa (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005). Estes sinais podem também estar
associados, embora raramente, a uma granulomatose, a sons abafados e a cianose. Na origem
de um tromboembolismo pulmonar, podem surgir Snais adicionais como, febre e hemoptise
(Atkins, 2005). Segundo Ware (2007), epistaxis, CID, trombocitopénia, e possivelmente
hemoglubindria, podem estar associados a uma doenca arterial pulmonar grave e a um
tromboembolismo.

Em casos graves, a hemoptise pode estar presente como consegquéncia de uma ruptura de uma
artéria pulmonar (Kienle & Kittleson, 1998; Ferasin & Knight, 2005). As artérias infectadas
podem desenvolver aneurismas, em que a tosse pode precipitar a sua ruptura. A hemoptise
guando grave, pode levar a um chogue hipovolémico e a morte do cdo infectado. A melena
também pode estar presente em cdes com uma hemoptise subaguda ou crénica (Kienle &
Kittleson, 1998).

A sindrome da veia cava € uma complicacdo grave da dirofilariose. Os cdes que apresentam
esta sindrome, apresentam-se anorécticos, com perda de peso, com dificuldade respiratoria,
com hemoglobindria secundaria a uma hemdlise intravascular, com sinais de insuficiéncia
cardiacadireitae, possivel CID (Ferasin & Knight, 2005).

Alguns animais apresentam parésias e até mesmo alteracbes da locomogdo (daudicagéo),

devido a presenca de parasitas ectopicos (Ferasin & Knight, 2005).

6. Diagnéstico
O diagnostico da dirofilariose pode ser estabelecido através da observacdo morfol6gica das

microfilérias circulantes, pela deteccdo de antigénios, por esfregagos imunohistoguimicos ou
histoquimicos, ou por métodos moleculares (Kienle & Kittleson, 1998; Casiraghi, Bazzocchi,
Mortarino, Ottina & Genchi, 2006). Num estudo realizado por Watts et al. (1999), foi possivel
detectar filarias de D. immitis no terceiro estédio larvar (L3) no interior do mosquito, por

reaccao em cadeia pela polimerase (PCR), com 0 uso dos primers ROR 91, ROR 92 e ROR
93 para amplificar um segmento do gene 16S rRNA.

Para determinar quando € que os animais devem ser testados, € preciso ter em conta o periodo
pré-patente da dirofilariose. Apesar de as microfilérias e 0s antigénios presentes no sistema
reprodutivo das filérias adultas, serem detectados por volta dos cinco e seis meses e meio apos
a infeccdo, respectivamente, o AHS (2005), recomenda que todos 0s animais com mais de
sete meses de idade devem ser testados. Assim sendo, todos os cachorros com menos de sete
meses de idade ndo necessitam de ser testados (AHS, 2005). No entanto Kienle & Kittleson

(1998) recomendam que todos os cdes com mais de 6 meses de idade e que ndo foram
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submetidos a qualquer método profilactico, devem ser avaliados quanto a presenca de
microfilarias e de filrias adultas.

Quando um animal é suspeito de estar infectado por D. immitis, deve ser examinado com
muita precaucdo. O diagndstico deve ser feito com base no exame fisico, na andlise de sangue
para detectar as microfilarias, nas radiografias torécicas, para determinar o grau de gravidade
da doenca, e se necessario, na ultrasonografia e na el ectrocardiografia. Uma vez diagnosticada
ainfeccdo, devem ser avaliados, o hemograma, o perfil bioguimico e a uriandlise, de modo a
detectar alguma complicacdo ou até mesmo uma doenca secundaria (Kienle & Kittleson,
1998).

6.1. Detecc¢ao de microfilarias
Idealmente o diagndstico deve ser feito por avaliacdes de rotina, antes de qualquer

manifestacdo de sintomas. Cées que habitam em &reas onde a dirofilariose € endémica, devem
ser testados, principalmente quando néo estéo a fazer nenhum tratamento preventivo (Atkins,
2005).

As técnicas que permitem a identificacdo das microfilarias de D. immitis no sangue periférico
s80: 0 exame directo do sangue total a0 microscopio optico (Gota a fresco), o exame da
camada inferior a0 buffy coat em tubos de microhematécrito, a técnica de Knott modificada
ou atécnica de filtracdo (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005; Carvalho & Santos, 2006;
Ware, 2007).

A maioria dos cdes microfilarémicos podem ser diagnosticados, através da observacéo ao
microscopio Optico da motilidade das microfil&rias (AHS, 2005). No entanto, apesar de o
exame microscopico ao sangue total ser rapido, facil e econdmico, ndo permite a identificacéo
do parasita e é uma técnica insensivel e inespecifica, quando a carga parastéria é baixa
(Ferasin & Knight, 2005; Madeirade Carvalho & Santos, 2006).

A técnica de Knott modificada e a técnica de filtragdo, sdo 25 % mais sensiveis do que o
exame directo ao microscopio (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005; Calvert & Thomason,
2008). A técnica de Knott modificada é uma técnica rapida que permite concentrar as
microfilarias de um determinado volume de sangue. A sua identificagdo € realizada de acordo
com as caracteristicas morfoldgicas daTabela 1. A técnica da filtraco basela-se na retencéo
das microfilarias num filtro e da sua observacdo ao microscopio (Madeira de Carvaho &
Santos, 2006). Ambas estas técnicas promovem a lise dos eritrocitos permitindo a observacdo
das microfilarias (Kienle & Kittleson, 1998; Madeira de Carvaho & Santos, 2006; Ware,
2007).
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Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas de D. immitis € A. reconditum (Adaptado Carvalho &
Santos, 2006)

. Comprimento .
Espécie Largura (nm) Outras caracteristicas

(um)

Dirofilaria immitis 306,8 (218 —340) 59(4,5-7,3) | Extremidade anterior conica, posterior recta

Acanthocheilonema Extremidade anterior cilindrica com um gancho
262,0 (145-233) | 4,54(3,5-6,5) . _ _
reconditum cefdlico, posterior em gancho (Georgi, 1980)

Nem todas as microfil&rias presentes na circulacdo sanguinea sdo de D. immitis. O
Acanthocheilonema reconditum (Dipetalonema reconditum) € um parasita subcuténeo néo
patogénico, que também produz microfilarias (Kienle & Kittleson, 1998). A diferenciacéo
destas microfilérias € crucial, porque pode ndo ser necess&rio implementar uma terapéutica
t&0 agressiva como a usada contra D. immitis (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005).

A técnica de Knott modificada é o método preferencial para observar a morfologia e as
dimensbes das microfilarias e diferenciar as de D. immitis de outras espécies de fil&rias ndo
patogénicas como Acanthocheilonema reconditum (AHS, 2005; Ware, 2007).

Um outro método que permite fazer a distincdo destas espécies € um método histoquimico,
baseado na coloracdo das microfilarias pela fosfatase acida (Casiraghi et al., 2006; Carvalho
& Santos, 2006). Este método permite a diferenciacdo mais precisa pela utilizagdo de corantes

histoquimicos para a actividade da fosfatase acida. A Figura 13. Microfilaria de D.
immitis corada pelafosfatase acida

microfilérias de D. immitis mostra manchas &cido-
fosfato positivas vermelhas distintas no poro excretor e
no anus, enquanto que A. reconditum fica totamente
rosado (Figura 13) (Carvaho & Santos, 2006). Mais
recentemente,  foram  desenvolvidos  métodos
imunohistoquimicos e moleculares, que permitem esta
diferenciacéo (Casiraghi et a., 2006). Mar et a. (2002)
usando o primer ITS2 (internal transcribed spacer
region 2) num ensaio de PCR, conseguiu diferenciar as
microfilarias de D. immitis das de A. reconditum, com
uma especificidade de 100% e uma sensibilidade
elevada.

Nenhum destes testes consegue excluir por

Legenda: Poro excretor e anus corados (setas)
completo uma infeccdo, devido a existéncia de

infecgbes amicrofilarémicas (5% a 67%) e, pelo facto de que podem ocorrer falsos negativos,
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principalmente quando existem poucas microfilé&rias, filarias do mesmo sexo, quando a
guantidade de sangue € pouca, num exame directo de gota a fresco e com variagcdo do niUmero
de microfilarias no sangue periférico consoante a horado dia (Atkins, 2005; Ware, 2007).

O numero de microfilérias no sangue periférico ndo corresponde ao numero total de filarias
adultas presentes no organismo, ndo sendo possivel usar esta caracteristica, como critério para
determinar a gravidade da infeccéo (Atkins, 2005).

Na prética, a maioria dos testes usados para identificar as microfilarias sdo suplementados
com testes de pesquisa de antigénios. Atkins (2005) recomenda a utilizagcdo da técnica de
Knott modificada, mesmo que o céo segja antigénio positivo, de modo a determinar a carga de
microfilarias ou, para saber se os donos devem ou ndo continuar com a terapéutica preventiva.

6.2. Métodos serolégicos (imunodiagndstico)
Os testes de pesquisa de antigénios mais usados no diagnéstico da dirofilariose séo a Enzyme

Linked Immunosorbent assay (ELISA), aimunocromatografia e a hemaglutinacéo (Kienle &
Kittleson, 1998; Ware, 2007). Podemos visualizar na Tabela 2 os testes serol dgicos utilizados
nos cades. Estes kits comerciais detectam no sangue, soro ou plasma, proteinas especificas
produzidas pelo sistema reprodutor das filérias adultas (Kienle & Kittleson, 1998, Ferasin &
Knight, 2005). Assim, sO detectam fémeas adultas (Kienle & Kittleson, 1998). Num estudo
recente, Oleaga et al. (2009), indentificaram as proteinas, actina-1, dissociacdo do inibidor
afa rab GDP e quatro enzimas glicoliticas, a enolase, glucose fosfatase isomerase,

fosfatoglicerase cinase e triosefosfato isomerase, como exclusivas de caes microfilarémicos.
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Tabela 2. Kits comerciais de testes de antigénio (Adaptado de Atkins, 2005) *

Fabricante Produto Formato Tipo de Tipo de Espécie Tempo de Etapas
teste amostra realizaciao
(min.)
Heska Solo Step™ M IMC P, S ST Cz0 10 (WB) 5 (S, 1
CH P)
Heska Solo Step™ M IMC P, S Cao 5 1
CH Test Strips
IDEXX PetCheck® Pc E P, S ST Céo e 20 90u 10
Heartworm Gato
Antigen PF
IDEXX SNAP™ M E P, S ST Cao 8 4
Heartworm
Antigen Kit
IDEXX | SNAP™ 3Dx M E P,S, ST Céo 8
Suynbiotics | Witness® HW M IMC P, S ST Cao 10
Synbiotics DiroCHECK® Pc E P, S Cao e Gato 20 8
HW

Legenda:*Por ordem alfabética segundo o frabricante. M, Membrana; P¢, Pocilho; IMC, Imunocromatografia;
E, ELISA; P, plasma; S, soro; ST, sangue total.

A geracdo actual dos testes serol6gicos, permite identificar a maioria das infecgdes ocultas
(amicrofilarémicas), mesmo quando existe apenas uma unicafil&ria adulta, sendo quase 100%
especificos (AHS, 2005). Dado, que menos de 1% das infeccBes sdo microfilarémicas e
antigénio negativo, € possivel detectar mais infecgdes usando testes de antigénios do que
apenas através da pesquisa de microfilarias (Kienle & Kittleson, 1998; AHS, 2005; Atkins,
2005).

A prevaéncia de infecgOes amicrofilarémicas varia entre 5% a 67% (tipicamente entre 10% a
20%) (Atkins, 2005). Existem quatro razdes possiveis para que caes estgjam infectados e
amicrofilarémicos, quando estdo perante uma infeccdo pré-patente (adultos imaturos), quando
existe apenas fil&ias do mesmo sexo, quando as fémeas sdo estéreis e, quando existe uma
destruicdo imunoldgica pelo hospedeiro (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005; Ware,
2007). Em cées com infestacOes pré-patentes, as filarias adultas presentes nas artérias
pulmonares podem ndo estar maturas o suficiente para se reproduzirem. Estes cdes podem
manifestar sintomas, mas apenas por um curto periodo ou entdo sfo assintométicos. E
previsto que cées com infestagdes com filarias do mesmo sexo tenham uma carga parasitaria

baixa. Consequentemente, ndo sO podem ser negativos a pesquisa de microfilarias, como
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também a pesquisa de antigénios. As fémeas podem ficar estéreis pelos farmacos utilizados
no tratamento e prevencdo da dirofilariose (Kienle & Kittleson, 1998). Estes farmacos tornam
estes caes amicrofilarémicos e os cdes que desenvolvem uma resposta imunol égica contra as
microfilérias, conseguem eliminar todas da corrente sanguinea (Kienle & Kittleson, 1998;
Atkins, 2005).

Os testes serolgicos (kits comerciais ELISA e imunocromatografia) sdo usados actual mente
como teste de rotina e em caso de suspeita de uma infecgao por D. immitis. Estes testes séo
faceis de manusear e apresentam uma elevada sensibilidade e especificidade (Ware, 2007).
Segundo Ferasin e Knight (2005) apresentam uma sensibilidade de 98%, gque decresce para
35% quando a carga parasitaria € baixa. No entanto, tém como principais desvantagens,
detectar apenas antigénios de fémeas adultas e produzir resultados negativos durante os
primeiros 6 (5 a 8) meses de cada infeccao, quando apenas estdo infectados por machos e, em
infeccbes com uma carga parasitaria baixa (AHS, 2005; Atkins, 2005, Ferasin & Knight,
2005; Ware, 2007). Os fdsos positivos também podem ocorrer, porém, estdo associados a
erros técnicos (AHS, 2005; Ware, 2007). Quando um resultado é duvidoso, o AHS (2005)
recomenda a repeticdo do teste e se ainda continuar duvidoso, o diagnéstico deve ser
confirmado por outros métodos, por outro teste de pesquisa de antigénio, testes de
concentracdo das microfilérias, radiografias e até mesmo ecocardiografias.

Num estudo recente, com base na avaliacéo da performance de trés testes para pesquisa de
antigénio (Kits comerciais), em caes infectados, mas com carga parasitaria baixa (<4 adultos),
permitiram concluir que em media, estes testes apresentam uma sensibilidade de 79% e 97%
de especificidade. No entanto, apresentam uma sensibilidade tanto mais reduzida quanto mais
baixa for acarga parasitéria, exibindo uma sensibilidade de 85%, 88% e 89%, para duas, trés
e quatro fémeas adultas respectivamente, em média nos trés testes. Apesar dos bons resultados
obtidos neste estudo, podem ocorrer fal sos negativos (Atkins, 2005).

Alguns testes de pesquisa de antigénio ELISA sdo capazes de quantificar a carga parasitéria,
com base na concentragdo dos antigénios. A técnica de ELISA semi-quantitativo (Snap™)
consegue determinar a carga de antigénios e assim relacionar com o grau da carga parasitéria
(Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005). Este tipo de teste tem vindo a ser muito Util na
prevencdo de uma complicacdo, como um tromboembolismo, que ocorre usua mente apos o
tratamento adulticida, quando a carga parasitéria € elevada (Atkins, 2005). A concentracéo
dos antigénios é directamente proporciona a carga parasitéria (Kienle & Kittleson, 1998).
Assim, 0 uso deste tipo de teste € vantajoso, porque consegue detectar concentractes baixas e
elevadas dos antigénios presentes (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005). O DiroCHECK®

também permite quantificar a concentracdo dos antigénios, mas de uma maneira mais
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complexa. S80 necessarias diluigdes do soro para determinar a titulacdo. Esta titulacdo é
determinada em duas vezes no soro ou no plasma com um tamp&o salino nas seguintes
diluicBes, 1:1, 1:2, 1:4, 1:4, 1:8. 1.6, 1:32, 1:64 e 1:128. Os caes que sd0 positivos a diluicdo
1:32, apresentam um grande risco em desenvolver um tromboembolismo apos a terapéutica
adulticida (Kienle & Kittleson, 1998).

Os testes de pesquisa de antigénio também podem ser usados para confirmar a eficécia da
terapéutica (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005). Ap6s a morte das fildias, a
concentracdo dos antigenios decresce até limites indetectavels, 3 a5 meses apos a terapéutica.
Segundo Atkins (2005) e Ferasin e Knight (2005), a concentragdo de antigénios € indetectéavel
entre 8 a 12 semanas apos o tratamento.

6.3. Radiografia
Radiografias torécicas devem ser efectuadas rotineiramente num cdo ou num gato com

dirofilariose, sem levar em conta os sinais clinicos que manifesta ou dos achados clinicos no
exame fisico (Kienle & Kittleson, 1998). Apesar de ndo ser tédo eficiente como os testes de
rotina, as radiografias toracicas podem ser um bom método de diagndstico da dirofilariose, na
determinacéo da gravidade da doenca e, na avaliagéo de ateragOes existentes no parénquima
pulmonar (Atkins, 2005).

As ateragtes radiograficas, desenvolvem-se e, estéo presentes em 85% dos casos. Atkins
(2005) refere um estudo, em que as ateragdes radiogréficas incluem, um aumento do tamanho
do lado direito do coracdo (60%), aumento proeminente da artéria pulmonar (70%), aumento
do tamanho e da densidade das artérias pulmonares (50%) e da tortuosidade das artérias
pulmonares (50%). Quando instituida uma insuficiéncia cardiaca, podemos observar um
aumento da veia cava, como também um derrame pleural ou ascite (Atkins, 2005; Ferasin &
Knight, 2005).

As projeccBes mais usadas no diagndstico da dirofilariose sdo, a ventrodorsal ou dorsoventral
e latera (Kienle & Kittleson, 1998). As ateracOes observadas nas atérias pulmonares em
cdes com dirofilariose, sdo consistentes com um aumento do didmetro arterial, aumento da
tortuosidade e da existéncia de artérias atenuadas (Kienle & Kittleson, 1998; AHS, 2005;
Ware, 2007; Calvert & Thomason, 2008). A projeccao ventrodorsal, € uma projeccdo facil de
efectuar, que minimiza o stress nos pacientes, permitindo avaliar a silhueta cardiaca. No
entanto, a projeccdo dorsoventral permite uma melhor visualizacdo dos vasos pulmonares dos
lobos caudais (Atkins, 2005). Estes vasos estéo alterados, quando o seu diametro foi superior
ao diametro da 9? costela, onde a artéria e a costela interceptam (Atkins, 2005; Ware, 2007,
Cavert & Thomason, 2008). As dteracbes encontradas mais comuns consistem, numa

dilatacdo central e na tortuosidade das artérias pulmonares, com 0s vasos periféricos
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atenuados (Ware, 2007). A projeccdo lateral possibilita uma visualizacdo melhor a artéria
pulmonar crania (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005; Ware, 2007). Normamente, esta
artéria ndo esta maior que a zona proximal da 32 ou 42 costela ou das veias acompanhantes
(Atkins, 2005; Ware, 2007).

As dteracBes no parénquima pulmonar sdo melhor avaliadas por métodos radiogréficos
(Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005). Os achados radiograficos de uma pneumonia,
incluem uma densidade mista, intersticial e alveolar, gue é muito tipica e predominante nos
lobos pulmonares caudais. A granulomatose nodular eosinofilica, € um processo inflamatério
gue afecta os nodulos intersticiais, associado a uma linfadenopatia bronquia e
ocasionamente, derrame pleural. Num tromboembolismo pulmonar, os achados radiogréficos
sdo consistente com um infiltrado intersticial e aveolar, que afecta particularmente os lobos
caudais, reflectindo o aumento da permeabilidade vascular e a inflamagdo anteriormente
citada. A consolidacdo pulmonar € acompanhada por uma embolizacdo macica, enfarte

pulmonar ou ambas (Atkins, 2005).

6.4. Electrocardiografia
A electrocardiografia € muito Util na detecgdo de arritmias, porém, é um método insensivel na

deteccdo do aumento do coragdo em comparagdo com a radiografia e a ecografia. Se
radiograficamente ndo é possivel diagnosticar a dirofilariose, entdo é pouco provavel que o
electrocardiograma (ECG) sgja itil na auséncia de arritmias. A excepcio da sindrome da veia
cava e de uma insuficiéncia cardiaca, as arritmias sdo raras (2% a 4%). No entanto, a
existéncia de um aumento do ventriculo direito é indicativo de dirofilariose. Atkins (2005)
refere um estudo realizado por outros autores em que 38% a 62% dos casos, exibem
alteragdes no ECG. Contudo, um outro autor, demonstrou que apenas 6% de 276 caes,
apresentam alteragdes no ECG indicativas de um aumento do ventriculo direito. Este mesmo
autor refere que os melhores paréametros para detectar uma dirofilariose s&o, na derivagéo Il
(L11), uma onda S superior a de 0,8 mv (milivolts) e um eixo eléctrico maior que 103°
(Atkins, 2005). Em resumo, tem de apresentar pelo menos trés alteracdes nos parametros de
ECG compativeis com um aumento do lado direito do coragdo. O aumento da onda P-
pulmonale € indicativo de um aumento do &trio direito, que € um achado pouco comum na
dirofilariose (Atkins, 2005; Ware, 2007).

6.5. Ecocardiografia
A ecocardiografia fornece uma prova evidente de uma infeccdo por dirofilérias, e também

permite observar a anatomia cardiaca e as suas fungdes. No entanto, ndo € um método eficaz
no diagnostico da dirofilariose, principalmente em cdes com uma carga parasitéria leve,
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porque, a maioria das filaias alojam-se nos ramos periféricos das artérias pulmonares, longe
do campo ecogréfico. Quando o nimero de filarias € grande, estas estéo presentes na artéria
pulmonar, nos ramos direito e proximal esquerdo dos lobos, no lado direito do coracéo ou em
alguns casos na veia cava (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005; Calvert & Thomason,
2008). Ecograficamente a parede das filarias adultas € muito ecogénica e produz umaimagem
distinta, de duas formas lineares paralelas com uma regido lucente entre elas (Kienle &
Kittleson, 1998; AHS, 2005; Ferasin & Knight, 2005; Ware, 2007).

Em infecgbes graves podemos observar uma dilatacdo do ventriculo e do atrio direito, uma
hipertrofia excéntrica do ventriculo direito, um movimento paradoxa do septo, uma reducéo
do lado esquerdo do coracdo e uma dilatacdo da artéria pulmonar (Ware, 2007; Calvert &
Thomason, 2008). Quando presente, podemos também visualizar a regurgitacdo da vavula
tricdspide ou das vavulas pulmonares. O aumento da velocidade do fluxo sanguineo pode ser
identificado com o uso de um Doppler (Kienle & Kittleson, 1998).

O célculo do récio das dimensdes internas do ventriculo esquerdo e do direito € muito Util,
principalmente em caes com dirofilariose que apresentam uma reducéo de 3 a4 para um racio
de 0,7 (Atkins, 2005).

6.6. Patologia clinica
A avaiacdo dos parametros sanguineos e bioquimicos, apesar de 0 seu uso ser limitante no

diagnéstico de dirofilariose, é Util na revelacdo ou da avaiacdo de outras doencas
concomitantes (Atkins, 2005).

O hemograma apresenta-se norma na maioria dos cées com dirofilariose. No entanto, 10%
dos cédes com infeccBes médias a moderadas e 60% dos caes com infecgcdes graves exibem
uma anemia ndo regenerativa (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005). No leucograma, 20%
a 60% dos cées manifestam uma neutrofilia, 85% dos cdes com eosinofilia e 10% com
basofilia (Atkins, 2005). Segundo Kienle & Kittleson (1998) a eosinofilia € comum em 85%
dos cédes microfilarémicos e em 95% dos cdes amicrofilarémicos, devido a destruicéo
imunoldgica das microfilérias. Caes com uma dirofilariose crénica, sindrome da veia cava e
CID, podem apresentam uma trombocitopénia, que € muito comum, em 1 a 2 semanas apés a
terapéutica adulticida (Atkins, 2005; Ware, 2007). Por outro lado, cdes com sindrome da veia
cava ou com um tromboembolismo grave, podem manifestar uma trombocitopénia associada
auma hemoglobinuria (Calvert & Thomason, 2008).

A maioria dos cdes com dirofilariose, ndo exibe qualquer alteracdo nas bioquimicas
sanguineas. Contudo, numa dirofilariose grave, principalmente quando ha uma insuficiéncia
cardiaca, 10% dos casos, manifestam um aumento das enzimas hepéticas e, ocasionalmente é

constatada uma hiperbilirrubinémia (Atkins, 2005). Apenas 5% dos casos, exibem uma

24



azotémia pré-renal com origem numa desidratacdo ou numa insuficiéncia cardiaca, ou entéo,
secundaria a uma glomerulonefrite (Atkins, 2005; Calvert & Thomason, 2008). Segundo
Atkins (2005), 10% a 30% dos cées infectados manifestam uma proteindra (albumindria),
enquanto Ware (2007) refere ser 20% a 30%. Se a doenca glomerular for muito pronunciada,
a hipoproteinémia (hipoalbuminémia) pode complicar a estado clinico do cdo (Atkins, 2005;
Ware, 2007; Calvert & Thomason, 2008). Os achados clinico-patol 6gicos mais graves, estéo
associados com o quadro clinico mais grave (Atkins, 2005).

7. Terapéutica

7.1. Terapéutica adulticida
No geral, qualquer canideo com drofilariose, apresenta uma grande probabilidade de
recuperacdo quando submetido a um tratamento adulticida. No entanto, caes com infecgdes
graves ou com complicagdes concomitantes, sdo um desafio, porque podem néo tolerar a
tergpéutica da mesma maneira que em infecgoes ligeiras (Kienle & Kittleson, 1998).
E necessario, que cada animal seja avaliado antes de cada tratamento. Existem trés objectivos
nesta avaliagdo, que consistem, em detectar a probabilidade de ocorréncia de uma toxicidade
a0 tratamento adulticida, identificar os cdes com maior risco em desenvolver um
tromboembolismo e o seu progndéstico (Kienle & Kittleson, 1998).
De acordo com Ferasin e Knight (2005) os cdes com dirofilariose séo classificados em trés
classes (Tabela 3), de modo a determinar 0 prognostico e o protocolo terapéutico a ser

implementado.
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Tabela 3. Classificacgo dadirofilariose (Adaptado de Ferasin & Knight, 2005)

Classe 1 Classe 2 Classe 3
Grau de gravidade Média Moderada Grave
Sinais clinicos Nenhum ou Tosse esporédica, Tosse persistente (+- hemoptise),
tosse esporédica intolerancia média ao intolerancia ao exercicio moderada a
exercicio grave, perda de peso, dilatacdo
abdominal
Exame fisico Normal Aumentos dos sons Auscultacdo anormal (2° ruido
pulmonares cardiaco (S2), galope cardiaco,
murmurios cardiacos, aumento dos
sons pulmonares),
taquipneia/dispneia, ascite
Alteragoes Normal Dilatag8o ligeira das Aumento do lado direito do coragdo,
radiologicas artérias pulmonares, padrdo irregular ou difuso
padréo irregular alveolar/intersticial, dilataco e
aveolar/intersticial tortuosidade das artérias pulmonares,
hepatomegdlia, ascite
Alteragdes na Normal Aumento ligeiro das Dilatacdo severa das artérias
ecocardiografia artérias pulmonares e pulmonares e hipertensio pulmonar,
uma hipertensdo aumento do ventriculo e étrio direito
pulmonar média
Prognostico Excelente Bom com sucesso Reservado
terapéutico

Na classe 1, estdo os cées que manifestam uma infeccéo subclinica e sinais clinicos médios,
sem qualquer ateracdo radiogréficas (Kienle & Kittleson, 1998; Calvert & Thomason, 2008).
Geralmente sdo caes jovens (média de 3,8 anos a 5,4 anos na classe 2 e, 7,4 anos na classe 3).
Cerca de 75% dos cées, apresentam uma concentragdo de antigénios inferior a 1,7 pug/mL
(Kienle & Kittleson, 1998).

Classe 2, é a classe mais comum, em que 0s cdes manifestam uma doenca clinica moderada
(Kienle & Kittleson, 1998; Calvert & Thomason, 2008). Apresentam comummente sinais
clinicos médios, como tosse, intolerancia ao exercicio, ma condicdo do péo e, algumas
alteracOes radiogréficas. Por volta de 55% dos caes nesta classe, tém uma concentracdo de
antigénio superior a 1,7 pg/mL. Cées com concentraces de antigénios elevadas, exibem uma
incidéncia elevada a complicagdes tromboembdlicas (Kienle & Kittleson, 1998).

Cées da classe 3 apresentam uma dirofilariose grave. Manifestam quase sempre sinais clinicos
(tosse persistente, perda de peso, dispneia), uma insuficiéncia cardiaca direita e ateractes
significativas radiogréficas (Kienle & Kittleson, 1998; Cavert & Thomason, 2008). Os
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animais desta classe apresentam uma concentracdo de antigénios inferior as restantes classes,
0 que muito provavelmente, deve-se a morte de algumas filérias (Kienle & Kittleson, 1998).

A sindrome da veia cava, é usuamente referida como classe 4. No entanto, esta sindrome néo
€ um reflexo da gravidade da doenca arterial pulmonar, pelo contrario, € uma sindrome
causada pela obstrucéo do fluxo sanguineo (Calvert & Thomason, 2008).

Os cées classificados na classe 1 e 2 recuperam consideravelmente, ap0s o tratamento
adequando e com restri¢do de exercicio fisico. O resultado da classe 3, € menos encorgjador e
o tratamento pode ser agressivo e dispendioso (Calvert & Thomason 2008).

A pré-avaiacao dos cées antes da terapéutica, varia com o estado clinico do paciente e da co-
existéncia de uma outra doenca, que pode afectar o resultado fina (AHS, 2005). Entéo,
gualquer animal antes de iniciar a terapéutica, deve ser avaliado pelo exame clinico e
submetido a analises hematolgicas e bioquimicas, uriandlise, para determinar a densidade
urinaria e a existéncia de proteinUria, teste de pesquisa de antigénios e exames radiograficos
(Kienle & Kittleson, 1998; AHS, 2005). Caes com aumento das enzimas hepéticas ndo estéo
indicados para o tratamento adulticida. Contudo, em cées com ictericia ou com uma azotémia
pré-renal, apenas esta contraindicado o tratamento com tiacetarsemida (Kienle & Kittleson,
1998; Calvert & Thomason, 2008).

7.1.1. Melarsomina
Na maioria dos casos de dirofilariose, € imperativo eliminar os parasitas do hospedeiro

definitivo. A tiacetarsemida, foi durante décadas a Unica droga usada para este efeito, mas
actualmente ndo é disponibilizada. Hoje em dia, € utilizado um composto organoarsenico, a
melarsomina dihidroclorida (Immitici de®), mais seguro porque € menos nefrotdxico e
hepatotdxico e mais eficaz que a tiacetarsemida (Ferasin & Knight, 2005). E administrado em
duas doses (2,5 mg/kg por via intramuscular (IM) cada 24 horas), proporcionando uma
eficiéncia de 96%. Apresenta um periodo de laténcia cinco vezes superior a tiacetarsamida, e
0s seus metabolitos estdo livres no plasma (Atkins, 2005). Atkins (2005) menciona um estudo
realizado em 382 c3es infectados por D. immitis recebendo tratamento com Immiticide®, em
que ndo se desenvolveu nenhuma complicagdo, como uma intoxicacdo hepética (que ocorre
em 10% a 30% com atiacetarsemida) e nem nenhum caso de tromboembolismo pulmonar.

O Immiticide® é constituido por 50 mg de melarsomina e 33,75 mg de glicina, como p6
liofilizante, com um frasco de 2 mL de agua esterilizada. Apresentando uma concentracéo
fina de 25 mg/mL num volume fina de 0,1 mL/kg (Kienle & Kittleson, 1998). Este
composto € administrado por via intramuscular, nos musculos lombares epaxiais, entre as
vértebras L3 e L5 (Kienle & Kittleson, 1998; Ware, 2007; Calvet & Thomason, 2008). E

administrado nestes musculos, por proporcionarem uma boa vascularizacdo e drenagem
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linfatica (Ware, 2007). Quando administrado desta forma, o f&rmaco é absorvido rapidamente
para a corrente sanguinea (50% em 5 minutos), sendo metabolizado no figado por hidrdlise e,
excretado pela bilis. Os derivados do &cido arsénico sdo excretados pela urina (Kienle &
Kittleson, 1998).

O protocolo do Immitici de® depende da classificagdo da doenca, segundo a evolugdo clinicae
a concentracéo dos antigénios (Kienle & Kittleson, 1998). O protocolo standard, consiste em
duas injeccbes separadas por 24 horas, segundo o fabricante e, é recomendado para cées com
baixo risco em desenvolver complicagcbes, como um tromboembolismo. Cdes com um
elevado risco, € possivel eliminar as filarias em duas fases, com umadose inicial, seguida4 a
6 semanas depois, de duas doses do protocolo standard (protocolo aternativo) (AHS, 2005;
Ware, 2007). O protocolo aternativo € o tratamento elegido pelo AHS (2005) e por varios
hospitais dos Estados Unidos da América, em qualquer fase da doenca, devido a elevada
seguranca e beneficios eficazes, e subsequentemente sdo poucos 0s cades que necessitam de
mais tratamentos com Immiticide®.

Para cées classificados na classe 1 e 2, com baixa concentracdo de antigénios, sdo sugeridas
duas administragbes separadas por 24 horas, na dose de 2,5 mg/kg, por via IM, com
alternancia dos musculos epaxiais direitos e esquerdos Nos cdes da classe 2 e 3, com
concentracfes elevadas de antigénios, € recomendada o protocolo aternativo (Kienle &
Kittleson, 1998; Ferasin & Knight, 2005; Ware, 2007; McCall et al., 2008). Ware, (2007)
alude que os cées com sindrome da vela casa (classe 4), ndo devem ser submetidos ao
tratamento adulticida, sem que antes haja aremocao cirdrgicadas filérias.

Apesar de a melarsomina ser segura, a sua administragdo, apresenta uma margem de
seguranga curta, que pode originar algumas reaccoes adversas. A administracéo em trés fases,
de uma dose de 7,5 mg/kg, pode desencadear uma inflamagdo pulmonar, edema pulmonar e
até mesmo morte do paciente (Kienle & Kittleson, 1998; Ware, 2007). Colapso, ptialismo,
vomito, ateracOes respiratérias, estupor e morte, ocorre quando a dose € tripla da
recomendada (Ware, 2007). Este mesmo autor refere que a toxicidade da melarsomina pode
ser revertida com dimercaprol, na dose de 3 mg/kg, via IM, que também reduz a actividade
adulticida. Na dose normal de 2,5 mg/kg, podem ocorrer algumas reaccbes adversas, como
tosse (22%), depressdo e letargia (15%), anorexia (13%), febre (7%), congestdo pulmonar
(5%), vomito (5%), diarreia (2,5%), dispneia (2,5%), ptialismo (2%) e panting (2%) (Kienle
& Kittleson, 1998). Estas reaccdes adversas podem ocorrer apés a segunda administracéo de
Immiticide®, mesmo que na primeira administragiio ndo tenha sido observada qualquer

reac¢d0. Por isso, todos os cdes devem ser monitorizados 24 horas apés a segunda
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administracdo (Kienle & Kittleson, 1998). A restricdo de exercicio fisico apds a administracdo
do Immiticide®, reduz a ocorréncia destas complicacOes (AHS, 2005; Atkins, 2005).

E comum existir dor e haver formago de edema no local de injeccdo, durante alguns dias
(Kienle & Kittleson, 1998; AHS, 2005). Grande parte das reaccbes graves, ocorrem devido a
saida do farmaco, da zona intramuscular para o tecido subcuténeo. Sendo assim, é necess&rio
fazer compressdo durante 1 a 2 minutos apds a injeccdo, para minimizar esta ocorréncia. O
aumento da concentragdo no soro da creatina quinase (CK), é indicativo de uma necrose
muscular. A érea onde a injeccdo € aplicada, € histologicamente condstente, com um
infiltrado celular, necrose e hemorragia, seguido de fibrose (Kienle & Kittleson, 1998).

A grande vantagem deste farmaco, é a sua flexibilidade de administracéo (trés injeccbes num
més ou mais), que permite uma eliminacdo inicial de 50% das filarias, seguida de uma
segunda dose, obtendo uma eficiéncia de 100% (Atkins, 2005).

Num estudo, em que 55 cées com dirofilariose grave foram submetidos a este tratamento,
houve uma recuperacdo de 96%, verificando-se seroconversdo 90 dias apbs o tratamento
(Atkins, 2005).

7.1.2. Lactonas macrociclicas
As lactonas macrociclicas sdo uma opcdo aternativa, quando a terapéutica adulticida é

regeitada (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005). As avermectias (ivermectina) administrada
mensalmente por 32 meses consecutivos, oferece uma eficiéncia de quase 100%, em
infeccoes ligeiras (Atkins, 2005). Num estudo redlizado por Venco, McCal, Guerrero &
Genchi, (2004) foi demonstrado uma eficiéncia do tratamento adulticida com ivermectina, em
71% dos caes administrados com ivermectina isolada (6 pg/kg) ou associada ao pamoato de
pirantel (Heartgard Plus®) durante 24 meses e, apresentavam uma reducdo dos niveis de
antigénios. No entanto, estes resultados séo inferiores aos obtidos em outros estudos. Este
tratamento € indicado e altamente eficiente contra as larvas tardias pré-cardiacas e em filérias
adultas jovens (< 7 meses). Assim, o tratamento tem de ser prolongado durante pelo menos
um ano e, provavelmente necessario mais de dois anos para gue todas as filarias sgjam
eliminadas (AHS, 2005; Venco et a., 2004; Ware, 2007). Porém, o uso da ivermectina, ndo
substitui o tratamento convenciona adulticida(AHS, 2005; McCall, 2005; Venco et a., 2004,
Ware, 2007; McCal et al., 2008). Se a terapéutica arsenical for recusada, entédo a
administracdo da ivermectina em doses profilaticas € recomendada e, reduz gradualmente o
nimero de fildrias adultas, mas que em infeccBes cronicas, pode ndo ser clinicamente
benéfico (AHS, 2005; Ware, 2007). Ainda ndo foi reportada, a capacidade adulticida das
restantes lactonas macrociclicas (AHS, 2005). Ware (2007), refere que a capacidade
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adulticida das outras lactonas macrociclicas (Selamectina, moxidectina injectavel e

milbemicina oxima) é reduzida.

7.1.3. Complicacdes apos o tratamento adulticida
7.1.3.1. Infecciao por Wolbachia

A maioria das filarias, incluindo D. immitis, pode hospedar uma bactéria intracelular,
pertencente ao género Wolbachia (AHS, 2005). Os seus produtos metabdlicos e as proteinas
de superficie originam uma resposta inflamatéria, que afecta principa mente os pulmdes e os
rins como jafoi referido anteriormente.
O AHS (2005) menciona gque durante os primeiros meses de infeccdo, a aplicacdo de uma
terapéutica com tetraciclinas, por exemplo doxicicling, € leta para as fil&rias com Wolbachia
e suprime a microfilarémia. A administracdo de doxiciclina apos o tratamento adulticida,
reduz consideravelmente 0 numero de bactérias. Contudo, ndo existem estudos para
comprovar este facto (Calvert & Thomason, 2008).
Um estudo realizado por McCall et a. (2008) relata que a eliminagdo de Wolbachia com
tetraciclinas, também previne o desenvolvimento dos estados larvares, porque inibe a
embriogénese nas filarias adultas e eventualmente, matam as filarias adultas, em um ano e
meio a dois anos apds o inicio do tratamento. Segundo McCall et a. (2008) a combinacéo de
ivermectina com doxiciclina, permite eliminar as microfilarias na 107 semana, e 78,3% das
fil&rias adultas na 362 semana. Neste mesmo estudo, foram recolhidas Lz de mosguitos
alimentados em cées microfilarémicos e tratados com doxiciclina. As Lz apresentavam-se
morfol ogicamente e com a motilidade normal, no entanto, ndo conseguiram desenvolver-se no
cd0. Perante esta situacdo, € sugerido que a administracdo de ivermectina associada a
doxiciclina durante vérios meses antes do tratamento adulticida, ou até mesmo sem qualquer
tratamento, elimina as filarias adultas, diminuindo o risco de um tromboembolismo (McCall
et al., 2008).
Foi demonstrado que a aplicacdo de uma terapéutica a base de tetraciclinas a cées com
dirofilariose, resulta na esterilizacdo das filarias fémeas (AHS, 2005; Datta et a., 2009).
Num estudo recente sobre a ac¢do entre saponinas triterpendides isoladas do funiculo da
Acacia auriculifornis e as tetraciclinas, sobre a bactéria Wolbachia. Foi observado um efeito
sinergético ou aditivo pelas tetraciclinas. A medida que as larvas enfragueciam pela deplecio
de Wolbachia, as microfilarias podiam ser destruidas pelas saponinas. Apesar da observacdo
de uma supressdo da microfilarémia apés a administragdo de tetraciclinas associadas a

saponinas, ha necessidade de mais estudos que comprovem este efeito (Datta et al., 2009).
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7.1.3.2. Outras complicacgdes
Uma glomerulonefrite, uma pneumonia aérgica, uma granulomatose eosinofilica, uma

embolizacdo pulmonar, uma insuficiéncia cardiaca direita e uma sindrome da vela cava, séo
algumas das complicacbes que podem surgir ao longo da progresséo da doenca e, que podem
dificultar arealizacdo daterapéutica adulticida.

A maioriados cdes com infeccdes cronicas, desenvolvem uma glomerulonefrite. No entanto, é
considerado que as lesbes glomerulares originadas por D. immitis, raramente causam
insuficiéncia renal. Apesar do risco acrescido, € sugerido o tratamento microfilaricida e
adulticida destes animais, pelo simples facto da doenca glomerular ter origem numa infeccéo
por dirofilarias (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005).

A pneumonia a érgica desenvol ve-se relativamente cedo no percurso da doenca e, afecta 14%
da populacéo canina com dirofilariose (Atkins, 2003; Atkins, 2005). Calvert & Thomason
(2008) referem que a pneumonia aérgica ocorre em 10% a 20% dos cdes com infeccOes
assintomaticas. A Granulomatose eosinofilica € uma complicacdo rara que ocorre em
infeccbes ocultas (Cavert & Thomason, 2008). Uma trombose espontanea ou um
tromboembolismo, estdo associados a morte das fil arias adultas e pode precipitar ou piorar 0s
sinais clinicos, originando ou agravando a hipertensdo pulmonar, a insuficiéncia cardiaca e,
em casos raros, a hemoptise e o enfarte pulmonar.

A insuficiéncia cardiaca direita resulta de um aumento da resisténcia oferecida pelo ventriculo
direito, secundério a uma doenga arterial pulmonar cronica e a um tromboembolismo com
hipertensdo. A sindrome da veia cava € um tipo de apresentacéo da dirofilariose relativamente
incomum, grave (Kitagawa, Kitoh, Ohba & Sasaki, 2003; Atkins, 2005). Na maioria dos
estudos, € observada uma predisposicdo sexual, em que 75% a 90% desta sindrome afecta os
machos e € caracterizada por uma carga parasitaria exuberante (> 60 filarias, em que a
maioria reside no &trio direito e naveia cava) e por um mau prognéstico (Kienle & Kittleson,
1998; Kitagawa et al., 2003; Atkins, 2005).

7.2. Terapéutica cirdrgica
Ocasionalmente, é necessario recorrer a remocgao cirurgica das filarias em caes com ou sem

sindrome da veia cava. A remocao cirurgica das filarias esta limitada a cdes com um nimero
exorbitante de fil&ias na artéria pulmonar. A remocéo das filarias € comummente realizada
por uma arteriotomia da artéria pulmonar, com o uso de uma sutura oclusiva em “bolsa de
tabaco” ou por uma oclus&o por insuflacéo e, em alguns caso pode ser usada uma atriotomia
(Kienle & Kittleson, 1998).
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Uma outra técnica, descrita por Sasaki, Kitagawa e Ishihara citado em Atkins (2005) consiste
num método mecanico, para a remocdo das fil&ias da artéria pulmonar, com 0 uso de um
forceps crocodilo flexivel (Figura 14) ou com um intravascular retrieval snare (Kienle &
Kittleson, 1998; Kitagawa et a., 2003; AHS, 2005; Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005). O
forceps é introduzido na artéria pulmonar, pela veia jugular, sendo guiado por um
fluoroscopio (Kienle & Kittleson, 1998; AHS, 2005). Esta técnica tem sido aplicada em cées
com um peso méximo de 5 kg. A taxa de recuperaca@o destes animais varia entre 80% a 100%

dos casos (Kienle & Kittleson, 1998; Ferasin & Knight, 2005).

Figura 14. Aspecto da remocédo cirdrgica de filarias num Rotwelller com sindrome de
veia cava usando um forcep (Adaptado de LSU School of Veterinary Medicine)

A maioria dos cées tratados cirurgicamente, necessitam de uma administracdo subsequente de
melarsomina (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005). A arteriotomia tem como vantagens,
reduzir a incidéncia de uma toxicidade por arsénico e de complicagbes, como um
tromboembolismo. Como desvantagem, sa0 necessarios, uma anestesia geral, um operador
experiente, um fluoroscopio e uma subsequente administracdo de melarsomina. No entanto, €

um potencia tratamento para caes com riscos acrescidos (Atkins, 2005).

7.3. Terapéutica microfilaricida
A eliminacdo das microfilarias € a segunda fase da terapéutica (AHS, 2005). Os cédes com

microfilarias devem ser submetidos ao tratamento de modo a controlar a disseminagdo da
dirofilariose e reduzir o niumero de hospedeiros reservatorios (Kienle & Kittleson, 1998;
AHS, 2005).

Actualmente, ndo existe um fé&rmaco microfilaricida aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2003; AHS, 2005; Atkins, 2005). O
unico farmaco aprovado pela FDA é a ditiazanina iodada, que ndo se encontra no mercado
Americano actualmente. O levamisol foi muito usado no passado, mas devido as suas
complicagtes, a sua aplicacdo € rara presentemente (Kienle & Kittleson, 1998). Actualmente
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as lactonas macrociclicas, sdo as drogas microfilaricidas mais seguras e eficazes (Atkins,
2003; AHS, 2005; Atkins, 2005). As microfilarias podem ser eliminadas rapidamente com
ivermectina, na dose 50 pg/kg (8 vezes a dose preventiva), PO ou com milbemicina oxima, na
dose preventiva de 500 pg/kg, PO (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2003; Atkins, 2005;
Ferasin & Knight, 2005).

A administracdo de lactonas macrociclicas apds o diagndstico da doenca € contraditéria,
devido @ risco de induzir resisténcia as lactonas macrociclicas, sendo benéfico a sua
administracdo seis meses apos 0 tratamento adulticida, quando a apresentacéo clinica, ndo
necessita de uma intervencdo imediata (AHS, 2005; McCall et al., 2008). No entanto Atkins
(2005) e Ferasin e Knight (2005) mencionam que a terapéutica microfilaricida deve ser
ingtituida 4 a 6 semanas ap0Os a terapéutica adulticida e, Ware (2007) refere que deve ser
apenas ap6s 3 a 4 semanas, reduzindo assim, a concentracdo de antigénios através da
eliminacdo das microfilarias e das larvas migrantes, impedindo o crescimento de larvas
imaturas e esterilizando as fémeas adultas.

As microfilarias podem também ser destruidas, mas a um ritmo lento, com ivermectina,
moxidectina e selamectina, nas suas doses preventivas (Atkins, 2003; Atkins, 2005; Ferasin &
Knight, 2005). Sejade forma lenta ou rapida, ha a eliminacdo das microfilarias e esterilizacéo
das fémeas adultas (Atkins, 2003; Atkins, 2005).

A administragdo mensal das lactonas macrociclicas, faculta uma reducéo flexivel do intervalo
entre tratamentos, de modo a antecipar a eliminacdo das microfilarias (AHS, 2005). O
processo de destruicdo das microfilérias pode ser acelerado, usando milbemicina nas doses
recomendadas ou pela reducdo do intervalo das formulacfes tOpicas ou orais, para duas
semanas (Atkins, 2003; Atkins, 2005). Estes autores recomendam a testagem dos animais,
pela técnica de Knott modificada ou pela técnica de filtracdo apds 5 meses, ou apos 2 a 3
doses de lactonas macrociclicas. O AHS (2005), aconselha o inicio da profilaxia, apds o

animal ter sido testado com testes de pesquisa de antigénios, 6 meses apds o tratamento.

7.3.1. Complicac¢oes do tratamento microfilaricida
Apbs a administracdo das lactonas macrociclinas na dose microfilaricida, podem ocorrer

algumas complicacdes. A morte rapida de um nimero grande de microfilarias em cées
tratados com 50 pg/kg de ivermectina ou na dose profilética de milbemicina, 5% a 8% dos
caes desenvolvem efeitos secundarios (Atkins, 2005). Num estudo realizado em 126 cdes com
um numero excessivo de microfilarias na corrente sanguinea, observou-se que 6%
manifestaram reaccOes adversas, a administracdo de ivermectina na dose microfilaricida
(Atkins, 2003; Atkins, 2005). Os efeitos secundarios mais comuns foram, vomito, diarreia,

depressdo, anorexia, hipotermia, letargia, inapeténcia, taguicardia, e raramente shock (Atkins,
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2003; AHS, 2005; Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005; Ware, 2007). A diminui¢do destes
efeitos pode ser obtida com a administracéo de corticosterdides (dexametasona na dose de 2 a
4 mg/kg 1V) associada a fluidoterapia, permitindo uma recuperacdo em 12 horas (Kienle &
Kittleson, 1998; Atkins, 2003; Atkins, 2005, Ferasin & Knight, 2005). Kienle & Kittleson
(1998) aconselham a administrado inicial de levamisol, na dose de 2,5 mg/kg durante 3 a 7
dias, de modo a diminuir os efeitos adversos das lactonas macrociclicas em cées com uma
carga parasitaria elevada. Num estudo, foi comprovado que a administracdo de prednisolona
(1 mg/kg) em simulténeo com milbemicina, previne o aparecimento de reaccdes adversas
(Kienle & Kittleson, 1998).

Caes com menos de 16 kg, com mais de 10,000 microfilérias por mililitro de sangue, estéo
sujeitos a desenvolver reaccbes adversas. A administracdo profilactica de difenidramina (2
mg/kg, IM) e dexametasona (0,25 mg/kg, 1V), previne a ocorréncia de reaccOes adversas,
numa terapéutica com lactonas macrociclicas na dose microfilaricida (Atkins, 2003; Atkins,
2005).

Assim, Kienle & Kittleson (1998) recomendam que os animais devem ficar sob observacdo 6
a 8 horas ap6s a terapéutica microfilaricida. O AHS (2005) e Ware (2007) mencionam que
todos os cées que apresentam um risco acrescido, devem ficar sob observacéo nas primeiras 8
a 12 horas apOs o tratamento. Esta precaucdo, ndo € necessaria nas administractes

subsequentes, porque o nimero de microfilarias apresentar-se-a abaixo do nivel critico.

7.4. Terapéutica suplementar
7.4.1. Corticosteroides
As caracteristicas inerentes dos corticosteroides (accdo anti-inflamatéria e imunosupressora)
s8o vantgjosas em aguns aspectos no tratamento da dirofilariose. A prednisona, o esterdide
mais utilizado, reduz a arterite pulmonar, diminui o fluxo arterial pulmonar e reduz a eficéacia
da tiacertasamida, no entanto, piora a proliferacéo das lesdes vasculares (Kienle & Kittleson,
1998; Atkins, 2005; Cavert & Thomason, 2008) Por estas razdes, os corticosterdides estdo
indicados na dirofilariose, ndo sO face a complicacBes pulmonares parenguimatosa
(pneumonia eosinofilica, granuloma eosinofilico e tromboembolismo pulmonar), como
também para tratar ou prevenir as reacgdes adversas desencadeadas pelo tratamento
microfilaricida e, possivelmente minimizar a reaccdo tecidular pela melarsomina. Numa
pneumonia alérgica, deve ser administrado prednisona (1 mg/kg/dia), durante 3 a 5 dias
descontinuos ou gradualmente como indicado. A prednisona também esta indicada na
manutencdo de um tromboembolismo, nadose de 1 a2 mg/ kg, SID, até a recuperacdo clinica
e radiogréfica, desde que o animal figque enclausurado numa jaula. Devido a retencdo de
fluidos, induzida pelos esterbides, € preciso ter precaucdo quando had uma insuficiéncia
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cardiaca. O uso de corticosteroides reduz o fluxo sanguineo pulmonar, agrava a proliferacéo
damiointima e, actua com um pro-coagulante (Atkins, 2005).

O uso da combinag3o, Aspirina® com prednisolona é benéfico apos a terapéutica adulticida,
em que ha reducdo da inflamagdo pulmonar e da formacdo de trombos. No entanto, esta
combinagdo, podem originar hemorragias gastrointestinais nos céaes, ndo sendo recomendada
na préticaclinica (Kienle & Kittleson, 1998).

7.4.2. Aspirina®
A aspirina, em Portugal e em outros paises, € ainda um nome comercia registado,

propriedade dos laboratérios farmacéuticos Bayer para o composto écido acetilsalicilico. No
entanto, € igualmente reconhecido como nome genérico do principio activo, e € por esse nome
gue é habitualmente referida na literatura farmacol 6gica e médica.

Os compostos anti-trombéticos tem vindo a ser alvo de atencdo na terapéutica de manutencdo
da dirofilariose. Em seu beneficio, reduzem a gravidade das lesdes vasculares, a
vasoconstricdo da artéria pulmonar e a hipertensdo pulmonar, induzida por tromboxanos e,
minimizam a ocorréncia de um tromboembolismo apds a terapéutica adulticida. A aspirina
proporciona a diminuicdo das lesdes vasculares causadas pela morte das fil&ias, reduz a area
e gravidade da proliferacdo da miointima causada pelas filérias vivas e diminui a progressao
das doencas pulmonares parengquimatosas (Atkins, 2005). Este autor refere que em estudos
recentes foram demonstram resultados contraditérios. Kienle e Kittleson (1998) indicam que a
administracdo de aspirina, acarreta beneficios clinicos apés a terapéutica adulticida, em caes
com alteracdes graves na artéria pulmonar. Por outro lado, Ware (2007) ndo recomenda o seu
uso.

Num estudo em cées com filarias implantadas experimentalmente, recebendo tratamento
adulticida e aspirina, ndo foi observada qualquer melhoria a nivel das lesdes pulmonares, e
apresentavam maior tortuosidade das artérias, que os cées de controlo e 0s que receberam
heparina (Atkins, 2005). Por estas razdes, 0 AHS (2005) ndo recomenda 0 uso empirico da
aspirina, nem pelo seu efeito anti-trombotico nem pelareducdo da arterite pulmonar.

Quando usada, deve ser administrada diariamente durante 1 a 3 semanas antes do tratamento
adulticida e durante 4 a 6 semanas ap0s o0 tratamento. Em terapéuticas prolongadas com
aspirina, 0 hematdcrito e as proteinas totais, devem ser monitorizados periodicamente. Uso de
aspirina deve ser evitado ou descontinuado em caso de hemorragias gastrointestinais
(traduzidos por melena ou hematdcrito baixo), emese, trombocitopénia (valores de
50,000/mm?®) e hemoptise (Atkins, 2005).
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7.4.3. Heparina
Num estudo, com base no uso de heparina calcica em doses baixas, no tratamento da

dirofilariose canina, foi observado uma reducéo das reaccOes adversas associadas a
tiacertasamida em cées em com sinais clinicos graves, incluindo insuficiéncia cardiaca.

Num estudo clinico, 75 cédes considerados em elevado risco de desenvolver um
tromboembolismo ap0s a terapéutica adulticida, tratados com heparina (50 a 100 Ul/kg, pela
via SC, cada 8 a 12 horas), ou com aspirina ou indobufeno, demonstraram uma reducéo da
gravidade e duracdo das complicacfes pos-terapéutica adulticida com o uso de heparina, em
comparagdo com a aspirinaou o indobufeno. Apesar destes resultados, a heparina ndo € muito
utilizada em caes com elevado risco de tromboembolismo (Kienle & Kittleson, 1998).

Atkins, (2005) e Calvert e Thomason (2008) recomendam o uso de heparina em casos de
trombocitopénia ou hemoglobindria, na dose de 75 a 100 Ul/kg, por via SC, TID, durante

uma semana.

Na Clinica do Funchal, na Sociedade Protectora dos Animais Domeésticos (SPAD), onde
decorreu parte do estégio curricular da autora, o protocolo terapéutico implementado € outro.
Quando diagnosticado um cdo com dirofilariose ou com uma possivel infeccdo por D.
immitis, 0 animal vai para casa medicado com Ananase® (Bromelaina) na dose de 2 mg/kg,
PO, BID e, Agpiri na® na dose 5 a 10 mg/kg, PO, SID. Apos 15 dias com esta medicacéo,
retorna a clinica para iniciar a terapétuica adulticida com Immiticide®. No 15° dia, é
administrado um corticosteréide, Hostacorting® (acetato de prednisolona) na dose de 1 mg/kg,
IM, associado a0 Immiticide® na dose 2,5 mg/kg e, vai para casa com 0s donos, com a
indicagdo de repouso absoluto. Volta no dia seguinte, para receber a segunda injeccéo de
Immiticide® e é novamente recomendado repouso absoluto durante um més e continuacdo da
Aspirina® e do Ananase® até o fim da embalagem. Apds 30 dias, volta & clinica parainiciar a
terapéutica microfilaricida com Iverti n® a 1% (ivermectina) na dose de 10 mg em 1 ml por
cada 25 kg, SC. Terminado o tratamento microfilaricida e adulticida, o animal so retorna a
clinica 30 dias depois de concluido o tratamento microfilaricida, para confirmar a eficacia do

tratamento, através dastécnicas de K nott modificada ou de testes de pesguisa de antigénios.

8. Prognostico
Os caes com infecgBes assintomaticas apresentam um bom progndstico, contudo, cdes com

uma dirofilariose cronica, apresentam um prognostico reservado. Uma vez iniciada a
terapéutica adulticida, os sinais de uma dirofilariose crénica podem desaparecer. Assim, todos
animais que desenvolvam CID, sindrome da veia cava, embolizacdo macica, granulomatose
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eosinofilica, doenca grave da artéria pulmonar e insuficiéncia cardiaca, apresentam um

progndstico reservado.

9. Profilaxia
A profilaxia pode ser obtida através da intrevencdo sobre o hospedeiro, impedindo a

maturacdo das microfilarias, ou sobre o vector, com o uso de insecticidas impedindo a
transmiss&o da doenca.

Um dos muitos insecticidas utilizados é o Pulvex® (composto por permetrina (40:60) 65%)
com aplicacdo spot on. Outro método de prevencao, € com o uso da dietilcarbamazina ou das
lactonas macrociclicas, administradas via oral, topica ou parenteral, diariamente, mensal mente
ou semestramente (Kienle & Kittleson, 1998; Glickman et a., 2006). A profilaxia é
compreendida ndo sd para uma proteccdo individual, mas também para reduzir a prevaléncia
de infeccdo e a carga parasitéria entre os caes, promovendo assim, uma diminui¢cdo do risco
de transmissdo pel o mosquito a caes sem qualquer proteccdo (Glickman et al., 2006).

A profilaxia deve sr iniciada entre a 62 a 8% semana de vida em zonas endémicas ou entéo,
consoante as condicdes climéticas (Atkins, 2005; Ware, 2007; Calvert & Thomason, 2008).
As falhas na prevencdo sdo resultantes do desconhecimento por parte dos donos, da presenca
ou da potencialidade da doenca, das omissdes da administracéo por parte dos donos ou, por
instrucdes inadequadas proporcionadas pelo veterinario, quanto as medidas preventivas
(Atkins, 2005).

O AHS (2005) e Ware (2007) referem gue a prevencdo anual ndo € necessaria em regides de
clima frio e, recomendam a administracdo um més antes da época de transmissdo e
continuamente até um més apds da época de transmissdo. Contudo, AHS (2005) menciona
gue em regides onde a transmissdo ocorre por mais de meio ano, a profilaxia sazonal ndo é o
método mais indicado e, deve ser considerada uma profilaxia continua. Atkins (2005) refere
gue aprevencdo durante todo o0 ano deve ser realizada em qualquer area geogréfica.

Em casos de falha de administracdo ou de alteracdo do método profil &ctico, todos os animais
devem ser testados 6 meses apis e na proxima revisao anual. No entanto, de modo a garantir a
eficiacia dos produtos apds uma falha na administracdo, o AHS (2005) recomenda que 0s

animais devem ser testados aos 3 - 4 meses e aos 8 - 9 meses, em vez de ser aos 6 meses.

9.1. Dietilcarbamazina
A dietilcarbamazina (DEC), foi por longo periodo o método de prevencéo eleito, mas hoje em

dia foi substituida pelas lactonas macrociclicas (Atkins, 2005). Na dose minima de 5,5

mg/kg/dia, a DEC previne a maturacdo das larvas no cdo (Kienle & Kittleson, 1998). Segundo

Calvert e Thomason (2008) a dose profilactica variaentre 2,5 a 3,0 mg/kg, PO. Pensase que a

DEC destréi as larvas L e as L, migrantes (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005; Calvert
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& Thomason, 2008). Apesar de ser um produto seguro e €ficiente em animas
amicrofilarémicos, apresenta uma janela terapéutica curta e por isso, tem de ser administrado
diariamente, dificultando a adesdo por parte donos (AHS, 2005; Atkins, 2005). A prevencéo
deve ser efectuada no inicio da época de transmissdo, continuamente até 1 a 2 meses apos 0
inicio do Inverno (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005).

A DEC s0 deve ser administrada a cées amicrofilarémicos, sendo assim necessario testar
todos animais previamente, antes de iniciar a terapéutica preventiva (Kienle & Kittleson,
1998; AHS, 2005; Atkins, 2005). A administracdo da DEC a cdes microfilarémicos, induz
uma reac¢do adversa, possivelmente imunomediada em 30% dos casos. Segundo Kienle e
Kittleson (1998), 15% a 86% dos cédes microfilarémicos, desenvolvem reaccOes adversas
guando tratados com DEC. Os sinais associados a esta reaccdo, ocorrem uma hora apos a
medicacdo e incluem, depressdo, ptialismo, vomito, diarreia, pulso fraco, mucosas pélidas
com um tempo de replecdo aumentado e bradicardia (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005;
Ware, 2007). Subsequentemente, 0s caes podem dispnei cos e taguicardicos (Atkins, 2005).
Freguentemente, os donos inadvertidamente omitem uma ou mais doses de DEC. Quando &
apenas omitido um dia, ndo ha problema, no entanto, quando o esquecimento é maior, €
recomendado a reinstituicdo da medicacdo e € preciso ter consciéncia, que uma infeccéo ja
pode estar ingtituida (AHS, 2005; Atkins, 2005).

9.2. Lactonas macrociclicas
As lactonas macrociclinas sdo eficientes, seguras e convenientes como método profiléctico da

dirofilariose, com vérios espectros de accdo e métodos de administracéo. As lactonas
macrociclicas, ivermectina (Heartgard®), milbemicina oxima (I nterceptor®), moxidectina
(ProHeart®), e selamectina (Revolution'™), s30 os mais eficientes na prevencdo da
dirofilariose (AHS, 2005; Atkins, 2005). Estes compostos interrompem o desenvol vimento
larvar das L3, L4 e de fil&rias adultas durante os dois primeiros meses ap0s ainfeccao, através
de uma accéo microfilaricida e esterilizacéo das fémeas (AHS, 2005; Atkins, 2005; Calvert &
Thomason, 2008). Apesar destes compostos apresentarem uma accao protectora durante oito
semanas, devem ser administrados consoante as instrugdes do fabricante (Atkins, 2005).
Cavert e Thomason (2008) recomendam que todos o0s animais submetidos a estes farmacos
profilécticos, devam ser testados anualmente, devido as falhas na administracdo por parte dos
donos e, devido a subdosagem, quando o animal esta em crescimento.

9.3. Ivermectina
A ivermectina (Heartgard®) € um quimico derivado de uma mistura das avermectinas Bia e

B, obtido da bactéria Streptomyces spp. (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005). As
avermectinas actuam estimulando a accdo pré-singptica e pds-sindptica do &cido gamma-
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aminobutirico (GABA) em aguns invertebrados. O GABA actua como um inibidor
neurosi naptico, bloqueando a estimulacédo pds-sindptica do neurénio adjacente, a transmissao
motora nos neméaodes e, a transmissdo neuromuscular nos artropodes (Kienle & Kittleson,
1998). E eficiente contra um amplo espectro de endoparasitas e ectoparasitas e, € administrada
mensalmente em doses preventivas (Atkins, 2005; Brown, Jacobson, Brandon & Martinod,
2006). Também existe associada ao pamoato de pirantel (Heartgard-30 Pl us®), para melhorar
a eficacia contra parasitas intestinais (Atkins, 2005; McCall, 2005; Calvert & Thomason,
2008).

A ivermectina é eficiente mesmo com lapsos de 2 meses na sua administracdo. A proteccéo é
prolongada, com a administracdo continua por 12 meses apds exposicdo, mesmo com
omissdes de 3 meses (98% de eficiéncia) e de 4 meses (95% de eficiéncia) (Atkins, 2005;
McCall, 2005). A ivermectina € microfilaricida na dose preventiva (6 a 12 pg/kg/més),
promovendo uma reducdo gradual do numero de microfilérias (Kienle & Kittleson, 1998;
Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005; Ware, 2007; Cavert & Thomason., 2008). Apesar da
destruicdo gradua das microfilérias, reaccOes adversas (e.g. diarreia) podem ocorrer,
principalmente quando administrada a cées microfilarémicos (Atkins, 2005). Os resultados
obtidos de um estudo realizado por McCall (2005) indicam que a ivermectina apresenta uma
eficiénciade 97,7% e de 95,1% contrafil&rias com 3 e 4 meses, respectivamente.

A ivermectina manifesta uma eficiéncia de 100% na prevencdo de infeccdes por filarias.
Atkins (2005) refere alguns estudos, que comprovam que a ivermectina apresenta
propriedades parciais adulticidas, quando administrada continuamente por 16 meses.
Cunningham e Brandon (2006) desenvolveram uns implantes de silicone impregnados com
ivermectina para aplicacdo subcutdnea na regido da espadua, como possivel método
profilactico. A sua eficécia foi comprovada durante 365 dias apOs a sua administracdo em
cdes com uma carga parasitéria elevada. Estes animais a0 365° dia apresentavam uma
concentracdo no plasma de 0,15 a 0,64 pug/mL de ivermectina. Uma concentracdo de
aproximadamente de 0,2 ug/mL no plasma, é considerada 100% eficaz, por isso, todos cées
com concentragbes superiores a 0,2 pg/mL estdo protegidos. A concentracdo média de
ivermectina no plasma neste estudo, foi de 3 a 7 pg/mL, permitindo a sua aplicagdo nos
Collies.

94. Milbemicina oxima
Milbemicina oxima (Interceptor®) é um membro da familia das milbemicinas (80%

milbemicina As e 20% milbemicina Az), derivada de uma espécie de Streptomyces (Atkins,
2005). Através de vérios estudos comparativos, foi comprovado que a acgdo protectora e

adulticida da milbemicina, ndo € téo eficaz quanto ade ivermectina (McCall, 2005).
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Numa dose de 500 a 999 pg/kg, PO, é eficiente contra as larvas L3 e L, impedindo o seu
desenvolvimento nas primeiras 6 semanas (Ferasin & Knight, 2005; Ware, 2007; Calvert &
Thomason, 2008;). E administrada mensalmente e apresenta um efeito duradouro de dois
meses. Quando administrada de modo continuo durante 12 meses, o perddo de proteccdo pode
expandir-se paratrés meses (97% de eficiéncia). Contudo, a sua eficacia decresce para41% se
existirem lapsos de 4 meses (Atkins, 2005). Na dose prenventiva, a milbemicina é um
desparasitante de amplo espectro, sendo efeciente também contra nemétodes da Familia
Ancylostomatidae e Trichuridae (Atkins, 2005; Cavert & Thomason, 2008). Quando
administrada preventivamente a cées microfilarémicos, ha uma grande probabilidade do
desenvolvimento de reacgbes adversas, por ser um potente microfilaricida (Kienle &
Kittleson, 1998; Atkins, 2005). A administracdo de ivermectina na dose microfilaricida (50
Hg/kg) associada a difenildramina (2 mg/kg, IM) e a dexametasona (0,25 mg/kg, 1V), apos a
administracdo de milbemicina, pode prevenir a ocorréncia de reaccdes adversas,

principal mente em cées com uma carga el evada de microfil&rias.

9.5. Moxidectina
A moxidectina (ProHeart 6®), € conhecida por apresentar um amplo espectro na prevencdo da

dirofilariose e demonstra ter uma eficacia de 100% e, ser segura na dose de 3 pg/kg, PO,
durante 2 meses apés a infeccdo (AHS, 2005; Atkins, 2005; Ware, 2007). Segundo Ferasin e
Knight (2005) a dose varia entre 3 a 6 pg/kg. A moxidectina nesta dose, apresenta uma acgéo
microfilaricida gradual e ndo induz reacgbes adversas quando administrada a cées
ligeiramente microfilarémicos. Atkins (2005) demonstrou, que na dose de 15 pg/kg, o nimero
de microfilarias € reduzido em 98%, 2 meses apés o tratamento.

A moxidectina aparenta ser segura nos collies (Atkins, 2005). Existe uma nova férmula
liposomal da moxidectina (170 pg/kg), que permite umamaior flexibilidade na administracéo,
e proporciona uma protec¢cdo durante 6 meses, com apenas uma injeccao subcutanea (AHS,
2005; Atkins, 2005; Lock et al., 2005; Cunningham et al., 2006). Assim, com apenas duas
administragdes injectaveis confere uma proteccdo de 12 meses e, apresenta uma eficacia de
97%, mesmo com omissdes de 4 meses no tratamento preventivo (Atkins, 2005). Porém, este
produto foi removido do mercado nos Estados Unidos da América, por motivos de seguranca
e para estudos futuros embora exista em outros paises, como no Canada, Itdlia e Austrdia
(AHS, 2005; Atkins, 2005; Glickman et a., 2006).

Existe também, uma solucdo em spot on, com aplicagcdo tépica, composta por 10% de
imidaclopride e 2,5% de moxidectina (Advocate®/Advantage Multi®). A sua administracdo
mensal, proporciona o tratamento e a proteccdo contra pulgas, acaros de sarna (Sarcoptes

scabiei e Otodectes cynotis), nematodes intestinais e D. immitis (Arther, Bowman, Slone &
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Travis, 2005; Cavert & Thomason, 2008). Os resultados obtidos num estudo sobre uso de
Advocate® na prevencdo da dirofilariose, realizado por Arther et a. (2005) permitiram
concluir, que a administragdo mensal de 10% de imidaclopride e 2,5% de moxidectina, numa

dose de 0,1 mi/kg, € 100% €ficaz na prevencdo da dirofilariose.

9.6. Selamectina
A selamectina € uma lactona macrociclica semi-sintética. Apresenta um espectro Unico, de

aplicacdo topica mensal. A sua eficacia € semelhante a das restantes lactonas macrociclicas
(Atkins, 2005; Ware, 2007). A sua aplicacdo topicanadose 6 a 12 mg/kg, é preventiva contra
ainfeccdo pela D. immitis, contra pulgas e 0s seus ovos, acaros de sarna (Sarcoptes scabiei €
Otodectes cynotis) e carragas (Atkins, 2005; Ferasin & Knight, 2005; Ware, 2007). A
exposicdo dos animais a agua duas horas apds a aplicacdo, ndo atera a sua eficacia. A
selamectina, como as outras lactonas macraociclicas, apresenta uma proteccdo de dois meses,
apresentando uma eficiéncia de 99%, quando administrada de forma continua durante 12
meses e, até mesmo com lapsos de 3 meses no tratamento profilético (Atkins, 2005).

9.7. Avermectinas e Collies
No inicio do ano 1980 foi documentada pela primeira vez, a sensibilidade dos cées de raca

Collie a ivermectina. Nos Callies, foi identificado uma mutagdo no gene ABCBI. Esta
mutacdo gera uma paragem prematura do coddo no gene ABCBI, alterando a funcionalidade
da proteina (P-glicoproteina (P-gp)). Estes cdes apresentam um fenétipo semelhante ao
abcbla dos ratos, apOs a sua exposicdo a ivermectina. Os cdes homozigbticos com uma
deleccdo no gene 4ABCB1, exibem sinais neurol 6gicos apds uma dose singular de ivermectina
(> 120 pg/kg). No entanto, os caes heterozigoticos e homozigbticos com uma mutagdo no
gene MDRI ndo manifestam qualquer sintomatologia na dose de 120 pg/kg, mas podem
desenvolver reacces secundarias com uma dose superior (ataxia, ptialismo e midriase). Estes
caes também manifestam sensibilidade as outras lactonas macrociclicas, como a milbemicina,
selamectina e moxidectina, desenvolvendo sinais neurologicos. Mais tarde, esta mutacéo foi
identificada em outras ragas, como no Pastor Australiano, Pastor das Shetland e no Antigo c&o
de Pastor Inglés (Mealey, 2008).

Aparentemente as avermectinas conseguem passar a barreia hematoencefalica em pelo menos
um terco dos Collies, causando problemas quando administradas em dose superiores as da
dose preventiva (Kienle & Kittleson, 1998).

Com base em estudos cientificos, a dose preventiva da ivermectina (6 a 12 ug/kg) e da
milbemicina (500 a 999 ug/kg), € segura nos Collies (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins, 2005;
Mealey, 2008). A milbemicina, para causar toxicidade nos Collies, tem de ser administra da
numa dose superior a 5 mg/kg. Os Collies intoxicados podem vir a desenvolver ptialismo,
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midriase, cegueira aparente, ataxia, bradicardia e bradipneia, ao ponto de entrar num estado de
coma e morrer (Atkins, 2005). A selamectina aprovada pela FDA, na dose preventiva (6
mg/kg), ndo causa toxicidade, mesmo em cées com um genétipo ABCB1 (Mealey, 2008).

LEISHMANIOSE
1. Etiologia e epidemiologia
A Leishmaniose é uma doenca grave, crénica e zoonGtica causada por um protozoério
difasico do género Leishmania (Baneth, 2006 Mend&o, 2009). Este parasita pertence ao Filo
Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida,
Subordem Trypanosomatina e Familia Trypanosomatidae (Moreno, Nieto & Hernandez
1999).
Hé cerca de 30 espécies diferentes de Leishmania dispersas pelos paises do Velho Mundo e
do Novo Mundo, e somente 20 sd0 responsaveis pela infeccdo nos seres humanos. A
incidéncia anua de pessoas infectadas com Leishmania € de 12 milhdes, e 350 milhdes de
pessoas estdo em risco de desenvolver a doenca. Dos casos diagnosticados 1 a 1,5 milhdes séo
da forma cutéanea e 500,000 da forma visceral (Cardoso, Schallig, Neto, Kroon & Rodrigues,
2004; Roze, 2005; Baneth, 2006). Leishmaniose estd subdivida em |eishmaniose zoonética,
em que os canideos sd0 0s principais reservatorios da infeccdo nos humanos, e em
| el shmaniose antropondtica, com transmissao de pessoa a pessoa atraves de flébotomos ou por
outras vias (Baneth, 2006).
O género Leishmania € endémico em 88 paises, em que 66 pertencem aos paises do Veho
Mundo (Sudoeste da Europa, Norte de Africa, Médio Oriente, india, Bengladesh e China) e
22 aos paises do Novo Mundo (América Latina) (Lima-Netto, 2000; Roze, 2005; Baneth,
2006). No Sudoeste da Europa o principal agente etiol6gico da | eishmaniose canina (LCan) é
aLeishmania infantum (Moreno et a., 1999).
A prevaéncia da LCan em zonas endémicas esta dependente das condi¢des climaticas e do
método de diagndstico. A seroprevaléncia na Bacia do Mediterréneo varia entre 10% e 37%
(Baneth, Day, Roura & Shaw, 2005). Em Espanha, aincidéncia varia entre 8-9%, sendo muito
elevada na zona de Andaluzia (5-34%), nas llhas Baleares (6-21%), na Catalunha (9-18%) e
Castilha e Ledn (10-15%) (Corrales & Moreno, 2006). Pereira (2008) menciona a existéncia
trés focos endémicos em Portugal, na Regido de Alto Douro, Regido Metropolitana de Lisboa
eAlgarve.
Num estudo desenvolvido por Cardoso e Menddo (2009), foram recolhidas 113 respostas do
centro de atendimento médico-veterin&rio (CAMV) de 17 dos 18 distritos de Portugal
Continental e também da Regido Autonoma dos Acores (Ilha Terceira), ndo tendo sido
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recebidas respostas somente do distrito de Castelo Branco e da Regido Autonoma da Madeira.
Neste estudo, relativamente ao nimero de casos de L Can observados durante os ultimos 3 a5
anos em 105 dos 113 CAMV, verificou-se que em 55,2% das respostas foi referido um
aumento do nimero de casos, e em 36,2% gue se manti veram constantes.

A classificacdo do género Leishmania € tema de grande controvérsia e esta em constante
revisdo (Fraile, Frisuelos & Mird, 2001; Roze, 2005; Baneth, 2006). O uso de apenas um
critério, o morfolégico torna dificil e incompleta a sua classificagdo (Roze, 2005).
Actualmente a classificacdo das distintas espéecies de Leishmania € em funcdo da sua
caracterizagcdo fenotipica e genotipica, com base na sequéncia de ADN, padrdes de migracéo
das isoenzimas (zimodemes), caracterizagdo monoclona de anticorpos e andlise dos écidos
gordos. A técnica utilizada para este objectivo é a electroforese (Roze, 2005; Baneth, 2006).
As populagbes que apresentam as mesmas isoenzimas denominam-se de zimodemes. Na
Bacia do Mediterrdneo estdo descritas no total 17 zimodemes de L. infantum. As espécies
responsaveis pela maior parte dos casos, em seres humanos e em canideos, pertencem ao
zimodeme MON-1 e ocasionalmente MON-29, MON-33, MON-77. (Fraile et al., 2001). Nos
paises da Bacia do Mediterraneo, o zimodeme MON-1 é o principa responsavel pela LCan e
leishmaniose visceral humana. Em Portugal foi também isolado o zimodeme MON-98
(Pereira, 2008).

Os principais agentes da L Can sdo a espécie L. infantum, que também € o principa agente da
lei shmaniose visceral no Homem, na Bacia do Mediterréneo, Médio Oriente e América Latina
e, aespécie L. chagasi na América do Sul (Baneth, 2006). Podemos observar na Tabela 4, a

distribuicéo geografica das espécies de Leishmania nos paises do Veho e Novo Mundos.
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Tabela 4. Principais espécies de Leishmania (Adaptado de Toméas & Roméao, 2008)

Espécie de Agente de Tipo de Reservatorio
Leishmania leishmaniose leishmaniose no
canina? Homem
Velho Mundo L. infantum Sim LV, LC Cao
L. donovani N&o LV, LCPK Homem
L. major N&o LC Roedores
L. archibaldi N&o LV Céo?
L. tropica N&o LC Homem,; c&o/roedores?
L. aethiopica Nao LC, LCD Damas; roedores?
Novo Mundo L. chagasi* Sim LV, LC Cao
L. mexicana Nao LC, LCD Roedores
L. amazonensis Nao LC, LCD Roedores
L. panamensis N&o LC, LMD Preguicas, co/roedores?
L. peruviana N&o? LC Homem; c&o/roedores?
L. guyanesis N&o LC Preguicas, roedores?
L. braziliensis Nao? LC, LMC Caol/roedores?

Legenda: LV, leishmaniose visceral; LC, leishmaniose cuténea; LCPK, leishmaniose cuténea Pos- “Kalaazar”;

LCD, leishmaniose cutanea difusa; L MC, |eishmaniose mucocutanea

No Homem, no Velho Mundo a espécie L. tropica responsével pelo “Botdo do Oriente”
ocorre em algumas regides do Médio Oriente, Africa e Sudoeste da Asia, e € agente etiol gico
da leishmaniose cutanea em humanos (Baneth, 2006; Dujardin, 2008). A leishmaniose
visceral ou “Kala-azar” (L. donovani no Homem) é frequente nas regides asiéticas, na Africa
e na América do sul e central (Lima-Netto, 2000). As espécies L. braziliensis € L. mexicana
s80 0s agentes da leishmaniose cuténea e mucocutanea da América Latina em Humanos
(Rochette, 2003; Roze, 2005). O género Leishmania esta dividido no subgénero Leishmania
Viannia (Baneth, 2006; Dantas-Torres, 2007).

2. Ciclo biologico
Na LCan estdo descritos 3 ciclos epidemioldgicos inter-relacionados mas com padrdes de

transmissdo exclusivos, o ciclo silvético, ciclo peridomeéstico ou rura e, o ciclo doméstico ou
urbano (Moreno et a., 1999). O cao doméstico (Canis familiaris) € considerado o hospedeiro
natural e o reservatorio de L. infantum (L. chagasi) (Baneth, 2006; Mend&o, 2009). Para além
do céo, vérias espécies de canideos selvagens, nomeadamente a raposa (Vulpes vulpes), chaca
(Cania aureus) e lobo (Canis lupus), tém sido encontrados parasitados nos paises do Velho
Mundo por L. infantum, enquanto que no Novo Mundo, funcionam os reservatorios silvaticos

(Pereira, 2008; Sastre et al., 2008). Foram relatados casos de infecgbes em raposas em
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Portugal, Itdlia e Espanha. Na Europa, esudos serol6gicos efectuado em raposas, revelaram
uma prevaléncia de 16% a 60% em Portugal, 18% em Itdlia e 2,7% em Espanha (Sobrino et
al., 2008). Em Itdlia e Espanha o rato-negro (Rattus rattus) foi encontrado parasitado com L.
infantum, apesar de ser apenas 0 hospedeiro secundério (Lima-Netto, 2000; Pereira, 2008).

O ciclo doméstico € mantido por cdes domésticos e o ciclo peridoméstico por caes errantes e
canideos selvagens (e.g. araposa), 0s quais parecem apresentar um Sinantropismo progressivo
(Moreno & Alvar, 2002; Pereirg 2008). Moreno e Alvar (2002) mencionam que a presenca de
um ciclo silvético independente do ciclo doméstico é pouco provavel de ocorrer e, sugerem
gue deve ser considerado um ciclo peridoméstico.

Outros mamiferos como, os equinos, 0s bovinos, os caprinos, 0s ovinos e os felinos tém sido
parasitados por Leishmania (Roze, 2005). Apesar de serem capazes de introduzir ou re-
introduzir a infeccdo em outras éreas, ndo contribuirem significativamente para a
sobrevivéncia, a longo prazo, da populacdo de parasitas, dai serem hospedeiros secundarios
(Pereira 2008).

As sandflies sd0 dipteros que pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Diptera,
Familia Psychodidae e Género Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo)
(Lima-Netto, 2000; Baneth et al., 2005; Roze, 2005).

Os flébotomos sdo pequenos insectos, com actividade nocturna, crepuscular, consoante a
espécie e aépoca do ano (Baneth, 2006; Afonso & Alves-Pires, 2008). Os machos e as fémeas
sdo fitofagos, porém as fémeas também sdo hemat6fagas para poderem efectuar as posturas. O
nimero de refeicdes sanguineas de uma fémea, para completar o seu ciclo trofogénico, varia
com as espécies e condigdes climaticas, mas, regra geral, € suficiente uma unica refeicéo,
observando-se uma concordancia trofogénica. Em laboratorio, as fémas P. perniciosus fazem
uma refeicdo e morrem apods a primeira postura. A duracdo do ciclo é variavel, em funcdo da
temperatura, humidade e fotoperiodo. O ciclo de vida desenvolve-se no meio terrestre (formas

pré-imaginais) e no meio aéreo (adultos) (Figura Figura 15. Phebotomus pernicious 9
(Adaptado de Afonso & AlvesPires,
2008)

imaturas, na Natureza, pouco conhecidas (Afonso

& Alves-Pires, 2008).

As fases préimaginais sd0: ovo, larva (4 estados) e

15), sendo as preferéncias bidticas das formas

pupa. As larvas, nos diferentes estados, alimentam-
se de matéria organica em decomposicao, quer de

origem animal, quer vegetal e, desenvolvem-se em

locais abrigados com temperaturas estaveis. Na regido do Paleartica, as formas larvares, no 4°

estado, passam o Inverno em diapausa (Wall & Shearer, 1998; Afonso & Alves-Pires, 2008).
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A existéncia de focos zoondticos ou antroponéticos esta limitada a presenca do vector
especifico do parasita, a sua distribuicdo, a sua capacidade de dispersdo, a existéncia de
hospedeiros infectados e as condigdes climéticas (Afonso & Alves-Pires, 2008). Nas regides
do Mediterraneo e Asia, os flébotomos apresentam a sua actividade nos meses mais quentes
(da Primavera ao Outono) (Baneth, 2006). No Mediterraneo o periodo destes mosquitos pode
iniciar-se em Marco, com um pico de Julho a Setembro, podendo prolongarse até Outubro, em
plena época de caga. Sendo mais abundantes em areas rurais, zonas urbanas arborizadas e
locais onde exista matéria organica em decomposicao. Em Portugal a época de transmisséo
inicia-se em Margo-Abril e termina em Setembro-Outubro (Afonso & Alves-Pires, 2008). Em
Espanha ocorre entre Abril e Setembro, quando a temperatura e a humidade séo favoraveis
(Lima-Netto, 2000; Ramis, 2008). Na América latina, alguns flébotomos estéo activos durante
todo o ano (Baneth, 2006).

Diferentes espécies de vectores podem ser encontradas em vérias areas geogréficas e nichos
ecoldégicos. Algumas espécies transmitem exclusivamente uma espécie de Leishmania,
embora haja vectores para mais de uma espécie (Baneth, 2006). Num estudo desenvolvido em
Portuga por Cortes, Afonso, Alves-Pires e Campino (2007), foram identificados e
guantificados os seguintes vectores: 392 (80,33%) Phlebotomus perniciosus, 93 (19,06%) P.
ariasi € 3 (0,61%) P. sergenti. Em Portugal, Espanha e Franca os vectores responsaveis pela
transmissdo de L. infantum pertencem as espécies P. perniciosus € 0 P. ariasi (Lima-Netto,
2000; Corrales & Moreno, 2006; Cortes et a., 2007).

O insecto infecta-se ao ingerir sangue do hospedeiro vertebrado com macréfagos parasitados
(Figura 16). Rapidamente os macréfagos sdo destruidos e libertam as formas amastigotas.
Durante as primeiras horas depositam-se no intestino onde se multiplicam e diferenciam-se
numa forma extracelular flagelada, promastigota e multiplicam-se activamente por divisdo
binaria (Moreno et a., 1999, Baneth, 2006). Na fase final do ciclo sofrem diferenciacéo e
transformam-se numa forma infectante, em promastigotas metaciclicas (Moreno et al., 1999,
Roze, 2005, Oliveira, Jochim, Vaenzuea & Kamhawi, 2009). O periodo necessario para que
0 ciclo se complete no insecto, oscila entre quatro a seis dias consoante a espécie de

Leishmania, do vector e das condi¢des ambientais (Moreno et al., 1999).
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Figura 16. Ciclo biol6gico daleishmaniose canina (Adaptado de Baneth, 2006)
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As formas promastigotas metaciclicas (Figura 17) sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado

através da picada do insecto (fémea hemat6faga). Sdo posteriorment e fagocitados por células
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dendriticas e macrofagas da pele para o interior de um fagossoma ou vacuolo parasitéforo,
onde em menos de 24 horas perdem o flagelo e diferenciam-se em amastigotas (Figura 18)
(Moreno et a., 1999; Lima-Netto, 2000; Roze, 2005; Baneth, 2006).

Multiplicam-se activamente por divisdo binaria e eventuamente provocam a ruptura dos
macrofagos. As formas amastigotas livres sdo depois fagocitadas por outros macréfagos,
disseminando ainfeccdo (Lima-Netto, 2000; Baneth, 2006).

Figura 17. Formas promastigotas da Figura 18. Formas amastigotas no interior

espécie de Leishmania (Adaptado de de um macréfago, de uma citologia de uma

Baneth, 2006) puncdo de linfonodo (1000x) (fotografia
original)

Legenda: Forma amastigota (seta)

Estd demonstrado que a saliva dos insectos apresenta componentes anticoagulantes,
vasodilatadores e, compostos imunomodul adores (ac¢do na imunidade inata) e imunogénicos
(resposta imunité&ria adquirida) (Roze, 2005; Kamhaki, 2009). Estudos em ratos
comprovaram, que estes componentes estimulam uma resposta imunité&ria mediada por
células, linfocitos Thy, einibe os linfocitos Th, (Roze, 2005).

Apesar datransmissdo entre canideos fazer-se através de um vector, ja foram reportados casos
em que ainfeccdo foi transmitida sem a presenca de um vector. Segundo Baneth et a. (2005),
Baneth, Koutinas, Solano-Gallego, Bourdeau e Ferrer (2008) e Silva et a. (2009) j& foi
documentada a transmissao vertical, de cadel as infectadas para o cachorro através da placenta.
Silvaet al. (2009) demonstrou pela primeiravez atransmissao sexual da LCan. A transmissao
através de transfusdo sanguinea, de partilha de seringas também tem sido referida (Baneth et
al., 2005; Pereira, 2008)

3. Fisiopatologia
A relacdo parasitahospedeiro estabelecida por Leishmania € 0 cd0 € complexa, pois esta

condicionada por uma grande variedade de factores, quer do hospedeiro como do parasita.
Entre os factores dependentes do parasita, 0 mais importante é a espécie de Leishmania €
dentro desta 0 zimodeme. Consoante o tipo de zimodeme, pode-se ter diferentes tipos de
viruléncia e antigenecidade, condicionando assim a resposta do hospedeiro vertebrado. No
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hospedeiro intervém dois factores, primario e secundario. Nos primérios temos a constituicdo
genética e directamente relacionada com esta, a capacidade de uma resposta imunitaria, que
condiciona a resisténcia ou a susceptibilidade a infecgdo. Os factores secundarios, ndo menos
importantes, sdo o estado sanitario e nutricional, que em grande medida sdo inseparaveis da
capacidade imunitéria, ao condicionar a fisiologia e da resposta geral do organismo (Moreno
et al., 1999).

Em teoria, todas as racas sdo susceptiveis a infecgdo por L. infantum (Solano-Gallego et al.,
2000; Alvar, Canavate, Molina, Moreno & Nieto, 2004; Alves et a., 2009). No entanto
Miranda, Roura, Picado, Ferrer e Ramis (2008) referem que as ragas Pastor Aleméo,
Dobermann e Boxer, sdo mais susceptiveis a infeccdo. O resultado de um estudo recente
realizado por Miranda et al. (2008) indica que as ragas mais susceptiveis a serem infectadas
sd0, 0 cdo Pastor Alemdo, Rottweiler e Boxer e, que ndo ha predisposicdo sexual, apesar de
alguns autores referirem que os animais do sexo masculino sdo mais afectados. A raca
Podengo de Ibiza aparenta ter um certo nivel de resisténcia (Solano-Gallego et al., 2000;
Alvar et a., 2004; Alves et a., 2009). Nas Ilhas Baleares Espanholas, a incidéncia da LCan
nesta raga € muito baixa em relacdo as restantes ragcas (Baneth, 2006). A
resisténcia/susceptibilidade do hospedeiro sugere haver uma base genética e uma correlacéo
significante entre o complexo major de histocompatibilidade do tipo 11 (MHC-I1) €/ou o gene
Slcllal (Nrampl) (Sanchez-Roberto, Altet, Sanchez & Francino, 2005; Sanchez-Robert et
al., 2008). O gene Sicllal € um transportador de ides, que estd envolvido na activacdo dos
macrofagos e controlo da replicacéo de Leishmania no interior do fagossoma (Baneth et dl.,
2005; Sanchez-Robert et al., 2008).

O facto de um animal estar infectado e seropositivo ndo significa necessariamente que venha
a desenvolver a doenca activa (Moreno & Alvar, 2002; Pereira, 2008). Estudos
epidemiol ogicos efectuados em focos endémicos de LCan indicam que cerca de 50% a 60%
dos cées naturamente infectados e seropositivos, ndo evidenciam sintomas da doenca
(Pereira, 2008). Apesar da influéncia de vérios factores mencionados na Tabela 5, o curso da
infeccdo é principamente determinado pda natureza da resposta imunolégica inata e
adaptativa do hospedeiro (Mendéo, 2009).
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Tabela 5. Factores suspeitos de influenciar o curso dainfeccdo de Leishmania infantum em
cées (Adaptado de Mendao, 2009)

Factores suspeitos de influenciar o curso da infec¢do da L. infantum

Resposta imunitéria (determinagdo genética; resposta Thl ou Th2)

Infeccdo concomitante e/ou doenca (erliquiose, hepatozoonose, demodicose)

I munossupress&o ou terapiaimunossupressiva

|dade (2-4 anos,> 7 anos)

Estado nutriciona

Infeccdes recorrentes

Viruléncia da estripe de Leishmania infantum isolada

Apobs a inoculagdo do parasita na pele do hospedeiro desenvolve-se uma reaccéo inflamatéria
localizada, em que participam as células polimorfonucleares (PMN) e as células do sistema
mononuclear fagocitario (CSMF) (macrofagos, histiocitos e leucécitos) (Moreno et a., 1999;
Roze, 2005; Baneth et al., 2005). Em poucas horas, forma-se um infiltrado de macréfagos na
zona de inoculagdo, na sequéncia de algumas citoquinas que possuem efeito quimiotéctico,
dando inicio a fagocitose e a sua endocitose do protozoario (Alexandre-Pires & Correia,
2008).

A infeccdo € estabelecida quando o parasita penetra no interior dos macrofagos e, resiste a
accao microbicida. A entrada das |eishmanias hos macréfagos ocorre por opsonizacao, regida
pela interaccdo do factor Cs do complemento, as moléculas presentes na membrana do
parasita, a glicoproteina (GP) 63 e o lipofosfoglicano (LPG) e os receptores da membrana dos
macrofagos. Umavez no interior do vacuolo parasitéforo, a leishmania dispde de mecanismos
intrinsecos que lhe permitem resistir a accdo das enzimas hidroliticas lisossomais e aos
radicais livres de oxigénio (RLO) (Moreno et a., 1999). Este comportamento de
sobrevivéncia intracelular € conotado com os chamados “factores de viruléncia do parasita’,
gue resultam de moléculas particulares dos parasitas implicados nesse processo. Duas destas
moléculas, sdo o LPG e a protease de superficie GP63, que degradam a maioria das enzimas
hidroliticas e inibem parcialmente a producéo de RLO (Moreno et al., 1999; Alexandre-Pires
& Correia, 2008). Porém, a espécie Leishmania possui determinadas enzimas (catalase e
dismutasa de superdxido) que contradizem a accdo dos RLO (Moreno et al., 1999).

Os macréfagos e as células dendriticas, sdo células de grande importancia na modulacéo e
regulacdo da resposta imunitaria especifica anti-leishmania. Estas células transportam os
amastigotas da pele para os ganglios linfaticos, activando assim os linfdcitos T, favorecendo

uma respostaimunitaria (Corrales & Moreno, 2006; Alexandre-Pires & Correia, 2008).
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Nem todos os cées infectados naturalmente ou experimentalmente por Leishmania
desenvolvem a doenca. Os caes clinicamente resistentes sdo agueles que contrariam a
infeccdo através da sua resolucdo e eliminagdo dos parasitas, ou que sdo capazes de restringir
a infeccdo ficando assintométicos. Os animais predispostos a desenvolver a infeccdo e a
doenca clinica, sdo considerados animais susceptiveis (Baneth, 2006). O tipo de resposta
imunitéria desencadeada pelo hospedeiro mostra-se determinante na forma como a doenca
evolui. Assim sendo, em animais resistentes, os parasitas ficam localizados na pele ou em
linfonodos eferentes, enquanto nos animais susceptiveis ocorre a multiplicagdo dos parasitas,
ruptura das células infectadas, e disseminacéo do agente para varios 6rgéos, tais como o baco,
os ganglios linféticos, a medula 6sses, o figado, osrins e a pele (Moreno et a., 1999; Baneth
et a., 2005; Baneth, 2006; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

Num estudo recente redlizado por Carrilo e Moreno (2009), em murinos com leishmaniose
cuténea por L. major, defineese o0 paradigma Thl/Th2, em relacdio a
resisténcia/susceptibilidade da infeccdo. A dicotomia da regposta imunitéria contra o parasita,
€ determinada pelo envolvimento dos linfocitos T CD4+ e de citoquinas reguladoras ou de
sinalizacdo, interferéo -y (IFN-y) e interleucina -4 (1L-4) respectivamente (Alvar et a., 2004,
Corrales & Moreno, 2006; Carrilo & Moreno, 2009).

A resposta celular iniciase com a acgdo das células apresentadoras de antigénios (APC). Os
macréfagos apresentam os antigénios as proteinas de MHC-IlI da sua membrana externa
(Figura 19). O MHC-II é reconhecido pel os receptores dos linfocitos CD4+, promovendo uma
resposta em funcdo da subpopulacdo de linfocitos. A dicotomia da resposta imunitaria na
leishmaniose, tem como base a heterogeneidade funcional das subpopulacdes de linfocitos
Th, e Th,, descritas inicialmente em ratos e que posteriormente foi comprovada em outras

espécies, incluindo o cdo (Morenoet a., 1999).
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Figura 19. Apresentacdo de fracgdes antigénicas do parasita pelo MHC-I1 de macr6fagos aos
linfocitos T (Adaptado de Santos-Gomes, Rodrigues & Marques, 2008)
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Legenda: A- desenvolvimento de um conjunto de ac¢Bes visando a activagdo da actividade leishmanicida; B- a
reducdo de moléculas de co-estimulagdo dificulta o estabelecimento da comunicagdo entre as células e,
consequentemente, a activagdo do macroéfago.

A populacdo de linfécitos cooperadores (Th, CD4+) sdo 0s principais responsaveis pelo
mecanismo de activacdo das células efectoras, enquanto os linfécitos citotdxicos (Tc, CD8+)
apenas tém papel secundério neste processo. Os linfocitos T CD4+ dividem-se em linfécitos
Thy e Th,. Thy produz ainterleucina2 (IL-2), interleucina12 (IL-12) e IFN-y, induzindo uma
resposta mediada por células e activando os macréfagos (Corrales & Moreno, 2006; Corréa,
Dossi, Vasconcelos, Munari & Lima, 2007). Os macrofagos sdo as células efectoras principais
da resposta imunitaria, por serem activados por vérias citoquinas (e.g. |IFN-y) para destruir
intracel ularmente os amastigotas de Leishmania (Moreno et a., 1999). Estas citoquinas sdo
produzidas pelos linfécitos T, cdulas dendriticas, macréfagos e células natural killer (NK) e,
induzem a sintese do 6xido nitrico (NO) gerado pela sintetase induzida do Oxido nitrico
(iNOS) e superdxido (O,) por NADPH oxidase (Moreno et al., 1999; Alvar et a., 2004,
Wilson, Jeronimo & Pearson, 2005; Alves et a., 2009). As células Th2, secretam IL-4,
interleucina-5 (IL-5), interleucina10 (IL-10) e factor B de transformacdo de crescimento
(TGF-B) (Corréa et. a., 2007). Também promovem a proliferacdo de linfécitos B com
producdo de imunoglobulinas, condicionando assim, uma resposta imunitéaria humoral
(Moreno et al., 1999).

Estudos elaborados em seres humanos e em ratos demonstraram que uma infeccao resistente
estd associada a uma resposta imunité&ria mediada por células Thi, com producéo de
citoquinas inflamatorias (IL-2, IFN-y e Factor de necrose tumoral - oo (TNFa)), enquanto que
em animais susceptiveis a resposta imunitaria € do tipo humoral Th, com producéo de
citoquinas reguladoras Th2 (IL-4, 1L-10 e TGF-B) (Baneth et al., 2005; Corrales & Moreno,
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2006; Alves et a., 2009). Nos animais susceptivels, os macrofagos estdo funcionalmente
aterados, afectando assim a sua fungdo como APC e supbe-se que exercem uma actividade
imunosupressora especifica sobre os linfocitos Thy, devido a accéo das citoquinas IL-10 e
TGFB (Moreno et al., 1999; Corréa et a., 2007). Corréa et al. (2007) comparam a producéo
de TGFp, IL-10 e IFN-y no figado e no bago de cées assintomaticos e sintométicos e,
comprovaram que a producéo de TGF-p é mais elevada no baco, IL-10 no figado, e que a
IFN-y era baixa em ambos os 6rgéos, sugerindo assim, que as citoquinas relacionadas com
uma resposta imunitaria Thy, inibem a producdo de IFN-y.

A inexisténcia de uma imunidade mediada por células é a chave da patogenia da doenca e da
sua progressao (Alvar et a., 2004). Estudos desenvolvidos por este mesmo autor permitiram
confirmar que a imunossupressdo especifica contra o parasita é devida, parciamente a
auséncia de linfécitos T CD4+. Caes naturalmente infectados com Leishmania apresentam
uma percentagem baixa de linfécitos CD4+ no seu sangue periférico, em relacdo aos animais
saudave's, estabelecendo assim, uma relagdo directa entre os niveis de linfocitos T CD4+ e
uma resposta imunitaria mediada por células (Alvar, et a., 2004). Miranda, Martorell, Costa,
Ferrer e Ramis (2007), referem que vérios autores detectaram ateragdes nos niveis das
subpopul acdes de linfocitos circulantes na leishmaniose visceral. Segundo estas publicagoes,
0s caes infectados apresentam percentagens reduzidas de linfécitos CD4+ circulantes e do
racio CD4+/CD8+, que normaizam ap0s o0 tratamento. No entanto, num trabaho
desenvolvido por Miranda et a., (2007) evidenciou-se que ndo existe correlacdo claraentre as
subpopulacdes de linfécitos em animais saudaveis ou infectados, ndo devendo assim ser
utilizado este paréametro para afericéo da doenca.

E possivel que a resposta imunitéria Th, sgja determinada durante o periodo de incubag&o.
Este factor é determinante para a progressao da infeccdo e para o aparecimento dos sintomas
clinicos (Alvar et a., 2004). Segundo Alvar et a. (2004) estudos em infeccdes experimentais
em cédes, indicam que durante grande parte do periodo de incubagdo ndo ha resposta
imunitéria definida No entanto, mesmo antes do aparecimento de qualquer sintoma
desenvolve-se uma resposta imunitéaria Thy, que ndo impede o desenvolvimento da doenca,
mas que desaparece uma vez estabel ecida a doenca clinica.

A LCan é uma doenca crénica, em gue 0s sintomas clinicos s6 se manifestam entre 3 meses a
7 anos apos infeccdo (Baneth, 2006). A imunidade mediada por células gera uma reaccéo
inflamatéria do tipo proliferativo, um infiltrado celular composto por macréfagos, linfocitos e
células plasmaticas. Este tipo de lesbes desenvolvem-se especialmente no figado, rins, pele,

aparelho digestivo e reprodutor. As alteragdes degenerativas afectam principalmente os
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Orgdos hematopoiéticos e linféides, em que a degeneracdo hipoplésica progressiva € uma das
causas daanemia(Moreno et a., 1999).

A resposta humoral propria dos animais susceptiveis, também deriva de mecanismos
imunopatogénicos, causados por auto-anticorpos e por complexos imunes (Moreno et al.,
1999). A producdo de anticorpos especificos inicia-se nas primeiras semanas da infeccéo e
seguem uma cinética crescente, que de tal forma passadas 8 a 12 semanas, podem apresentar
nivels séricos exuberantes. Numerosos estudos reportaram a existéncia de uma cinética entre a
distribuicéo das classe de imunoglobulinas em respostas serol0gicas de cédes naturalmente ou
experimentalmente infectados. Esta claro, que em infecgdes sintométicas apresentam titulos
elevados de anticorpos das classes IgG, IgE e IgA, consistente com uma resposta imunitaria
do tipo Th,. Contudo, devido a grande divergéncia entre autores, ndo € possivel estabelecer
uma relagdo directa entre o nivel de anticorpos e o estado clinico dos animais infectados
(Moreno et a., 1999; Day, 2007; Alves et a., 2009).

Os animais infectados devido a uma estimulacdo policlonal dos linfécitos B, produzem
exacerbadamente imunoglobulinas especificas ou inespecificas e auto-anticorpos (Moreno et
a., 1999; Baneth et al., 2005). Estes processos estédo associados aos casos de miocardite,
dermatomiosite, ateracdes hepaticas, renais e vasculares, anemia e leucopénia (Moreno et al.,
1999). A excessiva producdo de anticorpos provoca lesdes celulares e nos tecidos, através de
mecanismos de hipersensibilidade do tipo Il e Il (Baneth et al., 2005). Consequentemente,
formam-se imunocomplexos circulantes (CIC) compostos principalmente por 1gG e pelas
seguintes fracgdes de complemento, C1, C2 e C4, que se desenvolvem em diferentes locais do
organismo (Alvar et a., 2004; Corrales & Moreno, 2006). Os CIC dteram a capacidade
fagocitaria dos mondcitos e neutrdéfilos circulantes, interferindo no mecanismo de agregacao
plaguetéria e na producdo de aminas vasoactivas. Porém, os depésitos de CIC no endotélio
vascular, ddo lugar a uma reaccéo de hipersensibilidade do tipo |11, em que a activacéo do
sistema complemento e a actuacdo das células inflamatérias, provocam alteragdes na
permeabilidade vascular e fendbmenos de necrose tecidular (Moreno et al., 1999). No cdo, a
deposicao de CIC no rim pode levar a uma falha renal, sendo esta a principal causa da morte
de cées com leishmaniose (Baneth, 2006). Caes infectados com pouca ou nhenhuma resposta
imunitéria humoral, ndo desenvolvem lesBes renais (Alvar et a., 2004).

A LCan esta associada a varios tipos de lesdes cuténeas disseminadas (Baneth, 2006). Estas
lesbes cuténeas estdo comummente associadas a diversas respostas imunitérias. Numa
resposta imunitéria Thy, a lesdo mais caracteristica € uma dermatite, que esta associada a
presenca das células de Langerhans e queratécitos, que expressam o MHC-II, linfocitos T,

macréfagos e parasitas na derme. Numa resposta imunitéria Thy, as lesdes nodulares sem
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apresentacdo de células e macrofagos parasitados, s8o as mais comuns. Os fibroblastos
parasitados da pele, podem ser importantes no desenvolvimento de Ulceras (Alvar et al.,
2004).

4. Quadro Clinico
Os sinas clinicos e a atura em que se manifestam variam amplamente, desde a auséncia de

sintomas a uma sindrome clinica grave. A manifestagdo clinica da L Can € muito variavel,
devido a multiplicidade dos mecanismos patogénicos e das respostas imunitérias individuais
(Moreno et d., 1999; Lima-Netto, 2000). Segundo Alexandre-Pires e Correia (2008) apés a
infeccdo, decorre um periodo de incubacdo até ao aparecimento dos primeiros sintomas, que €
considerado por vérios autores bastante longo, podendo variar entre um més e dois anos.
Moreno et a. (1999) e Alvar et a. (2004) classificam a LCan em trés quadros, agudo,
subagudo e crénico ou latente regressivo. Contudo, sdo raros 0s casos com quadros agudos e
subagudos (20%) (Moreno et a., 1999). Também podem ser classificados de acordo com os
sintomas clinicos, em polissintomaticos, oligossintomético e assintomatico (Alvar et al.,
2004). Tanto os caes assintomaticos como 0s sintométicos podem constituir uma fonte de
infeccdo para os flébotomos (Guarga et a., 2000; Menddo, 2009). Sob condicles
experimentais 0s cdes sintomaticos provaram ser quatro vezes mais infecciosos para 0s
flébotomos, do que um cdo oligossintomético ou assintomético (Menddo, 2009). Nas Ilhas
Baeares, Marselha, Franca e a Grécia, a prevaéncia de cdes assintomaticos € elevada,
variando entre 70-80%. Quase todos ou mesmo todos 0s animais que residem nestas areas,
estdo infectados durante toda a sua vida (Baneth, 2006).

As formas progressivas, de curso crénico e com implicacdo viscero-cutaness, sdo as

apresentacOes mais frequentes na Bacia do Mediterraneo (Moreno et al., 1999).

4.1. Periodo inicial
Existem poucos estudos sobre os sinais no inicio dadoenca (Alvar et a., 2004). A informacéo

existente baseiase fundamentalmente em infeccbes experimentais, ja que em infecches
naturais, numa fase inicial, os sinais sdo inespecificos (Moreno et a., 1999). Estes estudos
mostram grandes diferencas, ndo sd quanto aos sinais iniciais da doenca, como também no
periodo latente e na progressao da doenca. Geralmente, ndo existe uma sintomatol ogia precisa
nesta fase, podendo assim variar, entre alteracBes inespecificas com inicio insidioso e um
desenvolvimento progressivo (Moreno et al., 1999; Alvar et a., 2004). Perda de peso, astenia,
apatia e em ocasionalmente anorexia e febre, sdo alguns dos sinais inespecificos desta fase
(Morenoet al., 1999).
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A partir do terceiro més é possivel observar sinais cuténeos, conjuntivite e dor renal a
palpacdo. Outros autores dizem que 0s sintomas hemorragicos (epistaxis) sdo 0s primeiros a
surgir (Alvar et a., 2004).

4.2. Periodo patente
Caracteriza-se por diversos sintomas com grande variabilidade de intensidade, consoante a
evolugdo da doenca, que de tal maneira, determinados sintomas podem ser mais
predominantes em alguns animais do que em outros (Moreno et a., 1999). A maioria dos cées
infectados exibe uma sintomatologia caracteristica da doenca, contudo, pode ndo se
manifestar da mesma maneira em todos os animais (Alvar et a., 2004). A sintomatologia
caracteristica desta fase, consta de sintomas inespecificos, linfadenopatia e ateragoes
cutaneas (Moreno et al., 1999). Nos sintomas inespecificos verifica-se hipertermia, apatia,
astenia, anorexia, polidpsia e perda de peso. A linfadenopatia generalizada manifesta-se por
um aumento do tamanho e consisténcia dos ganglios linfaticos superficiais, especia mente dos
popliteos, pré-escapulares e sub-maxilares (Moreno et a., 1999). Hepatomegdlia e
esplenomegalia também sdo comuns nesta fase (Alvar et a., 2004).
Existe uma abundante variedade de lesbes cutaneas, que podem surgir desde pequenas
alopécias com descamagdo seca, descamagdo seborreica, as mais ou menos extensivas Ulceras
crostosas. Estas lesdes cutaneas ndo pruriginosas, inicialmente estéo limitadas a zona da face,
orelhas, em redor do nariz e zona peri-ocular e, subsequentemente, disseminam-se por todo o
corpo, especialmente nas zonas onde 0S 0Ss0S s80 mais proeminentes. De acordo com vérios
autores, pelo menos 90% dos caes sintomaticos manifestam um quadro cutaneo (Alvar et al.,
2004).
Através de um estudo realizado por Alvar et al. (2004), foi possivel classificar as lesdes
cutaneas em quatro grupos: (i) Alopécia e descamacdo, no qual 60% dos cées apresentavam
inmeros amastigotas nos macrofagos da pele; (ii) Dermatite ulcerativa, com poucos
amastigotas na pele dos joelhos e articulagdes (23% dos animais); (iii) Dermatite nodular,
caracterizada por pequenos nodulos com macrofagos parasitados (11% dos casos); (iv)
Dermatite pustular (6%).
Aproximadamente 20% a 40% dos caes diagnosticados com leishmaniose viscera
manifestavam lesbes oculares, tais como, queratoconjutivite e uveite linfoplasmocitica ou
granulomatosa (Baneth, 2006). Conjuntivite mucosa ou mucopurulenta com secrecdo amarela
sdo frequentes na LCan (Figura 20) (Alvar et a., 2004). Ocasionamente, também sdo
observados casos de blefarites, queratites e uveites (Moreno et a., 1999).
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As lesBes nasais sdo igualmente variaveis na natureza, duracdo e intensidade, podendo ir de
uma rinite serosa com fluxo ndo muito abundante, mas continuo, a uma rinite mucopurulenta.
A epistéxis parece estar associada a lesdes inflamatérias da mucosa nasal e, pode surgir na
forma uni ou bilateral, mas com intensidade variavel (Figura 21) (Moreno et al., 1999;
Baneth, 2006; Pereirada Fonseca & Villade Brito, 2008).

Figura 20. Conjuntivite num c& com Figura 21. Epistaxis unilateral
uveite (Adaptado de Baneth, 2006) (Adaptado de Baneth, 2006)

Com o progredir da doenca, o animal pode desenvolver uma atrofia muscular, como também,
uma onicogrifose (Figura 22). Ataxia, paralisia, parésia, convulsdes e neuralgia, sdo alguns
dos sintomas manifestados pelos cdes, quando o sistema nervoso esta afectado. Estéo

descritos aguns casos de osteomielite e artrosinovite (Alvar et al., 2004).

4.3. Periodo final

Neste periodo, a sintomatologia pode manifestar-se entre dois a trés anos ou, até€ mesmo
varios anos apos a infeccdo. Nesta fase, a maioria dos 6rgéos estdo afectados e apresentam
Ulceras e aopécias disseminadas pelo corpo inteiro. Os cdes apresentam-se edemaciados ou
até mesmo caquéticos (Figura 23) e morrem devido a insuficiéncia renal e hepética (Alvar et
a., 2004). Devido a0 mau estado geral do animal ou a estados imunossupressivos, podem
surgir co-infecgdes, tais como, erliquiose, riquetsioses, hepatozoonose, demodi cose, babesiose
e neosporose (Baneth et al., 2005; Pereirada Fonseca & Villade Brito, 2008).
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Figura 22. Onicogrifose num ca8 com  Figura 23. Animal com caquéxia, atrofia

LCan (Adaptado de Pereira da Fonseca  muscular (Adaptado de Baneth, 2006)
& Villade Brito, 2008)

5. Lesoes

A base do quadro lesional de todos os 6rgaos afectados, € um processo reactivo que se pode
considerar como padrdo lesional da leishmaniose. Caracteriza-se por uma reaccao
inflamatoéria cronica proliferativa, com um infiltrado inflamat6rio constituido por macréfagos,
linfocitos e células plasmaticas. Dispdem-se de forma difusa ou formam microgranulomas
pouco organizados, em conjunto com processos degenerativos e necréticos. As lesdes mais

importantes afectam os rins, figado, 6rgdos linféides e apele (Moreno et a., 1999).

5.1. Ledes renais

Em 23% dos casos de L Can, as |eishmanias |ocalizam-se nos rins, levando a formagdo de uma
nefropatia cronica proliferativa que afecta os glomérulos, tabulos e o tecido intersticial
(Moreno et a., 1999; Alexandre-Pires & Correia, 2008). Primeiramente, podemos observar
lesBes degenerativas e necroticas das células dos tubulos renais, causando umanefrite tubular.
As lesbes glomerulares surgem mais tarde e podem manifestar-se de formas diversas. A leséo
glomerular mais comum na LCan, € a glomerulonefrite membranosa proliferativa e,
caracteriza-se pelo espessamento da membrana basal glomerular, por depdsitos de hialina
(ocasionalmente amil6ide) e pela proliferacéo de células endoteliais e mesangiais. Em estudos
imunohistoquimicos evidenciou-se a participagdo de imunocomplexos neste processo
(Moreno et a., 1999).

Estudos em cées com leishmaniose revelaram a existéncia de imunocomplexos circulantes
depositados glomérulos renais em todos os animais. Pensa-se que a fixagdo destes CIC na
membrana basal, deve-se a existéncia, de locais anionicos passiveis de fixar moléculas

carregadas positivamente, como € o caso dos imunocomplexos (Alexandre-Pires & Correia,
2008).
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Os imunocomplexos s6 se fixan a membrana basal dos glomérulos quando ficam
cationionicos por anticorpos antinucleares (ANA), como é o caso das anti-histonas, ou quando
sdo formente catidnicos (Ginel, Camacho & Lucena, 2008). Outra lesdo renal muito comum
na leishmaniose, € a nefrite intersticial difusa, em que ha formagdo de edema e presenca de
um infiltrado celular (Moreno et a., 1999).

Estas lesdes podem evoluir e levar a uma insuficiéncia renal crénica ou a um sindrome
nefrético, com aumento da ureia e creatinina no sangue e proteindria grave (Blavier et al.,
2001; Corrales & Moreno, 2006).

5.2. Lesoes hepaticas

A les&o tipica neste 6rgdo, consiste numa inflamagdo cronica proliferativa, que afecta toda a
sua estrutura (Melo et al., 2008). Em exame histologico, estas lesdes iniciais sdo de uma
hepatite aguda serosa com edema inflamatério, hemdlise intravascular e hiperémia passiva na
zona centrdobular (Alexandre-Pires & Correla, 2008). Em fases mais avancadas o0s
fendmenos proliferativos aumentam, promovendo a formacdo de um infiltrado intenso que
pode tornar-se difuso (composto por linfécitos, células plasmaticas e macréfagos com ou sem
amastigotas ou microgranulomas, ocasionando uma hepatite granulomatosa (Melo et a.,
2008). H& também uma hipertrofia e hiperplasia das células de Kuppfer, em cujo citoplasma
se observam formas de Leishmania (Melo et a., 2008; Giunchetti et al., 2008). Os
granulomas intralobulares s8o0 compostos por linfécitos, células plasméticas, histiocitos e
ocasiona mente células epitel6ides (Melo et a., 2008; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

AlteracOes vacuolares do citoplasma, tumefacgdes mitocondriais e focos de esteatose, s50
processos degenerativos, que podem dar inicio a fendmenos de necrose celular e originar uma
hepatite necrética centrolobular (Moreno et a., 1999; Alexandre-Pires & Correia, 2008).
Todas estas lesbes hepéticas conduzem a um aumento das enzimas hepéticas e, a
manifestacdo de uma sintomatol ogia tipica consistente com vomitos, perda de peso, politriae

polidipsia, ascite entre muitos outros (Corrales & Moreno, 2006).

5.3. Lesoes esplénicas
Num estudo em bacgos de cées infectados com leishmaniose visceral, foi comprovado uma
profunda modificacdo na estrutura microvascular e imunolégica dos mesmos (Alexandre-
Pires & Correia, 2008). As lesbes mais importantes ocorrem na polpa branca, em que ha uma
deplecdo linfocitaria com reducdo, atrofia e inclusive destruicdo dos foliculos linféides. Na
zona marginal evidenciase uma hiperplasia das células reticulares em redor das artérias
peniciladas. Na polpa vermelha surgem fendmenos de hiperémia e microhemorragias, e uma
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hiperplasia muito marcada das fibras reticul ares nos corddes esplénicos, que desorganiza a sua
estrutura (Moreno et al., 1999).

Numa fase crénica, 0 bago apresenta-se atrofiado e com consisténcia aumentada e, a sua
capsula fica espessada. Pode-se também observar uma infiltracgo dos foliculos linféides por
plasmocitoblastos e plasmdcitos, enquanto que nos centros germinativos ocorrem fendmenos
de linfocitdlise. A polpa branca sofre atrofia e surge proliferacéo de histiocitos que contém
leishmanias no citoplasma. Nalguns pontos observa-se esclerose (Alexandre-Pires & Correia,
2008).

5.4. Lesoes linfonodulares e medulares

Podemos afirmar que a hipertrofia dos linfonodos é ateracdo mais comum (Alexandre-Pires
& Correia, 2008). Os linfonodos ficam hipertrofiados, com 2 a 6 vezes o seu tamanho normal,
lisos, indolores e com consisténcia aumentada (Roze, 2005; Baneth, 2006). Esta alteracéo
pode afectar apenas um linfonodo, contudo, € mais comum haver uma lifadenomegalia
generaizada (Roze, 2005; Baneth, 2006; Alexandre-Pires & Correira, 2008).

Numa fase inicial, surgem fendmenos hiperplasicos, com hipertrofia dos foliculos linféides e
presenca abundante de células linféides blasticas nos centros germinativos (Moreno et al.,
1999; Alexandre-Pires & Correia, 2008). Nas zonas paracorticais e corddes medulares surge
uma reacgdo proliferativa dos macréfagos, ocorrendo mobilizacéo das células reticulares, cujo
citoplasma esta repleto de leishmanias, verificando-se um aumento no nimero de plasmaécitos
e diminuicdo do numero de linfécitos (Alexandre-Pires & Correia, 2008). Na zona cortical,
ocorre uma desorganizagdo dos foliculos linféides, gerada por fendmenos de hiperplasia,
hipertrofia ou até mesmo destruicéo dos foliculos linfoides (Moreno et a., 1999; Giunchetti et
al., 2008). Numa fase avancada, predominam os processos de linfocitdlise, a nivel dos centros
germenativos e intensa plasmocitose a nivel medular (Giunchetti et al., 2008; Alexandre-Pires
& Correia, 2008).

Alexandre-Pires e Correia (2008) mencionam que as alteragdes macroscopicas da medula
Ossea permitem evidenciar uma consisténcia mais fluida do que o normal. Estes mesmos
autores, referem que a nivel microscopico, surge uma mielopatia involutiva e nado
regenerativa, com deplecdo das séries eritroblasticas, leucoblésticas e megacarioblasticas,
aumento do numero de plasmécitos e deposicdo de hemosiderina. Formase ainda,

granulomas ricos sem macrofagos, granulocitos e linfocitos T.

5.5. Lesoes cutaneas
O quadro lesiona cutaneo é muito amplo e esta classificado em quatro formas clinicas:

gueratoseborreica, ulcerativa, nodular e papulo-pustulosa (Corrales & Moreno, 2006; Fraile et
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al., 2001). A forma queratoseborreica caracterizase pela aparicdo de &reas simétricas de
alopécia e descamacado seca difusa, ndo pruriginosa. Estas |esbes ocorrem em pelo menos 90%
dos casos e apresentam uma distribuicdo pela cabega (regido periorbital, focinho e pavilhdes
auriculares), saliéncias 0sseas, extremidade dos membros e ponta da cauda. O pélo apresenta
se bago e quebradico. Com a cronicidade das lesdes formase uma inflamagdo purulenta da
pele, com eritema e dor. A pele sofre um aumento da espessura, nas zonas de alopécia, nas
faces e nas amofadinhas plantares, tornando-se pouco e astica, dura, acinzentada e rugosa
(Rochette, 2003; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

A forma ulcerativa é também conhecida por outros autores como dermatite ulcerativa. Nesta,
ha formacao de Ulceras cutaneas que estdo revestidas por crostas amareladas, sem tendéncia
para a cicatrizacéo (Carvalho & Santos, 2006; Alexandre-Pires & Correia 2008). Localizam-
se predominantemente nas extremidades dos membros, articulagbes, almofadas plantares,
pavilhdes auriculares, pél pebras e focinho (Rochette, 2003).

A formanodular (dermatite nodular) resume-se ao aparecimento de nddul os cutdneos em todo
0 corpo, sendo mais predominante no torax, abdémen e nos pavilhdes auriculares (Carvalho &
Santos, 2006). Estes nédulos, por vezes ndo ulcerados, que variam de alguns milimetros a 10
cm de didmetro, ndo pruriginosos e indolores, sdo muito caracteristicos em algumas racas,
incluindo Rottweller, Boxer e Dobermann (Fraile et al., 2001; Rochette, 2003; Corrales &
Moreno, 2006). Histologicamente, os nddul os correspondem a granulomas e sdo formados por
macrofagos, células gigantes, alguns linfacitos e células plasméticas e, um grande nimero de
parasitas (Blavier et al., 2001). Uma lesdo nodular conhecida por “cancro de inoculagdo”
aparece, por vezes no loca da picada do flébotomo, na ponta do nariz ou na face interna do
pavilh&o auricular (Blavier et a., 2001; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

A forma papulo-pustular (dermatite pustular) é a menos frequente de todas elas. Consiste
numa erupgdo generalizada, ndo pruriginosa, cujas lesdes assemelham-se a uma foliculite
bacteriana, com pustulas estéreis (Fraile et al., 2001; Corrales & Moreno, 2006). Localizam-se
essencialmente no tronco, abddémen, axilas e bragadas (Alexandre-Pires & Correia, 2008).

Em todas as formas ha um intenso infiltrado inflamatorio (macrofagos, linfocitos e células
plasméticas, ocasionamente neutréfilos) que atinge a derme e o tecido subcuténeo. O
infiltrado inflamatério difuso, provoca ateracéo nos foliculos pilosos, glandulas sebéceas e
estruturas vasculares (Moreno et al., 1999).

O focinho apresenta, geralmente hiperqueratose, despigmentacdo e aspecto seco e fendilhado.
Héa uma hipertrofia ungueal (onicogrifose) por colonizacdo da matriz ungueal pelo parasita e
por hipersensibilidade das amofadas plantares, que dificulta do desgaste normal das unhas
(Carvaho & Santos, 2006; Aguiar et a., 2007; Alexandre-Pires & Correia, 2008).
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5.6. Lesoes oculares

De acordo com Roze (2005), as lesdes oculares ocorrem em 25% dos casos. As lesdes
oculares sdo polimorficas, sendo algumas muito discretas. Porém, qualquer tecido do globo
ocular pode ser afectado (Moreno et a., 1999; Alexandre-Pires & Correia, 2008). As lesbes
oculares podem surgir isoladamente (38% dos casos) ou associadas a outros sinais clinicos da
LCan em 62% dos casos (Roze, 2005). As lesbes mais frequentes sdo as conjuntivites,
blefarites, queratites e uveites, podendo afectar o aparelho ocular de forma unilatera ou
bilateral. Em alguns estudos, as lesbes oculares podem surgir por ac¢do do parasita ou por
processos imunologicos. Assim, a producdo de imunoglobulinas pode levar & formagdo de
depdsitos de complexos imunes, provocando reaccOes inflamatérias (Alexandre-Pires &
Correia, 2008).

Nas formas avancadas da patologia ocular, podem surgir vérias complicacdes, tais como,
Ulceras, gquerato-conjuntivite seca, atrofia da iris, glaucoma, exoflamia, distrofia corneal e
panoftalmite (Roze, 2005; Alexandre-Pires & Correia, 2008).

5.7. Lesoes musculares, articulares e 6sseas

As lesbes do aparelho locomotor baseiam-se em claudicagbes, enfraguecimento dos membros
e, hum quadro profundo de astenia e depressdo. A nivel muscular, surge uma atrofia
generalizada com emagrecimento, caguexia, demarcacéo saliente das estruturas 0sseas, atrofia
marcada dos musculos da cabega (massetér e temporais), dando uma aparéncia de “cabeca
velha’. A nivel articular, podem surgir fendmenos de ostedlise, artrites e poliartrites, com
tumefaccdo das articulagdes (Roze, 2005; Alexandre-Pires & Correia, 2008). A poliartrite foi
descrita num céo jovem (Santos, Marcos, Assuncdo & Matos, 2006). Estes mesmo autores
referem duas teorias para a patogenia da poliartrite em cdes com Leishmania. A primeira
consiste numa inflamagdo granulomatosa da sinovia devido a presenca do parasita e, a
segunda numa deposicdo de complexos imunes na sinovia, produzindo uma reacgdo de
hipersensibilidade do tipo IlI, que atrai os neutréfilos e sugere a lesdo da articulagdo por
enzimas hidroliticas. A nivel 6sseo, as lesBes podem localizar-se no periosteo, lesbes
proliferativas e periosteite (Souza et a., 2005; Baneth, 2006, Alexandre-Pires & Correia,
2008).

5.8. Lesdes atipicas
Estas lesdes, apesar de serem menos frequentes, ndo deixam de ser importantes. A nivel do
sistema cardiaco, foram documentados 0s seguintes casos. um cdo com pericardite fibrosa
difusa, com parasitas nas células presentes no derrame pericardico de coloragdo amarela,

granulomas ventriculares e dois cdes com vaculite necrosante sistémica e com hemorragias
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em multiplos érgéos (Blavier et al., 2001). A nivel gastrointestinal, dois casos de enterite
hemorragica aguda, um caso de diarreia hemorragica associada a uma pancreatite e alguns
casos de colite cronica com melena (Adamama-Moraitou et a., 2007). Estes autores referem
no seu trabalho que a prevaléncia de Leishmania na mucosa do célon é bastante elevada,
principalmente em cées sem sintomatol ogia aparente de colite, concluindo assim, que a LCan
pode ser responsavel por alguns casos de colite crénica, pelo menos em zonas endémicas.

A nivel pulmonar, tém sido observados casos de pneumonia intersticial créonica em caes com
Leishmania. O diagnéstico parasitolégico € muito dificil nestes 6rgéos, dai que em muitos
casos ndo sdo detectados os parasitas (Gongalves, Tafuri, Melo, Raso & Tafuri, 2003). Outras
formas atipicas em cées com leishmaniose, consistem em nédulos na mucosa lingual,

gengival e peniana (Roze, 2005).

6. Diagnostico

O diagnostico da LCan néo difere muito do diagndstico em humanos. Em ambos, deve-se ter
em consideracdo os dados clinicos, epidemioldgicos, parasitologicos e bioquimicos, em
conjunto (Moreno et a., 1999; Alvar et al., 2004; Corrales & Moreno, 2006). O facto de a
L Can ndo apresentar uma manifestacdo patognomonica, faz com que muitos factores clinicos
e patol 6gi cos sgfam semel hantes a outras doencas dos canideos, dificultando o seu diagndstico
(Reis et a., 2006; Campino & Maia, 2008). O diagndstico de LCan pode ser complexo,
porgue nem todos os animais infectados com promastigotas metaciclicas, desenvolvem
manifestacOes clinicas. Este facto ndo pode ser negligenciado, pois grande parte dos caes
assintomaticos podem infectar os vectores, apesar de apresentarem um baixo risco em relacéo
aos animais infectados (Campino & Maia, 2008). Tudo isto torna dificil o diagnostico da
LCan para os veterinarios, patologistas clinicos e para os profissionais de salde publica, em
paises endémicos como também, em regides ndo endémicas (Guest editorial, 2008).

Apesar do investimento efectuado nos Ultimos anos ndo existe por enquanto, uma técnica
100% sensivel e especifica. Assim, o diagnéstico definitivo da LCan deve basear-se na
histéria clinicado animal e nos resultados obtidos nos testes |aboratoriais (Maia, 2005).

Os métodos de diagndsticos estdo divididos em: Diagnéstico Laboratorial, Métodos de
diagnostico parasitologico (métodos directos e indirectos), Diagnostico seroldgico e
Diagnostico Molécular.

6.1. Diagnostico Laboratorial
Os sinais laboratoriais mais frequentes na LCan sdo ateracbes hematoldgicas, que se
traduzem por uma anemia ndo regenerativa, normocitica e normocrémica (Reis e tal., 2006;
Dias et a., 2008; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Ocasionalmente, podem
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aparecer achados inconstantes, como leucopénia, com linfopénia moderada a grave e
trombocitopénia (Baneth, 2006). A leucopénia é compreendida por diminuicdo das
populacBes de mondcitos, eosindfilos e linfocitos. Esta leucopénia deve-se a um mecanismo
multifactorial, em que ha diminuicdo da hematopoiese devido a uma disfuncdo medular
afectada pelo intenso parasitismo da medula éssea, como também pelo recrutamento e
enclausuramento de leucocitos em diferentes 6rgdos (Reis et al., 2006). Estes autores referem
gue também pode estar associado a secre¢do de citoquinas supressoras. Num estudo sobre
hemostase realizado em cées da raca Beagle, Valladares et al. (1998), evidenciaram que 0s
cdes infectados com leishmaniose com uma ligeira trombocitopénia, também apresentavam
uma diminui¢do na agregacdo paquetéria, induzida pelo colagénio e um aumento do tempo de
coagulacéo da trombina (TT) e, degradacdo dos produtos de fibrina (DPF). Indicando que a
| eishmania pode afectar primariamente a hemostase, coagulacdo e a fibrindlise, induzindo a
uma CID compensada. A adteracdo do mecanismo de hemostase ndo € totamente
compreendido, mas muiltiplos factores podem estar envolvidos. Uma CID pode ser
desencadeada por uma leséo no endotélio pela presenca de Leishmania ou por deposicéo de
imunocomplexos (Valladares et a., 1998).

As dteracOes bioquimicas consistentes com um animal infectado por L. infantum S0,
hiperproteinémia com hiperglobulinémia (beta-globulinas e gamaglobulinas) e
hipoal buminémia resultando num racio de albumina/globulinas baixo (Figura 24) (Villiers &
Blackwod, 2005; Baneth, 2006; Reis et a., 2006; Pereira da Fonseca & Villade Brito, 2008).



Figura 24. Proteinograma electroforético do soro de um
cao saudavel (A) e com leishmaniose canina (B)
(Adaptado de Santos-Gomes et al., 2008)

Ab. wl o« P ¥ Alb. al o2 By

Legenda: Alb, abumina, al, globulina afa ; o2, globulina alfa 2; B- fraccdo betaglobuling;, fraccdo

gamaglobulina.

Os factores que contribuem para 0 aumento das globulinas ainda ndo estdo completamente
compreendidaos, porém, podem estar associados a uma estimulacéo policlonal dos linfécitos B
mediada pelos antigénios de Leishmania infantum, assim como a sintese de anticorpos néo
especificos e a presenca de CIC (Reis et a., 2006; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).
A hiperproteinémia é um dado constante na LCan e, varia entre 8-12 g/dL. O récio
albumina/globulina geramente é inferior a0,5 (Moreno et a., 1999).

Com o evoluir da doenca pode instaurar-se uma insuficiéncia renal devido a deposicéo de
imunocomplexos (Baneth, 2006). Estes animais manifestam os parémetros renais, ureia e
creatinina aumentados (Moreno et al., 1999). O ré&cio proteina/creatinina urinaria (UPC —
urine proteine-creatinine) permite fazer o diagnéstico de proteinlria e avaliar o grau da leséo
renal (Baneth, 2006; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Um récio de UPC inferior a
0,5 mg/dL € normal, enquanto que um ré&cio superior a 1 mg/dl € indicativo de uma doenca
glomerular primaria (Ginel et a., 2008).

Caso desenvolva uma insuficiéncia hepatica cronica, verificase um aumento das enzimas
hepéticas, AST e ALT (Moreno et al., 1999; Baneth, 2006; Pereira da Fonseca & Villa de
Brito, 2008). Contudo, s&o poucos 0s cées com leishmaniose, com um aumento das enzimas

hepaticas e uma azotémia grave (Baneth, 2006).

6.2. Métodos de diagnostico Parasitologico
O diagnostico parasitol 6gico da |eishmaniose, baseia-se na observacdo do parasita nas formas

amastigota ou promastigota, consoante 0 método utilizado (Maia, 2005).
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6.2.1. Métodos directos — Visualizacdo do parasita
Um diagnostico conclusivo pode ser obtido através da observacdo ao microscopio das formas
amatigotas de Leishmania, a partir de citologias de material biolégico obtido por pun¢édo
aspirativa de medula Ossea (costelas ou crista iliaca) e ganglios linféticos (Maia, 2005;
Campino & Maia, 2008). A maioria das amostras é obtida através de técnicas pouco invasivas
(Alvar et a., 2004). As preparacGes podem ser coradas com Giemsa ou com outros derivados
do Méodo de Romanovsky (e.g. Leishman stain), revelando os amastigotas livres ou
intracelulares (em mondcitos, macrofagos e neutrofilos) (Alvar et a., 2004; Campino & Maia,
2008; Gomes, Cacalcanti, Lira, Abath & Alves, 2008).
Esta técnica de exame directo é rapida e ndo onerosa, contudo, apresenta como desvantagem,
uma baixa sensibilidade, permitindo a ocorréncia de falsos negativos e exige técnicos
experientes (Maia, 2005; Gomes et a., 2008). Segundo Alvar et al. (2004) e Roze (2005),
uma citologia de medula déssea apresenta uma maior sensibilidade do que a dos ganglios
linféticos (60%-75% e 30%-50% respectivamente). A densidade parasitaria € calculada e
expressa em Leishman Donovan Units (LDU), que corresponde ao nimero de amastigotas por
1000 céulas nucleadas (Reis et ., 2006; Lage et a., 2007; Campino & Maia, 2008).
Liarte et a. (2001) descreveram um método directo e rapido, 0 Quantitative Buffy Coat
(QBC®), que é altamente sensivel (97%) na deteccdo de amastigotas no sangue periférico e da
medula 6ssea em cdes e em humanos com leishmaniose.
A andlise histopatoldgica de 6rgaos infectados corados com hematoxilina e eosina (HE)
também pode ser usada na deteccdo do parasita. Apesar da fraca sensibilidade desta técnica,
foi demonstrado que em preparacdes de ganglios linfaticos, mais concretamente do linfonodo
popliteo, a deteccdo era mais eficiente (43,9% nos animais sintomaticos, 40% nos
oligosintomaticos e 39,13% nos assintomaticos), seguido do baco e medula éssea (Campino
& Maia, 2008). A bidpsia do figado e do bago, provavelmente os 6rgdos mais af ectados,
comporta muitos riscos, sendo evitados (Maia, 2005). Podem também realizar-se bidpsias de
pele, no entanto devido ao nimero elevado de células inflamatdrias e de contaminantes, torna
dificil a identificacdo do parasita (Alvar et a., 2004). A sensibilidade deste método é
guestionavel, considerando que os parasitas ndo apresentam uma distribuicdo uniforme
durante ainfeccdo (Reis et al., 2006). Pereira da Fonseca e Villa de Brito (2008) mencionam
gue a pesquisa de amastigotas in vivo, a partir de esfregacos de matriz ungueal, de baco e de
figado, cairam em desuso por se utilizarem técnicas demasiado traumaticas ou por ndo serem

insentas de risco de hemorragiainterna.
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6.2.2. Métodos indirectos
Os vérios métodos indirectos desenvolvidos sdo: o isolamento em meio de cultura (NNN e
outros), a inoculagdo em animais de experimentacdo, xenodiagndstico e técnicas
imunohistoguimicas.
A presenca do parasita pode ser demonstrada ap6s a inoculagdo em hamsters dourados
(Mesocricetus auratus) ou em ratos (Alvar et a., 2004; Campino & Maia, 2008). Contudo, a
inoculagdo de parasitas em animais ndo é implementado como um teste de diagndstico,
porque s80 necessarios varios meses para obter resultados e, sO pode ser aplicado em areas de
investigagdo (Alvar et a., 2004; Campino & Maia, 2008).
O xenodiagnostico é uma técnica que permite a deteccdo e o isolamento do agente patogénico
através do vector natural. Embora tenha sido utilizado para resolver algumas questoes
epidemioldgicas, quanto a histérica clinica e ao tratamento da LCan, é raramente utilizado
como método de diagnostico, pois sd é desenvolvido em laboratorios especializados e, na
existéncia de uma col 6nia de insectos flébotomos (Campino & Maia, 2008).
O material de bidpsia pode ser inoculado em meios de cultura monofésicos, como, o Meio
Schneider para insectos, M199, RPMI, Meio de Grace ou em méios bifésicos, como, BHI
(Brain Heart Infusion) e NNN (Novy, McNeal e Nicolle) (Campino & Maia, 2008). Os meios
mais adequados para o crescimento de leishmanias sdo, os bifasicos (NNN), os semi-solidos
(e.g. agar-sangue, Locke) e os liquidos (RPMI 1640 e o meio de Schneider para Drosophila)
(Moreno et a., 1999). A observacéo de formas promastigotas nas culturas apresenta como
principais desvantagens a morosidade do resultado, (observacdo em uma semana e
subculturas durante mais de trés semanas), a contaminagéo microbiana e o facto de nem todos
os isolados crescerem eficazmente em meio de cultura (Maia 2005; Campino & Maia, 2008).
As culturas in vitro de diferentes tecidos apresentam uma especificidade de 100%, e uma
sengbilidade entre 60% a 90%, todavia, devido as suas desvantagens, esté técnica estd mais
indicada para estudos epidemiolOgicos, em que € preciso isolar 0 parasita para a sua
identificagdo bioguimica. As culturas sG0 consideradas negativas, ap0s quatro resultados
negativos de subculturas sucessivas (Alvar et al., 2004).
Nas preparacdes imunohistoquimicas, em tecidos corados pela peroxidase ou por anticorpos
marcados com fluoresceina, as formas amastigotas séo real cadas por uma col oracéo especifica
(Alvar et d., 2004).

6.3. Diagnostico Serologico
O diagnéstico imunoldgico € determinante quando o0s outros exames parasitoldgicos sao
negativos. E aplicado principamente em estudos de seroprevaléncia e na determinaco de

focos de leishmaniose. Tem como objectivo detectar a existéncia de anticorpos especificos
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anti-leishmania, geramente do tipo 1gG. Sd métodos de elevada sensibilidade e
especificidade, mas limitados quando ndo h& producdo de anticorpos, durante o periodo de
seroconversdo, entre os 1,5 a 3 meses de infeccdo e, em animais que ndo desenvolvem uma
resposta humoral (animais resistentes) (Moreno et al., 1999).

No ponto de vista clinico sGo muito Gteis, mas devido a sua variabilidade sensitiva,
subestimam o grau de infeccdo dos cdes que vivem em zonas endémicas (Alvar et a., 2004,
Barrouin-Melo et a., 2006). A existéncia de anticorpos anti-leishmania ndo implica doenca
(Maia, 2005; Baneth, 2006). Maia (2005) refere que, cerca de 10% dos cées infectados, com
um titulo significativo de anticorpos anti-leishmania, nunca desenvolvem a doenca. A autora
refere que os cdes sintométicos podem ser seronegativos no inicio da infeccdo (periodo pré-
patente) por ainda ndo ter havido producdo de anticorpos especificos, assim como no final da
doenca, por faéncia do sistema imunitéario. A quantidade de anticorpos produzida pode,
ainda, ndo ser suficiente para ser detectada pelas técnicas aplicadas (Andrade et a., 2009). A
existéncia de reacgOes cruzadas (com outros parasitas Babesia, Trypanossoma, Ehrlichia,
Neospora), pode levar a uma interpretacdo erronea da serologia (falsos positivos) (Maia,
2005; Gomes et al., 2008). Em casos de serologia duvidosa, recomenda-se a utilizacdo de
outra técnica serol0gica ou de outro método de diagnéstico (Maia, 2005; Baneth, 2006).

6.3.1. Técnicas de diagnéstico serolégico baseadas na imunidade humoral

O diagnodstico seroldgico é frequentemente usado, devido a resposta humora intensa
desencadeada pelos cdes com leishmaniose, com producdo de anticorpos anti-leishmania
(Alvar et d., 2004; Campino & Maia, 2008). S0 varios 0s métodos utilizados para pesquisar
anticorpos anti-leishmania. Os métodos mais utilizados sdo: Imunofluorescéncia indirecta
(IFI), ELISA, Contraimunoelectroforese (CIE) e Aglutinagdo directa (AD) (Maia, 2005). O
Western blotting (WB), aimunodifusdo (ID), a Imunocromatografia rpida (IR) e a citometria
de fluxo (CF), sdo também métodos desenvolvidos para o diagnéstico de LCan, mas que sdo
pouco utilizados (Campino & Maia, 2008).

A IFI é a técnica mas utilizada e de referéncia (gold standard) do diagnéstico
seroimunoldgico, pela sua grande sensibilidade e especificidade (Carvalho & Santos, 2006;
Lage et a., 2007; Campino & Maia, 2008). Campino e Maia (2008) referem que a IFI
apresenta uma sensibilidade entre 21,6% a 100%. Num estudo realizado por estes mesmos
autores, com base na técnica de imunoflurescéncia, evidenciou-se uma especificidade de
100% e sensibilidade de 92,68%, 60% e 73,91% em animais sintométicos, oligosintomaticos
e assintomaticos respectivamente. No entanto, podem ocorrer falsos negativos, devido a
sensibilidade a carga parasitaria ou falsos positivos, por identificacdo erronea de artefactos
por amastigotas (Campino & Maia, 2008). Os antigénios utilizados nesta técnica sfo,
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promastigotas inteiros provenientes de culturas in vitro (Moreno et a., 1999; Carvalho &
Santos, 2006). A positividade é indicada pela presenca de uma imunofluorescéncia verde
maga sobre o corpo do parasita e negatividade pela coloracéo avermelhada (Maia, 2005;
Campino & Maia, 2008). A sua aplicacdo requer pessoas experientes e eguipamento
especiaizados e dispendioso (Campino & Maia, 2008).

Ao longo dos anos foram desenvolvidos kits rapidos comerciais de ELISA (Moreno et d.,
1999; Campino & Maia, 2008). A técnica de ELISA consiste numa reac¢ao imunoenzimatica
para a deteccdo de imunoglobulinas especificas nos soros. E (til em andlises laboratoriais ou
MesmMo No campo e, permite analisar grande nimero de amostras em pouco tempo. E simples
e esta adaptado aos vérios tipos de antigénios (citoplasma, antigénios purificados, peptideos
sintéticos e proteinas recombinantes). Muitos dos kits comerciais de deteccdo rapida de
anticorpos anti-Leishmania, apresentam uma sensibilidade e especificidade baixa (Ferroglio et
a., 2007). Este problema pode ser ultrapassado através do uso de ELISA associada a
proteinas recombinantes especificos de L. infantum. Estudos recentes comprovaram a
existéncia de uma reaccdo entre os anticorpos e a proteinas recombinantes rk 39 em cées com
leishmaniose (Gomes et a., 2008). Estes autores mencionam gque uma reac¢do a rKk39 € um
indicativo serol6gico da doenca causada por L. infantum. Adicionalmente a rk 39, outros trés
anti génios recombinantes (K9, K26 e K29 sub) foram expressos num sistema procarioticos e
avaliados como marcadores de diagndstico para LCan através de ELISA. A sensibilidade e
especificidade de ELISA K26 é de 100%, enquanto que o K9 e K29sub, apresentam uma
sensibilidade de 95% e uma especificidade de 100% (Gomes et al., 2008). De acordo com
estes autores, estes resultados indicam que cada antigénio possui um epitopo imunodominante
e, que a sua combinacdo aumentard a sensibilidade dos métodos seroldgicos actuamente
disponivels.

A CIE é uma técnica qualitativa que permite detectar anticorpos anti-leishmania (Campino &
Maia, 2008). Consiste na migracdo electroforética em suporte de acetato gdificado (e.g.
Cellogel®) do antigénio e dos soros a testar (Maia, 2005). A visudizagio de uma coloragio
azul devido ao corante Azul de Coomassie € indicativa de uma precipitagdo do antigénio-
anticorpo (Ag-Ac) no acetato gelificado (Campino & Maia, 2008).

A AD consiste naincubacdo a temperatura ambiente de dilui¢des seriadas da amostra de soro.
O antigénio pode apresentar-se em duas formas, em suspensdo ou numa forma solida seca.
Esta Gltima mantém-se constante a temperaturas elevadas. E um método simples e barato,
ideal para o campo e laboratério. Uma das suas desvantagens é o tempo de incubacdo (18
horas) e, 0 nUmero de dilui¢des necessaria, ndo permitindo analisar grandes quantidades de

amostras. Outro método, o FAST (fast agglutination screening test), combina a concentragcao
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do parasita a um volume minimo de amostra. Nesta técnica apenas ha uma diluicéo e os
resultados sdo obtidos apos trés horas. Foi também desenvolvido uma técnica AD-easy, que €
menos dispendiosa e morosaem relagdo atécnica AD cléssica (Campino & Maia, 2008).

O WB ¢é uma técnica que ndo é utilizada como método de rotina no diagndstico de LCan,
porque requer muita experiéncia, tempo, é dificil de manusear e dispendioso (Campino &
Maia, 2008). Apesar de tudo, é mais sensivel que as técnicas de IFI e de ELISA e atamente
especifico (Alvar et al., 2004; Gomes et al., 2008)

A ID consiste numa dupla imunodifusio em gel de agarose a 1%, com 3% de
polietilenoglicol (PEG) de amostras de soro e antigénios solUveis de Leishmania (Campino &
Maia, 2008). O resultado positivo traduz-se por bandas coradas pelo Azul de Coomassie. Esta
técnica € simples de efectuar, ndo necessita de equipamentos sofisticados e permite analisar
vérias amostras a0 mesmo tempo. Campino e Maia (2008) relatam estudos em que cades de
zonas endémicas e ndo endémicas apresentavam uma especificidade de 98% e 100%
respectivamente e, uma sensibilidade de 69% em cées sintométicos com culturas negativas e
de 100% em cées sintométi cos.

A técnicade IR é baseada em tiras de papel de nitrocelulose (dipstick) impregnadas com uma
proteina recombinante rK39. A positividade traduz-se quando ocorrem duas linhas (controlo e
amostra), ndo sendo considerado véido quando o controlo ndo é visualizado (Campino &
Maia, 2008). Este método apresenta uma sensibilidade de 70,9% e uma especificidade de
84,9% (Gomes et a., 2008). E um método fécil de executar, pouco invasivo e, permite uma
intervencdo rdpida do veterinério (Alvar et al., 2004).

O CF é uma técnica que permite quantificar e examinar particulas microscopicas suspensas
num fluido. Possibilita uma andlise fisica e quimica simultanea de uma Unica célula através de
aparelhos de deteccio electronicos ou Opticos. E um método rapido, preciso e reprodutivel,
gue permite analisar vérias particulas em segundos, separando-as e isolando-as consoante as
suas propriedades (Campino & Maia, 2008). Apesar das grandes vantagens que este método
apresenta, ainda ndo é usado no diagnodstico da LCan. A sua aplicacdo permitiu melhorar o

conhecimento da resposta imunitaria estabelecida pela L. infantum (Campino & Maia, 2008).

6.3.2. Técnicas de diagnostico serolégico baseadas na imunidade celular

Os métodos utilizados para avaliar a resposta imunitéria mediada por células sdo: Teste de
Montenegro, o método de proliferacéo linfocitaria (Lymphocyte proliferaton assay (LPA)) e o
Interferon-y cytophatic effect inhibition bioassay (IFNB). Estes testes sdo raramente usados
como diagndstico standard na LCan (Campino & Maia, 2008).

O teste de Montenegro ou teste dérmico (LST), consiste numa inoculacédo intradérmica de
uma suspensdo de promastigotas inactivados (3x10*%/ml) diluida em fenol e numa solucéo
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salina de metiolato. A positividade traduz-se por uma reaccdo de hipersensibilidade retardada
ao antigénio de Leishmania, com um didmetro mais de 5 mm, apoés 48 a 72h da inoculacdo
(Alvar et a., 2004; Campino & Maia, 2008). No geral, durante a doenca activa o LST é
negativo, enquanto que em infecgdes subclinicas ou apds o tratamento é positivo, devido a
reaccao imunol égica formada em casa situagcdo (Campino & Maia, 2008).

O método de LPA consiste na separacdo das células do sistemma mononuclear, através da
estimulagdo com LSA (Leishmania infantum soluble antigen). A proliferagdo é expressa
através do indice de células estimuladas/células ndo estimuladas. Animais resistentes e
assintomaticos, apresentam uma forte proliferagdo ao antigénio Leishmania, enquanto que os
animais susceptiveis respondem a estimulacdo in vitro de LSA (Campino & Maia, 2008).

O IFNB consiste na deteccdo da producéo de IFN-y pelos linfécitos no sobrenadante de
culturas. A producdo de IFN-y é expressa pela diluicdo maxima, que protege 50% das células
mononucleares estimuladas versus as ndo estimuladas. Quando o racio € superior ou igual a2
€ considerado positivo. Este método quantifica as citoquinas que contribuem para a formagéo
de uma resposta imunitéria celular e, pode ser o método de escolha, para avaliar o tipo de

resposta imunitéaria desenvolvida nos cdes (Campino & Maia, 2008).

6.4. Diagnostico Molecular

Actualmente atécnica de PCR € o método mais sensivel e com maior sucesso ho diagnostico
de LCan. Existem vérios protocolos do PCR utilizados por diferentes laboratérios, com
objectivo em determinar certas sequéncias de genes (Guest editorial, 2008). O PCR € um
método que permite a deteccdo do &cido desoxirribonucleico (ADN) de Leishmania nos
orgéos infectados, independemente de se tratar de parasitas viaveis ou ndo (Maia, 2005). O
ADN do parasita pode ser detectado numa grande variedade de amostras, tais como, sangue,
soro, buffy coat, medula 6ssea, ganglios linféticos, pele ou em esfregacos de conjuntiva
(Campino & Maia, 2008). O PCR conjuntival foi recentemente demonstrado como um
método ndo invasivo e preciso no diagnéstico da LCan (Baneth, 2006). O ADN de
Leishmania também pode ser encontrado em amostras biologicas que ndo sdo testadas
regularmente, como, baco, figado, coracdo, vagina, rede testis, Sémen, Utero, placenta, rins,
intestino, leite e naurina (Campino & Maia, 2008).

A sensibilidade e especificidade do PCR dependem de inlmeros factores, dos primers, do
numero de cdpias, do método de extraccdo do ADN, da amostra e do protocolo do PCR
(Alvar et a., 2004; Campino & Maia, 2008). Maa (2005) menciona apresentar uma
sensibilidade e especificidade elevadas, permitindo a deteccéo de um Unico parasita

O uso do PCR em amostras hioldgicas periféricas (e.g. sangue) € simples e mais aceitavel
pelos donos, ndo sendo assim necessario submeter 0 animal a métodos muito invasivos mas,
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ndo € a melhor amostra para detectar o ADN de Leishmania, por ndo ser t&o abundante como
na pele e nos ganglios linféticos (Alvar et al., 2004; Campino & Maia, 2008; Guest editorial,
2008).

Estudos em diferentes tecidos de caes infectados, por vezes apresentam resultados variaveis e
conflituosos. Estes resultados dependem da técnica aplicada, do método de armazenagem, e
do protocolo de PCR implementado (Guest editorial, 2008).

O desconhecimento da duracdo, da variabilidade e intensidade da parasitémia nos
hospedeiros, pode levar a falsos negativos, especiadmente em animais assintomaticos. Por
outro lado, falsos positivos, devido a presenca de restos de Leishmania ap0s o tratamento e
ndo do parasitavivo (Campino & Maia, 2008).

O PCR em tempo rea (TR-PCR) é um método de diagndstico adicional, que permite
guantificar o nimero de ADN nos tecidos, através de uma monitorizacdo continua das
sequéncias de ADN amplificadas (Roze, 2005; Campino & Maia. 2008; Gomes et a., 2008;
Guest editorial, 2008). Apresenta como vantagens, uma maior sensibilidade que o PCR
standard, um reduzido risco de contaminagdo, um reduzido tempo de prova e, mede a cinética
da reaccdo nas fases inciais. O PCR quantitativo € muito Util no diagnostico da LCan e,
facilita a monitorizagdo da carga parasitaria antes e depois do tratamento (Campino & Maia,
2008; Gomes et al., 2008). O PCR quantitativo é muito Util quando é necessario um
diagndstico sensitivo e imediato, especialmente quando os animais sdo serologicamente
duvidosos (Gomes et a., 2008).

No Hospital Clinic Veterinari de Barcelona, Espanha, o diagnostico da LCan € essencialmente
clinico. E realizado com base na historia clinica do paciente, andlises hematoldgicas e
bioquimicas, proteinograma e na combinacdo de dois métodos laboratoriais, um método

seroldgico (ELISA de competicdo) e um método molecular (RT-PCR).

7. Terapéutica

O tratamento da leishmaniose canina € um tema de grande conflito (Moreno et a., 1999;
Meireles, 2008). Na maioria dos casos, caes sujeitos ao tratamento n&o conseguem eliminar os
parasitas na totalidade, e apenas ha uma remissdo dos sintomas, ficando, por vezes curados
clinicamente durante 6 meses a um ano, mas portadores da doenga, mas com uma reduzida
capacidade infectante para os flébotomos (Moreno et a., 1999; Meireles, 2008). Regra geral,
podem ocorrer recidivas em seis meses a dois anos. A localizacdo intracelular do parasita e o
Seu acantonamento em certos 6rgaos, o desenvolvimento de uma resisténcia aos farmacos e,
uma auséncia de uma resposta imunitaria celular que acompanha a accdo dos fa&rmacos, sdo
alguns dos factores responsaveis pela origem de recidivas. Outra razéo deve-se a criagdo de
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uma resisténcia por Leishmania devido a aplicacdo inadegquada dos farmacos, doses e duracéo
do tratamento (Moreno et a., 1999; Meireles 2008).

Do ponto de vista ético, a aplicagdo de uma terapéutica requer um diagndstico precoce da
doenca através de um exame clinico e exames complementares, da avaliacdo do estado
sanitario e imunit&rio do animal, e de uma seleccdo correcta do farmaco e sua aplicacéo,
consoante o estado clinico do animal (Morenoet al., 1999: Alvar et a., 2004; Meireles, 2008).
Os proprietarios deverdo ser responsabilizados nas varias decisdes, sempre devidamente
informados acerca do prognostico da doenca, custos provaveis do tratamento e assisténcia
veterinéria, e implicagdes da doenca em termos de salide publica. Actua mente, existem varias
drogas utilizadas na terapéutica da Leihmaniose canina, ndo s6 como tratamento etiol égico,

mas também sintomético (Meireles 2008).

7.1. Compostos antimoniais pentavalentes
Antimoniais pentaval entes (Sb5+) tém sido os farmacos de elei¢cdo desde ha muito tempo, para
0 tratamento da leishmaniose canina e humana. Existem dois compostos antimoniais
pentavalentes utilizados em cées, o Antimoniato N.metil glucamina ou Antimoniato de
meglumina (Glucanti me®) e o Estibogluconato de sodio (Pentostan®) (Baneth & Shaw, 2002;
Baneth, 2006). Sendo o Glucantime® o mais utilizado nas zonas latinas, e o Pentostan® em
paises anglosaxonicos (Meireles, 2008).
Estes compostos destroem as formas amastigotas de Leishmania, por inibicdo da enzima
fosfofructoquinase, responsavel pela glicdlise e oxidagdo dos &cidos gordos (Corrales &
Moreno, 2006; Baneth, 2006; Ikeda-Garcia et al., 2007) e da enzima piruvatodes drogenase
(Pereira daFonseca & Santos-Gomes, 2008). Também impedem a replicacdo do ADN devido
ainibicdo da enzima topoisomerase (Corrales & Moreno, 2006).
Num consenso geral de vérios autores, a dose recomendada de Glucantime® é de 100 mg/kg
em injeccdo didria (Corrales & Moreno, 2006; Baneth, 2006; Meireles, 2008). Todavia, neste
protocolo, o0s nivels de antimoniais no plasma sdo inferiores a dose média efectiva (EDso),
devido a sua rapida metabolizacdo (Alvar et al., 2004). Por estas razfes, Alvar et al. (2004) e
Baneth e Shaw (2002) concluiram que a dose recomenda deve ser de 75 mg/kg, BID, apesar
de outros autores recomendarem 100 mg/kg em duas injecgdes por dia.
A maioria dos autores recomendam 2 a 3 séries de administragdes diéria, durante 20 a 30 dias
consecutivos ou em dias alternados, com intervalo em cada série de 15 dias a um més (Baneth
& Shaw, 2002; Baneth et a., 2005; Meireles, 2008).
A viade administracdo pode ser intravenosa (1V) lenta, intramuscular (IM) e subcuténea (SC)
(Baneth, 2006; Meireles, 2008). Com base em estudos farmacocinéticos, foi comprovado que
a administracdo deste composto, por via intravenosa permite alcangar grandes concentragoes,
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porém, as vias intramuscular e subcutanea sd0 mais adequadas, porque mantém os niveis
plasméticos durante mais tempo (Corrales & Moreno, 2006). Por vezes, quando administrado
por via IM, o fa&rmaco podera originar abcessos, fibrose muscular, dor, hemorragia ou
claudicacéo devido ao volume inoculado e a frequéncia de administracéo (Baneth & Shaw,
2002; Alvar et al., 2004; Roze, 2005; Meireles, 2008). Quando € administrado pelavialV as
complicacdes sdo mais graves, podendo causar tromboflebites (Alvar et a., 2004; Baneth,
2006).

Relativamente ao Pentostan®, a dose recomendada é de 10-20mg/kg, via intramuscular, com
protocol os idénticos ao do Glucantime® (Meireles, 2008).

Apesar da sua baixa nefrotoxicidade, alguns céaes apresentam alguma intolerancia a esta
droga, manifestando febre, problemas musculo-esqueléticos (e.g mialgias e artragias),
alteracbes gastrointestinais (e.g.vOmito, diarreia), apatia e alteracdes hepéticas, renais e
pancredticas (Aste et al., 2005; Corrales & Moreno, 2006; Meireles 2008). Outros efeitos
secundarios que se podem manifestar, mas com menos frequéncia sdo, lesdes oculares e
cardiotoxicidade (Corrales & Moreno, 2006).

Grande parte destes compostos sdo excretados pela urina e apenas uma parte é reduzida a
forma toxica Sb*", que pode acumular-se no organismo. Isto ocorre, quando a terapéutica é
prolongada por muito tempo (mais de 2 meses) ou em cdes com insuficiéncia renal, hepética
ou cardiaca (Baneth, 2006).

O uso dos compostos antimoniais pentaval entes tem sido limitado ao longo dos anos, devido a

formagdo de resisténcias (Baneth & Shaw, 2002).

7.2. Analogos de Purinas (pirazolopiridinas)
O Alopurinol (Zyloric® ou Alopurinol®) é um andlogo das purinas com propriedades
leishmaniostéticas (Moreno et al., 1999; Alvar et al., 2004; Meireles, 2008).
E composto por uma estrutura de hipoxantina, que quando é metabolizada pelas |eishmanias
produz um andlogo inactivado, ainosina (Baneth & Shaw, 2002; Baneth, 2006; Manna et al .,
2008). O seu mecanismo de accdo consiste na incorporacdo deste analogo no ARN do
parasita, inibindo a sintese proteica e impedindo a replicacéo do parasita (Baneth et a., 2005;
Roze, 2005; Baneth, 2006; Meireles, 2008).
A sua baixa toxicidade, a forma de administracdo e o seu baixo custo, tornam este f&rmaco
uma mais-valia perante os antimoniais (Moreno et a., 1999; Ferasin & Knight, 2005;
Meireles, 2008). Apesar da sua baixa toxicidade, pode causar algumas reaccOes adversas, tais
como, ateracdes gastrointestinais (e.g. vOmito) e hiperxantlria que pode causar urolitiase
(Baneth & Shaw 2002; Corrales & Moreno, 2006; Baneth, 2006).
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A dose varia entre 4 mg a40 mg/kg por dia, viaoral (PO) e embora, a dose mais utilizada seja
de 20 mg/kg, cada 24 horas, via oral por tempo indefinido (Baneth et al., 2005; Roze, 2005
Baneth, 2006; Meireles, 2008). A maioria dos veterinarios recomenda a associacdo do
Zyloric® (20 mg/kg BID) com o Glucantime® (100 mg/kg SID), durante 20 dias, continuando
depois com o Zonric® por tempo indefinido (Baneth & Shaw, 2002: Baneth et al., 2005;
Roze, 2005). Esta combinac&o tem como vantagens, a reducdo do tempo de tratamento com
Glucantime®, tornando a terapéutica mais tolerdvel e menos onerosa e reduz a probabilidade
de umarecidiva (Baneth & Shaw, 2002; Baneth et al., 2005).

7.3. Antibioticos
A anfotericina B é um composto macrélido poliénico, que é comummente usado como anti-
fungico, mas que também apresenta actividade contra protozoarios (Baneth & Shaw, 2002;
Baneth et al., 2005; Baneth, 2006). Actua, unindo-se ao ergosterol da membrana da
leishmania, alterando a sua conformacéo e permeabilidade e, causando a morte do parasita por
lise osmética (Alvar et al., 2004).
O protocol o terapéutico varia consoante os autores, variando em 0,1 mg a 1 mg/kg diluido em
10-20 ml de dextrose a 5% e, administrado em grandes volumes por vialV lenta, durante dois
meses (Alvar et al., 2004; Corrales & Moreno, 2006; Meireles, 2008). Pode ser administrado
em doses reduzidas diariamente ou doses elevadas cada dois dias (Alvar et a., 2004). Baneth
e Shaw (2002), Baneth et al. (2005), Roze (2005) e Corrales e Moreno (2006), recomendam
uma dose entre 0,50,8 mg/kg, IV, duas vezes por semana de modo a acancar uma dose
acumul ativa de 10 mg/kg.
Este antibidtico, € muitas vezes, a escolha em caso de insucesso por parte dos antimoniais
(Meirdles 2008). Conquanto, tem accdo nefrotOxica, causando uma vasoconstricdo das
arteriolas aferentes e eferentes e consequentemente uma diminui¢do do filtrado glomerular
(Alvar et al., 2004; Baneth et al., 2005; Baneth, 2006). De modo a reduzir o seu efeito toxico,
pode ser administrado associado a emulsdes lipidicas, como o Intralipid® ou em férmulas
lipossomais, como 0 AmBisome®, facilitando a sua captura pelos macréfagos e acumulagdo
nos 6rgaos viscerais (Baneth et al., 2005; Baneth, 2006). As emulsdes lipidicas apresentam
uma elevada taxa de sucesso em relacdo as formulagdes lipossomais (Baneth, 2006). Para
aém de o efeito secundério referido, também podem causar flebites, anorexia, vomitos,
hipocalcémia, anemia, aumento da ureia e creatining, ictericia, febre e, em casos graves,
paragem cardiaca (Meireles, 2008).
A Aminosidina ou Paromomicina, € um aminoglicosideo, que actua nos ribossomas, inibindo

asintese proteica, e € muitas vezes associado aps antimoniais, potenciando a sua accéo (Alvar
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et a., 2004; Meireles, 2008). A dose recomendada € de 5-10 mg/kg, cada 12 hora, SC ou IM,

com precaucao devido a sua nefrotoxicidade e ototoxicidade (Roze, 2005; Meireles, 2008).

7.4. Diamidinas
A Pentamidina € uma diamidina aromédtica frequentemente utilizada nas tripanosomoses,
babesiose e pneumocistose (Baneth & Shaw, 2002; Baneth et a., 2005). Actuamente € usada
no combate a leishmaniose, em casos de resisténcia dos antimoniais (Moreno et a., 1999;
Meireles, 2008; Ramsey, 2008).
A sua actividade esté relacionada com uma desorganizagcdo no metabolismo das proteinas e
acidos nucleicos, ateracbes das mitocondrias, ribossoma, cinetoplasto e bolsa flagelar
(Meireles, 2008). A dose usada é de 4 mg/kg, IM, em dias alternados, durante 20 dias (Roze,
2005; Meireles 2008; Ramsey 2008).
Em sua desvantagem, as pentamidinas além de ndo serem t&o eficientes como os antimoniais,
exibem efeitos toxicos, que se manifestam por dor e necrose no local de injeccdo, nefrite,
hepatite, dor abdominal, vémitos, hipotenséo e sincope (Baneth & Shaw, 2002; Roze, 2005;
Meireles, 2008).

7.5. Miltefosina

A miltefosina é um acilfosfolipido sintético, que actua inibindo a sintese de glucolipidos e
glucoproteinas da membrana do parasita, com actividade contra as formas promastigotas
extracelulares e dedruicdo das amastigotas (Corrales & Moreno, 2006; Meireles 2008).
Também estimula a producéo de linfocitos T, macrofagos e, de compostos reactivos
intermédios de nitrogénio e oxigénio (Baneth & Shaw, 2002; Manna et a., 2008).
Recentemente comercializado em Portugal, o Milteforan®, solucdo oral com 20 mg/ml de
Miltefosina e é recomendado na dose de 2-3 mg/kg diariamente durante 28 dias Apresentaa
vantagem de ndo ser eliminada pelas vias renais, podendo ser assim administrado a caes com
insuficiénciarenal (Corrales & Moreno, 2006; Meireles, 2008).

7.6. Outros farmacos

Os derivados de Imidazol (Metronidazol, Ketoconazol, Itraconazol e Secnidazol). Apresentam
afinidade pelos esterdis das membranas celulares das leishmanias, inibindo a sua sintese.
Alteram também a gluconeogénese, intensificando-a, provocando a deplecdo das reservas
glucogénicas e morte das leishmanias, assim como inibem a sintese dos &cidos nucleicos,
devido aformacdo dos complexos com o ADN (Meireles, 2008).

Varios sdo 0s compostos em estudo e experimentagdo com interesse na leismaniose. As
Lepidinas (8-aminoquinolona), Aladinamidas, Clorpromazina, Clomipramina,
Hexadecilfosfocolina, Domperidona, Marbofloxacina sdo aguns dos fa&rmacos em estudo
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(Meireles, 2008; Rougier, Vouldoukis, Fournel, Pérés & Woehrlé, 2008; Gémez-Ochoa et d.,
2009).

Perante as alteragGes imunolégicas que surgem no decorrer na infeccdo, podem ser usados
imunomodeladores inespecificos (Prednisona, Prednisolona, Levamizol) ou especificos
(citoquinas) (Moreno et al., 1999). O uso de corticosterdides numa doencga parasitéria é
controverso e, sO devem ser utilizados em casos de producéo de imunocomplexos, como nas
situacOes de insuficiéncia renal e uveite (Roze, 2005). O uso de citoquinas para modelar a
resposta imunitara ainda é limitado e requer estudos mais aprofundados.Uma vez estabelecida
gue terapéutica etiol 6gica deve ser aplicada, em simultaneo, uma terapéutica sintomatol dgica.
Logo, todos os cdes em tratamento, consoante o caso clinico, devem ser submetidos a uma
antibioterapia de amplo espectro, fluidoterapia, anti-inflamatérios, dietas hipoproteicas,

transfusdes sanguineas e uma terapéutica ef ectiva para ainsuficiénciarenal (Meireles, 2008).

No Hospital Clinic Veterinari de Barcelona, o protocolo de tratamento consiste numa
associacao Glucanti me® (50 mg/kg cada 12 horas ou 75-80 mg/kg cada 24 horas) e Zyl oric®
(10 mg/kg cada 12 horas) durante 30 dias, continuando depois com o Zyloric® na dose ja
referida. Consoante a evolucéo clinica do paciente, pode ser necessario aterar a dose
medi camentosa, mudar deféarmacos ou, até mesmo interromper aterapéutica. Assim, de modo
a controlar esta evolucdo, é requerida uma avaliacdo constante dos seguintes parametros:
hemograma, bioquimicas, proteinograma, urinalise e um teste serol égico para deteccéo de Ac
anti-leishmania. Esta re-avaliacéo pode ser relizada ap0s dias, semanas e até mesmo meses,

consoante o0 caso clinico.

8. Prognostico
O progndstico da LCan é reservado e dependendo principal mente da gravidade das |esdes que
0 animal apresenta, do tempo decorrido até o diagnéstico, da resposta imunitéria individua e
da progressdo da doenca. Na auséncia de insuficiéncia renal e, através da aplicacdo de uma
terapéutica eficaz, verificase uma melhoria da sintomatol ogia dérmica e sistémica da doenca
(Baneth, 2006).

9. Profilaxia

O controlo da leishmaniose canina implica levar a cabo diferentes estratégias, todas elas
importantes. Podemos actuar directamente no cdo doente, mediante a aplicacéo de uma
terapéutica ou através da imunoprofilaxia. Por outro lado, podemos actuar o sobre o vector,
mediante 0 uso de insecticidas no hospedeiro vertebrado ou no meio ambiente, evitando a
picada dos flébotomos (Mir6, 2008).
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A inexisténcia de uma terapéutica 100% eficaz, a impossibilidade de testar todos os cées,
devido ao custo que comportam, a existéncia de cées assintométicos, e o facto de a LCan
apresentar um longo periodo de incubacdo, sdo alguns dos factores, que levam a
impossibilidade da erradicacéo da doenca (Meireles, 2008).

Quanto a imunoprofilaxia, apenas no Brasil se encontra licenciada uma vacina contra a
leishmaniose canina (Leishmune®). Apesar dos avancos recentes nas tecnologias e no
conhecimento desta doenca, a preparagdo de uma vacina contra a leishmaniose, ndo se tem
mostrado fécil. Contudo, a presenca de casos assintomaticos ou subclinicos de |eishmaniose
canina, que se resolvem por si, inidicam que a vacinacdo é possivel (Pereira da Fonseca &
Santos-Gomes, 2008)

O facto dos animais infectados serem o reservatorio principal na transmissao da leishmaniose
aos humanos, implica que hgja um controlo sanitario e uma vigilancia por parte dos Médico
Veterinarios (Moreno et a., 1999; Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008). Um dos
critérios sugeridos pela Organizacd Mundia de Saide (OMS) é a eutanasia dos animais
infectados, porém, o plano sanitario da zona do Mediterraneo ndo contempla esta opcéo e,
eventualmente rejeitada por muitos donos, devido ao grande afecto pelos animais (Baneth et
al., 2005; Corrales & Moreno, 2006).

As medidas preventivas com 0 objectivo de interromper a transmissdo do parasita ao
vertebrado e controlar deste modo a doenca, tém sido levadas a cabo através da utilizagcdo de
insecticidas. Os piretroides sintéticos (e.g. permetrina e deltametrina), sdo 0s insecticidas
eleitos para serem utilizados na prevencéo da picada dos flébotomos (Pereira da Fonseca &
Santos-Gomes, 2008). Mir6 (2008) comenta no seu estudo, que a combinacdo dos insecticidas
piretrdides com outros insecticidas nicotinoides (e.g. imidaclopride), produz-se um efeito
sinérgico muito benéfico, que aumenta consideravel mente a sua eficacia.

Alvar et a. (2004), Baneth (2006), Mir6 (2008) e Pereira da Fonseca e Santos-Gomes (2008),
recomendam o uso de insecticidas em aplicacles spot on, coleiras ou sprays. Num estudo
recente, Mazillo et al. (2006) concluiram que as coleiras impregnadas com deltametrina
(Scalibor®), podem influenciar o curso da infeccdo da doenca. Apesar de conferirem uma
proteccdo durante 34 semanas, a sua eficiéncia é limitada, por serem faceis de perder ou de se
partirem durante arotinadiariado animal (Mazillo et al., 2006).

Otranto et al. (2007) demonstraram a eficiénciada associacéo de 10% de Imidacloprid e 50%
de Permetrina (Advantix®), numa formulagdo em aplicacdo spot on tOpica, na proteccdo de
cdes que vivem em zonas endémicas. Num estudo realizado por Ferroglio, Poggi &
Trisciuoglio (2006), usando uma aplicagcdo spot on composta por 65% de permetrina

(Exspot®), comprovou-se uma reducao no risco de infeccéo.
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As pulverizagdes insecticidas sdo um meio de controlo eficaz, embora ndo sgjam viaveis em
zonas urbanas e suburbanas (Roze, 2005).

Além do uso de insecticidas, também podemos aconselhar aos donos a manterem os animais
no interior das habitacGes, do anoitecer até ap amanhecer, nas épocas de maior actividade do
vector (Roze, 2005; Baneth, 2006; Pereira da Fonseca & Santos-Gomes, 2008).

Num estudo recente, Saridomichelakis et al., (2005) concluiram que a administracao periddica
de Zyloric®, numa dose diéria de 20 mg/kg, durante uma semana em cada més, ndo previne os
caes saudaveis de serem infectados por L. infantum, como também néo eliminava o parasita

presente em caes assintomaticos.

10.  Importiancia em Satude Piablica
Os cées infectados com Leishmania S80 potenciais reservatorios do parasita para o Homem,
pelo que deverdo ser controlados através do diagnostico precoce da doenga, do tratamento e
profilaxia e, em certos casos, eutanasiados (Baneth et al., 2005).
No entanto, e de acordo com Catorze (2005), até a actualidade, a leishmaniose humana era
considerada na Bacia do Mediterraneo apenas como uma zoonose, isto €, uma doenca
transmitida ao homem apartir de um reservatorio animal
As formas clinicas classicas de leishmaniose humana sdo a leishmaniose visceral (LV) ou
kala-azar, cuténea (localizada, recidivante, generalizada e dérmica pos-Kalaazar) e
mucocutanea (LM C) (Catorze, 2005).
A Leishmaniose visceral (LV) ou “Kaaazar”, atinge habituamente hospedeiros
imunocompetentes nas areas endémicas. Contudo, desde a década de 1980, tem vindo a ser
reconhecida como uma infeccdo oportunista associada a estados de imunossupresséo,
particularmente a infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) (Marques et al.,
2007).
Segundo a OMSS, os primeiros 1700 casos reportados de co-infeccdo VL/VIH até 1998, em 33
paises, 85% foram observados em Espanha, Itdlia, Franga e Portugal. Apesar da distribuicdo
geogréfica da leishmaniose estar restrita as areas de distribuicdo dos vectores, a infeccdo VIH
modifica o tradicional padréo de transmissdo zoondtico/antropondtico (Marques et al., 2007).
Nos ultimos anos foi proposto, especialmente nos paises do Sul da Europa, um ciclo de
transmissdo aternativo que inclui a partilha de seringas pelos utilizadores de drogas
endovenosas. Existem ainda outras vias de transmissdo que ocorrem mais raramente,
nomeadamente através de transfuséo sanguinea, prética de sexo anal, transmissdo congénita e
exposicao ocupaciona adquirida em laboratorios (Marques et a., 2007). As ateracOes
ambientais, 0 movimento populacional, podem levar a ateracdo da area e densidade dos
vectores e reservatorios, aumentando a exposi¢éo do homem aos flébotomos (Dujardin et al.,
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2008). A idade (criangas com menos de 2 anos) e a ma nutricdo, sdo outros factores que
predispbem ainfeccdo (Baneth et a., 2005; Gramiccia& Gradoni, 2005).

O numero de casos no Brasil tém vindo a aumentar ao longo dos anos especialmente em
zonas urbanas e em pessoas com SIDA. A fata de éxito no controlo da leishmaniose, levou a
gue fosse realizado um plano de controlo. Assim, foi desenvolvido um plano de controlo que
€ usado ha 40 anos, composto por trés medidas. na distribuicdo gratuita dos medicamentos; no
controlo de reservatorios domesticos e no controlo de vectores (Costa& Vieira, 2001).
Segundo a OMS, o controlo leishmaniose tem vindo a ser efectuado por varias entidades
publicas e privadas. Um das inciativas foi do governo espanhol com OMS, para controlar a
leishmaniose visceral na Etidpia e no Suddo. Algumas companhias farmacéuticas acordaram
em reduzir o preco dos medicamentos. A OMS propds a maioria dos paises endémicos, a
realizacéo de um treino especializado com objectivo de gjudar realizar programas de controlo
anivel naciona (OMS, 2006).
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I11.

Estudo de doencas parasitarias do cido transmitidas por insectos culicideos e
psicodideos, observadas na Clinica SPAD — Sociedade Protectora dos Animais
Domésticos do Funchal, Ilha da Madeira e, no Hospital Escolar da Universidade

Auténoma de Barcelona, Espanha

A escolha deste tema, baseou-se principa mente na diferente casuistica encontrada nos locais
onde a autora realizou o estagio curricular, na llha da Madeira e em Barcelona. Este estudo
englobou duas doencas, uma causada pelo nemaode Dirofilaria immitis e outra pelo
protozodrio Leishmania infantum. A dirofilariose foi sobretudo encontrada na llha da
Madeira, enquanto que em Barcelona, foram especidmente observados casos de

|eishmaniose.
1. Materiais e métodos

1.1. Dirofilariose

O estagio curricular efectuado na clinica SPAD do Funchal, Ilha da Madeira, que decorreu
entre 28 de Setembro a 28 de Novembro de 2008, foi essencia para a deteccdo de possivels
de infecgbes por D. immitis € até mesmo casos de dirofilariose. Durante este periodo foram
testados 29 animais, em que 14 eram do sexo feminino e 15 do sexo masculino. O diagnéstico
foi obtido a partir de vérias técnicas, nomeadamente pela técnica de Knott modificada (n=25)
com diferenciacdo pela fosfatase &cida (n=1), métodos serol 6gicos (n=4) e pela observacéo ao
microscopico em “gota a fresco” (n=1). Concomitantemente, foram realizados exames
complementares, como hemograma, bioguimicas sanguineas, radiografias e
electrocardiografias.

A informacdo inerente a este estudo, foi obtida durante o estagio curricular, através a
participagdo da autora nas consultas, bem como pela visualizagdo e interpretacdo das
respectivas fichas clinicas. No entanto, ndo foi possivel obter alguma informagdo sobre alguns
animais, pelo facto de serem animais errantes. Foram ainda obtidas as temperaturas
atmosféricas dos meses em que a autora realizou o estagio curricular, através de consulta do

site do Instituto Portugués de Meteorologia.

1.2. Leishmaniose
Entre 8 de Dezembro de 2008 e 28 de Fevereiro de 2009, o0 estégio curricular decorreu no
Hospital Clinic Veterinari (HCV) de Barcelona, Espanha, onde foram observados vérios casos
de LCan. Durante este periodo foram observados 20 cdes com Leishmaniose, em que 8
correspondiam ao sexo feminino e 12 ao sexo masculino. Destes 20 caes, 75% (15/20) foram

diagnosticados em alturas distintas no HCV de Barcelona, enquanto que 25% (5/20), foram
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diagnosticados em outras clinicas, que posteriormente referenciaram os casos parao HVC. De
0s 75%, 35% (7/15) foram diagnosticados durante o estagio curricular.

A pesquisa do agente etiol6gico foi efectuada através de métodos serol 6gicos, essencialmente
por cELISA (n= 15), IFlI (n=5) e métodos moleculares, nomeadamente o0 RT-PCR (n=2) e
PCR (n=2). O limiar de positividade de cELISA usado, foi de 14-21% (duvidoso), seguido de
21-80% (positivo baixo), 80-150% (positivo médio) e superior 150% (positivo alto).
Adicionalmente, foram realizadas outras andlises complementares, incluindo hemograma,
bioquimicas sanguineas, uriandlise, proteinograma, analises citologicas e histopatol 6gicas,
bem como radiografias e ultrasonografias para as doengas concomitantes.

A informacdo obtida para a realizagdo da componente pratica desta dissertacdo, foi com base
na visualizacao e interpretacdo das respectivas fichas clinicas. No entanto, como o HCV é um
Hospital de Referéncia, nem sempre foi possivel obter os dados dos caes diagnosticados em
outras clinicas.

A andlise de dados destas duas componentes, foi realizada com base em métodos de estatistica
descritiva (média, desvio padréo, moda, mediana, frequéncia absoluta e frequéncia relativa),

utilizando o programa Excel da Microsoft®.

2. Resultados
2.1. Caracterizacdo da amostra em estudo na Ilha da Madeira

Na amostra total em estudo (n=29), 38% (11/29) eram animais errantes e 62% (18/19)
animais com dono, sendo constituida por 52% (15/29) caes do sexo masculino e 48% (14/29)

do sexo feminino (Gréfico 1).

Grifico 1. ldentificagdo do sexo da amostra em estudo, de acordo com afrequénciarelativa

Sexo da populac¢io canina

48% 52%

®Macho
Fémeas
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Em relag@o a idade da amostra em estudo, a média foi de 4,8 anos, a moda de 2 anos e a
mediana de 3,5 anos. No Gréfico 2, pode-se observar que grande parte da amostra testada
(38%), apresentavam uma idade até aos 3 anos. O facto de 38% (11/29) da amostra total,
serem animais errantes, ndo permitiu determinar a idade de 7 animais (24%). Relativamente
aos animais errantes, 55% (6/11) da amostra eram do sexo masculino e 45% (5/11) do sexo

feminino.

Griafico 2. Frequénciarelativa (%) daidade dos animais

Idade dos animais

B Até aos 3 anos
B Entreos4 e 7 anos
Mais 7 anos

¥ | ndeterminado

Na Tabela 6, pode-se observar a caracterizacdo da amostra, com base na frequéncia absoluta e
relativa. A prevaéncia de animais deraca i ndeterminada (52%), foi superior a prevaléncia dos
animais de raca pura. Nesta categoria, 0 cdo da Dalmaciafoi a ragca com maior prevaléncia,

representando 10% (3/29) daamostra.
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Tabela 6. Caracterizacdo daamostra em estudo de acordo com araga

Raca determinada n (%)
Boxer 1(3)
Caniche 13
Cocker Spaniel 13
Céo da Damécia 3(10)
Husky Siberiano 2(7)
Céo Pastor Aleméo 2(7)
Podengo Canariano 13
Retriever do Labrador 2(7)
Shar-Pei 1(3)
Raca indeterminada 15 (52)

Relativamente a zona de residéncia, 59% (17/29) residiam em zonas urbanas e 3% (1/29)

numa zona rural. No entanto 38% (11/29) da amostra eram cées abandonados. A distribuicéo
por concel hos e freguesias, pode ser visualizada na Tabela7.

Tabela 7. Distribuicdo daamostra estudada por concelhos e freguesias da |llha da Madeira

n (%)
Concelho do Funchal 14 (47)
Monte 1(3)
S. Anténio 1(3)
S. Gongalo 2(7)
S. Martinho 6 (20)
S. Rogue 2(7)
Sé 2(7)
Concelho de Santana 133)
Santana 1(3)
Concelho de Santa Cruz 2(7)
Canico 2(7)
Concelho do Porto Moniz 13)
Seixa 1(3)
Sem informacao 11(40)

No Funchal, no més de Outubro a temperatura méxima foi de 28,2 °C, minima de 14°C, com
uma média de 21,1°C. No més de Novembro a temperatura maxima foi de 24,5°C, minima de
12,5°C e umamédia de 18,5°C.



Na totalidade da amostra estudada em Barcelona (n=20), 60% (12/20) pertenciam a0 sexo
masculino e 40% (8/20) ao sexo feminino (Gréfico 3), com idades compreendidas numa
meédia de 3,93, uma moda de 3 anos e numa mediana de 3,5 anos. Um dos 20 animais do
presente estudo, ndo apresentava informagao relativamente a sua idade. No entanto, verificou-
se que 50% (10/20) dos animais apresentam-se com idade até aos 3 anos, engquanto gque 45%
(9/20) dos caes apresentavam uma idade compreendida entre quatro a sete anos, como esta

2.2. Caracterizacao da amostra em estudo em Barcelona

representado no Gréfico 4.

Grafico 3. Identificacéo do sexo da amostraem  Grafico 4. Frequénciarelativa (%) daidade

estudo em Barcelona, com base na frequéncia dos cées com | eishmaniose

relativa
Sexo dos caes com LCan Idade dos animais com LCan
5%
40% B Até os 3 anos
® Fémea [ Dos 4a0s7
60% Macho
ACI mados 7

Na Tabela 8, pode-se observar a caracterizacdo da amostra de acordo com a raga, tendo em
conta a frequéncia relativa. Pode-se verificar que os cdes de raca indeterminada estéo
representados numa percentagem de 20% (4/20), inferior aos caes de raga pura. Dentro desta
classe, as racas Boxer, Bull Terrier e Yorkshire Terrier, destacam-se com uma prevaléncia de

15%, 10% e 10% respectivamente.
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Tabela 8. Caracterizacdo daamostra em estudo de acordo com araga

n (%)
Raca determinada
Boieiro de Berna 1(5
Border Collie 1(5
Boxer 3(15)
Bull Terrier 2 (10)
Bulldog Inglés 1(5
Dogue Aleméo 1(5
Husky Siberiano 1(5
Pastor Aleméo 1(5)
Pinscher Miniatura 1(5
Schnauzer Miniatura 1(5
Yorkshire Terrier 2 (10)
Raca indeterminada 5 (25)

No gue diz respeito a proveniéncia de cada animal, verificou-se que grande parte dos animais
(65%) proveio da Regido de Vallés Ocidental de Barcelona. Todas as regides mencionadas na
Tabela 9, pertencem a provincia de Barcelona, aregido da Catalunha.

Tabela 9. Distribuicdo da amostra em estudo por regides da Comunidade Auténoma de

Espanha
Regiodes n (%) Regides n (%)
Bages 2 (10) Vallés Ocidental 12 (65)
Manresa 2(10) Castellar del Vallés 1(5)
Cerdanyoladel Valles 3(15)
Baix Llobregat 1(5) Rubi 1(5
Sant Feliu de LIobregat 1(5) Sabaddl 2 (10
Sant Cugat del Valles 2 (10
Maresme 2 (10) Sentmenat 1(5)
Aldla 1(5) Terassa 1(5
Dorsius 1(5) Ullastrell 1(5
Valles Oriental 2 (10)
Caldes de Montbui 1(5
Martorelles 1(5
LaGarriga 1 (5
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2.3. Estudo clinico
2.3.1. Dirofilariose

2.3.1.1. Sinais clinicos

Os sinais clinicos verificados naamostra em estudo estdo descritosno Gréafico 5.

Grifico 5. Frequéncia absol uta e rel ativa dos sinais clinicos observados em 18 animais do

presente estudo na llha da Madeira

Sinais clinicos

asstomdticos | N

Dilatacéo
dodomina M 6%

Sopro Cardiaco [lij 6%

Tosse F 11%
0

5 10 15 20

B NUmero de Animais

Condatou-se que 83% (15/29) dos animais ndo manifestavam qualquer tipo de
sintomatologia, quando submetidos aos testes de diagndstico. O facto de 38% (11/29) da
amostra, ser representada por animais errantes, impossi bilitou saber a sua histérica clinica e

sintomatol ogia, e como tal, ndo foram contabilizados para a realizacdo do Grafico 5.

2.3.1.2. Exames complementares
Na Tabela 10 apresentam-se os resultados relativos ao hemograma realizado a cinco animais,
com histéria clinica coincidente com uma infeccdo por D. immitis. Relativamente as
alteracbes morfoldgicas hematoldgicas, verificou-se hipocromasia dos eritrocitos (20%),
rouleaux eritrocitario (40%), equindcitos (20%), anisocitose eritrocitéria (20%) e agregacao
plaquetéria (20%). Verificou-se também uma diminuicdo dos valores de eritrocitos,
hemoglobina, hematdcrito em 40% (2/5) da amostra Dos cinco animais, 20% (1/5)
apresentavam uma leucocitose com neutrofilia e linfopénia e, 20% (1/5) apenas uma

eosinofilia.
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Tabela 10. Resultados dos hemogramas de 5 animais

Parametro (intervalo de referéncia) ~ Média Mediana E:E“r’ég Méax Min %t %]
Eritrécitos (5,5— 8,5 x 10%/ul) 656 7,06 1,47 808 474 0 40
Hemoglobina (12 - 18 g/dl) 13,8 15,8 3,23 166 94 0 40
Hematécrito (37 - 55%) 41,94 45,6 10,86 529 275 0 40
VCM (60-77 umd) 63,46 64,5 3,16 66 58 0 20
HCM (10.5- 24.5 pg) 21,02 20,8 0,99 225 199 0 O
CHCM (32-36 g/dl) 33,1 335 1,59 349 31,3 0 40
Plaguetas (200 - 500 x 10°/ul) 2586 257 102,61 370 104 0 20
Leucdcitos (6 - 17 x 10%pl) 14,63 11,15 7,75 262 10 40 O
Nutréfilos segmentados (60 - 70%) 63,67 66 18,61 81 4 40 O
Neutrdfilos ndo segmentados (0 - 3%) 0,67 1 0,58 1 0O 0 O
Linfécitos (12 - 30%) 16,98 16 7,93 30 9 0 20
Mondcitos (3 - 10%) 6,56 6,8 4,16 112 0 0 O
Eosindfilos (2- 10%) 104 6 8,91 25 4 20 O
Basofilos (Raros) 0 0 0 O 0 0 O

Legenda: (‘De acordo com Aeillo, 1998); VCM —Volume Corpuscular Médio; HCM - Hemoglobina
Corpuscular Média; CHCM — Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; Méx — Maximo; Min —
Minimo; % | — percentagem de animais com o parametro diminuido; % 1— percentagem de animais com o
parémetro elevado;

O exame radiogréfico, realizado a um animal (3%), revelou um aumento do &trio direito e um desvio
dorsal datragueia. Adicionalmente, foi realizado um electrocardiograma a um dos 29 animais, que a
auscultacdo apresentava um sopro cardiaco. No exame electrocardiogréfico, apresentava um aumento

daondaQ (1,5 mv) eumaarritmia respiratoria, indicativos de um aumento do ventricul o direito.

2.3.1.3.  Diagnéostico etiologico

O diagndstico etioldgico foi realizado por meio de métodos serologicos (ELISA), técnica de
Knott modificada com diferenciag@o histoquimica e necrépsia. Vinte e cinco animais (86%)
foram submetidos a técnica de Knott modificada e, apenas um (4%) a técnica de “gota a
fresco”. Os restantes 10% (3/29) da amostra foram testados com ELISA. Dos 25 animais
sujeitos a técnica de Knott modificada, apenas oito foram diagnosticados com dirofilariose
através de Kits comerciais de ELISA, por diferenciacdo histoquimica e, necrépsia

No Gréafico 6 pode-se verificar a distribuicdo dos oito animais diagnosticados, de acordo com

afrequénciarelativa do método de diagndstico.
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Grifico 6. Distribui¢do da amostracom base na frequéncia relativa pelos métodos de
diagnostico

Métodos de diagndstico

mTécnica de Knott modificada
com diferenciacdo
histoquimica

38%
BELISA

Necrépsia

Na maioria dos casos apenas foi utilizada a técnica de Knott modificada, por motivos
financeiros por parte dos proprietérios e devido as regras vigentes na clinica. O facto de esta
clinica ter um canil associado, por regra, apenas é redizada a técnica de Knott aos animais
errantes e, de modo a evitar a propagacdo da doenga, todos os animais positivos a esta técnica
S80 eutanasi ados.

2.3.14. Terapéutica
O tratamento etioldgico, foi aplicado a 72% (21/29) da amostra em estudo. Os restantes oito
animais (38%), por serem animais errantes e positivos a técnica de Knott modificada, foram
eutanasiados.
Apesar de apenas cinco animais terem sido diagnosticados com dirofilariose, a terapéutica
ingtituidafoi igual paratodos os 21 animais, ainda que assintomaticos.
Relativamente a terapéutica implementada, foi utilizado um protocolo em duas injeccdes de
Immiticide® (melarsomina). Inicialmente, 21 animais receberam um tratamento com
Aspirina® (&cido acetilsalicilico) em conjunto com Ananase® (bromelaing) durante 14 dias,
seguido de duas injeccdes de Immiticide® e Hostacortina® (acetato de prednisolona) com
intervalo de 24 horas. Trinta dias ap0s a segunda injeccdo de Immitici de® receberam uma
ultima injeccdo de lverti n® (ivermectina). Durante este periodo continuaram com Aspiri na’ e
Ananase® até o fim da embal agem.
A dose da Ananase® utilizada foi de 2 mg/kg, PO, BID e, adose da Aspirina® variou entre 5 a
10 mg/kg, PO, SID. Em relacdo a dose de Immiticide® utilizada, foi de 2,5 mg/kg, IM, nos
musculos epixiais lombares. A Hostacortina® foi utilizada na dose de 1 mgkg, IM e o
lvertin® na dose de 0,40 mg/kg, SC.
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De modo a comprovarmos se a terapéutica foi bem sucedida, foi realizado a técnica de Knott
modificada a todos os animais, 30 dias ap0os a injeccdo de Iverti n®. Devido ao extenso periodo
da terapéutica (75 dias), ndo foi possivel obter os resultados de 11 animais (52%). Os
restantes 10 animais (48%), obtiveram um resultado negativo a técnica de Knott modificada,
tendo sido a terapéutica eficaz. Foi observada a remisséo dos sintomas, dos poucos animais

com sintomatologia e, a resolucdo das alteracbes |aboratoriais nos animais assintomati cos.

2.3.2. Leishmaniose

2.3.2.1.  Sinais clinicos
No Gréfico 7, pode-se observar a diversidade de sinais clinicos observados nos 20 animais
diagnosticados com | ei shmaniose canina, como consequéncia da prépria doenca ou, derivados

de doengas concomitantes.

Griafico 7. Frequéncia absoluta e relativa dos sinais clinicos observados nos 20 animais
estudados
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Sinais ortopédicos
Sinais oftalmol 6gicos
Sinais dermatol 6gicos

Considerando a amostra em estudo, 80% (16/20) dos animais desenvolveram sinais

dermatol 6gicos. Desta fraccéo populacional, evidenciaram-se como mais frequentes lesdes do
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tipo, uma dermatite queratoseborreica 7/16 (44%), em que 4/16 (25%) manifestavam um
guadro difuso e 3/16 (19%) localizado e, seborreia seca em 4/16 (25%). Foram também
observadas lesdes cuténeas localizadas em zonas especificas, nomeadamente |esdes
ulcerativas (5/16 dos animais) focinho, cotovelos, tarso, aimofadas plantares e pavilhéo
auricular. Destes 16 animais, 3 (19%) manifestavam eritema nos membros posteriores e
cauda, no escroto e por toda a superficie corporal. Outras lesdes, nomeadamente
hiperqueratose do focinho (1/16), nédulos (2/16) e papulas (2/16), também foram
evidenciadas. Dos dois cées que apresentavam nodulos, um era consistente com o “cancro de
inoculagdo” mas na zona ventral do pescogo.

Os sinais ofltamol 6gi cos presentes em 4 animais, podem ser visualizados na Tabela 11.

Tabela 11. Sinais oftalmol 6gicos presentes em quatro animais com LCan

Sinais oftalmolégicos

Conjuntivite bil ateral

Uveite anterior do olho esquerdo
Meibomite bilateral
Blefaroconjuntivite bilateral
Secrecdo seromucosa bilateral
Conjuntivite bilateral

Blefarite bilateral

Eritema da conjuntiva bilateral
Inflamag&o da gléndula lacrimal do olho
esguerdo

Edema da zona central da corneano olho
esquerdo

Adicionalmente, verificou-se que 30% (6/20) dos animais apresentavam sintomatologia
ortopédica. Destes seis animais, trés manifestavam claudicacdes, um com poliartrite, um com
sinais de dor alocomocéo e, um com debilidade motora.

Através do Gréfico 7 pode-se verificar que 50% (10/20) da amostra apresentavam um
aumento de tamanho dos linfonodos. Destes, 50% (5/10) apresentavam linfadenopatia
generaizada, 20% (2/10) apenas do linfonodo popliteo, 10% (1/10) dos linfonodos popliteo e

submandibular, 10% (1/10) dos linfonodos pré-escapular e submandibular e, 10% (1/10) do
linfonodo submandibular.

2.3.2.2. Exames complementares
Foram realizados hemogramas e bioguimicas séricas a todos os animais, numa fase anterior
ao diagnostico etioldgico e ao inicio da terapéutica e, numa fase posterior, de modo a

monitorizar a evolugdo clinica. Na Tabela 12, apresentam-se os resultados do hemograma
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realizado em 14 animais. Relativamente as ateracbes morfol 6gicas hematol dgicas, verificou-
se anisocitose eritrocitaria (50%), policromasia (43%), rouleaux eritrocitario (43%),
hipocromia (21%), eritoblastos (21%), poiquildcitos (14%), equindcitos (14%), diandcitos
(7%), microcitos (7%), equistécitos (7%), acantécitos (7%), estomatécitos (7%), anisocitose
plaquetaria (43%), agregacao plaquetéria (29%), macroplaguetas (21%) e linfocitos reactivos
(29%).

Tabela 12. Resultados do hemograma de 14 animais e 0 seu respectivo estudo estatistico

Parimetro (intervalo de Média Mediana D¢V Max Min %1 %]
referéncia’) Padrio

Eritrocitos (5.5 - 8.5 x 106/ul) 5,67 5,89 126 798 248 0 36
Hemoglobina (12 - 18 g/dl) 12,78 13,2 325 187 56 7 43
Hematdcrito (37 - 55%) 36,5 36,9 9,03 55 17 0 50
VCM (62 -77fl) 64,88 65,7 587 749 54 0 29
HCM (21,5- 26,5 pg) 22,29 22,9 198 246 188 0 36
CHCM (33- 37 g/dI) 34,25 34,3 148 353 332 0 O

Plaguetas (200 - 500 x 103/pl) 273,15 293 1164 565 41 7 14
Leucdcitos (6000 - 17000 pl) 9775 9045 4605 16910 2060 O 21
Linfocitos (12 - 30%) 22,01 21 11,37 47 5 7 14
Mondcitos (3 - 10%) 6,36 6,5 3,18 12 2 14 7

Basdfilos (0 -1%) 0,04 0 0,16 0,6 0 0O O

Eosindfilos (2 - 6%) 2,29 1,55 2,49 7 0 7 0

Neutréfilos segmentados (60 -75%) 69,16 69,5 1159 85 42 43 O

Neutrofilos ndo segmentados (0 - 3%) 0 0 0 0 0 0O O

Legenda: ('De acordo com o Laboratério do Hospital Clinic Veterinari); VCM — Volume Corpuscular Médio;
HCM - Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM — Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média; Max —
Méaximo; Min — Minimo; % | — percentagem de animais com o parametro diminuido; % 17— percentagem de
animais com o parémetro elevado;

No que diz respeito as alteragdes ocorrentes nas bioquimicas séricas, estdo referidas na Tabela
13.

Tabela 13. Alteragdes dos parametros bioguimicos dos animais com |eishmaniose canina

Alteracao n/t (%)  Alteracio n/t(%)

Hiperproteinémia 10/20 (50) Aumento da creatinina 4120 (20)
Hipoal buminémia 8/20 (40) Aumento daureia 3/20 (15)
Hiperglobulinemia 12/20 (60) Aumento daALT 3/20 (15)
Hipercolesterolémia 3/20(15) Aumento daFA 416 (67)

Legenda: ALT — Alaninaaminotransferase; FAS — Fosfatase al calina sérica
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Verificase na Tabela 13, que as ateracdes bioquimicas séricas mais preval entes neste estudo,
consistiram numa hiperglobulinémia (60%) que esta presente em 12/20, numa
hiperproteinémia (50%) e numa hipoa buminémia (40%).

Oito animais realizaram uriandlises (tiras multistick), registando-se quatro casos de hematuria
(+4 na tira de urind) e trés casos de proteindria (300 mg/dL). Destes oito animais, um
apresentava uma proteindria de 109 mg/dl. Foram também realizadas culturas de urina a dois
destes animais. A reaizacdo da uriandlise teve em conta vérios motivos e objectivos. Num
dos animais, foi realizada por este apresentar um aumento significativo dos niveis de
creatining, urela, da creatinina quinase e estrangUria. Um outro, porque apresentava
polidipsia/poliuria (PD/PU) e um aumento significativo da creatinina.

A ultrasonografia abdomina foi readlizada a 30% (6/20) da amostra e foram observados
alteracOes renais, hepaticas, esplénicas e do aparelho reprodutor. Dos animais submetidos a
uma ultrasonografia, 50% (3/6) apresentavam ateracdes renais. Num caso foi observada a
perda de definicdo entre a zona cortical e medular, zonas de hiperecogenecidade e um
aumento da espessura da cortical. Observou-se também um caso de calcificacOes renais.
Adicionalmente, também foi observado num outro caso, calculosrenais e vesicais.
Verificourse ateragbes hepédticas em dois casos, consistentes com zonas de
hi perecogenicidade no parénquima hepético e de uma hepatomegdia. As ateragcdes esplénicas
observadas foram coerentes com uma suspeita de linfoma, em que o animal apresentava
ecograficamente uma hepatoesplenomegadlia e uma hiperplasia do baco. Nos restantes
animais, observouse adteracbes no sistema reprodutor, consistentes com quistos
paraprostaticos, quistos prostéticos e quistos nos ovarios.

Foi realizado uma ultrasonografia cardiaca apenas a um animal e, verificou-se uma estenose
da aorta e umainsuficiénciadamitral.

Os exames radiograficos foram realizados a dois animais (10%), em gque um apresentava
comportamentos anormais, como picacismo e 0 outro, por ter associado a leishmaniose um
linfoma, que radiograficamente apresentava um padréo aveolar com aumento do linfonodo
supraesternal. Neste animal foi também realizado um electrocardiograma, indicando a

presenca de uma arritmia sinusal respiratoria.

2.3.2.3.  Diagnéstico etioldogico
Em relacdo ao diagndstico, todos os animais foram diagnosticados através de pelo menos um
método serolégico. Em 15 animais (75%) foram efectuados técnicas de CELISA eem 5 (25%)
por imunofluorescénciaindirecta (IF1) (Gréfico 8).
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Dos animais que foram diagnosticados por cELISA, trés animais foram diagnosticados em
simulténeo por métodos moleculares (PCR e RT-PCR) e, um animal através de métodos
parasitol gicos, de visualizacdo do parasita apds PAAF do linfonodo popliteo.

No Gréafico 9, verificamos que 63% dos cées apresentava uma percentagem superior a 150% a

técnica de cELISA. Os animais diagnosticados através de IFI, apresentavam todos uma

titulacéo superior a 320.
Grifico 8. Distribuicdo da amostra por Grifico 9. Distribuicdo da amostra de acordo
método de diagndstico, com base na com a percentagem de resultados obtidos pela
frequénciarelativa técnicade cELISA
Métodos de diagndstico Percentagem da técnica de cELISA
dos animais positivos
10% mCELISA
% Acimade 150 % 63%
5% \ M= cimade 0 0
5%6 i “PAAF + cELISA 80 a150% 31%
®RT-PCR + IFl
21 a80% 6%
®RT-PCR +cELISA . | |
®PCR + cELISA 0 5 10 15

2.3.2.4. Doencas concomitantes
A excepcdo de 40% (8/20) dos animais com LCan, 12 animais (60%) apresentavam doencas

concomitantes que estdo descritas na Tabela 14.

Tabela 14. Distribuicéo das doengas concomitantes presentes nos 12 animais com LCan

Doenca n (%) Doenca n (%)
Erliquiose 1(9) Quistos paraprostaticos 1(9
Insuficiéncia hepética 1(9) Quistos prostéticos 1(9
Insuficiénciarenal crénica 1(9) Quistosovaricos 1(9
Insuficiéncia cardiaca 1(9) Linfoma 1(9)
Otite 2 (18) Miastenia gravis 1(9
Dermatite por Malassezia Spp. 2(18) Poliartrite 1(9)
Hérnia perineal 1(9)  Pseudogestacdo 1(9
Pneumonia 1(9)  Otohematoma 1(9)
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2.3.2.5.  Terapéutica
A terapéutica etiologica, ndo foi apenas realizada a um animal, devido a ndo comparecéncia
dos proprietarios a consulta, apds o estabelecimento do diagnéstico de LCan. Realizou-se
assim aterapéutica etiol 6gica a 95% da amostra (19/20).
Relativamente a terapéutica da leishmaniose, 15 animais (79%) receberam um tratamento
com Glucantime® (Antimoniato de meglumina) associado ao Zylori c® (Alopurinol) e apenas
11% (2/19) com apenas Glucantime®. Adicionalmente, 5% (1/19) receberam um tratamento
com Zyloric® e Milteforan® (metilfosina) e outros 5% (1/19) com Zyloric® e Marbocil®
(Marbofloxcina).
A dose do Zyloric® utilizada foi de 10 mg/kg, PO, BID, com uma duracd minima de um a
seis meses, consoante 0 estado clinico do paciente, a indefinidamente. Tendo em conta ao
Glucantime®, 12 animai's receberam esta terapéutica, numa dose de 75 — 100 mg/Kg, SC, SID
e apenas 3 animais na dose de 100 mg/kg, SC, SID. Porém, dois animais receberam o
Glucantime® com uma dose de 80 mg/kg, SC, BID e 50 mg/kg, SC, BID, respectivamente.
Em relagdo a duracdo de administracdo deste farmaco, variou entre 20 dias a 30 dias, em que
16/19 animais (84%) receberam durante 30 dias.
A dose de Milteforan® utilizada foi de 2 mg/kg, PO, durante 28 dias. Quanto ao Marbocil®,
ndo foi possivel saber qual a dose administrada, tendo em conta que esta terapéutica foi
implementada noutra clinica veterinaria.
Adicionamente, foi realizada uma terapéutica de suporte quando necessdria, dirigida as
complicagdes da prépria doenca, assim como para as doencas concomitantes, respectivas.
Dos 19 animais submetidos a terapéutica etioldgica, 63% (12/19) apresentaram uma cura
clinica com reducdo da sintomatologia e das ateracdes laboratoriais. Cinco animais (26%),
ndo responderam bem a terapéutica, por ocorréncia de lapsos na administracdo dos farmacos
por parte dos proprietarios, devido a complicacbes graves da prépria doenca ou néo
responderem a terapéutica implementada. Em relacéo aos restantes dois animais (11%), néo
foi possivel saber a evolucdo terapéutica, por terem apenas iniciado a terapéutica em
Fevereiro de 20009.
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3. Discussao

O estudo retrospectivo de dirofilariose foi efectuado numa amostra de 29 animais da llha da
Madeira, enquanto que o estudo retrospectivo de leishmaniose foi efectuado em 20 animaisde
Barcelona, Espanha O nimero reduzido de el ementos de cada amostra em estudo, é um factor
limitante, ndo sendo possivel retirar conclusdes licitas sobre a prevaléncia da amostra no

entanto, permitiu tirar algumas conclusdes vaidas quanto a amostra.

3.1. Dirofilariose
Neste estudo, aamostra do sexo masculino esta ligeiramente mais representada (52%) do que
a do sexo feminino (48%), em que 6 animais (21%) do sexo masculino, sdo animais errantes.
Pereira da Fonseca et al. (1991) referem que os animais do sexo masculino estéo mais
predispostos a serem infectados, por estarem mais expostos ao vector. Cées de grande porte e
gue vivem no exterior das habitagcGes apresentam um risco acrescido em relagcdo aos caes que
vivem no interior (Kienle & Kittleson, 1998; Calvert & Thomason 2008). Kienle & Kittleson
(1998) afirmam que o racio entre macho-fémea é de 2 para 4.1, respectivamente.
Verificou-se que 38% dos animais tinham idade até inferior a trés anos. Este facto poderé néo
ser significativo, sabendo que ndo foi possivel saber a idade de 24% da amostra. No entanto,
Kienle & Kittleson (1998) afirmam que a doenga ocorre comummente em animais entre os 4 e
7 anos, mas que em zonas endémicas, € possivel observa-la em animais mais novos.
A propor¢ao de cées de raca determinada foi de 48% e de raga indeterminada 52%, em que a
raca mais frequente, foi o cdo da Dalmacia, com 10% (3/29). Apesar desta ocorréncia, Kienle
& Kittleson (1998) e Pereira da Fonseca et a. (1991), referem que o tipo de pelagem e araca
do animal, ndo aparentam ter qualquer influéncia napreval éncia de dirofilariose canina.
Relativamente & localizagdo, constatou-se uma maior propor¢cdo de infeccdo (47%) na
amostra, residente no concelho do Funchal. Este facto, pode ser justificado, pela Clinica
SPAD localizar-se neste mesmo concelho, sendo mais facilmente recorrida pelos
proprietérios. Estudos anteriores, afirmam que a prevaléncia de cées microfilarémicos na llha
daMadeira é de 30% (Fonseca et a., 1991; Genchi et a., 2005).
O facto da temperatura ambiental no Funchal variar entre 28,2 °C e 12,5 °C entre 0 més de
Outubro e Novembro, é um factor importante para o desenvolvimento dos vectores e para a
maturacdo do parasita no seu interior, consentindo com as afirmagdes de Kienle & Kittleson
(1998) e Genchi et a. (2009).
Na amostra estudada, 83% (15/18) foram assintomaticos, concordando com Atkins (2005)
gue afirma, que na maioria dos casos, 0s animais sdo assintométicos. Tendo em conta que
estes animais foram diagnosticados nos meses de Outubro e Novembro e, que a maioria dos
animais ndo apresentavam sintomatologia, pensa-se que podiam tratar-se de casos realmente
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assintomaticos ou de animais que foram infectados durante o Ver&o, que vieram a manifestar
sintomatologia ap0s 0 periodo prépatente de 6 meses. Atkins (2005) afirma que os caes
apenas manifestam sinais de doenca quando as artérias pulmonares e os pulmdes estdo
afectados.

Relativamente aos sinai's clinicos, constatou-se que um animal manifestava um Unico sintoma,
um sopro cardiaco, indicador de uma possivel infeccdo por D. immitis. Dos restantes animais
gue apresentavam sintomatologia, dois apresentavam tosse e, um Ultimo, distenséo
abdominal. Os sinais clinicos variam consoante a duracdo e a gravidade da infeccdo. A
maioria dos animais com sintomatologia, apresentam um guadro clinico crénico, reflectindo a
presenca de nematodes adultos nas artérias pulmonares e no coracéo (Ferasin & Knight, 2005;
Atkins, 2005).

Na maioria dos casos, os sinais relatados na historica clinica e observados ao exame fisico séo
muito variaveis, entre eles intolerancia ao exercicio, perda de peso, tosse, ma condicdo
corporal e distensdo abdominal (Atkins, 2005). A auséncia de sinais patognomonicos,
dificulta o diagndstico e, tornaimportante fazer detalhadamente a histéria pregressa e efectuar
um exame fisico pormenorizado.

A redlizacdo de exames complementares revelou como principais ateracbes hematol ogicas,
anemia (40%), trombocitopénia (20%), neutrofilia (40%), linfopénia (20%) e eosinofilia
(20%). Os exames complementares foram apenas realizados a cinco animais e apenas dois
apresentavam umaanemia. A ateracdo hematol 6gica mais consistente, foi uma anemia, com a
diminuicdo dos valores de eritrdcitos, hemoglobina e hematécrito. A anemia desenvolvida por
um céo, apresentava os valores do VCM e CHCM normais, indicando uma anemia néo
regenerativa (normocitica e normocrémica), que ocorre em 10% dos animais com infeccBes
médias e em 60% dos animais com infec¢es cronicas (Kienle & Kittleson, 1998; Atkins
2005). O outro canideo com anemia, apresentava os valores de VCM diminuidos e CHCM
normais, com ateracdo morfologica eritrocitaria, com rouleaux eritrocitério e raros
reticuléeitos, indicando uma anemia ndo regenerativa (microcitica e normocromica),
caracteristica de uma doenca inflamatéria cronica (Day, Mackin, Littlewood, 2000).

A presenca de uma agregacdo plaquetdria, torna a interpretacdo da trombocitopénia
subjectiva, ndo sendo possivel confirmar a existéncia de uma verdadeira trombocitopénia
(Day et a., 2000). Alguns autores referem ser comum a ocorréncia de uma trombocitopénia
em animais com CID, uma a duas semanas apés a terapéutica adulticida (Atkins, 2005; Ware,
2007). Por outro lado, Calvert & Thomason (2008), afirmam gue os cées com sindrome da
veia cava ou com um tromboembolismo grave, podem manifestar uma trombocitopénia

associada a uma hemogl obindria.
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No leucograma também foi presenciado uma leucocitose associada a uma neutrofilia em 2
animais, apontando para a existéncia de um processo inflamatério agudo ou cronico,
acordando com a afirmacgéo validada por Atkins, (2005), que 20% a 60% dos animais
apresentam uma neutrofilia. A linfopénia pode ser causada por vérios factores, como, uma
infeccdo, uma destruicdo de tecidos linféides, a presenca de tumores linféides (e.g.
linfosarcoma) ou pela accdo de glucocorticoides (Rebar, MacWilliams & Feldman, 2005).
Pensa-se que a causa mais plausivel para a manifestagdo hematol 6gica de uma linfopénianum
cdo com dirofilariose, sgja uma infecgdo. Atkins, (2005) afirma ser comum a existéncia de
uma eosinofilia em 85% dos cées com dirofilariose, 0 que corrobora a alteracéo encontrada no
nosso estudo. Kienle & Kittleson (1998) referem que a eosinofilia € comum em 85% dos caes
microfilarémicos e em 95% dos cées amicrofilarémicos, devido a destrui¢éo imunol dgica das
microfilarias.

A alteracdo no electrocardiograma, um aumento da onda Q nas derivagdes |, Il e Il e superior
a 0,5 mv no aVvF, sugere haver um aumento do ventriculo direito, que é uma das alteraces
observadas num cdo com dirofilariose (Tilley, Tilley & Tilley, 1992; Atkins, 2005).

As dteracBes radiograficas, observadas em 3% (1/29) da amostra, podem ter varias
interpretacbes. O aumento do atrio direito pode ter como causa, uma insuficiéncia da
tricispide, uma cardiomiopatia, um tumor no atrio direito e cor pulmonale. Os diagndsticos
diferenciais possiveis para esta alteracdo radiografica, incluem: linfadenopatia hilar, tumor na
base do coragdo (e.g. quemodectoma), tumor no mediastino cranial ou uma sobreposi¢éo da
artéria pulmonar ou da aorta quando aumentadas de tamanho (Owens & Biery, 1999). Atkins
(2005) referem que as ateracdes radiogréficas desenvolvidas caracterizam-se por um aumento
do tamanho do lado direito do coracdo, aumento proeminente da artéria pulmonar, aumento
do tamanho e da densidade das artérias pulmonares e da tortuosidade das artérias pulmonares.

No gue se refere ao método de diagndstico utilizado, constatou-se que a técnica de Knott
modificada foi realizada em 86% da amostra. E uma técnica répida, facil de realizar e
economica, que permite aidentificacdo do parasita. No entanto, € uma técnica limitante, pelo
facto de ser necessario um técnico experiente para a identificagcdo do parasita de acordo com
as suas caracteristicas morfoldgicas (Ferasin & Knight, 2005; Carvalho & Santos, 2006). Por
ser uma técnica insensivel e inespecifica, quando utilizada, deve ser realizada em conjunto
com outros métodos de diagndstico mais especificos e sensiveis, como a técnica de ELISA.
Em sua desvantagem, a técnica de ELISA sO permite detectar antigénios de fémeas adultas e
podem gerar falsos negativos durante os primeiros 5 a 8 meses de cada infec¢do, quando
apenas estdo infectados por nemétodes do mesmo sexo e, em infecgdes com uma carga
parasitria baixa (AHS, 2005; Ferasin & Knight, 2005, Atkins, 2005; Ware, 2007). A

98



eutanasia dos oito animais errantes (38%), foi realizada, pelo facto de serem positivos a
técnica de Knott modificada e como tal, considerados como potenciais hospedeiros capazes de
transmitir o parasita aos vectores.

Da amostra estudada, apenas oito animais foram diagnosticados com dirofilariose. Na opini&o
daautora, devido a existéncia de um elevado nimero de animais assintomaticos, o diagnéstico
deve ser realizado com base, numa histéria clinica detalhada, no quadro clinico e laboratorial
e com a utilizagdo de pelo menos dois métodos de diagnostico, através da identificacgo das
microfil&rias coradas com fosfatase acida, ap0s a sua concentracdo pela técnica de Knott
modificada e, através da pesquisa de anticorpos por métodos serol dgicos.

No que concerne a terapéutica instituida, verificowrse que o protocolo terapéutico
implementado a 72% (21/29) da amostra em estudo, foi também redizado aos 16 animais
microfilarémicos. Esta abordagem por parte da clinica, é readlizada por precaucdo e com
finalidade de eliminar as possiveis filaias adultas e microfilarias existentes nos animais
assintométi cos.

O protocolo utilizado pela clinica é realizado em qualquer fase da doenca e é consistente com
0 protocolo standard, duas injeccOes separadas de 24 horas. No entanto, o AHS (2005) afirma
gue o0 uso do protocolo alternativo, com eliminacdo das filarias em duas fases separadas por 4
a 6 semanas, em qualquer fase da doenca, € mais seguro e vantgjoso. A dose de melarsomina
(Immiticide®) utilizada foi de 2,5 mg/kg, IM, como a recomendada por Atkins (2005). Em
conjunto, foi administrado um corticosterdide, Hostacortina® (acetato de prednisolona) na
dose de 1 mg/kg, que corroboraa dose recomendada entre 1 a2 mg/ kg, SID (Atkins, 2005).
Apesar de a Aspiri na’ apresentar uma accao anti-trombotica, o0 AHS (2005), Atkins (2005) e
Ware (2007), afirmam ndo existir qualquer beneficio quando utilizada. No entanto, Atkins
(2005) afirmam que quando usada, deve ser administrada diariamente durante 1 a 3 samanas
antes do tratamento adulticida e durante 4 a 6 semanas ap0s o tratamento.

A temperatura ambiente revela ser um factor importante na transmissdo da doenca. Kienle e
Kittleson (1998) referem que as larvas necessitam de uma temperatura ambiental superior a
14°C para 0 seu desenvolvimento. Segundo Genchi et a. (2009) a transmissdo sazonal da
dirofilariose na Europa, ocorre durante o verdo, entre 0 més de Junho e Setembro. Apesar da
transmisséo da dirofilariose ocorrer entre os meses referidos, nos meses de Outubro e
Novembro na llha da Madeira, foram registadas temperaturas ambientais propicias para o
desenvolvimento do vector e das larvas.

E de sdientar que as restricdes financeiras de muitos proprietarios impossibilitaram, a
realizacd de alguns exames especificos de diagnostico, 0s quais eram importantes para

estabelecer um diagnéstico definitivo. E preciso sensibilizar os proprietérios para necessidade
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da prevencdo contra os insectos culicideos, de modo a reduzir a incidéncia de animais
infectados. Contudo, parece que esta questdo ndo € seriamente encarada pelos proprietérios,
talvez por desconhecimento da doenga ou por factores econdmicos.

3.1.2. Leishmaniose

O sexo masculino, representa 60% da amostra estudada, no entanto alguns autores referem
ndo existir uma predisposicdo sexua na LCan (Miranda et al., 2008). Contudo, Miranda et al.
(2008) referem que alguns autores afirmam existir uma maior predisposicdo em animais do
sexo masculino.

Relativamente a idade, verificou-se que 50% (10/20) dos cées apresentavam idade até aos 3
anos e 45% (9/20) uma idade compreendida entre quatro a sete anos. A amostra representada
nos 50%, apresentavam idade com uma média de 3,93 anos, moda de 3 anos e numa mediana
de 3,5 anos. Esta situacdo pode ser explicada, pelo facto de os animais jovens possuirem um
sistema imunitario mais vulneravel, que os tornam mais susceptivels a qualquer tipo de
infeccdo. E possivel que os animais mais sensiveis venham a desenvolver a doenga numa
idade prematura, enquanto outros, podem ser resistentes, e mesmo sendo infectados enquanto
jovens, podem ndo desenvolver a doenca até quando forem mais velhos (Miranda et al.,
2008). Apesar disto, a L Can é uma doenca cronica, em que os sintomas clinicos desenvol vem-
se entre 3 meses a 7 anos (Baneth, 2006). Segundo Alexandre-Pires e Correia (2008) apos a
infeccdo, 0 periodo de incubagdo até ao aparecimento dos primeiros sintomas, pode variar
entre 1 més e 3 anos. Miranda et al. (2008) e Menddo (2009) declaram existir uma
distribuicdo bimodal da idade dos animais com leishmaniose, em que o primeiro pico é entre
dois a quatro anos e 0 segundo, superior a sete anos. Além do sistema imunitario dos animais,
outros factores podem influenciar a doenca, incluindo entre outros, a existéncia de doencas
concomitantes, infeccdes recorrentes e o0 estado nutricional (Mendao, 2009).

As racas Boxer, Bull Terrier e Yorkshire Terrier, encontram-se mais representadas neste
estudo: 15%, 10% e 10%, respectivamente. Todas as ragas séo susceptivels a infeccdo por
Leishmania (Solano-Gdlego et a., 2000; Alvar et a., 2004; Alves et a., 2009). Todavia,
algumas ragas sdo0 mais afectadas do que outras; a raca Boxer € uma delas. Outros autores,
referem que as ragas Boxer, Dobermann e Pastor Alem&o estdo mais predispostas, o que
também é sugerido pelo nosso estudo. Os cées de grande porte e que vivem no exterior das
habitacOes, por longo tempo expostos ao vector, estdo mais predispostos a serem infectados
(Lima-Netto, 2000).

Todos os animais investigados residiam na Catalunha, na provincia de Barcelona. Corrales e

Moreno (2006) referem que a prevaléncia na Catalunha varia entre 9 a 18%. A razdo pelo
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qual, a prevaéncia nesta Comunidade A utonoma é elevada, pode deve-se ao facto do HCV
ser um hospital de referénciae, por estar localizado naregido Vales de Ocidental, onde reside
65% da amostra.

A manifestacdo clinica da LCan é muito variavel, devido a multiplicidade dos mecanismos
patogénicos e das respostas imunitérias individuais (Moreno et al., 1999; Lima-Netto, 2000).
Geralmente, apresenta um quadro insidioso e progressivo, em que numa fase inicial observa
se uma alteracéo do estado geral, com perda de peso e depresséo (Moreno et al., 1999; Alvar
et a., 2004). Como pode-se comprovar, 45% dos animais apresentavam-se a consulta com
depressio/letargia, 30% com perda de peso e 20% anorécticos.

A sintomatologia dermatolégica mais prevalente nos 16 animais com um quadro
dermatoldgico, foi nomeadamente uma dermatite queratoseborreica, seborreia seca, lesbes
cutaneas ulcerativas sem tendéncia para a cicatrizacdo e alopécias periorbitais. Um dos 20
animais com LCan, apresentava como lesdo Unica, um nodulo na regido ventral do pescoco,
semelhante ao “cancro de inoculagdo”, resultante da picada do flébotomo. No entanto, Blavier
et a. (2001) e Alexandre-Pires e Correia (2008) referem que a lesdo nodular conhecida por
“cancro de inoculagdo” ocorre comummente, na ponta do nariz ou na face interna do pavilh&o
auricular. Alvar et a. (2004) e Baneth (2006) afirmam que 65% a 90% dos animais com
leishmaniose, apresentam um quadro cuténeo, idéntico aos nossos resultados. As lesbes
dermatol gicas observadas sdo corroborantes com as lesdes descritas na literatura (Fraile et
a., 2001; Rochetle, 2003; Corrales & Moreno, 2006; Alexandre-Pires & Correia, 2008).
Apesar de ndo estar presente na pandplia de sinais clinicos da amostra estudada, a
onicogrifose € um achado especifico que ocorre numa pequena propor¢do dos caes
seropositivos (Baneth, 2006; Carvalho & Santos, 2006; Aguiar ett al., 2007; Pereira da
Fonseca & Villade Brito, 2008).

Constatou-se que 50% dos cées apresentavam uma linfadenopatia. Destes, 40% (oito animais)
apresentavam uma linfadenopatia do linfonodo popliteo ou uma linfadenopatia generalizada.
Esta dteracdo pode afectar apenas um linfonodo, contudo, € mais comum haver uma
linfadenomegdlia generalizada, com um aumento do tamanho e consisténcia dos linfonodos
superficiais, especialmente dos popliteos, pré-escapulares e dos sub-maxilares (Moreno et al.,
1999; Roze, 2005; Baneth, 2006; Pereira da Fonseca & Villade Brito, 2008).

Em 30% da amostra com lesdes ortopédicas, a claudicacdo era o sinal mais prevaente,
estando de acordo com a afirmacéo de Pereira da Fonseca e Villa de Brito (2008). Um dos
seis animais com alteracdes na locomocéo, com 7 anos de idade, apresentava uma poliartrite.
Segundo Santos et a., (2006) a poliartrite € consistente com uma inflamagdo granulomatosa

da sindvia devido a presenca do parasita ou por uma deposcdo de complexos imunes na
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sindvia, produzindo uma reaccéo de hipersensibilidade do tipo |1, que atrai os neutréfilos e
lesdo da articulacdo por enzimas hidraliticas.

Das afecgdes oculares apresentadas pelos quatro animais (20% da amostra), destacaram-se 0s
processos inflamatorios como conjuntivite, blefarite, meibomite e uveite, o que esta de acordo
com Roze (2005). Alexandre-Pires e Correira (2008) mencionam que pode ocorrer uma
inflamacdo das glandulas lacrimais principais e acessorias, 0 que é corroborado pelo nosso
estudo. As lesBes oculares sdo polimorficas, sendo algumas muito discretas, no entanto, os
tecidos mais irrigados sdo a sede das lesdes de origem imunologica mais graves (Alexandre-
Pires & Correia, 2008). Estes autores também referem que as lesdes oculares podem surgir
por accdo do parasita ou por processos imunoldgicos, que levam a formacgéo de depositos de
complexos imunes.

Sinais de polidpsia e polidria foram observados em cinco animais. A PU/PD pode ter varias
causas, entre muitas, insuficiéncia hepética, insuficiéncia renal, doenca enddcrina, dieta,
neoplasia (Gough, 2007). Verificou-se um aumento dos valores renais em dois animais com
PU/PD, indicando como principal causa uma insuficiéncia renal. Num destes dois animas foi
diagnosticado uma insuficiéncia renal cronica de grau IV, enquanto que o outro, apresentava
calcificagcOes renais. Relativamente aos outros trés animais, dois com PU/PD foram casos
pontuais e que desapareceram apds a ingtituicdo da terapéutica contra a LCan. Pereira da
Fonseca & Villa de Brito (2008) afirmam que os sinais clinicos desenvolvidos devido a
insuficiénciarenal cronica, resultam de uma glomerulo-nefrite e/ou nefrite tibulo-intersticial .
Os sinais gastrointestinais observados, vomito e diarreia, ocorreram em 25% e 30% da
amostra, respectivamente. Pensa-se que 0s Sinais gastrointestinais apresentados por trés
animais, deveram-se as doengas concomitantes que apresentavam, como uma insuficiéncia
renal cronica, insuficiéncia hepética e linfoma. Os restantes trés animais, apresentavam
diarreia com muco e hematoquézia, indicativo de ser uma doenca de intestino grosso e
vomitos esporadicos. AdamamaMoraitou et a. (2007) afirmam que a presenca da
Leishmania na mucosa do colon é bastante elevada, principamente em caes sem
sintomatologia aparente de colite, concluindo assim, que a LCan pode ser responsavel por
alguns casos de colite cronica, pelo menos em zonas endémicas.

Baneth (2005) e Pereira da Fonseca & Villa de Brito (2008) afirmam que as lesdes nasais
podem evoluir de uma rinite serosa com fluxo ndo muito abundante, mas continuo, a uma
rinite mucopurulenta e a uma epistaxis unilateral ou bilateral, o que observamos.

A redlizacdo de exames complementares revelou como alteragdes hematoldgicas, anemia
(43%), neutrofilia (43%), leucopénia (21%), trombocitopénia (14%), linfopénia (14%),

monocitose (14%), linfocitose (7%), trombocitose (7%) e eosinofilia (7%). Todos os animais
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com os valores dos eritrécitos, hematdcrito e hemoglobina diminuidos, apresentavam anemia.
Os cées que desenvolveram anemia com 0 decorrer da doenca, apresentavam os valores de
VCM e CHCM dentro dos padres normals, sugerindo uma anemia ndo regenerativa
normocitica e normocromica, facto verificado por varios autores na LCan (Moreno et a.,
1999; Roze 2005; Corrales & Moreno, 2006; Baneth, 2006; Reis e tal., 2006; Dias et .,
2008; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Um dos animais com anemia apresentava
os valores do VCM diminuidos e CHCM normal, indicando uma anemia ndo regenerativa
microcitica e normocrOmica associada a uma deficiéncia de ferro. Pensa-se que por
apresentar uma insuficiéncia rena cronica de grau |V, apresentava uma diminuicdo da
concentracdo do ferro no soro e da saturagcdo de transferrina. No entanto, ainda ndo esta claro
se a causa desta deficiéncia foi devida a uma diminuicéo da ingestdo de ferro, da alteracdo da
sua absorcdo ou por uma perda excessiva de ferro (Day et a., 2000). Apresentava também
uma anisocitose eritrocitaria, microcitos, equistocitos, acantocitos e com inclusdes de Howell-
Jolly. Considera-se que estas adteragbes eritrocitarias estgjam relacionadas com
microangiopatias ou com hepatopatias. Entre todos 0s animais com anemia, apenas um
apresentava os valores de VCM diminuidos e CHCM normais, indicando uma anemia
regenerativa microcitica e normocrémica.

As principais ateragdes observadas no leucograma, uma leucopénia, linfopénia e
trombocitopénia, 0 que esta confirmado por Moreno et a. (1991) e Baneth (2005). Reis et al.
(2006) afirmam que esta leucopénia deve-se a um mecanismo multifactorial, em que ha
diminuicdo da hematopoiese devido uma disfungdo medular, afectada pelo intenso
parasitismo da medula éssea, como também pelo recrutamento e enclausuramento de
leucécitos em diferentes érgdos ou devido a producdo de citoquinas supressoras. Alguns
autores afirmam ser possivel encontrar uma leucocitose com neutrofilia (Moreno et al. 1991).
No entanto € mais comum existir uma leucopénia com linfopénia e diminui¢do dos mondcitos
e eosinofilos (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Estes autores afirmam que a
trombocitopénia pode ocorrer em animais com L Can, confirmando os nossos resultados.

A eosinofilia encontrada em um caso, pode ter origem numa infeccdo parasitaria ou numa
reaccao de hipersensibilidade, sendo esta Ultima a mais plausivel para este caso em particular.
Relativamente a linfocitose presente num animal, pode ter sido causada por uma infeccdo
crénica, com base numa resposta imunitaria. A trombocitose observada, que pode ser
ocasionada por uma contraccdo esplénica devido a ansiedade, exercicio, trauma, a uma
resposta apés uma trombocitopénia ou, a uma trombocitose reactiva, devido a reaccOes
inflamatérias, infeccBes, neoplasias, hemorragias cronicas, hiperadrenocorticismo ou pela
administracdo de glucocorticoides (Rebar et al., 2005).
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No que concerne as ateracBes bioguimicas, as ateragdes mais prevalentes foram uma
hiperglobulinémia (60%), hiperproteinémia (50%) e hipoal buminémia (40%), que corroboram
com as afirmacdes de varios autores (McGrotty & Tennant, 2005; Baneth, 2006; Reis e tdl.,
2006; Pereirada Fonseca & Villade Brito, 2008).

Em relacdo ao proteinograma, verificou-se um aumento das globulinas, especiad mente das y e
B em sete animais, dasy, p € o 2 em ciNnco animais e outros animais com um aumento
individual, quer da B3, y ou a 2. Grande parte dos animais apresentava uma proteinograma com
uma gamopatia policlonal, que traduziu-se por um aumento de pelo menos as proteinas y e
Numa resposta inicial predomina a producdo de IgM. No entanto, os antigénios expostos
estimulam uma resposta mais rdpida por parte das células de memaria dos linfocitos B, com
producdo de 1gG. Apesar de ndo ser tdo comum, também é possivel observar uma gamopatia
monoclonal em cées com leishmaniose (McGrotty & Tennant, 2005). Os proteinogramas
foram realizados aos 20 animais, com objectivo de auxiliar no diagnostico, antes da
Instituicdo de uma terapéutica e no controlo da doenca.

Apesar de 35% da amostra apresentar um aumento dos valores de ureia e creatinina, apenas
em um animal foi diagnosticado uma insuficiéncia renal cronica e em outro com calcificagdes
renais. Foram também observadas ateraces a nivel dos paréametros hepaticos, contudo,
apenas um animal foi diagnosticado com uma insuficiéncia hepatica, que tanto podia estar
associada a leishmaniose ou como ser uma hepatopatia isolada.

Os resultados obtidos através da interpretacdo das tiras de urina, revelaram que 50% dos
animais apresentavam hematlria e 38% proteindria. Estas alteracdes sdo sugestivas de um
possivel desenvolvimento de uma doenca renal. A doenca renal mais comum em LCan, é a
glomerulonefrite membranosa proliferativa devido a deposicdo de complexos imunes
(Moreno et a., 1999). Estas lesdes podem evoluir e originar uma insuficiéncia renal cronica
(Blavier et al., 2001; Baneth, 2006; Corrales & Moreno, 2006).

Os resultados das ultrasonografias e radiografias realizadas, sdo dificeis de avaliar na amostra
em estudo, por ndo terem sido realizadas uniformemente em todos os animais. E de salientar
dois casos em que 0s animais apresentavam uma sintomatologia caracteristica e através da
ultrasonografia, foi possivel diagnosticar uma insuficiéncia renal cronica associada a
leishamniose e uma insuficiéncia hepatica. Num dos casos foi observada uma perda de
definicdo entre a zona cortical e medular, zonas de hiperecogenicidade e um aumento da
espessura da cortical e outro com zonas de hiperecogeni cidade no parénquima hepético.

No gue concerne ao método de diagndstico, verificou-se que o método mais utilizado foi a
técnica de cELISA com pesquisa de anticorpos especificos (75%). Todos os animais

apresentados a consulta, apresentavam uma suspeita clinica, com um quadro clinico
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caracteristico da leishmaniose. As alteracfes laboratoriais observadas, gudaram a reforcar a
suspeita clinica e a direccionar o plano de diagnostico. Varios autores, afirmam que deve-se
ter em consideragcdo os dados clinicos, epidemioldgicos, parasitologicos e bioquimicos, em
conjunto, de modo a direccionar e facilitar o diagnostico (Moreno et a., 1999; Alvar et a.,
2004; Maia, 2005; Corrales & Moreno, 2006).

O diagnostico de LCan é dificil e complexo, pelo facto de ndo existir uma apresentacéo
clinica patognomonica e, porque nem todos os animais infectados desenvolvem
sintomatologia. Outros factores limitantes ao diagnostico serol6gico, incluem a existéncia de
animais resistentes, que ndo produzem anticorpos, por ndo desenvolverem uma resposta
humoral e, pelo facto que durante o periodo de seroconversdo, ndo haver anticorpos em
circulacéo.

Cada um dos métodos de diagndstico utilizados, apresenta vantagens e desvantagens. Os
métodos parasitologicos directos, sdo métodos que permitem a observacdo morfoldgica e
rapida dos parasitas, mas no entanto apresentam uma baixa sensibilidade. Dos métodos
imunoserologicos, a IFI € considerada a técnica gold standard devido a sua grande
sensibilidade e especificidade (Rami, Atarhouch & Dakkak, 2005; Maia, 2005; Carvalho &
Santos, 2006; Lage et al., 2007; Campino & Maia, 2008; Guerra et a., 2008). A técnica de
ELISA, apresenta uma especificidade de 90,5% e uma sensibilidade de 100% e, esta indicada
para grande niumero de amostras (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Os métodos
moleculares, permitem a deteccdo do ADN, independentemente de tratar-se de parasitas
viaveis ou ndo (Maia, 2005). O RT-PCR é um método quantitativo muito Util no diagndstico
da LCan, que facilita a monitorizacdo da carga parasitaria antes e depois do tratamento. Na
opinido da autora, o diagnodstico deve ser estabelecido com base na histérica clinica, quadro
clinico e laboratorial, em conjunto com a visualizacao e identificagdo do parasita através de
métodos parasitoldgicos e a redlizagdo de um método seroldgico associado a um método
molecular (RT-PCR). No entanto, nem sempre € possivel efectuar um plano de diagnostico
completo, ja que por vezes é necess&rio efectuar um diagnostico rgpido para a instituicéo
precoce de terapéutica eficaz. Por outro lado, 0 custo associado a redlizagdo de todas estas
técnicas é elevado, e na maior parte das ocasifes apenas esta disponivel um dos métodos
referidos.

Em relagdo a associagdo dos métodos de diagnostico, verificamos que dois animais
apresentavam resultados por cELISA com uma percentagem superior a 150%, mas no entanto
apresentavam um PCR de zero valores. Apesar de o PCR ser um método pouco invasivo e
aceitavel pelos proprietarios, a utilizagcd de amostras bioldgicas (e.g. sangue), ndo sdo a

melhor fonte para detectar 0 ADN de Leishmania, por ndo ser téo abundante como na pele e
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nos ganglios linfaticos, corroborando com alguns dos resultados observados (Alvar et a.,
2004; Guest editorial, 2008).

No que se refere a presenca de doencgas concomitantes presentes nos 12 animais, verificou-se
gue apenas um animal apresentava erliquiose, concordante com Pereira da Fonseca e Villade
Brito (2008). Estes autores relatam que, na leishmaniose, pode ocorrer uma imunossupressao
e surgirem co-infecgBes, como a erliquiose, as riquetsioses, a hepatozoonose, a demodicose, a
babesi ose e menos frequente a neosporose. Relativamente as restantes doengas concomitantes
neste estudo, a poliartrite e a insuficiéncia renal cronica estiveram directamente associadas a
lei shmaniose.

Relativamente a insuficiéncia hepética presente num cdo com 9 anos de idade, ndo foi
possivel estabelecer uma ligacdo com a leishmaniose, pelo facto de apenas ter sido
diagnosticado no més de Fevereiro. Apresentava os niveis de ALT, de FA e de bilirrubina
total extremamente elevados e, apresentava ecograficamente uma hepatomegdlia. Ficou
hospitalizado, recebendo uma fluidoterapia com Lactato de Ringer, suplementado com 20
mEeq de cloreto de potassio e medicado com ranitidina, Denosyl®, acido ursodesoxicolico
(Destolit®), Glucantime®, Zyloric® e foi alimentado com uma racéo destinada a animais com
ateragbes hepdéticas. Durante a sua hospitalizacdo teve uma sincope e continuava com
vomitos. Devido a esta ocorréncia da sincope, foi suspensa a medicacdo com Zonric®.
Segundo Alexandre-Pires e Correia (2008), as lesdes que podem ser observadas no figado séo
de hepatomegdlia congestiva, que mais tarde podem evoluir para uma hepatite cronica e, em
alguns casos, cirrose.

Os dois animais com dermatite por Malassezia Spp., apresentavam também uma dermatite
gueratoseborreica, com prurido, eritema e lesdes nos pavilhdes auriculares. Uma das lesdes
cutaneas mais caracteristica da LCan, é uma dermatite queratoseborreica com areas simétricas
de aopécia e descamacdo seca difusa, ndo pruriginosa. No entanto, com a cronicidade das
lesBes, forma-se uma inflamacdo purulenta da pele, com eritema e dor (Rochette, 2003;
Alexandre-Pires & Correia, 2008). Pensa-se assim, que o quadro dermatoldgico presente
nestes dois animais, € do tipo cronico.

No que concerne a terapéutica, constatou-se que 79% (15/19) receberam uma terapéutica
leishmanicida e |ei shmaniostética, com Glucantime® e Zyloric® respectivamente. A dose mais
comummente utilizada de Glucantime foi de 75-100 mg/kg, SC, SID. Muitos autores afirmam
gue a dose recomendada deve ser de 100 mg/kg, SID (Corrales & Moreno, 2006; Baneth,
2006; Meireles, 2008). No entanto, Alvar et a. (2004) e Baneth e Shaw (2002) afirmam que a
dose mais correcta é de 75 mg/kg BID. Em relagio ao Zyloric®, foi utilizado na dose de 10
mg/kg, PO, BID, estando de acordo com a dose de 4 — 40 mg/kg referida por Santos-Gomes e
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Pereira da Fonseca (2008). No entanto, varios autores mencionam que a dose mais utilizada é
de 20 mg/kg, SID (Moreno et a., 1999; Baneth et al., 2005; Roze, 2005; Baneth, 2006;
Meireles 2008).

Em relacBo a duracdo da terapéutica, constatou-se que 84% (16 animais) da amostra
receberam Glucantime® durante 30 dias. Alguns autores afirmam que deve ser administrado
em 2 a 3 sé&ries diarias, prefazendo 20 a 30 dias consecutivos ou em dias alternados, com
intervalo de 15 dias a um més entre cada série (Moreno et al., 1999; Baneth & Shaw, 2002;
Baneth et a. 2005; Meireles, 2008). A duracdo de administracdo de Zyl oric®, variou
consoante a monitorizac&o clinicado animal, mas 10 animais (50%) receberam o f&rmaco por
tempo indefinido, consolidando as afirmactes de Moreno et al. (1999), Baneth et al., (2005) e
Roze (2005).

Para além deste protocolo terapéutico, foram implementados outros protocolos, em que dois
animais apenas foram tratados com Glucantime®, um com Marbocil® associado ao Zyloric® e
um outro animal com Milteforan® associado ao Zyloric®. A dose de Milteforan utilizada foi
de 2 mg/kg durante 28 dias, que esta de acordo com a dose recomendada (2-3 mg/kg)
(Corrales & Moreno, 2006). Meireles (2008) afirma que a administracéo de Milteforan® é
mai s vantajosa, por ndo ser eliminada pela via renal, podendo assim ser utilizado em caes que
insuficiéncia renal, embora ndo tenha sido a razdo pela qua foi utilizado neste caso. A
terapéutica isolada com Glucantime® foi realizada a dois animais com o objectivo de
monitorizar a evolucdo clinica, por apresentarem uma doenga concomitante associada, um
linfoma e uma insuficiéncia hepatica.

Dos 15 animas submetidos a uma terapéutica com Glucanti me® e Zyl oric®, verificou-se uma
melhoria clinica, com reducdo dos sintomas e das alteraces laboratoriais em 11 animais,
indicando ser uma terapéutica eficaz. Todos os animais submetidos a este protocolo
terapéutico apresentavam sintomatologia ou alteragdes laboratoriais caracteristicas da
leishmaniose. Dos 15 animais, trés animais necessitaram de prolongar a terapéutica com
Glucantime®. O prolongamento variou entre cinco dias a duas semanas, devido a
descontinuidade da terapéutica por parte dos proprietarios e num caso, devido ao agravamento
do quadro clinico em uma semana. Varios factores poderdo ter contribuido para a resposta
negativa ao tratamento etiol 6gico de quatro animais, por exemplo, a presenca de uma doenca
concomitante ou de uma doenca ndo diagnosticada, uma resisténcia aos farmacos ou por ma
aplicacdo do protocolo terapéutico por parte dos proprietarios. Um dos casos em que nao
houve resposta & terapéutica inicial, pensase dever-se a uma resisténcia ao Glucantime®.
Posteriormente foi aplicado uma outra terapéutica com Milteforan® e Zyloric®, que levou a

melhoria do estado clinico do animal.
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Em relagiio ao Gnico anima submetido a uma terapéutica com Milteforan® associado ao
Zyl oric®, constatou-se uma melhoria no quadro clinico, com reducéo da sintomatologia e dos
parémetros bioquimicos aterados. Relativamente ao Unico animal submetido a uma
terapéutica com Marbocil® associado ao Zyloric®, verificou-se que um més apds a instituicio
da terapéutica, desenvolveu uma pneumonia, hdo responsiva & doxiciclina (Vibramicina®).
Pelo facto de apresentar os pardmetros renais aumentados, um UPC de 2,7, uma
hiperproteinémia e uma trombocitopénia, foi implementado uma terapéutica com Milteforan®.
No entanto, apesar da sua grande vantagem em animais com insuficiéncias renais,
desenvolveu uma diarreia associada a medicacdo. Por fim, devido ao insucesso terapéutico
observado, optaram por aplicar uma terapéutica com Glucantime® e Zyloric®, com a
monitorizacdo mensal dos paréametros hematoldgicos e bioquimicos. Uma semana apds o
inicio daterapéutica, apresentava-se muito melhor clinicamente.

A monitorizacdo e o controlo da doencga, séo necessarios tendo em conta possiveis recidivas
num periodo de seis meses apds o tratamento e pelo facto da terapéutica ndo eliminar os
parasitas na totalidade, verificando-se normalmente apenas uma cura clinica. Assim, a
monitorizagdo deve ser realizada a cada seis meses, de modo a permitir a reavaliacdo do
estado clinico, através de exames complementares e de métodos de diagndstico. Cabe ao
Médico Veterinario informar os proprietarios dos custos provaveis do tratamento e de
monitorizacdo, do prognostico da doenca e das implicacOes da doenca em termos de Salide
Plblica. E necessario sensibilizar os proprietérios para necessidade da prevencdo contra 0s
flebétomos, de modo areduzir aincidéncia de animais infectados e para evitar a disseminacdo

da doenca por outros canideos.

3.2, Conclusao
A componente prética do estagio curricular, realizado na Clinica SPAD e no Hospital Clinic

Veterinari durante cinco meses, permitiu a aquisicdo de novos conhecimentos fundamentais
para 0 desenvolvimento da futura actividade clinica profissional. A realizacdo do estagio
curricular em dois sitios diferentes, permitiu a observacéo de duas realidades completamente
distintas, no entanto com um objectivo em comum, 0 bem-estar animal. Apesar de no HCV a
autora ndo ter tido a autonomia gue teve na Clinica SPAD, o estagio curricular ndo deixou de
superar as suas expectativas. Num lado deparou-se com situacdes de dificuldades socio-
econdmicas, com o abandono dos animais, e a adopcdo dos mesmos, e aimportancia e gestao
de um canil. No outro lado, um Hospital de Referéncia onde foram observados casos, dos
mai s comuns aos mais raros e onde as dificuldades sdcio-econdmicas ndo eram um problema.
Do pouco contacto que a autora teve com 0s proprietérios, incentivou-a e estimulou uma

maior confianca para exercer o seu papel como MédicaV eterinaria.
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A situacdo sbcio-econdmica é actuamente um factor importante na prética da Medicina
Veterinaria, limitando a area de actividade do Médico Veterinario, sendo necess&rio
seleccionar alguns dos exames complementares essenciais para obter um diagnostico. A
dirofilariose e a leishmaniose, sGo duas doencas, em que € fundamental recorrer a um
conjunto de exames complementares para chegar a um diagnostico, requerendo algum
dispéndio por parte dos proprieté&rios. A existéncia deste factor, leva a que o Médico
Veterin&rio estabeleca uma necessidade de seleccionar os métodos de diagnostico e de
tratamento, que melhor se adaptam a situacéo.

Ao longo dos anos, a incidéncia de casos de dirofilariose e leishmaniose tém vindo a
aumentar, ndo sO pela existéncia de determinados factores de risco, quetém vindo a limitar o
seu controlo, como também, pelo desenvolvimento de melhores métodos de diagndstico.
Entre muitos, as alteracfes climéticas, uma maior convivéncia entre canideos e humanos, a
movimentacao populacional entre zonas ndo endémicas e endémicas, pode levar a uma maior
exposicdo do homem e dos canideos aos vectores e consequentemente, aumento do risco de
transmissdo de infecgdes. No caso da dirofilariose, pode-se concluir que as temperaturas
médias no Funchal, sdo um dos factores mais importantes para o desenvolvimento dos
vectores e disseminacdo da doenca.

O facto de muitos dos proprietérios, maioritariamente dos cdes com dirofilariose, ndo terem
conhecimento da doenca e dos meios preventivos, faz com que a incidéncia dos casos
aumente consideravelmente ao longo dos anos. Asim, por apresentarem um caracter
zoonatico, € fulcral a sensibilizacgo e a informacdo dos proprietérios por parte do Médico
Veterinario sobre os riscos acrescidos tanto para 0s animais como para 0s proprietérios, e da
necessidade de redizar uma prevencio e um tratamento rigoroso. E de salientar que o papel
do proprietario € muito importante, para o controlo dos vectores, como na apresentacdo dos
Seus animais a consulta. Em conjunto, a utilizacdo de melhores métodos de diagnéstico e de
medidas terapéuticas, incitam a uma melhor prevencéo.

De forma a reduzir a incidéncia da dirofilariose e da leishmaniose, a indUstria farmacéutica
deve continuar a investir na producéo de novos farmacos e novos métodos profilactico, bem

COmo vacinas no caso da leishmaniose, capazes de induzir uma imunidade contra os agentes.
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